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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
TRAKYA BOLGESI’NDE BADEM (Prunus dulcis) AGACLARINDA GORULEN VIRUS
HASTALIKLARININ SAPTANMASI

Melis KARABACAK
Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman : Dog. Dr. Havva ILBAGI

Tirkiye’de tatli badem (Prunus dulcis Mill.) caglas1 ve i¢i sevilerek tliketilen sert
kabuklu bir meyve tiirlidiir. Siyaniirik asit iceren ac1 badem (Prunus amara L.) ise badem yag1
hammaddesi i¢in tiretilen kabuklu bir meyve tiriidiir. Tiirkiye 39 000 ton/yil badem iiretimi
ile Diinya’da sekizinci sirada yer almig olmasina ragmen badem ihtiyacini karsilayamamakta
ve i¢ badem ithalatinda bulunmaktadir. Tirkiye ekolojisi badem iiretimi i¢in biiylik bir
potansiyel icermektedir ve iilkemiz bu degerli meyve tiirtinde iddiali bir konuma gelecek
durumdadir. Badem Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illerini kapsayan Trakya Bolgesi’nde
kapama bahgeler ve plantasyonlar halinde iiretilmektedir ve iiretimi de tesvik edilmektedir.
Ancak bademde verimi ve kaliteyi olumsuz yonde etkileyen bazi virlis hastaliklar
bulunmaktadir. Bu viriis hastaliklarmi saptamak amaciyla, 2010 yilinda Trakya Bolgesi’nin
Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illerine bagh 10 ilcede, 158 ¢icek ve 260 adet yaprak 6rneginin
toplandig1 siirveyler yapilmistir. Siirvey alanindan toplanan toplam 418 bitki 6rneginde,
Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) testleri ve Reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR) testleri ile Plum pox virus (PPV), Prunus necrotic ring spot virus
(PNRSV) ve Prune dwarf virus (PDV) viriislerinin tanilar1 gergeklestirilmistir. Serolojik ve
molekiiler testler sonucunda Trakya Bolgesi’ndeki badem agaglarmmin % 31,15 oraninda
Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), % 4,23 Prune dwarf virus (PDV) ve % 2,31 ise
Plum pox virus (PPV) ile enfekteli olduklar1 saptanmistir. Toplam olarak Trakya Bolgesinde
bu calisma ile 260 yaprak Orneginden % 38,84°t viriislerle enfekteli bulunmustur.
Tiirkiye’deki badem agaclarinda PPV’ niin hem yaprak hem ¢igek 6rneginde bulunusu ilk defa
bu calisma ile kanitlanmuistir.

Anahtar Kelime: Prunus dulcis, PPV, PNRSV, PDV, ELISA, RT-PCR

2012, 44 sayfa



ABSTRACT
Master Science Thesis

IDENTIFICATION OF VIRUS DISEASES ON ALMOND (Prunus dulcis) TREES IN
TRAKYA REGION OF TURKEY

Melis KARABACAK
Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Assoc.Prof. Dr. Havva ILBAGI

Almond Prunus dulcis is well known one of the stone fruit species consumed as unripe
fruit and delicious seed in Turkey. Prunus amara bitter almond which contain cyanuric acid
was also pruduced as the raw material of almond oil. With her 39.000 tones of annual
production Turkey is the eighth almond producer in the World. This yield however can not
meet the demand of consumers. So Turkey has imported almond seed every year. As a matter
of fact ecological condition in Turkey is very suitable for almond production and has a great
potential to establish orchards and plantations which will make Turkey as the top producer of
almond. Edirne, Kirklareli and Tekirdag provinces of Trakya Region is also suitable for the
establishment of orchards and plantations to grow almond with active support of Turkish
Government. On the other hand there are some prevailing virus diseases on almond which
reduce yield and quality. Main objective of this project is to identify those viruses. Studies
and investigations on almond viruses were initiated in 2009 and continued by collecting 158
flower and 260 leaf samples from almond trees in 10 districts of Trakya Region in 2010.
Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) and the Reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR) tests were applied and viruses were identified. As a result of these
studies 31.15 % Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), 5.38 % Prune dwarf virus (PDV)
and 2.31 % Plum pox virus (PPV) were identified on almond trees in Trakya Region. Finally
38.84 % of 260 leaf samples were found infected with viruses in Trakya Region. Another
result of this study is the identification of PPV on flowers and leaf samples collected from
almond trees which is the first report of the presence of this virus in Turkey.

Key words: Prunus dulcis, PPV, PNRSV, PDV, ELISA, RT-PCR

2012, 44 pages
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1. GIRIS

Badem (Prunus dulcis Mill.) Rosaceae familyasinin Prunoideae alt familyasinda yer
alan beslenme degeri, gida icerigi ve aromatik 6zellikleri acisindan tercih edilen kabuklu bir
meyve tiirlidiir. Diinya’da cerezlik ve gida sanayinde i¢ badem olarak tiiketimi yaninda
Tirkiye’de ¢agla olarak tiiketimi yaygindir. Kabuklar1 soyulup taze olarak ya da kavrularak
tilketilmesinin yani siwra pasta, sekerleme ve tatlilarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bademin Anavatan1 Orta Asya ve Cin’dir. Ancak Tiirkiye’de tathh badem, ac1 badem ve dis
badem olmak iizere ii¢ tiir badem bu meyveye katkida bulunmustur (Bayrak ve Yilmaz 2009,
Akalin 1952). Tiirkiye’de tath badem (Prunus dulcis Mill.) ¢aglas1 ve i¢i sevilerek tiiketilen
bir ¢esit olup badem yag1 ve badem unu yapiminda kullanilir. Siyaniirik asit iceren ac1t badem
(Prunus amara L.) ise badem yag1 hammaddesi i¢in iiretilen kabuklu bir meyvedir. Ayrica
kozmetik sanayinde katki maddesi ve koku verici olarak da kullanilmaktadir. Ac1 badem ayni1
zamanda tatli badem tiir ve ¢esitleri i¢in 1yi bir ana¢ oldugu gibi badem yaginin hammaddesi
olarak da degerli bir {irtindiir.

Basta findik, olmak iizere ceviz, Antepfistigi, kestane yaninda bademin Tiirkiye’deki
onemi ve iretimi gittikce artmaktadir. Tiirkiye'de Dogu Karadeniz'in kiyr bolgesi ile ¢ok
yiiksek yaylalar disinda her bolgede badem yetistiricili§i yapilmaktadir. Badem kiiltiirii Ege
Bolgesinde yogunlasmis olup bunu Akdeniz, I¢ Anadolu ve Marmara Bolgeleri izlemektedir.
Ozellikle Ege ve Akdeniz Bolgelerindeki iiretim miktar1 yillik toplam miktarm iigte ikisini
karsilamaktadir. Ancak standartlara uygun verimli 1slah edilmis randimani yiiksek ¢esitler
kullanilmadig1 i¢in badem iiretimi Tiirkiye’nin potansiyelini yansitacak diizeyde degildir
(Anonim 2004). 2008 yil1 FAO verilerine gore Tirkiye 39 000 ton iiretimle Diinya’da ancak
sekizinci sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1) Bu nedenle de i¢ piyasadaki talebi karsilamak
icin her yil 1000 tondan fazla badem i¢i ithalati yapilmaktadir. Tirkiye 1996'dan 6nceki
yillarda badem ithalat1 yapmazken, son yillarda hizla artan oranda badem ithal eden bir iilke
durumuna gelmistir. Tiirkiye'nin badem ihracati ve ithalat1 karsilastirildigi zaman
ithalatimizin ihracatimizdan daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu durum dogal yetistirilme
kosullarna sahip olan tlilkemizde badem iiretim alanlarinin yayginlastirilmas: ve modern
yetistirme tekniklerinin kullanilarak aga¢ basina diisen verimin artirilmas: gerekliligini ortaya

koymaktadir.



Ancak Tiirkiye’de baglangigcta sadece Ege, Akdeniz ve Dogu Anadolu Boélgeleriyle
sinirli kalan badem yetistiriciligi, son yillarda yeni ¢esitlerin devreye girmesi ve pazardaki
yiiksek talep nedeniyle cazip hale gelerek Ozellikle GAP Bolgesinde ve diger alanlarda
genislemeye baslamistir. Gii¢ sartlara adaptasyon yeteneginin olmasi ve pazardaki yiiksek
talep, badem yetistiriciligini cazip hale getirmektedir. Bu nedenle son yillarda Tiirkiye’de

badem yetistiriciligine olan ilginin giderek arttig1 dikkati cekmektedir.

Cizelge 1.1. Diinya’da badem {iretimi yapan lilkeler ve iiretim miktarlar1 (bin/ton) (Anonim
2008)

Ulke Ad1 2003 2004 2005 2006 | 2007 | 2008 |Ortalama
ABD 786 786 703 846 1.043 | 1.104 878
Ispanya 214 87 218 313 204 204 206
Suriye 140 123 229 107 76 76 125
Italya 91 105 118 113 113 119 113
Iran 38 70 109 110 110 110 91
Fas 71 60 71 83 81 87 75
Tunus 40 44 43 56 58 51 49
Tirkiye 41 37 45 43 51 53 45
Yunanistan 36 48 47 51 46 35 44
Cezayir 33 38 45 54 34 35 40
Diinya 1.699 | 1.595 1.835 1.993 | 2.043 | 2.113 1.880

Amerikan Texas ve Ispanyol badem cesitlerinin sertifikali fidanlar1 ile Akdeniz, Ege
ve Marmara Boélgelerinde kapama badem bahgeleri kuran hevesli iireticilere rastlanmaktadir.
Ozellikle Trakya Bolgesinde 6zel orman tesis ve agaclandirma amaciyla yapilan tesvikler
sonucu, 2003 yilindan bugiine kadar 3 bin 500 hektar alana cevizle birlikte badem agacinin
dikildigi, bolgenin badem agaci dikimine uygun oldugu ve bu baglamda bélgede badem
plantasyonlarmin hizla arttign gdzlenmektedir (Anonim 2004). Tiirkiye Istatistik Kurumu
(TUIK) nun 2004 yili verilerine gore Tiirkiye’de 3.950.000 adet badem agacindan 37.000 ton
iirlin elde edilmistir. Trakya Bdlgesi’nin ii¢ ilinde badem iiretiminin Edirne ilinde 285 da’lik
alandan 159 ton, Kirklareli ilinde 127 da’lik alandan 45 ton, Tekirdag ilinde ise 910 da’lik
alandan 299 ton oldugu belirtilmektedir (Anonim 2007).



