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Malatya, Elazig ve Adiyaman illeri badem ve ceviz {iretim alanlarinda Peach
latent mosaic viroid (PLMVd)’inin belirlenmesi amaciyla 2019-2020 yillarinda
survey caligmalar yliriitiilmiistiir. Badem ve ceviz iiretim alanlarindan rastgele
toplam 530 yaprak 6rnegi toplanmis ve total RNA izolasyonlar1 gerceklestirilmigtir.
PLMVd’nin toplanan Orneklerdeki varligini aragtirmak igin ters transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (reverse transcriptase polymerase chain reaction, RT-
PCR) yontemi kullanilmistir. RT-PCR yoOntemi ile testlenen badem orneklerinin
hicbirinde PLMVd infeksiyonuna rastlanmamistir. Testlenen ceviz Ornekleri
icerisinde Malatya ili Hekimhan il¢esinden alinan 6rneklerin tamaminda (10 6rnek, H
izolatlar1) ve Elazig ili Keban il¢esinden alinan 6rneklerden sadece birinde (25 6rnek,
K1 izolat1) PLMVd’nin varlig1 tespit edilmistir. PLMVd-K1 izolat1 ve rastgele secilen
H1, H2 ve H3 izolatlarinin tiim genomlari, bir TA klonlama vektorii olan pGEM-T
Easy vektore aktarilarak klonlanmistir. Saflagtirilan rekombinant plazmidler,
tiniversal SP6 ve T7 primerleri ile ¢ift yonlii olarak dizilenmis ve elde edilen PLMVd
dizileri CLC Mainworkbench programinda iist iiste ¢cakistirilmis (contig) ve referans
dizi baz alinarak manuel olarak diizeltilmistir. Elde edilen konsensus dizilerine gore;
PLMVd-K1 (MW294170), -H1 (MW294171), -H2 (MW294172) ve -H3
(MW294173) izolatlariin 338 bp uzunlugunda olduklar: tespit edilmistir. RNA
katlanma analizlerinde, tespit edilen dort PLMVd-ceviz izolatinin da referans PLMVd
izolatinin (M83545) olusturdugu gibi dallanmisg kiire sekilinde ikincil yap1
olusturduklar1 goriilmiistiir. Cevizlerde tespit edilen PLMVd izolatlarinin diinyanin
farkli cografi bolgelerinde tespit edilen 20 farkli PLMVd izolatinin niikleotid dizileri
ile %96.7-99.1 arasinda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Malatya-Hekimhan ve
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Elaz1g illeri ceviz liretim alanlarinda PLMVd infeksiyonlarinin varlig: ilk defa bu
caligma ile ortaya konmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Adiyaman, badem, ceviz, Elazig, Malatya, molekiiler
karakterizasyon, PLMVd, RT-PCR
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DETECTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Peach latent
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(Juglans regia ..) GROWING AREAS IN MALATYA, ELAZIG AND
ADIYAMAN PROVINCES (TURKEY)
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Supervisor: Prof. Dr. Hikmet Murat SIPAHIOGLU

Survey studies were conducted to investigate the presence of Peach latent
mosaic viroid (PLMVd) infections in almond and walnut production areas of Malatya,
Elazig and Adiyaman provinces between 2019-2020. A total of 530 leaf samples were
randomly collected in almond and walnut orchards and total RNA were extracted.
Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) method was implemented
to investigate the presence of PLMVd infections in collected samples. PLMVd was
not detected in any of the almond samples tested by RT-PCR method. Among the
walnut samples tested, the presence of PLMVd was identified in all of the samples
taken from the Hekimhan district of Malatya province (10 samples, H isolates) and in
only one sample taken from Keban district of Elazig province (25 samples, K1
isolate). The purified recombinant plasmids were bidirectionally sequenced with
universal SP6 and T7 primers, and the obtained PLMVd sequences were overlaped
with the help of CLC Mainworkbench program and editid manually. According to the
consensus sequences, PLMVd-K1 (MW294170), -H1 (MW294171), -H2
(MW294172) and -H3 (MW294173) isolates were found to be 338 bp in length. In
RNA folding analyses, it was observed that all four detected PLMVd-walnut isolates
formed a branched secondary structure, as did the reference PLMVd isolate
(M83545). It was determined that PLMVd isolates detected in walnuts showed
similarity between 96.7-99.1% with the nucleotide sequences of 20 different PLMVd
isolates detected in different geographical regions of the world. With this study, the
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PLMVd was identified for the first time in the walnut production areas of Malatya-
Hekimhan and Elazig provinces.

KEYWORDS: Adiyaman, almond, walnut, FElazig, Malatya, molecular
characterization, PLMVd, RT-PCR
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1. GIRIS
Tiirkiye, olduk¢a zengin bir biyogesitlilige sahiptir. Bulundugu cografyadan

kaynakli pek ¢ok meyve tiiriiniin yetistiriciliginin yapildig1 ve bir¢ogunun anavatani

konumunda olan bir iilkedir (Giilsoy vd., 2016).

Ulkemizde bag, turunggiller, sert ve yumusak cekirdekli meyveler yanisira sert
kabuklu meyveler de olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Findik, badem, antep fistig1,
ceviz ve kestane sert kabuklu meyveler grubuna dahildir. Bu gruptan badem ve ceviz
iretimi hem tilke ekonomisi bakimindan hem de insan sagligi acisindan oldukca
onemlidir. Ulkemizde 6zellikle son yillarda mevcut iiretim alanlarina ek olarak her y1l
devlet tesvik ve destekleri ile 6zellikle orman vasfini kaybetmis alanlarda proje
kapsaminda yeni ceviz ve badem bahgeleri tesis edilmektedir. Bu kapsamda caligsma
alanimizi1 olusturan Malatya, Elaz1g ve Adiyaman’da da ceviz ve badem iiretim alanlar1

giin gectikce artmaktadir.

Son yillarda diinyada ve Tiirkiye’de saglikli beslenme konusunda artan talep,
hizli galisma ve zaman eksikligi nedeniyle besin degeri yiiksek olan gidalara olan talep
artmakta ve tiiketim aligkanliklarindaki degisimlerden (6rnegin kahvaltilik miisli vb
riinler, enerji veren ¢ikolata ve barlar gibi) kaynakli sert kabuklu meyvelere ve

dolayist ile cevize ve bademe olan yonelim artmaktadir (Pezikoglu vd., 2014).

1.1. Cevizin Anavatani ve Sistematikteki Yeri

Cevizin kokeni, Hazar Denizi kiyisinda bulunan Ghillan (iran’m kuzeyi)
bolgesindedir. Karpat Daglari’ndan iran, Irak, Afganistan, Tiirkiye, Mangurya, Giiney
Rusya, Hindistan ve Kore’ye kadar oldukca genis bir bolgenin dogal bitkisi olup,
buralardan Avrupa, ABD ve diger iilkelere yayilmistir (Kapluhan, 2015). Oldukca
genis ve farkli kullanim alanina sahip bir bitki olan cevizin yapragi, meyvesi ve
kerestesi sanayinin degisik alanlarinda kullanilmaktadir (Tekintag, 1991). Yesil
meyveler kabuk sertlesmeden Once gida ve ilag sanayinde; yapraklari, kabuklar1 ve
kokleri tanen ve boya sanayinde; ceviz yagt hem teknolojide hem de resim sanatinda
kullanilmaktadir. Ayrica ceviz agact mobilyacilikta da onemli bir hammadde
kaynagidir (Oliveira vd., 2008). Ceviz sistematik siniflandirmadaki siralamada

Juglans regia L. bilimsel ismi ile ifade edilmektedir (Sen, 1986) (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Ceviz bitkisinin siniflandirilmasi

Cevizin taksonomisi

Alem Plantae (Bitkiler)

Sube Magnoliophyta (Kapalitohumlular)
Sinf Magnoliopsida (Iki ¢cenekliler)
Takim Juglandales

Familya Juglandaceae (Cevizgiller)

Cins Juglans

Tiir Juglans regia L.

1.2. Diinyada ve Tiirkiye’de Ceviz Verileri

Diinya Tarim Orgiitii (FAO) verilerine gére, diinyada 1 159 484 ha alandan 3
662 507 ton ceviz liretimi yapilmaktadir. 2000-2018 yillar1 arasindaki diinya ceviz
iiretim verilerine baktigimizda kita olarak Asya ve Kuzey Amerika ilk siralarda yer

almaktadir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Diinya ceviz iiretimi (FAO, 2020a)

Diinyada 2010-2018 yillar1 arasindaki ceviz liretiminde ilk 10 iilke icerisinde
Cin ilk siray1 alirken; bunu sirastyla ABD, Iran ve Tiirkiye takip etmektedir. Ceviz
iiretiminde Cin ile diger iilkeler arasinda olduk¢a 6nemli bir fark bulunmaktadir.

Cin’de ceviz iiretimi 1 925 403 ton iken, Amerika’da 571 526 ton, Iran’da 349 192,



Tiirkiye’de 210 000 ton, Meksika’da 147 198, Ukrayna’da 108 660, Sili’de 81 163 ton

ceviz liretimi yapilmistir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. 2010-2018 yillar arasinda ilk 10’da yer alan iilkelerde ceviz iiretimi (FAO,
2020b)

Sekil 1.3°de goriildiigli gibi diinyadaki ceviz {iretim alani ile liretim miktari
yillara gore degismekle birlikte genel olarak paralel seyretmistir. Diinyadaki en yiiksek
ceviz Uretiminin 2012 ve 2018 yillarinda gergeklestigi gortiliirken, en diisiik ceviz

iiretimi ise 2010 ve 2013 yillarinda gergeklesmistir (FAO, 2020c¢).
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Sekil 1.3. Diinyada 2010-2018 yillar1 arasinda ceviz tiretim/verim verileri (FAO,
2020c)
Ceviz, iklim kosullarmin uygunlugu nedeniyle iilkemizin tiim tarim

bolgelerinde yetistirilmektedir. Ozellikle son 25 yilda bélgeler ve iller bazinda



iiretimde artig goriilmektedir (Bayazit vd., 2016). Tiirkiye’deki ceviz liretim alan1 1

245 527 da olup iiretim miktar1 225 000 tondur (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Yillara gore Tiirkiye’de ceviz iiretimi (TUIK, 2020a)

Yillar Meyve veren Meyve Toplu Verim Uretim
yasta vermeyen meyveliklerin (kg/meyve  (ton)
agac sayisli yasta agac alanm1 veren agac)

(adet) sayisi (dekar)
(adet)

2010 5441 051 3643 380 413 932 33 178 142

2011 5594 576 4045119 468 378 33 183 240

2012 5977 397 4 541 958 552 019 34 203 212

2013 6526 028 4 877 669 639 015 33 212 140

2014 7000 897 5374 456 693 947 26 180 807

2015 7 596 020 5560227 718 196 25 190 000

2016 8171 185 6873271 868 528 24 195 000

2017 8766 811 7 894728 920 128 24 210 000

2018 9 875 068 8 896 575 1117 749 22 215 000

2019 11 250 526 10 004 317 1245527 20 225000

Survey calismalarin1 olusturan illerdeki ceviz iiretimi son yillara kadar
geleneksel yontemlerle ve kenar bitkisi olarak yetistirilmekte olup, tek aga¢ seklinde
ev bahgelerinde de yetistirilmektedir. Ancak son yillarda Tarim ve Orman
Bakanligi’nin tesvikleriyle kapama bahgeler kurulmaya baslanmis ve her gecen giin
kapama bahgelerin sayisi artmaktadir. Survey c¢alismalarmin yiriitildigi il ve

ilgelerdeki ceviz liretim miktarlar1 ve iiretim alanlar1 Cizelge 1.3°de verilmistir.



Cizelge 1.3. Survey calismasi yapilan il ve ilgelerdeki ceviz iiretimi ve alam (TUIK,

2020b)
Iller Tigeler Uretim Alan
(ton) (dekar)

Akcadag 169 1765
Battalgazi 193 810
Darende 333 1679
Dogangehir 344 3350
Hekimhan 1511 3650

Malatya Piitiirge 293 955
Yesilyurt 233 1537
Toplam 3 853 17173
Merkez 629 6 350
Agin 12 192
Baskil 290 1 850

Elazig
Keban 438 1300
Toplam 2187 12 305
Merkez 230 1 050
Besni 407 3 600
Golbasi 1 806 11 660
Kahta 363 2 800

Adiyaman
Tut 91 1 825
Toplam 3199 22160

1.3. Bademin Anavatan ve Sistematikteki Yeri

Bademin anavatani Orta ve Bat1 Asya’dir. Buradan Cin, Hindistan, Iran, Suriye
ve Akdeniz {ilkelerine yayilmistir (Kiiden vd., 2014). Tirkiye’de ise Dogu
Karadeniz'in kiy1 bolgesi ile ¢ok yiiksek yaylalar haricinde hemen hemen her bolgede
yetistirilmektedir. Ulkemizdeki badem yetistiriciligi Ege (Manisa, Mugla), Akdeniz
(Antalya, Mersin) ve Giineydogu Anadolu (Adiyaman, Sanlwurfa, Gaziantep)
Bolgesinde yogunlagsmistir (Eldogan, 2020). Ancak son yillarda Malatya, Elazig ve
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Adiyaman’da badem {iretimi oldukca yayginlasmaya baglamistir. Badem, sistematik
siniflandirmadaki siralamada Prunus dulcis (Mill.) bilimsel ismi ile ifade edilmektedir

(Barreca, 2020) (Cizelge 1.4).

Cizelge 1.4. Badem bitkisinin siniflandirilmast

Bademin taksonomisi

Alem
Sube
Sif
Takim
Familya
Cins

Tir

Plantae (Bitkiler)

Magnoliophyta (Kapalitohumlular)
Magnoliopsida (Iki ¢cenekliler)
Rosales

Rosaceae (Giilgiller)

Prunus

Prunus dulcis (Mill.)

1.4. Diinyada ve Tiirkiye’de Badem Verileri

FAOQO verilerine gore, 2000-2018 yillar1 arasindaki diinya badem iiretim

verilerine baktigimizda kita olarak Okyanusya ve Kuzey Amerika ilk siralarda yer

almaktadir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Diinya badem iiretimi (FAO, 2020¢)



Diinyada 2 071 884 ha alandan 3 182 902 ton badem iiretimi yapilmaktadir.
2010-2018 yillart arasindaki badem iiretiminde ilk 10 {ilke icerisinde ABD ilk siray1
alirken; bunu sirastyla Ispanya, Iran, Fas, Italya ve Tiirkiye takip etmektedir. Badem
iiretiminde ABD ile diger lilkeler arasinda olduk¢a 6nemli bir fark bulunmaktadir.
Tiirkiye, Diinya badem iiretiminde 150 000 ton ile ABD, Ispanya, Iran, Fas’tan sonra

besinci sirada yer almaktadir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5.2010-2018 yillar1 arasinda ilk 10°da yer alan tilkelerde kabuklu badem
tiretimi (FAO, 2020f)

Sekil 1.6°da goriildiigii gibi diinya badem iiretim alani ile {iretim miktar1 yillara
gore degismekle birlikte, bazi yillar tiretim alan1 artmasina ragmen tiretim miktarinda
azalma meydana gelirken bazi yillar ise liretim miktarindaki azalma ya da artisa bagh
olarak iiretim miktarinda da o yonde bir azalma ya da artis gostermistir. Diinyadaki en
yliksek badem iiretimi 2018 yilinda gerceklesirken, en diisiik badem iiretimi ise 2015
yilinda ger¢eklesmistir.
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Sekil 1.6. Diinyada 2010-2018 yillar1 arasinda kabuklu badem iiretimi verileri (FAO,
2020g)

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére; Tiirkiye’deki badem iiretim

alan1 470 881 da olup tiretim miktar1 150 000 tondur (Cizelgel.5).

Cizelge 1.5. Yillara gore Tiirkiye’de badem iiretimi (TUIK, 2020c)

Yillar Meyve veren Meyve Toplu Verim Uretim
yasta vermeyen meyveliklerin  (kg/meyve  (ton)
agag sayisi yasta agag alam veren agacg)

(adet) sayisi (dekar)
(adet)

2010 3683032 2589493 171 478 15 55398

2011 4221 566 3101 231 205 039 17 69 838

2012 4679 833 3242 945 235 547 17 80261

2013 5255592 3602 097 254570 16 82 850

2014 5637326 3 814 999 270 203 13 73 230

2015 5863629 4294 611 296 714 14 80 000

2016 6663 996 4964 011 333 221 13 85 000

2017 6810165 5098 562 352017 13 90 000

2018 8490351 5400 809 421914 12 100 000

2019 9521707 6333129 470 881 16 150 000




Survey caligmalarinin yiriitiildiigi il ve ilgelerdeki badem yetistiriciligi daha
cok egimli, tash ve sulama gerektirmeyen alanlarda yapilmakta olup, yabani badem
agaclarinin da oldukga fazla oldugu goriilmekte ve son yillarda kapama bahgelerin
sayist gittikce artmaktadir. Survey calismasimin yapildigr il ve ilgelerdeki iiretim

miktarlar1 ve liretim alanlar1 Cizelge 1.6°da verilmistir.

Cizelge 1.6. Survey calismasi yapilan il ve ilelerdeki badem iiretimi ve alan1 (TUIK,

2020d)
Iller Tigeler Uretim Alan
(ton) (dekar)
Darende 172 1720
Dogangehir 185 1150
Yesilyurt 424 1208
Malatya Battalgazi 174 1 884
Akcadag 283 1 096
Hekimhan 233 2 800
Piitiirge 56 194
Toplam 2126 13318
Merkez 854 4 050
Agm 1061 4 660
Baskil 351 1 660
Elazig
Keban 387 2500
Toplam 3303 13307
Merkez 697 8 600
Besni 2284 16 020
Adiyaman Golbagi 1430 7 800
Kahta 10 455 35500
Toplam 15470 72 350




1.5. Ceviz ve Bademde Uretimi Simirlayan Faktorler

Sert kabuklu meyve tiirlerinden olan ceviz ve bademde iiretimi sinirlayan pek
cok biyotik ve abiyotik faktorler vardir. Biyotik faktorler arasinda yer alan hastaliklar
sert kabuklu meyve yetistiriciligi yapilan her yerde yetistiriciligi ve verimi sinirlayan

en Onemli faktorlerdendir.

Biyotik faktorler i¢inde goriilen hastaliklar arasinda viriis, viroid ve viriis
benzeri organizmalar yer almakta olup diger bitkisel {irlinlerde oldugu gibi, badem ve
ceviz gibi sert kabuklu meyvelerde de tiretimin kalite ve kantitesine etki ederek pazar
degerlerinin diismesine neden olmaktadirlar. Viriis, viroid ve virlis benzeri
organizmalara kars1 kimyasal miicadele yonteminin olmamasi ve bu tarz hastaliklarin
iiretim materyali, asilama, kiiltiirel islemler, polen ve vektorler ile taginmasi ve
yayilmalarinin olduk¢a kolay olmasindan dolayi; bu hastalik etmenleri ile en etkili
miicadele yontemi olarak etmenlerin dogru ve erken tani ve teshisinin yapilmasi, viral
hastalik kaynaklarinin yok edilmesi, vektdr ve yabanci ot miicadelesinin yapilmasi,
dayanikli veya tolerant gesitlerin kullanilmasi, viriisten ari tiretim materyali kullanmasi
gibi temel koruyucu Onlemlerin alinmasi onem arz etmektedir. Teknolojinin giin
gectikce gelismesi ile birlikte, viriis, viroid ve virlis benzeri hastalik etmenlerinin
teshislerinin rutin olarak yapilabilecegi test yontemleri kullanilmaya baglanmistir.
Kimyasal miicadelede yanlis ila¢ kullanimi, bitki besin elementi fazlaligi veya
noksanlig1 ve virlis haricindeki patojenler de viral hastaliklarinin neden oldugu
simptomlar gibi belirtiler olusturabilmektedir. Bu nedenle simptomolojik taniya ek
olarak serolojik, molekiiler ve biyolojik testlerin de yapilmasi gerekmektedir

(Uyemoto ve Scott, 1992; Kog, 2010).

1.5.1. Viroidler

Kiiltiir bitkilerinde ekonomik zarar olusturan 20. yy ortalarina kadar bir¢ok
arastirici tarafindan klasik bitki virilisleri olarak diisiiniilmekteyken (Bitters, 1952)
1962 yilinda patateslerde yapilan bir calismada patates ig yumru hastaligina bir
viriisiin degil, farkli bir grup olan viroidlerin neden oldugu belirlenmistir (Diener ve
Raymer, 1967). Yapilan bu ¢alismada, patates hiicrelerinde serbest olarak bulunan,
diistiik molekiiler agirliga sahip RNA’lar1 izole etmisler ve protein kilifa sahip olmayan

bu yeni patojen grubuna viroid adin1 vermislerdir. Viroidler ¢ogaltma materyali ile
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tagian, 1stya dayanikli RNA’lardan meydana gelen en kiiclik bitki patojenleridir
(Sekil 1.7). Viroidler kiigiik (246—401 bp), dairesel, tek iplikli RNA (ssRNA=single
stranded RNA) molekiil yapisindaki etmenlerdir (Daros vd, 2006).

