1. GIRIS

Cevizin anavatani olan Tirkiye, diinyanin en eski ceviz yetistiren kokli
meyvecilik kiiltiiriine sahip iilkeler arasindadir. Diinyada simdiye kadar Juglandaceae
familyasi Juglans cinsi igerisinde yer alan 21 ceviz tiirii bilinmektedir. Diinyanin pek
cok bolgesine yayilmis olan bu tiirler arasinda en yiiksek ticari degere sahip olan ve
popiiler gesitleri igeren tiir Juglans regia L.’dir. Ulkemizde yetistirilen cevizler bu tiire
dahildir. Son yillara kadar ceviz yetistiriciligimiz sadece tohumla yapildig: i¢cin mevcut
ceviz populasyonumuzun hemen hemen tamami birbirinden farkli milyonlarca tipten
olusmaktadir (Sen 1986a ve 1986b).

Yaklasik 4.5-5 milyon ceviz agaci varligi ile diinyada ceviz iiretiminde dnemli
bir konumda olan Tiirkiye 2000 yilinda gergeklestirdigi 120.000 tonluk {iretim ile Cin,
Amerika Birlesik Devletleri ve Iran’dan sonra dérdiincii sirada yer almaktadir (Anonim,
2000).

Van Goli havzas: lilkemizde ceviz yetistiriciliginin yapildigi1 énemli bolgeler
arasinda yer almaktadir. Havzada iiretimi siirlayici iklim kosullari olmasina ragmen
ceviz yetistiriciligi eskiden beri yapilmaktadir. Yetistiricilik havzada yer alan Van
Merkez, Ercis, Edremit, Gevas, Catak. Bitlis Merkez, Adilcevaz, Ahlat, Tatvan, Mutki
ve Hizan ilgelerinde yogunlagsmistir. Van Golii havzasinda ceviz {iretimi diger
meyvelere nazaran daha biiyiik ¢apta gergeklestirilmektedir iller bazinda ceviz agaci
varlig1 ve tiretim degerlendirmesinde 6nemli farkliliklarin oldugu gézlenmektedir. 1997
yili istatistiklerine gore Bitlis ilinde 152.321 adet Van ilinde ise 124.491 adet ceviz
agact bulunmaktadir. Meyve veren en fazla aga¢ varligi ise Bitlis’te 119.991 adet
kabuklu ceviz iretiminde 3.929 ton, Van’da ise 76.280 adet ceviz iretimi 2.110
ton’dur. Son yillarda asili ceviz fidaninin iiretiminin karl bir tiretim kolu haline gelmesi
ylzlerce kisiyi asili ceviz fidani iiretimine sevketmistir. Halbuki birkag¢ yil oncesine
kadar iilkemizde ¢ogiir agaglartyla bahgeler kurulurken, gliniimiizde asili fidan aranir
hale gelmistir. Ceviz meyvesinin yas olarak tiiketilmesinin yaninda farkli sekillerde
degerlendirilmesi {iilke ekonomisine katki saglamaktadir. Ceviz agacinin mobilya
sektoriinde degerli bir kereste ¢esidi olarak kabul gérmesi yetistiricili§inin 6nemini

daha da artirmaktadir (Akga, 2001).



Cevizde bugiine kadar tespit edilmis iki viral etmen bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi Kiraz yaprak kivirciklik viriisii (Cherry leaf roll virus, CLRV) digeri ise Erik
sarka viriisii (Plum pox virus, PPV)’diir. Onemli hastaliklara sebep olan CLRV izolatlari
genel olarak 6zellikleri bakimindan birbirinden farkliliklar gostermektedirler (Nemeth,
1986). CLRV ceviz bitkisinde ceviz sar1t mozayik (walnut yellow mosaic), ceviz halkali
leke (walnut ring spot), ceviz siyah ¢izgi (walnut black line); Erik sarka viriisii ise ceviz
mozayigi (walnut mosaic) hastaliklarina sebep olmaktadir. Bu hastaliklar bitkide
degisik belirtilere neden olmakta ve dogrudan veya dolayli ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. CLRV’ nin polenle tasinmasindan dolay1 (Mircetich ve Rowhani, 1986)
¢Ogiir ve fidan iiretiminde zorluk cekildigi de bilinmektedir. Diinyada cevizdeki viriis
hastaliklar1 {izerine bir ¢ok arastirma yapilmis olmasina ragmen Onemli ceviz
yetistiriciligi yapilan Van ve Bitlis illerinde yetistirilen cevizlerde goriilen viriis
hastaliklar1 hakkinda bugiine kadar yapilmis bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bitki viriis hastaliklarinin  tanisinda  biyolojik, serolojik ve molekiiler
yontemlerden yararlanilmaktadir. Bu yontemlerin viriisleri tanimlamadaki duyarliklari
birbirinden farklilik gostermektedir. Ozellikle serolojik yontemlerden ELISA (Enzyme
linked immunosorbent assay) viriislerin tanimlamasinda sik¢a kullanilmaktadir. Fakat
bir ¢ok durumda ozelliklede odunsu konukgularinda virlisin homojen olmayan
dagilimindan ve sezona bagli konsantrasyon dalgalanmalarindan dolayr ELISA testi ile
saptamasinda sorunlar yasanmaktadir. Bu nedenden dolay1 ¢ok diisiik konsantrasyonda
bile virilisleri teshis edebilen PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) sayesinde ELISA’da
yasanan duyarlilik problemleri ortadan kalkmistir (Torrance, 1981).

Bu c¢alisma da serolojik teshis tekniklerinden ELISA testi ile hassas ve giivenilir
molekiiler teshis yontemlerinden olan PCR teknigi kombine edilerek, Van Go6lii havzasi
cevizlerinde zararli viriislerin belirlenmesi ve cevizlerde zararli virlislere ait viral

haritanin ortaya ¢ikarilarak infeksiyon oranlarinin belirlenmesi amaglanmistir.



2. KAYNAK BIiLDIiRiSLERI

Cevizlerde hastalifa neden olan viral etmenlerden CLRV otsu ve odunsu
bitkilerden olusan oldukg¢a genis bir konukc¢u aralifina sahiptir. CLRV Avrupa’dan
Kuzey Amerika’ya ve Yeni Zelanda’ya kadar genis bir yayilim alani géstermektedir.
Viriis asi, tohum ve polenle yayilmaktadir. CLRV nepoviriis genusunun bir {iyesi olup
izometrik, iki parcali, tek iplikli, pozitif-sense RNA molekiiliinden olusmaktadir.
Literatiirde CLRV’nin bir¢ok izolatinin serolojik olarak farkliliklar gdsterdigi
bildirilmektedir (Jones, 1985).

CLRV ilk defa 1955 yilinda Posnette ve Cropley tarafindan Ingiltere’de kirazin
onemli bir hastaligi olarak tammmlanmustir. {lk tespit edildigi tarihten sonra yapilan
caligmalarda etmen viriisiin genis bir konuk¢u araligina sahip oldugu belirlenmistir.
Etmenin en O6nemli konukgular1 arasinda hus agaci (Betula pendula, Roth.), miirve
(Patlangig) (Sambucus nigra L.), ceviz (Junglans regia L.) ve kiraz (Prunus avium L.)
bulunmaktadir (Cropley, 1961).

Mircetich ve Rowhani (1986), CLRV nin cevizde (Juglans regia L.) polenle
tagindigini bildirmislerdir. CLRV ile dogal olarak infekteli ceviz agacindan elde edilen
890 ceviz ¢ogiiriiniin ELISA ile testlenmesi sonucunda viriisiin %3-5 oraninda ¢ogiire
gectigi tespit edilmistir. Ayn1 ¢calismada etmenin cevizlerde ¢eside bagl olarak %1-14.2
oranlarinda tasindig tespit etmislerdir.

Savino ve ark. (1976), Giiney Italya’nin Apulia bélgesinde yaptiklar1 bir
calismada ceviz yapraklarinda sar1 halka lekeler ile parlak sar1 mozaik belirtilerini rapor
etmiglerdir. Bu belirtilere sebep olan iki viral etmen tespit eden arastiricilar etmenlerden
sadece birinin 6zelliklerini ortaya koyabilmislerdir. Ozellikleri belirlenen etmenlerden
birinin tek iplikli RNA (ssRNA)’ya sahip oldugunu ve genetik materyalinde yaklasik
2.0x10° dalton oldugunu tespit etmislerdir.

Aramburu ve ark. (1997), J. regia fidanlarina yapilan suni infeksiyonlarin
olduk¢a yavas ve bazen de yaniltici sonuglar verdigini bildirmislerdir. CLRV’nin
Juglans regia’daki yayilimini aragtirmak tizere yaptiklar1 ¢alismada hastalik etmeninin
cevize bulastirilmasinda infekteli tomurcuklarin kullaniminin oldukga etkili oldugunu

bildirilmigtir.



Diinyanin farkli bolgelerinde yetistirilen cevizlerde goriilen CLRV izolatlarinin
birbirleri ile olan iligkilerini arastirmaya yonelik yapilan ¢alismada Zhou ve ark., (1998)
Italya, ispanya Ingiltere ve Amerikan izolatlarinin kilif proteinini kodlayan genin
oldugu bolgenin sadece Amerikan ve Ingiliz izolatlarinda %99 dolayinda benzer
homoloji gosterdiklerini tespit etmislerdir.

Cooper (1981), Ingiltere’de yiiriittiigii survey ¢alismasinda topladigr 118 adet
ceviz bitkisinin 44’linde CLRYV viriisiinii tohumda, polende ve yaprakta tespit etmistir.
Calismalarda cevizde tespit edilen viriis oranmin Kuzey Ingiltere’ye gore Giiney
Ingiltere’de daha yaygm oldugu bildirilmistir. Ceviz tohumlar: Metil bromid ile
muamele edilmis toprakta gelistiginde gelisen tohumlarin % 6’sinin simptomsuz oldugu
gbzlenmistir.

Rowhani ve ark. (1998), CLRV ceviz izolatlarinin molekiiler teshisinde
elektroforez gerektirmeyen yeni bir kolorimetrik yontem gelistirmisler ve yontemin
PCR diiriinlerinin jel elektroforez analiz yontemi kadar hassas oldugunu bildirmislerdir.
Arastiricilar kolorimetrik PCR yOnteminin, jel elektroforez analizinde ortaya ¢ikan kirli
bant durumunu ortadan kaldiran avantajli bir yontem oldugunu rapor etmiglerdir.

Massalski ve Cooper (1983), Elektron mikroskobu calismasinda hus agaci ve
ceviz agacinin polenlerinden aldigi 100 nm kalinligindaki doku 6rneklerinde, yaklasik
25 nm capinda kristalize halde, hiicre duvarina yakin bolgelerde sitoplazmaya gomiilii
partikiiller gozlemistir. CLRV’ye ait oldugu ELISA ile tespit edilen bu partikiillerin
ozellikle mayis ayinda daha yogun guruplar olusturdugu tespit edilmistir.

Kolber ve ark. (1983), Macaristan’da saglikli damizlik ceviz agaclarin sec¢imi
i¢in rutin olarak yiiriitebilecek ideal test yonteminin ELISA oldugunu bildirmislerdir.
Caligmalarinda ¢ok sayida ornegi CLRV’ye karst ELISA ile testlemek iizere 20
tomurcuktan olusan gruplart kullanmiglardir.

