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OZET

Plum pox virus (PPV) tarafindan olusturulan Sarka hastaligi, sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin en dnemli
viral hastalig1 olarak goriilmektedir. Son yillarda yapilan niikleotid dizileme g¢aligmalar1 ile PPV'nin
Tiirkiye’de sehir merkezi ev bahgelerinde sanildigindan daha fazla yayginlik ve genetik cesitlilik
gosterdigi belirlenmistir. Ev bahgeleri Tiirkiye tipi PPV-D ve PPV-T irklari ile bulasik iken, kapama
bahgeler Avrupa tipi PPV-M 1rki ile bulagiktir. Bursa ili Tiirkiye’de dnemli bir seftali ve fidan iiretim
bolgesi olup, ayn1 zamanda Avrupa’dan gelen fidanlarin Tiirkiye i¢inde dagitim merkezidir. Bu nedenle
iyl izlenmesi gereken bir ildir. Bu galigmada, Bursa ilinde surveyler yapilmus, tespit edilen PPV -pozitif
orneklere ait izolatlar, Tiirkiye’nin diger bdlgelerinde ve Avrupa'da PPV izolatlar1 ile karsilagtirilmustir.
Bursa ili ve civarinda, 50 kapama bahgeden 118 6rmek DASI-ELISA ve RT-PCR yontemleri ile test
edilmis, 32 bahgeden alman 64 6rnek pozitif bulunmustur. Bu 6rneklerin 664 nt uzunlugunda P3-6K1
bolgesi ve 969 nt uzunlugunda CT-3’UTR bolgesi dizilenmis, GenBank'a kayitli 200 adet izolat ile
birlikte analiz edilmistir. Otuz seftali bahgesinden alinan 56 izolatin, Tiirkiye kapama bahgelerinde
tespit edilen Avrupa PPV-M izolati oldugu belirlenmistir. Bursa’da iki erik bahgesinden alinan 8 adet
izolat ise PPV-D olarak tespit edilmis olup, bu izolatlar Tirkiye tipi PPV-D izolatlari ile ayn1 grupta yer
almistir. Sonug itibariyle, Bursa kapama seftali bahgelerinin Avrupa tipi PPV-M ile yaygin olarak
bulasik oldugu ve bu izolatlarin PPV’nin yeni giris yaptigi Aydin, Denizli, Canakkale, Isparta ve
Kayseri illeri kapama bahge izolatlar1 ile yakin genetik benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu sonug,
PPV-M wrkinin Tiirkiye’de yayilmasinda, Bursa-Tiirkiye iizerinden olan fidan trafiginin roliine isaret
etmistir.

Determination of prevalence and genetic diversity of plum pox virus (sharka) in
peach orchards in Bursa

ABSTRACT

Plum pox virus (PPV) is the most important viral disease of stone fruit species. Recent nucleotide
sequencing studies have revealed that PPV is prevalent and exhibits high genetic diversity in residential
gardens of several provinces in Turkey. Trees in residential gardens have been found to be infected by
Turkish type PPV-D and PPV-T while trees in professional orchards in several cities have been found
to be affected by the European strain PPV-M. The province Bursa is main peach producer region in
Turkey but moreover Bursa hosts big nursery industry and is the distribution center of seedlings
imported from European countries. In this research, surveys were made in the orchards of Bursa and
surrounding regions, and comparisons were made in order to investigate genetic relationships among
the isolates of Bursa and other PPV isolates determined in Turkey as well as European PPV isolates. A
total of 118 samples from 50 orchards were examined by DASI-ELISA and RT-PCR methods. Of the
all, 64 samples from 32 orchards were found to be infected with PPV. The P3-6K1 gene region with
664 nt length and the CP-3’UTR with 970 nt of the 64 isolates were sequenced and analyzed along with
200 sequence records in the GenBank database. Fifty-six isolates were identified as European type
PPV-M. Eighth isolates from two plums orchard in Bursa were identified as PPV-D and grouped with
Turkish type PPV-D. These results indicate that Bursa-Turkey seedlings traffic pathway seems to be the
source of PPV-M infection in the orchards in the country.
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1. Giris

Plum pox virus (PPV) sert ¢ekirdekli meyvelerin en
o6nemli viral etmeni olarak kabul edilmekte olup
(Cambra ve ark., 2006), molekiiler bitki patolojisinde
en ¢ok calisilan 10 bitki viriisii arasinda yer almaktadir
(Scholthof ve ark., 2011). PPV, su anda bilinen bitki
viriislerinin yaklasik % 30’unu kapsayan Potyvirus
cinsinin bir Giyesidir. PPV sert ¢ekirdekli meyve agaglari
icin oldiiriicii degildir, fakat olgunlasmadan meyve
dokiimiine neden olur, verimi diigiiriir ve meyve pazar
degerini yok eder. Hastaligin belirtileri olarak klorotik
lekeler, yaprak veya meyve halkalari, yapraklarda
biikiilme, meyvelerde koflasma, siskinlikler, renk
acilmalari, kayisi ¢ekirdeklerinde halkali lekeler, seftali
ciceklerinde renk agilmalar1 sayilabilir. Enfeksiyon bir
kez basladiktan sonra, viriisiin sert ¢ekirdekli meyve
tireten bolgelerde kontrolii oldukga zordur (Cambra ve
ark., 2006).

PPV’nin sekiz irki tamimlanmistir: C (Chery), Cr
(Cherry Russia), D (Dideron), M (Marcus), EA (El
Amar), Rec (Recombinant), T (Turkey) ve W (Winona)
(Garcia ve ark., 2014). Son olarak An (Ancestor
Marcus), yeni bir irk olarak onerilmistir (Palmisano ve
ark., 2012; Garcia ve ark., 2014). PPV-D ve PPV-M
epidemiyolojik olarak ilk tanimlanan (Kerlan ve Dunez,
1979) iki yaygin gruptur. PPV-M, Giiney, Dogu ve
Orta Avrupada olduk¢a yaygindir (Myrta ve ark.,
2001). PPV-M ilk olarak Yunanistan'da seftaliden izole
edilmistir. Seftalide yaygin oldugu gibi kayisi ve erik
agaglar1 da yaygin konukgusudur. Bir ¢ok iilkede PPV-
D wrki rapor edilmistir (James ve ark., 2013). PPV-D,
Avrupa’dan sonra Kuzey Amerika (Levy ve ark., 2000),
Giliney Amerika (Roy ve Smith, 1994) ve Japonya’da
(Maejima ve ark., 2011) rapor edilmistir. PPV-Rec,
PPV-D ve M’den sonra en yaygin ik olup, Orta ve
Dogu Avrupa'da yayilmig (Glasa ve ark., 2004);
Tiirkiye'de (Candresse ve ark., 2007; Giircan ve Ceylan,
2016b) ve Kanada’da (Thompson ve ark., 2001) tespit
edilmistir. PPV-An Arnavutluk’ta (Palmisano ve ark.,
2012); PPV-C, Moldova’da (Kalashyan ve ark., 1994)
ve Giiney Italya'da (Crescenzi ve ark., 1997); PPV-CR,
Rusya'da (Glasa ve ark., 2013); PPV-EA, Misir'da
kayis1 agaclarinda (Wetzel ve ark., 1991) rapor
edilmistir. PPV-T, Tiirkiye (Ulubas Serce ve ark.,
2009); PPV-W, Kanada (James ve ark., 2003) ve
Avrupa’da (Glasa ve ark., 2011) rapor edilmistir.

