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Almond, virus, ELISA, PCR. and Cherry leaf roll virus (CLRV) diseases on almond trees in the Eastern

Mediterranean Region were investigated and its molecular and biological

characterization were performed with this study. During the surveys conducted

. .. between 2012-2016, 605 almond leaf samples were collected and tested by
* Corresponding author: Mahmut YEGUL

¥ yegulmahmut@gmail.com double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA)

from 5 provinces of the Eastern Mediterranean Region. 169 almond samples
(27.93%) of 605 were found to be infected by at least one virus. Of these, 26 of
129 samples (20.16%) in Adana, 90 of 299 samples (30.10%) in Mersin, 11 of 71
samples (15.49%) in Kahramanmaras, 34 of 89 samples (38.20%) in Hatay and
8 of 17 samples (47.06%) in Osmaniye were found to be infected at least one
virus. While PNRSV, PDV, ACLSV and mixed infection were detected at rate
64%, 18%, 11% and 7% respectively, ApMV, PPV, and CLRV were not found
in tested samples. Genomic regions containing the coat protein (CP) gene was
reproduced by RT-PCR, resulting in bands of 616 bp for PNRSV, 862 bp for PDV
and 358 bp for ACLSV. As they are similar in nucleotide level with 97-99% of the
world PNRSV isolates registered to NCBI, 87-96% with PDV isolates, and 81-
96% with ACLSV isolates of almond, it is considered that these pathogens spread
due to the trade of plant materials.

GIRIS

Ulkemizin Dogu Karadeniz kiyr bolgesi ile ¢ok yiiksek yaylalar1 disindaki her bolgesinde badem yetistirilmektedir.
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Badem yetistiriciligi Ege Bolgesinde yogunlagmis olup, bunu
Akdeniz, Giineydogu Anadolu, i¢ Anadolu ve Marmara
Bolgeleri izlemektedir (TUIK 2019). 2018 yili iiretim
rakamlarina gore Tiirkiye 100.000 tonluk badem tiretimi ile
diinyada besinci sirada yer almaktadir (FAO 2019).

Ulkemizde son yillarda mevcut iiretim alanlarina ek olarak
her yil devlet tesvik ve destekleri ile 6zellikle orman vasfini
kaybetmis alanlarda yeni badem bahgeleri tesis edilmektedir.
Diger triinlerde oldugu gibi badem vyetistiriciliginde de
tiretimi sinirlayan birgok biyotik ve abiyotik faktor soz
konusudur. Biyotik faktorler iginde yer alan virislerin,
iretim materyali, ag1, polen, bocek gibi vektorler ile taginma
ve yayilmalarinin kolay olmasi, bu hastaliklara kars: kimyasal
miicadelenin olmamas, tirtiniin kalite ve kantitesine degisen
oranlarda etki etmesi nedeniyle, diger hastalik ve zararlilara
gore yetistiricilikte Onemleri bir kat daha artmaktadir.
Badem iiretim alanlarinda 6nemli viriis hastaliklarinin tespit
edilmesi, yayginliklarinin belirlenmesi, gerekli bitki koruma

6nlemlerinin alinmasi agisindan son derece 6nemlidir.

Badem ile ilgili bitki saglig1 konusunda yapilan ¢alisma sayist
diger sert gekirdekli meyvelere gore daha azdir (Diekmann
and Putter 1996, Ogawa et al. 1995). Sert ¢ekirdeklilerde
ve bademde bugiline kadar degisen 6nemde birgok viriis
hastaliginin zarar yaptig1 ve degisik etmenlerin farkli isimlerle
anilan hastaliklara neden oldugu rapor edilmistir (Nemeth
1986). Viriisler badem agaglarinda, biiyiikk ¢ogunlugu
yaprakta ve meyvede renk bozulmalarina, govdede
deformasyonlara, iiriinde kayiplara ve as1 uyusmazliklarina,
hatta ileri asamalarda aga¢ oliimlerine neden olmaktadir
(Ogawa et al. 1995). Digiaro et al. (1992) bademde ekonomik
zarar yapan viriislerin PDV, PNRSV, PPV, ACLSV ve ApMV

oldugunu bildirmistir.

Bu Akdeniz (Adana,

Kahramanmarag, Mersin, Hatay ve Osmaniye) sert ¢ekirdekli

galisma, Dogu Bolgesinde
meyvelerden bademde viriis hastaliklarinin belirlenmesi ve
karakterizasyonu ile ilgili olarak 2012-2016 yillar1 arasinda
yuriitilmils, ¢aliyma sonucunda yapilan siirveyler ile
bademde CLRV, PNRSV, PDV, PPV, ACLSV ve ApMV
hastalik etmenlerinin varlig1 arastirilmis, badem yetistirilen
alanlardaki yayginhg: tespit edilmistir. Caligmada Dogu
Akdeniz Bolgesi badem agaglarindaki 6nemli viral hastalik
etmenlerinin bahge ve dogal kogullarda meydana getirdigi
belirtiler saptanmig ve saptanan izolatlarin molekiiler
farklihklar: belirlenmis NCBI'ya kayith dinya izolatlari
ile akrabalik iliskileri ortaya konulmustur. S6z konusu bu
viriisler, ayn1 zamanda iilkemiz karantina ve sertifikasyon
listesinde de yer alan etmenlerden olmasi nedeniyle ayrica
o6nem arz etmektedir. Bu calisma sonucunda elde edilen

veriler ile viriis hastaliklarindan dolayr olusan kalite ve
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kantite kayiplarinin azaltilmast i¢in yapilan miicadeleye katki

saglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Siirvey alanindan érnek toplanmas:

Ornekler Dogu Akdeniz Bolgesindeki Adana, Mersin,
Kahramanmaras, Hatay ve Osmaniye illerindeki kapama
bahge ve dogal olarak yetisen badem alanlarindan ve ticari
tiretim yapan fidanhiklardan 2012-2016 yillar1 arasinda
toplanmustir.  Stirveyler diisiik rakimli sicak bolgelerde
ilkbaharda ve erken yaz mevsiminde (Mayis-Haziran),
rakimin yiiksek oldugu nispeten serin yayla bolgelerinde ise
vejetasyon donemi boyunca yapilmigtir. Caligmada badem
disinda viral hastalik semptomu gosteren diger meyve
agaglari, orman bitkileri ve yabanci otlardan da 6rnekler
alinmigtir. Alinan 6rnek sayisi siirvey ¢alismalarina baglanan
yilda, o ildeki aga¢ varligina bagl olarak hesap edilmistir
(Cizelge 1).