Delbos ve ark. (1983), Fransa’da yetistirilen cevizlerde yiiriittiikleri ¢calismada
CLRV’nin en tipik belirtilerinden olan as1 bolgesinde siyah ¢izgi (black line)
simptomunu gdzlemiglerdir. Bu simptomun o6zellikle 15-20 yasindaki agaglarda ve
besin elementlerince fakir topraklarda gelisen cevizlerde daha yaygin gorildiigii
bildirilmistir. Calismada siyah ¢izgi belirtisi gosteren ceviz bitkilerindeki CLRV,
ELISA testi ile tespit edilmistir. Fransiz CLRV-ceviz izolati Prunus persica GF 305
cogiirlerine basariyla transfer edilmis ve bu bitkilerde CLRV’nin sebep oldugu



clicelesme belirtileri goézlenmistir. Ayni ¢alismada CLRV’nin J. regia’daki tohumla
taginma oran1 % 5-20 arasinda degistigi tespit edilmistir.

Polak ve ark., (2004) yaptiklar1 biyolojik indeksleme calismasina Chenopodium
amaranticolor bitkisinin CLRV izolatin1 saklamada en ideal indikatdr bitki oldugunu
tespit etmiglerdir. Calismada ayni1 zamanda Chenopodium quina test bitkisinin CLRV
izolatinin saklanmasindaki uygunlugu arastirilmis ancak bu bitkinin diger bir nepoviriis
olan Myrobalan latent ringspot virus (MLRSV)’linii saklamada daha uygun oldugu
bildirilmigtir.

Cevizde 6nemli hastaliklara sebep olan CLRYV izolatlar1 genel olarak 6zellikleri
bakimundan birbirlerinden farkliliklar géstermektedirler (Nemeth, 1986). CLRV-Walnut
yellow mosaic (ceviz sart mozaik)’e sebep olan CLRV, infekteli cevizlerin
yapraklarinda parlak sari, irili ufakli bazen biitiin bir yaprag: kaplayan lekelere sebep
olmaktadir. Sararmalar bazen tek bir dal ile de sinirli olabilmektedir. Daha kiiciik ¢aph
sar1 lekelenmeler ceviz meyvesinin yesil renkli kabugunda goriilmektedir (Savino ve
ark, 1976).

CLRV-Walnut ring spot (ceviz halkali leke) hastaligina sebep olan izolatlar ise
infekteli ceviz yapraklarinda klorotik lekelere, halkalara, cizgilere sebep olmaktadir.
Bazi durumlarda ise pas benzeri nekrotik lekelerde goriilmektedir. Belirti agacin
tamaminda goriilmezken infekteli bitkilerin belli bir bolgesinde veya dalinda veya
birka¢ yapraginda yogunluk kazanabilmektedir. Simptonlar sadece birka¢ yaprakta
yogunlagtiginda bu yapraklar genellikle acik yesil olmakta ve yaprak ylizeyinin
altindaki damarlarda damar nekrozlasmasi1 gozlenmektedir. Hastalifin ileriki
donemlerinde siirgilinlerde geriye dogru dliimler gézlenmektedir (Cooper,1980).

CLRV’nin bazi izolatlar1 Walnut black line (ceviz siyah ¢izgi)’ne sebep
olmaktadir. Hastaligin ilk belirtileri zayif siirgiin ucu gelisimi, yapraklarin sararip
dokiilmesi ve olgunlagsmadan yaprak dokiimiidiir. Hastaligin ileriki donemlerinde
siirglinlerde geriye dogru oliimle beraber asili cevizlerin anaglarinda siirgiinler ¢ikar.
Cevizlerin as1 bolgesinden bir parca kabuk dokusu kaldirildiginda as1 bolgesinde
kararan iletim demetlerinden otiirii siyah renkli bir hattin as1 birligi boyunca uzandigi
goriilir. Bu hastaligi teshise gotiiren spesifik simptomdur. Hastaligin erken
donemlerinde nispeten kisa olan bu ¢izgi hastalik ilerledik¢e as1 bdlgesini gepecevre

sarar (Mircetich ve ark., 1980).



Cevizlerdeki diger énemli viral etmen olan Erik sarka virtisii (Plum pox virus,
PPV) cevizlerde Ceviz mozaigi (walnut mosaic) hastaligina neden olmaktadir. Hastalik
etmeni olan virlistin PPV nin rklarindan biri oldugu diisliniilmektedir (Nemeth, 1986).
Etmen infekteli cevizlerin yapraklarinda sar1 veya acik yesil renklerde yaklasik 1 cm
capinda yapraga niifuz etmis dairesel lekelere sebep olmaktadir. Mayis ve haziran
doneminde ortaya ¢ikan bu belirtiler sezon boyunca yapraklarda varligini
siirdiirmektedir. Hassas cesitlerin siirglinlerinde geriye dogru 6liim belirtilerinin yani
sira zay1f siirgiin gelisimi ile yapraklarda nekrotik lekelerde goriilebilmektedir (Cristoff,
1976).

PPV tek iplikli RNA genetik yapisina sahip Potyvirus genusuna dahil ipliksi
764x20 nm boyutundadir. Iki dnemli 1rkinin (M ve D) yani sira son yillarda kiraz (CH),
El Amar (EA) ve Rekombinant (PPV-Rec) irklar1 tespit edilmistir. PPV, Prunus
genusuna dahil konukgularin yapraklarinda, ¢i¢eklerinde ve meyvelerinde simptomlara
sebep olmaktadir. Simptomlarin siddeti infekteli bitkinin tiiriine, ¢esidine, virlis irkina,
sezona ve bolgeye bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir. Klorotik ve nekrotik
lekeler, bantlar ve halkalar seklinde olan yaprak simptomlar1 6zellikle bahar aylarinda
daha belirgindir. Etmen meyvelerde ise klorotik leke wve halkalara, meyve
deformasyonlaria sebep olmaktadir. PPV, baz1 erik ve kayisi gesitlerinin yiizeyinde
sar1 kahverengi tonlarda halkalar ve lekeler olusturmaktadir (Brunt ve ark., 1999, Glasa
ve ark., 2005).

PPV, 20’den fazla yaprak bitiyle non-persistent olarak tasinmakta ve infekteli
iiretim materyali ile kolayca yayilabilmektedir. Hastalik etmeni ayrica tohum ve polenle
de yayilmaktadir (Nemeth, 1994).

Wetzel ve ark. (1991), PPV’nin teshis ¢alismalarinda PCR teknigini kullanilmis
olup, viriis’e ait genetik materyalden 243 bp uzunlugunda fragmentler elde etmislerdir.
PPV izolatlarina ait triinleri restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle keserek analiz
etmislerdir.

Wetzel ve ark. (1992), IC-RT-PCR metodunu sert ¢ekirdekli meyvelerde PPV
viriisiiniin tanimlamasinda PCR yontemlerinden 250 kez daha duyarli oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica viriisiin infekteli agaclarda diisiik konsantrasyonda bulunmasi
veya bitki dokular i¢ersinde diizensiz dagilmasi durumunda dahi IC-RT-PCR ile analiz

edilen orneklerin yaklasik %90 ninin tespit edilebilecegini belirtmislerdir.



Ulkemizde yiiriitiilen bir ¢alismada PPV nin, Malatya yoresi disinda kalan farkli
bolgelerindeki varligimin belirlenmesi i¢in molekiiler yontemler kullanilmis ve bu
amagla badem, erik, kayisi, kiraz, nektarin, seftali ve visne agaclarindan toplanan
yaprak Orneklerini testlenmiglerdir. Calismada aynm1 zamanda Tiirkiye’ye ait PPV
izolatlarin1 karaktize etmek icin RT-PCR ve RFLP (Restriction fragment length
polymorphism) analizini yapilmistir. RT-PCR/RFLP analizi ile DAS-ELISA ve DASI-
ELISA sonuglarin1 destekleyen sonuglar elde edilmistir. 52 6rnekten sadece 2 adedinin
PPV ile infekteli oldugu ve 2 kayis1 0rneginin viriisiin M 1rkint igerdigi saptanmigtir
(Sertkaya ve ark., 1999).

PPV’nin neden oldugu Sarka hastaligin 1915 yilinda ilk kez Bulgaristan’da
rastlanmistir. Bu konuyla calisan arastiricilar hastaligin Bulgaristan’dan diger {ilkelere
yayilldigim1 kabul etmislerdir. Sarka hastaligi glinlimiizde tiim Avrupa ve Akdeniz
tilkeleri ile Sili, ABD, Hindistan ve Kanada’ya kadar ulasmistir. PPV nin sebep oldugu
Sarka hastaligin iilkemizde ilk kez 1969 yilinda Edirne’de eriklerde tespit edilmistir. Bu
hastalik {ilkemizde Ankara, Aydin, Edirne, Balikesir, Bilecik Bursa, Canakkale, Dogu
Akdeniz bélgesi, Istanbul Izmir, Izmit, Manisa, Sakarya, Tekirdag ve Yalova’da
bulunmaktadir. Ulkemizde en onemli kayisi yetistiriciligi yapilan Malatya’da bu
hastalik bulunmamaktadir. PPV bugiline kadar iilkemizde yapilan c¢alismalar
dogrultusunda kayisi, erik ve seftalide hastalik yapmistir (Elibiiyiik, 2002).

Baloglu ve ark., (1995)’nin Dogu Akdeniz Bdlgesinde PPV’iiniin tespitine
yonelik gerceklestirdikleri surveyde seftali ve erik ornekleri ELISA yontemiyle
testlenmislerdir. Testlenen orneklerin hi¢birinde PPV tespit edilememis ve bdlgenin bu
viriisten ari oldugu rapor edilmistir.

PPV  sadece Prunus genusuna dahil meyve ve silis bitkilerini
infektelememektedir. Bunun yani sira Prunus genusu disindaki diger otsu ve odunsu
bitkileri de infektelemektedir (Polak ve ark., 2004).

Baumgartnerova, (1997) Bat1 Slovakya’da gergeklestirdigi survey calismalarinda
ceviz yapraklarinda genis alanlar1 kaplayan lekelenmeler tespit etmistir. Bu belirtiyi
gosteren bitkilerde PPV varligi ELISA testi ile defalarca tespit edilmistir. Etmen viriis
ceviz  bitkisinden  Chenepodium  foetidum,  Nicotianan  clevelandii,  N.
clevelandiiXNicotiana glutinosa ve Nicotiana bigelowii var. quaadrivalis bitkilerine

mekanik inokulasyon ile transfer edilmistir. Bat1 Slovakya’da cevizdeki PPV varliginin



ELISA ve mekanik inokulasyon yontemleriyle tespit edilmesine karsin infeksiyon
varlig1 bagimsiz laboratuarlarca dogrulanmamistir (Polak, 2006).

