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OZET Bitki Koruma

Plum pox virus (PPV) Tiirkiye'de ilk olarak 1968 yilinda Edirne

ilinde tespitinden sonra bircok meyve bahcesinde saptanmastir. Aragtirma Makalesi
Ulkesel kesif ve takip siirveyleri kapsaminda PPV’nin varliginin

aragtirilmasi i¢in Zonguldak ilinde 2019-2021 yillar1 arasinda toplam Makale Tarihgesi

2539 6rnek toplanmistir. Toplanan 6rnekler icinde ayni ev bahgesine Gelig Tarihi  :28.10.2021
ait 6 adet erik agacinin yapilan DAS-ELISA ve RT-PCR sonucunda Kabul Tarihi :20.12.2021
PPV ile enfekteli oldugu belirlenmigtir. Enfekteli oldugu belirlenen 6

adet izolatin P3, 6K1, CI ve CP gen bdlgelerini igeren toplam 1533 Anahtar Kelimeler
nikleotitlik diziler GenBank’a kaydedilmistir. Zonguldak PPV- Sarka

izolatlarina ait diziler ile yapilan BlastN analizi sonucunda yiiksek Erik

benzerlik orani ile PPV-M 1rkina ait oldugu belirlenmistir. Enfekteli Filogenetik

izolatlar icin Maximum Likelihood (ML), Maximum Parsimony (MP) PPV-M

ve Bayesian Inference (BI) yontemleri ile gerceklestirilen filogenetik
agacta da PPV-M irki ile kiimelendigi gozlemlenmistir. Enfekteli
agacglarin imhasindan sonra da ayni lokasyon ve biitiin ilde yapilan
sistematik stirveyler ve laboratuvar analizlerine iki yil sire ile
devam edilmistir. Yapilan yogun takip surveyleri cercevesinde ve
laboratuvar analizleri sonucunda, Zonguldak ilindeki bahcelerin
PPV’den arindirilmasi saglanmig ve 1 km c¢apindaki alanda tampon
bolge olusturulmustur. Tampon bolge igerisinde 3 yil stireyle Prunus
turlerinin yetistiriciligi yasaklanmis, takip ve gozlem calismalar:
sonucunda boélgenin virlisten ari olmasi saglanmigtir.

Viristen ari alan

Detection, Characterization, and Monitoring of Plum pox virus in Zonguldak Province

ABSTRACT

Plum pox virus (PPV) was first found in Turkey in 1968 in Edirne
province, and then detected in different regions of the country. A
total of 2539 samples were collected in Zonguldak province between
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2019-2021 to investigate the presence of PPV within the scope of Artch € Hlstory‘

national surveys. It was determined that six plum trees belonging to Received ) 28.10.2021
the same home garden were infected with PPV by DAS-ELISA and Accepted L
RT-PCR. Partial sequences of 1533 bp including P3, 6K1, CI, and CP Keywords

regions belonging to six PPV-isolates were deposited to GenBank. Sharka

BlastN analysis showed that sequences of Zonguldak PPV-isolates Plum

had the highest sequence similarity at the nucleotide level with PPV- Phylogenetic

M isolates. It was observed that the infected isolates were clustered PPV-M

with the PPV-M strain in the phylogenetic tree generated by
Maximum Likelihood (ML), Maximum Parsimony (MP), and
Bayesian Inference (BI) methods. After eradication of the infected
trees, systematic surveys and laboratory analyses (serological and
molecular) carried out in the same location and in the whole province
continued for two years. Within the framework of strict and
intensive monitoring surveys and as a result of laboratory analyses,
stone fruit orchards and residential sites in Zonguldak province were
eliminated from PPV, and a buffer zone was established in an area of
1 km. The cultivation and planting of Prunus species in the buffer
zone were prohibited for 3 years, and as a result of follow up and
monitoring studies, the region was ensured to be virus-free.

Virus-free zone
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GIRIS ve ark., 2007; Giircan ve Ceylan, 2016) olmak iizere

Plum pox virus (PPV) sert cekirdekli meyve
agaclarimin o6zellikle de kayisi, erik, seftali, nektarin
ve bademin en o6nemli viral hastalik etmenidir.
Hastalik etmeni &nemli &lgiide verim ve kalite
kayiplarina yol acgarak triinin pazar degerini
tamamiyla diigiirmektedir (Scholthof ve ark., 2011;
Garcia ve ark., 2014; Rimbaud ve ark., 2015).

