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OZET

Plum pox virus (PPV), erik, seftali, nektarin, kayisi, badem, kiraz ve visne gibi sert ¢ekirdekli meyve
agaclarinin en Onemli viral etmenlerinden birisidir. PPV 1rklart gliniimiizde en az 8§ alt grupta
toplanmugtir. Tiirkiye’de bugiine kadar yapilan galigmalarda Marmara, ¢ Anadolu, Ege ve Akdeniz
Bolgelerinde PPV nin bulasik oldugu bahgeler tespit edilmis, viriisiin 1tk diizeyinde tanisi yapilmis ve
dagilimi belirlenmistir. Karadeniz Bolgesi’nde ise su ana kadar sert ¢ekirdekli meyve {iretimi yapilan
alanlarda Sarka hastaligimin varligina dair bir kayda rastlanmamigtir. Bu ¢alismada, Samsun ili Canik
ilgesinde 2013 yili Temmuz ayinda PPV-benzeri yaprak ve meyve simptomlart gdsteren 4 bahge
belirlenmis ve 9 kayisi, 6 nektarin, 4 erik ve 3 seftali agacindan toplam 22 Grnek test edilmek iizere
almmistir. PPV’ye spesifik antiserum kullanilarak DAS-ELISA ve PPV’ye spesifik primerler kullanilarak
RT-PCR yontemleri ile drneklerin test edilmesi sonucunda, iki kayisi agaci ve bir erik agacinin PPV ile
enfekteli oldugu belirlenmistir. Kayisi ve erik izolatlarinin kismi kilif protein (CP) bdlgesi niikleotid
dizileri elde edilmis ve niikleotid BLAST analizine gore en yiiksek benzerligi (% 99) Ankara’da kayist
agacindan izole edilen AbTk izolatt (PPV-T strain) ve yine Tiirkiye’den elde edilen Abricotier Turquie
izolat1 ile gosterdigi belirlenmistir. Bu calisma, Karadeniz Bolgesi’nde Samsun ilinin yamisira diger
illerde de sert ¢ekirdekli meyve bahgelerinin PPV ile bulagiklik durumunun detayli incelenmesinin
gerekliligini ortaya koymustur.

Determination of Plum pox virus, the causal agent of Sharka Disease, in Samsun
Province

ABSTRACT

Plum pox virus (PPV) is one of the most destructive and serious viral agent of stone fruits such as plum,
peach, nectarine, apricot, almond, sweet and sour cherries. PPV strains have been classified into at least
eight sub-groups. PPV has been detected in some orchards in different geographical regions of Turkey
including Marmara, Central Anatolia, Aegean and Mediterranean, and the strains of PPV and their
distributions have been determined. To date, there is no report on the presence of PPV in the Black Sea
Region. PPV-like fruit and leaf symptoms were noticed in four stone fruit orchards in Canik district of
Samsun province in July 2013, and a total of 22 samples were taken from nine apricot, six nectarine, four
plum and three peach trees. Only one plum and two apricot trees were found to be infected by DAS-
ELISA using virus-spesific polyclonal antiserum and RT-PCR method using PPV-specific primers. The
partial nucleotide sequences of coat protein (CP) region of plum and apricot isolates were obtained.
Nucleotide BLAST analysis showed that plum and apricot isolates had the highest (99%) sequence
similarity at nucleotide level with PPV-AbTk isolate (PPV-T strain) found on apricot trees in Ankara
province and the PPV Abricotier Turquie isolate. This study revealed that the occurrence and distribution
of PPV infection in stone fruit orchards needs to be investigated in the Black Sea Region in detail.

Anahtar Sozciikler:
CP

Erik

Kayis1

PPV

T k1

Keywords:
Cp

Plum
Apricot
PPV

T strain

© OMU ANAJAS 2015



http://dergi.omu.edu.tr/omuanajas/article/view/5000101685

Deligdz ve ark.
1. Giris

Plum pox virus (PPV), erik, seftali, nektarin, kayisi,
badem, kiraz ve vigne gibi sert ¢ekirdekli meyve agaclarinin
en Onemli viriis hastaligidir. Potyviridae familyasi
Potyvirus cinsine dahil olan PPV, 760 x 20 nm boyutlarinda
ipliksi partikiil yapisina sahiptir. Tek sarmalli RNA iceren
partikiillerinin % 7’si niikleik asit ve % 93’ protein
icermektedir. Virlis yaprak bitleri tarafindan non-persistent
olarak ve iiretim materyalleri ile yayilmakta olup, tohum ve
polenle tasinmamaktadir (Brunt ve ark., 1996).