Cizelge 1. Dogu Akdeniz Bolgesi badem iiretim degerleri
(TUIK, 2011)

Alinmast
Toplu Toplam
. ) planlanan
ILLER Meyve Agag .
ornek
Alani (da) sayl1sl
say1s1 (%0,01)
Adana 2.498 84.260 85
Mersin 5.589 316.257 316
Kahraman-
2.254 69.872 70
marag
Osmaniye 675 21.070 21
Hatay 685 61.047 61
Toplam 11.692 525.506 553

Strveylerde dnceliklebelirtigosteren siipheli 6rnekler seilmis
herhangi bir belirtiye rastlanmadig1 durumlarda 6rnekleme
tesadiifi usule gore yapilmistir (Bora ve Karaca 1970).
Toplanan ornekler buz kutusuna konularak laboratuvara
getirilmis ve +4°Cde “Double Antibody Sandwich Enzyme
Linked Immunosorbent Assay” (DAS-ELISA) testi yapilana
kadar muhafaza edilmistir (Levy et al. 2000). DAS-ELISA
testi kitlerin alindig firma nerileri (Bioreba, Isvigre) dikkate

alinmig ve Clark and Adams (1977)a gore yapilmuistir.
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Molekiiler ¢aligmalarda kullanilacak drnekler ise -20°Cde
saklanmistir. Incelenen ve érnek alinan badem agaglarinin
yeri, agaglarda nasil belirtiler gozlemlendigi, fotograflari
gekilerek kaydedilmistir. Ayrica, ornek alinan agaglar, sprey

boya ile numara verilerek isaretlenmistir.
Biyolojik tanilama ¢alismalar:

Indikator bitkilerin yetistirilmesinde 1:1:1 oraninda torf,
toprak ve kumdan olusan karisim kullanidmigtir. Ettivde
sterilize edilen karigim fide ve fidan yetistirmek amaci ile
kiivet ya da kasalara doldurularak tohumlar ekilmigtir.
Indikatér bitki tohumlari gimlenme siirecini tamamlayincaya
kadar 15tk ve sicaklik kontroliine sahip iklim odasinda
tutulmustur. Tohumlarin ¢imlenmesini takiben fideler 2-3
yaprakli déneme ulastiklarinda ayni karisim ile doldurulmus
10 cm ¢apinda ve 15 cm yiiksekligindeki plastik saksi veya
ayn Olgiilerdeki siyah polietilen torbalara sagirtilmistir. Bu
islem ¢aligma stiresince rutin olarak her zaman hazir test

bitkisi olmas1 amaciyla yapilmistir.
Mekanik inokulasyon

DAS-ELISA ve RT-PCR ile test edilen 6rneklerden enfekteli
olan ve olmayan 6rneklerin %10’luk kismni temsil edecek
sekilde mekanik inokulasyon i¢in Cizelge 2'de verilen otsu ve
odunsu indikator bitkiler kullanilmistir.

Mekanik inokulasyon ¢aligmalar1 2012-2016 yillar1 arasinda
Biyolojik Miicadele Arastirma Enstitiisii iklim odalarinda

gerceklestirilmistir. Reyes et al. (2002) nin bildirdigi yonteme
gore Cizelge 2'de belirtildigi gibi indikatér bitkiler indeksleme
biiyiikligtine ulastiginda, inokule edilecek bitkilerin %10’ unu
temsil edecek sekilde alinan ¢igek, kabuk, yaprak ve meyve
dokular: kullanilarak inokulasyonlar yapilmistir. Daha sonra
test bitkileri, iklim odalarinda (25-26°C, %60-70 nisbi nem,
4000 lix 1gtk siddeti ve 16 saat fotoperiyot) bekletilmis,
simptom olusumlar1 2-24 giin siireyle giinlitk periyotlarla
gbzlenmis ve kayit edilmistir. Indikatér bitkiler simptom
goriilen siire zarfinda ve 24 giiniin sonunda DAS-ELISA ve
RT-PCRile testlenmistir (Saragoglu ve Erkan 2016). Mekanik
inokulasyon ¢alismalar: her tekerriirde 1 bitki olmak tizere 3
tekerriirlii ve kontrolde de 1 bitki olmak tizere toplam 4 adet
indikator bitki kullanilarak yiirtitalmiistiir (Birisik 2009).

Odunsu indikator bitkilere agilama Nemeth (1986)’in
belirttikleri yonteme gore goz veya doku pargasi asilama
yoluyla yapilmistir. Degisik bolgelerden toplanan ve
enfekteli oldugu belirlenen 5 6rnek pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. Indeksleme calismalarinda her 6rnek icin
4-6 adet odunsu indikator bitki kullanilmistir (Desvignes
1999). Biitiin indikator bitkiler agilamadan sonra gozlenmis
ve semptomlar kayit altina alinmigtir. Bitkiler asilamadan 3
ay sonrasina kadar her hafta testlenmis ve virtslerin taginip

taginmadig serolojik ve molekiiler olarak kontrol edilmistir.
Serolojik ¢alismalar

Araziden toplanan ornekler viriislere spesifik antiserumlar

Cizelge 2. Mekanik inokulasyon ve indekslemede kullanilan otsu ve odunsu bitkiler

Otsu Test Bitkileri Testleme Donemi Odunsu Test Bitkileri Testleme Donemi
Chenopodium quinoa 4-8 yaprakli fide Prunus persica 1 yilik ¢6giir
C. amaranticolor 4-8 yaprakli fide P. persica GF 305 1 yillik ¢6gir
Cucurbita pepo Kotiledon dénemi P, persica GF677 1 yillik ¢6giir
Cucumis sativus Kotiledon dénemi P. amygdalus 1 yillik ¢ogiir
C. maxima Kotiledon dénemi P. domestica 1 yillik ¢ogtr

Nicotiana benthamiana 5-6 yaprakli fide

N. glutinosa 5-6 yaprakl fide
N. occidentalis 5-6 yaprakli fide
N. rustica 5-6 yaprakli fide

N. tabacum cv. Xanthi 5-6 yaprakli fide

P, persica Garnem 1 yillik ¢ogiir

P. mahlep 1 yillik ¢ogiir

Juglans regia 1 yillik ¢ogtr

N. tabacum cv. Samsun

Phaseolus vulgaris

5-6 yaprakl fide

2-4 yaprakli fide
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(Bioreba, Isvigre) kullanilarak Clark and Adams (1977)
DAS-ELISA

testlenmistir. Butiin 6rnekler ¢ift tekerriirlii olarak analiz

tarafindan  onerilen yénteme gore ile
edilmis ve sonuglar ELISA okuyucusunda 405 nm dalga
boyunda okunmugtur. Negatif kontroliin iki kati ve tizeri
absorbans degeri veren oOrnekler pozitif olarak kabul

edilmistir (Helguera et al. 2002).

Indikatér bitkilere taginan viriislerin saptanma zamanimin

belirlenmesi

Daha 6nceden pozitif oldugu serolojik ve molekiiler olarak
tespit edilen izolatlardan (PDV i¢in Hty-Yayladagi-Badem1
ve PNRSV i¢in Mer-Er-B1) as1 gozii alinarak kontrollii
kosullarda tutulan GF-305 indikator bitkisine 2 adet goz
agis1 yapilarak viriislerin taginmasi amaglanmis ve periyodik
olarak her ay virlisin bitki dokularinda saptanabilme
zamaninin tespiti i¢cin DAS-ELISA testi yapilmigtir. Boylece
indeks bitkilere taginan viriislerin ne kadar siire sonra bitki
dokularinda serolojik olarak pozitif sonug¢ verdigi tespit
edilmistir.