Tiirkiye’de PPV ilk olarak yaklasik yarim yiizyil
once Edirne'de erikte tespit edilmistir (Sahtiyanci, 1969;
Kur¢man, 1973). Sonraki yillarda, Adana, Aydin,
Ankara, Antalya, Aksaray, Edirne, Balikesir, Bilecik,
Bursa, Canakkale, Denizli, Eskisehir, Kayseri,
Kirklareli, Konya, Istanbul, Izmir, Izmit, Manisa,
Mersin, Sakarya, Samsun, Tekirdag ve Yalova illerinde
(Akbas ve ark., 2011; Candresse ve ark., 2007; Ceylan
ve ark., 2014; Celik ve Topkaya Kiitiik 2013; Citir ve
fIbag1, 2008; Deligdz ve ark., 2015; Elibiiyiik 2004;
Gilimiis ve ark., 2007; Giircan ve ark., 2016; Giircan ve
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Ceylan, 2016b; ilbagi ve Citir, 2014; ilbag1 ve ark.,
2008; 11bag1 ve Citir, 2014; Kog¢ ve Baloglu, 2006;
Ulubas Ser¢e ve ark.,, 2011) PPV tespit edilmistir.
Tiirkiye’de PPV birgok kez rapor edilmesine ragmen,
genelde serolojik test kullanilmasi, 1k belirlemeye
yonelik antikorlarin piyasada yeterince bulunmamasi ve
dizi analizi ¢aligmalarinin son yillara kadar miimkiin
olmamasi gibi nedenlerden dolay1 birgok bolgede PPV
irk1 ve genetik varyasyonlari rapor edilememistir. Son
yillarda yapilan niikleotid dizileme ¢aligmalari,
Tirkiye’de PPV-D, M ve T wklarinin yaygin oldugunu
gostermistir. Niikleotid dizilemeye dayali olarak PPV-M
izolati, Bursa, Aydin, Canakkale, Denizli, Isparta ve
Kayseri (Giircan ve Ceylan, 2016b) illeri kapama
bahgelerinde saptanmistir. Bu illerde bulunan M
izolatlarinin filogenetik agacta Avrupa M izolatlari ile
birlikte grup olusturdugu gorilmiistiir. Ayn1 zamanda,
Tirkiye’ye Ozgiin bir PPV-M gurubu ise, sadece
Istanbul’da bulunmustur (Giircan ve ark, 2016).
Tiirkiye’ye 6zgiin Istanbul-M 1rkimin 10 izolatinin tim
genomu dizilenmistir (Teber ve Giircan, 2016).
Dizilemeye dayali olarak PPV-D ki Tiirkiye’de;
Aksaray/Ortakdy ve yakin koylerinde, Ankara, Bursa,
Eskisehir, Istanbul, Konya ve Tekirdag illerinde rapor
edilmistir (Giircan ve Ceylan, 2016b). D izolatlarinin 6
adetinin tiim genomu dizilenmis, filogenetik agacta
Tiirkiye PPV-D izolatlarinin bir grup, diinyanin geri
kalan {ilkelerinin izolatlarinin ise, ayri bir grup
olusturdugu  gorilmistiir.  Sonuglar, Tirkiye D
izolatlarmin Avrupa D izolatlarindan farkli bir evrim
tarihine sahip olabilecegine isaret etmistir (Glircan ve
Ceylan, 2016a). Tiirkiye disinda sadece Arnavutluk’ta
rapor edilen (Palmisano ve ark., 2015) PPV-T irki,
Tiirkiye’de Ankara, izmir, Istanbul, Kayseri, Konya,
Tekirdag ve Samsun illerinde tespit edilmistir (Ulubas
Serge ve ark., 2009; Ulubas Serce ve ark., 2011; ilbag
ve Citir, 2014; Deligdz ve ark., 2015, Giircan ve Ceylan,
2016b). ). Son yillarda, Tirkiye T izolatlarmin 15
adetinin tim genomu dizilenmistir (Ulubas Serce ve
ark., 2009; Ceylan ve ark., 2015). PPV-Rec ise, Isparta
(Candresse ve ark., 2007) ve Bursa’da (Giircan ve
Ceylan, 2016b) rapor edilmistir.

Tiirkiye’de 6nemli bir seftali {iretim bolgesi olan
Bursa, ayn1 zamanda olduk¢a dnemli bir fidan iiretim
yeri ve Avrupa’dan gelen fidanlarin Tiirkiye iginde
dagitim merkezilerinden biridir. Bursa ili, Tiirkiye fidan
trafiginde ve dolayisiyla bitkisel materyal ile tasinan
meyve hastaliklarinin  Tiirkiye iginde yayilmasinda
o6nemli potansiyele sahiptir. Bursa’da PPV’nin mevcut
oldugu 2011 ve 2016 yillarinda yayinlanan ¢alismalarla
belirlenmistir. (Akbas ve ark., 2011; Gtircan ve Ceylan,
2016b). Bu c¢alismada farkli sehirlerde kapama
bahgelerde hastalik yapan PPV izolatlar1 ile Bursa
izolatlar1 arasindaki molekiiler benzerlik arastirilmus,
bdylece PPV’nin kapama bahgelere bulasma rotasi
belirlenmeye ¢aligiimistir.
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2. Materyal ve Yontem
2.1. Survey

Bursa ili ve civarinda kapama sert ¢ekirdekli meyve
bahgeleri, 2015 ve 2016 Mayis aylarinda PPV belirtileri
bakimindan incelenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 50
bahgede surveyler yapilmig ve PPV’nin yapraklarda
tipik belirtileri, saridan agik yesile degisen halka ve
lekeler, ¢izgi ve bantlar; meyvede deformasyon, halka
ve sigkinlik simptomlar1 arastirilmigtir. Survey yapilan
bolgenin Google Earth goriintiisti Sekil 1°de verilmistir.

Sekil 1. Orneklerin alindig1 bolgeleri gdsteren Google
Earth goriintiisii

Sekil 1. de kirmiz1 daire igine alinan {i¢ bélge PPV-
M ile bulasik alanlar1 géstermektedir. Sar1 daire PPV-D
ile bulasik Orneklerin toplandigi, mavi ise Orneklerin
negatif c¢iktigi iki bolgeyi gostermektedir. GPS
rakamlarinin yogunlugu ile pozitif 6rnek yogunlugu
orantili degildir. En ¢ok 6rnek Bursa Merkez ve Giirsu
civarindaki bahgelerden almmustir. Google Earth
genisletilip bu bolge odaklandiginda tiim O6rneklerin
alindig1 noktalar goriilebilmektedir.

2.2. Double Antibody Sandwich Indirect (DASI)-ELISA
Testi

Surveyler sirasinda toplanan yaprak ornekleri araba
tipi buzdolab1 iginde Kayseri’ye getirilmis ve
laboratuvarda Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma
Teskilat1 (European and Mediterranean Plant Protection
Organization (EPPO) protokoliine gére 1 gr yaprak, 20
ml ekstraksiyon ¢ozeltisi i¢inde homojenize edilmistir
(EPPO 2004). Ekstraksiyon ¢ozeltisi, Phosphate buffer
saline (PBS), % 2 Polyvinylpyrrolidone (PVP-10) ve
% 0.2 sodium diethyl dithiocarbamate (DIECA)
karigtirllarak  hazirlanmistir.  Homojenize  edilmis
ornekler -20 °C’de muhafaza edilmistir. DASI-ELISA,
PPV’ye 6zgii antikor 5B-IVIA kullanilarak yapilmistir.
DASI-ELISA  kitleri, Real, (Valencia, Ispanya)
sirketinden satin alinmig ve testler, iretici firmanin
talimatlarma ve EPPO protokoli (2004)ne gore
yapilmistir. Testler 96 kuyuluk ELISA pleytlerinde

yapilmis ve her ornek i¢in ikiser kuyu kullanilmistir.
Her ELISA pleytinde negatif, pozitif ve tampon kontrol
bulunmus ve okumalar, PowerWave 200 (BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA) spektrofotometrede
405 nm dalga boyunda, 30, 60 ve 90’ mc1 dakikalarda
olmak iizere tiger kez yapilmistir. Negatif kontroliin en
az 2 kati ve {izeri optik yogunluga (optical density; OD)
sahip drnekler pozitif olarak kabul edilmistir.