CLRV ve PPV viriislerinin teshisleri biyolojik, serolojik ve molekiiler
tekniklerle yapilabilmektedir. Serolojik yoOntemlerden ELISA testi basit ve kolay
olmasinin yaninda ¢ok sayida Ornegi bir anda test edilmesine olanak saglamasi
bakimindan bu viriislerin teshisinde de en ¢ok tercih edilen tan1 yontemidir. Cambra ve
ark.(1998), yaptiklar1 calismada PPV, Apple chlorotic leaf spot, Prunus necrotic ring
spot ve Apple mosaic viriis’lerini Print-Captute PCR (PC-PCR) teknigi kullanilarak
teshis etmislerdir. Teshisi yapilan virlislerden Plum Pox virlisii’niin vektdrli olan Aphis
gossypii’deki varligi da ayn1 yontemle saptanmaistir.

Nemeth ve ark. (1998), PPV ve PNRSV’nin tanimlamas: i¢in Multiplex RT-
PCR’1n uygulanabilirlinigini konvansiyonel RT-PCR, ELISA ve odunsu indikatorler
kullanarak karsilastirmislardir. 10 seftali, 3 visne ve 7 kayisi agacinin testlendigi odunsu
indikatorlerle negatif testlenen tiim Ornekler, Multiplex-RT-PCR ve RT-PCR ile
testlendiginde infekteli oldugu tespit edilmislerdir. RT-PCR tekniginin duyarliginin
ELISA testinden daha yiiksek olmasina ek olarak PNRSV ve PPV’nin sebep oldugu
karigik infeksiyonlarin tanilanmasinda Multiplex-RT-PCR’1n uygulanabilir bir yontem
oldugunu bildirmislerdir.

Sertifikali iiretim materyali iiretme c¢aligmalarinda ozellikle virlis ve viriis
benzeri etmenler ile viroid ve fitoplazma gibi hastalik etmenlerinin uzak tutulmasinin
0zel bir 6nemi vardir. Bu yiizden bu patojenlerin dogru tanimlanabilmesi i¢in farkli ayn
zamanda yeterli hassasiyete sahip yontemlerin kullanilmas1 gerekmektedir. PCR
tekniginin hassas ve giivenilir oldugu ve Ozellikle saglikli meyve fidani materyal
tiretiminde kullanilmas1 basariy1 artirmaktadir. Meyve agaglarindaki tekil veya karisik
infeksiyon durumlarinda viriisleri tanimlamada Multipleks ve RT-PCR yontemlerinin
kullaniminin yani sira, farkli ekstraksiyon yontemlerinin kullanilmasinin da 6nemli yeri
vardir. Bu sayede patojenlerin saptanmasinin ¢ok daha giivenilir ve rahat yapilabilecegi
bildirilmistir (Pasquini ve ark., 1999).

Son yillarda  molekiiler tekniklerde meydana gelen gelismelerle viriis
hastaliklarinin tanis1 daha kolay, kesin ve gilivenilir bi¢cimde yapmak miimkiin hale
gelmistir. Duyarli ve daha giivenilir teshis teknigi olarak bilinen PCR’in kullanilmasi ile

birlikte ELISA testinde karsilasilan sorunlar ortadan kakmistir (Saade, 1999).



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Caliymada kullanilan materyalin temini

Calismada kullanilan ceviz (Juglans regia) bitki 6rnekleri 2006 temmuz ayinda
yapilan surveylerde Van’in basta Merkez ilgesi olmak lizere Ercis, Edremit, Gevas,
Catak ilgeleri ile Bitlis ilinin Merkez ilgesi ile bu ile baglhh Adilcevaz, Ahlat, Tatvan,
Hizan ve Mutki ilgelerinden temin edilmistir (Sekil 3.1). Ozellikle basta viriis benzeri
simptomlar gosteren bitkiler olmak {izere ceviz agaglarindan survey yapilan alani temsil
edecek kadar yaprak ve siirgiin drneklerini polietilen torbalara konulup, etiketlenerek,
buz kutusunda Van Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii

Viroloji laboratuarina getirilerek en fazla bir hafta siireyle 4°C’de saklanmustir.

Sekil 3.1. Van Go6lii havzasinda survey gerceklestirilen alanlar.
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Cizelge 3.1 Van Golii havzasinda survey yapilan iller, gezilen bahge ve alinan 6rnek

sayilari
iller flgeler Bahge sayisi Ornek sayisi
Merkez 14 45
Ercis 13 53
VAN Edremit 11 39
Gevas 17 62
Catak 14 67
Merkez 12 73
Adilcevaz 17 160
S Abhlat 15 128
BITLIS Tatvan 14 89
Hizan 12 71
Mutki 12 83
Toplam 151 870

3.1.2. Calismada kullanilan indikator bitkiler

Cevizde saptanan CLRYV izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu yapmak ayni
zamanda izolatlarin devamliligin1 saglamak amaciyla CLRV’nin indikatorleri olan
Chenopodium quina ve C. amaranticolor kullanilmigtir. Viriis izolatin1 saklamak igin
kullanilan bu bitkiler Yiiziincii Y1l Universitesi (YYU) Bitki Koruma Béliimii'nde

mevcut tohumlardan yetistirilmis ve mekanik inokulasyon caligsmalarinda kullanilmistir

(Sekil 3.2).

a)\ b

Sekil 3.2. YYU Bitki Koruma Béliimiinde mevcut tohumlarindan yetistirilen ve 4-6
yaprakli donemlerinde mekanik inokulasyonda kullanilan indikatér bitkiler a) C.

amaranticolor b) C. quinoa.
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3.1.3 Serolojik calismalar

CLRV ve PPV izolatlarim1 Double antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (DAS-ELISA) ile belirlenmesinde kullanilan antiserumlar
Bioreba AG (Switzerland) firmasinda temin edilmistir. ELISA test sonuclar1 Stat Fax
2100 (Awareness Technology, USA) marka ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyu
kullanilarak degerlendirilmistir. ELISA tekniginde kullanilan kimyasallarin isimleri ve
hazirlanisi Ek 1°de verilmistir. Antiserumlar ve hazirlanan tamponlar ¢aligma siiresince
buzdolabinda saklanmistir. Hazirlanan tampon ¢ozeltiler buzdolabinda en fazla iki ay

siire ile saklanmiglardir.

3.1.4. Toplam niikleik asit (TNA) ekstraksiyon ¢alismalari

Toplam niikleik asit ekstraksiyon ¢aligmalarinda, survey esnasinda toplanan bitki
yapraklart kullanilmistir. Elde edilen TNA’lar -20 °C’de derin dondurucuda
saklanmiglardir. Total niikleik asit calismalarinda kullanilan kimyasallar ve tampon

cozeltilerin hazirlanis1 Ek 2°de verilmistir.

3.1.5. Polimeraz zincir reaksiyon (PCR) calismalar

Komplemanter DNA (cDNA) sentezini gerceklestirmek amaciyla Fermentas
firmasindan satin aliman reverz trankriptaz (RT) enzimi kullanilmistir. TNA
ekstraksiyonu sonucunda elde edilen hedef niikleik asitlerin ¢ogaltilmasi i¢in gerekli
olan 1s1ya dayanikli 7ag DNA polimeraz enzimi, 10X PCR tamponu, 10 mM MgCl,
Fermentas (Vilnius, LITHUANIA) firmalarindan temin edilmistir. CLRV genomu
tizerinde 431 bp uzunlugundaki fragmentlerin olusumunu saglayan genom spesifik
primer ¢ifti Thermo Hybaid (Thermo Bio Sciences GmbH, Germany) firmasindan temin
edilmistir. Niikleik asitin ¢ogaltiminda ya Eppendorf Mastercycler yada ThermoHybaid
PX2 marka PCR cihazi kullanilmistir.

3.1.6. Polyacrylamide (PAGE) ve agaroz jel elektroforez calismalari

Viriis izolatinin genetik materyalinin bir béliimii PCR ile ¢ogaltildiktan sonra

elde edilen DNA firiinleri PAGE elektroforez isleminde BIO-RAD firmasina ait dikey
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elektroforez tankinda yada ayn1 firmadan temin edilen yatay elektroforez tankinda (Mini

wide sub cell GT) kosulmustur.

3.1.7. PCR iiriinlerinin baz dizi analizi ve filogenetik analiz

Dizi analizi direk olarak PCR sonrasi elde edilen DNA fragmentlerine
uygulanmustir. Dizileme islemi Ortadogu Teknik Universitesi (ODTU), molekiiler
biyoloji laboratuarina yaptirilmistir. Filogenetik analiz Geneious programi ile
yapilmistir. DNA dizisi belli olan izolatlarin Gen Bankasi (GeneBank)’na ait NCBI web

sitesine (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) girisi yapilmistir.

3.1.8. Western blot analizi

Van Goli havzasindaki ceviz agaclarinda tespit edilen CLRV ne ait kilif protein
karakterizasyonunu belirlemek amaciyla Western blot analizi yapilmistir. Western Blot
analizinde kullanilan antibody Dr. Rowhani (College of Agriculture and Environment
Sciences, Department of Plant Pathology, University of California, Davis 95616 CA,
USA)’den, protein markir Fermantes (Vilnius, LITHUANIA), Whatman fitre kagidi,
nitroseliilloz membran OSMONICS (USA) BCIP/NBT tabletleri SIGMA (Katalog no:
B0274-25TAB/N-5514) dikey elektroforez tank1i BIO-RAD (USA), Semi Dry Blotlama
Cihaz1 CBS&SIENTIFIC CO. (GB) firmasindan temin edilmistir.



3.2. YONTEM

3.2.1. Serolojik test calismalari

Serolojik test ¢alismalarinda CLRV ve PPV viriislerini teshis etmek amaciyla
DAS-ELISA yonteminden faydalanilmistir. Calismada BIOREBA firmasindan temin
edilen antiserumlar kullanilmistir. DAS-ELISA testinin uygulanmasi temelde Clark ve
Adams (1997)’a gore iki tekerriirlii olarak satin alman firmanin bildirdigi sekilde
yapilmistir. Buna gore kaplama tamponu (Ek 1) ile firmanin bildirdigi konsantrasyona
gore sulandirilmig antiserum Microtiter ELISA plate’nin her bir ¢ukuruna 100 pl
konmus ve daha sonra nem igeren kutu igerisinde 30°C’de 4 saat inkiibasyona tabi
tutulmustur. Inkiibasyondan sonra, ¢ukurlar bosaltilmis ve yikama tamponu 1X PBS
Tween’le tasacak sekilde ¢ukurlar doldurulmustur. Yikama tampon ¢o6zeltisi hizli bir
sekilde plakadan bosaltilmistir. Yikama islemi 3 dakika araliklarla {i¢ kere
tekrarlanmistir. Yikamadan sonra ELISA plaka ters cevrilerek tezgah tizerindeki kagit
havlu iizerine ¢ukurlarin kurumasi i¢in hizlica vurularak kurutulmustur. Ornekler temiz
bir havan igerisinde ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi i¢erisinde 1:10 (w/v) ezilerek alt alta
gelecek sekilde her ¢ift cukura 100 pl konmus ve plakalarin {izeri yapiskan plastik film
ile kapatilip nem igeren kutu icerisinde 4°C’de buzdolabinda bir gece inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra plaka cukurlar: arasi1 karisma olmayacak sekilde ¢evrilmek sureti
ile bosalmistir. Plakalar yikama tamponu ile tasacak sekilde doldurulmus ve hemen
tekrar bosaltilmistir. iki kez yapilan yikamadan sonra plaka tekrar 3 dakika araliklarla
lic kez daha yikanmistir. Bu igslemlerden sonra ELISA plakasi ters ¢evrilerek tezgah
tizerindeki kagit havlu iizerine ¢ukurlarin kurumasi i¢in hizlica vurularak kurutulmustur.
Enzimle isaretli antikor (konjugat) firmanin bildirdigi konsantrasyona konjugat
tamponu ile sulandirilmis ve plakanin her bir ¢ukuruna 100°er pl konmustur. Daha
sonra plaka 30°C’de 4 saat siireyle bir nem kutusu igerisinde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra plaka tekrar bosaltilarak iki defa yikama tamponu ile ¢ukurlar
tasacak sekilde doldurulmus sonrasinda hizla bosaltilmistir. Yikama islemi iki kez 3
dakika araliklarla tekrar edilmistir. Daha sonra plaka ¢ukurlarinin kurumasi i¢in plaka
tezgah iizerindeki kagit havlu lizerine hizlica vurularak kurutulmustur.

