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OZET Aragtirma Makalesi

Plum pox virus (PPV), sert cekirdekli meyvelerde énemli verim

kayiplarina sebep olan Sarka hastaliginin etmenidir. PPV, Makale Tarihgesi
Turkiye'nin farkli bélgelerinde simirli olarak tespit edilmesine Gelig Tarihi  :10.07.2020
ragmen, bugine kadar Burdur iline ait herhangi bir kayit Kabul Tarihi :04.12.2020

bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, 2016-2019 yillar1 arasinda Burdur

ilinde PPVnin varhiginin belirlenmesine yonelik serolojik ve

Anahtar Kelimeler

molekiiler yontemler kullanilarak yapilan arastirmanin sonuglarina Filogenetik Analiz
yer verilmigtir. Stirveyler siiresince toplanan 47 adet sert ¢ekirdekli Sarka Hastalig1
meyve yaprak ornegi ilk olarak Double antibody sandwich enzyme Seftali

linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) ile analiz edilmis ve 2 adet PPV-M

seftali 6rneginin PPV ile enfekteli oldugu belirlenmigtir. Calismada,
PPV’nin kilif protein bélgesi icin 767 niikleotid biiyukluginde bir
bélgeyi cogaltan bir adet dejenere primer cifti tasarlanmistir. Yeni
primerler ile gerceklestirilen Reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR) ve sekans analizleri sonucunda elde edilen diziler
GenBank’a kaydedilmistir. Yapilan BlastN analizi neticesinde
Burdur PPV izolatlar: en yiiksek benzerlik oranini (%99.86-%98.49),
PPV-M 1rk: ile gostermistir. Neighbour-joining yontemiyle yapilan
filogenetik agac¢ta Burdur izolatlarinin, Turkiye ve farklh tlkelere ait
PPV-M izolati ile kiimelendigi belirlenmistir. Bu c¢alisma ile elde
edilen 2 adet PPV-M izolat1 Akdeniz Bélgesinin PPV agisindan ari
alanmi konumunda olan Burdur ilinde ilk kayit niteligindedir. Calisma
sonucunda enfekteli oldugu tespit edilen agacglar eradike edilerek 1
km capinda tampon boélge olusturulmus ve 3 yil boyunca Prunus
turlerinin yetistiriciliginin yasaklanmasina ve stirvey ¢calismalarinnin
devam edilmesine karar verilmigtir.

Determination of Plum pox virus and Molecular Characterization of Partial Coat Protein Gene in Burdur
Province

ABSTRACT
Plum pox virus (PPV), the causal agent of Sharka disease, causes
significant yield losses in stone fruits. Despite PPV occurrence as
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restricted in different regions of Turkey, there is no record of PPV yet Received +10.07.2020
in Burdur province. Hence, this study includes the results for Accepted - 04.12.2020
determining the presence of PPV in Burdur province between 2016- K d
2019 by serological and molecular methods. A total of 47 leaf samples eywords =
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collected during the surveys were first analyzed by Double antibody Sharka Di
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA), and - arha 1sease
only 2-peach samples were determined to be infected with PPV. A P;i;-M

degenerate primer pair that amplifies a 767 bp product was designed
for the partial coat protein region of PPV in this study. Reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed
using designed primer pair, and novel isolates obtained by sequence
analysis were deposited in the GenBank. As a result of the BlastN
analysis, Burdur PPV isolates showed the highest similarity (99.86%
-98.49%) with the PPV-M strain. The phylogenetic tree was generated
by the Neighbor-Joining method, resulting in novel PPV-Burdur
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isolates were clustered with the PPV-M isolates belonging to Turkey
and other countries. The novel two PPV-M isolates were the first
records in the province of Burdur, the PPV-free area in the
Mediterranean Region. As a result of this study, by eradicating
infected trees, a one-kilometer diameter buffer zone was established.
It has been decided to ban the replanting of Prunus species and

continue the survey studies for three years.
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GIRIS
Plum pox virus (PPV), Potyvirus cinsi icerisinde yer
alan, sert cekirdekli meyve agaclarinda ciddi