2.3.RT-PCR

Homojenize 6rneklerden alinan 300 pl ekstrakt RNA
izolasyonu icin kullanilmistir. Total RNA’lar Geneaid
marka ticari kit (Geneaid Biotech Ltd, Taiwan)
kullanilarak izole edilmistir. RNA miktar1 NanoDrop
2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA.
ABD) kullanilarak o6l¢iilmiistir. ¢cDNA’lar Moloney
Murine Leukemia Virus (M-MLV) ters transkriptaz
(Invitrogen, ON, Kanada) kullanarak iiretici firmanin
protokolii modifiye edilerek elde edilmistir. Ozetle, 1 pl
70 uM Oligo(dT)23 ve 1 ul 10 mM dNTP, 10 ul RNA
(ortalama 30 ng/ml RNA) ile karstirilip, 5 dakika
65°C'de tutulmug, daha sonra buzun iizerinde
sogutulmustur. Uzerine karisim B [4 ul 5X First-Strand
Buffer, 2 pl 0.1 M DTT ve 1 pul (200 U) M-MLV]
eklenmis ve 37 °C’de 50 dk, 70 °C 'de 15 dk
tutulmustur. PPV’ye 6zgiin iki primer ¢ifti kullanilarak
PCR yontemiyle cDNA c¢ogaltilmistir. Birinci primer
¢ifti PPV genomunda 2915 ve 3750 nt arasindaki 835
niikleotidlik bélgeyi ¢ogaltmakta olup (Numaralandirma
GenBank AJ243957 numarali izolata gore yapilmustir),
P3 genin 3’ bolgesini (580 nt), 6K1 geninin tamamini
(156 nt) ve CI geninin 100 nt 5° bolgesini igermektedir.
Bu bolge i¢in 5° primer PP3 ve 3° primer PCI primer
dizisi Glasa ve ark., (2002) tarafindan gelistirilmistir.
Ikinci bolge olarak ise PPV Genomunda 8727-9784 nt
arast (Numaralandirma GenBank emb/HF585104.1
numarali izolata gore yapilmistir) c¢ogaltilmistir. Bu
bolge PPV genomunun 3’ kilif proteini  (842nt)
bolgesini ve 3> UTR (215 nt)’sini igermektedir. Bu
bolge icin 5’ primer (5°-
CCAGCAACAACTCAGCCTGC-3") ve 3’ primer (5°-
CTCTTGCACAAGAACTAT-3’) Primer3 programi
kullanilarak gelistirilmistir.

PCR karisimi 25 pl toplam hacimde: 2.5 pl 10X Taq
Buffer, 25 mM MgCl,, 5 mM dNTP 0.5 pl Taq
polimeraz (5 U), 25 uM 5’ primer, 25 uM 3’ primer ve
2.5 pl cDNA igerecek sekilde hazirlanmis ve Thermal
Cycler cihazinda (T100 Termal Cycler (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, ABD) ¢ogaltim
gergeklestirilmistir. PCR programi 94 °C’de 3dk ve 35
dongii 94 °C’de 30 sn, 60 °C’de 1 dk, 72 °C’de 1,5 dk
ile son olarak 72 °C’de 15 dk son uzama olacak sekilde
ayarlanmistir. PCR {iriinlerinden 7°ser pl’si 0.5 pg/ml
oraninda ethidium bromid igeren % 2’lik agaroz jele
yiiklenmis ve 1X TBE tamponu iginde 100 V’ ta 3 saat
stire ile yiritilmistir. Sonuglar, DNA goriintiileme
cihazinda UV 1sik altinda gergeklestirilmistir. Kalan
PCR iriinleri niikleotid dizileme ¢aligmast igin
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kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
2.4, Dizi analizi

PCR  drlinleri o6nce ExoSap  uygulanarak
temizlenmistir. Bunun i¢in Exonuclease I’den 0,5 pl ve
Shrimp Alkaline Phosphatase enziminden 1 pl, 5 pl
PCR iirlinii ile karistirilip 37 °C’de 30 dk ve 80 °C’de
15 dakika inkube edilmistir. Pargalarin dizinlenmesinde
BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kiti
(Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD)
kullanilmistir.  Nanodrop (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE) ile konsantrasyonu belirlenen bir
onceki asamanin tiriiniinden 8 ng alinmus, 2 pl BigDye
reaksiyon karisimi, 2 pl Sequencing Buffer ve 1.2 pM
primer eklenmis, saf su ile 10 pl’ye tamamlanmistir.
PCR dongiisii olarak 95 °C’de 1 dk tutulmus ve 35
dongii ¢cogaltim asamasi (95°C’de 1 dk, 50 °C’de 15sn,

(Applied Biosystems) kullanilarak temizlenmistir.
Bunun i¢in 40 pul SAM soliisyonu ve 10 XTerminator
soliisyonu ile karistirilip 30 dk 2200 rpm’de tutulmus ve
sonra 1000 rpm’de 2 dakika ¢oktiiriildiikten sonra ABI
3500 DNA Analiz (Applied Biosystems) cihazina
yiiklenmigtir. DNA  dizileri  oncelikle  BioEdit
(http://Avww.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)

programi kullanilarak gorsellestirilmis ve hatali {iretilen
diziler ¢alismadan ¢ikarilmistir. Bu c¢aligmada 64
izolattan 116 parga dizi elde edilmis ve diziler
GenBank’a kaydedilmistir (Cizelge 1). Izolatlarin
isimlendirilmesinde 6nce sehir ismi kisaltmasi, sonra
meyve tiiri kisaltmasi, daha sonra ise GPS numarasi
kullanilmugtir.  Ornegin BrPcl0 isimli izolatta Br=
Bursa, Pc= Seftali (Peach), ve 10= GPS numarasini
gostermektedir (Cizelge 2). Referans olarak ilk basta
GenBank’ta bulunan tiim izolatlara ait P3-6K1 veya CP-
3’UTR bolgeleri indirilmis ve filogenetik agag

60 °C’de 4 dk) gerceklestirilmigstir. Sekans PCR’indan  olusturulmustur.
cikan driin ve BigDye Xterminator saflastirma Kkiti
Cizelge 1. Ornek bilgileri ve GenBank kayit numaralar1
GenBank Kayit No
Bahge No. Tiir Yer Strain P3-6K1 Kilif+3'UTR
1,4 Seftali Yalova/Subasi M KX423842-846 KX423897-901
6 Seftali Bursa/Samanli M KX423847-850 KX423902-905
10,12,13,14,15,16  Seftali = Bursa/Kumlukalan M KX423851-858 KX423906-915
17,18,19,20 Seftali Bursa/Giirsu M KX423859-862 KX423916-920
21,22,23,24,25 Seftali Bursa/Hasankoy M KX423863-869 KX423921-930
26,27 Seftali Bursa/Adakdy M KX423870-872 KX423931-935
28,29,31,32,33,34  Seftali Bursa/Serme M KX423873-881 KX423936-944
35,36 Erik Bursa/Sehitler D KX423882-889 KX423945-952
39 Seftali Bursa/Celtikli M - KX423953
40 Seftali Bursa/Yoloren M KX423890 KX423954
49,50 Seftali Bursa M KX423891-896 KX423955-957
Fakat 6zellikle PPV-D ve PPV-M irklart igin CP-3  GenBank’a kaydedilmis izolatlardir. Tim diziler
UTR bolgesi; PPV-T 1rk icin ise P3-6K1 bolgesi fazla  ncelikle BioEdit (http://www.ebi.ac.uk/
oldugunda, GenBank Ornek sayisi azaltilarak tekrar  Tools/msa/clustalw2/) programi kullanilarak
filogenetik aga¢ kurulmustur. Ornek sayisi azaltilirken  eslestirilmis, 664 bazlik konsensuslar iretilmistir.

