T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

SADIK AKGUL

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

HATAY
EYLUL - 2020



T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

4 N

ADIYAMAN iLi BADEM AGACLARINDA ONEMLI PRUNUS
VIRUSLERININ DAS-ELISA ve RT-PCR ANALIZLERI ile SAPTANMASI
ve KARAKTERIZASYONU

- )

SADIK AKGUL
ORCID:0000-0003-3192-3994

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Danisman
Prof. Dr. Mona GAZEL

ORCID: 0000-0001-7162-0336

HATAY
EYLUL - 2020



T.C.

HATAY MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

ADIYAMAN iLi BADEM AGACLARINDA ONEMLI PRUNUS
VIRUSLERININ DAS-ELISA ve RT-PCR ANALIZLERI ile SAPTANMASI ve
KARAKTERIZASYONU

Sadik AKGUL
BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Prof. Dr. Mona GAZEL danismanliginda hazirlanan bu tez 11/09/2020 tarihinde
asagidaki jiiri tiyeleri tarafindan OYBIRLIGI ile kabul edilmistir.

Prof. Dr. Mona GAZEL
Baskan

Prof. Dr. Kadriye CAGLAYAN Dog. Dr. Eminur ELCI
Uye Uye

Kod No:

Dog¢. Dr. Cengiz KARACA
Enstitii Miidiiri

Bu calisma MKU Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenmistir.
Proje No: 18.YL.090

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve bagka kaynaktan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve fotograflarin kaynak
gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.




11/09/2020

TEZ BiLDiRiMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde
edilerek sunuldugunu, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu c¢alismada bana
ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini ve tez lizerinde
Yiiksekogretim Kurulu tarafindan higbir degisiklik yapilamayacagi icin tezin bilgisayar
ekraninda goriintiilendiginde asil niisha ile ayni olmasi sorumlulugunun tarafima ait

oldugunu beyan ederim.

Sadik AKGUL



OZET

ADIYAMAN iLi BADEM AGACLARINDA ONEMLIi PRUNUS
VIRUSLERININ DAS-ELISA ve RT-PCR ANALIZLERI ile SAPTANMASI ve
KARAKTERIZASYONU

Diinyada ve iilkemizde ekonomik Onemi yildan yila artan badem agaclarinda
ekonomik kayiplara yol acan viriisler icerisinde elma mozaik viriisii (ApMV), prunus
nekrotik halkali leke viriisii (PNRSV), erik ciicelik virtisii (PDV) sarka viriisii (PPV) ve
elma klorotik yaprak leke viriisii (ACLSV) en yaygin goriilenlerdir. Ticari amagla yapilan
badem yetistiriciligi Adiyaman ili i¢in yeni bir {iriin olmakla birlikte kapama bahgelerin
sayis1 her gecen giin artmakta ve tiretim de tesvik edilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda
Adiyaman ilinde badem bahgelerinde ApMV, ACLSV, PDV, PNRSV ve PPV’ nin varligi
Double Antibody Sandwich—-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (DAS-ELISA) ve
Ters Traskripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemleri ile arastirilmas,
belirlenen bazi izolatlarin biyolojik ve molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Badem
agaclarinda goriilen bu 5 virlisiin varligint belirlemek amaciyla yapilan DAS-ELISA
testleri sonucunda 34 tane 6rnek PDV ile enfekteli bulunmus ancak ACLSV, ApMV,
PNRSV ve PPV tespit edilememistir. RT-PCR analizleri ile testlenen 110 badem
orneginde sadece PDV’iine ait beklenen uzunluktaki (756 bp) DNA fragmenti 34 6rnekte
cogaltilirken, testlenen Orneklerde yine ApMV, ACLSV, PNRSV ve PPV
saptanamamustir. Testlenen badem orneklerinin PDV ile enfeksyion orani1 %30.90 olarak
saptanmistir. RT-PCR yontemiyle ¢ogaltilan PDV izolatlari dogrudan dizilenerek
niikleotid ve kodladiklart amino asit dizileri analiz edilerek Adiyaman’dan elde edilen
PDV izolatlarinin birbirleriyle ve Gen Bankasina kayith diger iilkelerin izolatlariyla
karsilastirmasi yapilmis ve benzerlik oranlart ile filogenetik iliskileri ortaya konulmustur.
PDV izolatlarina ait NJ (Neighbor Joining) dendogrami incelendiginde Adiyaman PDV
badem izolatlariin birbirine ¢ok benzedigi ve filogenetik agagta ayni grup i¢inde yer
aldigi, gen bankasina kayitli diger PDV izolatlarindan ayri bir grupta kiimelendigi
belirlenmistir. Yapilan bu ¢alisma ile PDV ilk kez Adiyaman ili badem plantasyonlarinda
saptanmistir.

2020, 46 sayfa
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ABSTRACT

DETECTION and CHARACTERIZATION by DAS-ELISA and RT-PCR
ANALYSIS of IMPORTANT PRUNUS VIRUSES on ALMOND TREES
GROWING in ADIYAMAN PROVINCE of TURKEY

There are viral diseases causing economic losses on almond trees whose economic
importance is increasing by year in the world and also in our country. Among these
viruses, apple mosaic virus (ApMV), prunus necrotic ring spot virus (PNRSV), prune
dwarf virus (PDV), plum pox virus (PPV) and apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV)
are the most common viruses. Although commercial almond cultivation is a new product
for Adiyaman province, the number of enclosed orchards is increasing day by day and its
production is also encouraged. Within the scope of this study, the presence of ApMV,
ACLSV, PDV, PNRSV and PPV on almond orchards in Adiyaman province were
investigated by Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked limmuno Sorbent Assay
(DAS-ELISA), Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) analysis
and molecular characterization of some isolates has been made. As a result of the DAS-
ELISA tests performed to determine the presence of these 5 viruses seen in almond trees,
34 samples were found to be infected with PDV and ACLSV, ApMV, PNRSV and PPV
were never found in tested samples. In 110 almond samples tested with RT-PCR analysis,
only the expected length (756 bp) DNA fragment of PDV was replicated in 34 samples,
while ApMV, ACLSV, PNRSV and PPV were not detected in the tested samples. The
infection rate of PDV in tested almond samples was found to be 30.90%. PDV isolates
amplified by RT-PCR method were directly sequenced and nucleotide and amino acid
sequences they encoded were analyzed, PDV isolates obtained from Adiyaman with each
other and with different countries isolates deposited in Gen Bank were compared and
their similarity rates and phylogenetic relationships were revealed. When the NJ
(Neighbor Joining) dendogram of PDV isolates was examined, it was determined that
Adiyaman PDV almond isolates were very similar to each other and included in the same
group in the phylogenetic tree, clustered in a separate group from other PDV isolates
registered in the gene bank. PDV was detected for the first time in almond plantations in
Adiyaman province by this study.

2020, 46 pages
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TESEKKUR

Yiiksek lisans tez konusunun belirlenmesinde, aragtirmanin yapilmasinda ve yazimi
sirasinda sahip oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢alismay1 yonlendiren ve her tiirlii
yardimi esirgemeyen saygideger danisman hocam Prof. Dr. Mona GAZEL’e sonsuz saygi
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boliim olanaklarindan yararlanmami saglayan Hatay Mustafa Kemal Universitesi
(HMKU) Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliim Baskanligi’na ve HMKU FBE Enstitiisii
Miidiirligi calisanlarina tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismalarim siiresince, tiim laboratuvar ¢calismalarimda yapmis olduklari katki
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1. GIRIS

Tirkiye'nin Dogu Karadeniz’in kiyr bolgesi ile ¢ok yiliksek yaylalar disinda her
yoresinde badem (Prunus amygdalus Bathsch.) yetistirilmektedir. 2019 yili verilerine
gore ortalama 150.000 ton iiretimi ile tilkemiz (Anonim, 2019), diinyanin 6nde gelen
badem iireticisi tilkelerden birisi olmasina ragmen badem ihtiyacini kargilayamamakta ve
i¢ badem ithalatinda bulunmaktadir. Tiirkiye ekolojisi badem iiretimi i¢in bliyiik bir
potansiyel icermektedir ve lilkemiz bu degerli meyve tiiriinde iddial1 bir konuma gelecek
durumdadir. Badem iilkemizde bir¢ok ilde kapama bahgeler ve plantasyonlar halinde
tiretilmekte ve iiretimi de tesvik edilmektedir. Ticari amagcla yapilan badem yetistiriciligi
Adiyaman ili i¢in yeni bir {iriin olmakla birlikte kapama bahgelerin sayist her gecen giin
artmaktadir. Adiyaman ili badem yetistiriciliginde iiretim alan1 bakimindan Istatistik Veri
Ag (IVA) 2017 yili tahmini verilerine gore 51.495 da ile Tiirkiye’de ilk sirada yer
almaktadir. Ekonomik olarak {ilke gelirine biiyiik katkilari olan bu meyve tiirlerinde
Oniline gecgilemeyen viriis hastaliklar1 biiyiik sorunlara neden olmaktadir (Dunez, 1988;
Dunez, 2000). Diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi badem agaclarinda viriis hastaliklari
genellikle yaprak ve meyvede renk bozulmalarina, govdede deformasyona, liriinde
azalmalara ve as1 uyusmazliklarina ve hatta ileri asamalarda agaclarda dliimlere neden
olmaktadirlar (Kahn, 1976). Bunun yaninda viriis infeksiyonlar1 badem agaclarindan
aliacak iirlinlin kalite ve kantite degerleri iizerine olumsuz etki yapmaktadirlar. Sert
cekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan her yerde yaygin olarak bulunan viriisler arasinda
badem agaclarinda da ekonomik zarar yapan viriisler; erik nekrotik halkali leke viriisii
(prunus necrotic ringspot virus, PNRSV), elma Klorotik yaprak leke viriisii (apple
chlorotic leaf spot virus, ACLSV), erik ciicelik viriisii (prune dwarf virus, PDV), elma
mozayik virlisii (apple mosaic virus, ApMV) ve erik sarka viriisii (plum poX virus,
PPV)’diir (Nemeth, 1986; Dunez, 1988). Yapilan pek ¢ok calisma bu viriislerin basta
Avrupa olmak iizere tiim diinyada sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan her yerde
yaygin olarak bulundugunu goéstermistir (Dunez, 1988; Myrta ve ark., 2003). Ancak
badem agaclarinin diger sert ¢ekirdekli meyve agaglarina oranla daha az sayida viriis ve
viriis benzeri etmen tarafindan enfekte edildigi bildirilmistir (Digiaro ve ark., 1992).
Literatiirlerde badem agaglarinda 10°’dan daha az sayida viriis hastalig1 rapor edilmis

olmasina karsin bu say1 visnede 39, seftalide ise 37 dir (Nemeth, 1986).