Yeni hazirlanmig substrat tamponundan (Ek 1) (1 mg/ml p-nitrophenyl
phosphate) her bir ¢ukura 100 pul konmus ve 60-120 dk siireyle bir nem kutusu
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icerisinde veya karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, gerekli oldugu
durumlarda reaksiyonu durdurmak i¢in her bir ¢ukura 50ul 3M NaOH ilave edilmistir.
Sonuglar gorsel olarak ve aynmi zamanda Stat Fax 2100 (Awareness Technology
Inc,USA) marka ELISA Okuyucusun’ da 405 nm dalga boyu kullanilarak

degerlendirilmistir.

3.2.2. Mekanik inokulasyon ¢alismalari

Viriis kaynagi olusturmak icin yapilan mekanik inokulasyon ¢aligsmasinda
infekteli J. regia L.’nin yapraklart % 2.5 nikotin (Sigma, N 3876) iceren 0.5 M’lik
potasyum fosfat tamponu igerisinde ezilmis ve otsu indikatorlerden C. quina ve C.
amaranticolor 4-6 yaprakli donemde Myrta ve ark. (1996)’nin bildirdigi yonteme gore
yapilmistir  (Sekil 3.3). Virlis partikiillerinin indikatér bitkilere bulagmalarini
kolaylagtirmak amaciyla inokulasyondan oOnce otsu indikator bitkilerin yapraklar
karborandum tozu ile pudralanmistir. Daha sonra elle mekanik inokulasyonlar
gergeklestirilmistir. Mekanik inokulasyonda kullanilan ve insan sagligina zararli olan

kimyasallardan korunmak amaci ile laboratuar eldiveni kullanilmistir.

L A

Lk |
L

i) @b)k e

a) [

Sekil 3.3. a) Mekanik inokulasyonda kullanilan %2.5’luk nikotin soliisyonu,

karborandum tozu ve fosfat tampon ¢ozeltisi b) mekanik inokulasyon ¢aligsmasi.

Inokule edilen bitkilerin yapraklar1 inokulasyondan sonra fosfat tamponu ve
nikotinden ileri gelebilecek yanmalara karsi su ile yikanmistir. Viriis bulastirilan otsu
indikator bitkiler simptom gelisimi igin 24 °C sicaklik ve % 60-70 orantili nem de 4.000
liks aydinlatma kosullar1 altinda iklim odasinda saklanmis ve periyodik olarak

gozlemlenmistir. Mekanik inokulasyonda kullanilan otsu bitkiler 1:1:1 oraninda toprak,
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kum ve torftan olusan karigim iceren fide yastiklarinda ¢imlendirilmis daha sonra kii¢lik

saksilara sasirtilmiglardir.

3.2.3. Molekiiler test calismalar

Molekiiler test yontemlerinden revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PZR) DAS-ELISA testinde siipheli sonuc¢lar alindigi durumlarda viral
infeksiyonlarin varliklarin1 daha hassas arastirilmasinda kullanilmigtir.  RT-PCR
yontemi ayrica mekanik inokulasyon sonrasi viriisiin tagindigi ve simptomatik indikator

bitkilerdeki varliginin dogrulanmasinda kullanilmastir.

3.2.3.1. Toplam niikleik asit (TNA) ekstraksiyonu

Toplam niikleik asit ekstarksiyonu Foissac ve ark., (2001)’min bildirdigi
yonteme gore yapilmistir. Bu yonteme gore 100 mg yaprak ornegi, %1 mercapto-
ethanol igeren tampon ¢ozelti (Ek 2) varliginda steril havanda homojenize edilmistir.
Elde edilen ekstraksiyondan 500 pl steril eppendorf tiiplerine aktarilmis ve tiiplere
100ul %10’luk Lauryl sarkosine eklenmistir. Tipler kuru blok 1sitictda 70 °C’de 10
dakika inkiibe edildikten sonra 5 dakika buzda inkiibe edilmistir. Tiipler daha sonra
13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra tist stvidan 300
ul alinarak yeni tiiplere aktarilmistir. Tiiplere 150 pul EtOH, 300 pul 6M Nal, 50 ul silika
stispansiyonu eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra tiipler
6.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijjden sonra iist siv1 atilmis tiipiin
icinde kalan silika partikiillerinin yikanmas1 i¢in 500 pl yikama tampon ¢ozeltisi (Ek 2)
eklenmis ve 6.000 rpm’de santrifiij edilerek iki yikama daha gerceklestirilmistir.
Yikamadan sonra silika partikiilleri iceren tiiplere 150 ul RNase’dan ari steril su
eklenmistir. Daha sonra tiipler kuru blok 1siticida 70 °C’de 4 dakika inkiibe edilmistir.
Bu islemin ardindan tiipler 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmis {ist kisminda kalan
stvidan 140 pl alinarak yeni tliplere aktarilmis ve RT-PCR testinde kullanilincaya kadar
-20 °C’de saklanmustir.
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3.2.3.2. Reverzs transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR)
3.2.3.2.1. Komplementer DNA’nin (¢cDNA) sentezi

PCR testinde kullanilacak total niikleik asit igersindeki viral RNA’ya cDNA
sentezi Fermentas firmasindan temin edilen RT enzimi kullanilarak firmanin belirttigi
prosediire uygun olarak gerceklestirilmistir. Buna gore steril bir PCR tiipii i¢ersine 8 pl
niikleaz-free su, 1pul 2 pmol/ul spesifik revers primer, 2ul total niikleik asit ve 1ul 10
mM dNTP karisimi  eklenmistir. Daha sonra tlipler hafifce kopiirtiilmeden
kanistirllmigstir. Tiipler kuru blok 1siticida 65 °C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra her
birine 4 ul 5X First Standart Buffer (RT enzimi ile beraber verilmektedir) ve 1pul
Ribonuclease inhibitor eklenmistir. Tiip igerisindeki karigim tekrar karistirildiktan sonra
2 dakika siire ile 42 °C’de inkiibe edilmis ve igerisine 1ul RT eklenerek tekrar
kanistirllmistir. PCR tiipleri PCR cihazina yerlestirilerek 42 °C’de 50 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra tiiplerin icerisindeki RT enzimini inaktivite etmek igin
tipler 15 dakika 70°C’de kurublok 1siticida inkiibe edilmistir. Elde edilen cDNA

tirtinleri PCR isleminde kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmuistir.

3.2.3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR islemi Usta ve ark., (2005)’e gore 50 pl hacimde yapilmistir. PCR testinde
CLRYV viriislinii teshis etmede kullanilan spesifik primerlere ait DNA baz dizisi ile PCR
sonrast beklenen DNA fragmenti uzunluklar1 ve genetik materyali cogaltmada
uygulanan sicaklik araliklar1 (Cizelge 3.2)’de verilmistir. Buna gore steril bir PCR
tiipiine 5 pl 10X PCR tamponu (200mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI), 3 ul 25mM
MgCly, 1 ul ANTP (10 mM), 1 pl primer 1 (100 pmol/ul), 1 pl primer 2 (100 pmol/ul),
0.4 ul Tag DNA polimeraz enzimi (5 tinite/pul), 2 pl cDNA ve 36.6 ul RNase ari su
konulmustur. Tiip icerisindeki PCR bilesenleri koptirtiilmeden  dikkatlice
karistirildiktan sonra PCR cihazina yerlestirilmigtir. PCR cihazt Grieco ve ark.
(2000)’n1n bildirdigi sicaklik araliklarina programlanmis ve ¢alistirilmistir. PCR sonrasi

elde edilen iiriinler elektroforez edilinceye kadar -20 °C’de saklanmustir.
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Cizelge 3.2. CLRV’nin PCR ile teshisinde kullanilan primerler ve bu primerlere ait baz

dizilimleri
Cogaltilan Standart PCR
Virus Primer Referans
DNA uzunlugu (bp) Dongiisii
94°C /2dk , 40 X
CLRV 5°-TTGGCGACCGTGTAACGGCA -3’ A (94°C/15s,
CLRV 431 Grieco ve ark, (2000)
CLRV 5’-GTCGGAAAGATTACGTAAAAGG -3’ 50°C/30s,
68°C/1 dak)
3.2.3.2.3. %5’lik denatiire edici olmayan (non denaturing) polyacrylamide jel

(PAGE)’in hazirlanmasi

Genom spesifik primerler ile ¢ogaltilan DNA iiriinleri %5’lik denatiire edici
olmayan (non denaturing) poliakrilamid jel (PAGE)’de elektroforez yapilarak analiz
edilmislerdir. PAGE jeli Laemmli (1970)’ye gore asagida verilen oranlar kullanilarak

hazirlanmistir. Buna gore:

e %Il Bis 3.9 ml
e %30 Acrylamide 5ml

e 1.5M Tris, pH 6.7 3.75 ml
e Destile su 10.5 ml

e %10 Ammonium persulfate 150 pl
e TEMED 5l
Yukaridaki miktarlardan olusan karisim (Ek 4) dikey elektroforez tankinin iki
cam levha arasina dokiildiikten sonra tarak dikkatlice yerlestirilmis ve 30 dakika siire ile
oda sicakliginda polimerazyon i¢in bekletilmistir. Katilasan jelden tarak dikkatlice
alindiktan sonra ilk ¢ukura 2ul DNA markirt 3pl 6X yilikleme tamponu ve 3pul RNase
ari su ile kopirtiilmeden karistirilarak yerlestirilmigtir. PCR iiriini DNA ise 10ul
hacimde alinarak 5pul yiikleme tamponu ile karistirilarak jelin kalan c¢ukurlarina
yiiklenmistir. Dikey elektroforez tanki gii¢ kaynagina baglanarak 120 Voltta 60 dk siire

ile elektroforez edilmistir.