Sarka hastaligi iilkemizde ilk kez 1961 yilinda
Edirne’de eriklerde tespit edilmistir (Sahtiyanci, 1969).
Daha sonra hastalik Ankara, Antalya, Aydin, Edirne,
Balikesir, Bilecik, Bursa, Canakkale, Kayseri, Aksaray,
Konya, Istanbul, izmir, Izmit, Manisa, Mersin, Sakarya,
Tekirdag, Adana ve Yalova’da farkli arastirmacilar
tarafindan belirlenmistir (Kur¢man, 1973, Yiirektiirk, 1984;
Dunez, 1986; Erdiller, 1988; Elibiiyilk ve Erdiller, 1991;
Azeri, 1994; Elibiiyiikk, 2003, Elibiiyiikk, 2004, Kog¢ ve
Baloglu, 2006; Candresse ve ark., 2007; Giumiis ve ark.,
2007; Citir ve ilbagi, 2008; ilbag1 ve ark., 2008; Akbas ve
ark., 2011; Celik ve Topkaya Kiitiik, 2013).

PPV’nin en o6nemli konukgulari kayisi, erik, seftali,
badem, kiraz, ceviz ve visnedir (Brunt ve ark., 1996;
Ogawa ve ark., 1995; Baumgartnerova, 1996). PPV’nin
belirtileri bitkinin ¢esidi, virlisiin irk1 ve bitkinin yagina
gore farklilik gosterebilmektedir. PPV, sert c¢ekirdekli
meyvelerin degisik tiir ve g¢esitlerinde birbirine benzer
belirtilere neden olmaktadir. Cogu zaman bitkilerin
yapraklarinda klorotik bantlar, damar ac¢ilmasi, halka
seklinde klorotik lekeler, meyvede sekil bozuklugu ve
cekirdekte halka seklinde beneklenmeler, govdede
catlamalar, ¢igeklerde renk kirilmasi gibi karakteristik PPV
belirtileri birgok arastirict tarafindan da rapor edilmistir
(Kalashyan ve ark., 1994; Ogawa ve ark., 1995; Crescenzi
ve ark., 1997; Akbas ve ark., 2011; Celik ve Topkaya
Kiitiik, 2013). Ayrica, hassas erik ve kayisi agaclar
meyvelerini hasattan 2-3 hafta once dokebilmektedir.
Viriislin kiraz ve visnelerde klorotik mese yapragi desenine
ve bazi yapraklarda sekil bozukluguna sebep oldugu ifade
edilmektedir (Kalashyan ve ark., 1994; Ogawa ve ark.,
1995; Crescenzi ve ark., 1997; Lopez-Moya ve ark., 2000).

PPV urklari, onceleri M (Marcus), D (Dideron), C
(Cherry), EA (El Amar), T (Turkey), W (Winona) ve Rec
(rekombinant) olmak iizere 7 alt grupta toplanmistir
(Palkovics ve ark., 1993; Glasa ve ark., 2004; James ve
ark., 2005, Myrta ve ar., 2006; Nemchinov ve ark., 1996;
Ulubas Serge ve ark., 2009). Ancak, son yillarda Rusya’da
visnede enfeksiyon olusturan CR (Cherry Russia) 1rki
(Chirkov ve ark., 2013; Glasa ve ark., 2013) ile birlikte,
PPV 1wrklart en az sekiz grupta toplanmstir (Garcia ve ark.,
2014). PPV-M ve PPV-D wklarinin diger irklara oranla
daha yaygin olarak goriildiigii rapor edilmis (Candresse ve
ark., 1998), son yillarda ise PPV-Rec wrkinin, M ve D
wrkindan sonra iiglincii major oneme sahip ik oldugu
bildirilmistir (Garcia ve ark., 2014). PPV-M irkinin, PPV-
D wkina oranla yaprak bitleri ile daha etkili tasindigi,
yayiliminin daha hizli ve eradikasyonunun daha zor oldugu
bilinmektedir. PPV-Rec wrki daha ¢ok Orta Avrupa’da
goriilmekte olup (Glasa ve ark., 2004; Wijkamp ve Gaag,
2011), bu wkin Balkanlar’dan diger bolgelere yayildig
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tahmin edilmektedir (Glasa ve ark., 2005). PPV-Rec 1rk1 da
afitler ile etkili bir sekilde taginabilmektedir (Glasa ve ark.,
2004). PPV-C, PPV-EA ve PPV-W urklart ise diger irklar
kadar yaygin degildir (Candresse ve Cambra, 2006). PPV-C
irk1 sadece kiraz ve visnede enfeksiyon olusturmakta olup,
Macaristan, Italya ve Romanya gibi iilkelerde tespit
edilmistir. PPV-EA yalnizca Misir’da kayisi agacinda,
PPV-W 1rki ise Kanada’da belirlenmis ve enfekteli agaclar
eradike edilmistir (Wijkamp ve Gaag, 2011). PPV-T ki ilk
defa Tiirkiye’de Ankara ve yoresindeki bahgelerde
belirlenmistir (Ulubas Ser¢e ve ark., 2009), ancak daha
sonra yaymlanmamis bir proje raporuna (the European
SharCo FP7 project) gore PPV-T’ nin Arnavutluk’da da
tespit edildigi bildirilmistir (Garcia ve ark., 2014).
Tiirkiye’de bugiine kadar yapilan ¢alismalarda, PPV’nin M
(Sertkaya ve ark., 2003; Elibiiyiik, 2004; Kog¢ ve Baloglu,
2006; ilbag1 ve ark., 2008; Celik ve Topkaya Kiitiik, 2013),
D (Elibiiyiik, 2004), Rec (Candresse ve ark., 2007) ve T
(Ulubas Serge ve ark., 2009) wrklar1 belirlenmis olup, en
yaygin irkin PPV-M oldugu belirtilmistir (Caglayan, 2006).
Ancak, daha oOnceki yillarda 1ka spesifik antiserum
kullanilarak gerceklestirilen serolojik testlemelerde PPV- M
veya PPV-M+PPV-D ki olarak tanimlanan bazi
izolatlarin, daha sonradan sekans g¢alismalari ile aslinda T
irk1 oldugu belirlenmistir (Ulubas Serce ve ark., 2009;
Ceylan ve ark., 2014).