Ulkemizde sert ¢ekirdekli meyve agaglarinda viriislerin saptanmasi konusunda cok
calisma bulunmasina karsin, yalnizca badem viriisleri konusunda Kahramanmaras ve
Tekirdag illerinde yapilmis iki farkli ¢caligma bulunmakta ancak Adiyaman ili badem
agaclarinda viriislerin tespiti konusunda bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bat1 Akdeniz Bélgesi’nde bulunan Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi’ne ait
badem bahgesinde viriislerin yayginligiin arastirildig bir calismada toplanan 222 6rnek,
DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
yontemi ile PNRSV, PDV, PPV, ACLSV ve ApMV’lerinin saptanmasi amaciyla
testlenmistir. DAS-ELISA yontemiyle testlenen 222 badem agacinin 52 tanesinde (%
23.4) PNRSV ve ACLSV’lerinin tekli infeksiyonlari saptanmistir. Yapilan testlemelerde
en yaygin virlis PNRSV (%20.3) olarak saptanirken, onu ACLSV (%3.2) takip etmistir.
Testlenen badem 6rneklerinde PDV, ApMV ve PPV’leri bulunmamuistir (Oztekin, 2006).

Badem agaclarinda viriis hastaliklarin1 saptamak amaciyla 2010 yilinda yapilan
survey ¢alismalarinda, Trakya Bolgesi’nde Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illerine bagl
10 ilgede, 158 ¢icek ve 260 adet yaprak ornegi toplanmistir. Survey yapilan alanlardan
toplanan toplam 418 bitki 6rneginde ELISA ve Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) testleri ile PPV, PNRSV ve PDV’lerinin tanilari gergeklestirilmistir.
Serolojik ve molekiiler testlemeler sonucunda Trakya Bolgesi’ndeki badem agacglarinin
%31.15 oraninda PNRSV, %4.23 PDV ve %2.31 ise PPV ile enfekteli olduklari
saptanmustir. Trakya Bolgesinde yapilan bu ¢alisma sonucunda 260 yaprak 6rneginden
%38.84’1 viriislerle enfekteli bulunmustur. Tirkiye’deki badem agaclarinda PPV’ niin
hem yaprak hem c¢igek Orneginde bulunusu ilk defa bu calisma ile kanitlanmistir
(Karabacak, 2012).

Sipahioglu ve ark., (1999) Dogu Anadolu Bolgesinde viriislerle bulasiklik oraninin
kayisida %0.3’den az, kirazda %2 ve bademde %33 oldugunu bulmustur. Survey yapilan
sert ¢ekirdekli tiirlerinde PPV, ApMV, TBRV (tomato black ring virus, domates siyah
halka virus), RpRSV (rasberry ringspot virus, ahududu halka leke virus), SLRSV
(strawberry latent ringspot virus, gilek latent halkali leke viriisii), CLRV (cherry leafroll
virus, kiraz yaprak kivircikligi viriisii), ArMV (arabis mosaic virus, arabis mozayik
virlisti)) ve ToRSV (tobacco ringspot virus, titiin halka leke virus)’niin olmadigi

gbzlemlenmistir.



Bu c¢aligmanin amaci Adiyaman ilinde badem agaglarinda viriis surveyi yapilarak,
simptomolojik gbézlemlerin yapilmasi, siipheli 6rneklerin elma mozaik viriisii (ApMV),
elma klorotik yaprak leke viriisii (ACLSV), erik clicelesme viriisti (PDV), erik nekrotik
halkal1 leke viriisii (PNRSV) ve erik sarka viriis (PPV)’lerine kars1t DAS-ELISA (Double
Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) ve RT-PCR (Reverse
Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) yontemleri ile testlenerek bu viriislerin
yayginlik oranlarinin belirlenmesi ve elde edilecek viriis izolatlarinin DNA sekans analizi

yontemiyle karakterizasyonunun yapilmasidir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Ulkemizde 2019 yili verilerine gére meyve veren yasta badem aga¢ sayisi
9.521.707 iken meyve vermeyen yasta agac sayisi ise 6.333.129 ve verim 150.000 tondur.
Badem iilkemizde bir¢ok ilde kapama bahgeler ve plantasyonlar halinde iiretilmekte ve
tiretimi de tesvik edilmektedir. Ticari amagla yapilan badem yetistiriciligi Adiyaman ili
icin yeni bir {iriin olmakla birlikte kapama bahgelerin sayis1 her gegen giin artmaktadir.
Ulkemizde ve Adiyaman ilinde son 5 yilda badem iiretim miktar1 ve meyve veren yasta

agac sayist Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Ulkemizde ve Adiyaman ilinde 2015-2019 yillar1 aras1 badem iiretim miktar
(ton) ve meyve veren yasta agag sayist (Anonim, 2019)

Yillar Adiyaman Tiirkiye
Meyve veren Uretim miktar1 Meyve veren yasta Uretim miktar:
yasta aga¢ sayis1  (ton) agac sayisi (ton)

2015  155.588 1.800 5.863.629 80.000

2016  352.965 3.576 6.663.996 85.000

2017  530.858 4.593 6.810.165 90.000

2018  1.204.200 11.747 8.490.351 100.000

2019  1.685.485 15.470 9.521.707 150.000

Adiyaman ilinde badem yetistiriciligi en ¢ok Kahta, Besni, Golbas1 ve Merkez
ilgelerinde yapilmakta olup, bu ilgelerde badem tiretim miktarlari sirastyla 10.455, 2.284,
1.430 ve 697 tondur (Anonim, 2019).

Ulkemiz meyvecilik iiretim potansiyeli bakimmdan énemli bir yere sahip olmasina
ragmen, bu meyvelerin liretiminde ve ihracatinda arzu edilen seviyelere gelememis olup
bu durumun baslica nedeni birim alandan yeterli verim ve kalitede irlin alinamamasadir.
Verim ve kalitenin diisiik olmasinin nedenlerinden biri de hastaliklardan 6zellikle viriis
hastaliklarindan ari {iretim materyalleri kullanilmamasindan kaynaklanmaktadir.
Ekonomik olarak iilke gelirine biiyiik katkilar1 olan bu meyve tiirlerinde Oniine
gecilemeyen viriis hastaliklar1 olduk¢a énemli sorunlar yaratmaktadir (Oztekin, 2006).

Virilis hastaliklariin, bakteriyel ve fungal hastaliklar gibi kimyasal miicadelesinin



olmamasi bu hastaliklarin ekonomik Onemini de arttirmaktadir. Viriis etmenlerinin
cogunun latent enfeksiyon yapmasi, farkli iklim ve ekolojik kosullarda belirtiler vermesi,
bahge tesisi edilirken yapilan yanlis uygulamalar viral hastaliklarin hizli bir sekilde
tilkemizde yayilmasina ve ticari bahgelerde daha kurulum asamasinda 6nemli zararlara
neden olmaktadir (Sipahioglu ve ark., 2007). Ulkemizde bir ¢ok bdlgede yetistirilen sert
cekirdekli meyvelerdeki virlis ve viriis benzeri hastaliklarinin ¢ok yaygin olmasinin en
onemli nedeni yeni tesis edilen bahgelerin viral etmenlerle enfekteli iiretim materyalleri
ile kurulmus olmasindan dolayidir (Giimiis ve ark., 2007).

Genel olarak viriis hastaliklar kiiltiir bitkilerinin yapraklarinda kloroz ve nekroz
olusumuna, bitki biiylimesinde duraklamaya, meyve agaclarinin gelisimini
sinirlandirarak meyve verim ve kalitesinde azalmaya sebep olarak ekonomik dmiirlerinin
azalmasina meyve verim ve kalitesinde diismelere neden olmaktadir. Viriis enfeksiyonu
nedeni ile hastalanan agagclar, viriis tiir ve irkina bagli olarak 6lmekle beraber enfekteli
agaclarin diger bazi1 hastaliklara kars1 dayanikliligini da azalmaktadir (Nemeth, 1986).
Ayrica sert ¢ekirdekli meyve agaglarinda goriilen viriis etmenlerinin %35 ile %100 varan
verim kayiplarina ve fidanliklarda anag¢ kalem uyusmazliklarina yol agtig1 rapor edilmistir
(Dunez, 1988; Nemeth, 1994). Sert ¢ekirdekli meyveler farkli gruplara dahil olan birgok
RNA viriisiine konukculuk etmektedir.

Diinyada sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciliginin yildan yila artmasi beraberinde
onemli sorunlarin giindeme gelmesine sebep olmustur. Bu sorunlarin bir tanesi de
viriislerden kaynaklanan ekonomik kayiplari olusturan verim ve kalite diisiikliigiidiir.
Elma mozaik viriisii (apple mosaic virus, ApMV), prunus nekrotik halkali leke viriisii
(prunus necrotic ring spot virus, PNRSV), erik ciicelik viriisii (prune dwarf virus, PDV),
erik sarka viriisii (plum pox virus, PPV), kiraz yaprak kivrilma viriisii (cherry leaf roll
virus, CLRV) ve elma klorotik yaprak leke viriisii (apple chlorotic leaf spot virus,
ACLSV) basta badem olmak iizere diger sert cekirdekli meyve agaglarinda saptanan
Oonemli ve en yaygin viriislerdir (Nemeth, 1986; Dunez, 1988). Bu viriislerin basta Avrupa
olmak iizere diinyada sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan her yerde yaygin olarak
bulundugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Dunez, 1988; Myrta ve ark., 2003).

Bromoviridae familyasina baglh llarvirus cinsine dahil olan PNRSV’nin genomu
tek sarmall1 (ss: single-stranded) RNA’dan ibaret olup, partikiilleri zarfsiz, 25-35 nm

capinda ve 70 nm uzunlugundadir (Ong, 1987). Rosa, Prunus, Malus cinsleri ve serbetci



otu (Humulus lupulus) PNRSV’nin dogal konukgularidir (Nemeth, 1986). Ekonomik
acidan en dnemli konukgular1 arasinda giil (Rosa spp.), Prunus cinslerine ait kiraz (Prunus
avium), visne (P. cerasus), erik (P. domestica), badem (P. dulcis), seftali (P. persica)
bulunmaktadir (Nyland ve ark., 1976). Viriisiin tohum ve polen kokenli olmasi, sert
cekirdekli meyve agaclarinda ¢ok hizli yayilmasinda oldukga etkilidir (Cole ve ark.,
1982; Uyemoto ve Scott, 1992). Prunus tiirlerinde tohumla tasinma oraninin, tiire bagh
olarak %70’e kadar ulasabildigi bilinmektedir (Megahed ve Moore, 1967). Bu viriisiin
tasinmasinda bilinen bir vektor bocegin olmadig: bildirilmistir (Swenson ve Milbroth,
1964). Viriis, konukcularin bircogunda klorotik veya nekrotik ¢izgiler, halkalar ve
noktalar, yaprak deformasyonu ve gelisme geriligi seklinde simptomlara neden
olmaktadir. Nekrotik halkalarin genellikle orta kisimlar1 diisereke yapragin sagma ile
delinmis gibi bir goriiniim almasina neden olmaktadir. PNRSV ile enfekteli geng
agaclarda dliimler goriilebilmektedir.