ekonomik kayiplara yol agabilen 6nemli bir viral
hastalik etmenidir (Nemeth, 1986). Hastalik etmeni
erik, seftali ve kayis1 basta olmak lizere sert ¢cekirdekli
meyvelerde verim ve kalite kayiplarina yol agmaktadir
(Rochon ve ark., 2003). Ilk olarak 1917-18 yilinda
Bulgaristan’da tespit edilen (Atanassov, 1932)
PPV’nin tim Avrupa ve Akdeniz ulkelerine yayilma
egiliminde oldugu bildirilmistir (Garcia ve Cambra,
2007). PPV’nin giiniimiize kadar yabani ve kiiltiire
alinmis sert cekirdekli meyve agaclarinda (James ve
Thompson, 2006; Sochor ve ark., 2012) ve dikotiledon
familyasina ait 8 farkhi bitki turinde enfeksiyon
olusturma durumlar1 arastirilarak, virtiisiin 20 farkh
afit tira ile taginmasi lzerine deneysel calismalar
yuritilmistiir (Labonne ve ark., 1994; Gildow ve ark.,
2004). Global 6lcekte yayilimi siirekli takip edilen
PPV, guntimiizde sert ¢ekirdekli meyve agaclarinin en
onemli viral sorunu haline gelmistir. Oyle ki, PPV
bitki viriisleri igerisinde en cok calisilan 10 virls
arasinda yerini almistir (Scholthof ve ark., 2011).

RNA virtsleri tipik olarak, viral RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp) riboniikleotidleri sik sik hatal
birlestirmesi sonucu yonlendirilen yiiksek mutasyon
oranlarina sahip genetik olarak farkli yeni
popiilasyonlar olusturabilirler (Korboukh ve ark.,
2014). Bununla beraber RNA viriislerinin genetik
¢esitliligine katkida bulunan bagka bir mekanizmada
rekombinasyondur (Garcia-Arenal ve ark., 2001).
Rekombinasyon, Potiviruslerin evriminde 6nemli bir
rol oynamaktadir (Chare ve Holmes, 2006). Ancak bu
evrim net olarak bilinememekle birlikte mutasyon
degisikliklerinin rekombinasyon olaylarina kiyasla
goreceli 6nemi hala anlasilamamaktadir (Ohshima ve
ark., 2007; James ve ark. 2016). Rekombinasyon
diizeyi yuksek olan RNA viriisleri arasinda yer alan
PPV'nin guntimize kadar 10 farkli irki tespit
edilmigtir. Bu irklar siras1 ile PPV-D ve PPV-M
(Kerlan 1979), PPV-EA (Wetzel ve ark., 1991), PPV-C
(Nemchinov ve Hadidi, 1996), PPV-Rec (Glasa ve ark.,
2004), PPV-W (James ve Varga, 2005), PPV-T (Serce
ve ark., 2009), PPV-An (Palmisano ve ark., 2012), PPV-
CR (Glasa ve ark., 2013) ve PPV-CV (Chirkov ve ark.,
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2017) olarak isimlendirilmistir. PPV 1rklar1 viriisiin
biyolojik, epidemiyolojik ve niikleotid farklhiliklar:
gozetilerek ayrilmistir (Sihelska ve ark., 2017).

Tek sarmal RNA yapisinda olan PPV genomu,
yaklagik 9.8 kb buyukligiunde ve tim diger Potyvirus
uyeleri gibi tek bir okuma ¢ercevesinden olugsmaktadir
(Revers ve Garcia, 2015). Ayrica genom iizerinde P3N-
PIPO mini trans-frame proteinin kodlandig: ikinci bir
kiiciik okuma cercevesi de bulunmaktadir (Chung ve
ark., 2008). PPV’nin diinya genelinde 1rk diizeyindeki
yayginligina bakildiginda PPV-D ve PPV-M irklarinin
yaygin oldugu bildirilmis, (Candresse ve ark., 1998)
yapilan son c¢alismalarda ise PPV-Rec 1rkinin
dagiliminda da bir artisin meydana geldigi rapor
edilmistir (Garcia ve ark., 2014).