Molekiiler calismalar

Bulasik bitki dokularindan total niikleik asit izolasyonu ve RT-
PCR ¢alismalari

Araziden toplanan ve DAS-ELISAda pozitif sonu¢ veren
orneklerden niikleik asit izolasyonu yapilmistir. Plant
RNA Purifikasyon Kiti (Thermo Scientific, USA) ile RNA
izolasyonu firmanin 6nerdigi protokole gore yapilmistir. RT-
PCR, Thermo Scientific firmasinin Verso 1-step RT-PCR
Hot-Start kit protokoliine gore; 1 6rnek igin toplam 25 ul
hacimde PCR karigimi (0,5 pl Verso enzym, 12,5 pl 2x master
mix, 1,25 pl RT Enhancer, 1 pl Primer R, 1 ul Primer F, 6,75 pl
ddH,0 ve 2 pl RNA) hazirlanmigtir. RT-PCR igin kullanilan
primer dizilimi, beklenen bant biyiikligii ve PCR dongii

programi Cizelge 3‘e gore ayarlanmigtir.
Agaroz jel elektroforez ¢alismalart

RT-PCR ¢aligmalarindan elde edilen tirtinler %1,5’lik agaroz
jelde yiritilmiis ve ethidium bromid ile boyanarak UV

altinda fotograflar: ¢ekilerek bantlar goriintiilenmistir.
Dizi analizleri ve filogenetik analiz ¢alismalar:

RT-PCR ¢aligmalarindan sonra dogru iriin boyutuna sahip
PCR driinleri dogrudan sekans analizine gonderilmistir.
Sekans analizinde kullanilmak {izere her viriis igin 50 ul
hacimde RT-PCR yapilmistir. Dizileme islemleri Genoks
(Ankara) ve Macrogen (Giiney Kore) ticari firmalarindan
hizmet alimi seklinde yaptirilmistir. Elde edilen sekans
sonuglar1 filogenetik analizler igin MEGA-6 programinda
Neighbor-joining (NJ) yontemi kullanilarak hem NCBIdaki
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diinya izolatlar1 ile hem de izolatlarin niikleotit diizeyde
kendi aralarindaki akrabalik derecelerine bakilmis ve
izolatlar arasindaki farklilik arastirilmistir (Saitou and Nei
1987).

SONUCLAR VE TARTISMA
Siirvey alanlarindaki makroskobik gozlemler

Siirveyler sirasinda yapilan gozlemlere gore badem
agaglarinda ilkbaharda yapraklar heniiz taze ve yaprak
dokusu inceyken PNRSV semptomlar:1 daha belirgin
olmakta, yapraklar yaslandikga yaprak dokusu kalinlagmakta
ve semptomlar maskelenmektedir. Dal Zotto et al. (1999) da
PNRSV semptomlarinin ilkbaharda gériilmesine karsin bu

semptomlarin yaz aylarinda kayboldugunu belirtmistir.

ACLSV’nin diger sert ¢ekirdekli meyve agaglarinda oldugu
gibi bademde de belirgin semptomlar olusturmadigi, latent
enfeksiyona neden oldugu, diger agaglara oranla biylimede
gecikme, ge¢ yaprak ve ¢iceklenmeye neden oldugu
gozlenmistir. Benzer sekilde Myrta et al. (2011) ACLSV nin
kayis1 agaglarinda ¢ok fazla ve siddetli hastalik yaptigini,
sert ¢ekirdekli bircok cesitte enfeksiyonlarin ¢ogunlukla
semptom olusturmadigini ve latent enfeksiyonlarin ¢ok sik
goriildiigiini bildirmistir.

Bademde erken ilkbaharda vejetasyonun baslamasiyla
beraber yapraklarda renk agilmasi, yaprak kenarlarinda
dislilik gibi PDV semptomlar1 goriilmiis, vejetasyonun
ilerlemesi ile bu semptomlarin kayboldugu gozlenmistir.
Yegiil ve Baloglu (2019) PDV’nin serolojik olarak tespitinin
en uygun zamaninin ilkbahar aylari oldugunu belirtmistir.
PDV ile enfekteli bitkilerde, biiyiime ve gelismede
yavaglama, bogum aralarmin kisalmast ve bodurluk
semptomlar1 gozlenmistir. Bazi agaglarda ise zamanla
kuruma ve 6liime kadar giden belirtilere rastlanmig, odunsu
indikatorlerle yapilan indeksleme ¢alismalarinda GF-305 ve
P. persica bitkilerinden birer tanesi agilamadan bir yil sonra

kurumuglardar.
Siirvey ve teshis ¢alismalarinin degerlendirilmesi

Caligma boyunca viriis belirtilerine benzer belirtiler gosteren
605 adet badem ile 10 adet farkl bitkilerden (kiraz, nektarin,
elma, armut, Anagyris foetida ve yabanci ot) olmak iizere,

toplamda 615 adet 6rnek alinarak analiz edilmistir.

Stirveylerde Mersinden 299 6rnek, Adanadan 129, Hataydan
89, Kahramanmaragtan 71 ve son olarak gerek tretim
ve gerekse aga¢ varligi bakimindan boélgede listenin son
sirasinda yer alan Osmaniyeden 17 Ornek toplanmuistir.
Calisgmada badem igin alinan ve enfekteli bulunan 6rnek

sayilar1 Cizelge 4 ile Sekil 1 ve $ekil 2'de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3. Molekiiler ¢aligmalarda kullanilan primerlere ait baz dizilimleri, RT-PCR sonrasi beklenen bant biiytikliikleri ve

RT-PCR protokolleri

. Biyiklik -
Primer (bp) Referans RT-PCR Dongiisii
p
i 50°C/15 dk 95°C/15 dk,
aaidi ve
PPV-P1-R 5- GTCTCTTGCACAAGAACTATAACC -3’ . ; (950C/20s, 62°C/30s, 72°C/1dK)
PPV-P2-F 5- GTAGTGGTCTCGGTATCTATCATA -3 0 ;Z ) 30 Déngii
72 °C 5 dk (Final uzama)
Vack 500C/15 dk 95°C/15 dk,
askova
PDV-R:5-AAAGAAGAGAAGTCCGACAAG 3' o - (95°C/20s, 57°C/30s, 72°C/1dK)
PDV-F:5-AAGCAGCATTTCCAACTACGA 3' (Zog(;) 35 Déngii
72 °C 5 dk (Final uzama)
50°C/15 dk 95°C/15 dk,
ACLSV-A52-R:5'-CAG ACC CTT ATT GAA GTC GAA-3' Candresse
, , (950C/20s, 55°C/30s, 72°C/1dK)
ACLSV-A53-F:5-GGC AAC CCT GGA ACA GA -3 358 etal. o
(1995) 35 Dongl
72 °C 5 dk (Final uzama)
Soieeel 50°C/15 dk 95°C/15 dk,
1ege
PNRSV-R:5-TCA CTC TAG ATC TCA AGC AG -3’ o1 P t gl (95°C/20s, 54°C/30s, 72°C/1dK)
et al.
PNRSV-E:5-GAG CTC TGG TCC CAC TCA GG -3 (199) 40 Déngii
72 °C 5 dk (Final uzama
. 500C/15 dk 95°C/15 dk,
assan
ApMV-R:5CCGGTGGTAACTCACTCGTT 3 - o (95°C/20s, 55°C/30s, 72°C/1dK)
et at.
ApMV-F:5’ CGTAGAGGAGGACAGCTTGG3’ 35 Déngil
(2006)
72 °C 5 dk (Final uzama)
- 50°C/15 dk 95°C/15 dk,
rieco
CLRV-R 5" TTGGCGACCGTGTAACGGCA -3’ il o (95°C/20s, 50°C/30s, 72°C/1dK)
CLRV-F 5-GTCGGAAAGATTACGTAAAAGG -3 (2036) 35 Déngii
72 °C 5 dk (Final uzama)