Orta Karadeniz Bolgesi’nde basta Amasya olmak tizere
Samsun ve Tokat illerinde, sert ¢ekirdekli meyve iiretimi
yapilan kapama bahgelerin sayis1 son yillarda artig
gostermektedir. Tirkiye’de 2007-2010 yillar1 arasinda
gerceklestirilen survey caligmalar1 kapsaminda, Karadeniz
Bolgesi'nde 87 farkli lokalizasyondan sert ¢ekirdekli
meyve agaglarina ait 733 Ornek incelenmigs ve Sarka
hastaliginin varligma rastlanilmamistir (Akbas ve ark.,
2011). Bu tarihten sonra da su ana kadar bu bolgede Sarka
hastaliginin varligina dair bir rapor bulunmamaktadir.
Ancak 2013 yilunda, Samsun ili Canik il¢esinde PPV-
benzeri yaprak ve meyve simptomlar1 sergileyen 4 bahge
tespit edilmistir. Bu c¢aligmada, s6z konusu belirtileri
gosteren agaglarda PPV’nin arastirilmasina ve molekiiler
olarak karakterize edilmesine ¢alisilmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Orneklerin toplanmasi

Calismada, Samsun iline bagli Canik ilgesi Dereler
Koyli'nde PPV-benzeri yaprak ve meyve simptomlari
gosteren 4 bahgeden 9 kayisi, 6 nektarin, 4 erik, 3 seftali ve
1 kiraz agacindan toplam 23 yaprak ve meyve Ornegi
alinmistir.  Ornekler  polietilen  torbalara  konularak
etiketlenmis ve serolojik olarak test edilinceye kadar
-20°C’de derin dondurucuda saklanmustir.

2.2. Serolojik ¢alismalar

PPV-benzeri simptom sergileyen yaprak ve meyve
ornekleri, PPV’ye spesifik polyclonal antiserum (Bioreba,
Isvigre) kullanilarak Double Antibody Sandwich-Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) yontemi ile
test edilmistir. Yontem Clark ve Adams (1977)’a ve
antiserumun temin edildigi firmanin Onerilerine gore
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uygulanmistir. ELISA micropleyti (Nunc, Danimarka),
1/1000 oraninda karbonat tampon ¢ozeltisi (1.59 g Na,COs,
2.93 g NaHCO;, pH 9.6) ile sulandirilmis IgG ile kaplanmis
ve 30°C’de 4 saat inkube edilmistir. Ornekler, % 2 oraninda
polyvinyl pyrrolidone (PVP)-15 ve % 0.05 Tween 20 iceren
ekstraksiyon tampon c¢dzeltisinde (0.20 g KCI, 1.15 ¢
Na,HPO,, 0.2 g KH,PO, ve 8 g NaCl (PBS; pH 7.4), 1:10
(g/ml) oraninda sulandirilarak homojenize edilmis ve +4
°C’de 1 gece inkube edilmigtir. Konjugat tampon
¢ozeltisinde (ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi) 1/1000
oraninda sulandirilan konjugatin (alkaline phosphatase-
conjugated IgG) 5 saat 30 °C’de inkubasyonundan sonra
substrat (1 mg p-nitrophenyl phosphate/ 1 ml diethanolamin
substrate buffer, pH 9.8) ilave edilerek oda sicakliginda
reaksiyon olusuncaya kadar inkubasyona birakilmistir.
Yukaridaki islemlerin her asamasindan sonra mikropleyt
cukurlar1 3 kez PBST (PBS-Tween 20) cozeltisi ile
yikanmigtir. Absorbans degerleri 405 nm’de ELISA
Mikropleyt okuyucusu (Tecan Sunrise AS082) ile substrat
inkubasyonundan 30-60 dk. sonra o&lglilmiis ve test
sonucunda negatif kontroliin iki katindan fazla absorbans
degeri veren ornekler pozitif kabul edilmistir.