PPV’nin, ana konukgularindan olan erik, kayisi, seftali
ve badem gibi sert cekirdekli meyvelerde farklh
simptomlar meydana getirdigi goriilmustir. Konukgu
bitkide meydana gelen bu farkli simptomlar, viriisiin
wkina, bitkinin yasina ve turine gore degisiklik
gostermektedir (Deligéz ve ark., 2015). PPV genellikle,
konukgu bitki yapraklarinda klorotik bantlagma,
damarlarda renk acgilmasi, halka seklinde lekeler ve
¢igeklerde renk kirilmasi gibi belirtiler ile kendini belli
etmektedir (Akbag ve ark., 2011). Ayrica hassas
konukgularin meyve ve yapraklarinda sekil
bozukluklar: olusturdugu, bununla beraber
meyvelerin erken donemde dokiilmelerine sebep
oldugu bildirilmistir (Lopez-Moya ve ark., 2000). PPV
Turkiye’'de ilk olarak Edirne ilinde 1968 yilinda tespit
edilmistir (Sahtiyanci, 1969). Viriisiin yaklasik yarim
asirdir o6nce tespit edilmis olmasi, lzerinde ¢ok
caligilan bir organizma olmasina neden olmus ve
etmeni sert ¢ekirdekli meyve agaglarinin énemli bir
bitki patojeni haline getirmigtir. Gunumiizde
hastaligin Tirkiye'de birgok boélgesinde bulundugu
bildirilmistir (Elibiiyiik, 2003; Elibiiyiik, 2004; Citir ve
Ilbag1, 2006; Candresse ve ark., 2007; Giimiis ve ark.,
2007; Akbas ve ark., 2011; Ilbagi ve Citir, 2014;
Giircan ve Ceylan, 2016). Tiirkiye'de PPV'nin 1rk
diizeyinde tespiti iizerine yapilan ¢aligmalarda PPV-D
(Elibiiyiik, 2004; Giircan ve Ceylan, 2016; Giircan ve
ark., 2020), PPV-M (Sertkaya ve ark., 2003; Elibiiyiik,
2004; Giircan ve ark., 2019), PPV-T (Serce ve ark.,
2009; Teber ve ark., 2019) ve PPV-Rec olmak iizere
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toplam dort irki tespit edilmistir. PPV-Rec sadece
Isparta ve Bursa illerinde sinirli olarak belirlenmesine
(Candresse ve ark., 2007; Giircan ve Ceylan, 2016)
ragmen diger Ug¢ 1rk birgok ilde tespit edilmigtir.

PPV, global ol¢ekte oldugu gibi Tirkiye’de de
karantinaya tabi viral etmenler arasinda yer
almaktadir (Deligéz ve ark., 2015). Tirkiye'de

karantina sartlar1 kapsaminda izlenen PPV’nin yeni
bélgelerde tespiti ve eradikasyonu ozellikle PPV ile
miucadelede alinmasi1 gereken onlemler bakimindan
olduk¢a Onemlidir.

Bu calismada Burdur ilinde

Sekil 1. Burdur ilir216-2019 yillar arasin
gosteren harita

£\

PPV’nin takibi amaciyla yapilan stirvey calismalari
kapsaminda viriisiin ilk tespiti ve kismi kilif protein
bolgesine 6zgu gelistirilmis olan dejenere primerler ile
yapilan karakterizasyon ¢aligsmalari bildirilmektedir.

MATERYAL ve METOD
Siirvey

Strvey calismalar: 2016-2019 yillar: arasinda Burdur
iline bagli Merkez, Aglasun ve Bucak ilcelerinde (Sekil
1

da strvey yapilan Aglasun, Bucak ve Merkez ilgelerinin konumunu

Figure 1. The map showing Aglasun, Bucak, and Merkez districts of Burdur province where surveys were

conducted between 2016-2019

Tarim ve Orman Bakanhig tarafindan hazirlanmig ve
yayinlanmig olan “Siirvey Talimatlar1 Kilavuz El

Kitabi” kapsaminda  belirtilen usullere  gore
yapilmistir (Anonim, 2017). Ornekleme yapilirken
sadece ticari bahcelerden degil ayni zamanda

geleneksel olarak tabir edilen eski ev tipi bahgelerden
de 6rnekler alinmigtir. Toplanan érneklere ait gerekli
bilgiler (tarih, lokasyon, &érnek numarasi, arazi
biiyiikliigii) not edilmek suretiyle kaydedilmistir.
Ornekler PPV belirtileri acisindan ilk olarak arazide
makroskobik olarak kontrol edilmistir. Kontroller
sonucu slrvey bolgesinden PPV  benzeri belirti
gosteren 47 adet O6rnek toplanmis ve Ankara Zirai
Miicadele Merkez Arastirma Enstitisi Mudurluaga
Viroloji Laboratuvarinda analize alinmigtir.

DAS-ELISA

Strvey yapilan alanlardan toplanan 6rnekler
makroskobik gézlemlerden sonra serolojik olarak PPV
wrklarina (PPV-An, PPV-C, PPV-CR, PPV-D, PPV-EA,
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PPV-M, PPV-Rec, PPV-T ve PPV-W) spesifik
poliklonal antiserum (Agdia Inc. Elkhart, IN, USA)
kullanmilarak ilgili firmanin 6nerileri dogrultusunda
ELISA yoéntemi (Clark ve Adams, 1977) ile test
edilmigtir. Test sonucunda ELISA mikropleytleri 405
nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda (Tecan
Sunrise Microplate Reader 16039400) absorbans
degerleri Olgulmustir. Degerlendirmede negatif
kontroliin absorbans degerinin en az iki kat1 ve tizeri
degere sahip érnekler enfekteli (pozitif) olarak kabul
edilmigtir.

