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Aims: In this study, it was aimed to investigate the presence of 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) in almond trees in Adiyaman province by Double Antibody
Sandwich-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (DAS-ELISA) and Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) methods, to analyse
the phylogenetic relationships of obtained virus isolates.

Methods and Results: Symptomatic and asymptomatic plant samples
were collected from almond trees from Adiyaman province. All samples
were tested by DAS-ELISA and RT-PCR methods. As a result of DAS-ELISA
and RT-PCR analysis, 34 samples were found to be infected only with PDV
and other viruses tested were not detected in the samples. PDV isolates
obtained by RT-PCR were directly sequenced and then nucleotide
sequences were phylogenetically analyzed with each other and compared
with other PDV isolates, deposited in GenBank. Adiyaman-PDV isolates
were clustered in a same group with a high homology and differed from
other PDV isolates retrieved from the GenBank. This is the first report of
the presence of PDV in almond plantations in Adiyaman province. 15 of
the PDV almond isolates were registered in GenBank with the accession
numbers MW357407-MW357421.

Conclusions: The presence of prune dwarf virus (PDV) in almond trees in
Adiyaman has been proven for the first time by this study as a result of
both DAS-ELISA and RT-PCR tests. The fact that the almond trees in
Adiyaman are infected with PDV with an infection rate of 30.90% which
makes it necessary to take measures during the establishment of the
almond plantations in the region. Since ACLSV, ApMV, PNRSV and PPV are
not detected in the tested almond samples, so in future studies, it is
recommended to increase the number of samples by surveying larger
areas to make new tests using different virus specific primer pairs.
Significance and Impact of the Study: Detection and characterization of
important prunus viruses on almonds in Adiyaman province has been
investigated for the first time.
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GIRIS

Tirkiye'nin Dogu Karadeniz kiyi bolgesi ile ¢ok yiiksek
yaylalar disinda kalan her yoéresinde badem (Prunus
amygdalus Bathsch.) yetistirilmektedir. Ulkemiz 2019 yili
verilerine goére ortalama 150.000 ton dretimi ile
(Anonim, 2019), diinyanin 6énde gelen badem Ureticisi
Ulkelerden birisi olmasina ragmen badem ihtiyacini
karsilayamamakta  ve ic badem ithalatinda
bulunmaktadir. Tirkiye ekolojisi badem {retimi igin
blyik bir potansiyel icermektedir ve Glkemiz bu degerli
meyve tlirtinde iddiali bir konuma gelecek durumdadir.
Badem (lkemizde bircok ilde kapama bahceler ve
plantasyonlar halinde Uretilmekte ve son yillarda Gretimi
tesvik edilmektedir. Ticari amagla yapilan badem
yetistiriciligi Adiyaman ili igin yeni bir Grin olmakla
birlikte kapama bahcgelerin sayisi her gecen gilin
artmaktadir. Adiyaman ili badem yetistiriciliginde Giretim
alani bakimindan istatistik Veri Agi (IVA) 2017 yil tahmini
verilerine gore 51.495 da ile Tirkiye'de ilk sirada yer
almaktadir. Ekonomik olarak tlke gelirine biyik katkilar
olan bu meyve tirinde Onilne gecilemeyen virls
hastaliklari blylk sorunlara neden olmaktadir (Dunez,
1988; 2000). Diger kdlttr bitkilerinde oldugu gibi badem
agaclarinda da virtis hastaliklari genellikle yaprak ve
meyvede renk bozulmalarina, gévdede deformasyona,
Urinde azalmalara ve asi uyusmazliklarina ve hatta ileri
asamalarda agaclarda o6limlere neden olmaktadirlar.
Bunun yaninda virlis enfeksiyonlari badem agaclarinda
verim ve kaliteyi 6nemli 6l¢lide dislirmektedir (Kahn,
1976). Sert cekirdekli meyve agaclarinin yetistirildigi her
yerde vyaygin olarak bulunan virtslerden badem
agaclarinda da ekonomik zarar yapan virlsler; erik
nekrotik halkali leke virlsli (prunus necrotic ringspot
virus, PNRSV), elma klorotik yaprak leke virlisii (apple
chlorotic leaf spot virus, ACLSV), erik ciicelik virlsii
(prune dwarf virus, PDV), elma mozaik virlsi (apple
mosaic virus, ApMV) ve erik sarka viriist (plum pox virus,
PPV)'dlr (Nemeth, 1986; Dunez, 1988). Yapilan pek ¢ok
¢alisma bu virlslerin basta Avrupa olmak Uzere tim
diinyada sert cekirdekli meyve vyetistiriciligi yapilan her
yerde yaygin olarak bulundugunu gostermistir (Dunez,
1988; Myrta ve ark., 2003). Ancak badem agaclarinin
diger sert cekirdekli meyve agaclarina oranla daha az
sayida virls ve virlis benzeri etmen tarafindan enfekte
edildigi  bildirilmistir  (Digiaro ve ark.,, 1992).
Literatlirlerde badem agaclarinda 10’dan daha az sayida
virls hastaligi rapor edilmis olmasina karsin bu sayi
visnede 39, seftalide ise 37’dir (Nemeth, 1986).