2.3 Reverse-Transkripsiyon-Polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR)

Serolojik olarak PPV ile enfekteli oldugu belirlenen
yaprak drneklerinden toplam RNA’lar, Invitrogen Ambion
RNA Izolasyon Kiti kullanilarak firmanin 6nerilerine gore
elde edilmistir.. Calismada PPV nin molekiiler olarak tanisi
icin PPV  universal primerleri (Forward PI, 5'-
ACCGAGACCACTACACTCCC-3’; ve Reverse P2, 5'-
CAGACTACAGCCTCGCCAGA-3’) (Wetzel ve ark.,
1991) kullanilarak tek asamali (one step) RT-PCR yontemi
uygulanmistir. PPV wklarinin  ayrimi igin  irka-spesifik
primerler PD (5'-CTT CAA CGA CAC CCG TAC GG-3')
ve PM (5-CTT CAA CAA CGC CTG TGC GT -3")
(Olmos ve ark.,, 1997) ve iniversal 5 P1 (§5'-
ACCGAGACCACT ACACTCCC-3'), primeri birlikte
kullanilmugtir. Reaksiyon 5 pl 12.5 mM MgCl, igeren 5X
Qiagen One step RT-PCR Buffer, 1 ul 10 mM dNTPs, her
bir primerden 0.15 pl, (son konsantrasyon: 0.6 pM), 1ul
Qiagen RT-PCR Enzim Mix (Omniscript Reverse
Transcriptase, Sensiscript Reverse Transcriptase ve
HotStarTaq DNA Polimeraz), 0.125 pl Rnasin inhibitor ve
1 ul RNA’dan olugmustur. Toplam reaksiyon hacmi RNase
ve DNase icermeyen su ile 25 pl’ye tamamlanmustir.
Amplifikasyonlar Bio-Rad MJ Mini PCR Thermocycler’de,
50 °C’de 30 dk, 95 °C’de 15 dk, 40 dongii olacak sekilde
94 °C’de 1 dk, 60 °C’de 30 sn ve 1 dongii 72 °C’de 10
dakika ile tamamlanmistir. PCR iiriinleri TBE tampon
¢ozeltisinde hazirlanan % 2’lik agaroz jelde (0,5 pg/ml
etidium bromiir igeren) 80 mA siirekli akimda elektroforeze
yontemi ile analiz edilmistir. Jeldeki PCR fragmentlerinin
goriintiilenmesi GelDoc 2000 (Biorad) sistemi kullanilarak
gerceklestirilmis  ve jelde olusan PCR iiriinlerinin
fotograflari ¢ekilmistir.

2.4. Niikleotid dizi analizi ve Plum pox virus izolatlarinin
filogenetik iligkilerinin arastirilmasi

PPV izolatlarina ait PCR firiinlerinin sekans analizleri
200 ng saflastirilmig PCR iirtinii (DNA) ve her bir tiniversal

primerlerden 1 pl (4 uM) kullanilarak Sanger Metodu ile
Genoks (Ankara) firmasi tarafindan yapilmistir. Sekans
analizi sonrasinda Clustal W (Thompson ve ark., 1994)
programi kullanilarak PPV izolatlarina ait her iki yonde
(forward ve reverse) elde edilen ham sekans verileri
hizalanmig, diizgiin okunan kisimlar alinarak konsensus
diziler elde edilmistir. Daha sonra PPV izolatlarina ait
konsensus diziler, GenBankas1 (NCBI; National Center for
Biotechnology = Information)  internet  kaynagmdan
(www.ncbi.nlm.nih.gov) indirilen diger PPV izolatlarina ait
sekans verileri ile BLAST analizine tabi tutularak
kiyaslanmistir. Ayrica, bu ¢aligmaya ait PPV izolatlarmin
ve NCBI’ dan indirilen referans PPV izolatlarinin niikleotit
dizilerinin Clustal W programi kullanilarak c¢oklu dizi
hizalamas1 yapilmistir. Daha sonra MEGA 6 (Tamura ve
ark., 2013) yazillminda yer alan Kimura-2 parametre
yontemi (transisyon/transversiyon orani: 2.0) (Kimura,
1980) ile genetik uzakliklar belirlenmis ve neighbor-joining
algoritmasina gore (Seitou ve Nei, 1987) filogenetik agag
olusturulmustur. Filogenetik analizlerde 42 farkli PPV
izolatina ait sekans wverileri kullanilmistir. Dizilerdeki
niikleotid veri kayiplari analize dahil edilmemis ve 229
niikleotid pozisyonu analizde kullanilmistir. Bootstrap
degeri olarak 1000 alinmistir. Daha sonra farkli yontemlere
gore elde edilen dendrogramlarin, dolayisiyla sonuglarin
tutarliligini kontrol etmek amaciyla ayni niikleotid dizileri
MEGA 6 yaziliminda Maximum likelihood (ML) y6ntemi
(Felsenstein, 1981) kullanilarak analiz edilmis ve bu
yonteme gore elde edilen dendrogram, NJ yontemi ile elde
edilen dendrogram ile kiyaslanmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Samsun ili Canik ilgesinde PPV-benzeri simptomlar
gosteren (Sekil 1 ve Sekil 2) 4 bahceye ait 9 kayisi, 6
nektarin, 4 erik, 3 seftali ve 1 kiraz agacindan alinan toplam
23 ornegin DAS-ELISA ile test edilmesi sonucunda 2
kayis1 ve 1 erik agacinin PPV ile enfekteli oldugu
belirlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Plum pox virus-benzeri simptom sergileyen sert
¢ekirdekli meyve tiirlerine ait test edilen &rnek
sayilari, DAS-ELISA ve RT-PCR sonuglart

