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Trakya Bolgesi’nde Sarka hastaliginin DASI-ELISA ve RT-
PCR yontemleri ile belirlenmesi

Kahraman GURCAN!?

ABSTRACT

Investigation of Sharka disease in Thrace region by DASI-ELISA and RT-
PCR

Sharka is an important disease of stone fruit causing loss of economic values of fruits. The
recent studies have unexpectedly showed that Plum pox virus (PPV) causing the Sharka
disease has a high genetic diversity in Turkey. Determination of PPV prevalence in Thrace
which is the first identified area will help to elucidate to understand roots of high genetic
variation and epidemiology of PPV in Turkey. In this study, a survey has been conducted to
detect PPV prevalence in 45 locations of Thrace region. Total of 1105 trees of stone fruits
have been investigated and 339 trees (30%) in 17 locations have been found to exhibit PPV
symptoms. DASI-ELISA and RT-PCR approaches were used to test 436 samples including
213 plums, 193 apricots and 30 peaches collected from 17 locations. At first, three primer
type [random hexamer, sequence specific and Oligo (dT)23] were examined and Oligo (dT)s
was found to be proper for cDNA construction to obtain expected PCR amplicons
successfully. Of the total, 351 samples (81%) were found to PPV infected as results of
serological and molecular testing. One hundred seventy-six plums (83%), 156 apricots (81%)
and 21 (70%) were identified as positive. Exhibiting symptoms on trees of almond and
cherries were not observed. The study shows the prevalence of the virus in Thrace region and
significant controlling plant material transfer from this region. Further studies on strain
determination of the virus and genome sequencing will elucidate to whether PPV dispersed
to the country from Thrace region.
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Trakya Bolgesi’nde Sarka hastaliginin DASI-ELISA ve RT-PCR yo6ntemleri ile belirlenmesi

0z

Sarka, sert cekirdekli meyve grubundaki meyvelerin ekonomik degerinin yok olmasina neden
olan 6nemli bir viriis hastaligidir. Son yillarda yapilan galigmalar ile Sarka hastaligina neden
olan Plum pox virus (PPV)’nin Tiirkiye’de beklenmedik sekilde zengin bir genetik varyasyon
gosterdigi ortaya konmustur. PPV’nin Tirkiye’de ilk defa tespit edildigi Trakya’'da
yaygmliginin belirlenmesi Tirkiye’deki yiiksek genetik varyasyonun kdkeninin ortaya
konmas1 ve Tiirkiye’de PPV epidemiyolojisinin anlasilmasi bakimindan 6nemli olacaktir. Bu
caligma kapsaminda Trakya bolgesinde 45 yerlesim yeri ev bahgeleri incelenmis, toplamda
1105 sert ¢ekirdekli meyve agacinda PPV belirtileri incelenmis, 17 yerlesim yerinde 339
(%30) agacta belirti tespit edilmistir. On yedi yerlesim bolgesinden 213 erik, 193 kayisi ve
30 seftali olmak tizere toplamda 436 6rnek ncelikle DASI-ELISA ve RT-PCR yontemleri
ile test edilmistir. Oncelikle basarili bir cDNA olusturmak igin ii¢ rutin primer ¢alisilmis
[random hekzamer, dizi 6zgiin ve Oligo (dT)2s], t¢ primer icinde Oligo (dT)2s primeri ile
kurulan cDNA kiitiiphanelerinin beklenen bantlar1 basari ile iirettigi belirlenmistir. Serolojik
ve molekiiler testler sonucunda toplamda 353 &rnekte (%81) viriisiin varligt belirlenmistir.
Yiiz yetmis alti erik (%83), 156 kayis1 (%81) ve 21 adet seftali (%70) 6rnegi pozitif
bulunmustur. Belirti gésteren badem, kiraz ve vigne agacina rastlanmamistir. Yapilan galisma
Trakya bolgesi PPV yaygiligini géstermekte olup bu bdlgeden sert ¢ekirdekli meyvelerden
bitki materyali transferine dikkat edilmesi gerektigini igaret etmektedir. Bu 6rnekler lizerine
yapilacak irk tayini ve genom dizileme ¢aligmalart, PPV nin Tiirkiye’ye Trakya bolgesinden
yayilip yayilmadig1 konusunda bilgi verecektir.

Anahtar kelimeler: Plum pox viriis, kayist, erik, seftali, sert ¢ekirdekli meyveler
GIRIS

Plum pox virus (PPV), Bulgarca ismi ile Sarka hastaligi, sert ¢ekirdekli meyvelerin
en 6nemli sorunu olarak kabul edilmektedir (Cambra et al. 2006). Hastalik meyve
verimini ve kalitesini yogun olarak diisiirmekte, meyvede pazarlanamaz seviyede
deformasyonlar olusturmaktadir. Kayisi, seftali, nektarin, ve erik basta olmak {izere
sert ¢ekirdeklilerin birgogu PPV’ye konukguluk etmektedir. Hastalik belirtileri,
yaprak Uzerindeki benek ve gizgiler, yaprakta kivrilma, ¢ekirdek iizerinde halkali

lekeler, meyve iizerindeki sekil bozukluklari, meyve seker miktarinda diisiis, tatta
bozulma, erken dokiilmeler seklinde gozlenir.