Yapilan ¢aligmalar sonucu toplanan 605 badem 6rneginden
169 tanesi (%27,93) en az bir viris ile enfekteli bulunmugtur.
Badem agaglarinda tespit edilen viriis hastaliklar1 iginde
PNRSV, 107 érnek ve %63,3 enfeksiyon orani ile ilk sirada yer
almigtir. PDV ile enfekteli 31 6rnek bulunmus ve %18,34’lik
enfeksiyon orani ile ikinci sirada yer almistir. ACLSV ile
enfekteli 19 6rnek tespit edilmis ve %11,2’lik oranla en az
tespit edilen viral etmen olmustur. Ayrica bu ii¢ viriisten
en az ikisi ile bulagik veya ii¢ viriisiin de tespit edildigi
karisik enfeksiyonlu 12 6rnek belirlenmis, tiim viriisler

icerisinde %7 oraninda bulunmustur. Bu Orneklerden 2
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tanesi PNRSV+PDV+ACLSV ile enfekteli (%1,18) diger 10
tanesi ise PNRSV+PDV ile enfekteli (%5,91) olarak tespit
edilmistir. Testlenen 6rneklerin hi¢ birinde ApMV, PPV ve
CLRV tespit edilememistir.

Bu sonuglara benzer olarak Karabacak ve Ilbag1 (2013) Trakya
Bolgesindeki badem agaglarinda %31,15 PNRSV, %4,23
PDV, %1,92 PPV, %1,54 PNRSV+PDV ile PNRSV+PPV
karigik enfeksiyonu ve %38,85 oraninda viriis enfeksiyonunu
oldugunu bildirmislerdir. Milusheva ve Borisova (2005) bu
caligmadaki gibi, Bulgaristanda bademlerde PNRSV’yi %15
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Cizelge 4. Dogu Akdeniz Bolgesinde toplanan badem 6rneklerinde DAS-ELISA ve RT-PCR ile tespit edilen virtislerin illere

gore toplu sonuglar:

Viriis ile enfekteli 6rnek miktar:

Toplam

PNRSV + .
iLLER  6rnek PNRSV PDV ACLSV PNRSV + PDV + Karisik enf. Il Bazinda
say1si PDV ACLSV toplami Bulagiklik
Adet %  Adet % Adet % Adet % Adet % Adet % Adet %

Adana 129 18 13.95 2 1.55 4 3.10 2 1.55 - - 2 1.55 26 20.16
Mersin 299 53 1773 21 7.02 11 3.68 3 1.00 2 0.67 5 1.67 90 30.10
K.Maras 71 7 9.86 2 2.82 1 1.41 1 1.41 - - 1 1.41 11 1549
Hatay 89 24 2697 5 5.62 2 2.25 3 3.37 - - 3 337 34 3820
Osmaniye 17 5 2941 1 5.88 1 5.88 1 5.88 - - 1 5.88 8  47.06
TOPLAM 605 107 1767 31 512 19 314 10 165 2 033 12 198 169 27.93

29,41

Adana

Mersin  K.Marag

Hatay Osmaniye
| EPNRSV OPDV OACLSV EMix. inf|

Sekil 1. Dogu Akdeniz Bélgesinde toplanan badem
orneklerinde DAS-ELISA ve RT-PCR ile tespit edilen

viriislerin iller bazinda yiizde oranlar1

ve PDV’yi %8,6 oraninda en fazla enfeksiyon yapan hastaliklar
olarak saptamislardir. Yine benzer sekilde Maliogka et al.
(2010) Yunanistanda badem agaglarinda yaptig1 siirvey
galismalarinda PNRSV’yi %41 ve PDV’yi %21,5 ile en fazla
enfeksiyon yapan viral etmenler olarak bulmus ve ApMV’yi
ise tespit edememistir. Bu ¢aliymada da tespit edildigi gibi
PNRSV, PDV ve ACLSV Kkarisik enfeksiyonu sert ¢ekirdekli
meyvelerde siklikla goriilen bir durumdur (Cevik et al. 2011,
Myrta and Savino 2008).

Otsu  Indikator  Bitkilerde — Biyolojik  Karakterizasyon
Calismalar
Mekanik  inokulasyon ¢aligmalari  sonucu  hastalik

etmenlerinin indikator bitkiler tizerindeki belirtileri Cizelge

5de verilmistir.

PNRSV izolatlar1 (Mer-Er-B1 ve Ad-Bal-Bl) ile yapilan
mekanik inokulasyon ¢aligmalarinda 24 giiniin sonunda,

C. quinoada Kklorotik lokal lekeler, C. amaranticolor’da
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5,91%; 10
11,2%; 19

63,3%; 107

EMPNRSV EPDV mACLSV PNRSV +PDV  HPNRSV +PDV + ACLSV

Sekil 2. Dogu Akdeniz Bolgesinde toplanan badem
orneklerinde DAS-ELISA ve RT-PCR sonuglarina gore

saptanan viriislerin yilizde oranlar:

klorotik ve nekrotik lokal lezyonlar, C. sativusta klorotik
lokal lezyonlar, kloroz, mozaik ve damar agilmasi, C. pepoda
sistemik kloroz ve bodurluk semptomlar1 gozlenmis ve
yapilan DAS-ELISA ve RT-PCR testlerinde PNRSV’nin bu
test bitkilerine aktarilabildigi saptanmigstir. N. benthemiana,
N. occidentalis, N. rustica, N. glutinosa, N. tabacum cv.
Xanthi, C. maximave N. tabacum cv. Samsun test bitkilerinde
ise herhangi bir belirti olusumu gozlenmemistir. DAS-
ELISA ve RT-PCR testlerinde de PNRSV bu test bitkilerine

aktarilamadig1 saptanmustir.

Buldugumuz sonuglara benzer olarak Sertkaya (2010)
PNRSV’nin C. quinoada Kklorotik lokal lekeler

C.sativus'ta sistemik mozaik, kloroz ve damar acilmasi

ve

olusturdugunu rapor etmistir. Cichal ve Rejczak (2011)
PNRSV’nin C. quinoada klorotik lekeler olusturdugunu
bildirirken Salem et al. (2003) PNRSV’nin C. quinoa ve
C. amaranticolorda klorotik halkali lekeler, C. sativusta
klorotik lokal lezyonlar, N. occidentalis, N. rustica, N.
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Cizelge 5. Mekanik inokulasyon ¢alismalarinda viriis izolatlarinin otsu indikatér bitkilerde neden oldugu belirtiler

Belirtiler*

indikatirler PNRSV PDV ACLSV
(Mer-Er-B1 ve Ad-Bal-B1) (Hty-Yay-1) (Mer-Erd 1 BADEM)
C. quinoa KLL KLL KLL,NLL
C. amaranticolor KLL,NLL KLL,NLL KLL,NLL
N. benthamiana S S S
N. occidentalis S K S
N. rustica S LS S
N. glutinosa S YSB S
N. tabacum cv. Xanthi S K S
C. sativus DA, K, B M, K, LN S(+)
C. pepo K, B K, B S
C. maxima N DAA N
N. tabacum cv. Samsun S S S
P vulgaris S S YSB, NLL