PPV’de genetik ¢esitliligi temsil edecek, filogenetik
aga¢ lzerinde mesafeli dagilmig, farkli {ilkelerden
izolatlarin seg¢ilmesine dikkat edilmistir. PPV-an, PPV-
C, PPV-CR, PPV-EA, PPV-Rec, PPV-W wrklarindan
ise, bulunan tiim 6rnekler alinmistir. Son kertede bu
calisma kapsaminda sunulan filogenetik agaglarda 199
adet PPV izolatinin kayith P3-6K1 veya CP-3’UTR
Bursa dizileri ile birlikte c¢alistlmistir. GenBank
izolatlarinin kayit numaralar Cizelge 2.” de verilmistir.
GenBank Izolatlarindan 100 adeti daha ©6nce
Tirkiye’den rapor edilenler olup, bunlarin 37 adeti
Tirkiye’ D izolati, 25 adeti Avrupa PPV-M izolat1, 21
adeti Istanbul-M izolati, ve 17 adeti PPV-T izolatidir.
Geriye kalan 99 6rnek ise farkli iilkelerden rapor edilen
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Konsensus parcalar Mega 6 (Tamura ve ark., 2013)
1000 Bootstrap degeri segilerek Neighbour-joining (NJ)
filogenetik agaci elde edilmistir. Maximum Likelihood,
Minimum Evolution, UPGMA ve Maximum Parsimony
agaclar1 da tiretilmis, fakat Neighbour-joining agacindan
farkli bir aga¢ elde edilmedigi i¢in Neighbour-joining
filogenetik agaci goriintiisii esas alinmistir.  Gruplar
arasi tahmini evrimsel benzerlik ve raksaklik
(Estimates of average evolutionary similarity and
divergence) ve grup icin genetik varyasyon degerleri
(the intragroup genetic variability) Maximum
Composite Likelihood modeli (Tamura ve ark., 2004)
kullanilarak Mega 6 programinda hesaplanmustir.
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Cizelge 2. Filogenetik Analizlerde Kullanilan GenBank izolatlar1

GenBank No

Izolat Sehir/Ulke Irk Konukgu* P3-6K1 CP+3'UTR

AL11pl Arnavutluk An P. domestica HF674399 HF674399
BY101 Belarus C P. hybrid cultivar L2 HQ840517 HQ840517
BY181 Belarus C P. hybrid cultivar OWP-6 HQ840518 HQ840518
SoC Bugdan C - AY184478 AY184478
SwC Italya C - Y09851 Y09851

Volk143 Rusya C P. cerasus - KJ787006

RU-17sc Rusya CR Visne KC020124 KC020124

RU-18sc Rusya CR Visne KC020125 KC020125

RU-30sc Rusya CR Visne KC020126 KC020126
92011 Fransa D - AF357545 -
93080 Fransa D - AF357546 -
48-922 Kanada D P. persica - AY912058
48-922 Kanada D P. persica (Redhaven peach) AY912058 -

Akl Japonya D P. mume cv. Nanko - AB576045
Ak3 Japonya D P. mume AB576047 -
AkOrAp166 Aksaray/Tiirkiye D Kayisi KM410026 -
AkOrAp187 Aksaray/Tiirkiye D Kayisi KM410029 -
AkOrPI1284 Aksaray/Tiirkiye D Erik KM410027 -
AnCnApl4 Ankara/Tiirkiye D Kayisi KM409736 -
ANCnAp56 Ankara/Tirkiye D Kayisi KM410040 -
AnCnAp57 Ankara/Tirkiye D Kayisi KM410037 -
AnCnAp63 Ankara/Tiirkiye D Kayisi KM410038 -
AnCnAp64 Ankara/Tirkiye D Kayisi KM410039 -
AnCnPI10 Ankara/Tiirkiye D Erik KM409735 -

BIlI/2 Slovakya D P. domestica (plum) - GU461890
BrinPI241 Bursa/Tiirkiye D Erik KM410030 -
BrinPI243 Bursa/Tiirkiye D Erik KM410028 -
BrinPI244 Bursa/Tiirkiye D Erik KM410031 -
Cal23-1 Kanada D P. persica AY953267 -
Ca3 Kanada D P. persica AY953262 -

Cdn 12 Kanada D P. domestica - AY 953266
Cdn4 Kanada D P. persica - AY953263
Cdn5 Kanada D P. persica AY953264 AY953264
Cdnl Kanada D P. domestica AY953261 AY953261

Cdn7-2 Kanada D P. glandulosa AY953265 -

D Fransa D - - X16415
EsGrAp260 Eskisehir/Tiirkiye D Kayis1 KM410033 -
EsMrAp258 Eskisehir/Tiirkiye D Kayisi KM410034 -
EsMrAp259 Eskisehir/Tirkiye D Kayisi KM410041 -

Fantasia Kanada D P. persica var. nectarina - AY 912056

Ha2 Japonya D P. mume AB576049 AB576049
Ha3 Japonya D P. mume AB576050 -
Ha4d Japonya D P. mume AB576051 AB576051
Hi2 Japonya D P. mume cv. Shirokaga - AB576053
ISUsAp219 Istanbul/Tiirkiye D Kayisi KM410032 -
iSAp34 Istanbul/Tiirkiye D Kayisi KT230757 KT827117
iSAp95 Istanbul/Tiirkiye D Kayisi KT230781 -
isPI1150 Ist nbul/Tiirkiye D Erik KT230806 KT827161
isPI174 Istanbul/Tiirkiye D Erik KT230810 KT827168
isP1192 Istanbul/Tiirkiye D Erik KT230816 KT827174
isPI215 Istanbul/Tiirkiye D Erik KT230824 KT827181
isP1237 Istanbul/Tiirkiye D Erik KT230828 KT827184
isP15 Istanbul/ iirkiye D Erik KT230749 KT827109
KnAnPI152 Konya/Tiirkiye D Erik KM410036 -
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Cizelge 2 (Devami). Filogenetik analizlerde kullanilan GenBank izolatlar

GenBank No
izolat Sehir/Ulke Irk Konukg¢u* P3-6K1 CP+3'UTR
KnMrAp152 Konya/Tiirkiye D Kayis1 KM410035 -
KnMrAp18 Konya/Tiirkiye D Kayis1 KM409733 -
KnMrAp33 Konya/Tiirkiye D Kayis1 KM409734 -
KnMrAp6 Konya/Tiirkiye D Kayis1 KM409731 -
KnMvAp335 Konya/Tiirkiye D Kayisi KM410043 -
KnMvAp336 Konya/Tiirkiye D Kayisi KM410044 -
KnMvAp343 Konya/Tiirkiye D Kayisi KM410042 -
Ok2 Japonya D P. mume AB576057 -
Oul Japonya D P. mume cv. Nanko - AB545926
Oul4 Japonya D P. mume cv. Kurenai - AB576068
Oul6 Japonya D P. mume - AB576070
Ou7 Japonya D P. mume AB576063 -
PENN2 ABD D P. domestica - AF401296
Penn3 ABD D Seftali - DQ465242
Pennd ABD D - EF611248 -
Pennd ABD D Seftali - DQ465243
Penn7 ABD D Seftali - EF640935
Penn9 ABD D Seftali - EF640937
SK-272pe Slovakya D P. persica - HF585098
TkCoApl16 Tekirdag/Tiirkiye D Kayisi KM409738 -
TkCoAp19 Tekirdag/Tiirkiye D Kayisi KM409744 -
TkCoPI15 Tekirdag/Tiirkiye D Erik KM409737 -
TkMtApl Tekirdag/Tiirkiye D Kayisi KM409745 -
TkMtAp2 Tekirdag/Tiirkiye D Kayist KM409746 -
Vulcan Kanada D P. persica - AY912057
ElAmar - EA - AM157175 AM157175
ElAmar Misir EA P. armeniaca - DQ431465
91003 - M - AF357548 -
91006 - M - AF357549 -
94061 - M - AF357547 -
AyMcAp191 Aydm/Tiirkiye M Kayisi KM409962 -
AyMcAp192 Aydm/Tiirkiye M Kayisi KM409963 -
AyYpAp199 Aydm/Tiirkiye M Kayisi KM409966 -
AyYpAp200 Aydin/Tiirkiye M Kayist KM409967 -
AyYpAp201 Aydin/Tiirkiye M Kayist KM409960 -
AyYpAp202 Aydin/Tiirkiye M Kayist KM409964 -
AyYpAp203 Aydin/Tiirkiye M Kayist KM409959 -
AyYpAp204 Aydin/Tiirkiye M Kayist KM409961 -
BG1 Bulgaristan M Erik EF626559 -
BG2 Bulgaristan M Seftali EF626560 -
BG3 Bulgaristan M Seftali EF626561 -
BG4 Bulgaristan M Seftali EF626562 -
BG5 Bulgaristan M Seftali EF626563 -
BG6 Bulgaristan M - EF626564 -
CnKIPc26 Canakkale/Tiirkiye M Seftali KM409952 -
CnKIPc264 Canakkale/Tiirkiye M Seftali KM409954 -
CnKIPc265 Canakkale/Tiirkiye M Seftali KM409948 -
CnKIPc27 Canakkale/Tiirkiye M Seftali KM409953 -
CnKLPc28 Canakkale/Tiirkiye M Seftali KM409950 -
Cy1l Kibris M - EF626584 -
CY2 Kibris M - EF626585 -
Cz1 Cek Cumbhuriyeti M Kayis1 EF626566 -
Cz2 Cek Cumhuriyeti M Seftali EF626565 -
DnKoAp189 Denizli/Tiirkiye M Kayis1 KM409955 -
DnKoAp190 Denizli/Tiirkiye M Kayis1 KM409956 -
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Cizelge 2 (Devamu). Filogenetik analizlerde kullanilan GenBank izolatlar1