Toplam RNA Izolasyonu, Dejenere Primer Tasarimi ve
RT-PCR

ELISA sonucunda PPV pozitif olarak belirlenen
érneklerden ve PPV negatif 6rnekten (Kontrol) ticari
kit (NucleoSpin RNA Plant Mini kit-Macherey-Nagel,
USA) kullanilarak toplam RNA’lar izole edilmistir.
Elde edilen toplam RNA’larin konsantrasyonlar:
nanospektrofotometre (NanoDrop 2000, Thermo) ile



KSU Tarim ve Doga Derg 24 (4): 805-814, 2021
KSU J. Agric Nat 24 (4): 805-814, 2021

Arastirma Makalesi
Research Article

6lctilmiis ve esit hacime getirilmigtir.

Calismada kullanilan primer ¢iftinin tasarimi igin
NCBI'dan PPV’nin tim irklarinin kilif protein
bélgesini iceren niikleotid dizileri referans alinmagtir.
Referans alinan NCBI izolatlarina ait genom dizilimi
ve 1lgili gen tuzerindeki pozisyonu Sekil 2’de
verilmigtir. Referans alinan bu izolatlar Mega 7

programinda (Kumar ve ark., 2016) Clustal W
(Thompson ve ark., 1994) teknigi kullanilarak
hizalanmigtir. Hizalama sonucunda elde edilen diziler
ile Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/tools/ primer-blast/) programinda tasarlanan
ve ilk defa bu calismada kullanilan 767 niikleotid
boyutunda PPV-2F/PPV-2R isimli dejenere primer ¢ifti
olusturulmustur.

Nca'ofgﬁ'\':l No' |pozisyon Niikleotid dizisi Pozisyon
[HF585103 PPV-M A >
MF370999 PPV-M A >
LT158756 PPV-D >
MF346285 PPV-T A >
HG964685 PPV-Rec A >
DQ431465 PPV-EA A >
KC347608 PPV-W A >
KJ787006 PPV-C 8786 |A A >
MG736814 PPV-CR 8783 |A A >
HF674399 PPV-An 8777 @A >
MF447179 PPV-CV 8783 |A A A >
[PPV-2F Primeri YMMACYGCRRWCTTTTGGAR
HF585103 PPV-M > A A A ABIA ABIA| 9543
MF370999 PPV-M > A A A ABIA ABIA| 9543
LT158756 PPV-D > A A A ABIA ABIA| 9543
MF346285 PPV-T > A A A ABIA ABIA| 9543
HG964685 PPV-Rec > A A A ABIA ABIA| 9543
DQ431465 PPV-EA > A A A ABIA AMMA| 9549
KC347608 PPV-W > A A A ABIA AMMA| 9546
KJ787006 PPV-C > A A A ABIA ABIA| 9552
MG736814 PPV-CR > A A A ABIA ABIA| 9549
HF674399 PPV-An > A A A ABIA ABIA| 9543
MF447179 PPV-CV > A A A ABIA ABA| 9549
PPV-2R Primeri TGTGCATGTTGCGATTMACR

Sekil 2. PPV-2F/2R dejenere primerlerinin tasariminda referans alinan GenBank PPV izolatlar1 ve niikleotid

dizileri

Figure 2. The reference GenBank PPV isolates and nucleotide sequences for designing PPV 2F/2R degenerate

primer pair

Calismada elde edilen RNA’lar ve calismaya &zgu
tasarlanan PPV-2F/PPV-2R primer cifti ile toplam 25
pl hacimdeki PCR karisimi: 8 pl 5X GoTaq Flexi
Buffer, 1.25 nl MgClz (25 mM), 0.7 pl ANTP (10 mM),
0.25 nl GoTaq polimeraz enzim (5 U nl), 1 pl ileri
(Forward) primer (10 pM), 1 pl geri (Reverse) primer
(10 pM), 0.2 pl Reverse-transcriptase enzimi (200
U/, 0.2 ul RNase inhibitéri (5000 U/ml), 2 pl RNA
icerecek sekilde hazirlanmis ve niikleaz-igermeyen
steril su ile toplam hacime tamamlanmigtir. Elde
edilen PCR karigimi ile gergeklestirilen tek asamali
RT-PCR i¢in reaksiyon kogullary; 45 dk 50 °C stire ile
gerceklestirilen cDNA agsamasinin ardindan, 95 °C’de 5
dk, 94 °C’de 45 sn, 46 °C’de 45 sn, 72 °C’de 90 sn ve 72
°‘Cde 10 dk seklinde gergeklestirilmistir. RT-PCR
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sonucunda elde edilen amplikonlar Pronosafe (Conda,
Madrid, Spain) DNA boyas: ile hazirlanan %1.5luk
agaroz jelde 80 Vda 60 dk yurutilmus ve UV
transilluminator altinda géruntilenmigtir.