Kiiden ve ark. (1994) Akdeniz Bolgesi ekolojik kosullarina en iyi adapte olan Texas
badem c¢esidini ve en verimli olarak da 485 badem tipini saptamislardir. Benzer bir caligmada
Kagka ve ark. (1994) Giineydogu Anadolu Bolgesi i¢in adaptasyon denemelerine aldiklari
dokuz ayr1 badem ¢esidinden Nonpareili en iyi gelisme gdsteren ¢esit, Texas badem c¢esidini
ise en verimli gesit olarak saptamislardir. Badem verimini ve kalitesini olumsuz yonde
etkileyen pek cok hastalik bulunmaktadir. Son yillarda Akdeniz {ilkelerinde tliretimi gittikce
artan ve ekonomik anlamda {ilke gelirine katkilar1 olan sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinde 6niine

gecilemeyen viriis hastaliklar1 ile biiylik sorunlar yasanmaktadir (Dunez 1988, Dunez 2000).

Smith (1972) Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)’niin ii¢ ayr1 rkinin bademlerde
iic ayr1 tip hastalik olusturdugunu bildirmektedir. Fulton (1983) tarafindan tanimlanan ve
PNRSV ile birlikte Ilarvirus grubu icerisinde smiflandirilan Prune dwarf virus (PDV) ise
bademde saptanmig bulunan bir bagka viriistiir. Son yillarda erik, kayisi, seftali ve nektarin
gibi 6nemli meyve tiirlerinde saptanan Plum pox virus (PPV)’un badem agaclarinda da
bulundugu bildirilmektedir (Savino ve ark. 1994, Pribek ve ark. 2001). Brunt ve ark. (1996)
sert ¢ekirdekli meyve virlislerinin tanimlanmasini yaparken badem agaglarinda goriilen ve

hastalik yapan viriisler olarak PNRSV, PDV ve PPV siralamistir.

Bu hastalik etmenlerinden PNRSV, Ilarvirus cinsine mensup olup Bromoviridae
familyasi igerisinde yer alir. Viriisiin taginmasi, mekanik inokulasyon, asi, tohum ve polen ile
olmaktadir. Konukcgular1 badem, kiraz, visne, seftali, erik ve Rosaceae familyasidir. Badem
yapraklarinda parlak mozayik belirtilere neden olur.

PPV, Potyvirus cinsinin bir iiyesi olup Potyviridae familyas: icerisinde yer alir.
Tasinma, vektorlerden yaprak bitleri, mekanik inokulasyon, asi, tohum ve polen ile
olmaktadir. Konukgular1 erik basta olmak iizere diger sert ¢ekirdekli meyve tiirleri ve
bademdir. Yaprak belirtileri sar1 lekeler, halkali lekeler ve bantlar seklindedir. Meyve
kesitinde ise ¢okmiis olan yerlerin koyu kahverengi, lastik gibi ve ¢ekirdege yapisik oldugu
goriiliir.

PDV, Bromoviridae familyasina bagli Ilarvirus cinsine mensuptur. Mekanik
inokulasyon, as1 ve tohum ile tasmir. Ayrica enfekteli bir polenin saglikli bir agaci
dollemesiyle viriis enfeksiyonu gerceklesir. En onemli konukgular1 sert ¢ekirdekli meyveler
ve bademdir. Badem yapraklarinda sekil bozukluklar1 goriiliir. Agacta genel bir bodurlagsma

dikkati ceker.



Cizelge 1.2. Bademde saptanmis olan bazi viriis ve viriis benzeri hastalik etmenlerinin listesi

(Agrios 2005)
Viriis ad1 Tiirkce ad1 Taksonomik grubu

Apple chlorotic leaf spot | Elma klorotik yaprak leke virtiisti Trichovirus
virus (ACLSV)
Apple mosaic virus (ApMV) | Elma mozayik viriisti [larvirus
Plum pox virus (PPV) Erik sarka viriisii Potyvirus
Prune dwarf virus (PDV) Erik ciicelik viriisii [larvirus
Prunus necrotic ring spot | Erik nekrotik halka leke virtisii [larvirus
virus (PNRSV)
Raspberry ring spot virus | Ahududu halka leke virtisti Nepovirus
(RpRSV)
Peach rosette mosaic virus | Seftali rozet mozayik viriisii Nepovirus
(PRMV)
Tomato ring spot virus | Domates halka leke viriisii Nepovirus
(ToRSV)

Almond calico disease

Badem sar1 mozayik hastalig1

Almond line pattern disease

Badem c¢izgi desen hastaligi

Almond necrotic ring spot
disease

Badem nekrotik halka leke hastalig1

Tiirkiye’nin pek ¢ok ilinde bag, bahge ve tarla sinirlarinda ayrica dere akarsu ve yol

kenarlarinda bireysel olarak muhafaza edilen, yasli badem agaglarina rastlanmaktadir. Boyle

badem agaclar1 ¢ogu zaman viral etmenleri igcermekte olup bu illerde kurulan ve yeni

kurulmakta olan kapama badem bahgeleri i¢in viriislerin inokulum kaynagini olusturmalar:

bakimmdan ¢ok ciddi bir tehdit olusturmaktadirlar. Trakya Bolgesi’nde liretimine bu denli

onem verilen badem agaglarinda goriilen viral hastalik etmenleri hakkinda bu giine kadar

herhangi bir calisma yapilmamistir. Bundan dolay1r bu tez calismasi ile bdlgede badem

yetistiriciligi yapilan alanlarda Plum pox virus (PPV), Prunus necrotic ringspot virus

(PNRSV) ve Prune dwarf virus (PDV) viriislerinin serolojik ve molekiiler yontemler

kullanilarak saptanmasi ve viriis enfeksiyon oranlarinin belirlenmesi amaglanmaistir.




2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Tiirkiye’de Bademde Goriilen Viriis Hastahklar1 Uzerinde Yapilan Calismalar
Biiyiik Bitkiler Kilavuzu adli eserinde Akalin (1952) sert ¢ekirdekli meyvelerden
bademi Prunus communis Fritsch ad1 altinda ii¢ varyetesi ile birlikte isimlendirmistir. Bunlar;
Prunus communis var. amara C. schneid: Ac1 badem
Prunus communis var. dulcis C. schneid: Tatl badem
Prunus communis var. fragilis C. schneid: Dig badem’dir.
Daha sonra botanik agidan isimlendirmede yapilan degisiklik sonucu Prunus
communis yerine Prunus amygdalus adi1 konularak tath badem Prunus dulcis ve dis badem
Prunus fragilis olarak literatiirde yerini almis bulunmaktadir. Bayrak ve Yilmaz (2009)
bademin sistematikteki yerini su sekilde gostermislerdir;
Alem: Plantae
Boliim: Spermatophyta (Tohumlu bitkiler)
Alt Boliim: Angiospermae (Kapali tohumlu bitkiler)
Smif: Dicotyledone (Cift cenekli bitkiler)
Takim: Rosales (Cigekli bitkiler)
Familya: Rosaceae (Gtilgiller)
Alt Familya: Prunoideae ( Sert ¢ekirdekliler)
Cins: Prunus
Tirler: Prunus amygdalus
Prunus dulcis
Prunus fragilis
Prunus tribola

Alt Cins: Amygdalus

Tirler: Amygdalus communis L.
Amygdalus nana L. (Anadolu)
Amygdalus orientalis M. (Anadolu)
Amygdalus turcomanica (Anadolu)

Bademde verimi ve iiriin kalitesini olumsuz yonde etkileyen abiyotik, biyotik ve
molekiiler hastaliklar bulunmaktadir. Tiirkiye’de en erken ¢icek agan meyve tiirlerinden birisi

olarak badem ilkbahar ge¢ donlarindan zarar goérmektedir. Cicek ve ¢agla kurumalari



seklindeki belirtiler, en tipik don zararlar1 olup bazi yillar iirlin verimini onemli Slciide

diistirmektedir.

Sertkaya ve ark. (2003), Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden badem ve diger sert
cekirdekli meyve tiirlerine ait agaclardan alman yaprak drneklerinde PPV izolatlarin1 Double
antibody sandwich—enzyme linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) ve Immuno capture-
reverse transcriptase-polymerase chain reaction (IC-RT-PCR) yontemleri ile arastirmiglar
ancak bademde PPV’niin bulunmadigini bildirmislerdir. Yine ayni arastiricilar Sertkaya ve
ark. (2004) Dogu Akdeniz Bolgesi’nde sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinde Apple chlorotic leaf
spot virus (ACLSV), Cherry leaf roll virus (CLRV), Prune dwarf virus (PDV), Prunus
necrotic ringspot virus (PNRSV) virlislerini arastirirken, bademde de Apple chlorotic leaf

spot virus (ACLSV)’nii saptamiglardir.

Azeri ve Cicek (1993) Izmir, Balikesir ve Aydm ili badem iiretim alanlarinda en
yaygin viriisin PNRSV ve PDV oldugunu bunu takiben Raspberry ringspot virus (RRV),
Peach rosette mosaic virus (PRMV) ve Tomato ringspot virus (ToRSV)’lerinin de

bulundugunu DAS-ELISA yontemi ile saptamislardir.

Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi badem arastirma ve uygulama parsellerinde
yapilan bir ¢calismada % 20,3 oraninda PNRSV ve % 3,2 oraninda ise ACLSV tespit edilmistir
(Oztekin ve Buzkan 2006). Yine Kahramanmaras ilinde yapilan bir baska arastirmada kapama
badem tesislerindeki sistemik simptomlar sergileyen badem agaglarinda Candidatus
phytoplasma phoenicium fitoplazma patojeni aranmis ancak bulunmadigi bildirilmistir (Yiizer

2008).

Sertkaya ve ark. (2004) Tirkiye’nin Dogu Akdeniz Boélgesinde damizlik sert
cekirdekli meyve agaglar1 iceren bahgelerden elde ettikleri 3 adet badem 6rnegi dahil 48
yaprak Orneginde 6 adet viriisiin varligin1 ELISA testi ve RT-PCR testi ile arastirmislardir.
Sonugta Plum pox virus (PPV) disindaki diger bes viriisii tek tek veya karisik enfeksiyonlar

halinde baz1 6rneklerde bulundugunu saptamislardir.