Triticum aestivum —16.000.000.000

2.900.000.000

Homo sapiens

115.000.000

Arabidopsis
thaliana

Saccharomyces 12.500.000
)] cerevisiae

4.720.000

Escherichia coli g

879.000

Prion gene
NRASARANAANNAANA

Viroid

Sekil 1.7. Genomik biiyiikliiglin azalan 6l¢ek semasi (Flores vd. 2015)

Su ana kadar 32 viroid tiiri belirlenmis ve Pospiviroidae ve Avsunviroidae
olmak {izere 2 familyaya ayrilmistir (Di Serio vd., 2014). Pospiviroidae familyasinin
merkezi koruma bolgesine (Central Conserved Region, CCR) sahip iken,
Avsunviroidae familyast merkezi koruma boélgesine sahip degildir (Karagahi ve
Hajizadeh, 2020). Pospiviroidae familyas1 {yelerinde ribozim aktivitesi
bulunmamakta, niikleusta asimetrik olarak c¢ogalmakta ve kendi kendine kesim
yetenegine sahip olmayan stabil ¢ubuk sekilli ikincil yapilar olusturmaktadirlar.
Avsunviroidae familyasi {iyelerinde ise ribozim aktivitesi bulunmakta, kloroplastta
simetrik olarak ¢ogalmakta ve cekic basi goriiniimlii ribozim olusturan yapilar ile
kendi kendine kesim yetenegine sahiptirler. Pospiviroidae familyas1 iiyelerindeki,
cubuk seklinde olan molekiiler yap1 5 farkli fonksiyonel bolgeden olusmakta olup
bunlar; sag (Terminal Right, TR) ve sol (Terminal Left, TL) uc bdlgeleri, merkezi
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korunmus bolgeyi de (Central Conserved Region, CCR) iceren merkezi bolge (Central,
C) ve her iki u¢ bolge ile merkezi bolge arasinda kalan ve hastalik olusumundan
sorumlu bolge (Pathogenity, P) ile degisken bolge (Variable, V)’dir (Sekil 1.8).
Avsunviroidae familyas1 iyelerinde ise, ikincil yapisinin sol ug¢ bolgesinin “Y”
seklinde olmas1 haricinde dogal yapisi ¢ubuk seklindedir (Sekil 1.8). Viroidlerin ¢ogu
termodinamik olarak sahip oldugu sirkiiler RNA’nin bazi kisimlar1 tipki bir (tel) sag¢
tokasini andirir gibi birleserek icerisinde balon goriiniimlii kiigiik siskinlikler ile ¢ikint1

sekilli yapilar ihtiva eden iki iplikli ikincil yapilar olustururlar (Erkan vd., 2016).

- amily Pospiviroidae
iy = C Y I =

TERMINAL PATHOGENIC CENTRAL VARIABLE TERMINAL
RIGHT

Gp AAA e e
UCC CCGGGG ' CCUGGAG
[BENAREN
AGG GGCCC

Aacah U Aych

Sekil 1.8. Viroidlerin molekiiler yapisi (Flores vd. 2004)

Pospiviroidae familyas: 5 farkli genusa ayrilirken, Avsunviroidae familyasi
iiyeleri 2 cinse ayrilmaktadir. Bu cinslerin tamami grubu temsil eden {iye adinin

kisaltilmig hali olarak isimlendirilmektedir (Sekil 1.9).
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FAMILY SUBFAMILY GENUS SPECIES

PSTVd (Potato spindle tuber viroid)

PCFVd (Pepper chat fruit viroid)

TPMVd (Tomato planta macho
viroid)
CSVd (Chrysanthemum stunt
viroid)

POSPIVIROID CEVd (Citrus exocortis viroid)
TASVd (Tomato apical stunt viroid)

IrVd (Iresine viroid 1)

CLVd (Tomato chlorotic dwarf
viroid)

CLVd (Columnea latent viroid)

POSPIVIROINAE

HSVd (Hop stunt viroid)
HOSTUVIROID

DLVd (Dahlia latent viroid)

CCCVd (Coconut cadang-cadang

viroid)

CTiVd (Cocnut tinangaja viroid)
COCADVIROID

HLVd (Hop latent viroid)

CBCVd (Citrus bark cracking

viroid)

POSPIVIROIDAE
With CCR and

without hammerhead
self-clevage ASSVd (Apple scar skin viroid)

VIROIDS . ..
CVd-1II (Citrus viroid III)

ADFVd (Apple dimple fruit viroid)

GYSVd 1 (Grapevine yellow
speckle viroid 1)
GYSVd 2 (Grapevine yellow
speckle viroid 2)

APSCAVIROINAE ~ APSCAVIROID CDVd (Citrus dwarfing viroid)
CVd-V (Citrus viroid V)
CVd-VI (Citrus viroid VI)
PBCVd (Pear blister canker viroid)
CBLVd (Citrus bent leaf viroid)
PBCVd (Pear blister canker viroid)
AGVd (Australian grapevine viroid)
CbVd 1 (Coleus blumei viroid 1)
COLEVIROINAE COLEVIROID CbVd 2 (Coleus blumei viroid 2)
CbVd 3 (Coleus blumei viroid 3)

AVSUNVIROID ASBVd (Avacado sunblotch viroid)
AVSUNVIROIDAE
without CCR and with
hammerhead self- PLMVd (Peach latent mosaic)

clevage CChMVd (Chrysanthemum
PELAMOVIROID chlorotic mottle viroid)

ELAVIROID ELVd (Eggplant latent viroid)

AHVd (Apple hammerhead viroid)

Sekil 1.9. Viroidlerin siiflandirilmasi (ICTV, 2020)

Viroidlerin konukgu bitki igerisinde hiicreden hiicreye c¢ok hizli hareket
ettikleri ve floemde oldukca hizli ilerledikleri belirlenmistir. Viroidler bitkinin biiyiime

ve gelismesini olumsuz yonde etkilemekte ve bazi viroidler konukgu bitki icerisinde
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latent olarak bulunabilmektedirler (Semancik ve Szychowski, 1992). Viroid
hastaliklarinin belirgin simptomlar; enfekteli yapraklarda mozaik, lekelenme, damar
bantlagmas1 veya kaliko seklindedir. Viroid hastalik simptomlar1 biiyiikk ¢ogunlukla
viroidin irkina, neden oldugu hastaligin siddetine ve tipine, enfekte ettikleri konukguya
baglidir. Viroidlerin ikincil yapilari, viroidlerin yasam dongiisiinde 6zellikle de
replikasyon, ¢ogalma, tasinma ve konukgu bitki istilasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Bu nedenle, viroidlerin ikincil yapilarinin degerlendirilmesi konuk¢u-viroid iligkisini
anlamada onemli bir parametredir. Viroidlerin ikincil yapilarinin bilgisayar yardimli,
termodinamige dayanan tahminleri genis ¢apli kullanilmasina ragmen, in vitro ve/veya
in cellulo yapisal degerlendirmeleri daha ¢ok biyolojik olarak viroidin yasam dongiisii

ile ilgilidir (Adkar-Purushothama ve Perreault, 2019).

Son yillarda viroidlerin tan1 ve teshislerinin yapilabilmesi i¢in; poliakrilamid
jel elektroforez (polyacrilamide gel electrophoresis, PAGE) analizi (Faggioli vd.,
1997), radyoaktif ve radyoaktif olmayan problarla nokta blot hibridizasyonu
(Hernandez ve Flores, 1992; Kyriakopoulou vd., 2001; Shamloul vd., 1995) ve doku
blotlama hibridizasyonu yontemlerinden (Mandic vd., 2008) faydalanilmaktadir. Bu
yontemlerin yanisira hastaliga spesifik primer dizinleri kullanilarak yapilan RT-PCR
yontemi ile de oldukca hassas ve giivenilir sonuglar elde edilmektedir (Loreti vd.,

1999; Ragozzino vd., 2004; Shamloul vd., 1995; Shamloul ve Hadidi, 1999).

Viroidlerin birgok iilkede (Kuzey ve Giiney Amerika, Avustralya, Avusturya,
Cin, Fransa, Arnavutluk, Yunanistan, Japonya, Romanya, Sirbistan, Ispanya ve Tunus
vb.) hastaliklara neden oldugu bildirilmistir (Desvignes, 1986; Flores ve Lacer, 1988;
Kyriakopoulou vd., 2001; Mandic vd., 2008; Osaki vd., 1999; Shamloul vd., 1995).
Viriis, viroid ve virlis benzeri organizmalar {iriiniin kalite ve kantite degerlerini
bozmaktadir. Bu etmenlerin neden oldugu olumsuz sonuglarin ve etmenlerin

epidemiyolojisi hakkindaki arastirmalarin yetersiz oldugu kaydedilmistir.

Kayisi, nektarin, seftali, kiraz ve visnenin yer aldig1 sert ¢ekirdekli meyve
tiirlerinde goriilen viriis, viroid ve viriis benzeri hastaliklarin cogu bademde ve cevizde
de hastalik yapmaktadir. Ancak badem ve ceviz ile ilgili olarak yapilan ¢alismalar
sayisal olarak diger sert ¢cekirdekli meyvelere gore daha az sayidadir (Ogava vd, 1995,
Diekmann ve Putter, 1996, Micke, 1996). Sert ¢ekirdekli ve sert kabuklu meyve
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agaclarinda goriilen en 6nemli viroid hastaliklarindan birisi de Peach latent mosaic

viroid (PLMVd)’dir.
1.5.1.1. Peach latent mosaic viroid (PLMVd)

PLMVd etmeni ilk olarak Fransa’da tanimlanmis olmasina ragmen, daha
onceden ABD ve Japonya’da baska hastalik isimleri ile rapor edilmistir (Flores vd.,
2006). PLMVd; Avrupa iilkelerinde kayisi, erik, kiraz, kiiltiir armutu ve yabani
armutta (Faggioli vd., 1997; Hadidi vd., 1997; Kyriakopoulou vd., 2001), Tunus’ta
armut ve bademde bulunmustur (Fekih Hassen vd., 2004 ve 2005).

PLMVd etmeninin tasinmasi ile ilgili baz1 ¢aligmalar viroid olarak
tanimlanmadan once rapor edilmistir. Uzun mesafelere tasinma bir agacin bir dalina
inokiile edilerek uygun kosullar altinda yapilmis ve enfeksiyonun zamanla nasil
gelistigi takip edilmistir (Desvignes, 1981). PLMVd bitki siirgiliniiniin tepe noktasina
kadar taginabilmektedir. Enfekteli bir agacta, PLMVd’nin titresi diger cogu viroid ile
kiyaslandiginda nispeten diisiik olmasina ragmen; siirgiinlere, yapraklara, govdeye,
koklere ve meyvelere ¢ok iyi bir sekilde yayilabilmektedir (Flores vd., 1992). Geng ve
yeterli biiyiikliige erisen meyveler, PLMVd yoniinden zengin preparat elde etmek i¢in

en iyi kaynaklardir (Delgado vd., 2015).

PLMVd etmeni as1 ile kolayca tasinmakta ancak tohumla taginmamaktadir
(Desvignes, 1986). Ayn1 zamanda PLMVd, seftali yaprak biti (Myzus persicae)
(Desvignes vd., 1992; Flores vd., 1992) ve viroidle bulasik otsu bitkilerle de
taginabilmektedir (Flores vd., 1990; Hadidi vd., 1997). Elma, badem, kayisi, seftali,
kiraz, erik, ayva, kiiltiir armudu ve yabani armut gibi Rosaceae familyasina ait agag
tirleri PLMVd’nin konukgular1 olarak diisiiniilmektedir (Karagahi ve Hajizadeh,
2020). Asma ve mango gibi Rosaceae familyasinin digindaki bitki tiirlerinin de
PLMVd’nin konukg¢usu oldugu doku baski1 hibridizasyon yontemiyle rapor edilmistir
(El-Dougdoug vd., 2012).

PLMVd etmeni 6zellikle seftalide farkli yaprak simptomlar1 olusturmaktadir.
PLMVd varyantlarinin ¢ogu latenttir ve enfekteli agaclar yillarca simptom
gostermezler ve daha sonralari mozaik, kloroz, leke, damar bantlagmasi, ‘‘Peach

calico’’ olarak bilinen siddetli kloroz veya albinizm gibi farkli yaprak simptomlari
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gelismektedir. Tomurcuklarda nekrozlar goriiliirken, siirglinlerin gelisimi engellenir
ve dallarda nekrotik lekelenmeler ile geriye dogru 6liim, meyve kabugunda kiiciik
dairesel renk degistirmis alanlar meydana gelmektedir (Albanese vd. 1992; Desvignes,
1986). Bunlarin yanisira ¢igeklerde ¢izgilenme, yapraklarin agmasinda, ¢iceklenmede
ve meyvelerin olgunlagsmasinda gecikmeler, meyvelerde deformasyon ve renksizlesme
goriilen diger simptomlar arasindadir (Desvignes, 1986). Uygun sera kosullar1 altinda,
PLMVd izolatlarinin seftali anaci Prunus persica GF-305’in ¢dgiirlerinde yaprak
simptomuna neden olup olmamasina gore siddetli ya da latent itk oldugu
diisiiniilmektedir (Desvignes, 1980). PLMVd, aga¢larin yasam siiresini kisaltmakta ve
biyotik-abiyotik stres faktorlerine karsi agacin dayanikliliginin azalmasina neden

olmaktadir (Flores vd., 2006).

PLMVd Avsunviroidae familyasinin {yesidir (Di Serio vd., 2014).
Avsunviroidae familyasinda yer alan viroidlerin genomlar1 dairesel tek iplikli
RNA’dan olugmakta ve (+) ve (—) polariteli strainler cogalmada yer alan ¢ekicbagh
yapilart olusturabilmektedir. PLMVd’nin ¢ekigbaglar1 termodinamik olarak stabildir
(Sekil 1.10) (D1 Serio vd., 2020).

Loop 2 Loop 2
A G Loop 1 A A Loop 1
G A A G ﬁ A
u U A _Ju u \lk A u
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Sekil 1.10. PLMVd + (sol) ve — (sag) ¢ekicbasli ribozimlerinin sematik goriiniimii
(Flores vd. 2006)
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PLMVd; 11 govde (P1-P11), 11 loop (L1-L11) ve bir ya da daha fazla
pseudoknot i¢eren ikincil bir yapiya sahiptir (Sekil 1.11) (Bussiere vd., 2000; Pelchat
vd., 2000; Fekih Hassan vd., 2007). PLMVd, replikasyon boyunca kendi kendine
boliinmeyi saglayan polarite seritlerinde ¢ekigbaslt korunmus etki alanlarina sahiptir

(Flores vd., 1992).
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Sekil 1.11. PLMVd’nin ikincil yapisinin genel goriiniimii (Flores vd. 2006)

Sert kabuklu meyve tiirlerinden olan ceviz ve bademde viroid hastaliklari
hakkinda iilkemizde yapilmis calisma sayisi yok denecek kadar azdir. Ozellikle
calismamizin survey alanlarini olusturan Malatya, Elaz1i§ ve Adiyaman illerinde son
yillarda ceviz ve badem iiretimi artis gdstermesine ragmen, viroid hastaliklari ile ilgili
yeterince veri bulunmamaktadir.

Bu ¢alisma ile Malatya, Elaz1g ve Adiyaman illeri badem ve ceviz iiretim
alanlarinda PLMVd’nin varligmin RT-PCR yontemi ile arastirilmast ve izolatlarin
molekiiler karakterizasyonlarin belirlenmesi amaglanmistir. Elde edilen izolatlarin
farkli biyoinformatik programlari kullanarak diinyadaki diger izolatlar ile olan genetik

benzerlik ve farkliliklar1 ortaya konmustur.
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2. KAYNAK OZETLERi
2.1. Tiirkiye’de Yapilan Calismalar

Ulkemizde Peach latent mosaic viroid (PLMVd)’nin varligin tespit etmeye
yonelik caligmalar olduk¢a az sayida olup, PLMVd ile ilgili yapilan ¢alismalarin
cogu yurtdist kaynaklidir. Tiirkiye’de PLMVd ile ilgili yapilan ¢aligmalar genellikle
Prunus spp.”de PLMVd etmeninin varligini belirlemeye yoneliktir.

Sipahioglu vd., (2006), Dogu Anadolu bolgesinde 2003-2004 yillarinda viroid,
fitoplazma ve fungal hastaliklarinin oranini belirlemek icin sert ¢ekirdekli meyve
agaclarinda survey yapmislardir. PLMVd ve Hop stunt viroid (HSVd)’nin varligin
arastirmak i¢in molekiiler hibridizasyon yontemi kullanmislardir. Test edilen 491
agacin 16’sinda viroid bulduklarini, PLMVd'yi seftali agaclarinda %3 oraninda,
HSVd'yi ise kayisi agaclarinda %0.1 oraninda tespit ettiklerini ve ortalama viroid
enfeksiyon oraninin %3.2 oldugunu bildirmislerdir. HSVd’nin Dogu Anadolu
Bolgesinde ilk kez tespit edildigini ve PLMVd enfeksiyonuna ise kayisi yetistiriciligi
yapilan yerlerde (Malatya, Elaz1g) rastlamadiklarini belirtmislerdir. Ayrica kayisida
Ca. P. prunorum’un varligini tespit etmek icin yapilan PCR analizinin negatif
ciktigini da belirtmislerdir. Bolgeden toplanan simptom gosteren Orneklerden
Armillaria  mellea, Cytospora spp., Monilinia  laxa, Stigmina carpophila,
Chondrostereum purpureum, Fusarium spp., Rosellinia spp., ve
Phytophthora spp.’nin izolatlarinin tanimlandigini bildirmislerdir.

Glimis vd., (2007), 2004-2006 yillar1 Haziran-Agustos aylarinda Bati
Anadolu’daki sert c¢ekirdekli meyve iiretimi yapilan bolgelerde Prunus tiirlerini
etkileyen en 6nemli 7 viriis ve 2 viroid etmeni lizerinde genis kapsamli bir ¢alisma
ylrtitmusgtiir. 1732 farkli test bitkisinde yapilan molekiiler (PCR, Tissue Printing
Molecular Hybridization) test ¢alismalarinin sonucunda; Plum pox virus (PPV),
Prune dwarfvirus (PDV), Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Apple chlorotic
leaf spot virus (ACLSV), Apple mosaic virus (ApMV), Apricot latent virus (ApLV),
Plum bark necrosis stem pitting-associated virus (PBNSPaV), PLMVd ve HSVd’in
toplam bulasma seviyesi %30 olarak bulunmustur. Sonuglar gostermistir ki; as1 yolu
ile taginan bu etmenlerin Bat1 Anadolu bdlgesinde ortaya ¢gikmasinin ve yayilmasinin
onlenebilmesi i¢in sertifikasyon programlarina veya hastaliktan ari materyal saglama

programlarina gereksinim duyulmaktadir.
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Gazel vd., (2008), 2004 ve 2005 yillarinda Dogu Akdeniz bolgesinin seftali
yetistiriciligi yapilan farkli alanlarindan 51 seftali ve 5 nektarin agacindan 6rnekler
toplayarak PLMVd’nin varligini tespit etmek i¢in RT-PCR yontemi ile analiz
etmiglerdir. Toplanan 6rneklerin ¢ogu gen kaynaklarindan alinmis ve PLMVd’ye
0zgl spesifik bir simptom gdstermemistir. PLMVd’nin varlig1 3 nektarin ve 8 seftali
agacinda tespit edilmis, toplam 11 PLMVd izolatinin niikleotid dizisi belirlenmistir.
Daha onceki caligmalarda tespit edilen PLMVd izolatlar1 gibi, bu ¢alismadan elde
edilen izolatlar da 336-340 nt uzunlugunda degismistir. Yapilan niikleotid ¢oklu dizi
analizi ve filogenetik analizler sonucunda, 11 izolatin PLMVd Grup 3’de
kiimelendigini gostermistir. Tespit edilen izolatlar arasinda ‘99’ nolu izolatin bu
caligmada karakterize edilen izolatlar ve daha 6nceden karakterize edilen izolatlar
arasinda en biiyiik degiskenligi gosterdigini ve yaptiklart mFold analizleri sonucunda
da ikincil yapisindaki degiskenliklerin ¢ogunun pseudoknot iceren govdeden

kaynaklandigini ifade etmiglerdir.

