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Anahtar kelimeler: Ozet. Prune dwarf virus (PDV), sert cekirdekli meyve adaclarinin &nemli viral patojenleri
Bursa, Bilecik, seftali, PDV, arasinda yer almaktadir. Bu calismada Tirkiye'nin dnemli seftali Gretiminin yapildigi Bursa ve
enfeksiyon Bilecik illerinde ilk kapsamli PDV enfeksiyonu arastinlmistir. 460 viral simptom stiphesi ile
toplanan seftali yapragi DAS-ELISA testine tabi tutulmus ve 19 6rnegin (%4.13) PDV ile
enfekteli oldugu tespit edilmistir. Yapilan RT-PCR calismalari sonucunda viriistin kilif protein
bdlgesine ait 862 bp uzunlugunda nikleotid dizileri elde edilmis, elde edilen diziler
GenBank'ta kayitl Tlrkiye ve diinya PDV referans izolatlari ile karsilastirilmistir. Yapilan BLASTn
analizi sonucunda PDV seftali Turkiye izolatlari, referans PDV sekans verileri ile nikleotid
dlzeyinde %87.77-97.56 arasinda benzerlik gostermistir. Nukleotid dizi bilgisi elde edilen
izolatlarin filogenetik analiz calismalari ile, diinya ve Turkiye izolatlar ile iliskisi belirlenmistir.
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arasinda herhangi bir filogenetik iliskinin olmadigini géstermistir. Calisma sonucunda ilk kez
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Ulkemizde seftali PDV izolatlarinin kilif protein bélgesine ait nikleotid dizileri elde edilmistir.

Distribution and Genetic diversity of Prune dwarf virus (PDV) in Peach Growing
Areas in Bursa and Bilecik Provinces

Keywords: Abstract. Prune dwarf virus (PDV) is one of the important viral pathogens of stone fruits. In

Bursa, Bilecik, peach, PDV, this study, PDV infection was investigated extensively for the first time in Bursa and Bilecik

infection provinces, which have large peach production areas of Turkey. Four hundred-sixty peach
leaves showing viral symptoms were subjected to DAS-ELISA test and 19 samples (%4.13)
were found to be infected with PDV. As a result of RT-PCR studies, 862 bp length nucleotide
sequences of the coat protein region of the virus genome were obtained and compared with
reference isolates in the GenBank. Sequence comparisons showed 87.77-97.56% nucleotide
identity. The genetic relationship was determined by phylogenetic analysis of Turkey and
world isolates of PDV. The results of the study showed that there was no phylogenetic
relationship between geographic origin and PDV isolates from different Prunus species. As a
result of this study, nucleotide sequences of the coat protein regions of PDV isolates from
peach were obtained for the first time in our country.
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Celik ve Ertung, Bursa ve Bilecik illeri Seftali Yetistiriciligi Yapilan Alanlarda Prune dwarf virus (PDV) Yayginhgi ve Genetik Cesitliligi

GIRIS

Seftali (Prunus persica L) Rosales takiminin Rosaceae familyasinda bulunan, Prunus cinsi icerisinde ve
Anavatani Cin olarak kabul edilen sert ¢ekirdekli bir meyve turidir (Se¢men ve ark., 2018). Seftali meyvesi A ve C
vitaminleri bakimindan zengin bir meyve olup lif bakimindan besin degeri oldukga yuiksektir (Manzoor ve ark.,
2012). Dinyanin 80'den fazla tlkesinde yetistiriciligi yapilan seftalinin en dnemli tireticisi olan Cin'i, Ispanya, italya,
Yunanistan, ABD ve Tirkiye sirasiyla takip etmektedir (lkinci ve Bolat, 2018). Ulkemiz sahip oldugu jeopolitik
konumu ve iklim cesitliligi sayesinde pek cok meyve sebze tiriinin tariminin yapilabildigi nadir Glkeler arasinda
yer almaktadir. TUIK (2018) verilerine gére Tirkiye'de yaklasik 384.476 da alanda 667.982 ton seftali Gretimi
yapilmakta, Bursa, Canakkale, Izmir, Denizli ve Mersin iiretimde ilk 5 il olarak én plana cikmaktadir.