Badem agaclarindaki viriislerin saptanmasina yonelik caligmalar ABD ve baz1 Avrupa
iilkelerinden sonra Tiirkiye’de Azeri ve Cicek (1994) tarafindan Aydin, Balikesir ve Izmir
illerindeki fidanliklarda baslatilmistir. 1992 ve 1993 yillarinda klorotik ve nekrotik yaprak
lekeleri, calico, mozayik, yaprak daralmasi ve deformasyonlarla, ciicelik, sakiz akintis1 gibi
belirtiler gosteren fidanlardan 96 adet yaprak ornegi saglamiglardir. PNRSV ve PDV basta
olmak iizere bes ayr1 virlise kars1 hazirlanmis antiserumlar kullanilarak uyguladiklar1 DAS-

ELISA testi sonuglarinda, fidanliklarda PNRSV viriisiiniin yaygin oldugunu PDV viriisiiniin



de bulundugunu saptamislardir. Ayn1 sekilde Sipahioglu ve ark. (1999) aralarinda 21 adet
bademin de bulundugu 1019 adet sert c¢ekirdekli meyve agaglarindan toplanan yaprak
orneklerinde aralarinda PNRSV, PDV, PPV niin de bulundugu 11 ayr1 viriisiin ve 2 viroidin
varligim arastirmislardir. Sonugta PNRSV % 21, PDV % 33 oraninda belirlenirken diger
viriislerin % 0,3 gibi ¢ok diisiik oranlarda bulundugu, viroidlerin ise hi¢ bulunmadigi
saptanmistir.

Tiirkiye’nin farkli illerindeki PPV izolatlarmi arastiran Caglayan ve ark. (2004)
simptomatik badem, kayisi, nektarin, seftali, erik, kiraz ve visne agaclarindan topladiklari
yaprak orneklerinden Tirkiye PPV izolatini karakterize ederek Ankara’dan toplanan 2 kayisi
agacindan PPV-M wkin1 bulmuslardir. Benzer sekilde Tiirkiye’deki sert ¢ekirdekli meyve
agaclarinda Prune dwarf virus (PDV) viriis protein alt iinite molekiiliindeki amino asit
dizilerini 10 farkli izolatta arastiran Serce ve ark. (2009) PDV’niin filogenetik siniflandirmasi
sonucu Tirkiye’de dort farkli grubun varyanti oldugunu bunlarin Kiraz I, Kiraz II, Karisik ve
Badem gruplar1 olarak adlandirilabilecegini bildirmislerdir.

I[lbag1 ve ark. (2008) Tekirdag ilinde Prunus spinosa L.’da simptom gdsteren 54
yaprak orneginde PPV, Apple cholorotic ring spot virus (ACLSV) ve Apple mosaic virus
(ApMV) viriislerinin varligint DAS-ELISA ve RT-PCR yontemiyle arastirmislardir. 54
yaprak 0rneginin 13’iliniin PPV viriisii ile enfekteli oldugu ve % 24,1 oraninda enfeksiyona

sahip oldugunu saptamiglardir.

Tiirkiye’nin Trakya Bolgesi’nde ise badem virlis hastaliklarinin saptanmasina yonelik
ilk tespit, bir 6n ¢alisma olarak 2009 yilinda gergeklestirilmistir. Tekirdag Merkez ilcede 1994
yilinda kurulmus olan 105 agaclik kapama badem bahgesinden, 2009 yili Nisan ayimnda
sistemik hastalik belirtileri sergileyen 100 agactan 100 yaprak 6rnegi toplanmistir. Elde edilen
bu orneklerden 27 adedinde PCR testleri uygulanmis ve PNRSV niin bulundugu saptanmistir
(Ilbag1 2009, Yaymlanmamis 6n calisma).



2.2. Diinya’da Bademde Gériilen Viriis Hastaliklar1 Uzerinde Yapilan Calismalar

Horst (2008) bademde Prunus amygdalus ve ornamental siis bitkisi olarak
degerlendirilen ¢icekli badem Prunus tribola’da patojenik olarak 18 fungal, 3 bakteriyel, 2
nematod, 6 adet de viriisten kaynaklanan hastaliklarin adlarini vermistir.

Fauquet ve Mayo (1999) bademde hastaliklara neden olan ve dogal konukgulari
arasinda yer aldig1 Plum pox virus (PPV)’li Potyviridae Potyvirus, Prune dwarf virus (PDV)’1i
Bromoviridae Ilarvirus, Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)’ii Bromoviridae Ilarvirus
familya ve cins taksonomisi i¢erisine yerlestirmislerdir.

Badem agaclarinda saptanan en 6nemli virlis Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV)
siirgiinlerde géz kurumasi, yapraklarda bandlasma, parlak mozayik, halkali leke, kloroz ve
mese yapragi deseni gibi belirtilerin ortaya ¢iktig1 verimi diisiiren bir virlis hastaligidir (Smith
1972, Brunt ve ark. 1996).

Sutic ve ark. (1999) ise Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)’niin siras1 ile badem
sar1 mozayik (4/mond calico disease), badem yapraklarinda ¢izgi desen hastalig1 (4/mond line
pattern disease) ve badem nekrotik halka leke hastaligi (4lmond necrotic ringspot disease)
olmak tizere ii¢ tip hastalia neden oldugunu agiklamislardir. Arastiricilar ayrica bademin
Prune dwarf virus (PDV)lin dogal konuk¢usu oldugunu cogu kez diger viriisler ile badem
agaclarinda karisik enfeksiyonlara neden oldugunu bildirmislerdir. Bademin Plum pox virus
(PPV)’iin dogal konukcusu olmadig1 halde indikator bitki olarak bu viriisii barindirabildigini
iler1 siirmislerdir. Keza Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV)’niin latent enfeksiyon
etmeni olabilecegini ileri siirmiiglerdir. Yazarlar ayrica bazi arastiricilarin bademden
Cucumber mosaic virus (CMV)’linli izole ettiklerini bildirirken PNRSV’niin ABD’de
bademlerde cicek ve yaprak goz ve tomurcuklari ile geng siirgiin kurumalarma neden
oldugunu bildirmislerdir. Seftali ve kayisida oldugu gibi badem de tipik karakteristik mozayik
hastaligima (Almond mosaic Disease) ise bilinmeyen bir etmenin neden olabilecegini
bildirmislerdir.

Badem agaglarindaki virlis hastaliklarinin saptanmasi1 ve hastalik etmeni viriislerin
tanilanmalar1 6nemli bir sorun olarak ortaya c¢ikmistir. Bertozzi ve ark. (2002) badem
agaclarinda cigcek tomurcuklari, ¢igek petal yapraklari ve yaprak drneklerinde Prunus necrotic
ringspot virus (PNRSV) ile enfekteli bahgelerde arastirmislardir. Viriisiin tanisi i¢in biyolojik
indikator test bitki yontemi ile serolojik ELISA testini uygulamiglardir. Sonugta erken

toplanan badem petal yapraklarinda PNRSV’niin varligi ELISA testi ile saptanabilirken



indikator bitkilere inokulasyonlar basarisiz olmustur. Enfekteli badem yaprak ornekleri ise
PNRSV’niin ELISA ile saptanmasinda en uygun materyali olusturdugunu bildirmislerdir.

Badem agaclarinda viriislerin varhiginin saptanmasi pek c¢ok iilkede diger sert
cekirdekli meyve tiirleri ile birlikte ele almmustir. Nitekim Rosner ve ark. (1997) Israil’de
seftali ve badem agaclarinda RT-PCR yontemi kullanilarak Prunus necrotic ringspot virus
(PNRSV)’nii saptamuslardir. Spiegel ve ark. (2004) keza Prunus necrotic ringspot virus
(PNRSV)'niin Israil’deki badem, erik ve kayis1 ¢esitlerinin arastirilmasinda farkli
konukgularda farkli PNRSV izolatlar1 olabilecegini gdstermislerdir.

Yine badem viriislerinin saptanmasinda serolojik ELISA test yontemi ile niikleik asit
hibridizasyonuna dayal1 Polymerase chain reaction (PCR) testlerinin mukayese eden 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. Ayrica PCR metodu ile viroidlerin de
tanilanabileceklerini ileri slirerek ELISA serolojik testinin bu konuda uygulanamayacagini
ileri siirmiislerdir.

Badem agaglarinda bilinen ii¢ viriisiin ¢igek ve yaprak orneklerinin de arastirilmasi
hususunda ELISA ve PCR yodntemlerinin 6tesinde Saade ve ark. (2000) yaygin olarak sert
cekirdekli meyvelerde bulunan Ilarviriislerden Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV),
Prune dwarf virus (PDV) ve Apple mosaic virus (ApMV) tiirlerinin ii¢liniin birden
saptanmasinda Non-izotopik molekiiler hibridizasyon ve Multiplex RT-PCR teknigini
gelistirmiglerdir. Bu {i¢ virlise kars1t hazirlanmig primer karigimi ile bademin de aralarinda
bulundugu sert ¢ekirdekli bitki 6rneklerini seri sekilde indeksleme olanagi ortaya ¢ikmaistir.

Silva ve ark. (2003) badem agaglarinda Prune dwarf virus (PDV)’lin yayilisini PCR
teknigini kullanarak arastirmiglardir. Yapilan testler sonucu PDV’niin geng badem
yapraklarinda, ¢icek tomurcuklarinda, polenlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu bitki
hiicre sitoplazmasi icerisinde ¢ekirdek cevresinde yogunlagtigini saptamiglardir.

Jarrar ve ark. (2001) Filistin’de gergeklestirilen badem viriislerinin arastirilmasi
calismalarinda simptomatik 196 agactan aldiklar1 yaprak 6rneklerinin % 13,3 oraninda Prune
dwarf virus (PDV) ile bulasik oldugunu saptamislardir. Diger konukgulardan kirazda % 25,
seftalide % 26,7 oranlarinda PNRSV saptanmastir.

Badem agaglarinda saptanan viriislerle miicadeleye yonelik 6nemli bir calisma
Portekiz’de gergeklestirilmistir. Miguel ve ark. (2000) Portekiz’e 6zgii Boa Casta badem
cesidi basta olmak tizere enfekteli damizlik badem agaglarinin Prune dwarf virus (PDV) basta

olmak iizere virlislerden armdirilmasi i¢in termoterapi, kemoterapi ve meristem kiiltiirii



yontemleri kullanilarak badem viriis hastaliklar1 kontrol altina alinmistir. Ayrica PDV’ye
kars1 npt II dayaniklilik geni de saptanmis bulunmaktadar.

Varveri ve ark. (1997) Kayisida Plum pox virus (PPV) ve Apple chlorotic ring spot
virus (ACLSV) viriislerinin bademde ise Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV)’niin
ELISA testi ile giivenilir teshislerini yaptiklarini ayrica 6rnekleme kosullarinin belirlenmesine
yonelik calistiklarini bildirmislerdir. Dogal olarak bulasik olan 3 agactan biiylime periyodu
siiresince Oornekleme yapilmis ve testler bir sonraki yil tekrarlanmasina kargin PPV viriisii tiim
orneklerde bulunamamistir. Mayis, Haziran, Temmuz, Ekim ve Kasim aylarinda toplanan
orneklerde en yliksek absorbans degerlerinin saptandigini bildirmislerdir.