Trichovirus cinsinin Flexiviridae familyasina bagli bir viriis olan ACLSV (Martelli
ve ark., 1994) 720 x 12 nm uzunlugunda ipliksi partikiillere sahip olup (Brunt ve ark.,
1996) elma, armut, seftali, erik, visne ve bademi kapsayan bir¢ok meyve tiiriinde hastalik
yapmaktadir (Nemeth, 1986; Desvignes ve Bove, 1989). ACLSV nin bir¢ok 1rki, meyve
agaclarinda latent olmasina karsin diger bazi irklar1 yaprak kizarmasiyla birlikte tepe
stirglinlerinde c¢alilasma ve bazi anaglar iizerine asili elma varyetelerinin ¢liimiine neden
olabilmektedir (Desvignes ve Bove, 1989). Virlis ayn1t zamanda eriklerde kabuk
yarilmalarina, erik beneklenme viriisii benzeri simptomlara, seftalide koyu yesil renkli
beneklere, siddetli yaprak ve meyve deformasyonlarina, bazi kayis1 kombinasyonlarinda
as1 uyusmazliklarina da neden olabilmektedir (Nemeth, 1986; Desvignes ve Bove, 1989;
Sutic ve ark., 1999).

Bromoviridae familyasina bagli llarvirus cinsinden olan PDV’nin izometrik
partikiilleri yaklasik olarak 22 nm ¢apindadir. Viriis infekteli bitkilerde klorotik halkalar,
beneklenmeler, internodlarin kisalmasi ve sar1 lekelere neden olmaktadir (Brunt ve ark.,
1996). PDV’nin konukgu dizisi ¢ok genis olup kiiltiire alinan tiim Prunus tiirlerinde
(seftali, kiraz, erik, badem ve visnede) yaygin olarak bulunmaktadir. PDV nin bilinen bir
vektorii bulunmamakta ancak tohum ve polenle tasinmaktadir (Gilmer ve ark., 1976;
Uyemoto ve ark., 1989; Dunez 1988; Kunze, 1988). Etmen bahar aylarinda kiraz

yapraklarda klorotik halkalar, beneklenmeler ve yapraga niifus etmis genis sar1 lekeler



seklinde simptomlar olusturmaktadir. Vignede, kirazda goriilen simptomlara ek olarak
yaygin kloroz simptomlar1 erik agaglarinda ise bogum aralarinda kisalma ve 6zellikle
Italyan eriklerinde bodurlasma goriilmektedir.

Elma mozayik viriisiit (ApMV) Bromoviridae familyasi, llarvirus cinsine dahil olup
tek sarmalli RNA genomundan olugmaktadir. Rosaceae familyasina giren bitkiler
ApMV’nin konukcgular1 olup ApMYV ile infekteli agaclarin yapraklarinda ya klorotik
mozayik ya da halka leke simptomlar1 gézlenmektedir (Nemeth, 1986).Viriisiin bazi ticari
Prunus tiirlerinde %25°e varan onemli iirlin kayiplarmma neden oldugu bildirilmistir
(Martelli ve Savino, 1997).

Potyvirus cinsi viriislerden biri olan erik sarka viriisii (plum pox virus= PPV sert
cekirdekli meyve agaclarinda ‘‘Sharka (Sarka)’” adiyla bilinen hastaliga neden
olmaktadir. PPV ilk kez Bat1 Avrupa iilkelerinde ortaya ¢ikmis olup daha sonra diger
Avrupa ilkelerinde de saptanmustir. PPV Prunus cinsine dahil pek ¢ok tiirde ciddi
enfeksiyonlar yaptig1 ve dzellikle erik (P. domestica, P. salicina), seftali (P. persica) ve
kayis1 (P. armeniaca) agaglarinda biiyiik kayiplara neden oldugu bildirilmistir (Dunez,
1988). Son yillarda Moldova ve Italya’da PPV’nin kirazlarda da dogal enfeksiyonlar
yaptig1 rapor edilmistir. Siddetli hastalik belirtileri kayisi, erik ve seftali agaclarinda
ortaya ¢ikmaktadir. PPV ile enfekteli agaclarin yapraklarinda klorotik leke, serit ya da
halka seklinde, damarlarda renk agilmasi ve deformasyonlar, meyvelerinde ise klorotik
lekeler veya halkalar seklinde belirti meydana getirmektedir. Etkilenen meyvenin
cekirdeklerinde de solgun leke ya da halkalar goriilmekte, meyvelerin ¢ogu normal
olgunlagma tarihinden yaklagsik olarak 20 giin 6nce dokiilmekte ve bu meyvelerin seker

iceriginin de oldukga diisiik seviyede oldugu belirlenmistir.

2.1. Diinyada Badem Agaclarinda Viriis Hastaliklar1 Konusunda Yapilan
Calismalar

Prunus amygdalus ve siis bitkisi olarak degerlendirilen ¢icekli badem Prunus
tribola’da patojenik olarak 18 fungal, 3 bakteriyel, 2 nematod, 6 adet de viriisten
kaynaklanan hastalik belirlemistir (Horst, 2008). Badem agaclarinda saptanan en dnemli
virilis olan prunus necrotic ring spot virus (PNRSV) liniin siirgiinlerdeki goézlerde kuruma,
yapraklarda damar bantlagmasi, parlak mozaik, halkali leke, kloroz ve mese yapragi

deseni gibi belirtiler meydana getirdigi ve etmenin verimi diislirdiigii rapor edilmistir



(Smith, 1972, Brunt ve ark., 1996). Badem agaglarinda PNRSV’iiniin badem sar1 mozayik
(almond calico disease), badem yapraklarinda ¢izgi desen hastaligi (almond line pattern
disease) ve badem nekrotik halka leke hastalig1 (almond necrotic ringspot disease) olmak
tizere Ui¢ tip hastaliga neden oldugu saptanmistir (Sutic ve ark., 1999). Ayrica bademin
PDV’iiniin dogal konukgusu oldugunu, diger virilisler ile beraber badem agaclarinda
karisik enfeksiyonlara neden oldugunu bildirmislerdir. Bademin PPV’iiniin dogal
konukgusu olmadigi ancak bu virlisiin indikatér bitkisi olarak kullanilabilecegi
belirlenmistir. Bertozzi ve ark. (2002), badem agaglarinda ¢igek tomurcuklari, gigek petal
yapraklar1 ve yaprak gibi farkli bitki dokusu 6rneklerinde PNRSV’{iniin varligin1 ELISA
yontemi ve biyolojik indeksleme yontemi ile arastirmislar ve sonucta erken toplanan
badem petal yapraklarinda PNRSV’niin varligini ELISA testi ile saptayabilirken 9
indikator bitkiye yapilan inokulasyonda basari elde edememislerdir. Enfekteli badem
yaprak orneklerinin ise PNRSV’iiniin ELISA ile saptanmasinda en uygun materyali
olusturdugunu bildirmislerdir.

Diinyada badem agaclarinda viriislerin varliginin saptanmasi konusunda yapilan
calismalar diger sert cekirdekli meyve tiirleri ile birlikte yapilmistir. Israil’de seftali ve
badem agaglarinda RT-PCR yontemi kullanilarak PNRSV saptanmistir (Rosner ve ark.,
1997). Israil’deki badem, erik ve kayisi ¢esitlerinde PNRSV {iniin arastirilmasinda farkli
konukgularda farkli PNRSV izolatlar1 olabilecegini gdstermislerdir (Spiegel ve ark.,
2004).

Badem agaclarinaki viriislerin saptanmasinda serolojik yontemlerden ELISA
yontemi ile niikleik asit hibridizasyonuna dayali Polymerase chain reaction (PCR)
yontemini karsilagtiran Mekuria ve ark. (2003) ii¢ yillik calisma sonucunda Clark ve
Adams (1977) ELISA metoduna gore Mullis ve ark. (1986) ile Saiki ve ark. (1988)
gelistirdikleri PCR metodunun daha giivenilir ve daha duyarli oldugunu saptamislardir
(Mekuria ve ark., 2003).

Badem agaclarinda yaygin olarak bulunan Ilarviriislerden PNRSV, PDV ve
ApMV’iiniin ii¢iiniin birden saptanmasinda Non-izotopik molekiiler hibridizasyon ve
Multiplex RT-PCR teknigini gelistirmisler ve bu ii¢ viriise spesifik primer karigimi ile
bademin de aralarinda bulundugu sert ¢ekirdekli bitki 6rneklerinin seri bir sekilde

testlenmesine olanak saglamislardir (Saade ve ark., 2000).



Silva ve ark. (2003), badem agaglarinda PDV’iinii PCR teknigi kullanarak
saptamak amaciyla yaptiklar: testler sonucunda PDV’niin gen¢ badem yapraklarinda,
cigek tomurcuklarinda, polenlerde yliksek konsantrasyonlarda bulundugu ve bitki hiicre
sitoplazmasi igerisinde ¢ekirdek ¢evresinde yogunlastigint saptamislardir.

Jarrar ve ark. (2001), Filistin’de simptom gosteren 196 badem agacindan aldiklart
yaprak orneklerinin % 13.3 oraninda PDV ile bulasik oldugunu kirazda % 25, seftalide
% 26.7 oranlarinda PNRSV bulundugunu belirlemislerdir.

Portekiz’de badem agaclarinda saptanan viriislerle miicadeleye yonelik 6nemli bir
calisma yapilmistir. Miguel ve ark. (1998), Portekiz’e 6zgii Boa Casta badem ¢esidi basta
olmak {iizere enfekteli damizlik badem agaclariin PDV’iinden arindirilmasi igin
termoterapi, kemoterapi ve meristem kiiltiirii yontemlerini kullanilarak badem viriis
hastaliklarini kontrol altina almaya ¢alismislar, arastiricilar ayrica PDV’ye karsi npt 11
dayaniklilik geni de saptanmislardir.