Ornek Alinan Test Edilen ELISA RT-PCR
Bitki Tiirii Ornek Sayist

Kayist 9 2 2
Erik 4 1 1
Nektarin 6 0 -
Seftali 3 0 -
Kiraz 1 0 -
Toplam 23 3 3

ELISA ile enfekteli oldugu belirlenen kayist ve erik
ornekleri ve sonucu siipheli olarak bulunan kiraz
orneklerinin RT-PCR ile test edilmesi neticesinde iki kayisi
ve bir erik drneginde beklenen biiyiikliikte (244 bp) bantlar
elde edilmis (Sekil 3) ve drneklerin PPV ile bulasik oldugu
RT-PCR ile de dogrulanmistir. Kiraz agacinin ise enfekteli
olmadig1 ortaya konulmustur (Cizelge 1). Kullanilan PPV
iiniversal primerleri ile konukgu bitkiye ait bazit RNA’larin
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spesifik olmayan baglanmalar1 sebebiyle, hem pozitif hem
de negatif (kiraz 6rnegi) drneklerde 244 bp’den biiyiik ve
kiiciik bantlar elde edilmistir (Sekil 3). Ulkemizde daha
once yapilan c¢alismalarda PPV kayisi, erik, seftali ve
nektarin agaclarinda belirlenmistir  (Sahtiyanci, 1969;
Kurgman, 1973; Sertkaya ve ark., 2003; Elibiiyiik, 2004;

A)

Ulubas Serge ve ark., 2009; Akbas ve ark., 2011; Celik ve
Topkaya Kiitiik, 2013). Farkli arastiricilar tarafindan kiraz
agaclarinda yapilan c¢alismalarda ise PPV enfeksiyonu
tespit edilmemistir (Sertkaya ve ark., 2003; Akbas ve ark.,
2011).

B) O

Sekil 2. PPV’nin kayis1 agacinda yapraklarda olusturdugu halkali lekeler (A), meyvede olusturdugu sekil
bozuklugu (B) ve meyve ¢ekirdeginde olusturdugu halkali lekeler (C)

PPV’'nin M ve D uwklarima spesifik primerler
kullanilarak kayist ve erik izolatlarmin wrklarint belirlemek
amact ile uygulanan RT-PCR sonucunda, PPV’nin M irkina
spesifik primerler ile agaroz jelde 198 bp’lik iiriin elde
edilmistir (Sekil 4).

<244 1bp

Sekil 3. PPV-spesifik iiniversal primerler kullanilarak elde
edilen RT-PCR dirlinlerii M: 100 bp markor
(Promega), 1: Erik ornegi, 2; Kiraz o6rnegi, 3:
Kayist 6rnegi (No: 1), 4: Kayist 6rnegi (No. 2); 5:
Negatif kontrol (RNA igermeyen 6rnek)
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Daha sonra bir kayis1 ve bir erik drnegine ait 2 izolatin
kilif protein (CP) bolgesinin 3’terminal kismini igeren PCR
iiriinlerinin niikleotid dizileri elde edilmis ve NCBI
(National Center for Biotechnology Information)’den
indirilen diger PPV izolatlarmna ait sekans verileri ile
BLAST yapilarak analiz edilmistir. Dizi analizleri
sonucunda, bu c¢aligmada elde edilen kayist ve erik
izolatlarinin hemen hemen aynmi oldugu ve sadece iki
noktada niikleotid varyasyonu icerdigi belirlenmistir. PPV
Samsun izolatlarinin en yiiksek benzerligi (% 99), Ulubas
Serce ve ark. (2009) tarafindan Ankara’da kayist agacindan
izole edilen ve T ki olarak isimlendirilen AbTk izolat
(GenBank Kayit No., EU734794) ve yine Tiirkiye’den elde
edilen Abricotier Turquie izolati (GenBank Kayit No.,
AY677115) ile gosterdigi belirlenmistir. PPV-T 1rki, M ve
D wklarinin HC-Pro bélgesindeki mutasyon sonucu olugan
bir 1wk olup, ilkemizde ilk oOnce Ankara ilinde
belirlenmigtir. Ulubag Serge ve ark. (2009), bu calismada
kullanilan P1/PM-PD primerleri ile gerceklestirdikleri RT-
PCR sonucunda, 8 erik ve 7 kayisi izolatin1 M 1rki olarak, 1
kayist izolatim1 ise her iki wrkla karisik olarak enfekteli
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oldugunu belirlemisler, ancak ayrintili niikleotid dizi
analizleri sonucuna gore ise tiim izolatlar1 rekombinant T
ki olarak isimlendirmiglerdir. Bu ¢alismada da benzer bir
sekilde RT-PCR yontemi ile M 1rki olarak belirlenen her iki
izolat, niikleotid blast analizi sonucuna gore en yiiksek
benzerligi T 1k ile gostermistir.