Son yillarda bademin, sert ¢ekirdekli meyvelerden erik, kaysi, seftali ve nektarinde
sharka hastaligina neden olan Plum pox virus (PPV)’iinde duyarl oldugu saptanmistir (K61ber
ve ark. 2001). Bademde Plum pox virus (PPV) infeksiyonlarinin Rusya, Bulgaristan,
Macaristan ve Cek Cumhuriyeti’nde yaygin oldugu bildirilmistir. Pribek ve ark. (2001)
Macaristan’da bademdeki PPV izolatinin PPV’niin D (Dideron) serogrubuna ait oldugunu
ancak bademdeki PPV serotipinin D serotipi oldugunu saptanuslardir. Ote yandan bademin
ABD ve Meksika’da Peach mosaic virus (PMV)’un neden oldugu infeksiyonlardan da
etkilendigi Smith (1972) ve Larsen ve Oldfield (1995) tarafindan bildirilmektedir.

Badem dahil sert cekirdekli meyve tiirlerinde goriilen Plum pox virus (PPV)’niin
serolojik alt kiimelerini arastiran Myrta ve ark. (2001) bu viriisiin Avrupa tlkelerindeki
cografi dagilimina gore her iilkede saptanan strainler yaninda izolatlar arasinda da farkliliklar
oldugunu filogenetik analizler sonucu saptamislardir. Bunlardan (PPV-M-1 ve PPV-M-2)
kiimelerinin Tiirkiye’nin de dahil oldugu Akdeniz ve Avrupa iilkelerinde yaygin oldugunu

gostermislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Trakya Bolgesi Badem Uretim Alanlarindaki Siirvey Cahsmalar

2009 yilinda bolgede yapilan 6n c¢aligmalar sonucunda elde edilen gozlem ve
deneyimlere gére 2009 yili Tarmmsal Istatistik sonuglar1 dikkate almarak, Trakya Bolgesi’nde
badem plantasyonlarinin bulundugu Sekil 3.1°deki haritada gosterilen il ve ilgelerde, 2010
yilinda siirveyler yapilmistir. Siirvey caligmalari, ¢aligma alanini kapsayan Trakya Bolgesi’nin
Edirne ili Merkez, Kesan, Stiloglu ilgeleri ile Kirklareli ili’nin Merkez, Babaeski, Pinarhisar
ilceleri ve Tekirdag Ili'nin Merkez, Sarkdy, Corlu ve Cerkezkdy ilgeleri’ndeki badem
iretiminin yogun olarak yapildigi alanlarda iki ayr1 donemde gerceklestirilmistir. Bolgede
toplam 3 il ve bu illere bagh 10 ilgede gerceklestirilen siirvey caligsmalarinda; ilk siirvey
calismasi, 2010 yili erken ilkbaharinda bademlerin ¢iceklenme doneminde; 25.02.-02.03.2010
tarihleri arasinda yapilmustir. Ikinci siirvey calismalari ise 08.06.-15.06.2010 tarihleri arasinda
Haziran aymda gergeklestirilmistir. Stirveyler esnasinda yapilan 6rneklemelerde klorotik ve
nekrotik yaprak lekeleri, sekil bozukluklar1 ve mozayik simptomlar1 sergileyen yaprak
ornekleri toplanmistir. Boylece toplanan 158 ¢icek ve 260 adet yaprak orneginden olusan

toplam 418 adet bitki 6rnekleri bu ¢alisma gergeklestirilmistir.
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@ Siirvey vapdan il ve ilceler
® Siirvey vapilan kiy ve beldeler
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Sekil 3.1. Trakya Bolgesi badem iiretim alanlarindaki siirveylerin gerceklestirildigi il, ilge, kdy ve beldeler
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3.1.2. Serolojik Test Calismalari

Siirveyler esnasinda toplanan simptom gosteren ve/veya gostermeyen oOrneklerde
Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Plum pox virus (PPV) ve Prune dwarf virus (PDV)
viriislerinin varligmin saptanmasi1 amaciyla kullanilan antiserumlar SEDIAG (Longvic-
FRANCE) firmasindan temin edilmistir. Clark ve Adams (1997)’in temel alindig1 yonteme
gore DAS-ELISA ve TAS-ELISA testleri firmanin Onerdigi prosediire gore
gerceklestirilmistir. ELISA testlerinin sonuglart THERMO-Multiskan FC (Thermo Fisher
Scientific Instruments Co. Ltd., USA) marka ELISA okuyucusu ile degerlendirilmistir.

3.1.3. Molekiiler Test Calismalar

Total niikleik asit izolasyonu i¢in Foissac ve ark. (2001)’un 6nerdigi ekstraksiyon
metodu uygulanmistir. cDNA sentezi, Fermentas (Fermentas AB, Vilnius LITHUANIA)
firmasindan satin alimnan cDNA sentez kiti ile firmanm Onerdigi prosediire gore
gerceklestirilmistir. PCR islemi i¢in gerekli olan PCR bilesenleri yine Fermentas firmasindan
temin edilmistir. Niikleik asitlerin ¢ogaltiminda Techne (Staffordshire ST15 0SA, UK) marka
PCR cihazi kullanilmistir. PCR ile c¢ogaltilan DNA f{riinleri, agaroz jel elektroforezde
materyal olarak kullanilmistir. Agaroz jel elektroforez isleminde, Thermo (Thermo Fisher
Scientific Instruments Co. Ltd., USA) firmasina ait jel elektroforez aparatlar1 kullanilmigtir.
Jel elektroforez isleminden sonra PCR ile ¢ogaltilan DNA f{iriinlerine ait bantlar Vilber
Lourmat (F-77202 Marne-la-Vallée Cedex 1, FRANCE) marka jel dokiimantasyon sisteminde

goriintiilenmistir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Trakya Bolgesi Badem Uretim Alanlarindan Yaprak Orneklerinin Toplanmasi

Ik siirvey calismasi; 2010 yili erken ilkbaharinda ¢iceklenme doneminde siirvey
kapsami icerisinde yer alan il ve ilgelerde, her 10 dekara bir bahge isabet edecek sekilde
ziyaretler yapilmis ve ayrica bolgede bireysel olarak yetistirilen yasli badem agaclarindan da
ornekler alimmistir. Boylece birinci siirvey ¢alismasinda 46 bahge, ikinci slirvey ¢caligsmasinda
ise 53 bahge ziyaret edilmistir. Siirveyler esnasinda her bah¢edeki simptom gosteren ve/veya
gostermeyen agaclardan ve ayrica yasl badem agaclarindan da ayr1 ayr1 toplanan toplam 418
adet bitki materyali ile calisma yiiriitiilmiistiir. Birinci siirvey calismasinda erken ilkbahar
doneminde 158 adet ¢icek petal yaprak Ornegi toplanmis ve buz kutusuna konularak
laboratuara getirilmis ve -20 °C’de ¢alisan derin dondurucuda muhafaza edilmistir. 2010 y1l1
Haziran ayinda yapilan ikinci siirveylerde ise yine ayni alanlardan alinan ve simptom gosteren
ve/veya gostermeyen toplam 260 adet badem yaprak ornekleri (Cizelge 3.1) toplanarak buz
kutusuna konulmus ve testleninceye kadar -20 °C’de calisan derin dondurucuda muhafaza

edilmistir.

Cizelge 3.1. 2010 y1l1 Trakya Bolgesi badem {iretim alanlarindan toplanan 6rnek sayilarmin il
ve ilgelere gore dagilimi

1 Adi Ilge Ad Birinci siirveylerde Ikinci siirveylerde toplanan
toplanan cicek 6rnek adedi yaprak ornek adedi
Edirne Merkez 12 44
Kesan 35 45
Siilloglu 10 6
Kirklareli Merkez 12 14
Pinarhisar 13 4
Babaeski 4 52
Tekirdag Merkez 36 30
Sarkoy 25 40
Corlu 4 16
Cerkezkdy 7 9
TOPLAM 10 158 260
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Stirvey alanindaki ilgelerden toplanan badem yaprak ve cicek oOrneklerindeki soz

konusu 3 viriisle enfekteli 6rnek sayilar1 ve % oranlar1 da tespit edilmistir.

3.2.2. Serolojik Test Calismalan

Serolojik test caligmalari, birinci ve ikinci silirveyler esnasinda toplanan toplam 418
bitki materyaline uygulanmistir. ELISA testleri (DAS-ELISA ve TAS-ELISA testleri) kitlerin

temin edildigi SEDIAG firmasinin 6nerdigi prosediire gore gergeklestirilmistir.

3.2.2.1. Double Antibody Sandwich- Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DAS-
ELISA) Testi

- Kaplama tampon ¢6zeltisi igerisinde 1/200 oraninda seyreltilen antibadiler ELISA
plate’nin her bir ¢ukuruna 100 pl konulmus ve plate’ler nemli bir kutu icerisinde 37 °C’de 2
saat siire ile inkube edilmistir.

- Inkubasyondan sonra plate icerisindeki sivi bosaltilmig ve yikama tampon ¢ozeltisi
(1x PBST) ile 3-4 kez yikama islemi gerceklestirilmistir.

- Caligma materyali olarak toplanan badem ¢icek ve yaprak ornekleri steril bir havan
icerisinde 1/10 oraninda ekstraksiyon tampon c¢ozeltisi eklemek suretiyle ezilmis ve bitki
Ozsular1 ¢ikarilmistir. Cam tiip icerisine konulan ekstraktlar karistirilmak suretiyle ELISA
plate’nin her bir ¢ukuruna 100 pl’lik miktarlarda konulmustur. Her bir viriise ait pozitif ve
negatif kontrollerde 100 pl ‘lik miktarlarda ELISA plate’nin sol ¢ukuruna iki tekerriirlii olarak
yerlestirilmis ve ELISA plate’ler nemli bir kutu igerisine konularak +4 °C’de bir gece inkiibe
edilmislerdir.

- Inkiibasyondan sonra bitki esktraktlar1 bosaltilmis ve 3-4 kez yikama tampon
cozeltisi (1x PBST) ile yikama islemi gergeklestirilmistir.

- Enzim konjugat, 1/100 oraninda konjugat tamponu ile seyreltilmis ve 100 pul ‘lik
miktarlarda plate’lerin her bir ¢ukuruna konulmustur. Nemli kutu igerisine yerlestirilen
plate’ler 37 °C’de 2 saat siire ile inkube edilmislerdir.

- Inkubasyon siiresi sonunda yine yikama tampon ¢ozeltisi (1x PBST) ile plate’ler 3-
4 kez yikanmistir.