Varveri ve ark. (1997), kayisida PPV ve ACLSV’lerinin, bademde ise
PNRSV’iiniin ELISA testi ile giivenilir teshislerini yapmislar ve 6rnekleme kosullarinin
belirlenmesine yonelik calismiglardir. Dogal olarak bulasik olan 3 agactan biiylime
periyodu siiresince 0rnekleme yapilmis ve testler bir sonraki yil tekrarlanmasina karsin
PPV viriisii tiim 6rneklerde bulunamamistir. Mayis, Haziran, Temmuz, Ekim ve Kasim
aylarinda toplanan Orneklerin ELISA ile testlenmesi sonucunda en yiiksek absorbans
degerlerinin saptandigini bildirmislerdir.

Sert ¢ekirdekli meyvelerden erik, kaysi, seftali ve nektarinde sharka hastaligina
neden olan PPV’iine badem agaglarinin da duyarli oldugu saptanmistir (Kolber ve ark.,
2001). Badem agaclarinda PPV enfeksiyonlarmin Rusya, Bulgaristan, Macaristan ve Cek
Cumhuriyeti’nde yaygin oldugu bildirilmistir.

2.2. Ulkemizde Badem Agaclarinda Viriis Hastaliklar1 Konusunda Yapilan
Cahismalar

Badem agaglarindaki viriislerin saptanmasina yonelik calismalar ABD ve bazi
Avrupa iilkelerinden sonra Tiirkiyede Aydin, Balikesir ve Izmir illerindeki fidanliklarda
baslatilmistir. Farkli Prunus tiirlerinde klorotik ve nekrotik yaprak lekeleri, calico,

mozayik, yaprak daralmasi ve deformasyonlarla, ciicelik, sakiz akintis1 gibi belirtiler



gosteren orneklerin ELISA yontemi ile testlenmesi sonucunda Prunus tiirlerinin PNRSV,
PPV ve diger bircok viral etmenle bulasik oldugu saptanmistir (Azeri, 1994).

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde erik ve kayisi agaglarindan toplanan 6rnekleri ELISA
yontemiyle testlemigler ve PNRSV, PDV ve ACLSV nin tek veya karisik infeksiyonlari
belirlenmis ancak ApMV ve SLRSV enfeksiyonlart bulunamamistir. Bu ¢alismada
ELISA’da PPV infeksiyonu bulunan kayisi agacindan alinan 6rnekle yapilan mekanik
inokulasyon olumsuz yanit vermistir. (Y1ldizgordii ve Cali, 1994).

Baloglu ve ark., (1995), Adana ve Tarsus bolgesinde yetistiriciligi yapilan erik ve
seftali agaclarinda PPV’nin varligini aragtirmak i¢in yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
toplanan erik ve seftali 6rneklerinin hi¢birinin bu viriis ile bulasik olmadigini rapor
etmislerdir.

Gazel (1997), Gazel ve Caglayan (1998), Hatay ilindeki sert ¢ekirdekli meyve
agaclarinda zararli virlis hastaliklarini tespit etmek igin yaptiklar1 ¢alismada PPV
infeksiyonunun tespit edilmedigini bildirmislerdir. Elibliylik ve Erdiller (1998),
Malatya’da sert ¢ekirdekli meyve agaglarinin bu viriis bakimindan temiz oldugunu rapor
etmislerdir.

Dogu Akdeniz Bolgesinden toplanan 476 sert g¢ekirdekli meyve agacinin
%?28.4’linilin bir veya birden fazla viriis ile bulasik oldugunu, ApMV’iiniin en yaygin
(%22.28) virlis oldugunu, PNRSV, PDV ve ACLSV infeksiyonlarinin da ApMV
enfeksiyonlar1 kadar yogun oldugunu ortaya koymustur. Dogu Akdeniz Bolgesinde PPV
enfeksiyonlarina rastlanmamistir (Caglayan ve ark., 1998).

Sipahioglu ve ark. (1999) aralarinda 21 adet bademin de bulundugu 1019 adet sert
cekirdekli meyve agaclarindan toplanan yaprak orneklerinde araklarinda PNRSV, PDV,
PPV’niin de bulundugu 11 ayr1 viriisiin ve 2 viroidin varligini1 arastirmiglardir. Sonugta
PNRSV % 21, PDV % 33 oraninda belirlenirken diger viriislerin % 0.3 gibi ¢ok diisiik
oranlarda bulundugu, viroidlerin ise hi¢ bulunmadig1 saptanmistir.

Malatyada kayisilarda goriilen viriis hastaliklarinin saptanmasi ve ¢dziim yollar1
tizerine yapilan ELISA ve biyolojik testlemeler sonucunda, toplanan degisik cesit ve yasta
toplam 622 6rnegin hi¢cbirinde PNRSV, PDV, PPV, ACLSV, ApMV ve ToRSV viriisleri
saptanmamustir (Baloglu ve ark., 2001).

Yorganci ve ark. (2001), Malatya Meyvecilik Arastirma Enstitlisiinde bulunan
genetik stok materyal olan farkli kayisi cesitlerini PPV, PNRSV ve ACLSV’lerine karsi
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testlemislerdir. Yapilan bu ¢aligma sonucunda, Precose de Boulbon ve Kuru Kabuk
cesitlerinin ACLSV ile diisiik oranda; Sam, Tekeler, Cologlu ve Hasan Bey ¢esitlerinin
ise PNRSV ile yiiksek oranda bulasik oldugu, PPV ile bulasik aga¢ olmadigini1 rapor
etmislerdir.

Tolay Arikan (2002), Kahramanmaras ili merkez ve c¢evre ilgelerinde yetistirilen
sert ¢ekirdekli meyve agacglarinda viriislerin yogunlugunu arastirdigi calismada %6.45
oraninda PDV, %0.40 oranlarinda ise PPV ve PNRSV enfeksiyonu saptanmustir.
Tiirkiye’nin farkli illerinden badem ve diger sert ¢ekirdekli meyve tiirlerine ait agaglardan
topladiklar1 yaprak oOrneklerinde PPV izolatlarin1 DAS-ELISA ve Immuno capture
reverse transcriptase-polymerase chain reaction (IC-RT-PCR) yontemleri ile arastirmislar
ancak bademde PPV niin bulunmadigin bildirmislerdir (Sertkaya ve ark., 2003).

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde damizlik sert ¢ekirdekli meyve agaglart igeren
bahgelerden elde ettikleri 3 adet badem 6rnegi dahil 48 yaprak 6rneginde 6 adet viriisiin
varligin1 ELISA ve RT-PCR testleri ile aragtirmiglardir. Sonucgta plum pox virus (PPV)
disindaki diger bes viriisii tek tek veya karisik enfeksiyonlar halinde bazi1 6rneklerde
bulundugunu saptamislardir (Sertkaya ve ark., 2004).

Tiirkiye’nin farkli illerinden simptomatik badem, kayisi, nektarin, seftali, erik,
Kiraz ve visne agaclarindan topladiklari yaprak orneklerinde PPV’iiniin varligin
belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada, Ankara’dan toplanan 2 kayis1 agacinda PPV-
M 1rkin1 bulmuslardir (Caglayan ve ark., 2004).

Buzkan ve ark. (2005a), Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi
SEKAMER’deki kayis1 parselinde gergeklestirdikleri survey sonucunda PPV’nin
varligin1 serolojik yontemle saptamislardir. Adaptasyon parselinden topladiklar1 183
kayist 6rnegini PNRSV, PPV, PDV, ApMV ve ACLSV viriislerine karst DAS-ELISA
yontemiyle testlemeleri sonucunda, testlenen 6rneklerde PNRSV %13.41, PPV %2.73,
PDV ile ApMV ise %1.63 oraninda bulunmustur.

Buzkan ve ark., (2005b)’nin K.S.U. SEKAMER’deki seftali parselinden
topladiklar1 toplam 262 agacin %22.9’unun (60 Ornekte) bir veya iki viriisle enfekteli
oldugunu bulmuslardir. En fazla bulasiklik %11.45 ile PPV bulunurken bunu takiben
PNRSV %7.25 ve ACLSV %3.82 oranlarinda tespit edilmis olup testlenen orneklerde
ApMYV ve PDV saptanamamustir.
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Ko¢ ve Baloglu (2006), klorotik leke, mese yapragi benzeri renk agilmalari,
yaprak sekil bozulmasi ve ¢izgi seklinde renk agilmalari simptomlarii gosteren erik
agaclarindan topladiklar1 ornekleri DAS-ELISA, RT-PCR ve RFLP yontemleri ile
testlemisler ve PPV’nin Marcus 1rkin ilk kez Cukurova Bolgesi’nde saptamis ilk kayit
olarak rapor etmislerdir.

[lbag1 ve ark. (2008) Tekirdag ilinde simptom gdzlenen 54 adet Prunus spinosa
L. bitkisinde PPV, ACLSV ve ApMV’lerinin varhigim1 DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemiyle arastirmislardir. Testlenen 54 yaprak G6rneginin 13’iiniin PPV virlsi ile
enfekteli oldugu ve %24.1 oraninda enfeksiyona sahip oldugunu saptamislardir.

Kahramanmaras ilinde kapama badem bahgelerinde sistemik simptomlar sergileyen
badem agaclarinda Candidatus Phytoplasma phoenicium fitoplazmasini bulunamadigi
bildirilmistir (Yiizer, 2008).

Tiirkiye’deki sert ¢ekirdekli meyve agaclarinda PDV viriis protein alt {inite
molekiiliindeki amino asit dizileri 10 farkli izolatta arastirilmis ve PDV’iiniin filogenetik
siniflandirilmasi sonucu Tiirkiye’de dort farkli grubun varyanti oldugunu bunlarin Kiraz
I, Kiraz II, Karisik ve Badem gruplari olarak adlandirilabilecegini bildirmislerdir (Ulubas
Serge ve ark., 2009).

Dogu Akdeniz Bolgesinde Adana, Kahramanmaras, Hatay, Mersin ve Osmaniye
illerindeki survey c¢aligmalar1 sonucunda toplam 605 badem agact PNRSV, PDV, PPV,
ACLSV, ApMV’leri agisindan DAS-ELISA ile testlenmistir. Yapilan surveyler sonucu
toplanan badem Orneklerinde tespit edilen viriis hastaliklar1 igerisinde PNRSV %17.35
enfeksiyon oraniyla en yogun saptanmis olup bunu %5,12’lik oranla ikinci sirada PDV,
%2,81°lik oranla en az tespit edilen ACLSV izlemistir. Bu Orneklerden 2 tanesi
PNRSV+PDV+ACLSYV ile enfekteli, diger 10 tanesi ise PNRSV+PDV ile enfekteli tespit
edilmistir (Yegiil, 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Adiyaman ilinde badem bahgelerinde viriis simptomu gosteren agaglar yaninda
simptom gostermeyen agaclardan alinan yaprak oOrnekleri calismanin materyalini

olusturmustur.