3.2.3.2.4. %1.5’luk Agaroz jelin hazirlanmasi

Bir buguk gram agaroz, 100 ml 1X TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu igersinde
mikrodalga firinda, 2-3 dakika eriyinceye kadar 1sitilmistir. Hazirlanan agaroz 50 °C’ ye

kadar sogutulduktan sonra kabarcik olusturmayacak sekilde jel tepsisine dokiilmiistiir.
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Jelin donmasi i¢in oda sicakliginda 30 dakika beklenmistir. Katilasan jel, tepsisi ile
birlikte tankin i¢ine yerlestirilmis ve 1X kuvvetindeki TAE tamponu jel’i kapatacak
kadar dokiilmiis ve jel lizerindeki tarak c¢ikarilmistir. Jel ¢ukurlarinin ilk veya son
cukuruna, 2 ul DNA markir1 3ul 6X yilikleme tamponu ve 3ul RNase ari su parafilm
tizerinde kopiirtiilmeden karistirilarak jelin ¢ukurlarina yerlestirilmistir. Yaklasik 10 pl
hacimdeki PCR iiriinleri ise 5ul yilikleme tamponu ile karigtirilarak jelin ¢ukurlarina
yiiklenmistir. Yatay elektroforez tanki gii¢ kaynagina baglanarak 85 Voltta 45 dk siire

ile elektroforez edilmistir.

3.2.3.3. PCR iiriinlerinin analizi

PCR sonrasi elde edilen iirlinler %5’lik polyacrylamide (PAGE) veya %1.5’lik
agaroz jel lizerinde analiz edilmistir. Elektroforez islemi sonunda elde edilen jel uygun
bir kap igerisinde 100 ml steril saf su ve 30ul EtBr (0.5 pg/ml) soliisyonunda 20 dakika
siireyle sallayici platform iizerinde boyanmustir. Her iki durumda da jel ethidium
bromide (EtBr) ile boyanarak DNA gdriiniir hale getirilmistir (Sambrook ve ark., 1998).
Boyama sonrasi jel, SYNGENE (Synoptipcs Ltd., Cambridge, GB) marka jel

goriintiileme ve analiz sistemine yerlestirilerek resmi goriintiilenmistir.

3.2.3.4. PCR iiriinlerinin baz dizi analizleri

CLRYV izolatlarinin kilif proteini bdlgelerine ait PCR {irlinlerinin baz dizi analizi
ticari olarak, Orta Dogu Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda

yaptirilmistir.

3.2.4. Western blot analizi

3.2.4.1. iki parcah (discontinuous) denatiire edici (denaturing) sodyum dodesil

siillfat-polyacrylamide (SDS-PAGE) jelinin hazirlanmasi

CLRV Van Go6li Havzasi ceviz izolatina ait kilif protein karakterizasyonu
Laemmli (1970)’in bildirdigi iki parcali discontinuous SDS-PAGE yontemi ile yapilmustir.
Jel iki parcadan olusmustur; a) ayirma (stacking) jeli, b) yigma (separating) jeli.
%13’lik ayirma jeli (Ek 4) dikey elektroforez tankinin iki camdan olusan plakalari

arasina dokiildiikten sonra 30 dakika polimerizasyon i¢in oda sicakliginda inkiibe
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edilmistir. Altta kalacak bu jelin iist kisminin diiz olmasi i¢in jel dokiildiikten hemen
sonra biitanol ile doldurulmus ve jelin alt kisminin diiz olmasi saglanmistir. Jel
katilagtiktan sonra biitanol kurutma kagidi ile alinmis ve %S5’°lik hazirlanan yigma
(stacking) jeli (Ek 4) soliisyonu ayirma jelinin iizerine dokiilmiistiir. Yigma jeli
dokiildiikten hemen sonra tarak yerlestirilmis ve 30 dk siire ile jelin katilasmasi i¢in oda
sicakliginda bekletilmistir. Jel katilastiktan sonra iki cam plaka arasindaki tarak
dikkatlice uzaklastirilmis ve ¢ukurlarin olusmasi saglanmistir. Cam plaklar arasindaki
iki parcali jel sistemi dikey elektroforez tankina yerlestirilmis ve TBE tamponu (10X
TBE buffer (pH 8.3), 121.1 gr Tris, 51.3 Boric asit 890 mM, 8.7 gr EDTA 20 mM)
eklenmistir. 0.5 gram CLRYV ile infekteli C. amaranticolor yaprak ornegi 1-1.5 ml
ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi (0.05 M Tris pH 7.8, 0.01 M MgSOs4, % 0.02 3,3’-
iminobispropylamine, 0.5 M {ire ve 0.01 M 2-mercaptoethanol) veya ayni miktardaki
Laemmli tamponu (Cizelge 3.3) varliginda ekstrakte edildikten sonra 10.000 rpm de 5
dk santrifiij edilmistir. Ustte kalan sivi esit hacimdeki 2X kuvvetindeki Laemmli
tamponu ile karistirilmis ve 5 dk siire ile kuru blok 1siticida 95°C’de inkiibe edilerek
protein denatlirasyonu saglanmistir. Denatiire edilen protein sollisyonunun 10 pl’si iki
parcali SDS-PAGE jeline yiiklenmistir (Laemmli, 1970). Orneklerle beraber dnceden
boyanmis protein standarti (Fermantas, SM0661) firmanin bildirdigi prosediire gore
hazirlanmis ve jelin ilk yada son cukuruna yiiklenmistir. Jel 6nce 80 V elektrik

akiminda 35 dk sonrasinda ise 120 V elektrik akiminda iki saat kosulmustur.

Cizelge 3.3. Laemmli yiikleme tampon ¢dzeltisinin hazirlanmast

Laemmli Yiikleme Tampon Coézeltisi 35 ml

M Tris-HCI, pH 6.8 S ml
% 20 SDS 10 ml
Mercaptoethanol 5 ml
Metahanol iginde 0.2M bromophenol blue Sml
Glycerol 10 ml

3.2.4.2 Kilif proteinin nitroseliiloz membrana transferi

CLRV Van Go6li Havzasi izolatlarinin kilif proteinleri Western blot yontemi ile

analiz edilmistir. Yukarida anlatilan elektroforez sonrasi ayirma jeli yigma jelinden
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ayirilmis kenar1 birinci O0rnegi gosterecek bicimde kiiclik bir parca kesilerek
isaretlenmistir. Jel’in boyutlarindan az biiyiik kesilmis iki adet 3MM filtre kagid1 ile
nitoselilloz membran elektrik akimi ile aktarma (blotlama) i¢in hazirlanmistir. Filtre
kagitlar1 kullanilmadan once destile su ile membran ise gecirgenligi arttirmak igin
birka¢ dakika siire ile methanol igeren transfer tamponu ile 1slatilmistir. Filitre kagid ile
jel kullanimdan hemen o6nce hazirlanmis 300ml 1M Tris Glycine-SDS pH 8.3
tamponunda 30 dk inkiibe edildikten sonra, Once fitre kagidi Semi Dry Blotlama
Cihazinin platin anoduna yerlestirilmis ve iizerine sirasiyla membran, jel ve filtre kagidi
yerlestirilerek cihaz kapatilmustir. Filtre kagidinin her cm*’sine 5.5 mA 10-15 V elektrik
akimi uygulanmistir. Yaklagik 1 saat elektroblotlama isleminden sonra membran %3
yagsiz siittozu igeren bloklama souliisyonuna daldirilarak 37°C’de 1 saat siire ile inkiibe
edilmistir. On ml bloklama soliisyonunda uygun sulandirma oraninda hazirlanan
antibody soliisyonu plastik bir film ile miihiirlenerek 4°C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Membran daha sonra ¢alkalayici platform iizerinde 5dk stire ile 3 defa PBS-Tween (pH,
7.5) ile yikanmistir. Konjugat 20 ml bloklama soliisyonunda uygun oranda
sulandirldiktan sonra membran plastik film ile miihiirlenerek 37 °C de 2 saat siireyle
muamele edilmistir. 1X kuvvetindeki PBS-Tween (pH 7.5) ile 5° dk siire ile iki defa
yikandiktan sonra membran, 20 ml destile suda ¢éziindiiriilen iki adet SIGMA FAST™
ve BCIP/NBT tabletlerinin olusturdugu (N,N-Dimethylformamid/ Steril saf su)
solusyona daldirilmis ve membrandaki mor bantlar goriiliinceye kadar boyama iglemine
devam edilmistir. Reaksiyonu durdurmak i¢in membran bu soliisyondan alinarak destile

suya daldirilmistir (Dallot ve ark., 1998; Sipahioglu, 1999).

3.2.4.3. CLRY izolatlarinin kilif protein biiyiikliigiiniin saptanmasi

Kilif proteinin molekiiler biiyiikliigiinii hesaplamada, standart proteinlerin
Logio’a gore elde edilecek kalibrasyon egrisinin, CLRV izolatlarina ait kilif proteinin
SDS-PAGE jelinde alacagi mesafe i¢in elde edilecek egrinin kiyaslanmasi ile tahmin
edilmistir (Anonim, 1995). Bu amagcla ticari 10-200 kDa’luk protein standartlarindan
yararlanilmistir. Protein referans standart {iiretici firmanin Onerdigi dogrultuda
hazirlanarak kullanilmistir.

Molekiiler agirlik hesaplanirken CLRV’ye ait kilif protein bir markir esliginde
SDS-PAGE’de kosulmustur. Jel daha sonra Western blot analizine tabi tutulmus ve

jeldeki bantlar blotlama ile PVDF membranina aktarilmistir. Aktarim sonras1 molekiiler
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markirdaki her bir bandin membranin en iist noktasina olan uzakligi (a) cm cinsinden
Olclilmiistiir. Sonra baglangi¢ noktasinin en 6ndeki banda olan uzaklig1 (b) cm cinsinden
Olciilmiistiir. Relatif uzaklik (Rm) Rm= a/b hesaplanarak (6rnegin 2/5=0.4cm=40mm)
milimetrik kagit iizerinde X eksenine kaydedilmistir. Molekiiler markirdaki bantlarin
sayist kadar Slgtimler yapilmis ve elde edilen uzunluklar X eksenine kaydedilmistir.
Markira ait her bir bant biiyiikliigliniin logaritmasi alarak (6r. 250, 150 120, 100.
logaritmalari) Y eksenine islenmistir. X ve Y ekseni iizerindeki noktalar birlestirilerek
bir egri olusturulmus ve molekiil agirligi belirlenecek bandin relatif go¢ (migration)
degeri milimetrik kagit ilizerinde isaretlenmis ve bu degerin X eksenindeki yeri
isaretlenmistir. Kalibrasyon egrisinde bilinmeyen proteinin Y eksenindeki karsiligi

tespit edilerek anti logu alinarak protein biiyiikliigli yaklasik olarak tespit edilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Arazi gozlemleri

Kiraz yaprak kivirciklik (Cherry leaf roll virus, CLRV) ile Erik sarka viriis
(Plum pox virus, PPV) hastaliklarinin belirtilerini gozlemek ve siipheli bitkileri
belirlemek amaci ile 2006 yilinin Temmuz ayinda Van ve Bitlis illerinin merkez ilgeleri
ile bu illere bagli ceviz yetistirilen il¢elerinde surveyler gerceklestirilmistir.

Van Go6li havzasinda ceviz yetistiriciliginin geleneksel bir yapida oldugu ve
bolgedeki ceviz bahgelerinin tohumdan {iretilen, ¢esit 6zelligi tasimayan c¢ok yillik
agaclardan olustugu gozlenmistir (Sekil 4.1). Havzada enderde olsa 6zellikle bodur
cesitlerden olusan kapama bahgelere de rastlanmistir. Van Goli havzasindaki ceviz
bahgelerinin ¢ogunlugunun yash agaglardan olusmasindan &tiirii survey yapilan
bahgeler genellikle 20 veya bu yastan daha biiyiik bahgelerden olusmustur. Bolgeden
toplanan Orneklere iliskin bilgiler Cizelge 3.1°de verilmistir. Surveylerde 151 ticari

bahge, gezilerek yaklasik 10.000’den fazla ceviz agaci bireysel olarak incelenmistir.