Cesitli taksonomik gruplara ait 30'dan fazla virlisiin Prunus turlerini enfekte ettigi rapor edilmis, bu virtsler
arasinda yaygin olarak gorulen Prune dwarf virus (PDV)'nin, ciddi verim ve kalite kayiplarina yol acabilen yiiksek
ekonomik éneme sahip bir hastalik etmeni oldugu bildirilmistir (Nemeth ve ark., 1986). PDV'nin genellikle Prunus
necrotic ringspot virus (PNRSV) ve Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) ile karisik enfeksiyon halinde oldugu
gorilmustir (Myrta ve Savino, 2008; Cevik ve ark., 2011). PDV, llarvirus genusu igerisinde yer alan Bromoviridae
familyasinin bir Gyesi olup 3 parcali, tek sarmal yapida ve pozitif duyarliiga sahip bir RNA virlistidur (Hadidi ve
ark., 2011). RNA1 ve RNA2 segmentleri replikazdan sorumlu proteinleri kodlarken, kilif ve hareket proteinleri RNA3
segmenti tarafindan sentezlenmektedir (Pallas ve ark., 2012).

PDV'nin konukcu bitkide olusturdugu simptomlar iklim kosullarina, izolat ¢esidine ve konukgu tlriine bagli
olarak gesitlilik gdstermektedir (Nemeth ve ark., 1986). PDV ile enfekteli bitkiler sergiledigi simptomlar genellikle
kuglk ve ice kivrilmis yapraklar, kisalmis internodlar ve yapraklarinin tizerinde klorotik lekeler seklindedir (Sutic ve
ark., 1999). Virtsun yeni alanlara yayilmasi enfekteli bitki materyalleri ve tohum-polen kaynakli tasinma seklinde
gerceklesmektedir (Mink, 1993).

PDV'nin genetik cesitliliginin belirlenmesi (zerine yapilan ¢alismalarin blyik ¢odunlugunda virtsin kilif
proteini (Vaskova ve ark., 2000; Youssef ve ark., 2002; Ulubas Serce ve ark., 2009; Oztiirk ve Cevik, 2015) ve hareket
proteini (Predajiia ve ark, 2017) bolgeleri esas alinmaktadir. PDV varliginin tespitinde yonelik yuritilen
calismalarda Akdeniz Ulkelerindeki enfeksiyon oraninin %67.2-80 arasinda degistigi bildirilmistir (Myrta ve Savino,
2008). Sirbistan’da yapilan bir calismada ise bu oranin %37.6 oldugu tespit edilmistir (Mandic ve ark., 2007).
Vaskova ve ark., (2000) farkli sert cekirdekli konukculardan izole edilen 11 PDV izolatinin kilif protein gen
bdlgesinin oldukga korunan bir bdlge oldugunu bildirmis ve yapilan filogenetik ¢alismalar sonucunda cografik
orijin, konukcu ve izolatlar arasinda herhangi bir 6zellesme belirlenmemistir. 32 PDV izolati ile yapilan analizlerde
kilif protein bdlgesinin referans izolatlar ile ylksek oranda (%86-96) benzerlik gdsterdigi belirlenmis olup,
olusturulan filogenetik agacta 4 farkli grup gozlenmistir (Boulila, 2010). Tirkiye'de yapilan calismalarda enfeksiyon
oraninin bolgelere gore %5-55 arasinda degistigi gorilmistir (Caglayan-Yildizgordi ve Hurigil, 1996; Glimus ve
ark., 2007; Cevik ve ark., 2011; Oztiirk ve Cevik, 2015). Dokuz kayisi ve bir kiraz izolati dizilenerek elde edilen
filogenetik agacta izolatlar 4 farkl grupta toplanmistir (Ulubas Serce ve ark., 2009). Oztirk ve Cevik (2015)
tarafindan Turkiye'nin goller yoresinde PDV izolatlarinin yayginligi ve genetik cesitliligi belirlemek amaciyla
toplanan 521 kiraz numunesinin 316's1 PDV tespit edilirken (%60.27) yapilan filogenetik calismalar sonucunda 3
ana grup altinda alt gruplarin varhigina deginilmistir.