3.2. Yontem

3.2.1. Arazi Cahsmalar1 ve Ornekleme

Arastirma materyalini olusturan drneklerin toplanmasi amaciyla Adiyaman ilinde
badem bahgelerine Mayis-Haziran aylarinda surveyler yapilmis ve yapilan surveylerde
viriis belirtisi gosteren badem agaglarinin 4 farkli yoniinden toplam 110 adet yaprak
ornegi alimmistir. Herhangi bir viriis belirtisi gostermeyen durumda ise tesadiifii olarak
ornekleme yapilmistir. Araziden toplanan yaprak 6rnekleri polietilen torbalara konularak
etiketlenmis ve buz kutularinda laboratuvara getirilmis ve muhafaza edilmistir. Araziden
laboratuvara getirilen 6rneklerin bir kism1 DAS-ELISA, RNA izolasyonu ve molekiiler
caligmalarda kullanilmis bir kismi ise -80°C’de muhafaza edilmistir.

Gezilen ve oOrnek alinan badem bahgelerinin koordinantlar1 GPS cihazi ile
belirlenmis, mevkii, yasi, ¢esidi, anaci, agagta nasil belirtiler olusturdugu gibi bilgiler

kaydedilerek fotograflar ¢ekilmistir.

3.2.2. DAS-ELISA Testlemeleri

Survey c¢alismalarinda toplanan yapraklar 6rneklerinde viriis varligt DAS-ELISA
ile arastirilmigtir. Alinan geng yapraklarda viriis taramasi Double Antibody Sandwich
(DAS-ELISA) yontemine gore yapilmistir (Clark ve Adams, 1977). DAS-ELISA
testlerinde kullanilan ACLSV, ApMV, PDV, PNRSV ve PPV antiserumlar1 ve 96 ¢ukur
igeren, ¢ukurlar1 diiz tabanli ve IgG absorbe etme 6zelligindeki “Nunc-Immuno Plates
MaxiSorp F96” ELISA plateleri BIOREBA AG (Isvicre) firmasindan temin edilmistir.
DAS-ELISA testi uygulamasinda izlenen basamaklar sirasiyla:
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a) Kaplama tamponu ile kullanilacak optimum konsantrasyona gore sulandirilmig
antibodyler ELISA plakalarinin her bir ¢ukuruna 200’er pl konmus ve plate iizeri
kapatilarak 37°C’deki inkiibatorde 2-3 saat inkiibe edilmistir.

b) Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile plakadaki tiim gukurlar 3-4 kez plastik
piset veya ¢ok kanalli mikro pipet yardimi ile yikanmistir. Yikama tamponu 3 dakika
siireyle ¢ukurlarda bekletildikten sonra plaka ters cevrilerek g¢ukurlarindaki yikama
tamponu bosaltilmis ve kagit havlu lizerine vurmak suretiyle kurutulmustur.

C) Ornek tamponu ile 1/10 oranda ezilerek hazirlanmis 6rnekler, ELISA plakalarina
her drnek icin iki tekerriirlii olacak sekilde her bir ¢ukura 200 pl eklenmis ve plakanin
tizeri kapatilip +4 °C de bir gece inkiibe edilmistir. Plakalara testlenecek Ornekler
haricinde pozitif (hasta), negatif (saglikli) ve tampon ¢ozelti kontrolleri de konularak
plakanin {izeri kapatilmig ve +37°C’de 4 saat veya +4°C’de bir gece boyunca inkiibe
edilmistir.

d) Inkiibasyondan sonra plakaklarin yikama islemi cukurlar aras1 karisma olmayacak
sekilde (b) asamasindaki gibi tekrarlanmastir.

e) Konjugat tamponu ile kullanilacak konsantrasyona gore optimum oranda
sulandirilmis enzimle isaretli Gama-globulin (konjugat)’den her bir gukura 200’er ul
konulmus ve plakalar +37°C’de 2-3 saat inkiibasyona birakilmistir.

f) Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile plakalarin yikama islemi (b)
asamasindaki gibi tekrarlanmis ve kagit havlu tizerine vurarak kurumasi saglanmaistir.

9) Substrat tamponunda taze olarak hazirlanmig substrattan (1mg/ml pnitrophenyl
phosphate) her bir ¢ukura 200 pl konulmus ve 30-60 dk veya gerekli goriildiigiinde daha
uzun siire oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilerek enzimatik reaksiyonun (pozitif
orneklerdeki renk degisimi) gerceklesmesi icin bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda, ihtiya¢ duyuldugu durumlarda reaksiyonu durdurmak i¢in her bir gukura 20-50
ul 3 M NaOH ilave edilmistir.

h) Pozitif kontrollerde renk sartya dondiigii andan itibaren SEAC SIRIO S ELISA
okuyucusunda 405 nm dalga boyunda absorbans degerleri olgiilmiistiir. Okumalar
sonucunda absorbans degerleri, negatif 6rneklerin iki kat1 ya da daha fazla olan 6rnekler
pozitif yani viriis infekteli olarak kabul edilmistir (Clark, 1981; Barba ve Riccioni, 1993;
Helguera ve ark., 2002).
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DAS-ELISA yontemiyle testlemelerde kullanilan tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda

Ek 1°de verilen kimyasallar kullanilmistir.

3.2.3. Molekiiler Cahismalar

3.2.3.1. Badem 6rneklerinden Total Niikleik Asit (TNA) izolasyonu

Badem agaglarindan toplanan yaprak orneklerinden TNA izolasyonu i¢in Rott ve

Jelkmann (2001)’nin protokolii uygulanmig olup kullanilan kimyasallar Ek 2’de

verilmigtir. Mayis-Haziran aylarinda badem agaclarindan toplanan siirgiinlii yapraklardan

izolasyon yapilmustir. izole edilen TNA’lar PCR galismalarinda kullanilincaya kadar -

20°C’de saklanmistir. Izole edilen RNA’larin kalitesi Nanodrop cihazi (Nanodrop 1000c,

Thermo Sci., USA) ile dl¢iilmiistiir. Silica yontemiyle total niikleik asit extraksiyonu

asagidaki sekilde uygulanmistir:

50 mg bitki dokusu alinarak s1vi azotla toz haline getirilerek iizerine 1000 ul silica
ekstraksiyon buffer i¢erisine 1 ul B-Mercaptoethanol eklenmis, iyice karistirilarak
ependorf tiipe alinmustir.

Tiiplere santrifuj yapilmadan 600 pl sivi fazdan g¢ekilerek iginde 600 pl 5.8
molarlik potasyum asetat bulunan yeni ependorf tiipe aktarilmistir. Tiipler ters-
diiz edilerek 13.000 rpm’ de 15 dakika santrifiij edilmistir.

Ustteki s1vi fazdan 750 ul almarak yeni bir tiipe konulmus ve iizerine 750 pl %100
1sopropanol ilave edilmistir. Tiipler -20°C’de en az yarim saat bekletilmis, daha
sonra 13.000 rpm’de 30 dakika santrifiij yapilmistir.

Tiiplerdeki sivi faz atilarak pellet iizerine 500 pl yikama soliisyonu eklenmistir.
Tipler vortexlenmis ve pellet ¢oziindiriilmiistiir. Daha sonra tiipler iizerine 20 pl
silica ilave edilerek 10.000 rpm’de 1 dakika siireyle santrifij yapilmistir.
Tiplerdeki sivi faz atilmis, pellet {izerine 500 ul wash buffer eklenerek pellet
¢Oziindiirilmiistiir.

Tiipler 13.000 rpm’de 1 dakika siireyle santrifiij edilerek, sivi faz atilmis ve pellet
oda sicakliginda kurutulmaya birakilmistir (Alkol kokusu kalmayincaya kadar).
Tiiplerdeki pelletin tizerine 150 pl TE buffer eklenerek pellet ¢oziindiiriilmiis ve
tiipler oda sicakliginda 5 dakika siireyle bekletilmistir.
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e Tiipler 13.000 rpm’de 2 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Sivi fazdan 100 pl
alinarak iizerine 8 pl sodium asetat ve 200 ul % 100 ethanol eklenmistir.

e Tiipler -20°C’de 30 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra 10 dakika siireyle
+4°C’de 12.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Daha sonra tiiplerdeki sivi faz
atilmastir.

e Tiiplerdeki pellet iizerine 200 pl % 70’lik ethanol eklenip -20°C’de 30 dakika
siireyle inkiibe edilmistir.

e Tiipler vortexlenir ve +4°C’de 3 dakika siireyle 12.000 rpm’de santrifiij edilmis
ve sivi faz atilmistir (bu agsama 2 defa tekrarlanir).

e Tiiplerdeki pellete dokunmadan s1vi faz atilip pellet 20 dk siireyle oda sicakliginda
kurutulmustur (alkol kokusu kalmayincaya kadar).

e Tiiplerdeki pellet 80 pl TE buffer ile ¢oziindiiriilmiistiir.

e FElde edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 Olcililerek molekiiler analizlerde
kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmuistir.

RNA ekstraksiyonunda kullanilan tampon c¢ozeltilerin hazirlanmasinda Ek 2°de

verilen kimyasallar kullanilmistir.

3.2.3.2. Reverse Transkripsiyon (RT; Reverse Transcription) ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) Analizleri

Adiyaman ilinden toplanan badem orneklerinden extrakte edilen RNA’lardan
cDNA elde edilmistir. Her bir 6rnek i¢in 1 pl Random hexamer primer, 6,5 pl d2H20 ve
5 pl RNA karisimi hazirlanarak PCR tiiplerine konulmustur. PCR cihazinda 94 °C’de 5
dakika ve buz iizerinde 5 dakika bekletildikten sonra her bir tiip i¢ine SXRT tampon
cozeltisinden (Fermentas) 4 pl, d2H20 2 pl, ANTP (10 mM) 0,5 pl ve RT enziminden 1pl
eklenmistir. Tiipler PCR cihazinda 42 °C’de 1 saat 72 °C’de 10 dakika tutularak cDNA
asamasi tamamlanmistir.

RT ile elde edilen cDNA'lar kullanilarak PCR islemi gerceklestirilmistir. PCR
caligmalarinda 5 farkli virtise spesifik primer ¢iftleri kullanilarak yapilan PCR
islemlerinde 2.5 pl 10x PCR buffer, 1.5 ul 25 mM MgClz, 0.5 pl 10 mM dNTPs, 1 ul
primer seti (10 uM), 0.25 ul Taq polimeraz (5 units/ul, Promega, Corp.) igeren 25-ul'lik
reaksiyon karigimi kullanilmistir. PCR reaksiyonlar1 94 C de 5 dakikayi takiben 35 dongii
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94°C’de 30 saniye, 54°C’de 45 saniye ve 72°C’de 1 dakika ve 72°C’de 10 dakika olacak

sekilde gergeklestirilmistir. Annnealing sicaklig1 calisilan viriise gore degistirilmistir.