Ulkemizde sert cekirdekli meyve agaglarinda viriislerin
saptanmasi konusunda ¢ok ¢alisma bulunmasina karsin
(Gazel, 1997; Elibuyik ve Erdiller, 1998; Caglayan ve ark.,
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1998; Sipahioglu ve ark., 1999; Sertkaya ve ark., 2004;
Gumis ve ark., 2007; Ulubas Serce ve ark., 2009),
yalnizca badem virlsleri konusunda Kahramanmaras ve
Tekirdag illerinde yapilmis iki farkli calisma bulunmakta
ancak Adiyaman ili badem agaclarinda viruslerin tespiti
konusunda bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Dogu Akdeniz Bolgesi'nde bulunan Kahramanmaras
Sutcli imam Universitesine ait badem bahgesinde
virislerin  yayginliginin  arastinldigi  bir ¢alismada
toplanan 222 6rnek, DAS-ELISA yontemi ile PNRSV, PDV,
PPV, ACLSV ve ApMV'nin saptanmasi amaciyla
testlenmistir. DAS-ELISA yontemiyle testlenen 222
badem agacinin 52 tanesinde (%23.4) PNRSV ve
ACLSV’lerinin tekil enfeksiyonlari saptanmistir. Yapilan
testlemelerde en yaygin virlis PNRSV (%20.3) olarak
saptanirken, onu ACLSV (%3.2) takip etmistir, ancak bu
sonuglar RT-PCR analizleriyle desteklenmemistir.
Testlenen badem o6rneklerinde PDV, ApMV ve PPV
enfeksiyonu bulunmamistir (Oztekin, 2006).

Badem agaclarinda virlis hastaliklarini  saptamak
amaciyla 2010 yilinda yapilan survey calismalarinda,
Trakya Bolgesi’nde Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illerine
bagh 10 ilcede, 158 cicek ve 260 adet yaprak ornegi
toplanmustir. Survey yapilan alanlardan toplanan toplam
418 bitki 6rneginde ELISA ve RT-PCR testleri ile PPV,
PNRSV ve PDV'lerinin tanilari gerceklestirilmistir.
Serolojik ve molekiler testlemeler sonucunda Trakya
Bolgesi‘'ndeki badem agaglarinin  %31.15 oraninda
PNRSV, %4.23 PDV ve %2.31 ise PPV ile enfekteli
olduklari saptanmistir. Trakya Boélgesinde yapilan bu
¢alisma sonucunda 260 yaprak 6rneginden %38.84’(i
virtslerle enfekteli bulunmustur. Tirkiye’deki badem
agaglarinda PPV'niin hem yaprak hem cigek 6rneginde
bulunusu ilk defa bu calisma ile kanitlanmistir
(Karabacak, 2012).