PPV ilk defa 1917 yilinda Bulgaristan’da gézlenmis ve viral bir hastalik oldugu
tanist 1932 yilinda ortaya konmustur (Atanassov 1932). 1980’lere dogru Avrupa’nin
biiyiik bir béliimiine yayilmus, Giircistan, Tiirkiye, Suriye, Urdiin, Iran’da rapor
edilmistir. 1970’lerden sonra Bati1 Avrupa’da (EPPO 2006) ve sonraki yillarda deniz
asin iilkelerde; Sili, 1992 (Herrera 1994); ABD, 1999 (Damsteegt et al. 2001);
Kanada, 2000 (Thompson et al. 2001); Cin, 2004 (EPPO 2006); Arjantin, 2005 (Dal
zotto et al. 2006); Japonya, 2009 (Maejima et al. 2011) rapor edilmistir. Hastaligin
uzun mesafede yayilmasi, bulasik fidan ve gozlerin bir bolgeden baska bir bolgeye
transferi ile gerceklesmektedir. Kisa mesafelerde yayilmasi ise yaprakbitleri
araciligiyla gerceklesmektedir. Yaprakbitlerinin ¢ok hizli ¢gogalmalarindan dolayi
kimyasal uygulamalarla kontroli etkin olamamakta ve boylece hastaligin
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yayillmasimi kesin olarak engellememektedir. Giintimiize kadar, 9 PPV straini
biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemler ile tanimlanmistir. Bunlar; An (Ancestor
Marcus), C (Cherry), CR (Cherry Russian), D (Dideron), M (Marcus), EA (El
Amar), Rec (Recombinant), T (Turkey) ve W (Winona)’dir. Diinyada en yaygin
olarak bulunan iki irk1 Dideron ve Marcus olarak belirlenmistir. PPV-D kuiresel
olarak yayilmistir. PPV-M ise molekiiler ¢alismalar sonucunda sadece Avrupa
(Garcia et al. 2014) ve Turkiye’de bulunmustur (Ceylan et al. 2013, Giircan and
Ceylan 2016b). Ayrica Tiirkiye’de sadece Istanbul’a 6zgiin bir M filogenetik grubu
mevcuttur (Gircan et al. 2016, Teber and Gircan 2016). PPV-An Arnavutluk
(Garcia et al. 2014)’ta, PPV-C ilk kez italya (Crescenzi et al. 1997)’da, Macaristan
ve Beyaz Rusya’da ve Hirvatistan’da rapor edilmistir. PPV El Amar (PPV-EA) Misir
(Wetzel et al. 1991)’da, PPV-W ilk olarak Kanada’da tanimlanmis (James et al.
2003) daha sonra Letonya, Ukrayna ve Rusya’da rapor edilmistir (Glasa et al. 2011,
Mavrodieva et al. 2013, Sheveleva et al. 2012). PPV CR Rusya’da Volga nehri
vadisinde kirazlarda (Glasa et al. 2013) ve Moskova’da visne agacglarinda rapor
edilmistir. Rekombinant irklardan PPV-T, Tiirkiye’de tespit edilmis (Ulubas Serce
et al. 2009) olup, Tiirkiye disinda Arnavutluk’ta da rapor edilmistir (Palmisano et al.
2015). PPV-Rec ise birgok Avrupa iilkesinde yaygindir (Garcia et al. 2014).

Tiirkiye’de Sarka hastaligi ilk kez 1960°larda Edirne’de rapor edilmistir (Sahtiyanci
1969). Sonraki yillarda yapilan ¢caligmalarda PPV Adana, Ankara, Antalya, Aksaray,
Edirne, Balikesir, Bilecik, Bursa, Canakkale, Kayseri, Konya, Izmir, Izmit, Manisa,
Mersin, Sakarya, Samsun, Tekirdag, Yalova (Akbas et al. 2011, Azeri 1994,
Candresse et al. 2007, Ceylan ve ark. 2014, Celik ve Topkaya Kiitiik 2013, Citir and
[lbag1 2008, Deligoz et al. 2015, Dunez 1986, Elibiiyiik ve Erdiller 1991, Elibiiyiik
2003, 2004, 2006, Erdiller 1988, Giimiis et al. 2007, Ilbag1 and Citir 2014, {lbag: et
al. 2008, Ko¢ and Baloglu 2006, Kur¢gman 1973, Ulubas Serge et al. 2011, Yiirektiirk
1984) illerinde tespit edilmistir. Son olarak PPV Aydin, Denizli, Eskisehir,
Istanbul’da rapor edilmistir (Ceylan et al. 2013, Giircan et al. 2013a,b).