GenBank No

izolat Sehir/Ulke Irk Konukgu* P3-6K1 CP+3UTR

FR3 Fransa M Seftali EF626568 -

FR4 Fransa M Seftali EF626569 -
GR0019 Yunanistan M - FM955843 FM955843

GR1 Yunanistan M - EF626580 -

GR2 Yunanistan M - EF626578 -

GR3 Yunanistan M Kayist EF626579 -
IpMrPc168 Istanbul/Tiirkiye M Seftali KM409946 -
IpMrPc169 Isparta/Trkiye M Seftali KM409951 -
IpMrPc170 Isparta/Trkiye M Seftali KM409949 -
IpMrPcl71 Isparta/Trkiye M Seftali KM409968 -

IpMrPc40 Istanbul/Tiirkiye M Seftali KM409947 -
IpMrPc42 Isparta/Tiirkiye M Seftali KM409969 -
IsInAp246 Istanbul/Tiirkiye M Kayisi KM409957 -

IT1 Italya M Erik EF626581 -

IT2 Italya M Erik EF626582 -

IT3 Italya M Seftali EF626583 -
iSAp140 [stanbul/Tiirkiye M Kayis1 KT230800 KT827155
iSAp156 [stanbul/Tiirkiye M Kayis1 KT230808 KT827163
iSAp165 Istanbul/Tiirkiye M Kayisi - KT827165

iSAp97 Istanbul/Tiirkiye M Kayisi - KT827139
isP1109 Istanbul/Tiirkiye M Erik - KT827144
isPI1129 Istanbul/Tiirkiye M Erik KT230793 -
isPI1130 Istanbul/Tiirkiye M Erik KT230794 KT827150
isPI141 Istanbul/Tiirkiye M Erik KT230801 -
isPI152 [stanbul/Tiirkiye M Erik KT230807 -
isP1189 Istanbul/Tiirkiye M Erik KT230815 -
isP1195 Istanbul/Tiirkiye M Erik - KT827175
isP1199 Istanbul/Tiirkiye M Erik KT230818 KT827176
isPI2 Istanbul/Tiirkiye M Erik KT230748 KT827108
isP1201 Istanbul/Tiirkiye M Erik KT230819 KT827177
isP129 Istanbul/Tiirkiye M Erik - KT827114
isP132 Istanbul/Tiirkiye M Erik KT230756 KT827116
isP150 Istanbul/Tiirkiye M Erik KT230761 -
isPI54 Istanbul/Tiirkiye M Erik KT230765 KT827124
isP160 Istanbul/Tiirkiye M Erik - KT827126
isP192 Istanbul/Tiirkiye M Erik KT230779 KT827136
isP198 Istanbul/Tiirkiye M Erik KT230784 -
KyYhPI2 Kayseri/Tiirkiye M Erik KM409958 -
KyYhPI3 Kayseri/Tiirkiye M Erik KM409965 -
KyYhPI5 Istanbul/Tiirkiye M Erik KM409945 -

PS Sirbistan ve Karadag M P. sp. AJ243957 AJ243957

RS1 Sirbistan ve Karadag M Seftali EF626570 -

RS2 Sirbistan ve Karadag M Erik EF626571 -

RS3 Sirbistan ve Karadag M Erik EF626572 -

RS4 Sirbistan ve Karadag M Kayisi EF626573 -

RS5 Sirbistan ve Karadag M Seftali EF626574 -

RS6 Sirbistan ve Karadag M Seftali EF626575 -

SK 68 Macaristan M - - M92280

SK1 Slovakya M Seftali EF626576 -

SK2 Slovakya M Seftali EF626577 -
VAR-2/531 Slovakya M P. persica HF585100 HF585100
VAR-2/551 Slovakya M P. persica HF585101 HF585101
VAR-2/B23 Slovakya M P. persica HF585104 -
VAR-2/M13 Slovakya M P. armeniaca HF585103 -
VAR-2/SE Slovakya M P. domestica HF585102 -
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Cizelge 2 (Devamu). Filogenetik analizlerde kullanilan GenBank izolatlar1

Izolat Sehir/Ulke Irk Konukgu* GenBank No
P3-6K1 CP+3'UTR
BOR-3 Slovakya Rec P. armeniaca JQ794501 AY028309
BULG Bulgaristan Rec P. domestica GU461889 GU461889
(plum)
Cdn08 Kanada Rec Plum rootstock HG964685 HG964685
cultivar
Cdn10 Kanada Rec Plum rootstock HG964686 -
cultivar
IsHkPc218 Istanbul/Tiirkiye Rec Seftali KM409970 -

Jic Polonya Rec P. domestica EU117116 EU117116
Kisl-1pl Rusya Rec P. domestica - KM273015
KRN-1 Slovakya Rec P. domestica AF450314 -
MYV-1 Slovakya Rec P. domestica AF450315 -

06 Sirbistan Rec P. persica (peach) GU474956 GU474956

Rec(K18) Ukrayna Rec P. cerasifera - KF472134
SK-514 Slovakya Rec P. armeniaca - LN614587
Valjevka Hirvatistan Rec P. domestica JX013532 JX013532
AbTk Tiirkiye T P. armeniaca - EU734794
Ap39 Tiirkiye T Kayisi EU734797 -
iSAp70 Istanbul/Tiirkiye T Kayisi KT230771 -
isSAp85 Istanbul/Tiirkiye T Kayisi KT230775 -
iSAp87 Istanbul/Tiirkiye T Kayisi KT230776 KT827134
isAp88 Istanbul/Tiirkiye T Kayist KT230777 -
iSAp89 Istanbul/Tiirkiye T Kayisi KT230778 KT827135
isAp93 Istanbul/Tiirkiye T Kayisi KT230780 KT827137
isPc75 Istanbul/Tiirkiye T Seftali KT230772 KT827131
isPI117 Istanbul/Tiirkiye T Erik KT230788 KT827146
isPI121 Istanbul/Tiirkiye T Erik KT230789 -
isPI122 Istanbul/Tiirkiye T Erik KT230790 -
isPI123 Istanbul/Tiirkiye T Erik KT230791 KT827147
isP165 Istanbul/Tiirkiye T Erik KT230769 KT827129
isP166 Istanbul/Tiirkiye T Erik KT230770 KT827130
isP176 Istanbul/Tiirkiye T Erik KT230773 -
PI45 Tirkiye T Erik EU734802 -
LV-141pl Letonya w Erik - HQ670746
LV-145bt Letonya w Erik HQ670748 HQ670748
UKR44189 Ukrayna w P. spinosa N596110 N596110
W3174 Kanada w P. domestica AY912055 AY912055
Winona Rusya W P. domestica - KC347608
*Konukgu ismi GenBank’da belirtildigi gibi verilmistir.
gbzlenmistir. Survey ¢alismasinda PPV belirtisi