PPV, Potyviridae familyas1 igerisinde yer alan
Potyvirus cinsinin bir tyesidir. Virus, yaklasik olarak
9.8-10 kb'dan olusan pozitif sens tek sarmal bir RNA
genomu icerir ve 5'-ucuna bagli olan bir protein (VPg)
ile 3'-ucunda uzun poli (A) kuyruguna sahiptir. Bu
poliprotein yap1 yine genomu tarafindan kodlanan tg
enzim tarafindan 11 protein uUrtinline
déniistiiriilmiistiir (Salvador ve ark., 2006; Sochor ve
ark., 2012).

“Sarka” olarak da bilinen hastaligin belirtileri viriis
irki, cevre sicakligi, konukgu tiirii ve gesidine bagh
olarak degismektedir. Etmen c¢icek, yaprak ve
meyvelerde genel olarak ozellikle ilkbaharda
yapraklarda klorotik halkali leke ve c¢izgi seklinde
tipik belirtiler, kayis1 cekirdeginde ise meyvelerin
kabugunda olusturdugu belirtilerin izdistiimiinde de
aymi belirtileri olustururlar. PPV ile enfekte olan
agaclar, gozle goruliur lekeler, disiik tat kalitesi ve
erken meyve dokiimiu nedeniyle pazarlanamayan
meyveler uretir. Hastaligin uzun mesafelere
tasinmasinda en oOnemli etken enfekteli tUretim
materyalleridir. Viris, basta Myzus perciae olmak
uzere birgok yaprak biti tiri tarafindan bahge i¢i gibi
daha kisa mesafelerde tasinir (Atanasoff, 1933;
Damsteegt ve ark., 2007; Levy ve ark., 2000; James
ve Thompson, 2006; Cambra ve ark., 2006).

PPV’nin su ana kadar An (Ancestor), C (Cherry), CR
(Cherry Russian), CV (Cherry Volga), D (Dideron), EA
(E1 Amar), M Marcus), Rec (Recombinant), T
(Turkey), W (Winona) olmak iizere toplam 10 irk:
tanimlanmistir (Giircen ve ark., 2020). S6z konusu bu
irklardan PPV-D ve PPV-M en yaygin olanidir. Diger
wklar cografik olarak daha sinirlh alan ve konukguya
0zgl olarak yer almaktadir. PPV-M'nin olusumu
cogunlukla Dogu, Giineydogu ve Orta Avrupa'dan
bildirilmigtir. PPV-D ise esas olarak Bati Avrupa,
Akdeniz ve Orta Avrupa ilkelerinde sik¢a gorilir
(Gadiou ve ark., 2008) .

Tiurkiye’de PPV’nin 1irk duzeyinde tespiti tzerine
yapilan ¢alismalarda PPV-D (Elibiiyiik, 2004; Giircan
ve ark., 2013; Giircan ve Ceylan, 2016), PPV-M
(Sertkaya ve ark., 2003; Elibiiyiik, 2004; Giircan ve
ark., 2019), PPV-T (Serce ve ark., 2009; Teber ve ark.,
2019; Celik ve Ertung 2021) ve PPV-Rec (Candresse
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toplam dort irk: tespit edilmigtir. Son yillarda yapilan
farkli bir ¢alisma sonucunda Istanbul ilinde tespit
edilen 88 PPV-M izolatinin 67 tanesinin evrimsel
olarak farkli PPV-M izolati oldugu, monofiletik olarak
ayr1 diziler olusturdugu belirlenmigtir. Bu farkl
izolatlar ise PPV-MIs olarak adlandirilmistir (Giircan
ve ark., 2019).

PPV'nin gintumiize kadar ¢ok sayida kismi ve tam
genom dizi analizi yapilmigs Turk izolatlar:
bulunmaktadir. Bu analizlerde PPV’'nin 6zellikle D ve
T iwrklarinin genetik gesitliliginin tarihgesi hakkinda
onemli bilgiler elde edilmistir (Teber ve ark., 2019;
Giircan ve ark., 2020). Ozellikle Trakya bolgesindeki
PPV-D ve T izolatlarinin genetik c¢esitliliginin en
yiiksek seviyede oldugu belirtilmistir (Giircan ve ark.,
2019).