Tuncel vd., (2020), cevizde PLMVd etmenini diinyada ilk kez rapor
etmiglerdir. Malatya ili Battalgazi ilgcesinde yer alan ceviz gen kaynagi parselinde
simptomsuz ceviz agaglarindan 12 yaprak 6rnegi toplamislardir. Genomik RNA’lar1
ticari RNA izolasyon kiti kullanilarak ¢ikarilmig ve tiim viroid genomu RT-PCR
yontemi ile PLMVd’ye 0Ozgii primerler kullanilarak c¢ogaltilmistir. Beklenen
biiyiikliikteki PCR amplikonlart pPGEM-T Easy vektorde klonlanmis ve Escherichia
coli JM109 susuna aktarilmistir. Purifiye edilen plazmidler cift tarafli olarak
dizilenmistir. 2018 yil1 yaz ortas1 ve 2019 yilinin sonbaharinda toplanan 12 ceviz
ornegi RT-PCR yontemi ile test edilmis ve sadece 4 6rnekte PLMVd tespit edilmistir.
Iki ceviz izolatiin (Erisim numarasi: MN857143-MN857144) niikleotid sekans
analizi PLMVd’nin varligin1 dogrulamis ve diinyadaki diger seftali, nektarin ve kiraz
izolatlar1 ile %96.6-98.8 (MN857143) ve %97-98.8 (MN857144) oranlarinda
benzerlik gdsterdigini bildirmislerdir. Ayrica, Malatya’da tespit edilen PLMVd ceviz

izolatlarinin molekiiler 6zelliklerinin de rapor edildigini belirtmislerdir.
2.2. Diinyada Yapilan Calismalar

Hadidi vd., (1997), Asya, Avrupa, Kuzey Amerika ve Giiney Amerika’da
seftali bahgelerinde PLMVd’nin oldukc¢a yaygin oldugunu ve seftalinin yanisira kiraz
bahgelerinde de PLMVd tespit ettiklerini belirtmislerdir. PLMVd’nin bulasik otsu
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bitkilerden saglikl1 bitkiler ayn1 zamanda bulasik budama aletleri ile taginabildigini

bildirmislerdir.

Loreti vd., (1999), PLMVd’nin seftali liretim materyali olan GF-305 anag
iiretim kaynaklarindan alinan ornekler ile etmenin elimine edilerek temiz iiretim
materyali temini i¢in ¢aligmalar yapilmasi gerektigi lizerinde durmuslardir. Bu amag
dogrultusunda g¢alismalarinda kullandiklar1 metotlarin; hassas, gilivenilir ve kisa
zamanda yapiliyor olmasma dikkat etmislerdir. Yapilan calismada biyolojik
indikatorler kullanilmig ve elde edilen sonuglar molekiiler teknikler (spot-blot ve
tissue-blot hibridizasyon, non-radyoaktif prob kullanimi ve revers transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyon yontemleri) ile karsilagtirilmistir. Bitkilerin ¢esitli
aksamlarindan (yaprak, tomurcuk ve kabuk) alinan numuneler iizerinde iki ayr1
niikleik asit ekstraksiyon metodu denenmistir. Elde ettikleri sonuglara gore,
tomurcuklardan alinan Orneklerin Tissue-Blot Hibridizasyon yontemi ve cRNA
digoksigenin-isaretli prob kullanimi ile PLMVd’nin belirlenmesinin daha giivenilir
olabilecegini rapor etmislerdir. Ayni zamanda bu metodun seftalide sertifikali ve

temiz liretim materyali eldesinde kullanilabilecegi iizerinde durmusglardir.

Bussiere vd., (2000), PLMVd’nin ikincil yapisinin ve dallanmis viroid yapisi
taniminin ilk kez bu ¢aligma ile arastirildigini ve PLMVd’nin kompleks ve dallanmig
bir ikincil yapiya sahip oldugunu belirtmislerdir. Calismada arastirdiklar: ikincil
yapmin biyoinformatik bilgisayar programlari ile yapildigini, daha Onceki
caligmalarda rapor edilen ikincil yapilar ile benzer oldugunu ve pseudoknot icerdigini
belirtmislerdir. Bu pseudoknotun ayni zamanda Chrysanthemum chlorotic mottle
viroid (CChMVd)’inde bulundugunu ve bunun PLMVd alt grubu viroid tiyelerinin

essiz bir 6zelligi oldugunu rapor etmislerdir.

Flores wvd., (2000), viroidlerin taksonomik olarak Pospiviroidae ve
Avsunviroidae olmak {iizere iki farkli familyaya ayrildigimi ve yaklasik 30 viroid

tiirtiniin bilindigini rapor etmislerdir.

Pelchat vd., (2000), 9 farkli seftali ¢esidinden 34 adet yeni PLMVd izolatini
dizilediklerini ve yapilan bu ¢alismanin bugiine kadar rapor edilen en genis kapsaml
caligma oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu ¢alisma ile Kuzey Amerika izolatlarinin

molekiiler karakterizasyonlar1 da rapor edilmistir. Yaptiklar1 analiz sonucu
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PLMVd’nin ikincil yapisinin kompleks dallanmig bir yapiya sahip oldugunu ve 3
yeni pseudoknot igerdigini belirtmislerdir. Bu sonug¢ neticesinde de cogu diger
viroidlerde bulunan ¢ubuk seklindeki ikincil yapilarinin aksine kiire seklinde ikincil

yapilar ihtiva ettiklerini rapor etmislerdir.

Al Rwahnih vd., (2001), Urdiin’de sert cekirdekli meyve agaclarindaki viriis
ve viroidleri aragtirmak icin yapilan c¢alismada; ticari bahgelerde, damizlik
parsellerde ve ¢esitli koleksiyonlarda surveyler yapilmis ve bahgelerdeki
hastaliklarin ELISA ve molekiiler hibridizasyon yontemleri ile belirlenmesini
amaclamiglardir. Toplamda 1312 6rnege ELISA testi yapilmis ve genel hastalik
infeksiyon oran1 %14 olarak bulunmustur. Farkli meyve agaclarindaki infeksiyon
orani seftalide %18, kirazda %15, bademde %14, kayisida %11 ve erikte %10 olarak
bulunmustur. Tespit edilen viriis ve viroidler; PPV, PNRSV, PDV, ApMV, ACLSV,
HSVd ve PLMVd olarak rapor edilmistir. ApMV, ACLSV, PLMVd ve HSVd

etmenlerinin ise Urdiin i¢in ilk kay1t oldugunu bildirmislerdir.

Crescenzi vd., (2002), Giiney italya'daki kiraz agaclarinda PLMVd etmeninin
varligimi aragtirmiglardir. Birka¢ kiraz ¢esidininin birlikte bulundugu ticari
bahgelerdeki agaclardan tomurcuk ve yaprak drnekleri toplamiglardir. As1 kalemleri
Prunus persica GF-305 anaglar1 iizerine asilanmis ve asilama yapilan indikator
bitkiler birka¢c ay boyunca gozlemlenmis ve simptom gostermediklerini
bildirmislerdir. Total niikleik asit ekstraksiyonlarini, kiraz veya GF-305 anacinin
yapraklarindan yaklasik 250 mg yaprak 6rnegi alarak ekstrakte ettiklerini ve dot-blot
hibridizasyon yontemi ile analiz ettiklerini belirtmiglerdir. Hibridizasyon yontemi
sonucunda, 15 kiraz agacindan 5'inin dogal olarak PLMVd ile enfekteli oldugunu

bildirmislerdir.

Shamloul vd., (2002), viroidlerin tani ve tespiti i¢in hizli ve hassas olan
multipleks RT-PCR-ELISA yontemini kullandiklarini ve bu yontemin Potato Spindle
Tuber Viroid (Pospiviroid), Peach latent mosaic viroid (Pelamoviroid), Apple scar
skin viroid (Apscaviroid), Apple dimple fruit viroid (Apscaviroid), Pear blister
canker viroid (Apscaviroid) ve Hop stunt viroid (Hostuviroid) etmenlerinin tani ve
tespiti i¢in basarili bir sekilde uygulandigini bildirmislerdir. Total DNA
ekstraksiyonlar1 Qiagen RNA easy kit yardimiyla yapilmis ve viroide 6zgii primerler
kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir. Alt1 viroidin amplikonunu ayirt etmek ve
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tanimlamak icin, amplifikasyon islemi boyunca her viroidin amplikonu DIG etiketi
ile tutulmus ve daha sonra her viroide 6zgii ¢cDNA probu kullanilarak tespit
edilmistir. Boylece 6 viroidin ayni anda multipleks RT-PCR-ELISA ile tespit
edilebilecegini belirlemislerdir. Multipleks RT-PCR-ELISA yonteminde 6 viroidin
cDNA’smin tek tlipte es zamanli olarak sentezlenebildigini ve bu bulgularin
konukgu-viroid iliskileri, viroid hastaliklarinin kontrolii ve viroid hastaliklarinin tani

ve tespiti i¢in dnemli oldugunu bildirmislerdir.

Malfitano vd., (2003), seftali bitkisinin yapraklarinda yogun kloroza neden
olan ve kaliko (peach calico) olarak bilinen belirtinin PLMVd ile alakali oldugunu
ancak bununla ilgili hi¢bir kanitin olmadigini bildirmislerdir. Onalti adet PC
izolatinin ¢oklu niikleotid dizilemesi, PLMVd izolatlarin1 2 gruba ayirmistir. Bu 16
izolattan 9’unun 336-338 nt uzunlugunda ve asemptomatik PLMVd izolatlar1 ile
benzer oldugunu, 7’sinin ise 12-13 niikleotit (nt) eklenmesi ile 348-351 nt
uzunlugunda oldugunu ve bu eklemenin her zaman hairpin loop’unda bulundugunu
belirtmislerdir. PC belirtilerinin sadece niikleotid eklemesi igeren hairpin
loop’undaki RNA tarafindan iiretildigini rapor etmislerdir. Elde edilen bu verilerin
yapraklarda yogun kloroza neden olan PC belirtisinin PLMVd etmeninden

kaynaklandigini rapor etmislerdir.

Ragozzino vd., (2003), Giiney Italya'nin Campania bolgesindeki sert cekirdekli
meyve agacglarinda PLMVd ve HSVd’yi eszamanli olarak tespit edebilmek igin
multipleks RT-PCR yontemini kullanmislardir. Calisma PLMVd ve HSVd
etmenlerine 6zgii olan primerlerin karigimi kullanilarak dot-blot hibridizasyon
yontemi ile yapilmustir. Bitkisel gen kaynagi koleksiyonundaki 129 agactan drnekler
alinarak infeksiyon seviyelerini degerlendirilmis ve korelasyon yapilarak
simptomlarin varlig1 veya yoklugu ile iligkilendirilmistir. Her iki viroidin de genis
olciide varligt tespit edilmistir. Tiim Orneklerin %17’sinde PLMVd, %42.6’sinda
HSVd ve 10 seftali 6rneginde her iki viroidin karisik enfeksiyonu tespit edilmistir.
HSVd, “Vitillo” kayis1 ¢esidinde meyve yiizey deformasyonu ve ¢ekirdeklerinde
cukurlagsma seklinde belirtiler, “Barracca” kayist ¢esidinin meyvelerinde yesil
beneklenmeler ve “Pellecchiella” kayisi ¢esidinin meyvelerinde ise siddetli yiizey

deformasyonu ve c¢ekirdeklerinde g¢ukurlasma seklinde belirtilere neden oldugu
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sergileyen tespit edilmistir. Tiim kayis1 6rneklerinin %54.5'inin HSVd ile enfekteli

oldugunu bildirmislerdir.

Pallés vd., (2003), sert ¢ekirdekli meyvelerde viroid hastaliklarini tespit etmek
icin bir calisma yiiriitmiislerdir. Iki viroidin sert cekirdekli meyveleri enfekte ettigini
ve bu etmenlerin HSVd ve PLMVd oldugunu belirtmislerdir. PLMVd'nin Avrupa ve
Asya iilkelerinde en ¢ok seftali, bazen de erik, kayis1 ve kiraz agaglarini infekte
ettigini, HSVd’nin ise Akdeniz {ilkelerinde birkag¢ sert ¢ekirdekli meyve tiirlinde
(kayisi, seftali, erik, badem) siklikla tespit edildigini bildirmislerdir. Ayrica sert
cekirdekli meyvelerde HSVd ve PLMVd etmenlerinin tespitinde doku baski

hibridizasyonu yonteminin basarili bir sekilde uygulanacagini da belirtmislerdir.

Randles., (2003), diinya ¢apinda yaygin bir sekilde bulunan viroidlerin 6nemli
ekonomik kayiplara neden olduklarini ve bu bitkilerden bazilarinin armut, asma,
avokado, domates, elma, hindistan cevizi, krizantem, patates, patlican, seftali,

serbetei otu ve turunggil oldugunu belirtmisglerdir.

Fekih Hassen vd., (2004), viroidlerin bitkisel iiriinlerde ekonomik kayiplara
neden olabilen bitki patojenleri oldugunu belirtmislerdir. Tunus’un kuzeyi ve Sahel
bolgesindeki meyve bahgelerinden topladiklart 6rneklerde; armutta PBCVd (Pear
blister canker viroid), seftalide PLMVd ve farkli 3 bitki ¢esidinde HSVd’nin varligini
test etmek i¢cin RT-PCR yontemini kullanmislardir. Test edilen 37 seftali agacindan
12'sinin PLMVd ile bulagik oldugunu, 72 armut agacindan 7’sinin, 37 seftali
agacindan 1’nin ve 11 badem agacindan 2’sinin ise HSVd ile bulagik oldugunu tespit
etmiglerdir. Ayrica PLMVd’nin 330 bp biiyiikliiglinde DNA bant1 verdigini

belirtmislerdir.

Hassen vd., (2004), Cek Cumhuriyeti’'nde PLMVd ve HSVd’nin varligimi
tespit edebilmek i¢in ¢esitli meyve bahgelerinden yaprak, ¢icek ve kabuk 6rnekleri
toplayarak RT-PCR yontemi ile testlemislerdir. Yapilan bu calismada farkli RNA
ekstraksiyon metotlar1 ve farkli zamanlarda alinan cesitli bitki materyalleri
kullanilmistir. Viroidlerin tani ve teshisi i¢in, RNA ekstraksiyonlarinda kullanilacak
yaprak Orneklerinin en iyi alinma zamaninin ge¢ ilkbahar ve erken yaz oldugunu

tespit etmislerdir. Hem PLMVd hem de HSVd teshisini kabuk doku drneklerinden
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tespit edebilmenin ise kis boyunca miimkiin olabilecegini fakat sonuglarin her zaman

giiven verici olmadigini belirtmisglerdir.

Ragozzino vd., (2004), 8 farkli bitki tiiriinii enfekte eden 7 viroidin (Apple scar
skin viroid, Apple dimple fruit viroid, Pear blister canker viroid, Hop stunt viroid,
Chrysanthemum stunt viroid, Citrus exocortis viroid ve Peach latent mosaic viroid)
tespiti icin tek tlipliit RT-PCR yontemi gelistirdiklerini bildirmislerdir. Bu yontemin
etkinligini artirmak i¢in Moloney-murine leukemia virus (M-MLV) reverse
transkriptaz ve HotStarTaq DNA polimeraz enzimleri kullanilmigtir. Bu yontem ile
viroid infekteli 56 bitki degerlendirilmistir. Multipleks RT-PCR yontemi, standart
multipleks yontemine gore daha az zaman gerektirmektedir. Ciinkii bu yontemde
biitiin adimlarin ayni tiip igerisinde es zamanl olarak gerceklestigini, disaridan
bulagma riskini ortadan kaldirdigini1 ve viroid tespiti i¢in karantina ve sertifikasyon

programlarinda rutin olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Fekih Hassen vd., (2005), Tunus’taki badem agaglarinda PLMVd’nin varligim
RT-PCR yontemi ile test etmislerdir. Bu yontem ile yaptiklar1 ¢alismada 17 agacin
2’sinde 337 bp biiyiikliigiinde PLMVd etmeni tespit ettiklerini ve elde ettikleri badem
PLMVd izolatlarinin diger izolatlarla %94-98 benzerlik gosterdigini belirtmiglerdir.

Hassen vd., (2005), Tunus’ta armut ve seftali bah¢elerindeki PLMVd’nin tani
ve tespitini hassas ve hizli bir sekilde yaparak PLMVd etmenini tespit etmiglerdir.
(Calismada elde edilen izolat daha once tespit edilen diger izolatlar ile karsilastirilmig
ve analizleri yapilmistir. Ayrica yapilan bu ¢alismada bitki 6zsuyunun seyreltilerek

kullanilmasinin etmenin tanilanmasin1 daha da kolaylastirdigini bildirmislerdir.

Fekih Hassen vd., (2006), Tunus’ta farkli meyve agaclarinda (seftali, armut,
badem ve elma) HSVd, ASSVd (4pple skar scin viroid), PBCVd (Pear blister canker
viroid) ve PLMVd‘nin varligin1 RT-PCR yontemi kullanarak arastirmislardir. Sahel
ve Tunus’un kuzeyindeki meyve agaglarindan odunsu doku veya yaprak 6rneklerini
toplayarak RNA izolasyonunu yapmislardir. Armut agaglarinda PBCVd, HSVd ve
PLMVd; badem agaclarinda HSVd; seftali agacglarinda ise hem HSVd hem PLMVd
tespit etmislerdir. Ayrica armut agaclarinda tespit ettikleri viroidlerin karigik

enfeksiyonlarinin oldugunu da bildirmislerdir.
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Barba vd., (2007), seftalide PLMVd etmeninin polenle taginmasit hakkinda bir
caligma yiiriitmislerdir. PLMVd’nin mekanik yolla, budama araglari ile, bazen de
afitler tarafindan tasmabildigini bildirmiglerdir. Yaptiklar1 bu c¢aligmay1 da,
PLMVd’nin yayilmasinda polen, tohum ve koklerin roliinii arastirmak igin
yaptiklarin ifade etmislerdir. Infekteli agaglarin polenleri ile tozlanan 18 bitkinin
5’inin PLMV(d ile infekteli oldugunu, PLMVd ile infekteli agaglarin tohumlarinin da
pozitif c¢iktigin1 ancak fidanlarin koklerinde higbir belirti gdstermedigini
bildirmislerdir. Elde ettikleri sonuca gore PLMVd’nin polen ile taginabildigini ancak

infekteli seftali agaglarinin kokleri ve tohumlart ile taginamayacagini belirtmiglerdir.

Fekih Hassen vd., (2007), Tunus’un kuzeyindeki seftali bahgelerinde 2 yil
boyunca yiiriittiikkleri ¢calismada PLMVd’nin varligin1 arastirmiglardir. Yirmi iki
farkli bahgeden (8 c¢esit) rastgele 228 6rnek toplamislar ve PLMVd’nin varligi i¢in
test etmislerdir. Calismanin sonunda Tunus’un kuzeyindeki 4 boélgede PLMVd

etmeninin oldugunu rapor etmislerdir.

Maghraby vd., (2007), Misir’daki sert ¢ekirdekli meyve agaglarinda viriis ve
viroid etmenlerini belirlemek i¢in survey ¢alismalart yapmiglardir. PNRSV, PPV,
PDV, ACLSV ve ApMV etmenleri i¢in 716 6rnek toplamis ve ELISA testi ile
testlemiglerdir. En yogun goriilen viriisiin PNRSV (%57) ve PPV (%41) oldugunu,
PDV ve ACLSV’nin %3 oraninda bulundugunu, ApMV’nin ise bulunmadigini
belirtmislerdir. Doku baski hibridizasyonu yontemi ile test edilen 693 o6rnegin

101’inin ise (%15) ya PLMVd ya da HSVd ile infekteli oldugunu bildirmislerdir.

Pallas vd., (2007), viroidlerin temiz tiretim materyali kullanim1 ve sanitasyon
onlemleri diginda bir miicadelesinin olmamasinin bu patojenler ile olan miicadeleyi

zor kildigini bildirmislerdir.

Mandic vd., (2008), doku baski hibridizasyon yontemi ile HSVd ve
PLMVd’nin varligimi tespit etmek icin genis ¢apli bir calisma yapmuslardir.
Sirbistan’da yaptiklar1 survey ¢alismasinda 871 adet sert ¢ekirdekli meyve agacindan
ornek toplamis ve doku baski hibridizasyonu ile test etmislerdir. 185 seftali agacinda
PLMVd, 2 kayis1 agacinda ise HSVd tespit ettiklerini bildirmislerdir. HSVd’nin
varliginin Sirbistan icin yeni kayit oldugunu ve erik, kiraz, visne ve yabani Prunus

spp.’de ise viroid bulunmadigini ifade etmislerdir. 9 PLMVd ve 2 HSVd izolatlarinin
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sekans analizlerini yaptiklarini ve PLMVd izolatlarinin daha 6nce rapor edilen

izolatlarin bulundugu grup 3’de kiimelendigini bildirmislerdir.

Rouag vd., (2008), Cezayir’in dogusundaki sert c¢ekirdekli meyve
agaclarindaki virlis ve viroid etmenlerini belirlemek icin survey caligmalar
yapmislardir. Virlis etmenleri igin; seftali, kayisi, badem, kiraz, visne, erik
agaclarindan ve myrobalan anacindan toplamda 454 6rnek toplayarak ELISA ve RT-
PCR yontemleri ile PNRSV, PDV, ApMV, ACLSV, Apricot latent virus (ApLV),
Cherry viriis A (CVA), Cherry green ring mottle viriis (CGRMV) ve Plum bark
necrosis stem pitting-associated virtis (PBNSPaV) etmenleri icin test etmislerdir.
Ortalama infeksiyon oraninin %10.4 olarak tespit edildigini ve en sik goriilen viriisiin
PNRSV (%56.8) oldugunu, bunu %27.2 ile PDV, %22.7 ile ApMV’nin izledigini
bildirmislerdir. Viris ile en infekteli meyve tiirlintin %21.9 ile kiraz ve en az infekteli
meyve tiirlinlin ise %4.4 ile badem oldugunu belirlemislerdir. Ayrica ACLSV,
ApLV, CVA, CGRMV ve PBNSPaV etmenlerinin tespit edilmedigini de
belirtmislerdir. Viroid etmenlerini tespit etmek i¢in ise 531 Ornek toplanarak doku
baski hibridizasyon yontemi ile test edilmistir. 531 6rnegin 28’inin (%5.2) viroidlerle
infekteli oldugunu ve bunun da 15’inin PLMVd ile, 13’iiniin ise HSVd ile infekteli
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu calismanin Cezayir’deki virlis ve viroid
hastaliklarinin arastirilmasi agisindan ilk genis kapsamli bir ¢alisma oldugunu ve

HSVd’nin iilke i¢in ilk kayit oldugunu belirtmislerdir.