Dizileme ve Filogenetik Analiz

RT-PCR sonucu pozitif olarak belirlenen amplikonlar
hizmet alimi yoéntemi ile dizilenmek tuzere ticari
firmaya (Macrogen The-BM Laboratory Systems,
Tiirkiye) génderilmistir. Elde edilen ham niikleotid
dizileri temizlenerek iglenmis ve Clustal W teknigi
kullanilarak MEGA 7 programinda konsensus dizileri
olusturulmustur (Thompson ve ark., 1994). PPV’'nin
kilif protein bolgesine ait kismi nikleotid dizilerini
iceren 2 adet izolat, GenBank’ta yer alan referans
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izolatlar ile nikleotid diizeyinde BlastN
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizine tabi
tutulmustur. BlastN analizinden sonra izolatlar ait
nikleotit dizileri GenBank’a kayit edilmigtir.

Izolatlarin kayit isleminden sonra filogenetik agac
olusturulmasi i¢cin NCBI'dan PPV’nin kilif protein
bé6lgesinin tamamini igeren 27 adet referans izolat ve
1 adet dis izolat (Potato virus Y) indirilerek niikleotid
diizeyinde cesitlilik saglanmistir  (Cizelge 1).
Filogenetik agac¢ olusturulurken kullanilacak model,
Mega 7 programinda yer alan en iyi model bulma
secenegi (Kumar ve ark., 2016) kullanilarak elde
edilmis ve Tamura-Nei (TN93+G+I) olarak
belirlenmigtir. Bulunan model ile 1000 Bootstrap
degeri secilerek Neighbour-Joining (NJ) (Saitou ve
Nei, 1987)  yontemi ile filogenetik  agac
olusturulmustur.

Cizelge 1. Filogenetik analizde kullanilan izolatlar
Table 1. The list of isolates subjected to phylogenetic

analyses

No GenBank Erigsim  Ulke-Sehir Irk

Numarasi
1 MN877409* Tirkiye-Burdur PPV-M
2 MN901052* Tirkiye-Burdur PPV-M
3 KX423931 Tirkiye-Bursa PPV-M
4 KX423928 Turkiye-Bursa PPV-M
5 KX423929 Tirkiye-Bursa PPV-M
6 KX423905 Tirkiye-Bursa PPV-M
7 EF626549 Slovakya PPV-M
8 HF585103 Slovakya PPV-M
9 MF371001 Turkiye-Istanbul PPV-M
10 MF370999 Tiirkiye-Istanbul ~ PPV-M
11 LT158756 Slovakya PPV-D
12 AB576049 Japonya PPV-D
13  AY953266 Kanada PPV-D
14 MF346285 Tirkiye-Konya PPV-T
15 MF346290 Tirkiye-Konya PPV-T
16 EU734794 Turkiye-Ankara PPV-T
17 HG964685 Kanada PPV-Rec
18 EU117116 Polonya PPV-Rec
19 DQ431465 Misir PPV-EA
20 FN424180 Misir PPV-EA
21 K(C347608 Rusya PPV-W
22 AY912055 Kanada PPV-W
23 KJ787006 Rusya PPV-C
24 KY221840 Almanya PPV-C
25 MG736816 Rusya PPV-Cr
26 MG736814 Rusya PPV-Cr
27 HF674399 Arnavutluk PPV-An
28 MF447179 Rusya PPV-CV
29 MF447180 Rusya PPV-CV
30 KR528584** Uruguay PVY