Y
Sekil 4.1. Van Golii havzasindaki ceviz bahgeleri genellikle yash plantasyonlardan
olugsmakta (a ve b) ancak son yillarda asili gesitlerden (c) olusan fidanlar ile de

yetistiricilik yapilmaktadir.

Yapilan genis ¢apli simptomatolojik gozlemler sonucunda ceviz agaglarinda

ender olarak virlis benzeri simptomlara rastlanmistir (Sekil 4.2). Survey ¢aligmalarinda
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kimi lokasyonlarda ceviz yapraklarinda acgik ve koyu yesil renklerden olusan
lekelenmeler gozlemlenmistir (Sekil 4.2 a ve b). Ancak bu belirtilerin sistemik

olmadiklar1 ve agacin baz1 yapraklari ile sinirhi kaldig1 kaydedilmistir.

b)

Sekil 4.2. Ceviz yapraklarinda gbézlemlenen acik veya koyu yesil renklerden olusan

lekelenmeler (a ve b).

4.2. Serolojik testlere ait bulgular

Van Goli havzasindaki ceviz agaglarindan alinan yaprak 6rneklerinde muhtemel
CLRV ve PPV viriis infeksiyonlarinin DAS-ELISA yontemi ile aragtirilmasinda viriis
spesifik antiserumlar kullanilmistir. Bélgeden toplanan 870 ceviz 6rneginin hig¢birinde
PPV infeksiyonuna rastlanmazken 112’sinde CLRV infeksiyonuna rastlanmistir.
Cizelge 4.1’de gorildiigii iizere havzada yetistiriciligi yapilan cevizlerde CLRV
infeksiyonu %12.9 olarak tespit edilmistir. Havzada en yiiksek infeksiyon orani % 48.4
ile Van’in Gevas il¢esinde en diisiik infeksiyon orani ise %3 ile aym ile bagl Catak
ilcesinde tespit edilmistir. CLRV survey gerceklestirilen tiim lokasyonlarda tespit
edilmistir.

ELISA testleri birkac pozitif kaynak kullanilarak yiiriitiildii. Bu nedenle pozitif
kontrollerin absorbans degerleri 405 nm de kullanilan 6rnegine bagli olarak 0.1178 ile
2.988 arasinda degisti. Negatif 6rnekler ise 0.69 ile 0.244 arasinda absorbans degerleri
verdi. Genel olarak biitiin ELISA testlerinden siipheye mahal vermeyecek net sonuglar

elde edilmistir (Sekil 4.3). Ancak ¢ok az sayida ki Ornekte siipheli sonuglar elde
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edilmistir. CLRV’nin aragtirilmasinda, ELISA okuyucusunda 105 adet bitki 6rneginden
ylksek absorbans degerli pozitif reaksiyonlar elde edilirken, 7 adet bitkide sonuglar
siipheli olarak belirlenmistir. ELISA testinde siipheli olarak belirlenen 6rneklere daha
sonra RT-PCR testi uygulanmistir. Van Golii havzasindaki cevizlerde viral infeksiyon
tespit edilen lokasyonlar ile infekteli bitki sayilar1 ve bu lokasyonlarda tespit edilen

infeksiyon oranlar Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Sekil 4.3. CLRV ve PPV viriislerinin DAS-ELISA ile arastirilmasinda pozitif 6rnekler
oldukga yliksek absorbans degerleri vermistir. Pozitif ve negatif ornekler arasindaki

ayrim gorsel olarak net ve kolayca yapilabilmistir (a ve b).

Cizelge 4.1. Survey yapilan yerler, alinan 6rnek sayis1 ve CLRV ile PPV infeksiyon

oranlari
Infekteli Bitki Sayis1 Infeksiyon Oranlari
Orek alnan — Omek alman 5 oy 000 CLRV PPV %CLRV  %PPV
iller ilgeler
Merkez 45 2 - 4.5 -
Ercis 53 3 - 3.7 -
VAN Edremit 39 5 - 12.3 -
Gevas 62 30 - 48.4 -
Catak 67 2 - 3.0 -
Merkez 73 7 - 9.6 -
Adilcevaz 160 22 - 13.8 -
o Ahlat 128 14 - 10.9 -
BITLIS Tatvan 89 14 i 15.7 i
Hizan 71 4 - 5.6 -
Mutki 83 9 - 10.8 -

Toplam 870 112 - 12.9 -
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4.3. Molekiiler test calismalarina ait bulgular

ELISA testi sonucunda siipheli bulunan 7 adet bitki 6rnegine RT-PCR testi
uygulanmustir. Grieco ve ark., (2000)’nin 6nerdigi primer seti ile gerceklestirilen RT-
PCR testi sonucunda 431 bp uzunlugunda DNA fragmentleri elde edilmistir. DNA
tirtinlerinin kosuldugu PAGE jeli EtBr ile boyandiktan sonra DAS-ELISA ile siipheli
olarak tanimlanan yedi 6rnegin tamaminin CLRYV ile infekteli oldugu tespit edilmistir

(Sekil 4.4).

3000 bp

o b e e e el 431 bp

100 bp __

Sekil 4.4. DAS-ELISA testinde silipheli sonug veren yedi ceviz dérnegine uygulanan RT-
PCR testi sonucunda 6rneklerin tamaminin pozitif oldugu tespit edilmistir. M: Marker
1-7: PCR sonrast %5’lik PAGE ile analiz edilen siipheli ceviz ornekleri, N: negatif

kontrol ve P: pozitif kontrol.

4.4. CLRY izolatlarinin ceviz ¢ogiirlerinde saklanmasi

CLRV-Edremit, Adilcevaz, Catak, Ahlat ve Gevas izolatlarinin biyolojik ve
molekiiler karakterizasyonu gegeklestirebilmek ve izolatlarin devamini saglamak amaci
her bir CLRV izolati énceden CLRV’den ari olduklar1 PCR ile belirlenen ceviz
¢ogiirlerine chip-budding yoéntemiyle asilanmuslardir. infekteli kalemlerden, bisturi
yardimiyla yaklasik 1.5-2 cm uzunlugunda hem kabuk hem odun dokusu igeren parcga
almmis ve saglikli bitkide ayni biiyiikliikte agilan alana yerlestirilip plastik film ile
sarilarak (chip-budding) asilama yapilmistir (Yiirektiirk, 1985) (Sekil 4.5).

Chip-budding yontemi ile ceviz ¢dgiirlerine CLRV’nin Edremit, Adilcevaz,
Ahlat, Gevas ve Catak izolatlar1 agilanmistir. Asilamadan sonra bitkiler dis ortam

sicakligr ile aynmi sicakliga sahip tiil serada koruma altina alinmislardir. Farkli
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lokasyonlardan temin edilen CLRYV izolatlarinin devamlilig1 ceviz ¢ogiirleri kullanilarak

yapilmaya ¢alisilmustir.

Sekil 4.5. CLRV’nin Edremit, Adilcevaz, Ahlat, Gevas ve Catak izolatlarinin asilandig1

ve izolatlarin saklandigi ceviz ¢ogiirlerinden birisi.

Temmuz 2006’da CLRV icermeyen ceviz ¢dOgiirlerine gergeklestirilen
asilamadan iki ay sonra uygulanan RT-PCR testi sonrasinda CLRV’nin Adilcevaz ve
Edremit izolatlarinin pozitif reaksiyon verdikleri tespit edilmistir (Sekil 4.6). Bu
calismay1 izleyen daha sonraki PCR testlerinde Edremit izolatlarindan birinin daha
ceviz ¢ogiiriine aktarildigi konfirme edilmistir. Adil cevaz izolatinin bulagtirildig1 ceviz
¢ogiri ise hem infeksiyon ve hem de sert gecen kis kosullarinin etkisi ile agilamadan 6-

7 ay sonra Olmiistiir.

CLRV-Adilcevaz 152
CLRV-Catak 375
CLRV-Ahlat 745
CLRV-Gevas 415
CLRV-Edremit 294

=~
=)
o
g

[
s
=
>
o~
—
©)

Saglikli kontrol
Su kontrol
CLRV-Pozitif

Sekil 4.6. Ceviz ¢ogiirlerine asilanan farklit CLRV izolatlarina asilamadan iki ay sonra
uygulanan RT-PCR testi sonucu. PCR sonrasinda Edremit ve Adilcevaz (kirmizi ile
gosterilen) izolatlarinin ceviz ¢oglirlerinde sistemik olarak yayildiklart ve teshis

edilebilir sinirlara ulastiklar1 %1.5’1lik agaroz jelde goriilmiistiir.
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4.5. Mekanik inokulasyon ¢alismalarina ait bulgular

Edremit ve  Adilcevaz izolatlarinin  molekiiler  karakterizasyonunu
gergeklestirmek i¢cin mekanik inokulasyon ile viriisiin otsu indikatorleri arasinda yer
alan Chenopodium quinoa ve C. amaranticolor bitkilerine transfer ¢aligmalari
gergeklestirilmistir. Mekanik inokulasyon c¢alismalari ile sadece CLRV-Edremit izolati
C. amaranticolor’a aktarilabilmistir. Bir hafta icerisinde gelisen klorotik yaprak leke
belirtilerini (Sekil 4.7 a ve b) inokulasyondan on giin sonra u¢ nekrozu simptomu
izlemistir (Sekil 4.7 c¢ ve d). CLRV-Adilcevaz izolatinin inokule edildigi otsu
indikatorlerden sadece C. quinoa’da klorotik simptomlar gozlense de belirti gosteren

bitkiler RT-PCR yontemi ile testlendiklerinde negatif sonug vermislerdir.

Sekil 4.7. a ve b) CLRV-Edremit-1 izolatimin C. amaranticolor bitkisinde
inokulasyondan bir hafta sonra Onceleri lokal sonralari genisleyerek olusturdugu
klorotik yaprak lekeleri, ¢) infeksiyondan on giin sonra gelisen u¢ nekrozu simptomu, d)
inokulasyondan dort ay sonra infekteli bitkide olusan kiigiik yapraklilik simptomu

(solda), saglikl1 bitki sagda.
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CLRV-Edremit izolati C. amarnticolor’da onceleri lokal (Sekil 4.7a) sonralari
ise genisleyerek klorotik yaprak lekelerine doniisen (Sekil 4.7b) simptomlara neden
olmustur. Belirti gosteren CLRV-Edremit izolat1 ile bulasik C. amaranticolor bitkilerine
uygulanan RT-PCR sonucunda pozitif reaksiyon elde edilmistir (Sekil 4.8). Belirti
gosteren her iki indikator bitkiden de 431 bp uzunlugunda DNA fragmentleri elde

edilmistir.

CLRV-Adilcevaz
CLRV-Adilcevaz
CLRV-Edremit 1
CLRV-Edremit 2

'l CLRV-Adilcevaz
Su kontrol
CLRV-Pozitif

3 5
1500 bp —
431 bp —
100 bp

Sekil 4.8. CLRV-Edremit izolatlarinin mekanik inokulasyon ile bulastirildig1 otsulardan
C. amaranticolor bitkilerindeki varligt RT-PCR testi ile belirlenmistir. PCR testi
sonrasinda elde edilen DNA fragmentleri %5’lik PAGE’de ethidium bromide ile

boyanarak gozlemlenmistir.