Dube vd., (2010), PLMVd’nin (+) ve (-) polaritelerindeki RNA iplik¢iklerinin
olusturduklar1 farkli yapilart inceledikleri ¢aligmada, PLMVd’nin her iki
polaritesindeki iplik¢iklerin benzer ikincil yapilar olusturduklarini bildirmislerdir. Bu
hipotezi dogrulamak i¢in 3 biyofiziksel deneme ile her iki polaritedeki iplik¢igin
davraniglarint  gézlemlemiglerdir. (+) ve (-) polariteye sahip PLMVd
transkriptlerinin, degisken termal denatiirasyon profillerine sahip oldugu, lityum
kloriiriin varliginda farkli bir sekilde ¢okeldigini ve dogal kosullar altinda farkli
elektroforetik hareketlilik 6zellikleri sergiledigi ifade etmislerdir. Daha sonra (-)
polariteye sahip PLMVd transkriptinin yapis1 biyokimyasal metotlarla
degerlendirilmis bdylece (+) polaritenin bilinen yapist ile kiyaslama yapilmstir. (-)
polaritenin ikincil yapisini ¢6zmek i¢in, enzimatik probing, elektroforetik hareketlilik

denemeleri ve riboniikleaz H hidrolizi gibi uygulamalar yapilmistir. Her iki
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polaritenin iplik¢iklerinin sol etki alanlarinin benzer oldugu goriinlirken, sag etki
alanlarinda birkag farklilik gézlenmistir. (+) iplik¢ikte olusan P8 pseudoknotunun (-
) polaritedeki iplikcikte olusmadig1 goriilmiistiir. Iki polarite arasindaki yapisal
farkliliklarin PLMVd’nin yasam dongiisiiniin farkli asamalarinda 6nemli etkileri

olabilecegini belirtmislerdir.

Dube vd., (2011), PLMVd’nin yapisal 6zelliklerini aragtirdiklari calismada; bir
viroid yapisinin bilinmesinin olduk¢a O6nemli oldugunu ve viroidin yasam
dongiistindeki agsamalarda c¢esitli RNA motiflerinin rol oynadigini belirtmislerdir.
Yeni bir yontem olan SHAPE (RNA-selective 2’-hydroxyl acylation analysed by
primer extension)’in ¢esitli RNA molekiillerinin ¢aligmasinda hizli, giivenilir ve
uygulanabilir oldugunu ve sonug¢ olarak bu yontemin PLMVd’nin prob sekans

varyantlarinda kullanildigin bildirmislerdir.

Rubio vd., (2013), kayis1 ‘viruela’ hastalig1 ile viriis ve viroidlerin iliskisini
arastirdiklar1 ¢alismada, ‘viruela’ simptomu gosteren ve Ispanya cesidi olan
‘Bulida’nin dikildigi 34 kayis1 bahgesinde 2 yil boyunca ¢aligma yapmislardir.
Viruela simptomu gosteren ya da gdstermeyen her bahcede 4 agagtan meyve ve
yaprak Ornekleri toplamis ve multipleks RT-PCR ile analiz etmislerdir. Buna ek
olarak HSVd ve PLMVd etmenlerinin tespiti i¢in molekiiler hibridizasyon
yontemlerini uygulamiglardir. Tiim viruela simptomu gosteren meyvelerin HSVd ile

infekteli oldugunu bildirmislerdir.

Jevremovic ve Paunovic (2014), Sirbistan’in 9 farkli bolgesindeki seftali gen
kaynaklarinda PLMVd’nin varligini arastirmak igin survey ¢alismalar1 yapmis ve 43
damizliktan toplam 315 Ornek toplayarak RT-PCR yontemi ile test etmislerdir.
PLMVd’nin 7 farkli ¢esit ve 1 anaca ait 13 Srnekte tespit ettiklerini rapor etmislerdir.
Infekteli 6rneklerin 3 bdlgeden 7 danmuzlikta bulundugunu ve seftali damizliklarmin

PLMVd etmeni ile diisiik oranda bulasik bulundugunu belirtmislerdir.

Jo vd., (2015), PLMVd’nin Avsunviroidae familyas1 Pelamoviroid cinsinin
iiyesi oldugunu ve seftali agaclarini infekte ettigini ifade etmislerdir. Sanger
sekanslamasi ile 20 PLMVd genomunun sekans analizi yapildiktan sonra, tek bir

seftali ¢esidinde 18 izolat tanimladiklarini bildirmislerdir.
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Fiore vd., (2016), Sili’deki sert ¢ekirdekli meyve bahgelerinde 6nemli viriis ve
viroid etmenlerini arastirmak igin yaprak ornekleri toplayarak test etmislerdir.
Molekiiler nonradyoaktif hibridizasyon testi sonucunda %25.7 PLMVd, %1.2 HSVd,
%31.5 PNRSV, %31.3 PDV, %3.1 Tomato ringspot virus (ToRSV), %1.8 PPV, %1.1
ApMYV, %0.9 ACLSV tespit ettiklerini ve genel infeksiyon oraninin %29.6 oldugunu
bildirmislerdir. ApMV ve HSVd etmenlerinin ise sadece seftali ve nektarinde yeni

kay1t oldugunu belirtmiglerdir.

Lee vd., (2020), izotermal niikleik asit ¢ogaltma ve tespit etme metodu olan
RT-RPA, seftali yapraklarinda ve polenlerinde PLMVd etmenini tespit etmek i¢in
gelistirilmistir. RT-RPA metodunun 42 °C’de ve yaklasik olarak 5 dk’da
tamamlandigim1 ve diger yaygin seftali virlis etmenleri ile capraz reaksiyon
gostermedigini ortaya koymustur. Yapilan bu calisma RT-RPA’nin RT-PCR’dan
1000 kat daha hassas oldugunu gostermistir. Ayrica bu metodun bahg¢eden toplanan
ornekleri test etmek i¢in de basarilt bir sekilde uygulandig ifade edilmistir. Seftali
polen ve yapraklarinda PLMVd’nin tespiti i¢in yeni gelistirilen RT-RPA yonteminin
hizli, hassas ve giivenilir bir metot oldugunu, karantina ve sertifikasyon

programlarinda etkili bir yontem olarak faydalanilabilecegini bildirmislerdir.

Karagahi ve Hajizadeh (2020), Iran’in batisinda PLMVd’nin varhigim ve
molekiiler 6zelliklerini belirleyebilmek i¢in 2016-2017 yillar1 yaz aylarinda badem,
kayisi, nektarin, seftali, erik, visne ve kiraz bahgelerinden toplamda 132 yaprak
ornegi toplamiglardir. RT-PCR yontemi ile testledikleri 34 &rnek 350 bp
biiytlikliigiinde DNA bant1 vermistir. Klonlanan 17 izolatin tim genom dizileri
belirlenmistir. Tespit edilen 17 izolatin tiim genom dizileri birbirleri ile %94.3-100
arasinda niikleotid benzerlik gosterirken, daha 6nce rapor edilen PLMVd izolatlari
ile %79.2-100 arasinda niikleotid benzerlik gostermistir. Filogenetik analiz yapilarak
bu ¢aligmadan elde edilen izolatlar ve daha dnce rapor edilen 32 izolat farkli 2 grupta
kiimelenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen tiim izolatlar grup 2 i¢erisinde yer almistir.
Iran izolatlarimin ikincil yapisi incelendiginde, dnceden rapor edilen izolatlar ile
karsilastirildiginda olduk¢a benzersiz bir yapiya sahip olduklari goriilmiistiir.
Yapilan bu galisma ile PLMVd’nin Iran’da kayisi, kiraz, visne ve nektarinde ilk kayit
oldugu belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Survey ¢calismalari

Malatya, Elaz1ig ve Adiyaman ili ve ilgeleri badem ve ceviz iiretim alanlari

caligmanin survey alanini olusturmustur.
3.1.2. Bitkisel materyal

Survey caligmalarinin yapildigt Malatya, FElazig ve Adiyaman ili ve
ilgelerinden toplanan badem yaprak 6rnekleri ve ceviz yaprak ornekleri ¢aligmanin

bitkisel materyalini olusturmustur.
3.1.3. Laboratuvar materyali

Calismanin laboratuvar materyalini; RNA ekstraksiyon kiti, cDNA Kkiti,
molekiiler klonlama kiti, PCR amplifikasyon kiti, QIAprep Spin Minikrep Kiti,
eppendorf tiipleri, PCR tiipleri, kuru blok 1sitici, santrifiij, vorteks, sarf malzemeler,
thermocycler, homojenizator, elektroforez tanki ve giic kaynagi, 1siticili manyetik

karistirici, derin dondurucu, mikrodalga firin ve kimyasal malzemeler olusturmustur.
3.1.4. RNA ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyon ¢aligmalarinda, Malatya, Elazig ve Adiyaman illerinden
toplanan badem ve ceviz yapraklari kullanilmigtir. Toplanan 6rnekler ekstraksiyon
yapilincaya kadar -86 °C’de saklanmigstir. Ekstraksiyondan sonra elde edilen RNA’lar

ise -20 °C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
3.1.5. Tamamlayici (komplementer) DNA (cDNA) sentezi
Tamamlayici DNA (cDNA) sentezi (Promega, Madison, WI, USA) firmasinin
cDNA kiti kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
3.1.6. RT-PCR calhismalari

PCR i¢in gerekli bilesenler Promega (Madison, WI, USA) firmasindan temin
edilmistir. Niikleik asitlerin ¢ogaltilmasinda Thermo Scientific Arktik Thermal Cycler
(Waltham, MA, USA) marka PCR cihaz kullanilmigtir.
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3.1.7. PLMVd’ye spesifik primerler

Viroid etmeninin teshisi i¢in PLMVd’ye spesifik primer dizileri kullanilmig

olup, ¢esitli arastiricilarin kullandig1 primerler baz alinmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. PLMVd’nin RT-PCR yo6ntemleri ile teshisinde kullanilan primerler

Viroid Primer Primer dizisi Baz Referans
uzunlugu
(bp)
PLMVd F-5’-3’ AACTGCAGTGCTCCGAATAGGGCAC 339 Loreti ve ark.
(1999)
R-5°-3’ CCCGATAGAAAGGCTAAGCACCTCG

3.1.8. Elektroforez ¢alismalari

Elde edilen PCR iiriini DNA molekiillleri, Bio-Rad firmasina ait midi
elektroforez aletinin kullanildig1 agaroz jel elektroforez ¢aligmalarinda materyal olarak

kullanilmistir.

3.1.9. PCR iiriinii DNA’nin goriintiilenmesi

Elde edilen PCR iiriinii DNA molekiilleri boyama isleminden sonra Quantum
Vilber Lourmat marka jel goriintiileme ve analiz siteminde goriintiilenmis ve

fotograflanmistir.

3.1.10. Molekiiler klonlama

Molekiiler klonlama ¢alismalarinda TA klonlama sistemine sahip, biinyesinde
Escherichia coli’nin JM 109 susunu barimndiran pGEM-T Easy Vector System II
(Promega, Carlsbad, CA) kullanilmistir. PCR ile ¢ogaltilan DNA’lar1 agaroz jelden
temizlemek icin Thermo Scientific firmasinin saflagtirma kiti (GeneJET Gel
Extraction Kit) kullanilmigtr.

Transformasyon iglemi Mikropulser cihazi (BioRad, California, USA) ile
gerceklestirilmistir. Cihaza ait aliiminyum plakali 1 ml hacimli spesifik kiivetler
kullanilmistir. Transformasyon sonrasi plazmid aktarilan bakteriler FINEPCR marka

(Finepcr, Korea) inkiibatorlii sallayici platformda ¢ogaltilmistir.
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Rekombinant plazmidlerin bakteriden saflastirilmast islemi Bio Basic
firmasinin Plasmid DNA Minipreps Kit (Fermentas, Vilnius, Lithuania) yardimi ile

yapilmistir.

3.1.11. Molekiiler karakterizasyon

Molekiiler klonlama sonrasi elde edilen viroid tasiyan rekombinant plazmidler
tiniversal T7 ve SP6 primerleri ile ¢ift yonli DNA dizilemeleri i¢cin BM Labosis
(Ankara) firmasma gonderilmistir. Dizileri tespit edilen izolatlarin molekiiler
karakterizasyonlart CLC Main Workbench 20.0.4 programi ile gerceklestirilmistir.
Molekiiler klonlama sonrasi niiklotid dizileri belirlenen izolatlarin gen bankasina

kayitlar1 (NCBI) yapilmigstir.

3.2. Metot
3.2.1. Survey ¢calismalari

Survey c¢aligsmalar1 ve 6rneklemeler 2019 ve 2020 yillar1 Mayis ve Haziran
aylarinda Malatya, Elazig ve Adiyaman il ve ilgelerindeki ceviz ve badem

bahgelerinde yiiriitiilmistiir (Sekil 3.1, 3.2).

Doganyol

)
/
{

Pétlrge

- |

Alacakaya

Sekil 3.1. Malatya, Elazig ve Adiyaman illerinde badem survey ¢alismalarinin

yapildigi ilgeler
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Sekil 3.2. Malatya, Elaz1g ve Adiyaman illerinde ceviz survey ¢alismalarinin

yapildigi ilgeler

Surveyin gerceklestirildigi il ve ilgelerdeki bahgelerde yetistirilen cesitlerin
yanisira dogada kendiliginden yetisen ve dogal yayilis gdsteren yabani badem ve

cevizden de 6rnekler alinmistir (Sekil 3.3, Sekil 3.4).

Sekil 3.3. Survey gerceklestirilen badem bahgeleri ve ornekleme yapilan badem

agaclarindan bazi goriintiiler
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Sekil 3.4. Survey gerceklestirilen ceviz bahgeleri ve 6rnekleme yapilan ceviz

agaclarindan bazi goriintiiler
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Sekil 3.4. (devam)

Orneklemeler survey alaninda yer alan toplam 530 bitkiden bulundugu bahgeyi
temsil edecek bigimde simptom gosteren ve gostermeyen agaglardan yaprak ornegi
alinarak gerceklestirilmistir (Cizelge 3.2). Agaclardan alinan yaprak drnekleri ayr1 ayri
polietilen torbalara konularak numaralandirilmis ve soguk zincirde laboratuvara
getirilmigtir. Total RNA ekstraksiyonlar1 yapilincaya kadar -86 °C’de muhafaza

edilmistir.
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Cizelge 3.2. Malatya, Elaz1g ve Adiyaman ili ve ilgelerinden alinan 6rnek sayis1

il fice Alinan Ornek Sayilar
Badem Ceviz

Malatya Darende 10 10
Dogangehir 0 10

Yesilyurt 0 10

Battalgazi 0 10

Akcadag 0 10

Hekimhan 0 10

Pitiirge 0 20

Elaz1g Merkez 10 40
Baskil 10 25

Agm 15 10

Keban 15 25

Adiyaman Merkez 30 10
Besni 50 20

Golbast 30 40

Kahta 80 20

Tut 0 10
TOPLAM 250 280
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3.2.2. Molekiiler ¢calismalar
3.2.2.1. RNA ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonu ticari bir kit (GeneJet Plant RNA Purification Kit, Thermo
Scientific) yardimi ile yiiriitiilerek firmanin bildirdigi yonteme gore yapilmistir. Buna
gore;

e Polietilen poset igerisine 100 mg bitki dokusu tizerine 500 ul lysis buffer
eklenerek homojenize edilmis ve homojenat eppendorf tiipe alinmigtir.

e Tipler 3 dk 56 °C’de inkiibe edilmis ve 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij
yapilmustir.

e Ustte kalan s1v1 almarak yeni eppendorf tiipiine transfer edilmistir. Uzerlerine
250 pl %96°lik etanol eklenmis ve pipetleyerek karigtirilmastir.

e Hazirlanan karisim kitle verilen saflastirma kolonuna transfer edilmistir.
11.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmis ve alttaki siv1 atilmistir.

e Saflagtirma kolonuna 700 pl yikama ¢ozeltisi 1 eklenerek 11.000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilerek ilk yikama yapilmistir. Alttaki sivi toplama tiipii ile birlikte
atilmisgtir.  Saflagtirma  kolonu 2 ml’lik temiz bir toplama tiipiine
yerlestirilmistir.

e Ikinci yikama igin saflastirma kolonuna 500 pl yikama ¢ozeltisi 2 eklenerek
11.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmistir. Alttaki sivi atilmustir.

e Kolonda kalan ethanoliin tamamen uzaklastirilmast i¢in bir onceki adim
tekrarlanarak 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmistir. Stvi igceren toplama
tiipleri atilmis ve saflastirma kolonunundaki filtreli par¢a 1.5 ml’lik RNase-
free toplama tiipiine transfer edilmistir.

e RNA’y1 sulandirmak i¢in 50 pl niikleaz-free su eklenmis ve 11.000 rpm’de 1
dk santrifiij yapilmistir.

e Saflagtirllmig RNA kullanilincaya kadar -20 C’de saklanmustir.
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3.2.2.2. Komplementer DNA (¢cDNA) sentezi

RNA ekstraksiyonundan sonra, RNA genomuna sahip PLMVd’nin
tamamlayict DNA (cDNA)’ya doniistiiriilmesi i¢in steril bir mikrosantrifuj tiip
icerisine agagidaki bilesenler eklenmistir.

e 1 pl 20 pmol/ml random primer,
e 2 ultotal RNA,

e 1 pul10mM dNTP,

e 8 ul RNase free su

Karigim vortekslenmis ve tilipiin kenarlarindaki damlalar1 tlipiin dibine
indirmek i¢in 4000-5000 rpm’de kisa bir donii yapilarak, 5 dakika 65 °C’de PCR
cihazinda inkiibe edildikten sonra buza daldirilarak hizla sogutulmustur. Daha sonra
buz lizerinde asagidaki bilesenler eklenmistir.

e 4 ul 5X RT Reaksiyon ¢ozeltisi,
e 2ul0.IMDTT,
e | pl reverse transcriptase enzimi

Ardindan tiipler vortekslenmis ve PCR cihazinda 42 °C’de 50 dakika inkiibe
edilerek transkripsiyon islemi gerceklestirilmistir. Reverse transkriptaz enzimini
inaktive etmek i¢in inkiibasyon sonras tiipler, PCR cihazinda 70 °C’de 15 dakika
tutularak reaksiyon sonlandirilmistir. Kullanima hazir olan ¢cDNA’lar PCR islemi

yapilincaya kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.2.2.3. RT-PCR c¢ahismalari

PLMVd’nin teshisi i¢in kullanilan primerler farkli arastiricilarin 6nceki
caligmalarinda kullanilmis ve yayinlanmig primerlerden secilmistir (Cizelge 3.5).
Viroidin spesifik teshisinin daha giivenilir bir sekilde yapilabilmesi i¢in, PLMVd’ye
ozgii primerler kullanilarak RT-PCR yo6ntemi gergeklestirilmistir. RT-PCR yontemi
ile PLMVd’in teshisinin yapilmasi i¢in; steril bir PCR tiipii igerisine asagidaki

bilesenler konulmustur.

e 36.6 ul RNase free su,
e 5 pul 10X PCR buffer,
e 3 ul25mM MgCl,
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e 1 pul10mM dNTP,

e [ pul 20mM F-primer,

e [ pul 20mM R-primer,

e 0.4 ul Tag DNA polimeraz enzimi (5U/ml)

Karigim iizerine kalip DNA olarak 2 pl cDNA konularak toplam hacim 50
ul’ye tamamlanmistir. Tiipler vorteks cihazinda ¢ok kisa bir siire ile karigtirildiktan
sonra santrifiijde hafif bir donii yapilarak damlaciklarin tiiplerin dibine inmesi
saglanmistir. Hazirlanan tiipler PCR cihazina yerlestirilmis ve PLMVd i¢in asagidaki
dongli ve sicaklik araliklari uygulanarak tiim genomunun ¢ogaltimi

gergeklestirilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. PLMVd’nin RT-PCR ydntemi ile ¢ogaltilmasinda uygulanan sicaklik

araliklari, stire ve dongii sayilari

Viroid Uygulanan Sicaklik Araliklari-Siireleri-Dongii sayilari
PLMVd 1 dongii 35 dongii 1 dongii
94 °C2dk 94 °C1dk 72 °C 10 dk
58 °C 2 dk
72 °C 1dk

3.2.2.4. PCR iiriinlerinin agaroz jelde elektroforezi, DNA’y1 boyama ve

gorintiilleme

RT-PCR sonucu elde edilen PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde elektroforez
yapilmistir. Buna gore 2 gr agaroz (Prona Biomax), 100 ml 1X TAE (Tris-Asetik asit-
EDTA) tamponu i¢inde mikrodalga firinda ¢ziindiiriilmiis ve jel tepsisine dokiilerek
yaklasik 30 dk jelin katilagmasi icin beklenilmistir. Katilagan jel elektroforez tankina
konularak jelin ¢gukurlarina DNA marker, PCR iiriinleri, pozitif kontrol ve su kontrol
yiliklenmig ve 85 Volt’luk elektrik akiminda 50 dk siireyle kosulmustur. PCR iirtinleri

jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.
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3.2.2.5. Viroid izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu

Survey ¢alismalarinin yapildig1 Malatya, Elazig ve Adiyaman il ve ilgelerinden
toplanan badem ve ceviz 6rneklerine uygulanan RT-PCR sonucu tespit edilen Keban
(K1) ve Hekimhan (H1, H2 ve H3) izolatlarinin tim genomlari pGEM-T Easy
vektorde klonlanmistir. Klonlamanin ardindan purifiye edilen DNA’lar ¢ift yonlii
DNA dizilemesi i¢gin BM Labosis firmasina gonderilmistir. Dizileri tespit edilen
izolatlarin molekiiler karakterizasyonlar1 ve gen bankasina kayitlart (NCBI)

yapilmustir.