PPV Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Orgiiti'niin
(EPPO) karantina listesi A2de yer almaktadir.
Turkiye’de ise “Sinirli Olarak Bulunan Zararh
Organizmalar listesi EK 2B’de” yer almaktadir.
Turkiye’de ilk olarak Edirne ilinde tespit edilerek
1968 yilindan itibaren gunimiize kadar PPV surekli
yayillma egiliminde olmustur. Tiurkiye’de PPV yedi
cografi boélgenin tamaminda tespit edilmigtir.
Ozellikle Karadeniz, Dogu Anadolu ve Giineydogu
Anadolu Bolgelerinde PPV’'nin sinirli diizeyde oldugu,
Ege, Akdeniz, I¢ Anadolu ve Marmara Bolgelerinde
ise oldukca yaygin oldugu goriilmektedir (Akbag ve
ark., 2011; Celik ve Kitiik, 2013; Ilbag ve Citir, 2014;
Deligéz ve ark., 2015; Caglayan ve Yurdakul, 2016;
Gilrcan ve Ceylan, 2016; Ince ve ark., 2016; Glrcan,
2017; Morca ve ark., 2020; Morca ve ark., 2021;
Birisik ve ark., 2021; Citir ve ark., 2021). Viriis
epidemisi tlke ekonomisi i¢in ¢ok 6nemli olan Prunus
bahge ve fidanhklar1 i¢in  stirekli  tehdit
olusturmaktadir. Turkiye’de ilk olarak PPV’nin
yayginligina dair 2007-2011 yillar1 arasinda Tarimsal
Aragtirmalar ve Politikalar Genel Mudurluga
tarafindan  tlkesel bir proje yuritulmustur.
Sonrasinda ise 2013 yilinda tilke ¢apinda ari alanlar
olusturmak ve viriisii kontrol altina almak i¢in ulusal
kesif ve takip silirveyleri baslatilmistir (Birisik ve
ark., 2021). PPV diinyada (Scholthof ve ark., 2011)
oldugu gibi Tiirkiye'de de (Akbas ve ark., 2011) bitki
viriisleri iginde en fazla ¢alisilan virtisler arasinda yer
almigtir.

Turkiye’de karantina anlaminda 2013 yilindan beri
kesif ve takip siirveyi yapilan PPV’nin yeni alanlarda

tespiti, eradikasyon ve micadelesinde alinmasi
gereken oOnlemler bakimindan olduk¢a Onemli
gelismeler saglanmigtir. Bu dogrultuda yapilan
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calisma ile Zonguldak ilinde PPV’nin kesif, takip,
kontrol ve eradikasyon calismalarinin bildirilmesi;
ayrica elde edilen PPV izolatlarinin P3, 6K1, CI ve CP
gen bolgelerinin diger PPV izolatlar: ile molekiiler

benzerlik ve farklhiliklarinin ortaya konulmas:
amaclanmigtir.

MATERYAL ve METOD

Stirvey

Strvey calismalar1  2019-2021 yillari  arasinda
Zonguldak iline baghh Alapli, Caycuma, Devrek,

Eregli, Gokcebey, Kilimli, Kozlu ve Merkez il¢elerinde

Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan hazirlanmig ve
yaymlanmis olan “Siirvey Talimatlar1 Kilavuz El
Kitab1” kapsaminda belirtilen tesadufi ornekleme
usullerine  gére yapilmistir (Anonim, 2017).
Ornekleme yapilirken sadece ticari bahgelerden degil
ayni zamanda ev tipi bahgelerden de yaprak érnekleri
alimmigtir. Ornekler PPV belirtileri agisindan ilk
olarak arazide makroskobik olarak kontrol edilmistir.
Kontroller sonucu siirvey bélgesinden viriis benzeri
belirti gosteren ve gostermeyen toplam 2539 6rnek
(Cizelge 1) alinarak analiz edimistir.

Cizelge 1. Zonguldak ili ilgelerine gére konukgu bazinda alinan 6rnek sayisi
Table 1. Number of samples collected by host type in districts of Zonguldak province