Badem agaglarindaki ApMV, ACLSV, PNRSV, PDV ve PPV’iliniin PCR analizlerinde

kullanilan primerlerin baz dizileri, primer c¢iftlerinin niikleotit dizilimleri ve baz

biiyiikliikleri Cizelge 3.1°de verilmistir. PCR {iriinleri TAE buffer iceren %1’lik agaroz

jel elektroforezinden sonra EtBr ile boyanarak UV altinda gozlemlenmistir.

Cizelge 3.1. Badem oOrneklerinin testlendigi viriisler ve PCR analizlerinde kullanilan
primer ciftlerinin niikleotid dizilimleri, ¢ogaltildig1 bolge ve baz biiytikliikleri

Viriis Baz Primer ad1 Niikleotid dizilimi Hedef  Referans
biyiik (5°-3”) gen
ligi bolgesi
ApMV 262 Apl ATCCGAGTGAACAGTC CP Menzel ve
TATCCTCTAA ark., 2002
Ap2 GTAACTCACTCGTTATC
ACGTACAA
ACLSV 677 Sense TTCATGGAAAGACAGG CP Menzel ve
GGCAA ark., 2002
Antisense AAGTCTACAGGCTATTT
ATTATAAGTCTAA
PDV 756 PD3-331F AGTTTCCGCTGAAGATT MP Predajna ve
GG ark., 2007
PD3-1086R ACAGACTCGGCTTCCTT
GA
PNRSV 785 a TCACTCTAGATCTCAAGC CP Rosner ve
AG ark.1998
b CGTTTTTCTTTCTTTCTTCC
PPV 193 P1 ACCGAGACCACTACACTC cCP Olmos ve
PM g$TCAACAACGCCTGTGC ark., 1997
GT
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3.2.3.3. PCR Uriinlerinin Analizi

Agaroz jel elektroforez caligmalarinda RT-PCR ¢alismalarinda elde edilen PCR
materyal olarak kullanilmis olup PCR {iriinleri %1 °lik agaroz jelde yiiriitiilmiis, ethidium
bromide karisimi igerisinde boyanmis ve jel UV goriintiileme sisteminde incelenmistir.
%1°lik Agaroz jel’de elektroforez: 1 gr Agaroz, 100 ml 1x TAE (Tris-Asetat-EDTA)
tamponu igerisine konularak, agaroz eriyinceye ve karisim kaynayincaya kadar
mikrodalga firin igerisinde tutulmustur. Karisim 60 °C’ye kadar sogumaya birakilarak
tarak yerlestirilmis jel tepsisine diiz bir zemin {izerinde dokiilerek agarozun
polimerizasyonu igin 20dk siire ile bekletilmistir. Jel polimerizasyonundan sonra tarak
dikkatli bir sekilde ¢ekilmis ve jel elektroforez tankina yerlestirilmistir. 1XTAE tamponu
tankin igersine jeli kapatacak sekilde dokiildiikten sonra jel ¢ukurlarina DNA marker ile
beraber PCR iirlinleri yiikleme tamponu ile jel cukurlarina yiiklenmistir. Yiiklemeyi
takiben elektroforez gii¢ kaynagi ile eloktroforez aletine 100V’luk elektrik akimi 45
dakika siireyle uygulanmistir. Kogma islemi tamamlandiktan sonra jel, oda sicakliginda
10 dakika siireyle 100 ml H20 ve 30 pl (10mg/ml) ethidium bromide karigimi igerisinde
boyanmustir. Jeldeki fazla ethidium bromide uzaklastirincaya kadar 5 dakika distile su
igerisinde tutulmustur. Jel, UV goriintiileme sisteminde incelenmistir. Agaroz jelin

hazirlanmasinda Ek 3’te verilen kimyasallar kullanilmigtir.

3.2.3.4. DNA Dizileme, Blast ve Filogenetik Analizler

PCR analizleri ile ¢ogaltilan her bir viriis izolatina ait DNA fragmentlerinin baz
dizileri tayin edilmek iizere {iriinler ticari bir firmaya (Medsantek, Istanbul) génderilmis
ve sonuglar on-line olarak alinmistir. Kaba baz dizisi kromotogramlari birlestirilecek ve
GAP4 programi kullanilarak diizenlenecektir (Bonfield ve ark., 1995). Coklu baz dizisi
yapilacak filogenetik analizler Neighbor-Joining metodu ile (Saitou ve Nei, 1987)
MEGAX programi (Kumar ve ark., 2018) kullanilarak gergeklestirilecektir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arazi Calismalan

Adiyaman ilinde son yillarda badem plantasyonlarinin hizla artmasi ve iireticilerin
yapilan tesvikler sonucunda yeni tesis kurma girisimleri ve bolgede badem iiretiminin bu
denli yaygin hale gelmesi, viral hastalik etmenleri agisindan durumun aragtirilmasi
geregini ortaya koymustur. Bu nedenle 2019 yili Mayis-Haziran aylarinda Adiyaman
ilinde son yillarda tesis edilen kapama badem bahgelerinin yanisira ¢ok yasli badem
agaclar1 da survey kapsaminda incelenmistir. Bu ¢alisma kapsaminda Adiyaman ilinden
toplam 110 badem 6rnegi toplanmistir. Badem agaglarinda viriis belirtisi sergileyen ve
ozellikle de bireysel olarak yetistirilen yasli badem agaglarinda ¢igeklenmede noksanlik,
yapraklarda ise sararma, Kklorotik lekeler, siddetli mozayik simptomlar, damar
bantlagmasi, halkali lekeler ve mese yapragi deseni sergileyen agaclarin varligi
gozlenmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7). Ornekleme yapilirken gerek viriis
benzeri simptom gosteren gerekse simptomsuz badem agaglarindan tesadiifi olarak

ornekler alinmistir.

19



Sekil 4.1. Adiyaman ilinde badem agaglarinin yapraklarinda gézlenen damar
bantlagmasi ve halkali leke simptomlari

Sekil 4.2. Adiyaman ilinde halkali leke ve siddetli mozaik simptomlarinin gézlendigi
badem agaglari
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Sekil 4.5. Adiyaman ilinde badem agaglarinin yapraklarinda gozlenen damar
bantlagmas1 simptomlari

Sekil 4.6. Adiyaman ilinde damar bantlagsmas1 simptomlarinin gozlendigi badem
yapraklari
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Sekil 4.7. Adiyaman ilinde mozaik lekelerin gézlendigi badem yapraklari

4.2. DAS-ELISA Testlerinin Sonuclari

Adiyaman ilinde badem agaclarindaki viriislerin saptanmasi amaciyla yapilan
surveyler kapsaminda toplam 110 ornek toplanmis olup tiim Ornekler antiserumlarin
temin edildigi firmanin prosediiriine goére DAS-ELISA testlerine tabi tutulmustur.
Yapilan DAS-ELISA testlemeleri sonucunda toplanan 110 adet badem 6rneginden sadece
34 o6rnekte prune dwarf virus (PDV) viriisii saptanmis olup, testlenen 6rneklerde apple
mosaic virus (ApMV), apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), prunus necrotic ringspot
virus (PNRSV), plum pox virus (PPV) tespit edilememistir. Adiyaman ilinde testlenen
badem orneklerinin PDV ile enfeksiyon orani %30.90 olarak saptanmistir. Toplanan
orneklerde mozaik lekeler ve damar bantlagsmasi bi¢ciminde simptom gosteren drneklerin
timii ELISA testinde pozitif sonu¢ vermistir. Simptom goézlenmeyen Ornekler DAS-
ELISA testleri sonucunda negatif bulunmuslardir. ELISA testinde beklendigi gibi pozitif
kontrol olarak kullanilan 6rneklerin absorbans degeri oldukga yiiksek bulunurken negatif

kontrollerde diisiik absorbans degerleri elde edilmistir.
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Bat1 Akdeniz Bélgesi’nde bulunan Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi’ne ait
badem bahgesinden toplanan 222 6rnekte ACLSV, ApMV, PDV, PNRSV ve PPV’lerinin
varligi DAS-ELISA yontemi ile arastirilmigtir. Testlenen 222 badem agacinda PDV,
ApMV ve PPV’leri saptanamamis olup, PNRSV %20.3, ACLSV ise %3.2 oraninda
bulunmustur (Oztekin, 2006). Bulgaristan’m giineyinde sert cekirdekli meyve
agaclarindan toplanan 2592 adet 6rnekte PDV ve PNRSV’nin varligit DAS-ELISA ile
belirlenmistir. PDV enfeksiyonu en yiiksek kirazda (%15.8) bulunurken bunu sirasiyla
kayisi (%15.46), erik (%14.47), seftali (%11.25), badem (%8.6), P. mahaleb (%1.45) ve
visne (%1.4) izlemistir (Milusheva ve Borisova, 2005).

4.3. Molekiiler Cahsmalar

4.3.1. Badem Orneklerinden Toplam Niikleik Asit izolasyonu Sonuclari

Badem orneklerinden silica yontemiyle ekstrakte edilen RNA’larin kalitesini
belirlemek amaciyla yapilan nanodrop spektrofotometre dl¢limlerinde RNA’larin yeterli
miktarda ve kalitede oldugu saptanmustir. Testlemelerde kullanilan bu Orneklerin

bazilarinin nanodrop degerleri Sekil 4.8, 4.9’da verilmistir.
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Sekil 4.9. Rott ve Jelkmann (2001)’1in yontemi kullanilarak Adiyaman ilinden toplanan
101 numarali badem bitkisinden izole edilen RNA’larin spektrofotometre dl¢tiimii

(NanoDrop 2000c, Thermo Sci ABD).
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Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’da goriildiigii gibi Adiyaman ilinden toplanan badem
orneklerinden yapilan RNA izolasyonlarina yiiksek RNA konsantrasyonu elde edilmis ve

polisakkarit Kirliliginin olmadigi belirlenmistir.