* Calismada elde edilen izolatlar ** Dig grup olarak secilen
izolat

BULGULAR ve TARTISMA

2016-2019 yillar1 arasinda Burdur Ili merkez, Aglasun
ve Bucak ilgelerinden toplam 47 adet sert ¢ekirdekli
meyve yaprak oOrnegi  toplanmistir.  Yapilan
makroskobik ve serolojik c¢alismalar neticesinde
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toplamda 2 adet seftali 6rneginin (Brd424 ve Brd425)
PPV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Sert
¢ekirdekli meyve virusleri ile yapilan calismalarda
serolojik testler yaygin olarak kullanilan test
yoéntemleri arasinda yer almaktadir (Giimiis ve ark.,
2007; Ulubas-Serce ve ark., 2009; Oztiirk ve Cevik,
2015; Celik ve Ertunc, 2019; Celik ve Ertunc, 2020). Bu
¢alismada da ilk olarak serolojik yontemle pozitif
oldugu belirlenen ornekler daha sonra hassas bir
analiz  yontemi olan RT-PCR  teknigi ile
dogrulanmigtir. PPV’nin tiim irklarmin kilif protein
gen Dbolgesini tanimlama 6zelligine sahip olmasi
amaciyla tasarlanan dejenere primer c¢ifti ile yapilan
RT-PCR calismalar: sonucunda, Burdur ilinden elde
edilen iki adet gseftali 6rnegi ve pozitif kontrol amaciyla
kullanilan PPV ile enfekteli (PPV-D) bir adet seftali
ornegi agaroz Jjel tuzerinde 767 bp buytkliginde
bantlar olugturmustur (Sekil 3).

Sekil 3. Dejenere primer c¢iftleri kullanilarak yapilan
RT-PCR amplifikasyonuna ait agaroz jel
gorintiisi. (M; 100 bp DNA Markér, 1-2;
Burdur PPV izolatlari, 3; Negatif Kontrol, 4;
Su Kontrol, 5; Pozitif Kontrol).

Figure 3. Agarose gel image of RT-PCR amplification
using degenerate primer pairs (M- 100 bp
DNA marker, 1-2 Burdur PPV isolates, 3°
Negative control, 4°- Water control, 5; Positive
control)

Elde edilen amplikonlar sekans analizi sonrasinda
BlastN analizine tabi tutulmustur. Konsensus dizileri
olusturulan iki adet izolat MN877409 (Brd424) ve
MN901052 (Brd425) erisim numaralar1 ile NCBI'a
kaydedilmigtir. BlastN analizi sonucunda Burdur PPV
izolatlari, Cizelge 2'de yer alan ve NCBI'da kayith
PPV-M izolatlar ile niikleotid diizeyinde %98.49 ile %
99.86 arasinda benzerlik gostermigtir. Bu yuksek
benzerlik oraninin, Cizelge 2’de verilmeyen ve Blast
analizinde elde edilen ilk 100 PPV-M izolatinda da
devam ettigi gorilmistir. Bu bulgular dogrultusunda
Brd424 ve Brd425 izolatlarinin PPV-M irki oldugu
kesinlegmigtir.
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Cizelge 2. Kismi CP gen boélgesi i¢in Brd424 ve Brd425 izolatlarinin GenBank veritabaninda yer alan PPV
izolatlar1 ile niikleotid diizeyinde gostermis olduklar: benzerlik oranlari
Table 2. Similarity ratios of Brd424 and Brd425 isolates at nucleotide level with PPV isolates in the GenBank

database for the partial CP gene region

]ijz]ollzt ve Irk GenBank No g/i)n zerlik %lollit ve Irk GenBank No 2/(:)11 zerlik
Brd424 Brd425
%fflzi’, o M Kx423931 99.86 ?ﬂffﬁfy@ M KX423905 99.59
%fflfi;e) M KX423930 99.86 %;Ckli?’e) M KX423904 99.59
ggfﬁie) M KX423928 99.86 ?Trgr‘fi?;e) M  KX423910 98.90
%ffé‘;e) M KX423925 99.86 %i¥£52§84 M MG686898 98.62
g&f’ée) M KX423914 99.86 ?Tfr"kli(;i) M KX423955 98.62
gfgflfiie) M KX423929 99.72 %;‘i:;;e) M KX423944 98.62
%f;kzi‘;e) M KX423897 99.72 (Cgﬁm) M  EF626558 98.62
%fflf’ige) M KX423913 99.59 ?sslfbis tan) M  EF626546 98.62
g&i} o M KX423898 99.59 ggﬁygm M MG686913 98.49
giféie) M KX423924 99.45 g‘g\gg‘gsg’ M MG686897 98.49
PPV’nin tespitine yonelik ilk defa c¢alismada amplifiye etmesi nedeniyle molekiiler karakterizasyon