Bu ¢alismada, Adiyaman ilinde badem agaclarinin elma
mozaik virlisi (ApMV), elma klorotik yaprak leke viriisi
(ACLSV), erik clcelesme virisi (PDV), erik nekrotik
halkali leke virisi (PNRSV) ve erik sarka virls
(PPV)'lerine karsi DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri ile
testlenerek bu virlslerin badem agaclarindaki yayginlik
oranlarinin belirlenmesi ve elde edilen viris izolatlarinin
nikleotid  dizilerinin  tespit edilerek  molekdiler
karakterizasyonlarinin yapilmasi amacglanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Arazi ¢calismalari ve bitki materyalinin toplanmasi

Calisma kapsaminda 2016-2018 villari  arasinda
Adiyaman ili Merkez ve Kahta ilgelerinde badem
bahcelerinde survey calismalari vyapilarak, virls
simptomu  gosteren agacglar yaninda simptom
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gostermeyen agaclardan toplam 110 6rnek toplanmis ve
-20°C derin dondurucuda muhafaza edilmisgtir.

DAS-ELISA testleri

Toplanan bitki materyali Clark ve Adams (1977)’e gore
DAS-ELISA testine tabi tutulmustur. Test PDV’'e karsi
antiserum iceren ticari ELISA kiti (BIOREBA AG, isvicre)
kullanilarak ilgili firmanin talimatlari dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Test sonucunda plakalarda meydana
gelen renk degisimleri gézlenmis ve ayrica sonuglar SEAC
SIRIO S ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda
Ol¢llmastir. Okumalar sonucunda absorbans degerleri,
negatif 6rneklerin iki kati ya da daha fazla olan 6rnekler
pozitif yani viriis enfekteli olarak kabul edilmistir (Clark,
1981; Gazel ve ark., 2018).

Toplam niikleik asit eldesi, cDNA sentezi ve PCR
analizleri

Badem agaclarindan toplanan yaprak o6rneklerinden
toplam nikleik asit (TNA) izolasyonu Rott ve Jelkmann
(2001)'nin  protokolll uygulanarak gergeklestirilmistir.
izole edilen TNA’lar PCR calismalarinda kullanilincaya
kadar -20°C’de saklanmistir. izole edilen RNA’larin
kalitesi Nanodrop cihazi (Nanodrop 1000c, Thermo Sci.,
USA) ile 6l¢lilmis ve cDNA eldesinde kullanilmistir. Her
bir 6rnek icin 1 ul Random hexamer primer (Thermo

Fisher Scientific), 6,5 ul d2H20 ve 5 pl RNA karisimi
hazirlanarak PCR tiplerine konulmustur. PCR cihazinda
94 °C’'de 5 dakika ve buz Gzerinde 5 dakika bekletildikten
sonra her bir tlip icine 5XRT tampon c¢oOzeltisinden
(Thermo Fisher Scientific) 4 ul, d;H,0 2 pl, dNTP (10 mM)
0,5 pl ve RT enziminden (Thermo Fisher Scientific) 1pl
eklenmistir. Ttpler PCR cihazinda 42°C’de 1 saat 72°C'de
10 dakika tutularak cDNA asamasi tamamlanmis ve bu
cDNA'lar kullanilarak PCR islemi gerceklestirilmistir. PCR
cahsmalarinda 5 farkli virlse spesifik primer ciftleri
kullanilarak yapilan PCR islemlerinde 2.5 pl 10x PCR
buffer, 1.5 ul 25 mM MgCl,, 0.5 pul 10 mM dNTPs, her bir
primerden (10 uM) 1 pl ve 0.25 pl Tag DNA polymerase
(5 units/ul, Thermo Fisher Scientific) iceren 25 pl'lik
reaksiyon karisimi  kullaniimistir.  PCR reaksiyonlari
94°C’de 5 dakikayi takiben 35 déngii 94°C’de 30 saniye,
54°C’de 45 saniye ve 72°C’de 1 dakika ve son uzama ise
72°C'de 10 dakika olacak sekilde gergeklestirilmistir.
Baglanma sicakligi ¢ahlisilan virlise gore degistirilmistir.
Badem agaglarindaki ApMV, ACLSV, PNRSV, PDV ve
PPV’iinlin PCR analizlerinde kullanilan primerlerin baz
dizileri, primer ciftlerinin nikleotit dizilimleri ve baz
bayuklikleri Cizelge 1'de verilmistir. PCR Urinleri TAE
buffer iceren %1’lik agaroz jel elektroforezinden sonra
EtBr ile boyanarak UV altinda gézlemlenmistir.