- Substrat tamponu ile 1 mg/ml p-nitrophenyl phosphate 100 pl‘lik miktarlarda
plate’lerin ¢ukurlarina konulmus ve karanlikta inkiibe edilmislerdir. Sonuclar 60-120 dk siire
sonunda ilk olarak gorsel daha sonra da THERMO-Multiskan FC marka ELISA

okuyucusunda 405 nm dalga boyundaki absorbsiyon degerleri okunarak degerlendirilmistir.
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3.2.2.2. Triple Antibody Sandwich- Enzyme Linked Immunosorbent Assay (TAS-
ELISA) Testi

- Kaplama tampon ¢6zeltisi igerisinde 1/100 oraninda seyreltilen antibadiler ELISA
plate’nin her bir cukuruna 100 pl konulmus ve plate’ler nemli bir kutu icerisinde 37 °C’de 2
saat siire ile inkube edilmistir.

- Inkubasyondan sonra plate icerisindeki sivi bosaltilmig ve yikama tampon ¢ozeltisi
(1x PBST) ile 2 kez yikama islemi gergeklestirilmistir.

- Caligma materyali olarak toplanan badem ¢icek ve yaprak ornekleri steril bir havan
icerisinde 1/10 oraninda Genel ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi eklemek suretiyle ezilmis ve
bitki O6zsular1 ¢ikarilmistir. Cam tiip igerisine konulan ekstraktlar karistirilmak suretiyle
ELISA plate’nin her bir ¢ukuruna 100 pl’lik miktarlarda konulmustur. Her bir virlise ait
pozitif ve negatif kontrollerde 100 ul ‘lik miktarlarda ELISA plate’nin sol ¢ukuruna iki
tekerriirlii olarak yerlestirilmis ve ELISA plate’ler nemli bir kutu icerisine konularak +4 °C’de
bir gece inkiibe edilmislerdir.

- Inkiibasyondan sonra bitki esktraktlar1 bosaltilmis ve 5 kez yikama tampon ¢ozeltisi
(1x PBST) ile yikama islemi gerceklestirilmistir.

- A ve B olarak ayr1 iki tiipte bulunan Alkalin fosfat konjugate antibadiler 1/100
oraninda konjugat tamponu ile seyreltilmis ve her iki Alkalin fosfat konjugate antibadiler 100
ul ‘lik miktarlarda plate’lerin her bir gukuruna konulmustur. Nemli kutu igerisine yerlestirilen
plate’ler 37 °C’de 2 saat siire ile inkube edilmislerdir.

- Inkubasyon siiresi sonunda yine yikama tampon ¢6zeltisi (1x PBST) ile plate’ler 5
kez yikanmistir.

- Substrat tamponu ile 1 mg/ml p-nitrophenyl phosphate 100 pl‘lik miktarlarda
plate’lerin ¢ukurlarina konulmus ve karanlikta inkiibe edilmislerdir. Sonuglar 60-120 dk stire
sonunda ilk olarak gorsel daha sonra da THERMO-Multiskan FC marka ELISA

okuyucusunda 405 nm dalga boyundaki absorbsiyon degerleri okunarak degerlendirilmistir.
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3.2.3. Molekiiler Test Calismalar

3.2.3.1. Total Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Trakya Bolgesi badem iiretim alanlarindan 2010 yilinda toplanan ¢igek ve yaprak
orneklerinin total niikleik asit ekstraksiyonlar1i Foissac ve ark. (2001) tarafindan Onerilen
yonteme gore yapilmistir. Buna gére 100 mg bitki materyali 1 ml Ekstraksiyon tamponu ile
steril havan igerisinde ezilerek homojenize edilmistir. Steril ependorf tiipler icerisine 500 pl
hacimdeki 6zsu konularak iizerlerine 100 pl miktarlarda % 10’luk Sodium lauryl sarcosyl
soliisyonu ilave edilmis ve tiipler ara sira sallanmak tizere 10 dakika siireyle 70 °C’de inkube
edilmislerdir. Daha sonra 5 dakika siireyle buza daldirilan tiipler sogutulmustur. Tiipler
14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra sivi fazmm 300 ul’si daha Onceden
hazirlanmis eppendorf tiiplere transfer edilmis ve igerisine 150 pl ethanol, 25 ul Silica
siispansiyonu ve 300 ul 6 M Sodium iodin ilave edilmistir. Karisim, sallayici platform
iizerinde oda sicakliginda 10 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Tiipler 6000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildikten sonra {istteki sivi faz atilmis ve 500 pl yikama tamponu ile olusan peletler
yikanmistir. Tiipler 6.000 rpm’de 1 dakikalik santrifligasyona tabi tutulduktan sonra ikinci
defa eppendorf tiiplerdeki peletler ayn1 hacimdeki yikama tamponu ile yikanmistir. Elde
edilen peletler, 150 pul RNase-free su ile ¢oziindiiriildiikten sonra ve 4 dakika 70 °C’de inkiibe
edilmistir. Tiipler 3 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra, siv1 faz yeni hazirlanan
ependorf tiiplere transfer edilerek, pelletler atilmistir. Elde edilen total niikleik asit,

complementer DNA (cDNA) elde edilinceye kadar —20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.2. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) Test

RT-PCR testi simptom sergiledigi halde ELISA testlerinde negatif sonu¢ veren

ornekler ile ELISA testlerinde siipheli sonucglar veren badem ¢igek ve yaprak Orneklerine

uygulanmistir.
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3.2.3.2.1. Complementer DNA (cDNA) Sentezi
cDNA sentezi, kitin satin alindig1 firmanmn (Fermentas) prosediiriine uygun olarak

yapilmistir. Niikleaz-free microsantrifiij tiip igerisine asagidaki bilesenler eklenmistir.

2 pultotal RNA
1 ulantisens primer (100 pmol/ul)
9 ul RNAse free

su eklenerek 12 ul’ye tamamlanmis ve elde edilen karisim vortekslenerek 65 °C’de 5 dakika
inkiibe edilmis ve hizla buza daldirilarak sogutulmustur.

4wl 5X First strand buffer

1 ul Ribonukleaz inhibitor

2 pldNTPs (10 mM)

1 ulRevers transkriptaz enzim

eklenmek suretiyle elde edilen 8 pl’lik hacimdeki bilesenler tiiplere aktarilmis ve
mikropipetle asag1 yukar1 ¢gekmek suretiyle karigtirilmistir. 42 °C’de 1 saat siire ile inkube
edilmis ve daha sonra 70 °C’de 5 dakika bekletildikten sonra elde edilen cDNA, PCR islemi
yapilincaya kadar — 20 °C’de saklanmistir.

3.2.3.3. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT- PCR) Test

Calisma materyalini olusturan badem ¢igek ve yaprak drneklerinden elde edilen total
niikleik asitler Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV), Plum pox virus (PPV) ve Prune
dwarf virus (PDV) viriislerinin tespiti icin PCR islemine tabi tutulmustur. PCR isleminde
Cizelge 3.2.‘de gosterilen primerler kullanilmistir. 616 bp, 722 bp ve 220 bp uzunlugunda
fragmentler veren PNRSV, PDV ve PPV viriislerine spesifik primer setleri IDT (USA)
firmasina sentezletilmistir. S6z konusu ii¢ viriisiin tespiti i¢in, steril PCR tiiplerine toplam
hacim 25 pl olacak sekilde asagidaki bilesenler eklenmistir. Cizelge 3.3.’de belirtildigi lizere

her bir viriis i¢in arastiricilarin 6nermis olduklari sicaklik araliklar1 uygulanmustir.
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PNRSV icin;

2,5 ul 10x PCR buffer
1,5 ul MgCl, (25 mM)
0,5 ul dNTP (10 mM)

0,5 pl Primer 1
0,5 pl Primer 2

0,2 ul Tag DNA polimeraz enzimi

1 ul cDNA

18,3 ul RNase ari su

PPV ve PDV icin;

2,5 ul 10x PCR buffer
3,75 ul MgCl, (25 mM)
1 ul ANTP (10 mM)

1,5 pl Primer 1

1,5 pl Primer 2

0,2 ul Tag DNA polimeraz enzimi
2 ul cDNA

12,55 pl RNase ari su

Cizelge 3.2. PNRSV, PDV ve PPV viriislerini RT-PCR testi ile tespit etmede kullanilacak
primer dizilerine ait baz dizilimleri ve beklenen fragment uzunluklari

Viris Primer

Primer dizisi

Cogaltilan alanin
uzunlugu (pb), referans

PNRSV | PNRSV 1

5-GAGCTCTGGTCCCACTCAGG-3’ 616 bp

PNRSV | PNRSV 2

5-TCACTCTAGATCTCAAGCAG-3’

(Spiegel ve ark., 1999)

PDV PDV 1

5’-ACCGAGACCACTACACTCCC-3’

722 bp

PDV PDV 2

5’-CAGACTACAGCCTCGCCAGA-3°

(Mekuria ve ark., 2003)

PPV PPV 1

5’-GTAGTGGTCTCGGTATCTATCATA-3’

220 bp

PPV PPV 2

5’-GTCTCTTGCACAAGAACTATAACC-3’

(Hadidi ve Levy, 1994)

Cizelge 3.3. PNRSV, PPV ve PDV viriislerinin PCR ile ¢ogaltiminda uygulanan sicaklik

araliklar1
Uygulanan Sicakhik Arahklar
Viriisiin Adi
1 déngii 40 dongii 1 dongii
PNRSV 94 °C 4 dk 94 °C 30 sn 72°C 10 dk
54°C 30 sn
72°C 1dk
1 d6ngii 30 dongii 1 déngii
PPV
95 °C5dk 94 °C 30 sn 72°C 10 dk
62 °C 30 sn
72 °C 45 sn
1 déngii 34 dongii 1 dongii
PDV
94 °C1dk 94 °C 30 sn 72 °C 5 dk
56 °C 45 sn
72°C 1dk
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3.2.3.4. % 2’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

2 gr Agaroz, 100 ml 1x TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu igerisinde mikrodalga
firinda 3-4 dk siireyle 1sitilmistir. Diiz bir zemin lizerindeki jel tabagina yliklenecek 6rnek
sayisina uygun jel taragi yerlestirilmistir. Hazirlanan jel, jel tabagina kabarcik olusturmayacak
sekilde dikkatle dokiilmiistiir. 20-30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra katilasan jel,
icerisinde 1x TAE tamponu bulunan jel tanki icerisine yerlestirilmistir. Parafilm tizerinde 5 pl
yiikleme tampon ¢6zeltisi ve 10 pl PCR iiriinii konularak karistirilmis ve jelin ¢ukurlarina
yiiklenmistir. Jelin ilk ¢ukuruna 3 pl DNA marker (100 bp) yiiklendikten sonra 100 volt’luk

bir akimda 40-50 dakika siire ile elektroforeze tabi tutulmustur.