4.6. PCR iiriinlerinin baz dizi analizlerine ait bulgular

PCR sonrasi elde edilen DNA fragmentinin baz dizi analizi ger¢eklestirilmis ve
iki izolata ait bilgiler asagida (Cizelge 4.2. ve 4.3.) verilmistir. DNA dizisi belli olan
izolatlarin Gen Bankasi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’na ait NCBI web sitesine baz
dizilerinin girisi yapilmistir. Kaydedilen baz dizilerine ait ulasim numaralari (accsession

numbers) EF182751 ve EF182755 dir.
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Cizelge 4.2. CLRV Edremit-1 izolatinin kilif proteini bolgelerine ait PCR fiiriinlerinin

baz dizisi
Baz uzunlugu Baz dizisi

(bp)

1 gtaagtanat ttanttcatt tttataaaac ctaaactctg cctgagctnc gacactcata
61 caataagcga attttgaaac actaacgggg caacaaagta tcgcngaaac aaccccctag
121 cnaacgctac ctaccgacat aaccccctaa attcttgggc ttaaaattca aagtcacagg
181 tgtgttacca gcacacctgg ctcatatacc aagcaagata gaggaccatc acatggatgg
241 cagtagatac tcgttaacta naactcatgg agcccttggc tgtagcattc ttaatactac
301 taagaccggt cgcatggtac tgattgcagt cagcccacca gtgtcaccgt aacactgttg
361 ccgttce

Cizelge 4.3. CLRV Edremit-2 izolatinin kilif proteini bolgelerine ait PCR iiriinlerinin

baz dizisi
Baz uzunlugu Baz dizisi
(bp)
1 cngtgttcgg tgnctggtgg gctncctgca tcagtaccat gcgaccggtc ttagtagtat
61 taagaatgct acagccaagg gctccatgag ttctagttaa cgagtatcta ctgccatcca
121 tgtgatggtc ctctatcttg cttggtatat gagccaggtg tgctgagtaa cacacctgtg
181 actttgaatt ttaagcccaa gaatttaggg ggttatgtgg gtaggtagcg ttggctaggg
241 ggttgtttcg cgatattgtt gccccgttag tgtttcaaaa ttcgcttatt gtatgagtgt
301 cggactcagg cagtgtttag gttttatttc tttgaattaa attttacttt aagttttcct
361 tttacgaa

Edremit CLRV izolatlarinin molekiiler diizeydeki benzerligi veya farklilig
Diinya Gen Bankasindaki CLRV ceviz izolatlar1 (Cizelge 4.4.) ile karsilastirilmistir.
Molekiiler farklilik CLRV genomik RNA’smin 3’°- ucunda kodlama yapmayan (non-
alan 361 bp uzunlugundaki

CLRV-Edremit 1

coding) bolgesinde yer diziler karsilastirilarak

arastirilmistir.  Genomik bdlge analizleri sonucunda izolat1
karsilagtirma yapilan Gen Bankasina kayithh diger CLRV izolatlar1 ile ¢ok yiiksek
diizeyde molekiiler farklilik gosterdigi (%43-46) tespit edilmistir. CLRV Edremit 2
izolat1 ise Edremit 1 izolatinin aksine karsilastirma yapilan izolatlar ile yiiksek diizeyde

benzerlik (%93-98) gdstermistir (Sekil 4.9).
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AJ877152

Edremit 1 EF182755

AJBT7150

AIR77151

AJ8T7147

AIR77146

CLRYV ceviz
izolatlari

AJBT7126

— AJ877148

—— AJ877149

| Edremit 2 EF182751

Sekil 4.9. CLRV Edremit ceviz izolatlarinin diinyada tespit edilmis diger ceviz izolatlar1

ile molekiiler agidan benzerligini gosteren filogenetik agac.

Cizelge 4.4. CLRV Edremit ceviz izolatlarmin Kkarsilagtirildigi diinyanin farkh

bolgelerinde tespit edilerek Gen Bankasina kayitlt CLRV ceviz izolatlari

Virlis Ulagim Numarasi izolatin kaynag1 eF(riei:ISdpilgti Sekans bolgesi Literatiir
konukc¢u

CLRV AJ877126 ingiltere Ceviz CP* Rebensg)"ofge ark.,
CLRV AJ877146 Almanya Ceviz CcP Rebensgo"g A ark.,
CLRV AJ877147 Fransa Ceviz CP Rebens;rooofge ark.,
CLRV AJ877148 ingiltere Ceviz cp Rebens;;’ofge ark.,
CLRV AJ877149 ingiltere Ceviz CcP Rebens;fofge ark.,
CLRV AJ877150 Macaristan Ceviz cP Rebensgo"g 6ve ark.,
CLRV AJ877151 Fransa Ceviz CP Rebens;rooofge ark.,
CLRV AJ877152 Slovakya Ceviz CP Rebens;;’ofge ark.,
CLRV EF788151 Tiirkiye Ceviz CP Butez
CLRV EF788155 Tiirkiye Ceviz CcP Butez

*=Kulif proteini (coat protein)
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4.7. Western blot analizine ait bulgular

CLRV’ye kars1 iiretilen ve Dr. Rowhani’den temin edilen poliklonal antiserum
CLRV Edremit izolatinin kilif proteinini tanimistir. Otsu konukg¢u Cheneopodium
amaranticolor bitkisinden ekstrakte edilen viral proteini tanimada kullanilan birinci

antikor yapilan western blot ¢calismalarinda 1:5000 oraninda sulandirilmistir.

85kDa —»

70kDa —

60kDa — p
<—— CLRV kilif proteini

50 kDa —»

30kDa —»
25kDa —»
20kDa —»

15kDa —»

Sekil. 4.10. CLRV’ye spesifik antikor ile Edremit ceviz izolatlarinin kilif proteini
blytikliigii Western blot teknigi ile PVDF membran kullanilarak gosterilmis ve ayni
zamanda etmenin teshisi gerceklestirilmistir. M: Molekiiler marker, CP: CLRV’ye ait
kilif protein.

CLRV Edremit izolatina ait kilif proteininin SDS-PAGE jelinde gostermis
oldugu mobiliteye dayanarak kilif proteini biiytikliigii 52.4 kDa olarak tespit edilmistir.



5. TARTISMA ve SONUCLAR

Ceviz genel olarak bir¢ok hastalik ve zararli i¢in iyi bir konuk¢udur. Van goli
havzasinda yetistiriciligi tohumdan veya asili fidan ile yapilan ceviz agaglarinda viral
hastaliklar ile bu hastaliklarin yayginlik oranlar1 serolojik teshis tekniklerinden ELISA
testi ile hizli, glivenilir ve hassas molekiiler teshis yontemlerinden olan PCR teknigi
kombine edilerek aragtirilmistir.

Survey caligmalar1 esnasinda bélgedeki yetistiricilik yapilan 151 bahge gezilmis,
yaklagik 10.000 civarinda agac¢ bireysel olarak incelenmistir. Bolgede ceviz
yetistiriciliginin geleneksel yapida oldugu tespit edilmis olup ceviz plantasyonlarinin
cok yillik ceviz agaclarindan olustugu gozlenmistir. CLRV ve PPV’nin belirtilerini
gozlemek ve Ornek toplamak i¢in gerceklestirilen survey c¢alismalarinda ceviz
yapraklarinda acik ve koyu yesil renklerden olusan lekelenmeler gdzlemlenmistir.
Cooper, (1981) Ingiltere’de yiiriittiigii survey calismalarinda ceviz yapraklarmnin
ayalarinda genis alanlara niifuz etmis lekelenmeler tespit etmistir.

ELISA testi ile arastirilan iki viral etmenden CLRV, Bitlis Merkez, Adilcevaz,
Ahlat, Tatvan, Hizan, Mutki ile Van Merkez, Ercis, Edremit, Gevas, Catak il¢elerinde
yetistirilen ceviz agaglarindan toplanan 870 6rnekten 112’sinde tespit edilmistir. Viriis
survey gerceklestirilen tiim lokasyonlarda tespit edilmistir. Ancak PPV infeksiyonuna,
ELISA ile testlenen higbir 6rnekte rastlanmamistir. ELISA testinde slipheli sonug veren
yedi adet bitki 6rnegine uygulanan RT-PCR sonucunda 6rneklerin tamaminin infekteli
oldugu belirlenmistir. CLRV Van Go6li havzasinin énemli ceviz yetistiricilik ili olan
Bitlis’te %11.6 oraninda tespit edilirken, bu oran Van ili i¢in %15.8 olarak tespit
edilmistir. Van Go6lii havzasindaki cevizlerde CLRV’den ileri gelen infeksiyon orani
%12.9 olarak belirlenmistir. Havzada en yiiksek infeksiyon %48.4 orani ile Van’in
Gevas ilcesinde, en diisiik infeksiyon orani ise %3 ile ayni ile bagli Catak ilgesinde
tespit edilmistir. Cooper, (1981) Ingiltere’de yetistiriciligi yapilan cevizlerde
gerceklestirdigi survey calismasinda cevizlerin %37 oraninda CLRV ile infekteli
oldugunu tespit etmistir. Hastalik etmeninin giiney Ingiltere’de kuzeye oranla daha
yaygin oldugunu bildirmistir. Van Go6lii havzasinda tespit edilen ortalama %12.9
oranindaki infeksiyon orani ile kiyaslandiginda CLRV infeksiyonunun Ingiltere’de daha
yaygin oldugu goriilmektedir. Cevizlerde PPV infeksiyonunun bulunmamasi havzadaki

ceviz yetistiriciligi agisindan sevindirici bir durumdur. Ulkemizde diger ceviz
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yetistiricilik alanlarindaki viral hastaliklar ile ilgili bildirilmis herhangi bir c¢aligma
bulunmadigindan Van Golii havzasindaki viral infeksiyon oraniyla karsilagtirilmasi
heniiz miimkiin olmamaktadir. Bolgede viral enfeksiyonun diisiik oranda olmasi
yetistiriciligi yapilan ceviz plantasyonunun yasli agaglardan olusu ve yeni fidan
tiretiminde bu agaclardan geleneksel olarak elde edilen tohumlardan yapilmasi olarak
gosterilebilir. Bolgede bu viriislerin yayilimini1 engellemek i¢in dis kaynaklardan tohum,
as1 kalemi ve fidan girisinin i¢ karantina kurallarina uyarak gerceklestirilmesi
gerekmektedir. Ayrica CLRV ile infekteli bitkilerden tohumla {iretim yerine saglikli
bitkilerden iiretim yapilmasi viriisiin farkli yerlere kolayca taginmasinin biiytik ol¢iide
azalacagi diistiniilmektedir.