Tlce Kayis1 Erik Seftali/Nektarin Kiraz Visne
Alaph 66 765 69 144 9
Caycuma 17 180 94 353 28
Devrek 1 12 5 11 -
Eregli - 18 12 14 3
Gokgebey - 7 - 4 -
Kilimli - 4 7 7 2
Kozlu 47 330 - - -
Merkez - 66 9 255
Toplam 131 1382 196 788 42
2539
DAS-ELISA belirlenen 6rnekler ve negatif sonuclarini dogrulamak
Ornekler makroskobik degerlendirmeden sonra amaciyla rasgele secilen 30 adet PPV-negatif Srnek

serolojik olarak PPV irklarina spesifik poliklonal
antiserum (Agdia Inc. Elkhart, IN, USA) kullanilarak
ilgili firmanin o6nerileri dogrultusunda DAS-ELISA
yontemi 1ile test edilmistir. Test sonucunda
mikropleytler 405 nm dalga boyunda ELISA
okuyucusunda (Tecan Sunrise Microplate Reader
16039400) absorbans (OD) degerleri o6lciilmiistiir.
Degerlendirmede negatif kontrole ait OD degerinin en
az iki kat1 ve uzeri degere sahip o6rnekler PPV ile
enfekteli (pozitif) kabul edilmistir.

Toplam RNA izolasyonu, Dejenere Primer Tasarimi
ve RT-PCR

DAS-ELISA sonucuna gére PPV-pozitif olarak

Cizelge 2. Caligmada kullanilan primerlere ait bilgiler
Table 2. Information of primers used in the study

silika yéntemi (Foissac ve ark., 2001) kullanilarak
toplam RNA’lar1 izole edilmigtir. Elde edilen toplam
RNA’larin  konsantrasyonlar:1 nanospektrofotometre
(NanoDrop 2000, Thermo) ile él¢iilmiis ve 50 ng/ul
olacak gekilde esit hacme getirilmistir.

Elde edilen toplam RNA’lar virtsiin farkli genom
bolgelerinin c¢ogaltilmas1 amaciyla iki farkli primer
¢ifti kullanilarak tek asamali RT-PCR iglemleri
gerceklestirilmigtir. Ik primer c¢ifti PPVnin 767
nikleotitlik kismi CP bolgesini ¢ogaltan PPV-
2F/PPV-2R dejenere primer ciftidir. Ikinci primer ¢ifti
ise PPV'nin 836 niikleotitlik P3 (kismi), 6K1 (tamamzi)
ve CI (kismi) bélgelerini cogaltan PP3-PCI dejenere
primer ciftidir (Cizelge 2).

Primer adi  Sekans Dizisi (5= 3 Baz boyutu Kaynak
PPV-2F YMM ACY GCR RWC TTT TGG AR
PPV-2R TGT GCA TGT TGC GAT TMA CR 767 bp Morca ve ark., 2021
PP3 TTA TCT CCA GGA RTT GGA GC
PCI TTG AGT CAA ATG GRA CAG TTG G 836 bp Glasa ve ark., 2002

RT-PCR’da ilk olarak PPV-2F/PPV-2R primerleri
daha sonra PP3-PCI primerleri ile tek agamali RT-
PCR gerceklestirilmigtir. Her iki primer i¢in toplam
25 pl hacimdeki PCR karisgimi: 8 ul 56X GoTaq Flexi
Buffer, 1.2 ul MgCl: (25 mM), 0.7 pul ANTP (10 mM),

1371

0.25 nl GoTaq polimeraz enzim (5 U pD, 1 pl ileri
(Forward) primer (10 uM), 1 pl geri (Reverse) primer
(10 uM), 0.2 pl Reverse-transcriptase enzimi (200
U/, 0.2 nl RNase inhibitérii (5000 U/ml), 2 pl RNA
icerecek sekilde hazirlanmig ve niikleaz icermeyen
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steril su ile toplam hacme tamamlanmistir. RT-PCR
icin reaksiyon kosullar1 PPV-2F/PPV-2R primer cifti
icin; 45 dk 50 °C siire ile gerceklestirilen cDNA
asamasinin ardindan, 95 °C’de 5 dk, 94 °C’de 45 sn,
46 °Cde 45 sn, 72 °Cde 90 sn ve 72 °Cde 10 dk
seklinde gerceklestirilmistir. Ikinci primer cifti olan
PP3/PCI i¢in; 60 dk 42 °C sure ile gerceklestirilen
cDNA agsamasinin ardindan, 95 °C’de 5 dk, 94 °C’de
45 s, 59 °C’de 45 s, 72 °C’de 1 dk ve 72 °C’de 10 dk
seklinde gerceklestirilmigtir. RT-PCR sonucunda her
iki primer cifti i¢in elde edilen amplikonlar Pronosafe
(Conda, Madrid, Spain) DNA boyas1 ile hazirlanan
%1’lik agaroz jelde 80 V’da 60 dk yurutilmuis ve UV
transilluminator altinda géruntilenmigtir.