PPV’yi tespit etmede biyolojik test, ELISA, PCR ve dizi analizi yaygin olarak
kullanilan yontemlerdir. Poliklonal 5B-IVI antikorunun gelistirilmesi PPV tespitinde
ELISA testini rutin kilmigtir (Cambra et al. 1994, Crescenzi et al. 1997, Myrta et al.
1998). Diger viriislerde oldugu gibi kilif geninin PCR ile ¢cogaltilmas1 PPV tespitinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Wetzel at al. 1991, Olmos et al. 1996, Candresse et
al. 1998). Kilif geni basta olmak iizere viral genlerin dizi analizi PPV tespitinde en
giivenilir yaklagim olmustur (Bousalem et al. 1994, Candresse et al. 1998). P3-6K1
bolgesinin PPV tespitinde kullanilmasi ilk defa Glasa et al. (2002) tarafindan
yapilmistir. P1 ve P3 gen bolgesi Potyvirus gurubunda en yogun varyasyon gosteren
bolgeler olup ilging olarak P3 geni Potyvirus icinde yer alan viriisin strainleri icin
ise oldukca korunmustur. Glasa, bu bdlgenin kilif geni yani sira PPV ¢alismalarinda
kullanilabilecegini belirtmis ve ileriki yillarda bu bolge bircok calismada
kullanilmistir (Glasa et al. 2004, 2005, Matic et al. 2006, Dallot et al. 2011, Gircan
et al. 2013a,b).
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Tiirkiye’de PPV nin epidemiyolojisini anlamak ve kontroliinde basarili olmak i¢in
yapilmas1 gereken calismalardan biri viriisiin yayilis rotasini belirlemektir. PPV ilk
defa Edirne’de daha sonra Ankara’da tespit edilmistir. Ankara sehir merkezinde
bircok caligma yapilmig ve olduk¢a bulagik oldugu rapor edilmistir. Viriis
Tiirkiye’de ayrica zengin genetik cesitlilik gdstermektedir (Giircan and Ceylan
2016b). Trakya bolgesinde birka¢ ¢alisma ile sinirli sayida pozitif drnek rapor
edilmis (Akbas et al. 2011, ilbag: et al. 2008, ilbagi and Citir 2014, Glrcan and
Ceylan 2016b), detayl bir survey yapilmamustir. Yayinlardan Trakya’da virusiin var
oldugu anlasilmakta olup yaygmligi ve genetik ¢esitliligi Uzerine bilgi sinirhdir.
Halbuki Trakya, 100 y1l 6nce PPV nin ilk kez bulundugu Bulgaristan’a sinir kapist
olup bu bdlgenin viristin Tirkiye’ye giris ve yayilisinda énemli rolu olabilir. Bu
calismada Trakya’da PPV’nin yaygmligi arastirilmistir. Bu bolgedeki PPV
orneklerinin  tim genom analizleri, Anadolu kentlerindeki virlis 1k ve
popiilasyonlari ile iliskilerinin ortaya konmasi1 Turkiye’de PPV epidemiyolojisinin
belirlenmesinde 6nemli olacaktir.

MATERYAL VE METOT

Survey

Trakya’da bulunan 45 yerlesim biriminde 2015 ve 2016 yillar1t mayis ayinda sert
¢ekirdekli meyve agaglarinda PPV belirtileri taranmistir. PPV nin yapraklarda tipik
belirtileri (saridan agik yesile degisen halka ve lekeler, ¢izgi ve bantlar; meyvede
deformasyon, halka ve siskinlik) arastirilmistir. Siirvey yapilan yerlesim birimleri
Cizelge 1’de listelenmistir. Trakya bdlgesinde siirvey yapilan alanlarda ticari
anlamda yetistiricilik yapilan sert ¢ekirdekli meyve bahgesine rastlanilmamis, ev
bahcelerinde ise sert ¢ekirdeklilerin yaygin oldugu goriilmiistiir. Ev bahgelerinde
523 adet kayisi, 454 adet erik, 164 adet seftali ve 39 adet kiraz/visne agaci
incelenmigtir. Hastalik belirtisi gosteren agaglardan yaprak Ornekleri toplanmuis,
araba tipi buzdolabi i¢inde Kayseri’ye getirilmistir. EPPO (2004) protokoliine uygun
olarak 1 g 6rnek yapragi, 20 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi icinde homojenize edilmis,
kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Ekstraksiyon c¢ozeltisi
Phosphate buffer saline (PBS) tabletlerden, %2 Polyvinylpyrrolidone (PVP-10) ve
%0,2 sodium diethyl dithiocarbamate (DIECA) ilave edilerek hazirlanmistir.