3.2.2.5.1. Molekiiler klonlama

Izolatlarin tiim genom karakterizasyonu i¢in Keban K1 izolat: ile Hekimhan
ilcesinde tespit edilen izolatlar rastgele secilmis ve HI1, H2 ve H3 olarak
isimlendirilmislerdir. Tiim genomu ¢ogaltan spesifik primerler kullanarak RT-PCR

yontemi ile tim genom ¢ogaltilmis ve pPGEM-T Easy vektor sisteminde klonlanmustir.
3.2.2.5.1.1. Kat1 LB ve s1v1 LB ortamlarin hazirlanmasi

Kat1 LB ortami (500 ml )

e 5 g Bacto tryptone

e 2.5 g Bacto yeast extract

e 2.5 g NaCl (sodyum chloride)
e 7.5gagar

Yukaridaki bilesenler siseye konularak iizerine 500 ml saf su eklenmistir ve

otoklava konularak sterilize edilmistir.
Sivi LB ortami (500 ml)

e 5 g Bacto tryptone

e 2.5 g Bacto yeast extract

Yukaridaki bilesenler 250 ml’lik iki ayr1 siseye konularak {izerine 250 ml saf
su eklenmistir (toplamda 500 ml) otoklava konularak sterilize edilmistir. Otoklav
bittikten sonra kat1 LB ortamt i¢in steril kabinde toplamda 16 adet petriye yaklasik
20 ml dokim yapilarak petriler hazirlanmistir. Petrilerin alt tarafina tarih, LB,

Ampicillin, X-GAL, IPTG varlig1 gibi bilgiler yazilmistir. Sadece kati LB’ nin
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oldugu petrilere LB+tarih, i¢inde antibiyotik olan petrilere LB-+tarih+Amp.+X-
GAL+IPTG yazilmstir.

[1k olarak sadece kat1 LB olacak petrilere (LB-+tarih) yiizeyi kaplayacak sekilde
(yaklagik 20 ml) dokiilmiistiir (Sekil 3.5). Daha sonra geri kalan kati LB’ ye
ampicillin, X-GAL ve IPTG eklenmis ve LB+tarih+Amp.+X-GAL+IPTG yazili olan

petrilere dokiilmiistiir. Katilasmasi i¢in ertesi gline kadar steril kabinde bekletilmig

ve petrilerde katilasan LB ortamlar ters cevrilerek buzdolabinda 1 ay siire ile

saklanmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Kati1 LB ortaminin petrilere dokiilmesi (a) ve katilasmaya birakilmasi (b)

3.2.2.5.1.2. Bakterinin ¢cogaltilmasi

Bir giin 6nceden katilagmasi i¢in steril kabinde beklettigimiz petrilere -80
°C’de bulunan Escherichia coli JIM 109 susu alinarak sadece kat1 LB (LB+tarih) olan
petrilere drigaski ¢ubugu yardimi ile ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler ters

cevrilerek 37 °C’de inkiibatore yerlestirilerek bir gece bekletilmistir.

Inkiibatorden cikarilan petrilerdeki bakteriden tek koloni alinarak 10 ml’lik sivi
LB ortamina ekilmis ve 250 rpm’de 37 °C’de bir gece sallayici platforma konularak
cogalmaya birakilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Inkiibatér (a) ve bakterinin cogalmasi igin sallayici platforma (b) konulan

falcon tiipleri

3.2.2.5.1.3. Bakterilerin purifikasyonu

250 rpm’de 37 °C’de bir gece sallayiciya konularak ¢ogalmaya birakilan
bakteri kiiltiirli, sallayicidan alinarak ¢ogalmanin durmast ig¢in buz {izerine
konulmustur. Bakteri kiiltiirii biiyiik falcon tiiplere konulmus ve tizerlerine 40 ml’ye
kadar s1v1 LB eklenerek dengelenmistir. Tiipler 6000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra tiiplerdeki supernatant atilmis ve buzda bekletilen soguk steril saf
sudan yaklasik 10 ml eklenerek vorteklenmistir. Tekrar dengeleme yapildiktan sonra
6000 rpm’de 15 dk tekrar santrifiij yapilmis ve supernatant atilmigtir (Sekil 3.7). Daha
sonra tliplere 3 ml %10’luk gliserol eklenerek vortekslenmistir. Elde edilen
siispansiyon 100 pl olacak sekilde yaklasik 30 tane eppondorf tiipiine aktarilmis ve -
80 °C’de saklanmustir.
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Sekil 3.7. Santrifiij (a) ve bakteri pelletleri (b)

3.2.2.5.1.4. Plazmide aktarilacak (insert) DNA’nin hazirlanmasi

Plazmide aktarilacak DNA, PCR yontemi ile 50 pl toplam hacimde
cogaltilarak %2’lik agaroz jelde elektroforez yapilmistir. Buna gore 2 gr agaroz, 100
ml 1X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) tamponu icinde mikrodalga firinda
¢Oziindiiriilmiis ve jel tepsisine dokiilerek yaklagik 30 dk jelin katilagmasi igin
beklenilmistir. Katilasan jelin ¢ukurlarina DNA marker ve PCR iiriinlerinin [(Keban
2-K1), (Hekimhan 1-H1), (Hekimhan 2-H2), (Hekimhan 3-H3)] tamami kullanilacak
sekilde yan yana jele yliklenmis (Sekil 3.8) ve 85 Volt’luk elektrik akiminda 50
dakika siireyle kosulmustur.

338 bp

338 bp

Sekil 3.8. Elektroforeze yiiklenen PCR iiriinlerinin goriintiisii (M: Marker (100-
10000 bp), 1-5: K1 izolatinin PCR iiriinii, 6-10: H1 izolatinin PCR iiriind,
11-15: H2 izolatinin PCR iiriinii, 16-20: H3 izolatinin PCR iiriinii
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PCR iiriinleri jel goriintilleme sisteminde goriintiilenmis (Sekil 3.8) ve UV

altinda steril bir bistiiri yardimiyla kesilerek eppondorf tiiplere konulmustur (Sekil

3.9). Purifiye edilinceye kadar -20 °C’de saklanmustir.

Sekil 3.9. UV altinda jel goriintiileme (a) ve DNA’nin kesilmesi (b)

3.2.2.5.1.5. DNA’nin agaroz jelden saflastiriimasi

Purifikasyon islemi ticari kit (Thermo Scientific-GeneJET Gel Extraction Kit)
yardimz ile kitin 6nerdigi protokole gore yapilmistir. Buna gore;

e Daha 6nceden UV altinda bistiiri yardimiyla kesilerek eppondorf tiiplerine
konulan jellere (K1, H1, H2, H3) 1:1 hacminde binding buffer eklenmistir.

e Tiiplerdeki jel tamamen ¢dziilene kadar 50-60 °C’de 10 dk kuru blok 1siticida
inkiibe edilmistir. Coziinmenin yavas oldugu durumda inkiibasyon siiresi
uzatilmistir.

e Jel tamamen ¢oziindiikten sonra her bir tiipten 800 pl alinarak purifikasyon
kolonuna aktarilmig ve 1 dk santrifiij yapilmistir.

e Santrifiijden sonra alttaki sivi atilmig ve kolonlara 700 pl yikama ¢dzeltisi
eklenerek santrifiij yapilmistir.

e Santrifiijden sonra tekrar alttaki sivi atilmis ve yikama ¢ozeltisi icerisindeki

ethanoliin tamamen uzaklasmasi i¢in bos olarak 1 dk santriifiij yapilmistir.
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Kolondaki filtreli kisim 1.5 mI’lik temiz eppondorf tiipiine transfer edilmistir.
Filtreli kisma 50 pl elution buffer eklenerek 1 dk santrifiij yapilmistir.
Saflastirilan DNA kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

A Tailing (Adenin kuyruklamasi)

Purifikasyondan sonra PCR iiriinlerinin u¢ kisimlarma dATP eklemesi

yapilmistir. Bu amagla steril bir PCR tiipii igerisine:

e 25 ul PCR iiriini,

e 3 uldATP,

o 6 ul 5X buffer,

o 1.5 ul MgCl,,

e 0.5 ul Tag DNA polimeraz enzimi ilave edilmistir.

Yukaridaki bilesenler 70 °C’de 1 saat ve islem sonrasi karisimi sogutmasi igin

4 °C’de sonsuz olacak sekilde programlanarak PCR cihazina yerlestirilmistir. PCR

isleminden sonra PCR Purification Kiti (Jena Bioscience) ile firmanin onerdigi

protokole gore saflagtirma islemi yapilmistir. Buna gore;

Ornek saymmuz (K1, H1, H2, H3) kadar eppondorf tiipiine 100 pl activation
buffer ekleyerek 10.000 g’de 30 sn santrifiij yapilmistir.

Daha sonra her bir eppondorf tiiptine 3 hacim (108 pl) binding buffer ve 2
hacim (72 pl) isopropanol ve PCR f{iriinii (36 pl) eklenmistir.

Karigim kitle saglanan kolonlara transfer edilerek 10.000 g’de 30 sn santrifiij
yapilmis ve alttaki sivi atilmustir.

Kolona 700 pl yikama ¢ozeltisi eklenmis ve 10.000 g’de 30 sn santrifiij
yapilmustir.

Alttaki toplama tiipii atilarak filtreli kistm 1.5 mI’lik temiz eppondorf tiipiine
transfer edilmistir.

Filtreli kisima 30 pl elution buffer eklenerek 1 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmisgtir.

DNA elution buffer icerisinde tiipe ge¢mesini saglamak i¢in 10.000 g’de 1 dk

santrifiij edilmistir.
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3.2.2.5.1.6. DNA’nin plazmide yerlestirilmesi (ligasyon)

DNA ligase enzimi kullanilarak gercgeklestirilmistir. Ligasyon isleminde
Promega firmasinin pGEM-T Easy vector sistemi kullanilmigtir. Buna gore steril bir

PCR tiipii igerisine;

e 5 ul Rapid ligation buffer,

e | ul pGEM-T Easy vector,

e 2 ul purifiye DNA,

e | ul T4 DNA ligase enzimi,

e 1 pl RNase free su konularak son hacim 10 pl olacak sekilde 1 gece 4 °C’de

inkiibasyona birakilmis ve rekombinant plazmidlerin olugsmasi saglanmigtir. Elde

edilen rekombinant plazmidler kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmugtir.

3.2.2.5.1.7. Plazmidin bakteriye aktarilmasi (transformasyon)

Rekombinant plazmidler, kitle saglanan bakteri hiicrelerine (kompetan
hiicreler) (Escherichia coli JIM109 susu) elektrosok uygulamasi ile transfer edilmistir.
Elektrik akimi uygulamasi Micropulser cihazi (BioRad) EC2 programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Spesifik kiivetler kullanilmadan 6nce steril saf su ile yikanmistir.

Bu amagla;

e Daha o6nce hazirlanan ampicillin, X-GAL ve IPTG igeren kat1 LB ortaml
petrilerden her izolat i¢in 2 petri (toplamda 8 petri) alinmis ve 1sinmalari i¢in
37 °C’de inkiibatore konulmustur.

e Toplam 6rnek sayisi (8 adet) kadar eppondorf tiipiine 900 pl sivi LB (SOC
sollisyonu) konulmustur.

e Bir gece bekletilen rekombinant plazmidlerden 5 pl alinarak E. coli IM109
bakterilerinin oldugu PCR tiipiine konulmustur. Bu karisim pipetlenmis ve 110
ul alinarak spesifik kiivete konularak micropulser cihazi ile EC2 programu ile
bakterilere 1-2 sn siire ile elektrik akim1 uygulanmstir.

e Sokisleminden sonra 900 pul sivi LB (SOC soliisyonu) kiivetin i¢ine bosaltilmig

ve pipetle koplirtiillmeden karistirilmisgtir.
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e Daha sonra bu karisim kiiciik falkon tiiplere yerlestirilmis ve 1 saat 37 °C’de
yaklagik 250 rpm’de inkiibe edilmistir. BOylece rekombinant plazmid
aktarilmig bakterilerin yasamalar1 saglanmigtir.

e Inkiibatérden alman bakteri siispansiyonu yeni eppondorf tiiplerine transfer
edilmis ve 6000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra istteki siv1
atilmistir. Dipte kalan pellet vorteklenmis ve steril kabine gegilmistir.

e Inkiibatorden g¢ikardigimiz antibiyotik iceren kati LB’lere 40 pl bakteri
stispansiyonundan ekilerek drigaski ¢ubugu ile petri yiizeyini kaplayacak
sekilde yayilmistir.

e Ekimden sonra kat1 LB petrileri ters ¢evrilerek inkiibatore konulmus ve 37

°C’de 1 gece bekletilmistir.

Sekil 3.10. Plazmidin bakteriye aktarilmasi (transformasyon) (a) rekombinant
plazmid, spesifik kiivetler ve SOC soliisyonlarinin buzda tutulmasi, (b)
mikropulser cihazi, (c) rekombinant plazmid ve bakterilerin oldugu
karisimin spesifik kiivete aktarilmasi, (d) sok verme islemi, (¢) SOC
sollisyonunun spesifik kiivete aktarilarak pipetlenmesi, (f) karigimin

falcon tlipe aktarilmasi

46



=TI\ L
Tf Vi &

Sekil 3.10. (devam)

3.2.2.5.1.8. Plazmid aktarilmis bakterilerden kiiltiir olusturma

Bu c¢alisma kontaminasyonu Onlemek bakimindan steril kabinde
gerceklestirilmistir. Steril tek kullanimlik 15 ml’lik tiplere (K1, HI1, H2, H3)
antibiyotik iceren sivi LB ortami konulmus ve steril bir pipet ucu yardimi ile beyaz
koloniler segilerek bu tiiplerin igerisine birakilarak ekim yapilmistir. Ekimden sonra
tiiplerin kapaklari kapatilarak 37 °C’ye ayarlanmus sallayici platform lizerinde 1 gece

inkiibe edilmistir.

Transforme olmus bakterinin biinyesinde ampisiline dayaniklilhik geni

bulunmadigindan, transformasyon isleminden sonra, ampisilin igeren besi ortamina
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ekilen bakterilerden sadece biinyesine plazmid alanlar canliligini koruyacaklardir.
Bunun nedeni ampisiline dayaniklilik geninin sadece pGEM-T Easy vektor plazmidi

uzerinde bulunmasidir.

Bu kosullarda ampisilin igeren kat1 besi ortaminda “’plazmid+PCR iiriinii DNA
iceren bakteriler’’ ve biinyesine sadece ‘’sirkiile olmus plazmid alan bakteriler’” olmak
iizere farkli iki bakteri gelisecektir. Bunlardan “’plazmid+PCR {iriini DNA igeren
bakteriler’” beyaz renkli koloni, ’sirkiile olmus plazmid alan bakteriler’’ ise mavi

renkli koloni olusturmaktadir.

3.2.2.5.1.9. Plazmidin DNA fragmenti tasiyip tasimadiginin koloni PCR ile

kontrol edilmesi

Amp.+X-GAL+IPTG igeren kat1 LB petrilerde gelisen beyaz renkli kolonilerin
rekombinant plazmidleri igerip igermedigi koloni PCR yapilarak belirlenmistir. Bunun
icin inkiibatorden antibiyotik iceren kati LB’ler alinarak her petriden 2 koloni olacak
sekilde tek beyaz koloniler isaretlenerek numara verilmistir (Sekil 3.11). Steril bir
pipet ucu ile tek beyaz koloninin ortasina dokundurulup ¢cDNA olarak PCR tiipii

icindeki karigima karistirtlmistir.

Sekil 3.11. Transformasyon sonrasi gelisen mavi-beyaz koloniler (a) ve

beyaz kolonilerin isaretlenerek se¢ilmesi (b)

Koloni PCR ig¢in steril bir PCR tiipii igerisine:

e 36.6 ul RNase free su,
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5 ul 10X PCR Buffer,

3 pl 25mM MgCl1?,

1 ul 10mM dNTP,

1 pul 20mM F-primer,

1 pl 20mM R-primer,

0.4 ul Taq DNA polimeraz enzimi konulmustur.

PCR tiipleri vortekslenip kisa bir donii yapildiktan sonra PCR cihazina

yerlestirilerek asagidaki programda ¢alistirilmistir.

94 °C 2 dk

94°C 1 dk

58 °C2dk 35 dongi
72 °C 1 dk

72 °C 10 dk

Koloni PCR’1n tamamlanmasindan sonra elektroforez yapilarak, PCR {iriinleri

(K1, HI1, H2, H3) jel goriintileme sisteminde goriintiilenmistir. Elektroforez

sonucunda, beklenen biiyiikliikte (yaklasik 339 bp) amplifikasyon iiriinii olustugundan

klonlama islemi gergeklesmis sayilmistir (Sekil 3.12).

.
[ — e — ]

.Hﬁ.“m

Sekil 3.12. Koloni PCR sonucu olusan amplifikasyon {iriinii, M: Marker (100-10000

bp), 1-2: K1 izolatin1 tasiyan bakteri kolonilerine yapilan PCR iiriinii, 3-

4:H1 izolatin1 tastyan bakteri kolonilerine yapilan PCR iiriinii, 5-6: H2

izolatini tagiyan bakteri kolonilerine yapilan PCR iirlinti, 7-8: H3 izolatin1

tastyan bakteri kolonilerine yapilan PCR iiriinii
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3.2.2.5.1.10. Rekombinant plazmidlerin saflastiriimasi

Rekombinant plazmidlerin saflagtirilmasi ticari kit ile (Bio Basic-Plasmid

DNA Minipreps Kit) kitin satin alindig1 firmanin 6nerdigi protokole gore yapilmistir.

Buna gore;

2 ml’lik steril eppondorf tiiplerine bir gece bekletilerek ¢ogaltilan bakteriler
siispansiyonundan konularak 12000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmistir. Boylece
bakterilerin ¢okelmesi saglanmistir.

Pellete 100 pl Solution I eklenerek vortekslenmistir.

Daha sonra karisimin {izerine 1 pl visually lyse eklenmistir.

Karigima 200 pl Solution II eklenmis ve 4-6 kez ters yiiz edilmistir (bu
asamada soliisyonun rengi maviye donmiistiir). Oda sicakliginda 1 dk
tutulmustur.

Tiiplere 350 pl Solution III eklenmis ve ters yiiz edilerek karigtirilmistir (bu
asamada soliisyonun rengi tekrar beyaza donmiistiir). Oda sicakliginda 1 dk
tutulmustur.

Tiipler 12000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilmistir.

Santrifiijden sonra tiiplerin iistiindeki sivi kitle saglanan kolona transfer
edilerek 10000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmistir.

Altta kalan s1v1 atilmig ve kolona 750 pl yikama ¢dzeltisi eklenmis ve yikama
gerceklestirilmigtir. 10000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmistir.

Bir tstteki adim tekrarlanarak alttaki sivi tekrar atilmis ve 750 ul yikama
cozeltisi tekrar eklenerek ikinci bir yikama gerceklestirilmistir. Tekrar 10000
rpm’de 2 dk santriflij yapilmistir.

Toplama tiipitindeki siv1 atilmis ve yikama ¢ozeltisi igerisindeki ethanolii
tamamen uzaklastirmak icin tekrar 10000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmistir.
Kolonlardaki filtreli kisim temiz 1.5 ml’lik eppondorf tiiplerine transfer
edilerek filtreli kismin ortasina 50 pl Elution buffer eklenmistir. Tiipler oda
sicakliginda 2 dk inkiibe edildikten sonra 10000 rpm’de 2 dk santrifii
yapilmustir.