Dizileme ve Filogenetik Analiz
RT-PCR sonucu pozitif olarak belirlenen amplikonlar

hizmet alimi1 yontemi ile dizilenmek Uzere ticari
firmaya (Macrogen The-BM Laboratory Systems,
Tiirkiye) gonderilmistir. Elde edilen ham niikleotit
dizileri temizlenerek iglenmis ve Clustal W teknigi
kullanilarak MEGA 7 programinda konsensus dizileri
olusturulmustur (Thompson ve ark., 1994). PPV’nin
P3, 6K1, CI ve CP bolgelerine ait kismi ve tam
nikleotit dizilerini iceren 6 adet izolat, GenBank’ta
yer alan referans izolatlar ile nukleotit diizeyinde
BlastN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
analizine tabi tutulmustur. BlastN analizinden sonra
izolatlara ait niikleotit dizileri GenBank’a kayit
edilmigtir.

Izolatlarin kayit isleminden sonra filogenetik agacg
olusturulmasi i¢cin GenBank’tan PPVnin tam
genomunu iceren 34 adet referans izolat ve 1 adet dig
izolat (Potato virus Y) indirilmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Filogenetik analizde kullanilan izolatlara ait bilgiler
Table 3. The list of isolates subjected to phylogenetic analyses

GenBank Erigim Numarasi - .
No —psor | PPV-IFIR Ulke-Sehir Irk
1 0K083635 MZ835418 Turkiye-Zonguldak* PPV-M
2 OK083636 MZ835419 Turkiye-Zonguldak* PPV-M
3 0K083637 MZ835420 Turkiye-Zonguldak* PPV-M
4 0K083638 MZ835421 Turkiye-Zonguldak* PPV-M
5 | OK083639 MZ835422 Turkiye-Zonguldak* PPV-M
6 0OK083640 MZ835423 Tirkiye-Zonguldak® PPV-M
7 LC494717 Japonya PPV-M
8 1.C494684 Japonya PPV-M
9 HF585103 Slovakya PPV-M
10 AJ243957 Sirbistan PPV-M
11 FM955843 Yunanistan PPV-M
12 MF371001 Tirkiye-Istanbul PPV-M
13 MF370993 Tirkiye-Istanbul PPV-M
14 MK372952 Tirkiye-Edirne PPV-D
15 MK208990 Cin PPV-D
16 KR006730 Ukrayna PPV-D
17 EU734794 Turkiye-Ankara PPV-T
18 MF346252 Tirkiye-Ankara PPV-T
19 MF346281 Tirkiye-Kirklareli PPV-T
20 KF472134 Ukrayna PPV-Rec
21 GU474956 Sirbistan PPV-Rec
22 MN603425 Tirkiye-Istanbul PPV-Rec
23 DQ431465 Misir PPV-EA
24 AM157175 - PPV-EA
25 HQ670748 Letonya PPV-W
26 JN596110 Ukrayna PPV-W
27 HQ670746 Letonya PPV-W
28 MH311858 Rusya PPV-C
29 MH311855 Rusya PPV-C
30 MG736814 Rusya PPV-CR
31 MG736816 Rusya PPV-CR
32 HF674399 Arnavutluk PPV-An
33 MF447179 Rusya PPV-CV
34 MF447180 Rusya PPV-CV
35 AB714134 Japonya** PVY

* Calismada elde edilen izolatlar ** Dis grup olarak segilen izolat
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Filogenetik analizlerde her iki primer ¢ifti (PP3-PCI
ve PPV-2F/PPV-2R) ile elde edilen niikleotit dizileri
i¢in ilk olarak ayr1 ayr1 veri setleri olusturulmustur.
Daha sonra her iki pirimer ¢ifti i¢in elde edilen
nikleotit  dizileri  birlegtirilmis toplam 1533
nikleotitlik veri setleri olugturulmustur. Hizalamalar
ve birlestirmeler MEGA 7.0 programinda manuel
olarak gercgeklestirilmigtir.

Birlestirilmis veri dizileri ile Maximum Likelihood
(ML), Maximum Parsimony (MP) ve Bayesian
Inference (BI) olmak {iizere 3 farkl filogenetik agac
yontemi kullanilmigtir. Kullanilan bu 3 yontem ML
aga¢ sablonu tlzerinde tek bir aga¢ olarak
gosterilmigtir.

ML agac1 icin PHYML v 2.4.4 (Guindon ve Gascuel,
2003) yontemi kullamilmistir. Agac icin en iyi model
(Kumar ve ark.,, 2016) Tamura-Nei (TN93+G+I)
olarak belirlenmigtir.