DASI-ELISA testi

Pozitif 6rnekleri belirlemek i¢in EPPO protokoliine (EPPO 2004) gore DASI-ELISA
testi kullanilmig, PPV’nin biitiin wrklar1 tanimlayan 5B-IVIA antikoru ile testler
yapilmigtir. DASI-ELISA sarflan kit olarak 1smarlanmis (Real, Spain) test firmanin
protokoliine gore yapilmistir. Okuma PowerWave 200 (BioTek Instruments,
Winooski, VT, USA) spektrofotometrede yapilmis olup, 405 nm dalga boyunda
negatif bitkilerin 2 kat1 ve iizeri absorbans degerine sahip 6rnekler pozitif olarak
tespit edilmistir. Her 96’lik tabak icin 3 enfekteli bitki pozitif ve 3 saglikli bitki
negatif kontrol olarak kullanilmstir.
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Komplementer DNA (cDNA) sentezi icin uygun primerin secilmesi ve
kiitiiphanelerin kurulmasi

RNA ckstraksiyon Geneaid marka ticari kit kullanilarak gergeklestirilmistir. EPPO
protokolinde RT-PCR yoOntemi olarak tek tip RT-PCR yontemi tarif edilmistir
(EPPO 2004). Bu yontem hizli ve az is giicii gerektirmektedir. Fakat ayn1 6rnekten
birgok bolge ¢ogaltilacagi durumda tek tlip yontemi pahali ve zaman alici
olmaktadir. Iki asamali RT-PCR yonteminde bir defa cDNA sentezlendikten sonra,
aynt cDNA oOrneginden bircok PCR yapilabilmektedir. Bu ¢alismada sentezlenen
CDNA kiitiiphaneler ileriki donemde tiim genom dizilemede de kullanilacagindan iki
agsamali RT-PCR yontemi avantajli olacaktir. Bu nedenle dncelikle cDNA sentezi
igin uygun primer arastirilmistir. Yaygin olarak kullanilan primerler ile 8 pozitif
ornek (3 kayisi, 3 erik ve 2 seftali) cDNA kiitiiphanesi sentezlenmistir. Tki evrensel
primer, [random hexamer (Katalog No: N8080127, Invitrogen, Kanada), ve Oligo
(dT)23 Anchored (Katalog No: 04387; Sigma, MO, ABD)] ve bir ¢ift PPV’ye 6zgiin
oligoniikleotid kullanilmistir. PPV 6zgun oligonikleotidler PPV genomunun 5’ ve
3 uglarindan tasarlanmigtir 5 primer = 5-
AAAATATAAAAACTCAACACAACA-3’ ve 3 primer = 5’-
GYCTCTTGCACAAGAACTATAACCYG-3’). Sentezlenen cDNA kutliphaneler
iki primer ¢ifti kullanilarak test edilmistir. PCR kosullar1 ve bilesenleri PCR ile PPV
amplifikasyonu bagliginin altinda verildigi gibidir.

Yapilan deneme sonucunda Oligo (dT).zile kurulan cDNA kuttiphanelerinin PCR’da
diger yontemlere gore iyi sonug¢ verdigi gorilmiistiir. Geriye kalan Trakya
orneklerinde cDNA kiitiiphaneleri Oligo (dT)zs kullanilarak olusturulmustur. cDNA
kitiphanede Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) Reverse Transcriptase
(Invitrogen, ON, Canada) enzimi kullanilmig ve {iretici firmanin prosediirii modifiye
edilerek takip edilmistir: 12 pl RNA (ortalama 30 ng/ul RNA), 1 ul of 70 uM Oligo
(dT)zzve 1 pl 10 mM dNTPs ile karigtirilmis, 65°C’de 5 dk tutulmus ve derhal buz
lizerine tasginmustir. Uzerine 4 ul 5X First-Strand Buffer, 2 pl 0,1 M DTT ve 1 pl
(200 U) M-MLYV eklenmis, 37°C’de 50 dk ve son olarak 70°C 15 dk tutularak RT
enzim inaktive edilmistir.

PCR ile PPV amplifikasyonu

cDNA kiitliphaneler PPV’ye 6zgiin iki primer ¢ifti kullanilarak c¢ogaltilmistir.
Birinci primer ¢ifti PPV genomunda 2915 ve 3750 nt arasindaki 835 niikleotidlik
bolgeyi cogaltmakta olup P3 genin 3’ bolgesini, 6K 1 geninin tamamini ve CI geninin
5’ bolgesini icermektedir. Bu bolge icin 5° primer PP3 ve 3’ primer PCI primer dizisi
Glasa et al. (2002) tarafindan gelistirilmistir. Tkinci bolge olarak ise PPV genomunda
8727-9784 (GenBank emb|HF585104.1 numarali kaydina goére) nt arasi
cogaltilmistir. Bu bolge PPV genomunun kilif proteini 3’ (842nt) ve 3> UTR (215
nt) icermektedir. Bu bélge icin 5” primer (5’-CCAGCAACAACTCAGCCTGC-37)
ve 3’ primer (5’- CTCTTGCACAAGAACTAT-3’) Primer3 programi kullanilarak
gelistirilmigtir.
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PCR 25 pl toplam hacimde hazirlanmigtir. 2,5 pl 10X Taq Buffer, 1 pul MgCl, (50
mM), 2,5 ul dNTPs (2 mM), 0,2 pl Taq polimeraz (5 U), 25 uM 5’ primer, 25 uM
3’ primer ve 2,5 pul ¢cDNA eklenmis, toplam hacim distile su ile 25 pl’ye
tamamlanmistir. PCR programi 94°C’de 3dk ve 35 dongii 94°C’de 30 dk, 60°C de 1
dk, 72°C’de 1 dk, son olarak da 72°C’de 7 dk son uzama olacak sekilde
ayarlanmistir. PCR iiriinleri %2°1ik agaroz jele yiiklenmis, 1X TBE tamponu i¢inde
100 V’ ta 3 saat siure ile yiiritilmiis, etidyum bromid uygulanmis ve DNA
goriintiileme cihazinda UV 151k altinda gergeklestirilmistir.