Purifiye edilen rekombinant plazmid DNA’s1 iiniversal primerler yardim ile

DNA dizilemesi i¢in ilgili firmaya gonderilmistir.
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3.2.2.5.2. Molekiiler klonlama sonrasi purifiye edilen DNA’larin dizi analizi ve
filogenetik analiz

Klonlama sonrast elde edilen rekombinant plazmidler cift yonlii DNA
dizilemesi i¢cin BM Labosis firmasina gonderilmistir. 50 pl plazmid DNA’simin bir
kism1 DNA dizileme i¢in gonderilmis ve geriye kalan kismi ise sonraki ¢caligmalarda
kullanilmak iizere -20°C’de saklanmistir. Gonderilen her izolat promoter bolgelerine
spesifik {liniversal primeriyle (T7 ve SP6) ¢ift yonli dizileme yaptirilmistir. DNA
dizilemelerindeki okuma hatalarin1 en aza indirmek icin ¢ift yonlii dizileme

yaptirilmistir.

Dizi analizi sonrasi elde edilen viroid izolatlarina ait genom bilgileri CLC Main
Workbench programi ile analiz edilmistir. CLC Main Workbench 20.0.4 programu ile
cevizde tespit edilen PLMVd niikleotid dizileri ile diinya ve iilkemizde tespit edilen
PLMVd’ye ait niikleotid dizileri karsilastirilarak filogenetik aga¢ olusturulmus ve
coklu dizi karsilagtirmalar1 yapilmigtir. Niikleotid dizi karsilastirmalart sonucu
PLMVd ceviz izolatlar1 ile diger diinya izolatlar1 arasindaki benzerlikler ve farkliliklar
belirlenmigtir. PLMVd ceviz izolatlarinin ikincil yapilari, tiim genom dizileri
kullanilarak CLC Main Workbench 20.0.4 programinin mfold structure prediction
package (CLC bio, Denmark) o6zelligi kullanilarak belirlenmistir. Filogenetik
analizlerin yapilmasit ve DNA dizilemesi sonrasinda klonlanan bdlgenin Gen

Bankasinda arastirilmasi1 BLAST programi ile gerceklestirilmistir.

3.2.2.5.3. DNA dizilerinin gen bankasina girilmesi [National Center for
Biotechnology Information (NCBI)]

Ceviz bitkisinde tespit edilen PLMVd izolatlarinin (K1, H1, H2, H3) tiim
genomuna ait niikleotid dizileri National Center for Biotechnology Information

(NCBI) Gen Bankasi’na kaydedilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Survey Calismalar

Badem survey c¢aligmalar1 Malatya (Darende), Elazig (Merkez, Baskil, Agin,
Keban) ve Adiyaman (Merkez, Kahta, Besni, Gdlbasi) il ve il¢elerinde, ceviz survey
caligmalar1 Malatya (Yesilyurt, Battalgazi, Darende, Piitiirge, Ak¢adag, Hekimhan,
Yazihan), Elazig (Merkez, Baskil, Agin, Keban) ve Adiyaman (Merkez, Kahta,
Besni, Golbasi, Tut) il ve ilgelerinde 2019 ve 2020 yillar1 Mayis-Haziran aylarinda
yapilmis olup, badem ve ceviz alanlarinda PLMVd’nin varliginin tespit edilmesi
amaciyla simptom gdsteren ve gostermeyen 530 bitkiden rastgele yaprak ornegi
toplanmistir. Hassen vd. (2004) yaptiklar1 ¢aligmada, viroidlerin tani ve teshisi igin,
RNA ekstraksiyonlarinda kullanilacak yaprak 6rneklerinin en iyi alinma zamaninin
gec ilkbahar ve erken yaz oldugunu bildirmislerdir. Salem vd. (2003) bademde
saglikli ve hastalikli bitkiyi ayirt etmek icin en giivenilir organlarin geng yapraklar

oldugunu belirtmislerdir.

Survey ¢alismamizi olusturan illere baktigimizda badem yetistiriciliginin daha
cok egimli, toprak yapisi tash ve kiregli olan alanlarda yapildig1 goriiliirken, ceviz
yetistiriciliginin ise hemen hemen her kosulda yetistigi goriilmektedir. Bélgede daha
cok tarla kenarlarinda smir ya da ¢it bitkisi olarak yetistirilen ve dagimik halde olan
badem ve ceviz yetistiriciligi kiiltlirii yaygin olup, ev bahgelerinde tek agag¢ olarak
bulundugu da goriilmektedir. Ozellikle son yillarda orman vasfini yitirmis alanlarda
Tarrm ve Orman Bakanligr tarafindan organize edilen kapama bahgeler
olusturulmaya baglanmistir. Modern tesislerle kurulan bu kapama bahgeleri bademde
ozellikle ¢oglir lizerine asili olup, bunun biiyiikk c¢ogunlugunu ‘‘Ferragnes’’,
“Ferraduel”” gesitleri olustururken; az sayidaki bazi bahgelerde ise ‘‘Teksas’ ve
““Nonpareil”” c¢esitleri olusturmaktadir. Kapama ceviz bahgelerinde ise en ¢ok
““Chandler’” c¢esidi ve dolleyicisi ‘‘Franquette’” olustururken; az sayida da

““Fernette’’ ¢esidi ve dolleyicisi ‘‘Fernor’” olusturmaktadir.

Survey calismalari sirasinda hem badem agaclarinda hem de ceviz agaglarinda
makroskobik gozlemler yapilmis ve PLMVd’nin belirtileri gozlenmeye ¢alisiimistir.
Yaprak ornegi alinan bahgelerdeki badem ve ceviz agaglarinda mozaik, kloroz, leke,
damar bantlagsmasi gibi farkli yaprak simptomlart ile siirgiin gelisimi geriligi, dallarda

nekrotik lekelenmeler, sekil bozukluklar1 gibi belirtiler incelenmistir.
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Badem agaglarinda kloroz, nekroz, yapraklarda renk agilmalar1 ve sagma deligi
seklinde belirtiler gézlenmistir. Ancak yaptigimiz molekiiler ¢aligmalar neticesinde
badem oOrneklerinde PLMVd etmeni bulunmamistir. Bu nedenle surveyler sirasinda
gozlemledigimiz belirtilerin viroid kaynakli olmayip, bazi biyotik ve abiyotik kaynakli
baska hastalik ve zararlilardan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Kloroz, nekroz, sagma
deligi seklinde simptomlar 6zellikle sert ¢ekirdekli meyve agaclarinda yaygin olarak
goriilen ‘yaprakdelen (¢il)’ olarak bilinen fungal hastalik belirtileri ile benzerlik
gostermesinden dolayi birbiri ile karistirilmaktadir. Viriis ve viroid hastaliklar1 badem
yapraklarinda renk agilmalarina da neden olmaktadir. Fakat ¢alismamiz sonucunda
bademde PLMVd tespit edilmemis olmasi, yapraklardaki renk agilmasinin da bitki
besin elementi eksikliginden kaynaklanabilecegini gostermektedir.

Ceviz agaclarinin yapraklarinda ise sekil bozukluklari, kivrilmalar, kloroz ve
nekroz seklinde simptomlar gézlenmistir. Ancak bu belirtilerin viroid kaynakli olup
olmadig1 bilinmemekle beraber, ‘yaprak bitleri’, ‘ceviz yaprakuyuzu’ ve ‘ceviz gal
akar’ gibi zararlilarin yaprakta beslenmesi sonucu olusmus olabilecegi
degerlendirilmistir. Kloroz ve nekroz seklinde goriilen belirtilerin ise penetrasyon
cevresindeki renk agilmalarmin zamanla koyu renkli grimsi ve kahverengi lekelere
doniistiigli ‘ceviz antraknozu’ olarak bilinen fungal hastaliktan kaynaklandigim
diistinmekteyiz.

Yapilan survey ¢alismasinda badem ve ceviz agaglarinda ¢ogunlukla viriis ve
viriis benzeri etmenlere rastlanmamis olup, daha sonra yapilan molekiiler ¢aligmalar
sonucunda cevizde PLMVd’nin tespit edilmis olmas1 etmenin ceviz bitkisinde latent
olarak bulundugunu gostermistir. Gozlemlerimize paralel olarak Tuncel vd. 2020
yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, cevizde PLMVd etmenini diinyada ilk kez tespit
ettiklerini, ancak ceviz bitkisinde herhangi bir belirti goriilmedigini ve latent olarak

bulundugunu bildirmislerdir.

4.2. Molekiiler Cahsmalar

4.2.1. Malatya ili badem 6rneklerinin PLMVd ile enfekteli olup olmadiginin

tespit edilmesine dair bulgular

PLMVd’nin varligim tespit etmek amaci ile Malatya (Darende) ili badem
alanlarindan toplanan 6rneklere RT-PCR yapilmig ve PCR fiiriinleri jel goriintiileme

sisteminde goriintiilenmigtir. Malatya iline ait test edilen badem oOrneklerinin
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hi¢birinde PLMVd’ye rastlanilmamustir. Yiiriitiilen tiim RT-PCR testlerinde Tuncel
vd. 2020 yilinda yaptiklar1 ¢alismada tespit edilen PLMVd’ye ait pozitif kontrol
numuneleri kullanilmis ve 339 bp biiyiikliigiinde DNA bandi olusturmustur, su
kontrolde ise herhangi bir bant elde edilmemistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. PLMVd’nin varligini tespit etmek i¢in Malatya (Darende) ilinden alinan
badem orneklerine uygulanan RT-PCR testinin agaroz jel goriintiisii,
M:Marker (100-10.000 bp), P: Pozitif Kontrol, S: Su Kontrol

4.2.2. Elaz1g ili badem orneklerinin PLMVd ile enfekteli olup olmadiginin

tespit edilmesine dair bulgular

PLMVd’nin varligini tespit etmek amaci ile Elazig ili ve ilgeleri (Merkez,
Baskil, Agin, Keban) badem alanlarindan toplanan 6rneklere RT-PCR yapilmustir.
PCR iiriinleri jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmis ve test edilen 6rneklerin
hi¢birinde PLMVd’ye rastlanilmamistir. Yapilan RT-PCR testlerinde pozitif kontrol
339 bp biiyiikliigiinde DNA bandi olustururken su kontrolde ise herhangi bir bant
elde edilmemistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. PLMVd’nin varligini tespit etmek i¢in Elazig (Merkez) ilinden alinan
badem 6rneklerine uygulanan RT-PCR testinin agaroz jel goriintiisti, M:
Marker (100-10.000 bp), P: Pozitif Kontrol, S: Su Kontrol

4.2.3. Adiyaman ili badem 6rneklerinin PLMVd ile enfekteli olup olmadiginin

tespit edilmesine dair bulgular

PLMVd’nin varligini tespit etmek amaci ile Adiyaman ili ve ilgeleri (Merkez,
Golbasi, Besni, Kahta) badem alanlarindan toplanan érneklere RT-PCR yapilmustir.
PCR iiriinleri jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmis ve test edilen 6rneklerin
hi¢birinde PLMVd’ye rastlanilmamistir. Yapilan RT-PCR testlerinde pozitif kontrol
339 bp biiyiikliigiinde DNA band1 olustururken su kontrolde ise herhangi bir bant elde
edilmemistir (Sekil 4.3).

Ml sttt Ot SO Ol sl 013141 5 P

Sekil 4.3. PLMVd’nin varligini tespit etmek i¢in Adiyaman (Kahta) ilinden alinan
badem o6rneklerine uygulanan RT-PCR testinin agaroz jel goriintiisti, M:
Marker (100-10.000 bp), P: Pozitif Kontrol, S: Su Kontrol

PLMVd’nin varliginin tespit edilmesine yonelik yapilan bir ¢aligmada Fekih
Hassen vd. 2005 yilinda Tunus’taki badem agaglarinda bu etmenin varligint RT-PCR
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yontemi ile test ettiklerini ve 17 agacin 2’sinde 337 bp biiyiikliigiinde PLMVd tespit
ettiklerini belirtmislerdir. Ancak yaptigimiz bu calisma ile Malatya, Elazig ve
Adiyaman illeri badem alanlarinda yaptigimiz molekiiler testlemelerin higbirinde

PLMVd tespit edilememistir.

4.2.4. Malatya ili ceviz orneklerinin PLMVd ile enfekteli olup olmadiginin

tespit edilmesine dair bulgular

PLMVd’nin varligini tespit etmek amaci ile Malatya ili ceviz alanlarindan
toplanan 6rneklere RT-PCR yapilmistir. PCR iiriinleri jel goriintiileme sisteminde
gorilintiilenmis ve test edilen 6rneklerden sadece Hekimhan’a ait 10 6rnek (1-10 arasi)
pozitif bulunurken, diger ilcelerde pozitif bulunmamistir. Bu 6rneklerden 3° ve ‘4’
numaralt Ornekler yabani ceviz agaglarindan toplanmustir. Yapilan RT-PCR
testlerinde pozitif kontrol 339 bp biiyiikliigiinde DNA bandi olustururken su
kontrolde ise herhangi bir bant elde edilmemistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. PLMVd’nin varligini tespit etmek i¢in Malatya (Hekimhan) ilinden alinan
ceviz Orneklerine uygulanan RT-PCR testinin agaroz jel goriintiisii, M:
Marker (100-10.000 bp), P: Pozitif Kontrol, S: Su Kontrol

4.2.5. Elaz1g ili ceviz orneklerinin PLMVd ile enfekteli olup olmadiginin tespit

edilmesine dair bulgular

PLMVd’nin varligini tespit etmek amaci ile Elazig ili ve ilgeleri (Merkez,
Baskil, Agin, Keban) ceviz alanlarindan toplanan 6rneklere RT-PCR yapilmistir.

PCR iiriinleri jel goriintiileme sisteminde goriintiillenmis ve test edilen 6rneklerden
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sadece Keban’a ait 1 6rnek (2 numarali 6rnek) pozitif bulunmustur. Yapilan RT-PCR
testlerinde pozitif kontrol 339 bp biiyiikliigiinde DNA bandi olustururken su
kontrolde ise herhangi bir bant elde edilmemistir (Sekil 4.5).

Mol 26 80 dedib a8 9..10.01.212.03.14..15 .16 P S

339 bp

Sekil 4.5. PLMVd’nin varligini tespit etmek i¢in Elazig (Keban) ilinden alinan ceviz
orneklerine uygulanan RT-PCR testinin agaroz jel goriintiisti, M: Marker

(100-10.000 bp), P: Pozitif Kontrol, S: Su Kontrol

4.2.6. Adiyaman ili ceviz orneklerinin PLMVd ile enfekteli olup olmadiginin

tespit edilmesine dair bulgular

PLMVd’nin varligin tespit etmek amaci ile Adiyaman ili ve ilgeleri (Merkez,
Golbasi, Besni, Kahta, Tut) ceviz alanlarindan toplanan &rneklere RT-PCR
yapilmistir. PCR {iriinleri jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmis ve test edilen
orneklerin hicbirinde PLMVd’ye rastlanilmamistir. Yapilan RT-PCR testlerinde
pozitif kontrol 339 bp biiyiikligiinde DNA bandi olustururken su kontrolde ise
herhangi bir bant elde edilmemistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. PLMVd’nin varligini tespit etmek i¢in Adiyaman ilinden alinan ceviz
orneklerine uygulanan RT-PCR testinin agaroz jel goriintiisii, M: Marker
(100-10.000 bp), 1: Adiyaman merkez 1-10 aras1 6rnek, 2-3-4-5: Golbast
1-40 arasi ornek, 6-7: Kahta 1-20 aras1 6rnek, 8-9: Besni 1-20 arasi

Ornek,10: Tut 1-10 aras1 ornek

4.3. Tespit Edilen Viroid izolatlariin Tiim Genom Dizilerinin Molekiiler

Karakterizasyonu
4.3.1. Dizilerin referans izolat yardim ile edit edilmesi

Tiim genom dizileri tespit edilen PLMVd K1, H1, H2 ve H3 izolatlarina ait
niikleotid dizileri, PLMVd’ye spesifik primerler (Cizelge 3.1) ve Gen Bankasinda
referans alinan bir PLMVd dizisi (M83545) baz alinarak edit yapilmistir. Gerekli
niikleotid diizeltmeleri yapildiktan sonra izolatlarin elde edilen konsensus dizileri
Blast programi (Graphic summary) ile kontrol edilmistir. Buna gore; edit yapilmayan
dizilerin grafiksel goriintiisii iki renk olustururken, edit yapilan dizilerin grafiksel

goriintlisii tek renk olusturmustur (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Blast programinda diizenlenmis ve diizenlenmemis PLMVd izolatlarinin

niikleotid dizilerinin grafiksel goriiniimii

4.3.2. Referans dizi kullanilarak manuel niikleotid diizeltmesi

Cift yonlii okumasi yapilan dizilerin diizeltme islemi PLMVd K1 izolat1 6rnek
alinarak Sekil 4.8°de goriildiigii gibi yapilmistir. Universal SP6 ve T7 primerleri ile
okunan diziler CLC Main Workbench programinin ‘assemble sequencing to reference’
fonksiyonu ile referans dizi baz alinarak iist iiste cakigtirilmigtir. Bu islem sonrasi tiim
diziler alt alta gruplandiginda program bazi niikleotid okumalarinda uyusmazlik

oldugunu bildirmektedir.

Consensus dizi olusturmada, SP6 okumasinda ‘C’ T7 okumasinda ‘T’ ve
referans dizide ‘C’ olmasi gibi bir durum s6z konusu ise 0 okumanin yanlis oldugu
kabul edilir. Ciinkii SP6 ve T7 okumalarinin herhangi birindeki niikleotid referans
dizideki niikleotid ile Ortiisiiyorsa bu okuma ‘T’ kabul edilerek consensus dizisi

olusturulur.

Sekil 4.8 A’da goriildiigli lizere K1 izolatinin 1. uyusmazlik (1. conflict)
bolgesinde her iki yonlii okumada ‘C’ bazi varken referans izolatta ayni1 bolgede ‘T’

bazi oldugu goriilmektedir (1. conflict). Bu durum her ne kadar bir uyusmazlik gibi
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goriinse de, gercekte K1 izolatinin referans izolattan farkini gosteren dnemli ve ayirt
edici bir 6zelligidir. Bundan dolay1, K1 izolatinin ilgili kismindaki ‘C’ bazi okumasi

oldugu gibi birakilmig ve konsensus dizisi de ‘C’ olarak tutulmustur.

Sekil 4.8 B’de ise K1 izolatinin T7 okumasinda 2 niikleotidin okunmadig1
goriilmektedir. Ancak bu okunmayan kisim referans dizide ‘TT’ olarak goriilmektedir.
K1 izolatini referans izolat ile karsilastirdigimiz i¢in consensus dizisine 2 adet ‘TT’

ilavesi yaparak consensus dizisinin olugsmasi saglanmstir.