3. Bulgular ve Tartisma

Bursa ili ve civarinda kapama bahgelerde PPV
enfeksiyonu incelenmis, 50 ticari bahgeden 102’1 seftali
ve 16 erik olmak iizere 118 6rnek toplanmistir. Bursa’da
beklendigi gibi seftali bahgelerinin yogun oldugu
goriilmiistiir. Survey gilizergahinda diger sert ¢ekirdekli
meyve tiirlerinden sadece erik tiirlinde kapama
bahgelere rastlanmig, kapama badem, kayisi, kiraz ve
visne bahgesi goriilmemistir. PPV  Dbelirtisi tasiyan
yapraklar {lizerinde lekeler, damar boyu renk acilmalari,
renkli halkalar olarak gézlenmistir. Ornek toplama
Mayis aymnda  gergeklestirildiginden  olgunlasmis
meyvelerde belirti gozleme imkani olmamistir. 118
ormmek DASI-ELISA ve RT-PCR yontemi ile test
edilmistir. Her 6rnek DASI-ELISA ile iki kez test
edilmis ortalama degerler alinmistir. Ortalama OD
degerleri 0.07 ile 2.835 arasinda degismistir. Pozitif
orneklerin OD degerinin 0.532 {izerinde oldugu

8

gosteren 55 Ornek ve belirti gdstermeyen 9 6rnek olmak
lizere toplamda 64 (% 54) 6rnek serolojik yontem
sonucunda da pozitif ¢ikmistir. 50 kapama bahgenin 32
(%64)’sinde pozitif 6rnek tespit edilmistir. 118 drnegin
tamami i¢in cDNA elde edilmis ve daha sonra bu cDNA
ornekleri iki primer ¢ifti ile ¢ogaltilmistir. Serolojik
yontem ile pozitif bulunan 64 6rnegin tamami igin iki
amplikon bolgesinden en az biri basarili olarak
cogaltilmis ve PPV varligit molekiiler yontem ile de
desteklenmistir.

RT-PCR ile cogaltilan amplikonlar dizilenmis,
toplamda 55 6rnegin P3-6K1 bolgesi, 61 ornegin CP-
3°’UTR bolgesi temiz olarak dizilenmistir. 55 adet P3-
6K1 bolgesi icin ilk sekans driinlerinin 5° ve 3’
bolgesindeki belirsiz niikleotidleri iceren ug¢ kisimlari
temizlendikten sonra 664 nt uzunlugunda temiz diziler
elde edilmistir. Dizisi elde edilen 644nt'lik bolgenin
551 bazlik kism1 P3 geninin 3’ bdlgesini igerirken, 153
bazlik kismi ise 6K1 geninin 5° bdlgesine denk
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gelmektedir. Altmis bir adet ham CP-3’UTR bolgesi
dizileri temizlendikten sonra 786 nt kismi kilif geni, ve
183 nt ise 3° UTR olmak iizere giivenilir 969 nt
uzunlugunda parca elde edilmistir. Temiz niikleotidler
GenBank’a kaydedilmis ve kayit numaralar1 Cizelge
1’de verilmistir. Erik bahgelerine survey gilizergahinda
fazla rastlanilmamis seftali bahgelerinin ise ¢ok yaygin
oldugu gozlenmistir. Bu nedenle daha fazla seftali
agact incelenmistir.

Ic Anadolu Ankara ve Kayseri sehir merkezlerinin
PPV ile yogun bulasik oldugu bilinmektedir. Elibiiyiik
(2004) Ankara il merkezinde yiiriittiigii calismada 935
ornegi taramig, 523’tniin (286 kayisi, 172 erik, 65
seftali) PPV ile bulagik oldugunu rapor etmistir.
Orneklerin % 88’inde (%71 kayisi, % 60 erik ve % 48
seftali) hastalik simptomlar1 gézlemlenmistir. Arastiric
diger bir ¢alismasinda Ankara’daki degisik semtlerden
129 seftali agacindan toplanan Orneklerden 59’unun
(% 45) bulasik oldugunu rapor etmistir (Elibiiyiik 2006).
Kayseri il merkezinde kayist Orneklerinin % 89
oraninda PPV ile enfekteli oldugu belirlenmistir (Ceylan
ve ark., 2014). Ankara ve Kayseri’ye ilaveten,
Aksaray’m Ortakoy ilgesi ve civar koyleri, Konya sehir
merkezinin ve Istanbul sehir merkezinin PPV ile
olduk¢a bulasik oldugu rapor edilmistir (Giircan ve
Ceylan, 2016b, Giircan ve ark., 2016). Yapilan bu
calisma ile Bursa ili ve civarindan ekonomik olarak
yogun seftali yetistiriciligin yapildig: bahgelerden alinan
orneklerin % 64 oraninda PPV-porzitif oldugu tespit
edilmistir. Bu degerler Bursa ilinin Ankara, Kayseri,
Konya ve Aksaray/Ortahisar bolgesi gibi PPV ile yogun
bulasik oldugunu gostermektedir.

Irk belirleme ve genetik varyasyon g¢aligmalari igin
her PPV 1irkina ait GenBank 6rnekleri indirilmig, Bursa
ornekleri ile analiz edilmis ve filogenetik agac
olusturulmustur. Tiim izolatlar wrklarina gére beklendigi
gibi gruplanmigtir. Her iki bdlgenin filogenetik agacinda
da Bursa izolatlar1 Avrupa PPV-M ve Tiirkiye PPV-D
wrklart ile gruplanmistir. P3-6K1 bolgesinde 43 Bursa
izolati, Avrupa GenBank M izolatlar1 ve daha 6nceki
calismalarda Tiirkiye meyve bahgelerinden toplanan M
izolatlar1 ile gruplagsmustir (Sekil 2). 8 izolat ise
GenBank ve Tirkiye PPV-D kayitlar1 ile grup
olusturmustur. CP+3’UTR bdlgesinde ise Bursa’nin 40
izolat1 (Bursa mi1) Avrupa M izolatlar1 ve Tirkiye’de
yayilan PPV-M izolatlar ile gruplasirken, ayni sekilde
Bursa’nin 8 izolat1 (Bursa m1) GenBank' ta kayitli PPV-
D izolatlarn ve Tirkiye D izolatlar1 ile grup
olusturmustur (Sekil 3). Sonug¢ itibariyle seftali
agaclarindan toplanan Orneklerin dizi benzerlik ve
filogenetik analiz sonucunda Avrupa M 1rkindan
olduklar1 belirlenmistir. Tiirkiye’deki erik, kayisi ve
seftali bahcelerindeki izolatlar ile Bursa izolatlarinin
filogenetik  karsilastirmasi,  aralarindaki  iligkiyi
belirlemek agisindan 6nemli olmustur. 2013 yilinda
rapor edilen bir ¢alismada dort ilin (Canakkale, Hatay,
Isparta illerinde seftali ve Kayseri ili Yahyali ilgesi

erik) ticari bahgelerinde belirlenen PPV izolatlarinin
Avrupa M wki oldugu ve bahge sahiplerinin fidan
kaynagi olarak Bursa ilini isaret ettikleri belirtilmistir
(Ceylan ve ark., 2013). Daha sonra yapilan bir
calismada Aydin, Denizli, Isparta illeri meyve bahgeleri
orneklerinin de Avrupa PPV-M ki olduklan
belirlenmistir  (Giircan ve Ceylan, 2016b). Bu
caligmalarda iiretilen P3-6K1 gen bolgesi dizileri Bursa
ornekleri ile birlikte analiz edildiginde, Bursa M
izolatlarinin, Tirkiye’de ekonomik bahgelerde bulunan
izolatlarla genetik olarak yakin oldugu ve filogenetik
agacta M wki grubu altinda  gruplandiklarn
goriilmektedir. Filogenetik analiz Bursa izolatlar1 ile
iilkenin geri kalan meyve bahgelerinden alinan izolatlar
arasindaki yakin iligskiyi gostermektir. PPV-M’ nin ilk
olarak Yunanistan'da seftaliden izole edildigi ve seftali
agaclarinda yaygim oldugu belirtilmistir (Levy ve ark.
2000). Tirkiye’de de PPV-M’nin genelde seftali ve erik
bahgelerinde bulunmasi bir tesadiiften ziyade Avrupa
PPV-M wrkinin seftali ve erik fidanlar1 yoluyla
Tiirkiye’de yayildigini isaret etmektedir.