SONUCLAR

Survey

Toplamda 17 yerlesim yerinde 339 (%30) agagta belirti tespit edilmistir (Cizelge 1).
Blyuk Gerdeli, Cevizkdy, Corlu, Dambaslar, Edirne, Evrensekiz, Kandamus,
Kirklareli, Liileburgaz, Muratli, Pinarhisar, Sinankoy, Siiloglu, Taslikeban, Tozakli,
Yoriikler ve Yertbekler yerlesim yerlerinde PPV belirtileri tespit edilmistir. Bu
yerlesim yerlerinden toplanan drneklerin GPS kayitlarinin Google Earth gortintust
Sekil 1’de verilmigtir. Tekirdag sehir merkezinde belirtili aga¢ goriilmemistir.
Kirklareli’nde ise sadece 1 cami bahgesinde tek bir kayisi agacinin belirti gosterdigi
goriilmiistiir. Bolgedeki biiyiik yerlesim yerlerinden Edirne, Corlu, Muratl,
Liileburgaz ve Pinarhisar’da belirtili kayisi1 ve erik agaglarmin yogun oldugu
gOriilmiigtiir.

PPV belirtisi tagiyan yapraklar tizerinde lekeler ve renkli halkalar, kayis1 meyveleri
iizerinde sekil bozukluklar1 seklinde gdzlenmistir (Sekil 1). Siirvey her iki y1l Mayis
ayinda yapilmis oldugundan olgun meyvelerde belirti gozleme imkani olmamaistir.
Sekil 1c¢’de goriildiigi gibi genelde ham meyveler gézlenmistir. Trakya’da kayist,
erik ve seftali yapraklarinda yogun belirtiler gdzlenirken meyvelerde deformasyon
ve sekil bozuklugu belirtileri sadece kayisilarda gozlemis erik ve seftali ham
meyvelerinde goriilmemistir. Bazi kayisilarda hastaligin ¢ok siddetli seyrettigi
gdzlenirken ayni bolgedeki bazi kayisilarda hafif, bazilarinda daha diisiik ya da hig
belirti tasimayan agac¢larin mevcut oldugu goriilmiistiir. Kayisi1 yapraklarinda PPV
belirtilerinin erik ve seftaliye nazaran daha belirgin oldugu goriilmiistiir. Siirvey
giizergahinda badem, kiraz ve vigne agacinda belirti goriilmemistir.
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Cizelge 1. Trakya bolgesinde incelenen ve PPV belirtisi goriilen agag sayisi.