3.2.3.5. DNA’y1 Boyama ve Goriintiileme

Elektroforez isleminden sonra bantlarin goriiniir hale gelebilmesi i¢in, 1 litre saf suya
200 pl ethidium bromide (10 png/ml ) eklenmis bir kap icerisinde 25-30 dakika bekletilerek
agaroz jelin boyanmasi saglanmistir. Ethidium bromide ile boyanan jel, Vilber Lourmat

marka jel dokiimantasyon sisteminde goriintiilenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Siirvey Cahsmalarina iliskin Bulgular

Trakya Bolgesi’nde son yillarda badem plantasyonlarinin hizla artmasi ve iireticilerin
yapilan tesvikler sonucunda yeni tesis kurma girisimleri ve bdlgede badem iiretiminin bu
denli yaygin hale gelmesi, viral hastalik etmenleri a¢isindan durumun arastirilmasi geregini
ortaya koymustur. Bu nedenle 2009 yili Nisan ayinda Tekirdag ilinde kapama badem
bahgelerinde On siirvey ¢alismalar1 yapilmis ve viriis belirtisi sergileyen agag¢larin bulundugu
gozlenmistir. Bu dogrultuda boélgedeki badem tesislerinin viriis hastaliklar1 ag¢isindan
incelenmesi ve daha kapsamli bir sekilde arastirilmasi geregi ortaya ¢ikmistir. Bu amacla,
2010 yilinda Sekil 3.1°deki haritada gosterilen Trakya Bolgesi’nin Edirne, Kirklareli ve
Tekirdag il ve ilgeleri iki ayr1 slirvey calismasinda ziyaret edilmistir. Badem tesislerinde viriis
belirtisi sergileyen ve oOzellikle de bireysel olarak yetistirilen yasli badem agaclarinda
ciceklenmede noksanlik, yapraklarda ise klorotik ve nekrotik lekeler, sekil bozukluklar1 ve
mozayik simptomlar1 sergileyen agaclarin varligi gozlenmistir. Trakya Bdlgesi’nde erken
ilkbaharda ¢igeklenme doneminde virlis enfeksiyonundan ve yar1 parazit bitki Viscum album
L.’un zararindan etkilenmis viriis enfeksiyon kaynagi agaclarin varhigr gézlenmistir (Sekil
4.1).

a b
Sekil 4.1. Edirne ili Kesan ilgcesinde erken ilkbaharda viriis enfeksiyonuna ugramis yaslh
badem agaclar1 (a: Viscum album zarar1 ve b: Hastaliktan etkilenmis yasli badem agaclar1)

21



2010 yili Haziran ayinda yapilan arazi gdzlemlerinde Tekirdag Namik Kemal Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi Kampiis arazisinde bulunan kapama badem bahgesinde ¢i¢eklerde noksanlik,
yapraklarda ise klorotik ve nekrotik lokal lekelerle, mozayik simptomlar1 sergileyen agaclarin
(Sekil 4.2, Sekil 4.3), mevsim sonunda hastaliktan dolay1r kurumalara maruz kaldigi

gozlenmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.2. Tekirdag ili’nde kapama badem bahgesinde yapraklarda klorotik lekelerle baslayan
enfeksiyona ugramis badem agacinin goriintiisii

Sekil 4.3. Viriis enfeksiyonu sonucu klorotik ve nekrotik lekeler sergileyen badem agacinin
gorunimu
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Sekil 4.4. Tekirdag Ziraat Fakiiltesi arazisindeki kapama badem tesisinde viriis enfeksiyonuna
ugramis ve kuruma belirtisi sergileyen badem agaclar1

Sekil 4.5°de goriildiigii tizere viriis enfeksiyonu sonucu Tekirdag ili Corlu ilgesi’ndeki
iiretici bahgesindeki agaclarda yaprakta sekil bozuklar1 ve mozayik simptomlar: dikkati
cekmistir. Bolgede o6zellikle yash badem agaclarinda viriis enfeksiyonu sonucu ortaya ¢ikan
sekil bozukluklar: ile klorotik ve nekrotik lekeler, mozayik simptomlar1 gozlenmistir (Sekil
4.6, Sekil 4.7). Enfeksiyonun ileri donemlerinde agaglarin kurudugu ve bdlgede bu agaclarin

enfeksiyon kaynagi olarak tehdit olugturdugu gézlemlenmistir.

bozukluklar1 ve mozayik simptomlarinin goriintiisii
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Sekil 4.6. Viriis enfeksiyonu sonucu meydana gelen mozayik belirtisi sergileyen badem
yapraginin goriinimii

Sekil 4.7. Viriis enfeksiyonu sonucu yapraklarda olusan klorotik lekeler ve mozayik belirtileri
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Sekil 4.8. Enfeksiyon sonucu siirgiin ucundan baslayan ve yapraklarda olusan klorotik
lekelerin olustugu badem agacinin goriiniimii

. A e -'.s ! ot \ b -‘;

Sekil 4.9. Kirklareli ili Babaeski il¢esi’ndeki badem tesisindeki agaglarda sekil bozuklugu,
yapraklarda kivrilma, nekrotik ve klorotik lekeler sergileyen yapraklarin goriiniimii
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Nitekim Kirklareli ili Babaeski ilgesi badem iiretim tesislerinde de sekil bozukluklari,
nekrotik ve klorotik lekeler sergileyen agaclarin da yeni kurulan tesislerde enfeksiyonun
basladigin1 gostermektedir (Sekil 4.8, Sekil 4.9). Ozellikle iiretici bahgelerinde bireysel olarak
muhafaza edilen yash agaglarin birer enfeksiyon kaynagi oldugu ve yeni kurulan tesisler igin
virlis inokulum kaynag1 olusturduklar1 yapilan siirveyler sonucunda tespit edilmistir.

Ozellikle Tekirdag ili, Corlu ilgesi’ndeki iiretici bahgesinde viriis hastalig1 tespit edilen
iic badem agacinin ¢ok yakin mesafede bulunan ve yeni kurulan badem tesislerine viriis

hastaliklarini bulastirma riski tasidig1 bu calisma sonucunda tespit edilmistir.

4.2. Serolojik Testlere iliskin Bulgular

Stirveyler esnasinda toplanan toplam 158 adet cicek ve 260 adet yaprak ornekleri
antiserumlarin temin edildigi firmanin prosediiriine gore ELISA testlerine tabi tutulmustur.
Yapilan ELISA testleri sonucunda erken ilkbahar doneminde toplanan 158 adet cicek
orneginden sadece bir 6rnekte Plum pox virus (PPV) tespit edilmistir. Tekirdag ili, Corlu
ilgesi, Pmarbasi1 koyii’ndeki iiretici bahgesindeki yaslt bir agactan temin edilen 1 adet cigek
orneginin PPV ile enfekteli olarak tespit edilmesine ragmen Prunus necrotic ringspot virus
(PNRSV) ve Prune dwarf virus (PDV) viriisleri saptanamamustir. Ikinci siirveyler esnasinda
toplanan 260 badem yaprak 6rneklerinde s6z konusu {i¢ viriisiin varligt ELISA ve RT-PCR
testleri ile arastirilmistir. Yapilan testler sonucunda Cizelge 4.1°de gosterildigi sekilde 81
ornegin PNRSV, 11 6rnegin PDV ve 5 yaprak orneginin ise PPV ile enfekteli olduklar
saptanmistir. Yaprak orneklerinde karisik enfeksiyonlar da saptanmistir. 3 yaprak 6rneginin
PNRSV + PDV ile 1 6rnegin ise PNRSV + PPV ile karisik enfeksiyonlar halinde bulundugu
ELISA testleri sonucunda ortaya cikmistir. Serolojik testler sonucunda ¢icek ve yaprak
orneklerine ait en yiiksek ve en diislik pozitif sonug veren absorbans degerleri Cizelge 4.2°de
verilmistir. Ayrica ELISA testi sonucunda negatif sonu¢ veren 5 yaprak orneginin RT-PCR

testi ile pozitif reaksiyon gosterdigi ornekler Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Trakya Bolgesi badem iiretim alanlarindan toplanan yaprak orneklerine iligkin
ELISA ve RT-PCR testi sonuglar1

Il ads Ilge ad1 ELISA ve RT-PCR ile enfekteli 6rnek adedi Enfekteli Hastalik
PNRSV PDV [ PPV | PNRSV+ | PNRSV+ | Ornek orani
_ PDV PPV adedi (%)
Edirne Merkez 4+1 - - - - 5 11.36
Kesan 2442 4 1 - - 31 68.88
Siiloglu 1 - - - - 1 16.6
Kirklareli Merkez 12+17 - - - - 13 92.86
Babaeski 15 - 1 - - 16 30.77
Pinarhisar - - - - - - -
Tekirdag Merkez 14 - - 3 1 18 60.0
Sarkoy 4 4 - - - 8 20.0
Corlu 2+1° 3 3 - - 9 56.25
Cerkezkdy - - - - - - -
TOPLAM 10 81 11 5 3 1 101 38.84

*ELISA’da negatif RT-PCR’da pozitif sonug veren yaprak érnekleri

Cizelge 4.2. ELISA reader’da okunan PNRSV, PDV ve PPV viriislerine ait absorbans

degerleri
Viriis adi En yiiksek ve en En yiiksek ve en Ticari pozitif Ticari negatif
diisiik pozitif diisiik negatif absorbans degeri absorbans degeri
absorbans degerleri | absorbans degerleri
PNRSV 4.139-0.719 0.527-0.207 4.165 0.275
PDV 4.292-0.842 0.198-0.073 3.320 0.123
PPV 2.316-0.512 0.206-0.071 3.223 0.108

4.3. Molekiiler Cahsmalara iliskin Bulgular

Trakya Bolgesi badem {iretim alanlarindan 2010 yilinda toplanan c¢icek ve yaprak
orneklerinden, ELISA testi sonucunda siipheli olan ve simptom gdsterdigi halde negatif sonug
veren Ornekler ile pozitif sonug¢ veren orneklerden bazilar1 RT-PCR testi ile de testlenmistir.
PNRSV, PDV ve PPV viriislerinin tanisinda kullanilan total niikleik asit ekstraksiyon yontemi
(Foissac ve ark. 2000) ile ekstraksiyon gerceklestirilmis ve yeterli diizeyde RNA
saglanmstir. Spektrofotometrede Olgtimlerde RNA

ptirifikasyonu yapilan

konsantrasyonlarinin 0.049-0.129 pg/ul diizeylerinde oldugu saptanmistir. PNRSV, PPV ve
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PDV viriislerine ait izolatlarm total niikleik asit ekstraksiyonundan sonra gerceklestirilen RT-
PCR ile soz konusu {i¢ viral etmenin teshisleri basari ile gerceklestirilmis ve virlislere ait
beklenen uzunluktaki DNA fragmentleri agaroz jelde goriintiilenmistir.