MP agaci icin PAUP v. 4.0b10 (Swofford, 2002)
yontemi  kullanilmistir. Agac¢ iceriginde “Tree-
Bisection-Regrafting (TBR)” algoritmasi kullanilmas,
arama seviyesi “1”, dizilerin rastgele eklenme seviyesi
10 tekrar ve bootstrap degeri 1000 tekrar olarak
secilmistir. Uyumluluk indeksi (consistency index)
0,563614, tutulma indeksi (retention index) 0,807588,
birlesik indeks (composite index) 0,527614 (0,455168)
olarak hesaplanmigtir.

BI agaci Geneious programinda Mr. Bayes v.3.2.6

Sofular

yontemi ("GTR substitution model, chain length" =
1,100,000, "heat chains" = 4, "burn-in length" =
100,000, "sub-sampling frequency" = 200, "random
seed" = 26,500) ile gerceklestirilmistir. Agacta
bootsrap degeri 1000 tekrar ve cogunlukla sonsal
olasiliklar kullamilmistir (Huelsenbeck ve Ronquist,
2001).

BULGULAR ve TARTISMA

Turkiyede sert ¢ekirdekli meyve agaclarini enfekte
eden cesitli bitki virtisleri bulunmaktadir (Celik ve
Ertunc 2019; 2020). PPV Tiirkiye {izerinde en c¢ok
¢aligsilan virtislerden olup, hastalikla miicadelede
karantina ve eradikasyon uygulamalari devam
etmektedir. Bu baglamda, 2019-2021 yillar1 arasinda
Zonguldak ili Alapli, Caycuma, Devrek, Eregli,
Gokeebey, Kilimli, Kozlu ve Merkez ilgelerinden sert
¢ekirdekli meyve agaclarindan toplanan 2539 adet
yaprak ornegi ilk olarak makroskobik olarak
incelenmis ve oOrneklerin tamami DAS-ELISA
yontemi ile analiz edilmigtir. Yapilan makroskobik
gozlemler neticesinde bazi1 erik  o6rneklerinin
yapraklarinda PPV’ye 6zgii belirtiler (yapraklarda
halkali lekeler ve damar bantlasmas1) gézlenmistir.
Makroskobik incelemeler ve DAS-ELISA testleri
neticesinde, Caycuma il¢esine ait 6 adet erik
orneginin PPV ile enfekteli oldugu belirlenmistir

(Sekil 1).
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Sekil 1. Zonguldak ilinde siirvey yapilan ilceler (sar1 ile isaretlenmis) ve enfekteli bulunan lokasyonu (kirmizi ok

ile isaretlenmis) gosteren harita

Figure 1. Map showing the survey districts (marked as yellow) and the infected location (marked as a red arrow)

of Zonguldak province

Geriye kalan farkl bitki tiirlerine ait 2503 adet 6rnek
serolojik olarak PPV yoniiyle temiz bulunmustur.
PPV ile enfekteli bulunan erik ornekleri ayni ev
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bahcesi igerisinde tespit edilmistir.

Enfekteli bulunan 6 adet erik 6rnegi daha sonra PP3-
PCI ve PPV-2F/PPV-2R primerleri ile gerceklestirilen
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RT-PCR analizleri sonucunda beklenen boyutlarda
amplikonlar elde edilerek PPVnin  varhg
dogrulanmistir (Sekil 2.) Ayrica DAS-ELISA

PPV 2F-PPV 2R
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1

sonuglarinin dogrulanmasi amaciyla sec¢ilmis olan 30
adet negatif bitki 6rnegi, RT-PCR sonucunda da yine
negatif olarak tespit edilmigtir.

PP3-PCI
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Sekil 2. PPV-2F/PPV-2R (767 bp) ve PP3-PCI (836 bp) primer ciftleri kullanilarak gerceklestirilen RT-PCR’a ait
agaroz jel elektroforez goruntist. “M”: DNA Markor; 1-2-3-4-5-6: Zonguldak PPV izolatlari;, W: su
kontrol, NC: negatif kontrol, PC: pozitif kontrol temsil eder

Figure 2. Agarose gel electrophoresis of the RT-PCR using PPV-2F/PPV-2R (767 bp) and PP3-PCI (836 bp)

primer pairs. The “M” represents DNA Ladder; lane 1-2-3-4-5-6, Zonguldak PPV isolates; W' water
control, NC' negative control, PC" positive control