Mekanik inokulasyon c¢alismalarinda Edremit, Gevas, Catak, Adilcevaz ve Ahlat
izolatlar1 viriisiiniin devamliligin1 saglamak ve karakterizasyonunu gerceklestirmek
amaciyla otsu indikatorlere inokule edilmislerdir. Mekanik inokulasyon ¢aligsmalarinda
Edremit’ten alinan izolatlardan ikisinin Chenopodium amaranticolor bitkisine
aktarilabilmistir. Infeksiyonun varligt ELISA ve RT-PCR teknikleri ile dogrulanmustir.
Infekteli bitkilerde klorotik lekelenmeler, ug nekrozlari ve kiigiik yapraklilik belirtileri
gozlenmistir. Mekanik inokulasyonda kullanilan izolatlardan hicbiri Cheonopodium
quinoa bitkisine aktarilamamistir. Cevizde saptanan CLRV izolatlarim1 saklama
bakimindan C. amaranticolor bitkisinin, C. quinoa bitkisine gore daha iyi oldugu
belirlenmistir. Polak ve ark., (2004) bir nepoviriis olan CLRV’yi saklamada C.
amaranticolor bitkisinin ideal bir konuk¢u oldugunu bildirmistir.

C. amaranticolor bitkilerine aktarilan Edremit izolatlarinin PCR sonrasi elde
edilen DNA fragmentinin baz dizi analizi gerceklestirilmis ve her iki izolata ait DNA
baz dizileri Gen Bankasmin resmi web sitesine kaydedilmistir. Kaydedilen baz
dizilerine ait ulasim numaralar1 (accsession numbers) EF182751 ve EF182755 olarak
alinmistir. CLRV Edremit izolatlarimin molekiiler benzerligi Gen Bankasina kayitl
diger izolatlar1 ile karsilagtirilmis genomik bdlge analizleri sonucunda CLRV-Edremit 1
izolat1 karsilagtirma yapilan CLRV izolatlari ile ¢ok yiiksek diizeyde molekiiler farklilik
gosterdigi (%43-46) tespit edilmistir. CLRV Edremit 2 izolati ise karsilastirma yapilan
izolatlar ile yliksek diizeyde benzerlik (%93-98) gdstermistir. Rebenstrof ve ark., (2006)
diinyanin farkli bolgelerinden temin ettikleri CLRV izolatlarinin molekiiler ve serolojik

farkliliklarin1 ~ arastirmiglardir.  Arastiricilar calismada kullandiklart  biitiin - ceviz
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izolatlarinin hem molekiiler hem de filogenetik anlamda homejenite gosterdiklerini
tespit etmislerdir.

CLRYV spesifik tavsanda iiretilmis birinci antikor uygulamasi ve onu takipeden
tiniversal anti-rabit antikorunun uygulandigi Western blot analizi ¢alismalar1 sonucunda
CLRYV Edremit izolatlarina ait kilif protein biiyiikliigii 52.4 kDa olarak tespit edilmistir.

Van Go6li havzasinda ceviz yetistiriciliginin ¢ok eskiden beri yapiliyor olmasi ve
iireticiye Onemli kazanclar saglamasi giin gegtikce ceviz yetistiricilik alanlarinin
artmasina ve biiyiik kapama bahgelerin kurulmasina sebep olmaktadir. Bolgenin PPV ile
hi¢ infekteli olmayisi, ayrica diger lilkeler ile kiyaslandiginda ¢ok yiiksek olmayan
CLRYV ile bulasiklilik orani iiretim ag¢isindan sevindirici bir durumdur. Yeni tesis
edilecek bahcgelerde saglikli bitkilerden elde edilen fidanlarin kullanimi uzun vadede
tilke ekonomisine yararli olacaktir. Bu agidan bolgede fidan iiretimi veya kullanilacak
diger bitkisel materyallerin saglikli bitkilerden elde edilmesi bu ¢alismada tespit edilen
infeksiyon oranmin daha da diismesine sebep olacaktir. Ozellikle viriisiin en uzak
yerlere tohum, polen ve as1 materyali ile yayildigi gbéz onilinde bulundurulursa i¢
karantina kurallarina sikica uyulmas: ve fidan {retiminin sertifika programlari

cercevesinde yapilmasi tavsiye edilmektedir.
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Ek 1
ELISA Testinde Kullanilan Tamponlar Cozeltiler

1. Phosphate Buffered Salina (PBS), pH:7.4 (Fosfat tampon ¢ozeltisi)

e NaCl 8.0 gr
L KH2PO4 0.2 gr
° NazHPO47H20 2.9 ar

Na,HPO4.7H,0 23 gr

NazHPO4.2H20 1.44 gr

Na;HPO4(Susuz) 1.15 gr
e KC(CI 0.2 gr
e NaNj; 0.2 gr

Yukarida miktart verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilerek pH 7.4’
ayarlanmig

¢oOzelti 4 °C’de muhafaza edilmistir.

2. Coating buffer pH 9.6 (Kaplama tampon cozeltisi)

[ ] Na2CO3 1.59 gI‘
e NaHCO; 2.93 gr
e NaNj; 0.2 gr

Yukarida miktarlar1 belirtilen kimyasallar 1 litre saf su igerisinde eritilip pH
9.6’ya ayarlanarak kullanim siiresince 4 °C’de saklanmustir.

3. Washing buffer (Yikama tampon c¢ozeltisi)
1 litre fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) icersine 0.5 ml Tweeen-20 ilave
edilerek yikama tampon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Kullanim siiresince 4 °C’de
saklanmistir.

4. Sample Extraction Buffer (Ornek ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi)

1 litre yikama tampon ¢ozeltisi icerisine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-
40) ilave edilerek hazirlanmis 4 °C’de muhafaza edilmistir.

5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tampon ¢ozeltisi)

1 litre 6rnek tampon c¢ozeltisi igerisine 2 gr ovalbumin ilave edilerek
hazirlanmistir.

6 Substrat Buffer pH 9.8 (Substrat Tampon Cozeltisi)

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su i¢ine ilave edildikten sonra, 0.2 gr NaNjilave
edilmis ve pH’s1 9.8’¢ ayarlanarak saf su ile 1 litreye tamamlanmustir.



Ek 2
Total RNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Grinding Buffer (Ekstraksiyon tampon cozeltisi)

e Guanidine Thiocyanate 4M 23.64 gr/50 ml
e NaOAc (pH 5.2) 0.2M 1.36 gr/50 ml
e EDTA 25mM 0.465 gr/50 ml
e KOAc 1.0M 4.9 gr/ 50 ml

e PVP-40 %2.5 wt/vol  1.25 gr/50ml

e %1 2-ME (Mercaptoethanol)*

*=Mercapto ethanol ekstraksiyon esnasinda eklenmelidir.

50 ml hacimde hazirlanacak olan ¢ozelti icin yukarida miktarlar1 verilen
kimyasallar steril su icersinde ¢ozdiiriiliir ve kullanim siiresince ¢ozdiiriiliir ve kullanim
stiresince 4 °C’de saklanir.

2. Nal (Sodyum iyodid) soliisyonu

0.75 gr Na,SOs; ¢ozeltisi 40 ml steril saf su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra
36 gr Nal eklenir ve soliisyon 50 ml’ye saf su ile tamamlanir. Otoklavda steril
edildikten sonra 1giktan etkilenmemesi i¢cim alimiinyum folya sarilir ve 4 °C’de

saklanir.

3. Washing Buffer (Yikama tampon cozeltisi)

e Tris-HCI, pH 7.5(1M) 10.0 mM
e EDTA (5M) 0.5 mM
e NaCl (0.5 M) 50.0 mM
e FEtOH % 50

Yukarida konsantrasyonlar1 yazili kimyasallardan 100 pl Tris-HCI’den, 100 pl
NaCl’den , 10 pul EDTA’dan alinir 5 ml streil saf suda karostirilir daha sonra 5 ml
ethanol eklenerek 4 °C’de saklanir.

4. Silika siispansiyonunun hazirlanmasi (pH: 2.0)

500 ml saf su icerisinde 60 gr silica eklenerek iyice karistirilir ve 24 saat
beklenerek silika partikiillerinin dibe ¢6kmesi beklenir. Daha sonra iist sivi1 atilarak
tekrar 500 ml olacak miktarda steril saf su eklenir ve iyice kanstirilir. 5 saat oda
sicakliginda bekletilir ve 440 ml iistte kalan sivi atilir geriye kalan 60 ml silika
siispansiyonu almir pH’st 2.0 ayarlanarak otoklavda steril edilir ve 1siktan
etkilenmemesi i¢in alimiinyum folya ile sarilarak oda sicakliginda saklanir.



Ek 3

Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. 50X TAE Kosum Tamponu Stok Soliisyon

e Tris-bace (C4H;1NOs) pH 8.0 242 er
e Glacial Acetic acid (CH;COOH) 57.1 gr
e 0.5MEDTA (C10H14N208Na2.2H20) 100 ml

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre suda ¢ozdiirtildiikten
sonra otoklavda steril edilerek oda sicakliginda saklanir.

2. 1X TAE Kosum Tamponunun Hazirlanmasi

50X TAE stok soliisyondan 10 ml alinarak steril saf su ile 500 ml’ye
tamamlanarak kullanilir.



Ek.4

Western Blot Analizinde Kullanilan Jel Konsantrasyonlarimin Hazirlanmasi

1.%13’liikk Ayirma Jeli (10 ml)

e %30 Acrylamide/Bisacyrlamide* 4.3 ml
e Tris(pH8.7)1.5M 2.5ml
e Destile su (Vakum altinda gazdan arindirilmis) 3.1 ml
e %10 SDS 0.1 ml
e %10 Ammonium persulfate 120 pl
e TEMED 12 ul

3. %5’lik Yigma Jeli (10 ml)

e %30 Acrylamide/Bisacyrlamide* 1.7 ml
e Tris(pH8.7)1.5M 2.5ml
e Destile su (Vakum altinda gazdan arindirilmig) 5.7 ml
e %10 SDS 0.1 ml
e %10 Ammonium persulfate 120 pl
e TEMED 12 pl

*= % 30’luk Acrylamide/Bisacyrlamide hazirlaniginda 29.2 gr acyrlamide, 0.8gr
bisacrylamide 100 ml steril saf suda ¢oziindiiriilerek hazirlanir.



Ek 5
Western Blot Analizi

Protein biiyiikliigiine gore protein molekiillerini ayirnmda etkin bicimde
kullanilabilecek ayirma jeli konsantrasyonlari

Acrylamide Yiizdesi (Ayirma Jeli %) Transfer edilen buyiikluk (kD)
5-7 29-150 kD
8-10 14-66 kD
13-15 <36 kD
18-20 <20 kD

Farkl oranlarda PAGE jeli hazirlayabilmek icin ihtiyac duyulan jel bilesenleri

Jel Yiizdesi H,O (ml) %30 Acrylamide/ Jel Buffer (ml) %10 w/v SDS
Bisacyrilamide (ml)
%4 6.1 1.3 2.5 0.1
%5 5.7 1.7 2.5 0.1
%06 5.4 2.0 2.5 0.1
%7 5.1 2.3 2.5 0.1
%38 4.7 2.7 2.5 0.1
%9 4.4 3.0 2.5 0.1
%10 4.1 33 2.5 0.1
%11 3.7 3.7 2.5 0.1
%12 34 4.0 2.5 0.1
%13 3.1 43 2.5 0.1
%14 2.7 4.7 2.5 0.1
%15 2.4 5.0 2.5 0.1
%16 2.1 53 2.5 0.1

%17 1.7 5.7 2.5 0.1
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