4.3.2. Reverse Transkripsiyon (RT; Reverse Transcription) ve Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PCR) Analizleri Sonuclar:

Bu calisma kapsaminda toplanan badem 6rneklerinden izole edilen RNA’lar apple
mosaic virus (ApMV), apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), prune dwarf virus
(PDV), prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) ve plum pox virus (PPV) tanisi icin
gelistirilen primer c¢iftleri ve uygun PCR kosullar1 kullanilarak RT-PCR yontemiyle
testlenmistir. RT-PCR analizleri ile testlenen 110 badem 6rneginde s6z konusu bes viral
etmenden sadece PDV’iine ait beklenen uzunluktaki (756 bp) DNA fragmenti
cogaltilirken (Sekil 4.10) testlenen Orneklerde ApMV, ACLSV, PNRSV ve PPV
saptanamamustir (Sekil 4.11, 4.12, 4.13, 4.14). Testlenen toplam 110 badem 6rneginden
34 tanesi PDV ile enfekteli bulunmustur.

23,438 3% 0024 25 L A7 b0 S B1aEi52, EESGRES8aRions a0 L/ T30 T8, 585

M 90918803 g <99 =T 00 E I

.

Sekil 4.10. Adiyaman ilinden toplanan badem 6rneklerinde prune dwarf virus
(PDV)’liniin tespiti i¢cin PD3-331F/PD3-1086R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-
PCR analizinin agaroz jel elektroforez sonucu. Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci,
ABD); 22, 23, 38, 39, 24, 25, 47, 50, 51, 52, 56, 58, 65, 70, 71, 73, 78, 85, 90, 91, 92,

93,97, 99, 100: Badem 6rnekleri, +C: Pozitif kontrol, W: Su kontrol.
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Sekil 4.11. Adiyaman ilinden toplanan badem 6rneklerinde prunus necrotic ringspot
virus (PNRSV)’liniin tespiti i¢in a/b primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizinin
agaroz jel elektroforez sonucu. Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); 45, 46, 47,

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54: Badem oOrnekleri, +C: Pozitif kontrol, W: Su kontrol.

M 102 103 104 105 106 107 108 109110 38 39 54 +C W

-

—

&

Sekil 4.12. Adiyaman ilinden toplanan badem 6rneklerinde apple mosaic virus
(ApMV)’liniin tespiti i¢in Ap1/Ap2 primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizinin
agaroz jel elektroforez sonucu. Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); 102, 103,
104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 38, 39, 54: Badem ornekleri, +C: Pozitif kontrol, W:
Su kontrol.
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M 102 103 104 105106 107 108 109 110 38 39 54 +C +C W

Sekil 4.13. Adiyaman ilinden toplanan badem 6rneklerinde apple chlorotic leaf spot
virus (ACLSV)’liniin tespiti i¢in sense/antisense primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-
PCR analizinin agaroz jel elektroforez sonucu. Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci,
ABD); 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 38, 39, 54: Badem o6rnekleri, +C:

Pozitif kontrol, W: Su kontrol.

M 100101 102 103 104 105 106 107108 109 110 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 +C W

PRSP

Sekil 4.14. Adiyaman ilinden toplanan badem 6rneklerinde plum pox virus (PPV)’{iniin
tespiti igin P1/PM primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizinin agaroz jel
elektroforez sonucu. Marker (SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD); 100, 101, 102, 103,
104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47: Badem
ornekleri, +C: Pozitif kontrol, W: Su kontrol.
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Bu ¢alisma sonucunda Adiyaman ilinden toplanan 110 badem 6rneginin RT-PCR
yontemiyle analiz edilmesi sonucunda 34 tanesinin PDV ile enfekteli oldugu
bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore Adiyaman ilinde ilk kez badem agac¢larinda
PDV’i RT-PCR analizleriyle saptanmistir. Bugiine kadar yapilan caligmalarda sert
cekirdekli meyve agaclarinda PDV ve PNRSV’lerinin beraber bulundugu saptanmis
olmakla beraber her iki viriisiin tekli enfeksiyonlarina da rastlanmaktadir.

Ulkemizde Trakya Bélgesi’nde Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illerinden 2010
yilinda toplam 418 (158 ¢icek ve 260 yaprak) badem 6rnegi toplanmis ve 6rnekler PDV,
PNRSV ve PPV agisindan ELISA ve RT-PCR yontemleri ile testlenmistir. Serolojik ve
molekiiler testlemeler sonucunda Trakya Bolgesi’ndeki badem agaglarinin 9%31.15
oraninda PNRSV, %4.23 PDV ve %2.31 oraninda PPV ile enfekteli olduklari
saptanmigtir (Karabacak, 2012). Dogu Anadolu Bolgesi’nden toplanan 1019 sert
cekirdekli meyve agacinda (859 kayisi, 120 kiraz, 21 badem ve 19 seftali) PDV
enfeksiyonu %?2.64 bulunmustur. Testlenen 21 badem agacindan 7 tanesi PDV (%33
enfeksiyon) ile enfekteli bulunmus olup testlenen badem agacglarinda diger viriisler
bulunamamustir (Sipahioglu ve ark., 1999). Jarrar ve ark. (2001), Filistin’de simptomatik
196 badem agacindan aldiklar1 yaprak orneklerinin % 13.3 oraninda PDV ile bulasik
oldugunu belirlemislerdir.

Liibnan’da ELISA ile testlenen 599 badem agacinda PNRSV %3.3, ACLSV %?2.7,
PDV %2.5 ve ApMYV ise %]1.8 oraninda saptanmistir (Kanaan-Atallah, 2000).

Dogu Akdeniz Bolgesinde Adana, Kahramanmarag, Hatay, Mersin ve Osmaniye
illerinden toplanan 605 badem agacinin DAS-ELISA yontemi ile testlenmesi sonucunda
PNRSV %17.35 enfeksiyon oraniyla en yogun saptanmig olup bunu %5.12°1ik oranla
ikinci sirada PDV, %2.1°lik oranla en az tespit edilen ACLSV izlemistir. Bu 6rneklerden
2 tanesi PNRSV+PDV+ACLSYV ile enfekteli, diger 10 tanesi ise PNRSV+PDV ile
enfekteli tespit edilmistir (Yegiil, 2017).

4.3.3. DNA Dizileme, Blast ve Filogenetik Analiz Sonuclar:
RT-PCR analizleri sonucunda PDV pozitif oldugu saptanan ornekler sekans

analizine gonderilmistir. Sekans analizleri sonuglarina gore PDV agisindan anlamli DNA

dizilerine sahip 15 izolat niikleotid seviyesinde analiz edilmistir. PDV badem
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izolatlarindan 23 nolu izolatin sekansininin BLAST analizi sonucu Sekil 4.15’te
gosterilmektedir. Yapilan analizlerde 718 baz uzunlugunda niikleotid dizileri kullanilmis
olup, izolatlarimiz kendi arasinda en yiiksek %99.584 oraninda benzerlik gosterirken, en
diisiik %97.197 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu niikleotidlerden elde
edilen 239aa uzunlugundaki aminoasit dizisinin kendi aralarinda aminoasit diizeyindeki
benzerligi ise %699.163 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.16, 4.17). PDV izolatlarimizin gen
bankasinda kayith izolatlarla niikleotid seviyesinde %90.682 oraniyla HM015769 Acc
numarali genbank izolati ile en yiiksek benzerlik gosterdigi, %88.039 oraniyla
MKS560342 izolat1 ile en digiik benzerlik gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.18). PDV
izolatlarina ait NJ (Neighbor Joining) dendogrami incelendiginde PDV badem
izolatlarimizin birbirine ¢ok benzedigi ve filogenetik agacta aynmi grup icinde yer aldigy,

gen bankasi izolatlarinin ayr bir grupta kiimelendigi belirlenmistir (Sekil 4.19).

Prune dwarf virus isolate 302C movement protein gene, partial cds 978 978 96% 00 90.88% KU949365.1
Prune dwarf virus isolate 113C movement protein gene, partial cds 978 978 96% 00 90.88% KU9493591
Prune dwarf virus isolate KP23 movement protein (MP) gene, partial cds 006 996 98% 00 90.79% MK3621811
Prune dwarf virus isalate Kisinevskaia 31 movement protein and capsid protein genes, complete cds 1010 1010 100% 0.0 90.78% MK369931.1
Prune dwarf virus strain ch 137 movement protein and coat protein genes, complete cds 1010 1010 100% 0.0 90.78% L28145.1

Prune dwarf virus isolate PDV-SWRegina movement protein (MP) mRNA, complete cds 1008 1008 99% 00 90.77% HM021231.1
Prune dwarf virus isolate 237C movement protein gene, partial cds 974 974 96% 0.0 90.74% KU949364 1
Prune dwarf virus isolate BR115 nonfunctional movement protein (MP).gene, partial sequence 990 990 98% 00 9067% MK392185.1
Prune dwarf virus isolate B138 movement protein (MP) gene, partial cds 992 992 98% 00 9066% MK3G21801
Prune dwarf virus isolate NS9R3 segment RNA3,_complete sequence 1005 1005 100% 0.0 90.65% KY883330.1
Prune dwarf virus isolate Rube 74 segment RNA3, partial sequence 1005 1005 100% 0.0 90.65% KU215407.1
Prune dwarf virus isolate 08C movement pratein gene,_partial cds:_and capsid protein gene, complete cds 1003 1003  99% 0.0 9063% KU949331.1
Prune dwarf virus isolate 228C movement protein gene, partial cds 969 969 96% 00 9060% KU949363.1
Prune dwarf virus isolate RS28 movement protein (MP) gene, partial cds 987 987 98% 0.0 90.52% MK392184 1
Prune dwarf virus isolate P128 movement protein (MP) gene, partial cds 987 987 98% 00 90.52% MK392179.1
Prune dwarf virus isolate D6 movement protein (MP).gene, partial cds 987 987 98% 00 90.52% MK3621771
Prune dwarf virus isolate 323C movement protein gene, partial cds; and capsid protein gene, complete cds 1001 1001 100% 0.0 90.51% KU949350.1
Prune dwarf virus isolate 1047C movement protein gene, partial cds; and capsid protein gene, complete cds 1001 1001 100% 0.0 90.51% KU949337.1

Sekil 4.15. 23 nolu PDV badem izolatinin NCBI’da yapilan BLAST analizi sonucu

Gen bankasina iilkemizden 30 tane kiraz ve 1 tane kayist PDV izolatinin
kaydedilmis oldugu belirlenmis ve kayith izolatlarin hepsinin PDV’nin CP gen bdlgesine
ait olmasindan dolay1 Tiirkiye PDV izolatlariyla PDV  badem izolatlar
karsilagtirilamamistir. Gen bankasina kayitli 4 adet PDV badem izolatinin (2 tanesi

Italya’dan CP gen bolgesi, 1 tane Portekiz’den CP bélgesi ve 1 tane Yunanistan’dan Kismi
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RdRp gen bolgesi) kaydedildigi belirlenmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda PDV’nin MP
gen bolgesine spesifik primerler kullanildigindan, Adiyaman ilinden elde edilen PDV
izolatlart Gen Bankasina kayitli badem izolatlariyla karsilastirilamamig ve filogenetik
analiz yapilamamustir.