Bu calismada Tirkiye'de seftali Gretimi ile 6n plana ¢ikan bir bolgede PDV varliginin tespiti agisindan surveyler
yapilmis, virls varligi DAS-ELISA ve RT-PCR ile testlenmistir. Survey bolgesini temsil edecek 6zellikte ve sayida
izolata ait niikleotid dizisi belirlenerek farkli konukgu ve cografyadan referans izolatlar ile kiyaslanmistir.

MATERYAL VE METOT

Arazi Surveyleri ve Bitki Materyali

Arazi surveyleri 2016-2018 yillari arasinda Bursa ve Bilecik illerinin 12 farkli bolgesinde gerceklestirilmistir.
Survey kapsaminda virls supheli simptomlar sergileyen 460 seftali yapragi toplanmis ve -20 °C derin dondurucuda
muhafaza edilmistir.

DAS-ELISA

Toplanan bitki materyali Clark ve Adams (1977)'e gore DAS-ELISA testine tabi tutulmustur. Test PDV'e karsi
antiserum iceren ticari ELISA kiti (Loewe, Germany) kullanilarak ilgili firmanin talimatlari dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Test sonucunda plakalarda meydana gelen renk degisimleri gézlenmis, ayrica sonuclar 405
nm dalga boyunda ELISA okuyucuda &l¢tlmdistr.
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Toplam RNA Eldesi ve cDNA Sentezi

DAS-ELISA sonuglarina gore pozitif oldugu belirlenen 6rneklerden total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
NucleoZOL (Macherey Nagel, Germany) ve minér modifikasyonlar uygulanarak optimize edilmis CTAB temelli bir
RNA izolasyon yontemi (Li ve ark., 2008) olmak Uzere iki farkli metot toplam RNA eldesi icin kullanilmistir. 100 ng
uL? son konsantrasyona ayarlanan toplam RNA, RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific™,
USA) kullanilarak ilgili firmanin talimatlari cercevesinde cDNA sentezine alinmistir. Elde edilen total ¢cDNA
kullanilincaya kadar -20 °C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

RT-PCR

PDV'nin kilif protein bolgesi Gizerinde yaklasik 862 bp uzunlugundaki bir bolge, iki asamali RT-PCR metodu ile
cogaltilmistir. PCR reaksiyonun daha 6nce Vaskova ve ark. (2000) tarafindan tanimlanan kosullara gore
gerceklestirilmistirRT-PCR, 2 pupL Total <¢DNA (100 ng pL?), 15 pL her bir primer (F:
GTGTAGAAAGAAGAGAAGCCGACAAG. R: ATCTAGAAGCAGCATTTCCAACTACGA), 15 pL 2X PCR Master mix
(Ampligon, Denmark) ve 5 pL niikleaz icermeyen su kullanilarak 94 °C'de 2 dk, 94 °C'de 30 sn, 50 °C’de 30 sn, 70
°C'de 90 sn (40 dongu) ve 72 °C'de 10 dk kosullar altinda toplam 25 yL hacimde gerceklestirilmistir. PCR Urlnleri
%1.5'lik agaroz jelde 100 bp DNA ladder ile birlikte yuritilmistir. Elektroforez sonrasi ethidium bromide ile
boyanan amplikonlar bir G: BOX F3 jel goriintiileme sistemi (SynGene®, UK) altinda goriintilenmistir.

Dizileme ve Dizi Analizi

PCR sonucu pozitif oldugu belirlenen amplikonlar PDV kilif proteinine spesifik primer cifti ile dizi analizine
gonderilmistir. Her bir izolat icin elde edilen ham sekans verileri MEGA 6 programi ile diizenlenip islenerek, Cizelge
2'de yer alan diinyanin farkh bolgelerinden ve farkli konukcu 6zelligi gosteren PDV izolatlarina ait nikleotid ve
aminoasit dizileri ile consensus bloklari olusturulmustur. Calisma kapsaminda elde edilen izolatlar diinya Uizerinde
ve Turkiye'de yer alan farkli PDV izolatlari ile niikleotid dlizeyinde karsilastiriimistir. Filogenetik agaglar MEGA 6
programi ile Kimura 2-parameter algoritmasina gére 1000 tekrarli boostrap analizi ydntemiyle olusturulmustur
(Tamura ve ark., 2013).