M 1 2 3 4 M 1 2 3 4

< 198 bp

A B)
Sekil 4. PPV-D (A) ve PPV-M (B) wklarina spesifik
primerler  kullanilarak  uygulanan ~ RT-PCR

yonteminin sonucu. M: 100 bp markdr (Promega),
1: Erik 6rnegi, 2; Kayis1 Ornegi (No. 1), 3: Kayist
ornegi (No. 2), 4:  Negatif kontrol (RNA
icermeyen 6rnek)

Potyvirus’lerde kilif protein (CP) bdlgesi ve
3’translasyon dis1 bolge (NTR)’ye ait niiklotid dizileri
taksonomik analizler sirasinda oldukg¢a kullanigh genomik
bolgelerdir ve bu nedenle daha onceki filogenetik

analizlerde siklikla kullamlmislardir (Berger ve ark., 2000).
Bu ¢alismada, filogenetik analiz 6ncesi kayisi ve erik orjinli
PPV izolatlarmin CP bélgesinin 3’ terminal kismina ait
niikleotid dizileri (244 bp), NCBI veri tabanindaki diger
PPV izolatlarinin dizileri ile Clustal W yontemi kullanilarak
hizalanmigtir. Clustal W analizi ve filogenetik analizlerde
kullanilan PPV izolatlarina ait bilgiler, Cizelge 2’de
verilmigtir.

Hizalanan tiim niikleotid dizileri NJ (Neighbor Joining)
ve Maximum Likelihood (ML) yontemleri kullanilarak
Mega 6 yazilimi ile analiz edilmistir. Sonugta her iki analiz
yontemi ile 2 ayr1 dendrogram elde edilmis ve elde edilen
dendrogramlarin birbiri ile olduk¢ca uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle sadece NJ yontemi ile elde edilen
dendrogram bu c¢alismada verilmistir (Sekil 5). PPV
izolatlarina ait NJ dendrogrami incelendiginde, PPV
izolatlarinin 9 ayr alt dala (alt klad) ayrildig1 gézlenmistir.
Sekil 5 ve Cizelge 2 birlikte degerlendirildiginde, PPV nin
Rec 1rkina ait izolatlarin 2 ayr alt dala (Grup I ve Grup III)
ayrildig1 goriilmektedir. Samsun’da erik ve kayisidan elde
edilen izolatlarin, Tiirkiye ve Arnavutluk’da belirlenen
PPV-T rrk ile iligkili izolatlar ile ayni alt dalda (Grup IV)
yer aldig1 ve bu T wrku ile iligkili izolatlarin PPV-M ve PPV-
Rec izolatlar ile birlikte, %71 bootstrap (sec-bagla testi)
degeriyle desteklenen ayni soy hattindan kaynaklandigi
belirlenmistir. Dendrogramda Grup II olarak isaretlenen alt
dal, PPV’ nin M 1rka ile iliskili izolatlarindan olusmustur.
Dendrograma gore, PPV-M, PPV-T (Grup IV) ve PPV-Rec
(Grup I ve III) irklan ile iligkili izolatlar, PPV-EA (Grup V)
izolatlarindan % 60’lik bir bootstrap degeriyle desteklenen
ayn1 soydan koken alarak ayrilmaktadir (Sekil 5). NJ agaci
incelendiginde PPV-D 1rki ile iliskili izolatlar, PPV-Rec,
PPV-M, PPV-T ve PPV-EA 1rklar ile ayni hattan koken
almaktadirlar ve bu durum % 87’lik bootstrap degeriyle

desteklenmektedir. PPV-C, PPV-CR ve PPV-W irklarina
ait izolatlar ise dendrogramda sirasiyla Grup VII, VIII ve
IX olarak gosterilen ayr1 alt dallara ayrilmiglardir. Bu
gruplarin soy hatlarinin bootstrap degerleri % 50°nin altinda
oldugu i¢in dendrogramda gosterilmemistir.