Bursa PPV izolatlarinin dizileri GenBank' da kayitlt
PPVdizileri ile birlikte analiz edilmis, yeni katilan Bursa
Ornekleri ile berabar her bir ik grubunda genetik
varyason belirlenmistir. Toplamda 144 izolatin CP-
3’UTR Dbolgesi analiz edilmis ve toplam genetik
varyasyon % 7,1 bulunmustur. GenBank’da kayitl P3-
6K1 bolgesi daha fazla oldugu i¢in bu bdlgenin genetik
varyasyon analizinde toplamda 219 izolat kullanmilmis
ve toplam genetik varyasyon % 8,8 bulunmustur
(Cizelge 3). 8 adeti bu caligmada elde edilmek iizere
toplamda 15 onekten olusan Tirkiye D grubu, CP-
3’UTR bolgesinde % 1,6 varyasyon gostermistir. Yine
D wkinda, 8 adeti yine bu caligmada elde edilen
toplamda 45 adet P3-6K1 bolgesinde % 1,7 varyasyon
belirlenmistir. Tiirkiye’den katilan bu yeni 6rneklerle D
k1 grubu, PPV-W ve C’den sonra en yiiksek genetik
varyasyon gosteren grup olmustur. Diinyada D grubu
izolatlar1 bir¢ok iilkeden toplanmasina ragmen oldukca
disik varyasyon gOstermistir. Diger taraftan
Tiirkiye’ye has olan PPV-M Istanbul (15 &rnek) her iki
genomik bolge ic¢in Tirkiye Orneklerinin de iginde
bulundugu PPV-M (P3-6K1 bdlgesi i¢in 58 6rnek ve
CP-3’UTR bolgesi i¢in 108 6rnek) grubundan daha
diisiik varyasyon gostermistir. Bu ¢alismada elde edilen
ve GenBank ornekleri birlikte analiz edildiginde, PPV-
M gurubu Ornek sayisi en fazla olan grup olmasina
ragmen genetik varyasyon P3-6K1 boélgesi i¢in % 1,3 ve
CP-3"UTR bélgesi igin % 1,4 olarak hesaplanmustir.

Bursa’dan elde edilen 6rnekler ve GenBank kayitlar
birlikte analiz edilerek her iki bolge icin ik gruplar
arasi benzerlik ve iraksaklik (divergence) degerleri
belirlenmistir.
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Sekil 2. Bursa ve GenBank izolatlarinin P3-6K1 bolgesi NJ filogenetik analiz goriintiileri
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Sekil 3. Bursa ve GenBank izolatlarinin CP-3’UTR bdlgesi NJ filogenetik analiz goriintiileri
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P3-6K1 bolgesi icin PPV 1rk gruplar arasi benzerlik ve
wraksaklik (divergence) degerleri Cizelge 4’de ve CP-
3°UTR bélgesi igin ise Cizelge 5’de verilmistir. Istanbul
disinda Tiirkiye M izolatlart GenBank M izolatlart ile
tek grup olusturdugundan benzerlik ve 1raksaklik
hesaplamalarinda Istanbul M izolatlar1 ve tiim M
izolatlar1 iki ayr1 grup olarak almmistir. Tirkiye D
izolatlar1 ise filogenetik agacta kiiresel D izolatlarindan
farkl1 bir grup olusturdugundan her iki grubun benzerlik
ve 1raksaklik degerini gérmek amaciyla ayri1 gruplar
olarak degerlendirilmistir. Bdylece Istanbul M ve
Tirkiye D gruplarinin GenBank M ve D ornekleriyle
kiyaslama imkani saglanmistir. Tiirkiye D izolatlari,
kiiresel D izolatlar1 ile P3-6K1 bolgesinde % 97.8 ve
CP-3’UTR  bolgesinde ise % 98.2  benzerlik
gdstermektedir. Istanbul M izolatlar, Avrupa M izolat:
grubu ile P3-6K1 bolgesinde % 98 ve CP-3’UTR
bolgesinde 97.7 benzerlik gostermektedir. Tirkiye D
izolatlar1 ile kiiresel D izolatlarmin PPV-T 1rkina
benzerlikleri ¢ok yakin bulunmustur. Tirkiye D
izolatlari, PPV-T ile CP-3’UTR bolgesinde % 90.2
benzerlik gosterirken kiiresel D izolatlar1 ayn1 bdlge
icinPPV-T ile %90,4 benzerlik gostermistir. P3-6K1
bolgesinde ise ayni degerler yine ¢ok yakin olup sirasi
ile % 86.4 ve % 86.7°dir.

Bursa’nin Sehitler yerlesim yerinden 2 erik bahgesinden
toplanan 8 oOrnegin PPV-D ki ile bulasik oldugu
goriilmiistir. PPV-D diinyada en yaygin olan irktir

(Garcia ve Cambra, 2007). PPV' nin tespit edildigi
hemen her tilkede PPV-D 1rki rapor edilmistir (James ve
ark., 2013). Ancak, PPV-D 1rki ilging bir sekilde diinya
da en yaygin irk olmasina ragmen diger irklara nazaran
diisiik genetik varyasyon gostermektedir (James ve ark.,
2013). Fakat Tiirkiye’de yapilan PPV-D caligmalari bu
wkin diger iilkelerden farkli oldugunu ve Tiirkiye’de
PPV-D varyasyonunun diinya toplamindan daha ytiksek
oldugunu gostermektedir (Giircan ve Ceylan, 2016b).
PPV-D ilk olarak serolojik testler sonucunda Ankara’da
rapor edilmistir (Elibiiytik, 2004). Sonrasinda
molekiiler testler ile PPV-D Ankara yani sira Aksaray,
Bursa, Eskisehir, Istanbul, Konya ve Tekirdag’da tespit
edilmistir (Giircan ve Ceylan, 2016b). Bu izolatlarin
birgogunun P3-6K1 gen bdlgesi dizilenmis, aym
zamanda D izolatlarindan 6 adetinin tiim genom dizi
analizi  yapilmig, Tirkiye PPV-D izolatlarinin
filogenetik agacta bir grup, dinyanin geri kalan
tilkelerinin ise ayr1 bir grup olusturdugu gorilmiistiir
(Giircan ve Ceylan, 2016a). Bu ¢aligmada yapilan iki
filogenetik analizde de Bursa D izolatlar1 Tiirkiye D
izolatlarinin  yaninda konumlanmistir. Tirkiye D
grubunun en dis kisminda Istanbul D izolatlar1 yer
almistir. Bursa D izolatlar1 da eklendiginde de sonug
degismemis, Tiirkiye D izolatlari iizerine yapilan 6nceki
filogenetik ¢aligmalarda oldugu gibi (Giircan ve Ceylan,
2016ab) Tirkiye D izolatlar1 kiiresel D gurubundan
genetik olarak farkli ¢ikmustir.

Cizelge 3.PPV izolat gruplarinda grup i¢i evrimsel 1raksaklik degerleri

Kilif + 3'UTR PP3-6K1

Izolat Genetik Izolat Genetik
Irk Sayisi Diversity Irki Sayisi Diversity
PPV-An 1 n/c PPV-CR 3 0.006
PPV-D Kiiresel 22 0.006 PPV-D Kiiresel 15 0.007
PPV-CR 3 0.007 PPV-M Istanbul 15 0.009
PPV-Rec 9 0.009 PPV-T 15 0.012
PPV-M Istanbul 15 0.010 PPV-M** 108 0.014
PPV-T 9 0.011 PPV-C 4 0.014
PPV-M* 58 0.013 PPV-Rec 10 0.016
PPV-EA 2 0.015 PPV-D Tiirkiye 45 0.017
PPV-D Tiirkiye 15 0.016 PPV-W 3 0.040
PPV-C 5 0.022 PPV-EA 1 n/c
PPV-W 5 0.040
Toplam 144 0.071 Toplam 219 0.088

*5 GenBank 6rnegi ve 53 Adet Bursa drnegini icermektedir
** 36 GenBank ve 72 adet Tiirkiye 6rnegini icermektedir