BULGULAR VE TARTISMA

Arazi Surveyleri

Bursa ve Bilecik il sinirlari icerisinde yer alan seftali Gretim bdlgelerinden viral simptomlar sergileyen 460 adet
seftali yapragi toplanmistir. Survey alaninda goriilen simptom tablosu yapraklarda kivrilma, aga¢ gérinimiinde
genel bodurluk, yapraklarda klorotik halkalar ve mozaik lekeler seklinde gézlenmistir. Bazi agaclar bahsi gegen
simptomlarin sadece birini sergilerken, bazi agaclarda ise birden fazla simptom gérilmustar.

Serolojik Testler

Laboratuvara getirilen drneklerin bir kismi 1 hafta icerisinde DAS-ELISA testine tabi tutulmustur. Bir hafta
icerisinde ELISA testine alinan érnekler, teste kadar +4 °C'de muhafaza edilmistir. Orneklerin bir kismi ise daha
sonra DAS-ELISA testine alinmak lzere -20 °C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
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Sekil 1. DAS-ELISA sonuglarina gére PDV dagilimi.
Figure 1. PDV distribution according to DAS-ELISA results.
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Yapilan serolojik testler sonucunda 460 6rnegin 19'unda (%4.13) PDV tespit edilmistir. En ylksek PDV bulasiklik
orani Mustafakemalpasa ilcesinde %7.14 oraninda tespit edilmistir. Bu ilceyi sirasiyla Yildirnm ve Osmaneli ilceleri
takip etmektedir. Niliifer, Glrsu ve Mudanya toplanan érneklerin hicbirinde PDV enfeksiyonuna rastlanmamistir
(Sekil 1).

RT-PCR ve Sekans Analizi

Survey bolgesi ilcelerinden birer adet secilmek suretiyle toplamda 9 izolat kilif protein bolgesini ¢ogaltan
primer ciftli ile PCR reaksiyonuna alinmistir. PCR sonucunda 862 bp buyikliginde bant gorintileri elde edilmistir
(Sekil 2). PCR sonucunda pozitif bant veren Urtinler dizilenmek (izere gonderilmistir. Dizileme islemi sonucu gelen
datalar islenmis ve GenBank referans verileri ile karsilastiriimistir. Yapilan BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)
analizleri sonucunda elde edilen sekans verileri referans datalar ile niikleotid diizeyinde %87.77-97.56 arasinda
benzerlik gdstermistir.

1000 bp
862 bp

500 bp

Sekil 2. PDV izolatlari ile elde edilen 862 bp biyikliglindeki amplikonlar (M: Marker 1: Osmaneli, 2: Kestel, 3: Orhangazi, 4:
Mustafakemalpasa, 5: iznik, 6: Inegél, 7: Yenisehir, 8: Yildirm, 9: Osmangazi, K: Kontrol).

Figure 2. 862 bp amplicons obtained with PDV isolates (M: Marker 1: Osmaneli, 2: Kestel, 3: Orhangazi, 4: Mustafakemalpasa, 5:
iznik, 6: /negb'l, 7: Yenisehir, 8: Yildirum, 9: Osmangazi, K: Control).