kullanilan PPV-2F/2R dejenere primerlerinin oldukga
basarili oldugu goérulmustur. Tiurkiye'nin PPV
havuzunda dominant irk durumunda olan PPV-T’nin
serolojik olarak tespitini mumkin kilacak bir
monoklonal antibadi hentiz gelistirilmemistir. Bu
nedenle dizileme olmaksizin PPV-T irkinin ayrimim
yapmak miimkiin degildir (Giircan ve Ceylan, 2016).
PPV'nin 1rk ayrimi hali hazirda virtisin tam genom
dizisi, kilif protein bélgesi ve P3-6K1 bolgesinin dizi
bilgilerinin elde edilmesi ile saglanmaktadir (Giircan
ve Ceylan, 2016; Giircan, 2017). Bu baglamda PPV-
2F/R primer ¢iftinin, ¢aligma kapsaminda verilmeyen
ancak Turkiye’de varligi belirlenen PPV'nin dort irk:
(PPV-M, D, T ve Rec) icin giivenilir olarak calistig1
laboratuvar calismalarinda kanitlanmis ve farkh
literatirlerde PPV’'nin tespiti i¢in kullanilan primer
ciftlerine ilave olarak kullanilabilecegi gorilmuistur.
Dinyada PPVnin karantina kapsaminda rutin
analizlerinde ISPM 27 (International Standards for
Phytosanitary Measures) teshis protokolliinde yer
alan metotlar yaygin olarak kullamilmaktadir. Soéz
konusu protokolde en yaygin olarak iiniversal P1/P2
primer cifti (Wetzel ve ark., 1991) kullanilarak teshis
calismalar1 yapilmaktadir. Universal P1/P2 primer
¢ifti PPV'nin kilif protein bolgesinde 243 niikleotid’lik
kiiciik bir alani ¢ogaltmaktadir. P1/P2 primerlerinin
teshis ic¢in spesifikligi yuksek ancak kiigiik bir bélgeyi

calismalar1 acisindan uygun olmadigi bilinmektedir
(Gircan ve ark., 2019). Universal primer c¢ifti ile
yapilan filogenetik agaclarin dendogramlarinda
bootstrap degerlerinin diisiik ciktig1 (Kutsenko ve ark.,
2019) ve giivenilirligin azaldig: farkh calismalarda da
goriilmektedir. Bu sebeple ¢alisma igin tasarlanmig
olan 767 niikleotid uzunlugundaki dejenere primerler
ile genetik c¢esitliligi daha iyi temsil edildigi ve
filogenetik analizlerde PPV irklarinin daha iyi
ayrildig1 gérulmustir.

Cizelge 1’de verilen 10 farkli PPV izolat1 ile Burdur
izolatlar1 arasinda filogenetik iligkiler incelenmig ve
elde edilen filogenetik agagta 11 farkli grubun yer
aldign  goriilmistir (Sekil 4). Olusan bu farkh
gruplarin  filogenetik  aga¢  tzerinde  farkh
uzunluklarda ve farkli bootstrap degerlerine sahip
dallar ile belirgin bigcimde ayristigi belirlenmistir.
PPV’nin irklarindan olmayan ancak filogenetik agacta
MIs olarak belirtilen grubun Giircan ve Ceylan (2016)
tarafindan rapor edilen, Avrupa PPV-M grubundan
genetik olarak farkli oldugu bildirilen Istanbul
(Tirkiye) izolatlarindan olustugu goriillmiistiir. MIs
izolatlarinin farkh calismalarda oldugu gibi (Teber ve
Giircan 2016, Giircan, 2017) bu calismada da diger
PPV-M izolatlarindan ayr1 bir grup oldugu
dogrulanmigtir. Calismada kullanilan Brd424/Brd425
izolatlarinin BlastN analizi sonucu NCBI’da gériilen
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PPV-M izolatlar1 ile olan benzerlik durumunun
filogenetik agacta da devam ettigi ve beklenildigi gibi

KX423931 PPV-M
100| KX423928 PPV-M
K423929 PPV-M
@ MNS77409 PPV-M
@ MN901052 PPV-M
KX423905 PPY-M
EF626549 PPV-M
HF585103 PPV-M
H(964635 PPV-Rec
EU117116 PPY-Rec
MF371001 PPV-M
MF370999 PPY-M |
— HF674399 PPV-An
MF346290 PPV-T
MF346235 PPV-T
EU734794 PPY-T
- LT158756 PPV-D
AB576049 PPV.D
AY953266 PPV.D
100~ DQ431465 PPV-EA
L FN424180 PPV-EA

100 - KI787006 PPV-C
l—— KY221840 PPV-C

95
1p
B

100

—
o

D_l
40
10D _I

39

43

94
97

100
99

005

8 100 KC347608 PPV-W
AY912055 PPY.W
® 100 MG736816 PPV.CR
33—[ MG736814 PPV-CR

100 | MF447179 PPV.CV
MF447180 PPV-CV

KR528584PVY  7]DIS GRUP

PPV-M grubu izolatlar ile kiimelendigi gorilmuistir.