Cizelge 1. Badem orneklerinin testlendigi virtsler ve PCR analizlerinde kullanilan primer ciftlerinin nikleotid dizilimleri,

cogaltildigi bolge ve baz buyuklikleri

Table 1. Viruses for which almond samples are tested, nucleotide sequences of primer pairs used in PCR analysis, the

region and base sizes in which they are amplified

Virlis Primer dizilimleri (5’-3) Amplikon Hedef Referans
blylkligt  gen bolgesi

ApMV  F:ATCCGAGTGAACAGTCTATCCTCTAA 262 CP Menzel ve ark., 2002
R:GTAACTCACTCGTTATCACGTACAA

ACLSV F.TTCATGGAAAGACAGGGGCAA 677 CP Menzel ve ark., 2002
R:AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA

PDV F:AGTTTCCGCTGAAGATTGG 756 MP Predajna ve ark., 2017
R:ACAGACTCGGCTTCCTTGA

PNRSV F.TCACTCTAGATCTCAA GCAG 785 CP Rosner ve ark., 1998
R:CGTTTTTCTTTCTTTCTTCC

PPV F:ACCGAGACCACTACACTCCC 193 CpP Olmos ve ark., 1997

R:CTTCAACAACGCCTGTGCGT

DNA dizileme ve filogenetik analiz

PCR reaksiyonlari ile ¢ogaltilan her bir virls izolatina ait
DNA fragmentleri baz dizileri tayin edilmek Gzere Grlnler
ticari bir firmaya (Medsantek, istanbul) génderilmis ve
sonuglar on-line olarak alinmistir. Nikleotid dizisi
kromotogramlari birlestirilmis ve GAP4 programi
kullanilarak dlzenlenmistir (Bonfield ve ark., 1995).
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Coklu niikleotid hizalamalari ile yapilan filogenetik
analizler Neighbor-Joining metodu ile (Saitou ve Nei,
1987) MEGAX programi (Kumar ve ark.,, 2018)
kullanilarak gergeklestirilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA

Arazi surveyleri

Adiyaman ili badem agaclarinda virlis benzeri belirtiler
kapama bahcgelerde vyetistirilen badem agaclarindan
ziyade bahce ve yol kenarlarinda yetisen yasli badem
agaclarinda goézlenmistir. En yaygin belirtiler yetersiz
ciceklenme, yapraklarda sararma, klorotik lekeler,
siddetli mozaik simptomlari, damar bantlasmasi, halkali

lekeler ve mese yapragi deseni olarak gozlenmistir (Sekil
1). Bazi agaglarda bu simptomlarin sadece birisi
gorulirken, bazi agaclarda ise birden fazla simptom bir
arada gorilmistir. PDV ile bulasik agaglarin
yapraklarinda kii¢lilme ve daralma, damar bolgesinde
kirisma, slrgln aralarinda kisalma oOzellikle kiraz
yapraklarinda klorotik halka ve lekeler meydana geldigi
bildirilmistir (Nemeth, 1986; Sutic ve ark.,1999).

Sekil 1. Adiyaman ilinde badem yapraklarinda gézlenen damar bantlasmasi, halkali leke ve siddetli mozaik
simptomlari
Figure 1. Vein banding, ring spot and severe mosaic symptoms observed on almond leaves in Adiyaman province