*S:Semptom yok; KLL: Klorotik lokal lezyon; NLL: Nekrotik lokal lezyon; M: Yapraklarda mozaik; Y$B: Yapraklarda sekil bozuklugu ve deformasyon; DA: Yapraklarda damar agilmas:
ve sararmast; K: Sistemik kloroz; DAA: Damarlar arasi renk agilmasi; LS: Lokal sararma; Mer-Erd 1: Mersin-Erdemli; Hty-Yay-1: Hatay-Yayladag:.

glutinosa ve N. tabacum cv. Xanthi test bitkilerinde herhangi
bir belirti olusturmadigin: bildirmislerdir. Aly et al. (2008)
PNRSV’nin C. quinoada klorotik ve nekrotik lokal lekeler,
beneklenme, C. amaranticolorda nekrotik lokal lekeler,
C. pepoda beneklenme ve kabarciklar, C. sativusta damar
agilmasi, klorotik ve nekrotik lokal lezyonlar ile yaprak
yiizeyinde kabarcik seklinde beneklenmeler olusturdugunu

belirtmislerdir.

Hty-Yayladagi-Badem1 PDV izolat: ile yapilan mekanik
inokulasyon ¢alismalarinda C. quinoa ve C. amaranticolorda
klorotik ve sonrasinda nekrotik lokal lezyonlar, N.
occidentalis'te sistemik kloroz, N. rusticada klorotik lokal
renklenmeler, N. glutinosa'da yapraklarda sekil bozuklugu, N.
tabacum cv. Xanthide sistemik kloroz, C. sativusta sistemik
kloroz, bodurluk ve yapraklarda lokal nekrozlar, C. pepoda
sistemik kloroz ve bodurluk semptomlar1 gozlenmistir. Ug
hafta sonunda belirti gozlenen test bitkilerinden yapilan
DAS-ELISA ve RT-PCR testlerinde PDV’nin bu test

bitkilerine aktarilabildigi saptanmuistir.

Soltani et al. (2013) PDV’nin N. rusticada lokal sararmalara
ve nekrozlara, Boulila (2010) PDV’nin badem izolatlarinin

C. sativus'ta sistemik mozaik ve bodurluga neden oldugunu
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belirterek benzer sonuglar elde etmislerdir.

ACLSYV izolatlar1 (Mer-Er-B2) ile yapilan inokulasyonlarda
C. quinoa ve C. amaranticolorda klorotik ve nekrotik lokal
lezyonlar ve C. quinoada yapraklarda lokal renk agilmalari,
P vulgariste yapraklarda epinasti ve nekrotik lezyonlar 24
gliniin sonunda gozlenmistir. C.sativus’tayapilan DAS-ELISA
ve RT-PCR testlerine gore viriis tasinmasi gerceklesmesine
ragmen belirti gézlenmemistir. Diger otsu test bitkilerinde
ise herhangi bir belirti gézlenmemis ve yapilan DAS-ELISA
ve RT-PCR testlerinde de negatif sonuglar alindig1 igin

virtisiin aktarilamadigi anlagilmustir.

Buldugumuz bu sonuglara paralel olarak Jelkman (2004)
ACLSV’nin 20°Cde 20 giinde C. quinoa’da lokal ve sistemik
semptomlar olusturdugunu bildirmisgtir. ACLSV’nin C.
quinoa ve C. amaranticolorda inokule edilen yapraklarda
klorotik ve nekrotik kiigiik lezyonlarn daha sonra
ist yapraklarda klorotik noktalar olusturdugunu, N.
benthemiana, N. glutinosa, N. tabacum, C. sativus P. vulgariste
ise semptom gelistirmedigi rapor edilmistir (Elibuytik
ve Erdiller 1998, Rana et al. 2008). Brakta et al. (2013) ise
ACLSV elma izolatlarinin C. quinoa ve C. amaranticolorda

klorotik lezyonlar meydana getirdigini, P. vulgariste ise
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diger arastiricilarin aksine bu ¢aligmada oldugu gibi kii¢iik
nekrotik lezyonlar olustugunu bildirmistir. Literatiirlerde
bildirilen bu semptomlarin bilyiik ¢ogunlugu yapilan
biyolojik indeksleme ¢alismalarinda elde edilen semptomlarla
benzerlik gostermektedir. Otsu indikator bitkilerde elde
edilen veya edilemeyen degisik semptomlar, konuk¢udaki
virtisiin irkindan, kullanilan tampon ¢6zeltisinin ieriginden
ve sicaklik basta olmak iizere degisik ¢evre faktorlerinden
etkilenmektedir. Bundan dolay1 farkli izolatlarla yapilan
mekanik inokulasyon ¢alismalarinda indikator bitkilerde
farkli sonuglar almak her zaman mimkiindiir (Salem et al.
2003).

Viral etmenlerin degisik odunsu indikator bitkilere asilanmasi

Biyolojik indeksleme sonucu virils izolatlarinin odunsu
indikator Dbitkilerde olusturdugu belirtiler Cizelge 6da
kodlanarak verilmistir. Biitiin indikator bitkiler agilamadan
sonra gozlenmis ve semptomlar kayit altina alnmustir.
Bitkiler agilamadan 3 ay sonrasina kadar her hafta testlenmis
ve virlslerin taginip taginmadigi serolojik ve molekiiler

olarak kontrol edilmistir.

PNRSV izolatlar1 ile yapilan biyolojik indekslemede, P
persica GF 305 bitkisinde, yapraklarda damarlar aras1 renk
acilmasi, bodurluk, P domesticada yapraklarda kloroz,
P persica GF 677de yapraklarda kloroz, sagma deligi
belirtisi, mozaiklenme ve lokal renk acilmalari, Ppersicada
yapraklarda kivrilma, sagma deligi, mozaik ve renk agilmast,
P. persica Garnemde yapraklarda sagma deligi ile klorotik
beneklenmeler, P. amygdalus ¢ogiir anaglarinda rozet yaprak
olusumu, yapraklarda damarlar arasi renk agilmasi, kloroz,
sagma deligi, mozaiklenme, bogum aralarinda kisalma ve
renk agilmasi ve son olarak P. mahlep’te yapraklarda sekil

bozuklugu ve lokal renk agilmalar1 gozlenmistir.

PDV izolat1 (Hty-Yay-1 BADEM) ile agilanan P. persica GF
305 bitkisinde yaprakta renk agilmasi (kloroz), vejetasyonda
gecikme ve bodurluk ile bazi bitkilerde kuruma sonucu
olumler olmustur. P. persica GF 677de kloroz, yapraklarda
mozaik ve lokal renklenmeler, P amygdalus’ta rozet yaprak
olusumu, ¢ok erken dénemlerde yaprak kenarlarinda testere
dislilik, yaprak ayasinda kiigiilme ile bogum aralarinin

kisalarak bodurluk meydana geldigi gozlenmistir.