Yerlesim Yeri Kayis1 Erik Seftali Kiraz ve Visne
A B % A B % A B % A B | %

Ahievren 7 6

Ahmetbey 8 2

Alig 3 2

Biyikali 7 6

Buyiik Gerdeli 10 4 40

Canta Koyu 3

Cavugkoy 11 8

Cevizkoy 2 1 50 4 1 25 4

Corlu 69 18 26 57 45 79 9 3 33 10 |0

Dambaslar 4 4 100 | 10 10 100

Edirne 42 33 79 66 45 68 28 | 12 | 43 12 |0

Evrensekiz 10 3 30 6 2 33 2

Givengli 4 6

Halig 4 5

Hamzabeyli 2

Havsa 8 5

Inece 6 4

Inecik 12 7

lzgar 4 5

Kadikoy 3 5

Kandamig 6 3 50 7 3 43

Kavacik 6 8 3

Kavakl 5 1

Kaynarca 3

Kesan 19 21 10

Karklareli 10 3 30 10 0

Lalapaga 8 4

Lileburgaz 12 6 50 10 6 60

Malkara 25 13 4

Maltepe 5 8

Murath 48 48 100 | 27 27 100 | 4 4 100 | 8 0

Ortaca 5 8

Pasayigit 3 5

Pinarhisar 22 14 64 10 4 40

Sinankdy 4 2 50 4 2 50

Siilecik 5

Siiloglu 4 6 6 100

Tasliksekban 5 1 20 4

Tekirdag 85 63 22 9

Tozakl 6 4 67 4 2 50

Uzunkopri 3 3

Yenice 8 5

Yenikdy 4 6

Yorukler 9 3 33

Yurtbekler 16 16 100 | 4 4 100 | -

Toplam 526 | 156 | 30 454 | 164 | 36 86 | 19 | 22 39 |0

A: Incelenen 6rnek sayis1, B: PPV belirtisi gosteren 6rnek sayisi.
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Sekil 1. Pozitif bulunan 6rneklerin alindig1 bolgeleri gosteren Google Earth goriintiisii. GPS
isaretleri ile pozitif 6rnek yogunlugu orantili degildir. Ornegin Edirne ilinden 94
pozitif drnek belirlenmis olmasina ragmen Google Earth programi Edirne ilinden
sadece 4 GPS noktast (270, 276, 277 ve 279) gostermektedir. Google Earth
genigletilip Edirne’ye odaklandiginda tiim Orneklerin  alindigi  noktalar
goriilmektedir.
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Sekil 2. PPV belirtileri. a) kayisi, b) erik, c) kayis1 meyvesi d) seftali
cDNA icin primer segimi

PPV genom pargalarini ¢ogaltmaya uygun cDNA kurmak i¢in {i¢ farkli cDNA
primeri test edilmistir. Bunun icin PPV belirtisi tasiyan 8 6rnek RNA’s1 kullanarak
3 farkli primer ile cDNA kurulmus, cDNA &rnekleri daha sonra 2 farkli PPV primer
cifti ile cogaltilmislardir. Amplifikasyon jel goriintiileri Sekil 3’de verilmistir.
Random primer ile kurulan cDNA 6rneklerinde P3-6K1 bolgesi basariyla ¢ogalmisg
fakat PPV genomun kilif proteini ve 3’UTR bdlgesini igeren ikinci bolge PCR’inda
beklenmeyen bantlar cogalmustir. Oligo (dT)2s ile kurulan cDNA 0Orneklerinde her
iki bolgede basari ile cogalmis ve beklenmeyen bant olusmamistir. PPV 5’ ve 3’
sonlarindan gelistirilen primerler ile kurulan cDNA kiitiiphanede ise P3-6K1 bolgesi
cogalmamis, ikinci bolge ise PPV-6zgiin olmayan bantlar ile birlikte gogalmistir.
Ozetle Oligo (dT)zs primerleri ile kurulan cDNA kiitiiphanelerinin beklenen bantlar:
basari ile iirettigi belirlenmistir.
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Random primer Random primer Oligo

™ smmm 335 baz

renpey = WAEEEUTIIE = ponm -
T

1057 baz w—

Sekil 3. cDNA kurma denemesi jel gorintileri. Ug farkli primer ile kurulan 8 cDNA
kittphanesinin iki PPV gen bolgesi jel goriintusi. Oligo (dT)2s ile kurulan cDNA
orneklerinden P3-6K1 ve Kilift3’UTR boélgelerinin  sorunsuz  ¢ogaldigi
gorilmektedir.

DASI-ELISA ve RT-PCR

DASI-ELISA testi spektrofotometrik degerler -0.10 ile 3.772 arasinda degismistir
Slrvey sirasinda belirtili oldugu gozlenen 339 6rnegin tamami serolojik yontem
sonucunda da pozitif sonu¢ vermistir. Ayrica siirvey sirasinda belirti gozlenmeyen
14 ornekte serolojik test sonucunda pozitif ¢ikmustir. 436 o6rnek igin cDNA
olusturulmus daha sonra bu ¢cDNA o&rnekleri iki primer cifti ile ¢ogaltilmistir.
Serolojik yontem ile pozitif bulunan ornekler molekiler yontem ile de pozitif
bulunmustur. Sekil 4> de P3-6K1 bolgesi ve Kilif-3’UTR bdlgelerinin bant
goruntileri verilmektedir.

Serolojik ve molekiler testler géz oniinde bulunduruldugunda toplanan 6rneklerde
PPV’nin %81 oraninda oldugu goriilmiistiir. iki yiiz on {i¢ erik 6rneginin 176 adeti
(%83), 193 kayis1 Orneginin 156 adeti (%81) pozitif c¢ikarken, 30 adet seftali
orneginin 21 adeti (%70) pozitif ¢ikmistir. Sehir bazinda bakildiginda Corlu,
Dambaslar, Edirne, Liileburgaz, Muratli, Pinarhisar, Yurtbekler yerlesim yerinde
hastalikli 6rnek sayisinin fazla oldugu goriillmektedir. Corlu’da toplanan 80 6rnegin
70 adeti (%88) pozitif bulunmustur. Yine Edirne il merkezinde toplanan 107 6rnegin
94 adeti (%88) pozitif bulunmustur. Baz1 yerlesim birimlerinden ise daha az sayida
ornek pozitif ¢ikmustir. Ornegin Kirklareli il merkezinde sadece ii¢ d6rnek pozitif
bulunmustur. Yine CevizkOy’de bir adet kayisi ve bir adet erik Ornegi pozitif
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bulunmustur. Yerlesim birimlerinden erik, kayis1 ve seftali i¢in tespit edilen pozitif
ornek sayisi, oranlar1 Cizelge 2’de verilmistir.

s

L3

Sekil4. PPV-Genomu primerleri kullanilarak gergeklestirilen RT-PCR analizi jel
goriintlisii. Jelin {ist kisminda 125-172 arasi Orneklerin 836 niikleotid
biiyiikliigiinde P3-6K1 band1 goriilmektedir. Alt kisimda ise ayn1 6rneklerin 1057
niikleotid biiyiikliigiinde kilif geni ve 3’UTR band1 goriilmektedir. Iki bolge
arasinda bantlarin parlakliklarinda fark olsa da pozitif 6rnekler icin iki b6lgenin
de basari ile ¢ogaldig1 goriilmektedir.