DAS-ELISA testlerinin sonuglari

Adiyaman ilinde badem agaclarindaki virislerin
saptanmasi amacliyla yapilan surveyler kapsaminda
toplam 110 o6rnek toplanmis olup tim o6rnekler
antiserumlarin temin edildigi firmanin prosediriine gore
DAS-ELISA testlerine tabi tutulmustur. Yapilan DAS-ELISA
testlemeleri sonucunda toplanan 110 adet badem
orneginden 34 tanesinde yalnizca PDV saptanmis olup,
testlenen 6rneklerde ApMV, ACLSV, PNRSV ve PPV tespit
edilememistir. Toplanan 6rneklerde mozaik lekeler ve
damar bantlagsmasi bi¢ciminde simptom gosteren
orneklerin  timi DAS-ELISA testinde pozitif sonug
vermistir. Simptom goézlenmeyen 6rnekler DAS-ELISA
testleri sonucunda negatif bulunmuslardir. DAS-ELISA
testinde beklendigi gibi pozitif kontrol olarak kullanilan
orneklerin absorbans degeri oldukga yliksek bulunurken
negatif kontrollerde dusik absorbans degerleri elde
edilmistir. DAS-ELISA sonuglarina gore Adiyaman ilinde
testlenen badem &rneklerinin PDV ile enfeksiyon orani
%30.90 olarak saptanmistir. Serolojik testler sonucunda
elde edilen bulgular, daha once Akdeniz llkelerinde,
Myrta ve ark. (2003), tlkemizde Ege Bolgesi'nde GUmis
ve ark. (2007) ve Isparta’da Cevik ve ark. (2011)'nin
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yaptigi calismalar sonucunda PDV’nin tim sert ¢ekirdekli
meyve agaclarinda en sik gorilen viris oldugu sonuglari
ile paralellikler  gostermektedir. Bulgaristan’in
glineyinden toplanan 2592 adet sert gekirdekli meyve
agaci orneginin DAS-ELISA ile analiz edilmesi sonucunda
en ylksek PDV enfeksiyonu 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).
Kahramanmaras Siitci imam Universitesi'ne ait badem
bahgesinden toplanan 222 6rnekte ACLSV, ApMV, PDV,
PNRSV ve PPV’lerinin varligi DAS-ELISA yontemi ile
arastirilmis ve testlenen 222 badem agacinda PDV,
ApMV ve PPV’leri saptanamamis olup, PNRSV %20.3,
ACLSV ise %3.2 oraninda bulunmustur (Oztekin, 2006).

RT-PCR ve sekans analizleri

Bu ¢alisma kapsaminda toplanan badem 6rneklerinden
izole edilen toplam nikleik asitler, ApMV, ACLSV, PDV,
PNRSV ve PPV tanisi igin gelistirilen primer ciftleri ve
uygun PCR kosullari kullanilarak RT-PCR yodntemiyle
testlenmistir. RT-PCR analizleri ile testlenen 110 badem
orneginde s6z konusu bes viral etmenden sadece
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PDV’iine ait beklenen uzunluktaki (756 bp) DNA
fragmenti cogaltilirken (Sekil 2) testlenen o6rneklerde
ApMV, ACLSV, PNRSV ve PPV saptanamamistir.

M 220 23 .38 393,24 25 47 .50

51

56581 65: 70, 71

73

78 85

Sekil 2. Adiyaman ilinden toplanan badem 6rneklerinde prune dwarf virus (PDV)’ Unin tespiti icin PD3-331F/PD3-
1086R primer cifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizinin agaroz jel elektroforez sonucu.M: 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 ornekleri, +C: Pozitif kontrol, W: Su kontrol
Figure 2. Agarose gel electrophoresis result of RT-PCR analysis using PD3-331F / PD3-1086R primer pair to detect
prune dwarf virus (PDV) in almond samples collected from Adiyaman province. M: 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: Almond samples,
+C: Positive control, W: Water control