Filogenetik Analiz

GenBank'ta yer alan Tirkiye'den ve diinyadan farkli konukcu ve cografi orijinden 44 PDV izolati segilmistir
(Cizelge 2). Calisma kapsaminda elde edilen 9 PDV izolatina ait sekans bilgisine ilave olarak, 5 farkli Prunus
tiriinden ve 13 farkl Ulkeden elde edilen 44 PDV izolati ile Kimura 2-parameter modeli ile 1000 boostrap
algoritmasi ile filogenetik analizler gergeklestirilmistir. Diinya izolatlari ile yapilan filogenetik analizler sonucunda
PDV izolatlarinin 2 ana gruba ayrildi§i ve ana gruplar icerisinde alt gruplarin varligi gérilmustir (Sekil 3). Birinci
ana grupta yer alan 20 izolatin 16 tanesi Tirkiye izolatlarindan olusmustur. Calisma kapsaminda dizilenen seftali
PDV izolatlari 1. ana grup igerisinde yer alirken Macaristan, Polonya, Cek Cumhuriyeti ve Slovakya'dan da izolatlar
bu ana grup igerisinde yer almistir. Toplamda 33 izolattan olusan 2. ana grup icerisinde Turkiye'den 10 izolat,
Bulgaristan’dan 4, Macaristan’dan 3, Slovakya'dan 1, Polonya'dan 4, Cek Cumhuriyeti'nden 4, Portekiz'den 2,
Avustralya’'dan 2 ve Belgika'dan 1 izolat yer almistir. Farkli Prunus konukgularindan ve farkli cografik orijinlerden
secilen PDV izolatlarinin filogenetik ayriminda, filogenetik agacg tizerinde meydana gelen ayrimlarda lokasyon ve
konukgu diizeyinde bir fark tespit edilmemistir.
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Cizelge 2. Filogenetik analizde kullanilan referans PDV izolatlar!.
Table 2. Reference PDV isolates used in phylogenetic analysis.

:ﬁ;:?:lé Orijin Konukgu f::ig:::; Orijin Konukgu
EF524266 Turkiye Kiraz MF078480 Slovakya Kiraz
KF718679 Turkiye Kiraz KU949330 Slovakya Kiraz
EF524273 Turkiye Visne AY554275 Macaristan Kiraz
KF718670 Turkiye Kiraz AY551441 Macaristan Visne
EF524267 Turkiye Kiraz AY554278 Macaristan Kiraz
KF718676 Turkiye Kiraz AY554274 Macaristan Visne
KF718669 Tirkiye Kiraz AY554277 Macaristan Kiraz
KF718668 Tirkiye Kiraz AF208742 Cek Cumbhuriyeti Seftali
EF524271 Tirkiye Visne KU215404 Cek Cumbhuriyeti Visne
EF524269 Tirkiye Visne AF208746 Cek Cumbhuriyeti Erik
EF524265 Tirkiye Visne AF208743 Cek Cumbhuriyeti Seftali
KF718667 Turkiye Kiraz MK369931 Cek Cumbhuriyeti Kiraz
EF524270 Turkiye Visne MK392156 Bulgaristan Kiraz
KF718678 Turkiye Kiraz MK139693 Bulgaristan Kiraz
KF718675 Turkiye Kiraz MK139685 Bulgaristan Kiraz
KF718664 Turkiye Kiraz MK139692 Bulgaristan Kiraz
EF524268 Turkiye Visne MK139689 Bulgaristan Kiraz
GU181400 Polonya Kiraz AY646838 Portekiz Badem
GU066794 Polonya Erik AY646841 Portekiz Badem
EU169999 Polonya Visne KY883331 Avustralya Kiraz
GU066790 Polonya Kiraz KY883330 Avustralya Kiraz
GU066798 Polonya Seftali MK834276 Belgika Kiraz
* 0
x L .
] n
u L] @ BursaBilecik seftali izolatlan
[ [

& Turkiye 1zolatlar
Bulgaristan 1zolatlar:
Cek cumhuriveti izolatlan

% DPolonya 1zolatlar

¥ Macaristan izolatlar

@ Slovakya izolatlan
Belgika 1zolatlar

-. Avustralya izolatlar

&  Portekiz izolatlan

.00“’
L 4

* * o o *

Sekil 3. Bursa seftali PDV izolatlarinin, diinyanin farkh cografik orijinlerinden ve farkli konukcularindan elde edilen izolatlar ile
filogenetik iliskisi (Filogenetik agag, Kimura 2-parameter modeli ile 1000 boostrap parametresi segilerek, Tirkiye ve diinya PDV
izolatlarinin kilif proteini bolgelerinden elde edilen sekans verileri ile MEGA 6 programinda NJ algoritmasi kullanilarak elde
edilmistir).