Cizelge 2. DASI-ELISA ve RT-PCR sonuglarina gore pozitif bulunan drnekler.

Yerlesim Kayisi Erik Seftali Toplam

Yeri A B % A B % A|lB| % A B %
Biyik G. 5 5 100 5 5 | 100
Cevizkdy 2 1 50 4 1 25 4 10 2 20
Corlu 25 18 72 50 48 96 5 4 |80 80 70 | 88
Dambaslar 4 4 100 | 10 10 | 100 14 14 | 100
Edirne 42 33 79 50 48 96 | 15 | 13 | 87 | 107 | 94 | 88
Evrensekiz 5 3 60 5 2 40 2 12 5 42
Kandamig 5 3 60 5 3 60 10 6 60
Kirklareli 5 3 60 10 0 15 3 20
Luleburgaz 8 6 75 10 6 60 18 | 12 | 67
Murath 48 48 100 | 27 27 | 100 | 4 4 1100 | 79 79 | 100
Pmarhisar 15 14 93 10 6 60 25 20 80
Sinankdy 4 2 50 4 4 100 8 6 75
Siiloglu 4 6 6 100 10 6 60
Taslksekban | 5 1 20 4 9 1 11
Tozakl 5 4 80 4 2 50 9 6 67
Yorukler 5 4 80 5 4 80
Yurtbekler 16 16 100 4 4 100 20 20 | 100
Toplam 193 156 81 | 213 | 176 | 83 | 30 | 21 | 70 436 | 353 | 81

A: Test edilen drnek sayisi, B: Pozitif 6rnek sayist.
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TARTISMA VE KANI