PNRSV ve PDV ayni cinse ve ayni familyaya bagh viriisler
olmasi nedeniyle Mink (1992), bu viriislerin benzer belirtiler
olusturdugunu bildirmektedir. Bunun yaninda Uyemoto
ve Scott (1992), PNRSV’nin sert cekirdeklilerde once
klorotik noktalar ve halkalar olusturdugunu, daha sonra
bu klorotik lekelerin nekroze olarak ilerledigini ve nekroze
olan dokularin distip sagma deligi seklinde belirtileri
olusturdugunu, PNRSV ve PDV ile enfekteli agaglarda
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yapraklarin dar ve kiigiik oldugunu bildirmislerdir. Oztiirk ve
Cevik (2014) PNRSYV ile enfekteli buldugu kiraz izolatlari ile
yaptig1 indeksleme ¢alismalarinda P. mahlep’te yapraklarda
sekil bozukluklari ve renklenmeler oldugunu bu ¢alismadaki

sonuglara benzer gekilde rapor etmistir.

ACLSV (Mer- Erd 2 Badem) izolat: ile agilanan P. persica
GF 305 bitkisinde damarlararas: renk agilmasi, P. persica
GF-677de yapraklarda mozaik seklinde renk a¢ilmasi, P
mahlep'te mozaik seklinde renk agilmalari gozlenmistir.
Oztiirk ve Cevik (2014) ACLSV ile enfekteli kiraz izolatlari ile
yaptig1 indeksleme calismalarinda P. mahlep’te yapraklarda
renklenmeler oldugunu buldugumuz sonuglara benzer

sekilde rapor etmistir.

Indikatér bitkilere taginan viriislerin serolojik olarak

saptanma zamaninin belirlenmesi

Serolojik ve molekiiler olarak enfekteli bulunan izolatlardan
(PDV i¢in Hty-Yayladagi-Bademl ve PNRSV i¢in Mer-
Er-B1) GF-305 indikator bitkisine 2 adet goz asis1 yapilarak
indeks bitkilere taginan viriislerin serolojik testlemelerinin
sonuglar1 Cizelge 7 ve Cizelge 8de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore ikinci ayin sonunda hem PNRSV hem de PDV
i¢in agilanan GF-305 indikator bitkilerinde 2 ayin sonunda
ELISA testlerinde pozitif sonuglar alinmustir (Cizelge 7, 8).

Bu sonuglarla uyumlu olarak Elibiiyiik (2004), PPV enfekteli
seftali ¢esitlerinden alinan dokularla yapilan kabuk agilamasi
sonucu P, persicae GF 305 indikator bitkilerinde 30-40 giin
sonra damar agilmasi ve sekil bozuklugu seklinde belirtilerin
ortaya ¢iktigini ve bu bitkilerde yapilan DAS-ELISA
testlerinde de PPV’nin belirlenebildigini bildirmistir. Myrta
(2004) sera kosullarinda biyolojik indekslemede semptom
gelisiminin 22-24 °Cde 3-6 ay, agik tarla kosullarinda ise
bu siirenin 2-3 yil oldugunu belirtmistir. Bu verilere gore
calismada elde edilen sonuglar literatiir sonuglari ile uyum
gostermekte, asilanan bitkilerde virtis DAS-ELISA testi ile 2
aymn sonunda saptanabilirken Myrta (2004)’nin ifade ettigi
gibi belirti gelisimi daha ileri zamanda ger¢eklesmektedir.
Agilama kosullarinin, yapilan a1 tiiriinin, asilama
zamaninin, indikator bitkilerin yaginin, agilamadan sonraki
bakim kosullarinin ve indikat6r bitkilerin tiiriiniin bu siire

tizerinde etkili olacag diisiiniilmektedir.
Molekiiler calismalar

PNRSV’yi teshis etmek i¢in yapilan molekiiler ¢alismalarda
616 bpde bant elde edilmis (Sekil 3) ve PNRSV igin 2 izolat
sekans analizine gonderilmistir. Birinci izolat yeni tesis
edilmis 2-3 yagindaki sahilden uzak yiiksek rakimli bir
badem (PNRSV-MRSN-BDM-1) bahgesinden toplanmigtir.
PNRSV-MRSN-BDM-2 izolat1 ise sahil bolgesine yakin bir

bahge kenarinda yetisen yasli, agisiz bir agagtan alinmustir.
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Cizelge 6. Biyolojik indeksleme sonucu viriis izolatlarinin odunsu indikatér bitkilerde olusturdugu belirtiler

Belirtiler*
indikatérler PNRSV PDV ACLSV
(Mer-Erd 1 BADEM) (Hty-Yay-1) (Mer-Erd 1 BADEM)
Ppersica GF 305 DRA,B K,B, Kr DRA
Prunus domestica YSB,K.M - -
Ppersica GF 677 K,SH,M KM M
Ppersica SH,M,YK - -
Ppersica Garnem SH,M - -
Pamygdalus RY,DRA,K,SH,M,YK,B RY,YSB,B -
P. mahlep Y$B.M - M

*S: Belirti yok, RY: Rozet yaprak ¢ikisi, Y$B: Yapraklarda sekil bozuklugu ve kiigiilme, DRA:Yapraklarda damarlar arasi renk agilmasi, K: Yaprakta renk agilmasi (kloroz), SH:Yaprakta
sagma deligi olusumu (shot-hole), B: Bogum arasinda kisalma veya bodurluk, M: Yapraklarda mozaik ve lokal renklenmeler, YK: Yaprak kivrilmasi, Kr: Kuruma (Mer-Erd 1: Mersin-

Erdemli, Hty-Yay-1: Hatay-Yayladag:)

Cizelge 7. PNRSV’nin GF-305 indikatoriindeki ELISA sonuglar1

PNRSV

Testleme tarihi Negatif kontrol Pozitif Kontrol Sonug
(Asilanmis GF305)

1. ayn sonunda 0.106 0,096 0.257 -

2. ayin sonunda 1.803 0.092 0.600 +

Cizelge 8. PDV’nin GF-305 indikatériindeki ELISA sonuglar:
- PDV . .

Testleme tarihi Negatif kontrol Pozitif Kontrol Sonug
(Asilanmis GF305)

1. ayin sonunda 0.123 0.101 0.436 -

2. aym sonunda 0.861 0.097 0.571 +
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Sekil 3. Badem 6rneklerinden PNRSV’ye spesifik
primerlerle RT-PCR sonucunda elde edilen tirtinlerin

elektroforez jel goriintisii. (1-10, Badem 6rneklerinde M:
Marker (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp #SM0241) W:
Su, P:Pozitif kontrol)