Elde edilen amplikonlara ait dizenlenmis toplam
1533 niikleotitlik diziler, ilk olarak BlastN analizine
tabi tutulmus ve konsensus dizileri olusturulan 6
adet PPV izolat1i GenBank’a kaydedilmistir (Cizelge
2). BlastN analizi sonucunda Zonguldak PPV
1zolatlari, P3-6K1-CI bolgeleri icin GenBank’da yer
alan ilk 100 izolat ile % 96.75-99 oraninda PPV-M 1rki
ile benzer oldugu belirlenmigtir. Ayni gsekilde CP
bolgesi i¢cin GenBank’da yer alan ilk 100 izolat ile %
98.37-99.18 oranminda PPV-M irki ile benzer oldugu
belirlenmigtir.

Zonguldak iline ait izolatlarin filogenetik iligkilerinin
incelenmesi amaciyla Cizelge 2’de verilen 34 izolat ile
gerceklestirilen ML, MP ve BI filogenetik agaclar:
arasinda birlesik veri setleri (P3-6K1-CI ve CP)
arasindaki  kargilagtirmalar  sonucu  topolojide
farkliliklar gosterdigi ancak wklarin
simirlandirilmasinda uyum gosterdigi belirlenmistir.
Filogenetik agagta PPV’nin tespit edilmis olan 10
wkinin uygun kumelere, yuksek bootstrap degerleri
ile homojen olarak ayrildig1 goriilmiistiir (Sekil 3).

Calismada kullamilan 6 adet Zonguldak PPV
izolatlarinin BlastN analizi sonucu GenBank’da yer
alan PPV-M izolatlar ile olan benzerlik durumunun
filogenetik agagta da goérilmis ve beklenildigi gibi
PPV-M grubu izolatlar1 ile uyumlu bir sgekilde
ktmelenmigtir. Agagta olusan dallanmalar ile ML,
MP ve BI analizleri 6nemli 6lgiide desteklenmigtir.
Zonguldak PPV izolatlarinin kiimelendigi M
grubunda  yliksek bootstrap degerine sahip
(ML/MP/PP=>%95) oldugu goriilmiistiir.

PPV-MIs olarak gosterilen ve PPV’nin bilinen bir irk:
olmayan daha once Giircan ve Ceylan, (2016)
tarafindan bildirilen Istanbul (Tirkiye)
izolatlarindan olusan grubun, bu calismada yapilan
filogenetik agagta da bilinen PPV-M izolatlarindan
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ayr1 bir kime olugturdugu gorilmustir. Palmisano
ve ark., (2012) tarafindan tespit edilen PPV-An
wwrkinin yapilan c¢alismada %93.5 PPV-T ile benzer
oldugu bildirilmigtir. Bu veriler dogrultusunda
olusturulan filogenetik agacta PPV-M, PPM-MIs,
PPV-An ve PPV-T izolatlarinin ayni ana dal tizerinde
birbirine yakin topolojilerde oldugu gériulmektedir.

Yapilan tim filogenetik analizler sonucunda
Zonguldak iline ait 6 adet erik izolatinin kesin olarak
M iwrki oldugu belirlenmistir. Tirkiye de yapilan
bircok c¢alismada o6zellikle son dénemde yapilan
glincel ¢alismalarda PPV-M irkinin olduk¢a yaygin
oldugu gorilmiistiir (Ko¢ ve Baloglu, 2006; Celik ve
Kutik, 2013; Glrcan ve Ceylan, 2016; Glrcan ve
ark., 2019; Morca ve ark., 2020;2021). PPV-M bircok
Avrupa  ulkesinin en yaygin irki  olarak
tanmimlanmigtir . PPV-M 1rki, yaprak bitleri ile etkin
bir sekilde bahge icinde yayilir ve virisin en hizh
yayllan irki olarak kabul edilir (Myrta and Boscia
2001; Wang et al. 2006).