Figure 3. Phylogenetic relationship of Bursa PDV isolates with other PDV variants from different hosts and geographic origins
from the World (The tree was produced using the coat protein region sequences of Turkish and World PDV isolates with NJ
algorithm option of MEGA 6 and Kimura 2-parameter bootstrap analysis of 1000 replicates was performed).
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Ayrica Tirkiye'de daha dnce bildirilen ve kirazdan izole edilen tiim PDV izolatlari ile ikinci bir filogenetik analiz
olusturulmustur. Tlrkiye PDV izolatlarinin degerlendirildigi bu analizde, izolatlarin iki ana grup altinda toplandigi
gorilmistir. Ayrica bu calisma kapsaminda seftaliden izole edilen PDV izolatlarinin ana grup 1 icerisinde yer aldigi
ve kendi aralarinda kiimelendigi gozlenmistir (Sekil 4). Turkiye PDV izolatlari ile olusturulan filogenetik adacta,
kirazdan elde edilen izolatlarin ana grup 2'i olusturdugu goértlmustar.

#1PDV2 -
#3-PDV2
$4PDV2
#$7-PDVR
#$961946 E11 E11+A-PDVF
®4-PDVR
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@ Turkiye seftali PDV izolatlar:

®3-PDVR

$961947 F11 F11+B_PDVF

$961948 G11 G11+CPDVF

@ PDATurkiyeKiraz (EF524267)

9 S108-Turkiye Kiraz (KF718670)
@ M Turkiye Kiraz (KF718669)
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@ PD10-Turkiye-Kiraz (EF524273)
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—
0.0100

Sekil 4. Turkiye PDV izolatlari ile olusturulan filogenetik agac (Filogenetik agac, Kimura 2-parameter modeli ile 1000 boostrap
parametresi secilerek, Tirkiye PDV izolatlarinin kilif proteini bolgelerinden elde edilen sekans verileri ile MEGA 6 programinda
Kimura 2- parametre modeli ile NJ algoritmasi kullanilarak 1000 boostrap tekrari ile elde edilmistir).

Figure 4. The phylogenetic tree generated using Turkish PDV isolates (The tree was produced using the coat protein region
sequences of Turkish PDV isolates with NJ algorithm option of MEGA 6 and Kimura 2-parameter bootstrap analysis of 1000
replicates was performed).

Bu calismada Turkiye'nin dnemli bir seftali Gretim bolgesi olan Bursa ve Bilecik illerinde seftali tarimi yapilan
alanlarda PDV enfeksiyonu arastinlmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda viral simptomlar sergileyen 460 seftali
DAS-ELISA yontemi ile test edilmis, serolojik ¢alismalar sonucunda 19 adet 6rnedin PDV ile enfekteli oldugu tespit
edilmistir. Kirazda PDV enfeksiyonunun belirlenmesi amaciyla dlkemizin Izmir yéresinde yapilan &énceki
calismalarda (Gumus ve ark., 2007) Bati Anadolu Bolgesi tarim alanlarinda virtsin varligi bildirilmistir. Ancak
Tirkiye'deki PDV tespit calismalari genellikle kiraz konukgusu lzerinde yuratilmuis (Gimds ve ark., 2007; Ulubas
ve ark., 2009; Cevik ve ark., 2011; Cevik ve Oztiirk, 2015) 6zellikle PDV'nin dnemli konukgular arasinda yer alan
seftali ve seftali Gretiminin 6n plana ¢iktigi bolgeler simdiye kadar PDV enfeksiyonu agisindan kapsamli bir sekilde
incelenmemistir. Bu calisma ile bdlge PDV enfeksiyonu agisindan detayli bir sekilde arastirilmis ve virlistin
bolgedeki varligr DAS-ELISA ve RT-PCR ydntemi ile tespit edilmistir. Sert ¢ekirdekli virlslerinin tespitinde 6nceki
calismalarda ELISA testi Glkemizde yaygin olarak kullaniimis (Ulubas ve ark., 2004; Gimdis ve ark., 2007; Ulubas ve
ark., 2009; Cevik ve ark., 2011; Cevik ve Oztiirk, 2015) ve bu calisma ile de hala viriislerin tespitinde basari ile
kullanilan bir tespit ydntemi oldugu goralmustar.