] PPV-Rec

PPY-MIs

Jrev-an

PPY-T

PPY-D

j|PPV-EA
}ppv C

] PPYV-W
]va-cn

] PPY-CY

Sekil 4. Brd424 (MN877409) ve Brd425 (MN901052) izolatlarinin kismi kilif protein gen bélgesine ait niikleotid
dizilerinin GenBank'da kayitli bazi1 PPV irklar ile filogenetik iligkisi.
Figure 4. Phylogenetic relationship of nucleotide sequences of the partial coat protein gene region of Brd424 and
Brd425 1solates with some PPV strains registered in GenBank.

Yukarida bahsedilen BlastN sonuglarinda Burdur
PPV-M izolatlarinin Bursa PPV-M izolatlari ile yiiksek
derecede benzerlik gosterdigi gérilmektedir. Ozellikle
Bursa ilindeki geftali fidan yetistiriciligi ve farklh
bélgelere olan fidan nakli, Burdur seftali fidanlarinin
Bursa kaynakl olabilecegi ihtimalini
giiclendirmektedir. Nitekim Giircan (2016) tarafindan
yayinlanan raporda PPV-M irkinin ilkenin cesitli
boélgelerine yayilmasinda Bursa ilinden gergeklesen
fidan trafiginin 6nemli role sahip oldugunu
bildirmigstir. Benzer olarak Aydin, Canakkale, Isparta
ve Denizli illerinde 6zellikle geng bahgelerde artan
PPV-M enfeksiyonuna, fidanliklarin kaynak
olusturdugu ihtimali bulunmaktadir (Giircan, 2016).

811

PPV-M'nin geftali enfeksiyonunun Avrupa’da ve
ozellikle Yunanistan’da yaygin oldugu rapor edilmistir
(Myrta ve Boscia, 2001; Wang ve ark., 2006). Tiirkiye
icinde PPV-M'nin, iilke geneline yayilma egiliminde
olmaya devam ettigi farkli ¢alismalarda bildirilmistir.
Irk diizeyinde yapilan bu ¢alismalarda Adana, Mersin
(Kog ve Baloglu, 2006), Antalya (Celik ve Kiitiik, 2013),
Aydin, Canakkale, Denizli, Istanbul, Isparta, Istanbul,
Kayseri ve Tekirdag (Giircan ve Ceylan, 2016; Giircan
ve ark.,, 2019) illerinde PPV-Mnin varhg
bildirilmigtir. Goruldugu tizere Akdeniz Bolgesi'nde
yer alan Burdur iline yakin bolgelerde cesith
tarihlerde PPV'nin varhig: bildirilmistir.
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SONUC ve ONERILER

Bu ¢aligsma ile Akdeniz Boélgesi'nin PPV agisindan ari
ili konumunda olan Burdur ilinde Sarka Hastalig1 ilk
kez rapor edilmektedir. PPV, EPPO-A2 listesinde yer
alan bir karantina organizmasidir. EPPO bolgesinde
yaygin olarak ya da sinirh olarak bulunan PPV bir¢ok
ulkede kayisi, erik ve geftalide buyuk risk tasiyan
onemli bir etmendir. Turkiye’de énemli bir karantina
organizmasi olarak kabul edilen PPV, karantina
listesinde EK2-B (Tiirkiye’de sinirhi olarak bulunan
karantinaya tabi zararli organizmalar) kapsaminda
degerlendirilmekte ve Tarim ve Orman Bakanlig:
tarafindan belirlenen kati bir eradikasyon programina
sahiptir. Bu c¢alisma sonucunda, PPV’nin tespit
edildigi lokasyondaki bitkiler imha edilerek, 1 km
capindaki alanda tampon bélge olusturulmustur.
Ayrica tampon boélge icerisinde 3 yil boyunca PPV’nin
dogal konuk¢usu durumunda olan Prunus turlerinin
yetigtiriciligi yasaklanmis ve virisiin taranmasi
amaciyla strvey calismalarina devam edilmesine
karar verilmigtir.

TESEKKUR

Strvey calismalarinda emegi gecen Tarim ve Orman
Bakanligi Burdur II Tarim ve Orman Midirlagi
personelleri ile Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar
Genel Mudurligi-Zirai Miicadele Merkez Arastirma

Enstitisii  Mudirligine desteklerinden  dolay:
tesekkur ederiz.

Aragtirmacilarin Katk: Oran1 Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig
olduklarini beyan eder.

Cikar Catigmasi Beyani

Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir cikar

catismasi bulunmamaktadar.
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