PPV miicadelesinde yer alan viriisten ari bitki dikimi,
dayanikli c¢esit kullanimi, slirvey ve eradikasyon
yontemlerinin basaris1 diinya capinda elde edilen
sonuglara gore degerlendirildiginde, eradikasyonun
basarili miicadele yontemlerinden biri oldugu
belirlenmistir (Rimbaud ve ark., 2015; Birisik ve ark.,
2021). Ozellikle PPV acisindan iyi planlanmig stirvey
programlari, analiz sayllarinin arttirilmas1 ve
esgidimli olarak iyi bir eradikasyon programinin
uygulanmas1 ile PPV enfeksiyon oraminin strekli
geriledigi goriilmistir (Birisik ve ark., 2021).
Ozellikle agroekolojinin temel 12 unsurundan biri
olan bitki saghgi, tiim diinyada oldugu gibi Tirkiye
icinde oldukea 6nemlidir. Ozellikle vektér bocekler ile
tasinan bitki viriis hastaliklarinin yeni bir bélgelerde
tespiti sonrasinda alinacak olan eradikasyon
tedbirleri hastaligin yayilma hizini 6nemli &lgtde
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durdurmaktadir. Bu sayede vektorler i¢in kullanilan
bilingsiz pestisit kullanimi azaltilarak agroekolojik
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yapiya 6nemli katkilar saglanmig olacaktir.

Sekil 3. Zonguldak iline 6zgli PPV izolatlarinin P3/6K1/CI ve CP gen bélgeleriyle birlestirilerek olusturulan 1533
niikleotitlik dizilerin ML, MP ve BI filogenetik agaci. Agacta gésterilen rakamlar, sirasi ile ML, MP ve
BI icin elde edilen bootstrap degerleri gosterir. Yalnizca >%50 bootstrap degerleri gosterilmistir. Bu
caligsmaya 6zgli Zonguldak izolatlar: (+) olarak isaretlenmistir.
Figure 3. ML, MP and BI Phylogenetic tree of 1533 nucleotide sequences generated by combining P3/6K1/CI and
CP regions of PPV isolates specific to Zonguldak province. Only bootstrap support values >50% are
shown. Novel Zonguldak isolates are marked as (+).

Turkiye’de Karadeniz Bolgesi ekonomik anlamda sert
¢ekirdekli iretimininin sinirli olmasindan dolay1 PPV
acisindan en az caligilan bolge olmustur. Ozellikle
Karadeniz Bélgesinde Bolu ve Zonguldak ili diginda
projeli ve detaylh PPV siirveyi yapilan il
bulunmamaktadir. Bélgede giinimiize kadar Samsun
(Deligoz ve ark., 2015) ve Bolu (Morca ve ark., 2021)
ili haricinde PPV’nin varligi belirlenmis degildir.
Zonguldak ili boélgede PPV varligimin bildirildigi
tdglinci i1l olmustur. Zonguldak ilinde agroekolojik
unsurlar géz o6ntinde bulundurularak alinan hizh
onlemler sayesinde PPV acisindan arilik
saglanmigtir.

SONUC ve ONERILER

Yapilan bu ¢alisma sonucunda Zonguldak ilinde PPV
varligi ilk kez bildirilmigtir. Elde edilen 6 adet erik

izolatinin PPV-M wrki  oldugu belirlenmistir.
Zonguldak ilinde PPV enfeksiyonlarina odaklanilarak
gerceklestirilen kesif ve takip surveyleri sonucunda
sert c¢ekirdekli meyve bahgelerinde serolojik ve
molekiiler testler sonucu enfekteli bulunan agaclar
basarili bir sekilde eradike edilmig ve 1 km ¢apindaki
alanda tampon boélge olusturulmustur. Ayrica 2019
yilinda  enfekteli  oldugu  Dbelirlen agaglarin
eradikasyonundan sonra hastaligin tekrar
niiksetmesini 6nlemek i¢in tampon bolge igerisinde 3
yil siiresince PPV'nin dogal konuk¢usu durumunda
olan Prunus turlerinin yetistiriciligi yasaklanmig ve
takip c¢alismalari ile laboratuvar testlerine 2 yil
boyunca devam edilerek bélgenin viriisten ari olmasi
saglanmigtir. Bununla birlikte PPV’nin slrvey
takibine halen devam edilmektedir.
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TESEKKUR

Survey caligmalarinda emegi ge¢cen Tarim ve Orman
Bakanhg1 Zonguldak Il Tarim ve Orman Miidirligii
gorevli personelleri ile Tarimsal Arastirmalar ve
Politikalar Genel Mudirluga Zirai Mucadele Merkez
Arastirma Enstitiisi Miudurligine desteklerinden
dolay1 tesekkiir ederiz.

Aragtirmacilarin Katk: Oram Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig
olduklarini beyan eder.
Cikar Catismas1 Beyani
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir c¢ikar

catismasi bulunmamaktadar.
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