Tiirkiye’de daha once yapilan ¢alismalarda PPV’nin M
(Sertkaya ve ark., 2003; Elibiiyiik, 2004; Kog¢ ve Baloglu,
2006; Celik ve Topkaya Kiitiik, 2013), D (Elibiiyiik, 2004),
Rec (Candresse ve ark., 2007) ve T (Ulubas Serce ve ark.,
2009) wrklart belirlenmistir. Avrupa Birligi iilkelerinde en
yaygin olarak D irki hemen hemen tiim iilkelerde rapor
edilmis olmasina ragmen, M ki ve Rec irki Bulgaristan,
Cek Cumbhuriyeti, Almanya, Macaristan, Italya, Slovakya
ve Slovenya gibi bazi iilkelerde tespit edilmistir. PPV-C
ki, Macaristan, italya, Romanya gibi daha az sayida
iilkede rapor edilmistir (Wijkamp ve Gaag, 2011). Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda ise Rusya’da visnelerde
enfeksiyon olusturan CR (Cherry Russia) 1rk1 belirlenmistir
(Chirkov ve ark., 2013; Glasa ve ark., 2013). T irki, PPV-M
ve PPV-D irklarn arasinda HC-Pro geni iizerinde tek bir
homolog rekombinasyon sonucu olusmustur (Glasa ve
Candresse, 2005). Bu ik genellikle PPV-D ve -M
monoklonal antiserumlarmin her ikisine de reaksiyon
vermekte, 1k tayini icin kismidizileme ile kiimeleme
analizi yapmak gerekmektedir. Ulubas Serce ve ark. (2011)
yaptiklart bir ¢alismada, PPV enfeksiyonlarinin tespit
edildigi bolgelerden temin edilen PPV izolatlarinin hangi
irk oldugunu belirlemek amaciyla, P3 ve kilif protein geni
bolgelerinin niikleik asit dizilerini analiz ettiklerinde, PPV
wklarinin dagilimmin cografik alanlarla sinirli kaldigina,
Marmara (Canakkale) Bolgesi, Akdeniz Boélgesi (Mersin ve
Hatay)’inden temin edilen PPV izolatlarinin PPV-M
oldugunu, PPV-T wrkinin, Orta Anadolu (Ankara) ve Ege
Bolgesi (Izmir) gibi PPV’nin endemik olarak yillardir
bulundugu, yeni PPV enfeksiyonlarinin tespit edilemedigi
bolgelerde yaygin oldugunu bildirmislerdir. Baz1 bitkilerde
PPV-D irkinin PPV-M ile birlikte bulundugu belirlenmistir
(Elibiiyiik, 2004). PPV-Rec wki ise Isparta’da tespit
edilmistir (Candresse ve ark., 2007).

Samsun’da PPV ile enfekteli erik agacinda yapraklarda
ve meyvelerde halkali leke seklinde belirtiler gézlenmigtir
(Sekil 1). Kayist agaclar1 ise yapraklarda halkali ve cizgili
lekeler seklinde, meyvelerde ise deformasyon ve g¢ekirdek
iizerinde halkali lekeler seklinde belirtiler gostermistir
(Sekil 2). Enfekteli agaclarin meyve doktiigli gorilmiistiir.
PPV’nin, erik ve kayist agaglarinda bu ¢aligmada gézlenen
belirtilere benzer belirtilere neden oldugu bildirilmistir
(Ogawa ve ark., 1995).

PPV, tiim diinyada ve iilkemizde karantinaya tabi en
onemli hastalik etmenlerinden birisi  durumundadir.
Ulkemizde sert ¢ekirdekli meyve agaglarinda simdiye kadar
birgok bolgede tespit edilmis olan PPV (Sahtiyanci, 1969;
Kur¢man, 1973; Yiirektiirk, 1984; Elibiiyiik, 2004; Kog ve
Baloglu, 2006; Candresse ve ark., 2007; Giimiis ve ark.,
2007; Ulubas Serce ve ark., 2009; Akbas ve ark., 2011,
Celik ve Topkaya Kiitiik, 2013; Ceylan ve ark., 2014), bu
calisma ile Karadeniz Bolgesi’'nde ilk defa belirlenmistir.
PPV’nin kilif proteini 3’ terminal bélgesinin niikleotit dizisi
esas almarak gerceklestirilen analizler sonucunda,
Samsun’da belirlenen erik ve kayisi izolatlarmin PPV-T
irkina benzedigi ortaya konulmustur.

PPV’nin kontrolii amaciyla en etkili olabilecek yontem
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dayanikli ¢esit kullanimidir (Ilardi ve Tavazza, 2015).
Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda, Kuzey Amerika orjinli
baz1 kayis1 genotiplerinde PPV’ ye dayaniklilik 6zelligine
rastlanilmis  ve 1slah ¢alismalarinda bu genotipler,
dayaniklilik kaynagi olarak kullanilmigtir (Garcia ve ark.,
2014). PPV’ye dayanikliligin kompleks 6zellikte oldugu ve
en az iki gen tarafindan kontrol edildigi bildirilmistir
(Garcia ve ark., 2014). Tirkiye’de sert ¢ekirdekli meyve
tirlerinde PPV’ye dayaniklilikla ilgili genlerin arastirilmasi
konusunda olduk¢a smirli sayida c¢aligma mevcuttur.
Dayaniklilik genleri ile iliskili SSR (basit tekrarli diziler;

simple seqeunce repeats) markdrler ile Tiirkiye’deki bazi
kayisi genotipleri taranmis ve dayaniklilik ile iligkili 3 SSR
markoriiniin -~ kayis1  genotiplerinde  %1.7  oraninda
bulundugu belirlenmistir (Giircan ve ark., 2015). PPV’ye
dogal dayaniklilik kaynaklarmin kullanilmasinin yani sira
transgenik dayaniklilik konusunda da diinyada caligmalar
devam etmektedir. Gen transformasyonu yoluyla PPV’ye
dayanikli olarak elde edilen ilk transgenik bitki,
“HoneySweet” olarak adlandirilan erik bitkisidir ve bu
bitkinin ABD’de kiiltiire alinmasma onay verilmistir
(Scorza ve ark., 2013).