PNRSV, PPV ve PDV viriislerinin RT-PCR testi ile teshisinde toplam 105 badem
yaprak Ornegi testlenmistir. Cizelge 3.2°de gosterilen ve her bir viriise ait primer ciftleri
kullanilarak PCR islemi gerceklestirilmistir. Bunlardan PNRSV viriisii i¢in 71 yaprak 6rnegi,
PDV icin 20 adet yaprak ornegi ve PPV icin ise 14 yaprak Ornegine RT-PCR testi
uygulanmistir. PCR sonrasinda Sekil 4.10’da goriildiigii iizere PNRSV, PPV ve PDV

virilislerine ait beklenilen uzunluktaki spesifik bantlar elde edilmistir.

722 bo >
616 bp ——»

220 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N

Sekil 4.10. PNRSV, PPV ve PDV viriislerine ait DNA fragmentlerine ait bantlar (M: 100 bp DNA
marker; 1,2,3,4 no’lu 6rnekler PNRSV; 5,6,7 no’lu ornekler PDV; 8,9,10 no’lu PPV ile enfekteli
ornekler, N: Negatif kontrol.

Badem ¢icek orneklerinden ELISA testinde PPV i¢in 1 adet pozitif reaksiyon veren
cicek Ornegi ile siipheli sonuglar veren 39 cicek 6rnegi RT-PCR ile testlenmistir. RT-PCR
testi sonucunda PPV viriisli genomuna ait 220 bp uzunlugundaki fragmentin sadece pozitif
reaksiyon veren Ornekte varligi kanitlanmistir (Sekil 4.11). Diger 39 cigcek 6rnegi RT-PCR
testi sonucunda da PNRSV ve PDV viriisleri i¢in pozitif reaksiyon vermemistir. Serolojik
testler sonucunda badem yaprak 6rneklerinin RT-PCR ile teshisi i¢in segilen 14 adet yaprak
orneginde ELISA testi sonucunda pozitif reaksiyon veren 4 badem yaprak 6rneginin disinda
PPV ile enfekteli Orneklere rastlanmamustir. Sekil 4.12°de goriildiigli lizere 4 yaprak

orneginde 220 bp uzunlugunda yeterli amplifikasyon {iriinii elde edilmistir.
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220 bp

Sekil 4.11. RT-PCR sonucu PPV ile enfekteli badem ¢igek petal yaprak orneklerine ait 220 bp
uzunlugundaki bantin goériiniimii (M: 100 bp DNA Marker, 1 no’lu érnek, N: Negatif Kontrol, 3,4,5
no’lu badem cicek drnekleri)

220bp —»

M 1 2 3 4 N

Sekil 4.12. PPV viriisii ile enfekteli yaprak érneklerine ait PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen
bantlar (M: 100 bp DNA marker; 1,2,3,4 no’lu PPV ile enfekteli 6rnekler, N: Negatif kontrol)

PDV viriisiiniin RT-PCR ile teshisi icin segilen 20 ayr1 izolattan ii¢ pozitif 6rnegin
disinda (Sekil 4.13) yeterli amplifikasyon iirlinii saglanamamis, bdylece ELISA testi sonucu

elde edilen bulgulardan farkli bir sonug elde edilememistir.

722 bp

M 1 2 3 N

Sekil 4.13. PDV viriisii ile enfekteli 6rneklerde tespit edilen 722 bp uzunluktaki PCR iiriinleri (M:
100 bp DNA marker, 1,2,3 no’lu PDV ile enfekteli yaprak érnekleri, N:Negatif kontrol)
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PNRSYV viriisiiniin RT-PCR ile teshisi i¢in, ELISA testi sonucunda pozitif reaksiyon
veren Orneklerin yani sira slipheli sonuclar veren ornekler ile simptom gosteren ancak negatif
sonuclar veren 71 yaprak ornegi i¢in uygulanmistir. ELISA testinde negatif sonu¢ veren 5
yaprak ornegi PCR sonucunda pozitif reaksiyon vermistir. Cizelge 4.1°de gdsterildigi gibi bu
say1 PNRSV saptanan yaprak 6rnek sayisina 76+5=81 eklenmistir. Sekil 4.14’de gosterildigi
gibi spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR testi sonucunda PNRSV’niin 616 bp

uzunluktaki DNA fragmentlerine ait bantlar elde edilmistir.

M 1 2 3 4 5 N

Sekil 4.14. PNRSV viriisiiniin RT-PCR testi sonucu elde edilen PCR iriinleri (M: 100 bp DNA
marker; 1,2,3,4,5 no’lu PNRSV ile enfekteli yaprak 6rnekleri, N: Negatif kontrol)
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5. TARTISMA VE SONUC

Trakya Bolgesi’nde tarla tarimi en O6nemli tarimsal ugras alani olmasina ragmen
direticilerin daha degerli bitkisel tiriinlere yonelmeleri meyveciligi bir alternatif olarak ortaya
cikarmaktadir. Sert cekirdekli meyvelerden bademin (Prunus dulcis Mill.)’in geleneksel
olarak bireysel agaclar halinde bolgenin her yerinde bulunmasi meyve tiirii olarak kapama
badem bahgesi ve plantasyonlar1 tesis edilmesini 6zendirmektedir. Tarim ve Koyisleri
Bakanligr’nin Trakya Bolgesi iireticilerini, kiiltlir bitkileri ¢esitliligi bakimindan polikiiltiire
ozendirmesi yaninda Cevre ve Orman Bakanligi’nin 6zel orman tesis projelerinde ceviz ve
bademe Oncelik vermesi ciftgileri badem {iretimine yoOneltmektedir. Bademin botanik
taksonomideki yeri incelendiginde Akalin (1952) ile Bayrak ve Yilmaz (2009) belirtmektedir.
Tiirkiye florasinin en az ii¢ tir bademin anavatani oldugunu gostermektedir. Prunus
amygdalus amara, act bademe acilif1 veren siyanitrik asit olup tibbi olarak aci badem
yagindan yararlanilir. Diger badem tiir ve ¢esitlerinde siyanitrik asit icerigi ¢cok diisiik veya
hic bulunmaz. Yenilerek tiiketilebilecek bademler, tatli bademlerdir. Halen Tarim ve
Koyisleri Bakaligi’'nca 11 ¢esit yerli, 10 ¢esit de ithal olmak iizere 21 ¢esit badem tescil
edilmistir ve fidan iiretimine izin verilmistir (Bayrak 2009). Ayrica 5 yerli 9 ithal olmak {izere
14 yeni aday ¢esit tescil asamasinda bulunmaktadir. Bunun anlami Tirkiye’nin neresinde
olursa olsun en olumsuz toprak ve iklim kosullarma uygun badem fidan1 bulmak ve
degerlendirmek miimkiindiir. Tiirkiye’ nin ytliksek liretim potansiyeline sahip olmasma ragmen
2008 yili verilerine gore Diinya badem iiretiminde 8. sirada yer almasi ve yilda 1000 tona
yakin ithalat yapmasi kabul edilebilir bir husus degildir. Halen Trakya Bolgesi’nde bazi ithal
cesitler ve yerli Dokuz Oguz cesidi ile kurulmus tesislere rastlanmaktadir. Bunlarin artmasi
gerekir.

Her Kkiiltiir bitkisi gibi bademin de patojenlerden ve stres faktorlerinden kaynaklanan
hastaliklar1 vardir. Nitekim Horst (2008), Diinya’da bademin 18 fungal, 3 bakteriyel, 2
nematod, 6 adet de viriis hastaligi olmak iizere toplam 29 patojenik hastaliktan zarar
gordiiglinii  bildirmistir. Bu hastaliklardan sistemik virlis hastaliklarinin = Sekil 3.1°de
gosterildigi lizere Trakya Bdlgesi badem iiretim alanlarinda bulunabilecegi hipotezi ile bu
proje calismasi gergeklestirilmistir. 2010 yilinda yapilan siirveyler sonucu Trakya badem
iretim alanlarindaki il ve ilgelerden Cizelge 3.1°de gosterilen 158 ¢igek ve 260 adet yaprak
ornegi toplanmustir. Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.8, Sekil 4.9°da

goriildigli gibi sistemik simptomlar sergileyen agaclardan cigek ve yaprak ornekleri elde
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edilerek ve bu ornekler Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV), Prune dwarf virus (PDV)
ve Plum pox virus (PPV)’leri bakimindan incelenerek sonuca ulasilmistir.

Bertozzi ve ark. (2002) tarafindan da onerildigi sekilde elde edilen ¢igek ve yaprak
orneklerine zaman alic1 ve mekaniksel inokulasyon ve biyolojik indeksleme yerine dogrudan
Clark ve Adams (1977) 1 6nerdigi ELISA serolojik testleri ile Mullis ve ark. (1986) ve Saiki
ve ark. (1988) gelistirdikleri Polymerase Chain Reaction (PCR) testleri uygulanarak sonuglar
elde edilmistir.

Sonuglardan ilki bdlgeden toplanan 158 badem cicek drneginden sadece 1 tanesinde
Plum pox virus (PPV)’ne rastlanmis olmasidir. Halbuki Bertozzi ve ark. (2002) Prunus
necrotic ring spot virus (PNRSV)’niin arastirilmasinda badem ¢igek tomurcuk ve petal
yapraklarmm, Silva ve ark. (2003) ise Prune dwarf virus (PDV)’niin saptanmasinda badem
cicek ve polenlerinin uygun materyal olabileceklerini ileri stirmiislerdir. Calismada her iki
virlisiin yaprak Orneklerinde saptandiklari halde cicek Orneklerinde bulunmayislart bir
celiskiyi ortaya koymustur.