NucleoZOL (Macherey Nagel, Germany) ve CTAB temelli (Li ve ark., 2008) bir ydnteme mindr modifikasyonlarin
adapte edilmesiyle uygulandigi RNA izolasyon calismalarinda beklenen saflikta ve konsantrasyonda toplam RNA
basarili bir sekilde izole edilmistir. Li ve ark (2008)'de, fenolik bilesikler acisindan zengin olan bitkilerden toplam
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RNA eldesinde CTAB temelli yontemin basarili oldugu bildirilmistir. Arastirma sonucunda elde edilen sonuglar Li
ve ark. (2008) ile yliksek derecede 6rtiismektedir. Ayrica bu calismada her iki yontem ile izole edilen toplam RNA,
cDNA sentezinde kullaniimis ve PCR sonucunda PDV basarili bir sekilde tespit edilmistir. Arastirma sonucunda
toplam RNA izolasyonu igin kullanilan farkli yéntemler arasinda dnemli farklar gérilmemistir. Ancak islemin siresi
ve izolasyon esnasinda kompleks sarf malzemelerin azligi bakimindan NucleoZOL (Macherey Nagel, Germany)
daha pratik bulunmustur.

Bursa ve Bilecik illerinden izole edilen PDV izolatlari ile GenBank'ta kayitli referans izolatlar arasinda nikleotid
dizeyinde karsilastirmali calismalar yapilmistir. Isparta’da kirazdan elde edilen izolatlar kullanilarak GenBank
referans izolatlari ile yapilan karsilastirmali calismalarda %84-99 diizeyinde niikleotid benzerligi tespit edilmis,
virstin kilif protein bolgesinin nikleotid diizeyinde ¢ok fazla polimorfizm gostermedigi bildirilmistir (Cevik ve
Oztiirk, 2015). Ayrica Vaskova ve ark. (2000) virisiin kilif proteini bélgesinin oldukca korunakli bir bélge oldugu
yapilan calismalarda benzerlik oraninin %88 diizeyinde gerceklestigi tespit edilmistir. Misir PDV izolatlar ile
yapilan baska bir calismada ise bu oranin %97-98 seviyelerinde oldugu tespit edilmistir (Youssef ve ark., 2002).
Bulgaristan'da yurutulen bir calismada PDV izolatlarinin kilif protein boélgelerinin dizilenmesi sonucu elde edilen
nikleotid dizileri arasinda benzerlik orani %87-100 arasinda degiskenlik gostermistir (Kamenova ve ark., 2019).
Yapilan BLASTn analizlerinde Bursa ve Bilecik izolatlarinin niikleotid diizeyinde %87.77-97.56 dlzeyinde benzerlik
gosterdigi gortlmustir. Bu calisma sonucunda PDV izolatlarinin kihf protein bdlgesinin dizilenmesi sonucu elde
edilen nikleotid dizilerinin benzerlik oranlar literatlirde yer alan calismalarla yiksek derecede benzerlik
goOstermektedir.