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde badem agaglarinda goriilen virlis hastaliklarinin
molekiiler karakterizasyonu ve filogenetik analizi ¢calismalarinda, Hatay ilinden toplanan
PDV badem izolatinin NCBI’a kayitli diilnya PDV izolatlar ile niikleotit diizeyde % 87-
96 oraninda benzerlik gosterdigi saptanmustir (Yegiil, 2017).

DNA Sequences Tansited Protein Sequences |

e ECCCEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R EEEERCREEE DN EEEEEEEE B EEEEEENEE R EEEEEE D EEEENEEEEEEEEEEEEE e e EEEEnEEnEs
1. final 23 _sA KM | Y 1 **RIFALREVFLY LEvVL F V'Y CLTMFSVS IPVMLLILIRIKL"
12 final 25 _4A CCRIFALRMVFLY LEvVL F V'Y CLMFSUS I PVELLILIRIAL"
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Sekil 4.16. Bademlerden elde edilen PDV izolatlarinin aminoasit dizilerinin
karsilastirmalari
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Sekil 4.17. Bademlerden elde edilen PDV izolatlarinin niikleotid dizilerinin ¢oklu
karsilastirmalari
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Sekil 4.18. Geneious Prime software programinda olusturulan prune dwarf virus
izolatlarina ait niikleotid dizi benzerlik analiz tablosu
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69
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Sekil 4.19. Adiyaman ilinde badem agaclarindan elde edilen PDV izolatlarinin ve
GenBank (NCBI) veri tabaninda kayitli baz1 PDV izolatlarinin niikleotit dizileri esas
alinarak olusturulan filogenetik agac. Filogenetik analizde, MEGA X yaziliminda yer

alan Neighbor-joining (NJ) yontemi kullanilmistir. Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla
tahmin testi) degerleri, dallarda ytlizde olarak gosterilmis ve % 50’ nin altindaki degerler
agacta yer almamustir. Olgek, ayn1 pozisyon i¢in baz degisim miktarini (0.02)
gostermektedir.

34



5. SONUC ve ONERILER

Adiyaman ilimizde uzun yillardir tarla tarimi en 6nemli tarimsal ugras alani olmasina
ragmen, lreticilerin daha degerli bitkisel {iriinlere yonelmeleri meyveciligi bir alternatif
olarak ortaya ¢ikarmaktadir. Tarim ve Koyisleri Bakanligi’nin Adiyaman’da fireticileri,
badem iiretimine yoneltmesi sonucu badem yetistiriciligi yayginlagsmistir. Ticari amacla
yapilan badem yetistiriciligi Adiyaman ili i¢in yeni bir {irlin olmakla birlikte kapama
bahgelerin sayisi her gecen giin artmaktadir. Diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi badem
agaclarinin da patojenlerden ve stres faktorlerinden kaynaklanan hastaliklar1 vardir. Horst
(2008), diinyada badem agaclarinin 18 fungal, 3 bakteriyel, 2 nematod, 6 adet de viriis
hastalig1 olmak {izere toplam 29 patojenik hastaliktan zarar gordiigiinii bildirmistir. Bu
calisma kapsaminda Adiyaman ilinde badem bahgelerinde viriis surveyi yapilmis, siipheli
orneklerin elma mozaik viriisii (ApMV), elma klorotik yaprak leke viriisii (ACLSV), erik
clicelesme viriisii (PDV), erik nekrotik halkali leke viriisiit (PNRSV) ve eriklerde sarka
hastaligi (PPV)’na kars1i DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri ile testlenmesi sonucu elde
edilen izolatlarin DNA sekans analizi yontemiyle karakterizasyonu yapilmistir. Testlenen
orneklerde sadece PDV bulunurken (%30.90 enfeksiyon orani) diger viriisler
bulunamamastir.

PDV izolatlarinin sekans analizi sonucunda, bu izolatlarin genetik olarak birbirine
benzerlik oraninin yiiksek oldugu (en yiiksek %99.584 en diisiik %97.197) belirlenmistir.
Elde edilen bilgiler “6n ¢alisma” niteliginde olup, bu ¢aligmada kullanilan PDV’e 6zgii
primer ¢iftinin izolatlarimiz1 taniyabilidigi belirlenmistir. Testlenen badem orneklerinde
ACLSV, ApMV, PNRSV ve PPV’lerinin saptanmamasi bu bolgede olmayacagi anlamina
gelmedigi i¢in gelecekte yapilacak olan ¢aligsmalarda, daha genis alanlarin taranarak
ornek sayisinin arttirilmasi ve viriislere spesifik farkli primer g¢iftleri kullanilarak yeni
PCR yapilmas1 onerilmektedir.

Gerek DAS-ELISA ve gerekse RT-PCR testleri sonucunda Adiyaman ilindeki badem
agaclarinda Prune dwarf virus (PDV)’liniin bulundugu ilk kez bu c¢alisma ile
kanitlanmistir. Adiyaman ilinde yetistirilen badem agaclarmin % 30.90 oraninda PDV ile
bulasik olmasi bolgede kurulan ve kurulacak olan badem bahge ve plantasyonlar i¢in

tesisleri kurma asamasinda 6nlemler alinmasini da gerekli kilmaktadir.
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Virtslerin etkili bir kimyasal miicadelesi bulunmadigindan korunma 6nlemleri 6n plana
¢ikmaktadir. Yeni kurulacak badem bahgelerinin mutlaka viriisten ari ve sertifikali
fidanlarla olusturulmasina dikkat edilmeli, bolgede as1 gozii ve fidan iireten tesisler her
yil diizenli olarak bu hastalik yoniinden kontrolden gecirilmeli ve bulasik olan hatlar
tretim dis1 biraktirtlmalidir.  Siiphesiz bolgede kurulacak badem plantasyonlari ve
kapama badem bahgelerinin tesisinde bu virlislerden ari fidan temini ve dikimi yaninda,
simptomlu badem agaclarinin eradikasyonu yapilmalidir.

Tirkiye’de meyve agaglarinda sertifikasyon programlari konusunda resmi olarak ilk
calismalar 1997 yilinda baslatilmis olmasina ragmen, programin gerektigi kosullarda
yiirlitiilmemesinden dolayr saglikli bitkisel materyal elde edilmesi, tasinmasi ve
kullanilmasi konusunda aksamalar bulunmaktadir. Meyve yetistiriciliginin gelistirilmesi
icin i¢ karantinaya 6nem verilmesi gerekmekte ve vakit kaybedilmeden ulusal boyutta
sertifikasyon programinin baglatilmast ve kontrollii bir sekilde uygulanmasi

gerekmektedir.
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EKLER
EK 1. DAS-ELISA testinde kullanilan tampon cozeltiler ve icerikleri (1000 ml)

Kaplama Tamponu (Coating Buffer) pH: 9.6

Na2.CO3 1.59¢

NaNs 0.20g
NaHCOs3 293¢
Fosfat-Tuz Tamponu (PBS Buffer) pH: 7.4
NaCl 8.00 g
Na;HPO4 X 12H,O  0.20 g
NaNs 0.20g

KCI 0.20¢
KH2PO4 2909
Yikama Tamponu (PBST Buffer)
pH:7.4

PBS Buffer 999.50 ml
Tween 20 0.50ml

Ornek Ezme Tamponu (Extraction Buffer) pH: 7.4
PBST 1000.0 ml

Polyvinypyrolidone  20.00 g

(MV= 40000 K=40)

Konjugat Tamponu (Conjugate Buffer) pH: 7.4
PBST 1000.0 ml
Polyvinypyrolidone  20.00 g

(MV= 40000 K=40)

Ovalbumin 2.00¢g

NaN3 0.20¢

Substrat Tamponu (Substrat buffer) pH: 9,8
Diethanolamin 97.00 mi

NaN3 0.20¢g

Karisim d2H20 ile 1 litreye tamamlanir.
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EK 2. RNA ekstraksiyonunda kullanilan tampon ¢ozeltiler ve icerikleri

Silika RNA Ekstraksiyon Buffer (1000 ml) (Rott ve Jelkmann, 2001)
Tris- Base 24,2 g

LiCl 12,66 g

SDS 15¢

EDTA 2,92 g veya 3,72 g EDTA*2H20
Sodium Deoxycholate 10 g

NP- 40 10 ml

% 1 B-MCE (kullanilmadan hemen 6nce eklenmelidir)

5,8 M Potasyum Asetat (pH:6.5) (100 ml)
60 ml 5 M Potasyum Asetat (pH:7.5)

28,5 ml H20

11,5 ml Glecial asetic asit

1 M Kat1 Potasyum Asetat

Silica Washing Buffer (1000 ml) (Rott ve Jelkmann, 2001)
10 mM Tris- HCI (pH:7.5)

1ml0,5MEDTA

1 ml 5M NacCl

500 ml % 100 EtOH

479 ml sterile H20

TE Buffer ( pH:8) (1000 ml) (Rott ve Jelkmann, 2001)
1 M Tris- HCI (pH:8) 10 ml

0,5MEDTA 2ml

Sterile H20 ile 1 litreye tamamlanr.
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EK 3. AGAROS JEL ELEKTROFOREZ (Maniatis ve ark., 1992)

TAEX50 (100 ml)

0.5M EDTA pH:8 10 ml

0.6 Glacial acetic acide 571 ml

Trizma base 24.2¢

Cozelti 100 ml d2H20’ ya tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicakliginda
saklanmustir.

PCR iiriiniiniin yiikleme ortami (15 ml 6X stok i¢in)

Bromophenol blue 15 mi
Glycerol 18 g
TAEX50 6 ml

Hazirlanan ortam -20 °C’de saklanmuistir.

Ethidium Bromide cozeltisi (1 mg/ml 200 ml stok i¢in)

0.5XTAE 200 ml

Ethidium bromide 200 pl

Koyu renkli bir kap icinde karanlik ortamda oda sicakliginda saklanmistir. 5-10
kullanimdan sonra ¢ozelti tazelenmistir.

%1 Agarose Jel Elektroforezi

1 gr agaroz, 100 ml 0.5XTAE i¢inde mikrodalga firinda eritilmistir. Yaklasik 40°C
sicakliga geldikten sonra, elektroforez iinitesinin jel tepsisine dokiiliip taraklar
yerlestirildikten sonra agarozun 15-20 dakika silireyle donmasi beklenmistir.
0.5XTAE ortamut igeren elektroforez tankina yerlestirilmistir
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