Cizelge 2. Filogenetik Analizde kullanilan Plum pox virus izolatlar1 ve dis grup olarak yer alan Potato virus Y izolati

GenBank Izolat Adi Irk (Strain) Konuk¢u Ulke FilogenetikAgac
Kayit No Grup No
EU117116 J4c Rec Prunus domestica Polonya

AM260937 Troy-b 7" P. domestica Bulgaristan

GU474956 06 Rec P. persica Sirbistan

HQ452380 Bijelo Polje 5 Rec P. domestica Karadag I
HG964686 Rec Cdnl0 Rec Prunus sp. (Erik Anag) Kanada

HG964685 Rec_Cdn8 Rec Prunus sp. (Erik Anag) Kanada

AY 690605 M-1 ? P. domestica Sirbistan&Karadag

JX013532 Valjevka Rec P. domestica Hirvatistan

HQ452397 Plantaze-1 M P. persica Karadag

M92280 SK-68 M ? ?

FM955843 GR-0019 M ? Yunanistan II
HF585100 Var-2/531 M P. persica Slovakya

FJ361234 N1 M P.persica Yunanistan

AJ566346 Bt-H2-blackthorn M1 P. spinosa Macaristan

AY028309 Bor-3 Rec P. armeniaca Slovakya

LN614587 SK-514 Rec P. armeniaca Slovakya I
GU461889 BULG Rec P. domestica Bulgaristan

FN179153 Godolloz Rec P. armenica Macaristan

AM260933 Troy-1 ? P. domestica Bulgaristan

AY677115 Abricotier Turquie ? P. armeniaca Tiirkiye

HF674399 ALll1pl PPV-An* P. domestica Arnavutluk v
EU734794 AbTk T P. armenica Tiirkiye

AM157175 El-Amar EA ? Misir v
AY847269 ? EA P. armeniaca Misir

KP198601 RD-5 D P. tomentosa Rusya

IN564035 DE14 ? P. armeniaca Misir

GQ411056 BIr001 D P. domestica Belarus

KP998124 VPH D P. persica Kanada

AF440741 Chiliel 12 D ? Sili

AY591253 Plum D P. domestica Kazakistan VI
AY750961 HongMei ? P. armeniaca Cin

AF401295 Pennl D P. persica ABD

AF440746 Chilie31 D ? Sili

X81083 PPV-SC SC P. cerasus ?

Y09851 PPV-SwC 3 C Prunus avium Italya VII
AY184478 SoC C P. cerasus ?

1X472440 FI1-2 CR P. cerasus Rusya VI
J1X472439 FI-1 CR P. cerasus Rusya

KC347608 Pk \ P. domestica Rusya IX
U09509 P07 PVY* Solanum tuberosum Kanada Dis Grup

*: Tlgili kaynaklardan veriye ulasilamadi, ¥: Marcus ancestor strain, 2 Common strain
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Sekil 5. Samsun’da erik ve kayis1 agaglarindan elde edilen Plum pox virus (PPV) izolatlarinin ve GenBank (NCBI) veri
tabaninda kayitli bazi PPV izolatlarinin 3’terminal kilif protein (CP) bdlgesine ait niikleotit dizileri esas alinarak
olusturulan filogenetik agac. Filogenetik analizde, MEGA 6 yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi
kullanilmistir. Dendrogramda bootstrap (seg-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda yiizde olarak gosterilmis ve %
50’ nin altindaki degerler agagta yer almamustir. Olgek, aym pozisyon igin baz degisim miktarin1 (0.05)
gostermektedir. Potyvirus cinsi iiyesi Potato virus Y, filogenetik agacin olusturulmasinda dig grup olarak
kullanmilmustir. Referans izolatlara ait bilgiler Cizelge 2’de yer almaktadir.
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4. Sonug

PPV’nin uzak mesafelere yayilmasi enfekteli fidan,
kalem, gboz gibi {iretim materyalleri, kisa mesafelere
bulasmas1 ise afit tiirleri ile olmaktadir. PPV
simptomlarinin goriilebilir hale gelmesi, konukc¢uya bagl
olarak bazen birka¢ yili alabildigi ig¢in baglangigta viriis
icermeyen {iretim materyallerinin kullanilmasi 6nemlidir.
Biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemlerle viriisiin erken
teshisi, yeni bulagmalar1 ve yayilmay1 6nleme bakimindan
gereklidir. Samsun’da PPV ile enfekteli olarak bulunan
agaclar, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhig: yetkilileri
tarafindan imha edilmistir. Bolgede daha genis caph
surveylerin yapilmasi ve sonrasinda enfekteli agaglarin
imha edilmesi hastaligin  yayilmasinin  dnlenmesi
bakimindan 6nem tagimaktadir.
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