Bursa ve Bilecik illerinden elde edilen PDV izolatlarinin kilif protein bdlgesine ait diziler ve dinyanin farkli
cografik orijin ve konukgularinin GenBank'a kayith PDV niikletotid dizileri (Cizelge 2) ile olusturulan filogenetik
agac (Sekil 3) incelendiginde; 3 ana gruba ayrildigi ve Turkiye PDV izolatlarinin biylk ¢cogunlugunun birinci grup
icerisinde ayri bir alt grupta kiimelendigi gorilmustir. Ayrica bu ¢alisma kapsaminda elde edilen Bursa ve Bilecik
PDV izolatlarinin tamami 1. ana grup igeresinde ayri bir alt grupta yer almistir. Kamenova ve ark. (2019) farkli
konukgu ve orijinlerden elde edilen PDV izolatlar kullanarak olusturdugu filogenetik agagta 3 ana grubun
varligindan séz etmistir. Oztiirk ve Cevik (2015) tarafindan Tirkiye kiraz PDV izolatlari ile olusturulan filogenetik
adacta 3 ana grubun yer aldigi ve bu ana gruplar igerisinde alt gruplarin varligi tespit edilmistir. PDV Turkiye kiraz
izolatlarinin blytk ¢ogunlugunun ayni ana gruplar icerisinde kiimelendigi sadece 1 izolatin digerlerinden farkli
bir grupta yer aldigi bildirilmistir. Tirkiye izolatlarinin ayni ana grup icerisinde yer almasi, bu calismanin Oztiirk ve
Cevik (2015) ve Kamenova ve ark. (2019) ile ylUksek derecede ortlistiglni gostermistir. Ayrica Ulubas-Serce ve
ark. (2009) ve Vaskova ve ark. (2000) ‘de cografik orijin ile farkli konukgular arasinda herhangi bir filogenetik
iliskinin olmadi@i bildirilmistir. Filogenetik analizler, farkli konukgu ve cografik orijinlerin filogenetik agacta anlamli
bir sekilde kiimelenmedigini gostermistir. Bu sonuclar, arastirma bulgularinin Vaskova ve ark. (2000), Ulubas-Serce
ve ark. (2009), Oztiirk ve Cevik (2015) ve Kamenova ve ark. (2019) ile értiistigiini gdstermektedir. GenBank'ta yer
alan Tirkiye kiraz PDV izolatlari ve bu calisma kapsaminda elde edilen seftali izolatlari ile olusturulan 2. bir
filogenetik agac, Tirkiye PDV izolatlarinin 2 ana gruba aynldigini gdstermistir (Sekil 4).

SONUC

Sonug olarak Tirkiye'nin 6nemli seftali Gretim illeri arasinda yer alan Bursa ve Bilecik illerinde seftali
yetistiriciligi yapilan alanlarda PDV enfeksiyonu arastirilmis, virlis serolojik ve molekiler yontemler ile tespit
edilmistir. DAS-ELISA sonuglarina gore Bursa ve Bilecik illerinden toplanan orneklerin %4.13'inde PDV tespit
edilmistir. Elde edildigi lokasyonlar farkli olan dokuz izolatin kilif protein bdlgesine ait nikleotid dizileri elde
edilmis ve referans PDV izolatlari ile benzerlik dereceleri belirlenmistir. Calisma kapsaminda niikleotid dizisi
belirlenen seftali PDV izolatlari ile diinyanin farkli cografik orijinleri ve farkli Prunus konukgulari dikkate alinarak
belirlenen referans izolatlar filogenetik analizlerde kullaniimistir. Olusturulan filogenetik agacta seftali PDV Turkiye
izolatlarinin ayni ana grup icerisinde kiimelendigi tespit edilmistir. Diinyadan cografik orijin ve konukgu farklilig
agisindan izolatlar arasinda herhangi bir filogenetik iliski gorilmemistir. Calisma kapsaminda Tiirkiye'de seftali
PDV izolatlarinin kilif protein bolgelerine ait ilk niikleotid dizileri elde edilmistir. Calisma ile elde edilen seftali PDV
izolatlarinin tim genom dizilimlerinin belirlenmesi 6nerilmektedir. Tim genom dizisinin belirlenmesi farkli
konukgularda farkli PDV varyantlarinin belirlenmesine katki sunacaktir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar catismasi bulunmamaktadir.
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YAZAR KATKISI

Galisma kapsamindaki tim arazi ve laboratuvar ¢alismalari yazarlar tarafindan birlikte yiritilmus olup, yazim
asamasindan yayin siirecine kadar olan her asama ortak alinan kararlar ¢ercevesinde sekillenmistir.
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