Tespit edilen ve tiim genomlar1 pPGEM-T Easy vektorde klonlanarak molekiiler
karakterizasyonlar1 gerceklestirilen diger izolatlarin (Hekimhan 1-H1, Hekimhan 2-

H2, Hekimhan 3-H3) consensus dizisi de ayni sekilde olusturulmustur.

referans diziMB3545 GTCATAAGTTTCATQGCATTTCAGCGACTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGAGTAAAGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTE

(Conflct
(Conflct
(Conflict ~ Confict (Conflct
A Conflict  (Conflict  (Conflict Conflict Conflict

—>

Consensus ~ CATAAGTTTCACEGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGAGTGGTTACCTCTCAGCCCCTCCACCTTE

K1 8P6 <C lCATAAGTTT (GTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGAGTGGTTACCTCTCAGCCCCTCCACCTTC

K1T < IDHMGTTTC GATATCABCOBCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGAGTRBTTACCTCTCAGCCCCTCCACCTTC

referans dizi MB3545 CAGACTTATGAGAGAGTAAAGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTRCCCATAGAAAGGCTAAGC)

(Conflict
(Conflict
(Conflict (Conflict
B Conflict Conflict
—> g

Consensus CAGACTTATGAGAGAGTGGTTACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTECCGATAGAAAGGCTAAGC)

K1 8PS CAGACTTATGAGAGAGTGGTTACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCABTTECCGATAGAAAGGCTAAGC)

KITT CAGACTTATGAGAGAGTRBTTACCTCTCAGCCCCTCCACCTTRE6GTGCCCTATTCAGAGCACTGCAQRECCCGATAGAAAGGCTAAGE,

Sekil 4.8. Referans dizi referans alinarak consensus olusturma
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4.3.2.1. K1 izolatinin molekiiler karakterizasyonu

Niikleotid dizisi elde edilen PLMVd ceviz K1 izolat,, MW294170 Erisim
Numarast ile NCBI gen bankasmna kaydedilmistir. K1 izolatinin tiim genom
uzunlugunun 338 nt uzunlugunda oldugu belirlenmis ve tim genom dizisi Cizelge

4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. K1 izolatinin tiim genom dizisi

Baz Siras1  Niikleik Asit Baz Dizisi

1 cccataagtt tcgecegtatce tcaacggcete atcagtgggce taageccaga cttatgagag agtggttace
71 tctcageccc teccaccttgg ggtgecctat tcggageact geagttcecg atagaaagge taageaccte
141  gcaatgaggt aaggtgggac ttttccttcg ggagectage ggtaggctee gaggggggte

201  tgatccaggt accgccgtag aaactggatt acgacgtcta cccgggatte aaacceggtc

261  ccctccagaa gtgattctgg aagaagagtc tgtgettage acactgatga gtctctgaaa tgagacgaaa
331  ctettett

4.3.2.2. H1 izolatinin molekiiler karakterizasyonu

Niikleotid dizisi elde edilen PLMVd ceviz H1 izolati, MW294171 Erisim
Numarast ile NCBI gen bankasmna kaydedilmistir. H1 izolatinin tiim genom
uzunlugunun 338 nt uzunlugunda oldugu belirlenmis ve tim genom dizisi Cizelge

4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. H1 izolatinin tiim genom dizisi

Baz Siras1  Niikleik Asit Baz Dizisi

1 cccataagtt tcgeegtate tcaacggctc atcagtggge taageccaga cttatgagag agtggttace
71 tctcageccc tccaccttgg ggtgecctat tcggageact geagttcecg atagaaagge taageacctc
141 gcaatgaggt aaggtgggac ttttccttcg ggagectage ggtaggetee gaggggggte

201  tgatccaggt accgccgtag aaactggatt acgacgtcta cccgggatte aaacccggte

261  ccctccagaa gtgattctgg aagaagagte tgtgcettage acactgatga gtctctgaaa tgagacgaaa
331  ctcttcta
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4.3.2.3. H2 izolatinin molekiiler karakterizasyonu

Niikleotid dizisi elde edilen PLMVd ceviz H2 izolat,, MW294172 Erisim
Numarast ile NCBI gen bankasina kaydedilmistir. H2 izolatinin tiim genom
uzunlugunun 338 nt uzunlugunda oldugu belirlenmis ve tim genom dizisi Cizelge

4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.3. H2 izolatinin tiim genom dizisi

Baz Siras1  Niikleik Asit Baz Dizisi

1 cccataagtt tcgeegtate tcaacggetc atcagtgggct aageccagac ttatgagaga gtggttacct
71 ctcagcccct ccaccttgga gtgccctatt cggageactg cagttcccga tagaaagge taagcacctc
141 gcaatgaggt aaggtgggac ttttccttcg ggagectage ggtaggetee gaggggggte

201  tgatccaggt accgccgtag aaactggatt acgacgtcta cccgggatte aaacccggte

261  ccctccagaa gtgattctgg aagaagagtc tgtgettage acactgatga gtctctgaaa tgagacgaaa
331  ctcttcta

4.3.2.4. H3 izolatinin molekiiler karakterizasyonu

Niikleotid dizisi elde edilen PLMVd ceviz H3 izolati, MW294173 Erisim
Numarast ile NCBI gen bankasmna kaydedilmistir. H3 izolatinin tiim genom
uzunlugunun 338 nt uzunlugunda oldugu belirlenmis ve tim genom dizisi Cizelge

4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.4. H3 izolatinin tiim genom dizisi

Baz Siras1  Niikleik Asit Baz Dizisi

1 cccataagtt tcgeegtate tcaacggetc atcagtggge taageccaga cttatgagag agtggttace
71 tctcageccc tccaccettgg ggtgecctat tcggageact geagttcecg atagaaagge taageacctc
141 gcaatgaggt aaggtgggac ttttccttcg ggagectage ggtaggetee gaggggggte

201  tgatccaggt accgccgtag aaactggatt acgacgtcta cccgggatte aaacccggte

261  ccctccagaa gtgattctgg aagaagagte tgtgettage acactgatga gtctctgaaa tgagacgaaa
331  ctcttcta
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4.3.3. Filogenetik agac¢

Cevizde tespit edilen PLMVd (K1, H1, H2, H3)’ye ait 4 izolatin genom dizileri
karakterize edilmistir. Filogenetik agag CLC Main Workbench 20.0.4 programi
yardimut ile yapilmis olup, izolatlar arasindaki niikleotid benzerlik ve farkliliklar agacta

dallanmalara neden olmustur (Sekil 4.9).

PLMVd izolatlarina (K1, H1, H2, H3) ait genom dizileri, simdiye kadar gen
bankasina kaydedilmis diger izolatlar ile karsilastirildiginda farkli oranlarda

benzerlikler gosterdigi goriilmiistiir.
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® PLMVd-Tirkiye-EU708836
PLMVd-Gliney Kore-KT033050

® PLMVd-Cin-JF898808

PLMVd-Turkiye-MN857 144

PLMVd-H3 izolat

PLMVd-H1 izolat

PLMVd-K1 izolat

_|:: PLMVd-Turkiye-MN857143
PLMVd-H2 izolat

® PLIVd-ispanya-M83545
—{—o PLMVd-italya-GQ872127

® PLMVd-iran-HM 185109

I—O PLMVd-Turkiye-EU708830

® PLMVd-Tunus-DQB80737
PLMVd-Yunanistan-KU048789
@ PLMVd-Glney Kore-KY355272
PLMVd-Sirbistan-JF416648
PLMVd-Birlesik Krallk-KY810773
® PLMVd-Cin-AY685181

I ® PLMVd-Cin-JF898809
L—e PLMVd-Yunanistan-KU048785
L————e@ PLMVd-Sirbistan-EF151298

® PLMVd-Yunanistan-KU048782

¢ PLMVd-Yunanistan-KU048788

Sekil 4.9. PLMVd izolatlarinin (K1, H1, H2, H3) diinyada tespit edilmis diger PLMVd izolatlar1 ile CLC Main Workbench 20.0.4 programi

araciligiyla 1000 tekerriirlii olarak olusturulmus filogenetik agaci
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PLMVd ceviz izolatlarinin diger diinya izolatlar1 ile olan genetik benzerlik ve
farkliliklarin1  belirleyebilmek i¢in 1000 tekerriirlii olarak niikleotid dizileri
karsilastirilmig ve filogenetik agac elde edilmistir (Sekil 4.9). Coklu niikleotid dizi
karsilagtirmasi sonucunda, PLMVd izolatlariin diinyadaki diger izolatlar ile %96.7-
99.1 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Tuncel vd. 2020
yilinda yaptiklar1 ¢alismada, PLMVd’nin c¢oklu niikleotid dizi karsilastirilmasinda
tespit ettikleri izolatlarin diinyadaki diger seftali, nektarin ve kiraz izolatlar1 ile %96.6-

98.8 arasinda degisen bir benzerlik gdsterdigini bildirmislerdir.

PLMVd’ye ait K1, H1 ve H3 izolatlar1 ayni olup %99.1 benzerlik oram ile
JF898808 erisim numarali Cin izolati ile gruplanmistir. H2 izolati ise %99.1 benzerlik

orant ile KT033050 erisim numarali Giiney Kore izolat1 ile gruplanmustir.

Niikleotid dizilerinin karsilastirilmast i¢in gen bankasindan 20 farkli izolat
secilmigtir. Niikleotid karsilastirmasinda kullanilan izolatlar Cizelge 4.5’de

verilmigtir.

Cizelge 4.5. Niikleotid karsilastirmasinda kullanilan Gen Bankasinda (NCBI) kayith
PLMVd izolatlarina ait orijin, konukgu, niikleotid uzunlugu, erisim

numarasi ve referans bilgileri

Orijin Konuk¢u Niikleotid Erisim Referans
Uzunlugu  Numarasi
(bp)
Cin Seftali 339 JF898808 Fan et al. 2012
Giiney Kore Seftali 339 KT033050 Joetal. 2015
Yunanistan  Visne 339 KU048782 Boubourakas and
Kyriakopoulou.
2016
Yunanistan ~ Armut 339 KU048789 Boubourakas and
Kyriakopoulou.
2016

65



Cizelge 4.5. (devam)

Italya
Cin

Sirbistan

Tiirkiye

Yunanistan

Giiney Kore

Iran

Sirbistan

Yunanistan

Tiirkiye

Birlesik
Krallik

Tunus

Tiirkiye
Tiirkiye
Cin

Ispanya

Seftali
Seftali

Seftali

Seftali

Visne

Seftali

Seftali

Seftali

Armut

Nektarin

Seftali

Seftali

Ceviz
Ceviz
Seftali

Seftali

339

338

339

339

338

339

337

337

339

338

337

339

339

339

339

337

GQ872127
JF898809

JF416648

EU708836

KU048785

KY355272

HM185109

EF151298

KU048788

EU708830

KY&810773

DQ680737

MN857143
MNZ857144
AY685181

M83545

Luigi et al. 2009
Fan et al. 2012

Jeuremovic and

Paunouic 2011
Gazel ve ark. 2008

Boubourakas and
Kyriakopoulou.
2016

Joetal. 2018

Yazarlou et al.

2012
Mandic et al. 2009

Boubourakas and
Kyriakopoulou.
2016

Gazel ve ark. 2008

Pecmen et al. 2017

Fekih Hassen et al.
2007

Tuncel ve ark. 2020
Tuncel ve ark. 2020
Xu et al. 2007

Hernandez and
Flores 1992
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4.3.4. Coklu niikleotid dizi karsilastirmasi

PLMVd’ye ait K1, H1, H2 ve H3 izolatlarinin tim genom niikleotidlerinin
diinyadaki 20 PLMVd izolat1 ile karsilagtirilmas: sonucu; tiim genom iizerindeki 338
niikleotid icerisinde toplamda 33 bazda yer degistirme varyasyonu tespit edilmis olup,
K1, H1 ve H3 izolatlarinda 8 niikleotidte yer degistirme varyasyonu, H2 izolatinda ise
9 niikleotidte yer degistirme varyasyonu oldugu gozlenmistir (Sekil 4.10).

Gazel vd. 2008 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, seftalide tespit ettikleri PLMVd
izolatlarinin niikleotid ¢oklu dizilemesi ve filogenetik analizlerinde, diger izolatlar ile
arasinda biiyiik bir degiskenlik oldugunu ve bu degiskenligin de pseudoknot iceren

govdede oldugunu belirtmiglerdir.

Diinyada bulunan 20 izolat ile PLMVd viroidine ait 4 izolatin tiim genom
niikleotidlerinin karsilastirilmasi ile PLMVd K1, H1 ve H3 izolatlarinda 68’nci
niikleotidte 2 adet yer degistirme, 208 nci niikleotidte 4 adet yer degistirme, 338 nci
niikleotidte 2 adet yer degistirme varyasyonu oldugu gozlenmistir. PLMVd H2
izolatinda ise 68’nci niikleotidte 2 adet yer degistirme, 138°nci niikleotidte 1 adet yer
degistirme, 208 nci niikleotidte 4 adet yer degistirme, 338 nci niikleotidte 2 adet yer
degistirme varyasyonu oldugu gézlenmistir (Sekil 4.10).
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PLMVd-italya-GQ872127 clllll“cl IIIG“GI T Ii“eell “I“Gieec IIHG““G “““GEGE GllGiGEII’ 70
FLMVd-Yunanistan-KUD48785 T EF 787 BiREEEcGET TRBAcTccc BTlBG G TiTTcHcE cH-cicHIcH 67
PLMVd-Yunanistan-KU048789 [ - IIIIIIGI tTEcEEcTET BiBEENGCET BETEBciccc BiTHcEEEEG BETTETcEGH cB-cicHBicH s
PLMVd-Yunanistan-ku048788 i - BBETEEGE ETEcEEcCIET BiBEEEGCET BEGEEcEccc BifBEcHEEEc BRTiiBEicccE cH-cicHBicH cs

PLMVa-Biresik Kralik-Kv810773 ¥ - BEETEECE ETEcEECTIET BIREENGCET BETREcEcec NIEECEEREC EETEETcHGEH cH-cicHIGH o3
PLMvd-Sibistan-JF416648 [ - BEETEECE ETECEECEET HTIBEEEGCET BETEEcEcec NTBECHEEEC EETHBETGCHGE cH-cHGHNGH 68
PLMvd-Siroistan-EF151298 [ - EEETHECE ETNCEECIET BIBEENcCCET BETEEcrccc HTEECEEEEC BETIBICHCHE cH-cHGHECH 62

PLMVd-Guney Kore-KY355272 [ - HENTEECE ETECEECEIET BTEEENCCET BETEEcEccc NTBECEEEEC BETTIETCHCH cH-cHCHEICH cs
PLAIVG-Gin-JF808800 illlll=lc ETEcEECTET BTEEEEcCET BETEEciccc BTRECEEEBC BETITTcGel cH- G=GI=GI €8
PLI .
PLMVd-K1 izolat |- I
PLMV-H1 izolat
PLHVG-H2 |zolat =
PLIMVG- TUrkIye—MNB§7143 [ | ERTY
PLMVd-Tirkiye-MN257144 [ | ERTTIETGHGHE GI GIGGIII 68
PLMva-Cin-JFeossos EENEETEECE [ | BETYETCECE cH-cNcHECH &9
PLMVd-Giiney Kore-KT033050 THECE E BEETIBTCHCE cH-cEcHECH c2
PLMVd-Tunus-DQ680737 TEECTE | ki BERTTIBTCHECE CH-GEGGETH 68
PLINVd-Tiirkiye-EU708830 TBBGT F TBT T TABTcBGE GH-GEGGETHE 68
PLMVd-iran-H11185109 THEGT TTECERCIBET T TiBTcHG GE-GIGGII' 68
PLIMVd-Tirkiys-EU708836 TEEcT FTECEEGTET I TiBTcHcE cB-ciBcil¥ s
PLMVd-Yunanistan-KU048782 THEGT FTRcEEcTET BET [ BERT5BTccGE cB-cicHicH s
PLMVe-spanya-183545 G- THETHEGE FTNcTECEET TiREcHGEET BETEEciccc NMiflc ¢ BRTTETcHGE cH-ciHBEHGH cs

Sekil 4.10. PLMVd (K1, H1, H2, H3 izolatlar1) tiim genomunun CLC Main Workbench 20.0.4 programi ile yapilmis ¢coklu niikleotid dizi

karsilastirmast

68



PLMVd-italya-GQ872127
FLMVd-Yunanistan-KU048785
FLMVd-Yunanistan-KU048789
FLNVd-Yunanistan-KU048788

PLMVd-Birlesik Krallik-KY810773

liiiiH i :!zs

PLMva-Sirbistan-JF416648 ENTETHECEE BE

PLKVd-Sirbistan-EF151298
PLMVd-Guney Kore-KY355272
PLMVd- Cm-JFagaeog

PLMVd K1 izolat
PLMVd-H1 izolat
PLMVd—HZ lzolat

PLIMVd-Trkiye- MNS57143
PLMVd-Tarklye-MN857144
PLMVd-Cin-JF892808

PLMVd-Giiney Kore-KT033050 EETETEECEE BEZ

PLMVd-Tunus-DQ680737
PLMVd-Tiirkiye-EU708830
PLMVd-iran-HM185109
PLINVd-Tirkiye-EU708836
PLMVd-Yunanistan-KU048782
PLMVe-ispanya-m83545 B

Sekil 4.10. (devam)

EREBETT
EETETEECEE RTTERERRTT
EETETEECEE EETEEEER

'”Ilmi

TETEECEE BETERERETT

GGHGEG 4_
GGHGEG +
GGHGEG

TT GGGGIGIIII

ceeGECEERT
¥ ccccicHENE
eelete) & | | |1}
GGEcECEERT
ceGCECHERT
el {8 | | [id

I GGGGEG T
G 3 ]
G EG i
TETRECEE RETHEBERETT
BETETEECEE BETEBEEETT
BEETETHECEE BETHRERETT
EETETEECEE ERTEEERETT

coGiclERE
ccHcECEERE

BT GGGGRCHERT

GGGG'Gi i
GGIGIGH i
cGHcECRERT

[elelelel fe | [ H]

BTT cclc IGII el b [d | | (e
TTRGG GTTE =i=GI==
ii GG Gii THcHBEG

BGGEGEA IIGIIGIIII IGIIIGIIIG

ele) B | W B¢ THE
cGHGcEE Bic GlIT IGI lcl IG
fele) (e TcBEcTTH THGHEE

cGHGEE BicBEcTTER HcETEGEEEG

69

il | (¢ 140
Il’ 137
(el i 138

GIIIIGIIII133
cHTEECHERE 136
cHEEECHERE 133
cETEECHERE 135
CHIEECHERE 132
CHTERCEERRE 132
lIllGllll138

lllG 138
138

138
GIIIIGIIII138
cHTEECHERE 133
BiEEGE 138

CHTEE
CHTENCEHERRE 128
GIIIIGIIII138

IllGl 136
138
138

Gl Ilellll 138



PLMVd-ltalya-GQ872127
PLMVd-Yunanistan-KU048785
FLNVd-Yunanistan-KU048789
PLNMVd-Yunanistan-KU048788

FLMVd-Birlegik Kralik-KY810773
PLMVd-Sirbistan-JF416648
PLIVd-Sirolstan-EF151298
PLMVa-Guney Kore-KY355272
PLMVd-(;m-J F898 809

PLMVd-H2 izolat

PLMVd-TOrkiye-MN857143
PLIMVd-TOrkiye-MN857144
PLMVG-Gin-JF898808
PLMVa-Guney Kore-KT033050
PLMVA-Tunus-DQ680737
PLIVd-Tirkiye-EU708830

PLMVd-iran-HIM1851090 TRG!

PLINVd-Turkiye-EU708836
PLMVd-Yunanistan-KU048782
PLMV¢-Ispanya-1183545

Sekil 4.10. (devam)

IIGIIIIGIG
illIGlG

==IG G

GIIIIGIG
ilcBERGcHEG
THcEBEETCcHEG
THcBcEEcHG
TECEEERCHEG

GIIIIGIG
IIGIIIIGIG
THcEBEETCHEG
TRcCEEETCHG
TECEEERCHEG
TECEBETCHG

BEBATCH
ilc EcHG
Tl EG
TBcREETGHG

cilBccicce
GTRBGGT GGG
GTHBGGTGGG
cTHBGGTGGG
cTHBGGIGGG
ciBBGGEGGG
ciHBGGEGGG
ciEBcGHEGGG
cTEBGcelGGE
cTEBGcelcGe
feh] | (el e]ele
¢ GTEBGGEGGG
G GTHBGGIGGG
G GTHBGGTGGG
fehi] | [efelfelele!
ciBBcciGcGs
BEiEBcGEGGG
ciBBccRGGe
crTEBceIGGe
cTHBGcelGGe

G GTBBGGEGGG

GTHBGGT GGG
GIIEGGIGGG
GTBBGGIGGG

) e ) O e ) ) e ) ) e e e e ] e e ]
e e e e o e e e e M et e
] ] ] ) ] ) ] ) o ) ] e | ] ) ) ) e U ) | e

S S S S S S
) ) = ) ) e e e ) ) ) A O ) e e ) e ) =
S e e S S S S S S S e S

o 0
) S ) ) ) ) R R ) ) ) ] S ) ) S S D L B L S

IIGGIIlIII
BGCEEME

GGG
BcccEcEETHE
[ {efele) e | 5d |
BcccEcHETE

GGG 4AII G
GGG ;Ii
TccHEN G

70

(el [eledi fefel |
CRGGRETGCTT
GRGGATGGTE

GGEGGGTE

GHGGERGGER
GEGGEEGGER

CEGGENGGEN
cBccENGeRE
clce
clcc

G.GGI GG
GlGGI.GGll
e [efe | (e |
(e [e]e | [ |
cHccERGCRT
CBcCGEEGCTER
CRGCGET GG
GGHBGGTE
GGEATGGTE
GGANGGTE

BEcEGGGGGE

GBGGGGGEG
GHGGGGGG
GBGGGGGG

BRcHEGGGGGE
BBcEGGGGGG

BEEE cBcciicel® BECH

cHGGGGGE
BEcHcGGeeee
BEcEcGGGGe
BEcHEGGGGRGE
BEcBGGGGGE

BECECGGGGE
BECEGGGGGE
GHGGGGGE

T BEcHEGGGGGG
BEcHEGGGGGE
BEcEcGGGGe
BEcBcccaeee
BEEcEcGGeGe
BEcHlcccece
EBcEcGceaee

GBGGGGGE
GBGGGGGG
GHGGGGGG

HCHCHTEEEG 210
TcECHTRREG 207
h {e}: {e] IT G 208
gcicHTEEEG 208
fcicETRREG 206
FcicHTRREG 203
gcicHTIREEG 206
FcEcHTREEG 208
EcucETEREGC 202
EcEcCHATEEEG 208
EcECETEREG 208

iGlGllJ_lczm
IGIG G 208
IGIG G 208
IGIGII G 208

FcicHTEEEG 203
gcEcETEEEG 200
FcEcHTREECG 208
EcEcETEEEC 208
FeHcHETEREG 208
EGECETRENG 206

IGIGII Ic 208
FBTcETRREG 208
il I G 208



PLMVd-italya-GQ872127
PLMVd-Yunanistan-KU048785
FLNVd-Yunanistan-KU048789
FLMVd-Yunanistan-KU048788

FPLMVd-Birlesik Krallik-KY810773
PLMVd-Sirbistan-JF416648
PLIVd-Sirbistan-EF 151298
FLMVdE-GUney Kore-KY355272
PLMVd-(;m-JFGQSBOQ

PLMYd-K1 izolat
PLMVd-H1 izolat
PLMVd-HZ izolat

PLIMVd-Tarkiye- r\|r1857143
PLMVd-Tarkiye-MN857 144
PLMVAd-Cin-JF8938808
FLMVd-Glney Kore-KT033050
PLMVG-Tunus-DQG680737
PLIMVd-Turkiye-EU708830
PLMVd-Iran-H185109
PLMVd-Tirkiye-EU708836
PLMVYd-Yunanistan-KU048782
PLMVd-ispanya-83545