Tirkiye’de iki M grubu bulunmaktadir. Biri
Avrupa’dan fidancilik yoluyla Tirkiye’ye yayildigi
varsayilan Avrupa PPV-M wrkidir. Digeri ise sadece
Istanbul’da kesfedilmis olan M irkimin bir alt grubu
sayllan PPV-M Istanbul gurubudur. Bu gruptan 10
izolatin tiim genomu dizilenmis ve Avrupa M
grubundan genetik olarak farkli oldugu rapor edilmistir
(Teber ve Giircan, 2016). PPV-M Istanbul grubunun
kokenine dair bir hipotez gelistirilmemistir. Avrupa
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PPV-M 1rki ise, Giiney, Dogu ve Orta Avrupa'da (Myrta
ve ark. 2001) oldukga yaygindir. Serolojik ve molekiiler
veriler Avrupa'da iki PPV-M alt grubunun (PPV-Ma ve
PPV-Mb) var olabilecegini isaret etmektedir (Myrta ve
ark., 2001, Dallot ve ark., 2011). Garcia ve ark., (2014)
PPV-M’nin giivenilir dizi analizleri ile Avrupa disinda
tespit edilmedigini belirtmislerdir. Aslinda serolojik
tanimlama ile PPV-M’nin Tirkiye’de ozellikle de
Ankara’da mevcut oldugu rapor edilmistir (Elibiytk,
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2004). Fakat
antikorlar

bu c¢aligmalarda PPV-M’ye
kullamlmistir.  PPV-M  ve  PPV-D
rekombinantt olan PPV-T’nin PPV-M’ye 0zgiin
antikorlara  reaksiyon  gdsterdigi  bilinmektedir.
Gergekten de giivenilir niikleotid dizilme ydntemi ile
yapilan bir ¢alismada Ankara sehir merkezinin farkli
semtlerinde tesadiifii olarak alinan 122 6rnek toplanmis
ve P3-6K1 gen bolgesi dizilenmis 115 6rnegin PPV-T
ve 7 Ornegin PPV-D oldugu gorillmiistir. Calisma
Ankara sehir merkezindeki agaglarda PPV-M wrkinin
degil PPV-T wrkinin oldugunu gostermistir (Giircan ve
Ceylan, 2016b). Tirkiye disinda sadece Arnavutluk’ta
rapor edilen (Palmisano ve ark. 2015) PPV-T ki
Tiirkiye’de Ankara, izmir, Istanbul, Kayseri, Konya,
Tekirdag ve Samsun illerinde tespit edilmistir (Ulubasg
Serce ve ark. 2009; Ulubas Serce ve ark. 2011; Ilbag ve

0zgiin

Catir, 2014; Deligdz ve ark. 2015, Giircan ve ark 2013b,
Giircan and Ceylan 2016b). Tirkiye T izolatinin ilk
genom dizilemesi Ulbas Serce ve ark. (2009) tarafindan
yapilmig, daha sonra 14 adetinin tim genomu
dizilenmis, farkli filogenetik guruplarin  oldugu
goriilmiistiir (Ceylan ve ark, 2015. Sonug itibariyle bu
calismada Bursa’da PPV-T wkinin belirlenmemis
olmasi, Tiirkiye’de ekonomik meyve bahgelerinde PPV-
M 1rki oldugu yaklagimini desteklemistir. Daha &nceki
arastirmamizda, Bursa’da bir adet izolatin PPV-Rec
oldugu rapor edilmis (Giircan ve Ceylan, 2016b) ise de
PPV-Rec izolatimin belirlendigi bolgeye tekrar
rastlanmamus, drneklerde PPV-Rec 1rki1 saptanmamustir.
Bu da Bursa ilinde PPV-Rec irkinin muhtemelen yaygin
olmadigina, yeni giris yaptigina isaret etmisgtir.

Cizelge 4. CP-3’UTR bdlgesi gruplar arasi evrimsel benzerlik ve iraksaklik degerleri

D-Tr DKr  M-ist M T CR W C Rec An EA
D-Tr 0982 0896 09 0.902 0.855 0.852 0.852 0.898 0.901 0.867
D-Kr 0.018 0.897 0.902 0.904 0.854 085 0.853 09 0.904 0.867
M-Ist 0.104 0.103 0.977 0.976 0.856 0.843 0.85 0.977 0.975 0.866
M 0.100 0.098 0.023 0.971 0.858 0.843 0.85 0975 0.972 0.869
T 0.098 0.096 0.024 0.029 086 0845 0.847 0977 0.98 0.872
CR 0.145 0.146  0.144 0.142 0.140 0.873 0.893 0.859 0.866 0.848
w 0.148 0.150 0.157 0.157 0.155 0.127 0.868 0.845 0.854 0.845
C 0.148 0.147 0150 0.150 0.153 0.107 0.132 0.85 0.854 0.818
Rec 0.102 0.100 0.023 0.025 0.023 0.141 0.155 0.150 0.978 0.875
An 0.099 0.096 0.025 0.028 0.020 0.134 0.146 0.146 0.022 0.874
EA 0.133 0.133 0134 0.131 0.128 0.152 0.155 0.182 0.125 0.126
Tr: Tiirkiye, Kr: Kiiresel, Ist: Istanbul

Cizelge 5. P3-3’UTR bolgesi gruplar arasi evrimsel benzerlik ve raksaklik degerleri

D-Tr D-Kr M-Ist M T CR w C Rec EA
D-Tr 0.978 0.871 0.874  0.864 0.739 0.7 0.707 0.968 0.714
D-Kr  0.022 0.875 0.876  0.867 0.726 0.7 0.701 0974 0.731
M-Ist 0129  0.125 0.98 0.973 0.739 0.691 0.691 0.875  0.727
M 0.126  0.124  0.020 0.971 0.739  0.69 0.691 0.876  0.729
T 0.136  0.133  0.027 0.029 0.727 0.691 0.681 0.872 0.72
CR 0.261  0.274 0.261 0.261 0.273 0.796  0.781 0.721  0.685
wW 0.300 0.300  0.309 0.310  0.309 0.204 0.757 0.691 0.689
Cc 0.293 0.299  0.309 0.309 0.319 0.219 0.243 0.696 0.677
Rec 0.032 0.026 0.125 0.124  0.128 0.279 0.309 0.304 0.731
EA 0.286  0.269  0.273 0.271  0.280 0.315 0.311 0.323 0.269

Tr: Tiirkiye, Kr: Kiiresel, Ist: Istanbul
4. Sonug

Sonug itibariyle, bu calismada Bursa’da ekonomik
olarak yetistiriciligin  yapildig1 seftali ve erik
bahgelerinde surveyler yapilmis, DASI-ELISA ve RT-
PCR yontemleri ile 6rnekler test edilmis, PPV-pozitif
alanlar belirlenmis ve niikleotid dizileme ¢alismalart ile
viriis rklar1 ve genetik varyasyonu c¢aligilmistir. Yapilan

calisma ile birka¢ Onemli sonu¢ ortaya konmustur.
Bunlardan biri Bursa ilindeki enfeksiyon seviyesinin
onceki caligmalara gore daha ayrintili olarak ortaya
konmasidir. ikinci olarak Tiirkiye’de daha onceki
caligmalarda PPV ile bulasik oldugu rapor edilen ticari
bahge izolatlar1 ile Tiirkiye’nin 6nemli fidan iiretim
merkezi olan Bursa ili izolatlarimin  iliskisi
belirlenmistir. ~ Ayrica  Tirkiye’de PPV wk
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epidemiyolojisi ve zengin genetik varyasyonu
destekleyen sonuglar elde edilmistir. Bursa ili
Tirkiye’de onemli bir seftali ireticisi bolge olmasinin
yanisira olduk¢a Onemli bir fidan iiretim merkezidir.
Fidanciliga uygun iklim kosullar1 ve gorece gelismis
tarimsal ticaret potansiyeli bu bolgede hem fidan
diretimini arttirmis hem de Avrupa’dan gelen fidanlarin
Tiirkiye iginde dagitim merkezi olmasini saglamistir.
Bursa ili fidan trafiginde ve dolayisiyla fidan ile
hastaliklarin ilke igerisinde taginmasinda Onemli bir
konumda bulunmaktadir.
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