Bu calisma sonucunda Adiyaman ilinden toplanan 110
badem 6rneginin RT-PCR yontemiyle analizin sonucunda
34 tanesinin PDV ile enfekteli oldugu bulunmustur. Elde
edilen sonuglara goére PDV Adiyaman ilinde badem
agaglarinda ilk kez molekiler yodntemlerle tespit
edilmistir. Bugline kadar yapilan ¢alismalarda sert
cekirdekli meyve agaglarinda PDV ve PNRSV’lerinin
beraber bulundugu saptanmis olmakla beraber her iki
virlistin tekli enfeksiyonlarina da rastlanmaktadir. Dogu
Anadolu Bodlgesi’'nden toplanan 1019 sert cekirdekli
meyve agacinda (859 kayisi, 120 kiraz, 21 badem ve 19
seftali) PDV enfeksiyonu %2.64 oraninda bulunmustur.
Testlenen 21 badem agacindan 7 tanesinin PDV (%33
enfeksiyon) ile enfekteli oldugu saptanmis olup,
bademlerde diger virlsler saptanamamistir (Sipahioglu
ve ark., 1999). Trakya Bolgesi'nde Edirne, Kirklareli ve
Tekirdag illerinde 2010 yilinda toplanan 418 (158 cicek
ve 260 yaprak) badem o6rneginin PDV, PNRSV ve PPV
acisindan ELISA ve RT-PCR yontemleri ile testlenmesi
sonucunda badem agaclarinin %31.15 oraninda PNRSV,
%4.23 PDV ve %2.31 oraninda PPV ile enfekteli olduklari
saptanmistir (Karabacak, 2012 Jarrar ve ark. (2001),
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Filistin’de simptomatik 196 badem agacindan aldiklari
yaprak orneklerinin %13.3 oraninda PDV ile bulasik
oldugunu belirlemislerdir. Libnan’da ELISA ile testlenen
599 badem agacinda PNRSV %3.3, ACLSV %2.7, PDV %2.5
ve ApMV ise %1.8 oraninda saptanmistir (Kanaan-Atallah
ve ark., 2000).

Dogu Akdeniz Bolgesinde Adana, Kahramanmaras,
Hatay, Mersin ve Osmaniye illerinden toplanan 605
badem agacinin DAS-ELISA ydntemi ile testlenmesi
sonucunda PNRSV %17.35 enfeksiyon oraniyla en yogun
saptanmis olup bunu %5.12’lik oranla ikinci sirada PDV,
%2.1'lik oranla en az tespit edilen ACLSV izlemistir. Bu
orneklerden 2 tanesi PNRSV+PDV+ACLSV ile enfekteli,
diger 10 tanesi ise PNRSV+PDV ile enfekteli tespit
edilmistir (Yegdl, 2017).

Testlenen o©rnekler DAS-ELISA testleri ve RT-PCR
sonuclari  birlikte degerlendirildiginde, sonuglarin
birbirleri ile paralel oldugu goérilmektedir. Adiyaman ili
badem agaclarinda ilk kez yapilan bu calismada PDV’nin
oldukga yaygin oldugu tespit edilmistir. RT-PCR analizleri
sonucunda tespit edilen 15 PDV izolatinin niikleotid baz
dizileri tespit edilmistir. Filogenetik analizlerde 718 baz
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uzunlugunda nikleotid dizileri kullanilmis  olup,
izolatlarin kendi arasinda en yiiksek %99.584, en distk
ise %97.197 oraninda benzerlik gdsterdigi belirlenmistir.
PDV izolatlarinin niikleotid dizileri NCBI GenBankasina
yliklenerek her biri icin GenBank erisim numarasi
alinmistir (MW357407-MW357421). Bu niikleotidlerden
elde edilen 239aa uzunlugundaki aminoasit dizisinin
kendi aralarinda aminoasit dilizeyindeki benzerligi ise
%99.163 olarak tespit edilmistir. PDV izolatlarimizin gen
bankasinda kayith izolatlarla nikleotid seviyesinde
%90.682 oraniyla HM015769 numarali Polonya izolatiile
en vylksek benzerlik gosterdigi, %88.039 oraniyla
MK560342 numarali Kanada izolati ile en distk benzerlik
gosterdigi saptanmistir. PDV izolatlarina ait NJ (Neighbor
Joining) dendogrami incelendiginde PDV badem
izolatlarimizin birbirine ¢ok benzedigi ve filogenetik
agacta ayni grup icinde yer aldig, gen bankasi
izolatlarinin ayri bir grupta kiimelendigi belirlenmistir
(Sekil 3).