Sekil 4.10. (devam)

GEERNCEECE

HCHNERTGGH

CrAREcRECH

[ [8 TGCHE T
T BcEBEEETGCH TT

TiENcEECTE

TTENCEECTR
IrENCEECTE
TTENGERGCTR
TIEBcERCTE
TTENCERCTE

TiERcERGT
TTERcERGT
TTERcERGT

TTiERcERGT
iTENcENGT

FEERECGCHET ¥

IIIIIGGGII

B ceoll
BGGG

GEE i

IIIIIGGGII

TEBREGGGHET

TEEREGGGHET
TEEREcCcCHER

TERREGGGRT
IIIIIGGGII

GGG
(, ficGe
@GGG

IIIIIGGGII

cill TEREEGGGHT

G
TTENGERGTE
TYENCERCTE
TIENCEECTE

Gl’ei
cERGT

TEEEEGGGET THEEENEE

TEEEEGGCRER

TEEEEGGGHET TEEENNER

TERERGGGET
TERRRGGGET

e
TEEREGGG

71

BERERcCC THEEETHER

IIIIIIIIGG

GG
l GG

IIIIIIIIGG
TREEEREEGG
THEEREEEGG
IllllllIGG

EEENGCCET BEEEEREECG

TEEEREREGG

TEERERERGG
TEESEREEGG T

TRNRABRRC. 1

G

lIIIIIIIIG

BECHCEATHIET 220
BRCTCRTINT 277
BoTcHTTIRT 278

GTGETTRT 278

GEGHTTRT 276
BEcTGEATINT 278
BEGEGHETERT 276
BEGEGETINT 273
BEGHCETEEN 273

BEGECETREN 273
BECTCETTEN 272
BECTCETTINT 276
IIGIGIIIII278
BoTcETTIRT 278
BCTCETTRT 277



PLMVd-italya-GQ872127
PLMVd-Yunanistan-KU048785
PLMVd-Yunanistan-KU048789
FLMVd-Yunanistan-KU048788

FLIMVd-Birlesik Krallik-KY810773
PLWVd-Sirbistan-JF416648
PLKYd-Sirbistan-EF151298

FLMVE-Glney Kore-KY355272
PLMVd—(;In-JF898809

PLNVd-Tarkiye-MN857143
PLIMVd-Tarkiye-MN857 144
PLMVd-Cin-JF898808
FLMVdE-Glney Kore-KT033050
PLMVGE-Tunus-DQ680737
PLIVd-Turkiye-EU708830
PLMVd-iran-HN185100
PLIVd-Turkiya-EU708836
PLMVd-Yunanistan-KU048782
PLMVd-Ispanya-1183545

Sekil 4.10. (devam)

ccHEcHECHG
ccHECHECHG
Je] e | [d 8
el | {9 | [d [
GGETCHEGHG
GGHIGCHEBGHG

cGEHECEEGHEG
ccHEcHEEcHG

FETGTICHITH

cGHEGCHECH: FRicicHith

cCHEREHECHG
ccHEcHEEcHEG
ccHEcEEcHEG
el | {9 | (4§ (¢

eYel | (& | (& [
GG'IG! GHG
GGHEGHEEGHEG

GGHHEGHEGHG
ccHHEcHEHEcHEG
ccHEEcHEEcHEG

GGHEGHHECHG ¥

ccHUcHECHG
GCHNGHENCHG
GGENCENGHG
el bie | [d [¢

-GHcHIER
EREcIcEITHE
TEIcicEITHE
TRIcTcRITH
TRTcTcETER

CHERERTCHAT
CRERERTGAR

]
cBERERIcHE cHG
cHENENT

cHE

|
B cEERERICET cHc

CEERERTGER
GRERERTGAT

CRERERTCER

CHCENTNTCH HEFCHCENCH EERIETTET -
BicH BEmCH

GHCENTNTCGH
cEcENTETGH
cEcTETIRTCH
cRGTNTETCE BETCHCER | i

cEGENTNTCHE cHEicHCEECE BERTRTIRIT

72



4.3.5. PLMVd’ye ait izolatlarin ikincil yapilari

PLMVd ceviz izolatlarmin (K1, H1, H2, H3) ikincil yapilarmin topolojik
olarak dallanmas kiire seklinde olduklari ve referans dizinin (M83545) ayn1 programda
olusturulan ikincil yapisi ile benzer oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.11) (Hernandez ve

Flores, 1992).

K1, H1, H2 ve H3 izolatlarinin ikincil yapist 7 gévdeden olugsmakta ve ve bu
govdelerden P1 govdesinde yer alan ‘GCGG’ niikleotid dizisinin P2 gévdesinde yer
alan ‘CGCC’ niikleotid dizisi ile muhtemel bir RNA katlanmasi esnasinda
pseudoknot olusturabilecegi gdzlenmistir. Bu durum survey calismalarinda tespit
edilen tim PLMVd ceviz izolatlarinda gézlemlenmistir (Sekil 4.12). Calismamizla
paralel olarak, Pelchat vd. 2000 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, tespit ettikleri PLMVd
izolatinin 3 yeni pseudoknot icerdigini ve kompleks dallanmis bir yapiya sahip
olduklarimi belirtmislerdir. Bussiere vd. 2000, PLMVd’nin kompleks ve dallanmig
bir ikincil yapiya sahip oldugunu, daha dnce rapor edilen ikincil yapilarla benzer
oldugunu ve pseudoknot igerdigini belirtmiglerdir. Dube vd. 2010, PLMVd’nin (+)
ve (-) polaritelerindeki RNA iplik¢iklerinin olusturduklar: farkli yapilart inceledikleri
calismada, PLMVd’nin her iki polaritesindeki iplik¢iklerin benzer ikincil yapilar
olusturduklarini, her iki polaritenin iplik¢iklerinin sol etki alanlarinin benzer oldugu
gorilinlirken, sag etki alanlarinda birkag farklilik gozlendigini, (+) iplik¢ikte olusan
P8 pseudoknotunun (-) polaritedeki iplik¢ikte olusmadigini ve iki polarite arasindaki
yapisal farkliliklarin PLMVd’nin yagam dongiisiiniin farkli asamalarinda onemli

etkileri olabilecegini belirtmislerdir.

Ceviz izolatlarinin ikincil yapisini olusturan niikleotidlerin bir kismi tek iplikli
bolgede, bir kismi ise ¢ift sarmalli bélgede bulunmakta ve tiim izolatlar ¢ekigbasli ve
dallanmus bir ikincil yapr olusturmustur. ikincil yapilarin daha anlasilir olmast igin her
gbdvde yapisina bir numara verilmistir. Biitlin PLMVd ceviz izolatlar1 ¢ekic basli bir
yapt ile en diislik serbest enerjide dallanmis kiire sekilli ikincil yap1 sergilemistir (Sekil

4.11).
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Sekil 4.11.PLMVd ceviz izolatlarimin (K1, H1, H2, H3) ve PLMVd referans izolatin
(M83545) CLC Main Workbench 20.0.4 programi ile olusturulan ikincil

yapilarinin goriintiisii
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PLMVd referans
dizi (M83545) l

Sekil 4.11. (devam)

PLMVd ceviz izolatlarinin (K1, H1, H2, H3) ikincil yapilarinda, 4 niikleotidin
‘GCGG’ (P1 govdesi) ve ‘CGCC’ (P2 govdesi) kisimlariin korundugu goriilmiistiir.
Korunan bu niikleotidler, P1 govdesinin ¢ift sarmalli bolgesinde ve P2 gvdesinin ise
balon formatinin merkezinde bulunmaktadir (Sekil 4.12). Bussiere vd. 2000 yilinda
yaptiklar1 caligmada, bu 4 niikleotid dizisinin biitin PLMVd varyantlarinda
korundugunu belirtmis ve PLMVd seftali izolatinda P8 pseudoknotun varligini
tanimlamistir. Yiiriitiilen bu ¢aligmada da tespit edilen tiim PLMVd ceviz izolatlarinda

bu niikleotid dizilerinin korundugu tespit edilmistir.

76



) o-8
< <
- <
" 4
DR
<—r
O—0
o-_ 3 o=
«
) e ——
\\mb G/ <
o [ PO <o o—+-§
“<Sdirr e H e
\TCA\ \\OT\CLG f-o0—o,
o < <
— ) ©
o £ AGG\C\T\ \cmuc %o
- -
] Ach\ o
g -8
& o
1
Qo
OCT\\ o,
3} GGC\\
<L, o
« SO
8 N\ O =< o <«
‘oo AO'GT\\ﬂ\GG\\ o
-0\ O F—< FT TC\\A
- O~ 07, g
o = g < o-8
o TO—0 -39 _+ <
<o O < M.\c
< -
N (8]
0—0
© =
- o—0
] <—F
C—r
—
g-0—0
o—o-§
(L] <
o=—0
-
o—0
<—r
o—0
m e
> = < —
8 = o
L) Q 0=—0
> N o
0—0
— [3Y -
M K < ©
— <—r
W o—0o
——
R-0Q <
——<-§
<
GT‘GA
(%) <
[3Y <

(3] o (Q\l
< < (a B}
- <
L4
2 Qo<
<
V=0
o—0
—
<+
[t} 2 o—r-§
O H =i
\\ chc M|c|cc
Collf)feo “o
Out ! ) o
CTT \\ GGT -
(= <] \\ o
8 ©o [
o A\“
m )
Q¢
cc.uu\
[3) o
N Acuc\\.c _
o, <<
”IGG//CGACI’N THW\GG \A
FO NG e Ty F/
B NO O 07 o
2} CI T,Aﬁ\k\-ﬂv\m .
- - ¥ o
o 23 C’GIIGA\T
<o O € )
< S e
- 0—0
© 0—0
o ——r
<—r
—
§-0=—0
o—o-{
© <
0=—0
——
o—0
<—r
N o—0
o o
OW = <—
o S 8—-0=—0
o — =
o N o—0
V - O—
M — 0—0
) @ &
— =
W S
——
g-0 <
f——<
pry—en
f—

Sekil 4.12. PLMVd ceviz izolatlariin (K1, HI, H2, H3) P1 ve P2 govde yapisinda

(hairpin) bulunan ve etkilesimli olmayan korunmus 4-bp niikleotidleri
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Sekil 4.12. (devam)

PLMVd’nin ikincil yapilarn ile ilgili yapilan caligmalarda Tuncel vd.
(2020)’nin yiirtitmiis olduklar1 calismada da tespit edilen PLMVd ceviz izolatlarinin
ikincil yapisinin 7 gévdeden (stem) olustugunu bildirmislerdir. Gazel vd. 2008 yilinda
yaptiklart ¢alismada tespit ettikleri PLMVd izolatlarinin ikincil yapisinin dallanmig
kiire seklinde oldugu ve pseudoknot gosterdigini bildirmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Malatya, Elaz1g ve Adiyaman illeri badem ve ceviz tiretim alanlarindaki Peach
latent mosaic viroid (PLMVd)’nin arastiritlmasini ve molekiiler karakterizasyonunu
hedefleyen bu ¢aligma 2019-2020 yillarinda 250 adet badem yaprag: 6rnegi ile 280

adet ceviz yapragi drnegine molekiiler testler uygulanarak gerceklestirilmistir.

PLMVd’nin varligini arastirmak i¢in RT-PCR yo6ntemi kullanilmistir. RT-PCR
yontemi ile testlenen 250 adet badem yapragi 6rneginde PLMVd enfeksiyonuna
rastlanmazken, 280 adet ceviz yapragi orneginin 11’inde (Hekimhan-10 Ornek,
Keban-1 o6rnek) PLMVd enfeksiyonu tespit edilmis olup, cevizde PLMVd
infeksiyonunun bulunma orant %3.9 olarak belirlenmistir. PLMVd infeksiyonu,
Malatya ili Hekimhan ilgesindeki 10 adet ceviz 6rneginde tespit edilirken, Elazig ili
ornekleri igerisinde ise sadece Keban ilgesine ait ceviz drneklerinin birinde tespit
edilmistir. Bu calisma ile survey gerceklestirilen illerde ceviz yetistiricilik
alanlarinda PLMVd’nin bulundugu anlasilmaktadir. PLMVd’nin cevizde tespit
edilmesinden dolay1 etmenin hangi yolllarla tasindiginin ve yayildiginin da yapilacak

caligmalarla belirlenmesi gerekmektedir.

Karantinaya tabi olan PLMVd etmeni daha 6nce EPPO Al listesinde yer
almaktayken, 2019 yilinda RNQP (Regulated Non-Quarantine Pests: Annex V)
listesine alinmistir. Tiirkiye’de Bitki Karantinasi Yonetmeligi’nin Ek-1/A “Ithale
Mani Teskil Eden Karantinaya Tabi Zararli Organizmalar-Tiirkiye’de varligi
Bilinmeyen ve ithale Mani Teskil Eden Karantinaya Tabi Zararli Organizmalar”
listesinde yer almaktadir. PLMVd Prunus spp.’de karantinaya tabi bir etmen iken,
cevizde daha once diinyada ve Tiirkiye’de tespit edilmediginden karantinaya tabi
degildir. Yiriitillen bu ¢aligmada, cevizde PLMVd tespit edilmesinden dolay1 i¢ ve

dis karantinaya tabi etmen olarak karantina listesine eklenmelidir.

PLMVd tespit edilen Keban 6rnegi (K1 izolati) ile Hekimhan 6rneklerinden
rastgele sec¢ilen ve H1, H2 ve H3 olarak isimlendirilen 3 PLMVd ceviz izolatinin tim
genomlart pGEM-T Easy vektorde klonlanarak tespit edilmistir. Daha giivenilir dizi
tespiti icin PLMVd izolatlarina ait ¢ift yonlii niikleotid dizileri CLC Main Workbench

20.0.4 programi yardimi ile ¢akistirilarak consensus dizileri elde edilmis ve bu diziler
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Gen Bankasima kaydedilmistir (PLMVd K1 izolati Gen bankas1 Erisim Numarasi.
MW294170, PLMVd H1 izolat1 Gen bankasi Erisim Numarasi. MW294171, PLMVd
H2 izolati Gen bankasi Erisim Numarast. MW294172, PLMVd H3 izolatt Gen
bankasi Erisim Numarasi. MW294173)

CLC Main Workbench 20.0.4 programi araciligiyla 1000 tekerriirlii olarak
filogenetik aga¢ olusturulmustur. PLMVd ceviz izolatlarimin (K1, H1, H2 ve H3)
diinyadaki diger 20 farkli izolatin niikleik asitleri ile %96.7-99.1 arasinda degisen

oranlarda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Yine CLC Main Workbench 20.0.4 programi araciligiyla izolatlarn (K1, H1,
H2 ve H3) ikincil yapilar1 olusturulmus ve dallanmis topolojilerinin birbirleriyle
benzer oldugu goriilmiistiir. Ayrica izolatlarin ikincil yapist 7 hairpin (sa¢ tokasi)

yapisindan olugmus ve pseudoknot gozlenmistir.

Yaptigimiz ¢aligma; Malatya, Elaz1g ve Adiyaman illeri badem ve ceviz iiretim
alanlarinda PLMVd’nin aragtirilmas1 ve molekiiler karakterizasyonunun belirlenmesi

acisindan oldukca genis kapsamli bir ¢caligma niteligindedir.

Fungal, bakteriyel ve viral hastalik etmenleri diger bitki tiirlerinde oldugu gibi
ceviz ve bademde de Onemli iiriin kayiplarina neden olmaktadir. Bu hastalik
etmenlerinin yanisira sub-viral etmenler olarak bilinen viroidler de bitkilerde dnemli
ol¢iide kayiplara neden olmaktadir.

Viroidler, hastalik etmeni olarak en kiiciik patojen grubunu olusturmakta ve
ekonomik dneme sahip olan ¢ok sayida hastaliga neden olmasindan dolay1 6nem arz
etmektedir. Viroidler hakkinda iireticilerin yeterince bilgiye sahip olmamasi,
viroidlerin ¢esitli yollarla taginmas1 ve yayilmasi ve viral hastalik etmenleri gibi
viroid etmenlerine karsi da etkili kimyasal miicadele yonteminin bulunmamasi bu
hastalik etmenlerinin 6nemini arttirmaktadir. Enfekte edecekleri konukgularda
enfeksiyon olusturduktan sonra, viroidlerin kontrolii ve miicadelesi olduk¢a zor
olmaktadir. Viroid hastaliklarmma karst simdiye kadar bir miicadele ydntemi
gelistirilemedigi i¢in, bu patojenlere karsi alinabilecek en iyi tedbir enfeksiyonlardan

korunmaktir.
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Viroid etmenlerine kars1 miicadelede yapilabilecek en dnemli dnlemlerden biri
saglikli ve temiz iiretim materyalleri kullanmak ve kullanilan materyallerin viroid
etmeninden ari olduguna dair sertifikali olup olmadigmi kontrol etmektir. Bu
kapsamda 6zellikle fidanliklar ve damizlik parsellerinde rutin kontroller yapilmalidir.
Bir diger yontem ise viroid hastaliklarina karst dayanikli bitki ve cesitlerin
kullanilmasidir. Bunun i¢in 1slah calismalari, dayaniklilik ¢alismalar1 ve capraz
koruma (cross protection) ile ilgili konularda daha fazla caligsmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Viroidlerle miicadele kapsaminda karantina Onlemlerinin de alinmasi
gereklidir. Ozellikle gelismekte olan bazi iilkelerde, karantina faaliyetlerinin yetersiz
ve gelismemis olmas1 bitkisel materyallerin ithalati acisindan biiyiik risk
olusturdugundan bitki materyalinin temin edilmesinde daha hassas davranilmalidir.
Bu nedenle ithal edilecek bitki materyallerinin viroid etmenleri bakimidan gerekli
testlerin yapilmasi ve sertifikalarinin bulunmasi gerekmektedir. Bunun i¢in de
karantina ile ilgili ¢alisan kuruluslarin, karantina listesinde olan hastalik ve zararl
etmenlerinin  rutin  kontrollerini yapmalart ve giincellemelerine ihtiyag
duyulmaktadir. As1 ile taginan hastaliklarin yayilimini smirlamak igin de tilkesel
sertifikasyon programinin uygulanmasi 6nem arz etmektedir.

Viroid etmenleri farkli bitki familyalarinda zarar meydana getirmektedir.
Ancak bazi familyalardaki bitkilerde latent olarak bulunduklarindan, polikiiltiir
tarimdan kaginilmalidir. Ayrica bazi viroid etmenleri mekanik olarak tagindigindan
gerekli kiiltiirel 6nlemler alinmalidir. Uretim yapilan alanlardan yabanci otlar
temizlenmelidir.

Ozellikle seftalilerde PLMVd’nin polenle tasinmasi rapor edilmesine ragmen,
badem ve cevizde hastaligin yayilmasinda kok, tohum ve polen gibi olas1 taginma
yollarinin etkili olup olmadig: ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Yiiriitiilen bu calisgmada bademde PLMVd etmeninin tespit edilememis olmasi,
bademde PLMVd’nin olmayacagi anlamima gelmemektedir. Daha genis alanlarda
daha yiiksek sayidaki bitkisel numuneler ile yiiriitilecek survey caligmalari ile

bademde bu etmenin varlig1 arastirilmalidir.
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PLMVd cevizde latent olarak bulunsa bile, seftali, nektarin, badem ve kayisi
gibi hassas iirlinlere potansiyel olarak tasinmalarindan kaginmak i¢in bu patojenin
eradikasyonu ile ilgili baska ¢alismalar yapilmalidir.

Kontamine olan budama aletleri meyve bahgelerinde viroidin yayilmasinda
onemli rol oynayabilir. Bu nedenle kullanilan alet ve ekipmanlar %2’lik sodyum
hipokloritle dezenfekte edilmelidir. PLMVd’nin afit Myzus persicae ile deneysel
olarak diisiik miktarda tagindig1 rapor edilmesine ragmen, bu vektor tarafindan dogal
olarak tasinip taginmadigi heniiz ¢alisilmamistir. Meyve bahgelerinde PLMVd’nin
dogal yayilmasi polenle ya da asilama ile oldugundan, olasi konukgular daha fazla
polen ve as1 i¢cin PLMVd rezervuari olarak hizmet edebilir.

PLMVd etmeninin deneysel ve dogal konukc¢u araliginin belirlenmesi ve
PLMVd ceviz izolatlarinin enfekte ettikleri alanda olasi tohum ve polen ile
tasinmasinin  belirlenmesi i¢in ek caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ceviz
bahgelerinde PLMVd’nin varligi, tasinmasi, yayilmasi, ekonomik etkisi ve bdcek
vektorlerini belirlemek i¢in de ek calismalar gerekmektedir.

Yiiriitiilen bu ¢alisma ile PLMVd’nin yeni konukgusu olan cevizdeki varligi
Malatya ve Elazig illerindeki ceviz yetistiricilik alanlarinda ilk defa tespit edilmis

olup PLMVd’nin genom 6zellikleri molekiiler yontemler ile ortaya konulmustur.
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