Cizelge 4.1°de gosterildigi gibi Trakya Bolgesi’nde badem agaclarindan alinan yaprak
orneklerine uygulanan ELISA ve RT-PCR test sonuglarinda Prunus necrotic ring spot virus
(PNRSV)’niin % 31,15 oraninda, Prune dwarf virus (PDV)’niin % 4,23 oraninda ve Plum pox
virus (PPV)’niin % 2,31 oraninda bulundugu saptanmistir. Bu bulgular Azeri ve Cigek (1994)
tarafindan Ege Bolgesi badem fidanliklarindaki Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV) ve
Prune dwarf virus (PDV)“in bulunus oranlarmi teyit etmektedir. Ancak bademlerde % 2,31
oraninda da olsa PPV’niin saptanmis olmasi, bu viriise hem c¢igek ve hem de yaprak
orneklerinde rastlanmis olmasi badem i¢in yeni ve Onemli bir bulguyu ifade etmektedir.
Aslinda ilbag1 ve ark. (2008) PPV’nii Trakya Bolgesi’nin dogal bir bitkisi olan Prunus
spinosa L.’da % 24,10 oraninda saptamis olup viriisin PPV-M 1ki oldugunu da
bildirmislerdir. Keza Sipahioglu ve ark. (1999) hem Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV)
hem de Prune dwarf virus (PDV)’nii Dogu Anadolu Bolgesi’ndeki sert ¢ekirdekli meyve
tiirlerinde saptamis olmalarina ragmen PPV ’niin bademlerde bulunduguna dair herhangi bir
bulguya ulasmamislardir. Benzer sekilde Jarrar ve ark. (2001) Filistin’de badem agaglarinda
% 13,3 oraninda Prune dwarf virus (PDV)’ne rastlarken Prunus necrotic ring spot virus
(PNRSV)’nii % 25 oraninda kirazda ve % 26,7 oraninda seftalide bulmuslardir. Bu ii¢ viriisiin
Trakya Bolgesi’ndeki badem agaglarinda % 38,84 oraninda bulasik olmasi bdlgede kurulan ve
kurulacak olan badem bah¢e ve plantasyonlar1 i¢in tesisleri kurma asamasinda Onlemler

almmasini da gerekli kilmaktadir.
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Trakya Bolgesi’'ndeki badem agaglarinda Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV),
Prune dwarf virus (PDV) ve Plum pox virus (PPV)’niin bulunusu, molekiiler RT-PCR testi ile
de saptanarak TUcii bir arada Sekil 4.10°da sergilendigi gibi bu viriislere ait DNA
fragmentlerine ait bantlarla kanitlanmistir. Badem Orneklerinde bu {i¢ viriisiin birden
testlenmesi i¢in Jarosova ve ark. (2010) tek tiipte multiplex RT-PCR yontemini ve bunun i¢in
de bir primer kokteyli hazirladiklarmi bildirmislerdir. Boyle arastirmalar badem agaglarinda
saptanmis olan virlislerin diger sert ¢ekirdekli meyveler i¢in de 6nemli oldugu seklinde de
degerlendirilmelidir. Ayrica bu virlislerden Plum pox virus (PPV) badem ¢igek Orneginde
saptanarak 220 bp uzunlugundaki bant Sekil 4.11°de gosterilmistir. Keza Plum pox virus
(PPV)’niin badem yaprak Orneklerindeki varligi keza tekrar saptanmistir. Bu bulgular Plum
pox virus (PPV)’niin Tiirkiye’nin Trakya Bolgesi badem agaglarinda hem ELISA ile ve hem
de RT-PCR testi ile saptanmis oldugu ilk bulgulardandir. Keza RT-PCR test sonuglarina gore
Prune dwarf virus (PDV)’niin varlig1 da badem yaprak orneklerinde saptanmis olup 722 bp
uzunluktaki PCR iirlinlerini igceren bantlar Sekil 4.13°de sergilenmis bulunmaktadir. ELISA
testlerine gore; Trakya Bdlgesi badem agaglarinda % 31,15 oraninda saptanan Prunus
necrotic ring spot virus (PNRSV)’niin yaprak orneklerindeki varligi RT-PCR testi sonucu
Sekil 4.14°de goriildiigii gibi 616 bp’lik beklenen uzunluktaki bantlar1 vermistir.

Gerek serolojik ELISA testleri ve gerekse molekiiler RT-PCR testleri sonucunda
Trakya Bolgesi’ndeki badem agaclarinda ii¢ ayri virlisiin bulundugu ve bunlarin Prunus
necrotic ring spot virus (PNRSV), Prune dwarf virus (PDV) ve Plum pox virus (PPV)
olduklar1 somut bir sekilde kanitlanmistir. Stiphesiz bolgede kurulacak badem plantasyonlari
ve kapama badem bahgelerinin tesisinde bu viriislerden ari fidan kullanimi yaninda bireysel
olarak Trakya’nin her yerlesim biriminde goriilen yashh badem agaclarinin eradikasyonu ile
verimli tesisler kurulabilir. Nitekim bu dogrultudaki basarili 6rnek calisma Portekiz’de

Miguel ve ark. (2000) bildirdigi gibi Tiirkiye’de de basarilabilecegi agiktir.
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EK 1.

DAS-ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (Phosphate Buffered Saline) (PBS) pH:7,4

NaCl.....ooviiiiiiiinn, 8,0 gr
KHyPOy4..oooiii 0,2 gr
Na,HPO4.7H,0............ 2,9 gr veya
*Na,HPO,4.7H,0............ 2,3 gr
*Na,HPO4.2H,0............ 1,44 gr
*Na,HPO, (Susuz).......... 1,15 gr
KCL.ooo 0,2 gr
NaNz. ..o 0,2 gr

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’1 0,1 NaOH veya 0,1 N

HCl ile ayarlanmis ve +4 °C’de saklanmustir.

2. Kaplama Tampon Cozeltisi (Coating Buffer) pH: 9,6

NayCO3z.ovvvviieeaaa e, 1,59 gr
NaHCO;3...covvivvaaia. .. 2,93 gr
NaNsz. oo 0,2 gr

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’1 ayarlanmus ve +4 °C’de

saklanmustir.
3. Yikama Tampon Cozeltisi (Washing Buffer) pH: 7,4
Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) .......coooviiiiiii 1 litre

TWEEN-20. ... oot 0,5 litre

1 litre PBS tampon ¢6zeltisi igerisine 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmistir. Kullanim

siiresince +4 °C’de saklanmustur.
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4. Ornek Tampon Cozeltisi (Sample Extraction Buffer)
Bir litre yikama tampon ¢6zeltisi igerisine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40) ilave edilerek

hazirlanmstir.

5. Konjugat Tampon Cozeltisi (Enzyme Conjugate Buffer)
Ornek tampon ¢dzeltisi................ccoveeiiiiinn.n, 1 litre

Ovalbumin (egg albumin)..................ceeveeveenn2 g8

1 litre 6rnek tampon ¢ozeltisi igerisine % 0,2 oraninda ovalbumin ilave edilerek hazirlanmig

ve +4 °C°de saklanmustir.
6. Substrat Tampon Cozeltisi (Substrat Bufter) pH: 9,8

Diethanolamine...................ooooiiii . 9,7 ml

9,7 ml Diethanolamine 80 ml saf su i¢ine ilave edildikten sonra 0,02 gr NaN; eklenmis ve
HCI ile pH: 9,8’¢ ayarlanarak saf su ile 100 ml’ye tamamlanmstir. Cozelti + 4 °C’de

saklanmis ve kullanilmadan 6nce pH’1 kontrol edilmistir.
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EK 2.

Total Niikleik Asit Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Ekstraksiyon Buffer (Grinding Buffer) pH: 5,6-5,8

Guanidine Thiocyanate (4 M)......ccevviiiiiiiiiiiiiieanenn, 23.64 gr
NaOAc (pH: 5,2) (0.2 M), 1.36 gr
EDTA (25MM). .o 0,465 gr
KOAC (I M) e, 4,9 gr
PVP-40 (% 2,5Wt/VOL)...coeiii 1,25 gr
2-ME (% 1)

CH3COOH ile pH ayarlanir. Otoklav ile steril edilir. Caligma siiresince ezme tamponu 4°C’de
saklanir. % 1’lik Mercaptoethanol ekstraksiyondan hemen Once eklenir. Ekstraksiyon

tamponu, 50 ml’ye gore hazirlanmistir.

2. Sodyum Iyodid Soliisyonu (Nal)
NSO et 0.75 gr
Nal (Sigma S8379)....viiiii i 36 gr

40 ml steril saf su igerisinde kimyasallar ¢ozdiiriilir. Daha sonra saf su ile 50 ml’ye

tamamlanir. Otoklav ile steril edilir. Calisma siiresince 4°C’de saklanur.

3. Silika Siispansiyonunun Hazirlanmas: pH: 2,0

Silica (Sigma %12 S5631)....ccvviiiiiiiiiiiiienn, 60 gr

Bir meziir kabindaki 500 ml saf su igerisine 60 gr silika koyulur ve karistirilir. 24 saat
beklenir. 470 ml iist stv1 atilir ve 500 ml’ye tamamlanarak iyice karistirilir. 5 saat bekletilir ve
440 ml st siv1 atilir. Geriye kalan 60 ml bulamag¢ HCI ile pH’1 2,0 olarak ayarlanir. Otoklav

edilir ve karanlikta oda sicakliginda saklanir.
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4. Yikama Tampon Cozeltisi (Washing Buffer 1X)

Tris-HCLpH: 7,5 (1 M) 10 mM
EDTA (5M) i 0,5 mM
NaCL(0,5 M) oo 50 mM

Ethanol % 50

Bilesimler eklendikten sonra saf su ile 100 ml’ye tamamlanir. Daha sonra % 50 oraninda
Ethanol yani 100 ml saf Ethanol eklenerek 200 ml’ye tamamlanir. Ethanol eklemeden 6nce

otoklav ile sterilize edilir ve 4°C’de saklanir.
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EK 3.

Elektroforezde Kullanilan Tampon Cozeltiler

50 X TAE (Tris Acetate EDTA) Stok Soliisyonu

TriS-base. ..ovvvei e 242 gr
Glacial Acetic Acid..........oovviiiiiiii. 57,1 ml
EDTA (0,5M)..viieiiiiiiiiieceee e 100 ml

TAE tampon hazirlamada, 242 gr Tris base steril beherglasa konur. Uzerine 57,1 ml Glacial
Acetic Acid ve 100 ml EDTA (pH: 8,0)’dan koyularak steril su ile 1 litreye tamamlanur.

Otoklavda steril edilerek oda sicakliginda saklanir.
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7. TESEKKUR

Trakya Bolgesi’nde Badem agaglarinda goriilen viriis hastaliklarini tez konusu olarak
belirleyen ve hazirlanma siiresince katkilarini ve yardimlarini esirgemeyen danisman hocam
Saym Dog. Dr. Havva ILBAGI’na ve Yiiksek Lisans dgrenimim boyunca deneyimlerini ve
bilgilerini siirekli benimle paylasan hocam Sayin Prof. Dr. Ahmet CITIR’a tesekkiir etmeyi
bir bor¢ bilirim. Tez ¢alismam esnasinda yapicit elestirilerini ve desteklerini esirgemeyen
Saym Dog. Dr. H. Murat SIPAHIOGLU na ve Aras. Gor. Mustafa USTA’ya ¢ok tesekkiir
ederim. Tiim egitimim boyunca bana her konuda destek veren ve cesaretlendiren aileme goniil
dolusu tesekkiirlerimi, minnettarhigimi ifade etmek isterim. Ayrica TUBITAK-TOVAG 109
O 491 numaral1 proje kapsaminda tez ¢alismami destekleyen Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik

Arastirma Kurumu (TUBITAK) na tesekkiirlerimi sunarm.

Melis KARABACAK
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