Sonug¢ olarak, Adiyaman ilimizde uzun vyillardir tarla
tarimi en 6nemli tarimsal ugras alani olmasina ragmen,
son vyillarda Ureticiler farkli bitkisel Grinlerin
yetistiriciligine yonelmislerdir. Tarim ve Koyisleri
Bakanligi’'nin Adiyaman’da Ureticileri, badem Uretimine
yoneltmesi sonucu badem yetistiriciligi yayginlasmistir.
Ticari amagla yapilan badem vyetistiriciligi Adiyaman ili
icin yeni bir Grin olmakla birlikte kapama bahcgelerin
sayisi her gecen giin artmaktadir. Ulkemiz genelinde
yumusak ¢ekirdekli meyve agaclarinda oldugu gibi (Yavuz
ve ark., 2019; Gazel ve ark., 2020) sert ¢ekirdekli meyve
agaclarindan olan bademlerde abiyotik stres, viral ve
fitoplazmalardan kaynaklanan hastaliklari vardir. Horst
(2008), dinyada badem agaglarinin 18 fungal, 3
bakteriyel, 2 nematod, 6 adet de virlis hastaligi olmak
Uzere toplam 29 patojenik hastaliktan zarar gérdigiini
bildirmistir. Bu calisma kapsaminda Adiyaman ilinde
badem bahgelerinde virlis surveyi yapilarak toplanan
ornekler ApMV, ACLSV, PDV, PNRSV ve PPV’lerine karsi
DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri ile testlenmis ve sonucu
elde edilen izolatlarin DNA sekans analizi yontemiyle
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karakterizasyonu vyapilmistir. Testlenen 6rneklerde
sadece PDV bulunurken (%30.90 enfeksiyon orani) diger
virtsler bulunamamugtir.

PDV izolatlarinin sekans analizi sonucunda, bu izolatlarin
genetik olarak birbirine benzerlik oraninin yliksek oldugu
(en ylksek %99.584 en disik %97.197) belirlenmistir.
Elde edilen bilgiler “6n ¢alisma” niteliginde olup, bu
cahismada kullanilan PDV’e 6zgl primer ciftinin yerli
izolatlar taniyabilidigi belirlenmistir.

Gerek DAS-ELISA ve gerekse RT-PCR testleri sonucunda
Adiyaman ilindeki badem agaglarinda PDV’Unin
bulundugu ilk kez bu ¢alisma ile kanitlanmistir. Adiyaman
ilinde vyetistirilen badem agaclarinin %30.90 oraninda
PDV ile bulasik olmasi bolgede kurulan ve kurulacak olan
badem bahce ve plantasyonlari icin tesisleri kurma
asamasinda 6nlemler alinmasini da gerekli kilmaktadir.

Virlslerin etkili bir kimyasal miucadelesi
bulunmadigindan korunma oOnlemleri 6n plana
¢itkmaktadir. Yeni kurulacak badem bahgelerinin mutlaka
viristen ari ve sertifikali fidanlarla olusturulmasina
dikkat edilmeli, bolgede asi gozii ve fidan Ureten tesisler
her yil diizenli olarak bu hastalik ydoniinden kontrolden
gecirilmeli ve bulasik olan bitkiler Gretim disi
biraktiriimahdir. Bolgede kurulacak badem
plantasyonlari ve kapama badem bahgelerinin tesisinde
bu virislerden ari fidan temini ve dikimi yaninda,
simptomlu badem agaclarinin eradikasyonu yapilmalidir.
Tirkiye’de meyve agaclarinda sertifikasyon programlari
konusunda resmi olarak ilk calismalar 1997 vyilinda
baslatilmis olmasina ragmen, programin gerektigi
kosullarda yiratilmemesinden dolayr saghkli bitkisel
materyal elde edilmesi, tasinmasi ve kullaniimasi
konusunda aksamalar bulunmaktadir. Meyve
yetistiriciliginin gelistirilmesi icin i¢ karantinaya 6nem
verilmesi gerekmekte ve vakit kaybedilmeden ulusal
boyutta sertifikasyon programinin baslatiimasi ve
kontrolli bir sekilde uygulanmasi gerekmektedir.
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Sekil 3. Adiyaman ilinde badem agaclarindan elde edilen PDV izolatlarinin ve GenBank (NCBI) veri tabaninda kayith