Dogu Akdeniz Bolgesi Mersin ilinden toplanan badem
izolatlarinin NCBI'a kayith diinya PNRSV izolatlar: ile
niikleotit diizeyde %97-99 oraninda yitksek benzerlik
gosterdigi goriilmektedir. Filogenetik aga¢ incelendiginde
PNRSV-MRSN-BDM-1 izolat1 AJ133202.1 kayit numarali
ftalya badem, AJ133212.1 kayit numarall ltalya erik,
AJ133200.1 kayit numarali Italya kayisi, AJ133208 kayit
numarali Italya nektarin ve AJ133205.1 kayit numaral
Italya seftali izolatlar1 ve AJ133208.1 kayit numarali Ispanya
nektarin izolat1 ile %99 oraninda benzerlik gostererek ayni
grupta toplanmigtir. Bu izolat yeni tesis edilmis bir bah¢edeki
2-3 yagindaki bir badem bahgesinden toplanmistir. PNRSV-
MRSN-BDM-2 izolat1 ise yasli, agisiz ve bahge kenarinda

yetisen bir agactan alinmustir. Bu izolat Tirkiyenin farkli

17) JX569828.1] Montenagro-peach-417/11
(34) KF420285. 1|Montenegro-peach
19) EU368T35.1| Australia-ALM-S Papershell
(24) KF135205.1] China-Flowening chr
(3) EU368736 THTALY-T.non pareil-AL1T
(9) EF565247 1|-Chile-Almand. carmen
(33) KI5T3395 1] lran-almond
(31) EU3568738.1| Hungary-S. chermy
8 1|-Chale-14 early John
(26) EF565263.1| Chile-Plum.dag1
) EUIGETIT 1 naly-Plum
25) EF565267.1] S.Amenca-Plum.gelden Jap
{16) AF013285.1| -EUROPE-almond-Mis sion
1561 (20) KJ599816. 1] IRAN-RosaXdamascena
1) PNRSV-TR-MRSN-BOM-1
| 13) AJ133200 1] pe napt
(22) AJ133212.9] Raly-Pim.cift
(23) AJ133208.1] Spai
(29) AJ133202.1] Raly-Alm. preani
(32) AJ133199.1] Raly-Ape.cafona
(6) AJ133205.1] -taly-Pech May crest
14) AJ133204 1] -Raly-Almond-.cort
{2) PNRSV-TR-MRSN-B0OM-2
(35) AF170170.1] € Rep Plum
{5) AF170163 1|-C Rep.-S CHERRY-UN
12) AF170160.1| -C.Rep.-plum
(4) AF170164.1] -C Rep.-Cherry-cv. Valesca
18) AF170165.1-C. Rep-Cherry

48] {10) JQ005050. 1 -Canada-peach-Pchd
(50 11) JQ005033 1] -Canada-Chemy-5

(30) KF569183 1] Turkey-Almond-Babaeski

[ (T) EF519311 1] -TR-Paach-PNE
) 21) EF519308.1| TR-peach var nucipersica
29 {28) EF519307.1] TR-Peach

Sekil 4. PNRSV-MRSN-BDM-1 ve PNRSV-MRSN-BDM-2
izolatlarinin kilif protein gen dizisine gére diinyadaki

murt

diger izolatlarla akrabalik derecelerini gosteren diyagram.
Filogenetik analizde, MEGA 6 yaziliminda yer alan
Neighbor-joining (NJ) yontemi kullanilmigtur.
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bolgelerinden toplanmis olan EF519311.1, EF519306.1,
EF519308.1 ve EF519307.1 kayit numaral seftali izolatlar:
ve Trakya Bolgesinden toplanan KF569183.1 kayit numaral
badem izolati ile %99 oraninda benzerlik gostererek ayni
grupta yer almigtir (Sekil 4).

Oztiirk ve Cevik (2015) PNRSV izolatlar1 arasindaki genetik
farkliigin az olmasint PNRSV’nin genellikle polenle ve
tiretim materyali ile yayilmasi ve konukgularinin yogun bir
seleksiyon baskisi altinda olmamasindan kaynaklandigini
bildirmistir. Ulubas ve Ertung (2004) yaptiklar1 RFLP
galismalar1 sonucunda cografik dagilim ve PNRSV gruplari
arasinda herhangi bir iligkinin olmadigini bildirmislerdir. Bu
¢aligmada da bu bulgulara benzer olarak PNRSV 1irklarinin
%97-99 gibi yiiksek oranda birbirleri ile akraba olduklari
sonucu ¢ikmustir.

PDVYyi teshis etmek i¢in yapilan molekiiler ¢aligmalarda
Sekil 5te gortildigi gibi 862 bpde bant elde edilmis ve
izolatlar arasindan gerek DAS-ELISAda gerekse RT-PCRda
en iyi absorbans degeri ve en iyi bant veren PDV-HTY 2

izolat1 sekans analizine gonderilmistir.

Sekil 5. Badem 6rneklerinden PDV’ye spesifik primerlerle
RT-PCR sonucunda elde edilen iiriinlerin elektroforez
jel goriintiisii. (1-3, Pozitif bulunan badem 6rnekleri M:
Marker (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp #SM0241) W:
Su-negatif kontrol

Hatay ilinden toplanan PDV badem izolatinin (PDV-HTY
2) NCBT’a kayith diinya PDV izolatlari ile niikleotit diizeyde
%87-96 oraninda benzerlik gosterdigi gorilmektedir.
Filogenetik aga¢ incelendiginde PDV-HTY 2 izolatinin
EF524271.1, EF524265.1, KF718675.1 KF718668.1

KF718678.1 kayit numarali 5 tane Tirkiye kiraz izolati,

ve

ve AY554274.1 kayit numarali Macaristan vigne izolati ile
%96 oraninda, GU181404.1 kayit numarali italya visne,
EF575270.1, KF718665.1 ve EF524272.1 kayit numarali 3
Tiirkiye kiraz izolat1 ve GU181406.1 kayit numarali Polonya
kiraz izolat1 ile %95 oraninda benzerlik gostermistir (Sekil 6).

Ulubas-Serce et al. (2009) Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden
topladigi 1 kayisi ve 9 kiraz PDV izolatinin niikleotit diizeyde
%87-99 ve amino asit diizeyinde ise %84-99 oraninda
benzerlik gosterdigini bildirmistir. Misir PDV izolatlarinin
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) GUIEIAS 2 FOLONTA POV ARAL

Sekil 6. PDV-HTY-2 izolatinin kilif protein gen dizisi
diizeyinde diinyadaki diger izolatlarla akrabalik
derecelerini gosteren diyagram. Filogenetik analizde,
MEGA 6 yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ)

yontemi kullanilmigtir.

ve Amerikan PDV kiraz izolatlarmin Amerikan seftali
izolatlariyla %97 ve %98 oraninda benzerlik gosterdigi
bildirilmistir (Youssef et al. 2002). Boulila (2010), Tunus
PDV badem izolatlarinin, Gen Bankasinda kayitli izolatlarla
%86-96 oraninda benzerlik gosterdigini bildirilmistir. Bu
literatiirlerdeki gibi bu ¢aliyjmada da PDV izolatimizin
Italya, Polonya, Macaristan ve Tiirkiye gibi farkl iilke ve
konukgulardan elde edilen PDV ile yakin akraba oldugu
goriilmektedir.

ACLSV'nin teshisi i¢in yapilan molekiiler ¢aligmalarda $ekil
7de goriildiigii gibi 358 bpde bant elde edilmis ve en iyi bant
veren ACLSV badem izolat1 sekans analizine génderilmistir.