bazi PDV izolatlarinin niikleotit dizileri esas alinarak olusturulan filogenetik agag. Filogenetik analizde, MEGA X
yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi kullanilmistir. Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin testi)
degerleri, dallarda yiizde olarak gdsterilmis ve %50’ nin altindaki degerler agagta yer almamistir. Olgek, ayni pozisyon
icin baz degisim miktarini (0.02) géstermektedir
Figure 3. Phylogenetic tree based on the nucleotide sequences of PDV isolates obtained from almond trees in
Adiyaman province and some PDV isolates registered in the GenBank (NCBI) database. Neighbor-joining (NJ) method
in MEGA X software was used in phylogenetic analyses. In the dendrogram, bootstrap (select-connect prediction test)
values are shown as percentages in branches and values below 50% are not included in the tree. The scale shows the
amount of base change (0.02) for the same position.
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OzET

Amag: Bu calismada, Adiyaman ili genelinde yetisen
badem agaclarinda apple mosaic virus (ApMV), prunus
necrotic ring spot virus (PNRSV), prune dwarf virus
(PDV), plum pox virus (PPV) ve apple chlorotic leaf spot
virus (ACLSV)’lerinin Double Antibody Sandwich-Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (DAS-ELISA) ve Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
yontemleriyle belirlenmesi, elde edilen viris izolatlarinin
filogenetik iliskilerinin ortaya konulmasi amacglanmistir.
Yéntemler ve Bulgular: Adiyaman ilinde yetisen badem
agaclarindan simptomlu ve simptomsuz bitki érnekleri
toplanmigtir. Toplanan tiim 6rnekler DAS-ELISA ve RT-
PCR yontemleri ile testlenmistir. DAS-ELISA ve RT-PCR
analizi sonucunda 34 o6rnegin yalniz PDV ile enfekteli
oldugu saptanmis, ancak testlenen oOrneklerde diger
virGsler bulunmamistir. RT-PCR ile elde edilen PDV
izolatlari dogrudan sekanslanmistir. Nikleotid sekanslari
birbiriyle ve GenBank'ta depolanan diger PDV izolatlari
ile karsilastirilarak filogenetik olarak analiz edilmistir.
Adiyaman PDV badem izolatlarinin filogenetik agacta
yliksek homolojiyle ayni grupta yer aldigl, GenBank’a
kayith diger PDV izolatlarindan ise farkli bir grupta
kiimelendigi belirlenmistir. Bu c¢alisma Adiyaman ili
badem agaclarinda PDV’'nin saptanmasi konusundaki ilk
calismadir. PDV badem izolatlarindan 15 tanesi
MW357407-MW357421 erisim numaralari ile
GenBankasi’'na kaydedilmistir.

Genel Yorum: Adiyaman'da yetisen badem agaclarinda
prune dwarf virus (PDV)'unun varligi, hem DAS-ELISA
hem de RT-PCR testleri sonucunda ilk kez bu calisma ile
kanitlanmistir. Adiyaman'da yetisen badem agaclarinin
%30,90 oraninda PDV ile bulasik olmasi, bolgede badem
plantasyonlarinin kurulmasi sirasinda 6nlem alinmasi
gerektigini  gostermektedir. Test edilen badem
orneklerinde ACLSV, ApMV, PNRSV ve PPV tespit
edilmediginden, ileride yapilacak calismalar ile daha
genis alanlar tarayarak ornek sayisinin artirilmasi ve
virlislere 6zgl farkl primer giftleri kullanilarak yeni
testlerin yapilmasi gerekmektedir.

Calismanin Onemi ve Etkisi: Adiyaman ilinde yetisen
badem agaclarinda dnemli Prunus virislerinin tespiti ve
karakterizasyonu ilk kez yapiimistir.

Anahtar kelimeler: Badem, virlis, DAS-ELISA, RT-PCR,
sekans analizleri.
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