Mersin  ilinden toplanan badem izolatinn NCBIla
kayith diinya ACLSV izolatlar1 ile niikleotit diizeyde
%81-96 oraninda benzerlik gosterdigi goriilmektedir.
Filogenetik aga¢ incelendiginde ACLSV- BADEM olarak
adlandirdigimiz izolatin NCBI gen bankasina kayitli olan
AJ586644.1 Italya seftali izolat1 ve AY730559.1 kayit numaralt

Tiirkiye seftali izolat1 ile %96 oraninda ve AY730560.1 kayit
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Sekil 7. Badem 6rneklerinden ACLSV’ye spesifik

primerlerle RT-PCR sonucunda elde edilen iiriinlerin

elektroforez jel goriintiisii. (1-5 Pozitif bulunan badem
ornekleri M: Marker (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp,
#SM0241) W: Su-Negatif kontrol)

numaral1 Tiirkiye vigne izolat1 ile %95 benzerlik gosterdigi
gortilmektedir. Ayrica bu izolat Tiirkiye seftali ve visne
izolatlartyla ayni grupta toplanmustir (Sekil 8). Oztiirk ve
Cevik (2015) bu sonuglara benzer olarak ACLSV Isparta
izolatlar1 %80-98 ile %88-100 arasinda degisen oranlarda
kilif protein genlerinin niikleotid ve amino asit diziliminde
benzerlik oldugunu bulmustur. Hindistanda Himachal
Pradesh bolgesindeki ACLSV badem izolatlar: ile seftali
ve yabani kayisi izolatlarmim %98 benzerlik gosterdigi
bildirilmistir (Rana et al. 2008).

) JN848988 1| ACLSV-China-PEACH-SQ3
[400420) JNB4E990.1 | ACLSV-China-PEACH-SQ6

=

" 10) EF138602.1| ACLSV-BRASL-BR 1
) KM586363.1] ACLSV4ran-APPLE-R2T6Na
16) KM586361.1) ACLSV-lran-APPLE-R1T4Na
14) GQ325611 1| ACLSV-China- PEAR-CX
1] (16) KJB44869. 1] ACLSV-China-APPLE-b8

12011(21) JN544921.1] ACLSV-China-PEAR hz-11
{6) AYT28180.1] ACLSV-China-PEACH.HBI
{17) HG931733.1] ACLSV-INDIA-PLUM-Lal Ambri

[—{6) AJS8E644.1] ACLSV-talya PEACHFC

259118) FJ952168 1] ACLSV-Chech Rep -APPLE-E13

) 9) AB326224.1| ACLSV-JAPAN-B6
128) 12) HE980332.1] ACLSV-INDIA-APPLE-AC
{7) AM498048. 1] ACLSV-INDIA-Wild Apricat

(13) AYT30560. 1JACLSV-S.CHERRY-ASWC43

ACLSV-BADEM

124)| (1) AY730559 1JACLSV-TURKEY-PEACH-AP10
1) AY730558 1] ACLSV-TURKEY-PEACH-KP2

=

28)

Sekil 8. ACLSV ADN izolatinin kilif protein gen
dizisi diizeyinde diinyadaki diger izolatlarla akrabalik
derecelerini gosteren diyagram. Filogenetik analizde,
MEGA 6 yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ)

yontemi kullanilmigtir.
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Bu caligmada toplanan badem 6rneklerinde PPV, ApMV ve
CLRV ile bulagik 6rnek tespit edilemedigi i¢in sekans analizi

ve filogenetik analizler yapilamamustir.
Biitiin bu sonuglar 15181nda;

Dogu Akdeniz Bolgesinde son yillarda sert kabuklu meyve
yetistiriciliginin artis egiliminde olmasi, bu virislerin
girisinin engellenmesi adina daha kesin ve siki 6nlemlerin
alinmasi, i¢ ve dis karantina Onlemlerinin ve fidanlik
kontrollerinin daha hassas ve hizli tani teknikleri ile sik
araliklarla yapilmasi ve yapilan ornekleme miktariin
artirilmas: gerekir. Ozellikle son yillarda orman arazilerinin
kiralanarak orman bolgelerine yakin veya smir yerlerde
badem yetistiriciliginin  artmasindan  dolay1 orman
tarafindan bir¢ok hastalik ve zararli gelmektedir. Bunlarla
miicadelenin daha sik ve kontrollii yapilmasi ¢ok 6nemlidir.
Badem agaglarinda hastalik olugturan bu viral etmenlerin
tiretici ve teknik personel tarafindan taninmasina yo6nelik
egitim ¢alismalarinin yapilmas: ve farkindalik yaratilmasi
saglanmalidir. Enfekteli aga¢larin bulundugu bahgelerde yeni
fidanlar dikilmeden 6nce mevcut hasta agaglarin sokiiliip
bitki artiklar1 iyice bahgeden uzaklastirildiktan sonra

sertifikaly, viriisten ari fidanlarin dikilmesi onerilmektedir.

TESEKKUR

Bu galiyma “Dogu Akdeniz Bolgesinde Badem ve Ceviz
Agaglarinda Gériillen Viriis Hastaliklarinin  Saptanmasi,
Karakterizasyonu ve Bazi Cesit Davraniglarinin Belirlenmesi”
isimli doktora ¢aligmasinin bir boliimi olup, Tiirkiye VI
Bitki Koruma Kongresinde sozlii olarak sunulmusgtur.
Caligmay1 destekleyen Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal
Arastirmalar ve Politikalar Genel Midiirligii (TAGEM) ve
Cukurova Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi
(CU-BAP- ZF2012D12)’ne tesekkiir ederiz.

OZET

Son yillarda Akdeniz tilkelerinde oldugu gibi tilkemizde de
badem tretimi yildan yila artig egilimine girmigtir. Tim
bitkilerde oldugu gibi bademlerde de viriis hastaliklarindan
dolay1 kayiplar meydana gelmektedir. Bu ¢aligma ile Dogu
Akdeniz Bolgesindeki badem alanlarinda ekonomik olarak
zarar yapan Prune dwarf virus (PDV), Prunus necrotic
ringspot virus (PNRSV), Plum pox virus (PPV), Apple
chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Apple mosaic virus
(ApMYV) ve Cherry leaf roll virus (CLRV)'un bolgemizdeki
dagilimiaragtirilarak, molekiiler ve biyolojik karakterizasyonu
yapilmistir.  2012-2016 yillar1 arasinda yapilan = siirvey
¢aligmalarinda, Dogu Akdeniz Bolgesindeki 5 ilden toplam
605 adet badem ornegi toplanip DAS-ELISA testine tabi

tutulmustur. Toplanan 605 badem 6rneginden 169 tanesi (%

82

27,93) en az bir virisle enfekteli bulunmugtur. Bunlardan,
Adana ilinde toplanan 129 badem 6rneginin 26’1 (%20,16),
Mersinde 299 6rnegin 901 (%30,10), Kahramanmaragta 71
ornegin 11'i (%15,49), Hatayda 89 6rnegin 34t (%38,20)
ve Osmaniyede 17 ornegin 8’1 (%47,06) en az bir viriis ile
enfekteli bulunmugtur. Test edilen 6rneklerde PNRSV %64,
PDV %18, ACLSV %11 ve karisik enfeksiyon %7 oraninda
tespit edilmis, ApMV, PPV ve CLRV ise tespit edilememistir.
Enfekteli badem izolatlarindan, kilif protein genini igeren
gen bolgesi RT-PCR ile ¢ogaltilarak PNRSV i¢in 616 bp, PDV
i¢in 862 bp ve ACLSV i¢in 358 bp’lik bantlar elde edilmistir.
Badem izolatlarinin NCBI’a kayitl: diinya PNRSV izolatlariile
%97-99, PDV izolatlari ile %87-96, ACLSV izolatlari ile %81-
96 oraninda niikleotit diizeyde benzerlik gosterdiginden bu
etmenlerin bitki materyallerinin ticaretinden dolay1 yayildig1

distintilmektedir.

Anahtar kelimeler: Badem, viriis, ELISA, PCR.
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