Bu ¢alismada Edirne ile Tekirdag/Corlu arasinda yer alan 17 yerlesim yerinde PPV
tespit edilmistir. Bu yerlesim yerleri Edirne ile Tekirdag/Corlu arasinda
dagilmaktadir. Tirkiye’de c¢esitli arastirma gruplart PPV’nin farkli sehirlerde
bulundugunu rapor etmisglerdir. Cesitli bolgelerde yapilan tarama c¢alismalarinda
ornekleme metotlar1 farkli oldugu igin sehirlere gore enfeksiyon oraninin
karsilastirilip yorumlanmasi saglikli bir yaklasim olmayacaktir. Fakat bununla
beraber kaba bir fikir vermesi acisindan rapor edilen bulasik bitki sayisina
bakildiginda yapilan calismalarda en yiiksek enfeksiyon oranmin Kayseri ve
Ankara’da oldugu goriilmektedir. Bu c¢alisma sonucunda Edirne ve bazi Trakya
yerlesim bolgelerinin Ankara ve Kayseri gibi yogun bulasik oldugu anlasilmaktadir.
Akbas et al. (2011) farkli sehirlerden toplanan 6rnekleri test etmis, 5762 6rnekten
221 adetinin (%3,8) pozitif oldugunu belirtmislerdir. Elibiiyiik (2004) Ankara il
merkezinde yiiriittigii calismada 935 6rnegi taramig, 523 liniin (286 kayisi, 172 erik,
65 seftali) PPV ile bulasik oldugunu rapor etmistir. Orneklerin %88’ inde (%71
kayisi, %60 erik ve %48 seftali) hastalik gdzlemlenmistir. Diger bir calismasinda
Ankara’daki degisik semtlerden 129 seftali agacindan toplanan 6rneklerden 59 unun
(%45) bulasik oldugunu rapor etmistir (Elibiiyliik 2006). Kayseri il merkezinde
kayisilarda %89 enfeksiyon bulunmustur. Son yillarda Tiirkiye’de PPV bulasik
alanlarda irklar ve genetik varyasyonu belirlemek i¢in yapilan ¢alismalarda Ankara
ve Kayseri’ye ilaveten, Aksaray’in Ortakoy ilgesi ve civart kdylerin, Konya sehir
merkezinin ve Istanbul sehir merkezinin PPV ile olduk¢a bulasik oldugu rapor
edilmistir (Giircan and Ceylan 2016b, Giircan et al. 2016). Trakya’daki illerden
Edirne’de, PPV’nin varligi uzun yillardir bilinmektedir. 2008 yilindan itibaren
yapilan ¢alismalarla Tekirdag’in farkli yerlesim yerlerinde de PPV rapor edilmistir.
[Ibag: et al. (2008), Tekirdag’da Prunus spinosa tiiriinden 54 rnegi test etmis ve 13
tanesinin (%24) PPV bulasik oldugu rapor etmistir. Bir bagka ¢alismada 9 kayisi
agacindan 4 (%44) tanesinin PPV ile bulasik oldugu tespit edilmistir (Citir and ilbag:
2008). Akbas et al. (2011) Edirne, Kirklareli ve Tekirdag il merkezlerinde sirasi ile
5, 2 ve 4 agacin bulasik oldugunu rapor etmistir. Badem agacglarinda yapilan bir
caligmada Corlu’da 3, Kesan’da 1 ve Alpul’da 1 adet olmak {izere 5 adet bademde
PPV rapor edilmistir (Ilbag1 and Citir 2014). Yine Kurklareli’'nde 1, Tekirdag Corlu
ve Tekirdag Muratli’dan 8 6rnegin pozitif oldugu rapor edilmistir (Giircan and
Ceylan 2016b). Bu calismada bulasik oldugu tespit edilen 17 yerlesim yerinden
4’iinde (Edirne, Tekirdag/Corlu, Tekirdag/Muratli, Kirklareli) daha Onceden
PPV’nin oldugu rapor edilmis fakat siirli sayida pozitif 6rnek rapor edilmistir. Bu
caligma ile Edirne (%88), Tekirdag/Corlu (%88) ve Tekirdag/Muratli (%100) nin
olduk¢a yogun bulasik oldugu, fakat Kirklareli’'ne ise PPV nin yeni giris yaptig
anlagilmaktadir. Diger 13 yerlesim yerinde ise (Biiylik Gerdeli, Cevizkoy,
Dambaslar, Evrensekiz, Kandamig, Liileburgaz, Pinarhisar, Sinankdy, Siiloglu,
Taslikeban, Tozakli, Yoriikler ve Yertbekler) PPV ilk defa tespit edilmistir.
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Trakya’da PPV ile bulagik alanlar belirlenmistir. Ancak PPV 1rklart hakkinda detayl
bilgi yoktur. ilbagi and Citir (2014) Trakya’da 5 bademde PPV-T bulmuslardir.
Oldukga 6nemli olan bu ¢aligma bademin PPV-T konukgusu oldugunu gostermistir.
Gurcan and Ceylan (2016b) Corlu ve Muratli’da 8 6rnegi ¢alismis, 5 6rnegin PPV-
D, iki 6rnegin PPV-T ve bir 6rnegin PPV-M oldugunu rapor etmis olup, ¢alismalari
dar bir alanda zengin genetik gesitliligi gostermistir. Muratli ve Corlu diginda bu
caligmada pozitif bulunan yerlesim vyerlerinde PPV genetik cesitligi
bilinmemektedir. Bu bélgede toplanan érneklerde PPV tiim genom dizi analizlerinin
yapilmasi1 Tiirkiye’de PPV epidemiyolojisini anlamada 6nemli olacaktir. Ciinkii
Tiirkiye’de PPV zengin bir genetik ¢esitlilik gdstermekte olup, bu gesitliligin nasil
olustugu heniiz muammadir (Giircan and Ceylan 2016b, Giircan et al. 2016). Turkiye
disinda sadece Arnavutluk’ta rapor edilen (Palmisano et al. 2015) PPV-T wrkin
Tiirkiye’de Ankara, Izmir, Istanbul, Kayseri, Konya, Tekirdag ve Samsun (Ulubas
Serce et al. 2009, Ulubas Serce et al. 2011, ilbag: and Citir 2014, Deligdz et al. 2015,
Gurcan et al 2013a, Gurcan and Ceylan 2016b) illerinde tespit edilmistir. Son
yillarda Tirkiye T izolatlarinin 20 adetinin tiim genomu dizilenmis, alt filogenetik
guruplarin oldugu goriilmiistiir (Ceylan et al. 2015). PPV-M izolat1 ise Bursa, Aydin,
Canakkale, Denizli, Istanbul, Isparta (Ceylan et al. 2013, Giircan and Ceylan 2016b)
illerinde bulunmustur. Bu illerde bulunan M izolatlarinin filogenetik agagta Avrupa
M izolatlar ile grup olusturdugu goriilmiistiir. Fakat Tiirkiye’ye 6zgiin bir PPV-M
grubu ise sadece Istanbul’da bulunmaktadir. Istanbul M izolatlar ise filogenetik
agacta Tirkiye + Avrupa M izolatlarindan farkli bir grup olusturmaktadir (Giircan
et al. 2016). Tiirkiye’ye 6zgiin M 1rkinin 10 izolatinin tiim genomu dizilenmistir
(Teber ve Gircan 2016). Serolojik testler sonucunda PPV-D Ankara’da rapor
edilmistir (Elibiiyiik 2004). Sonrasinda molekiiler testler ile PPV-D Ankara’nin yani
sira Aksaray, Bursa, Eskisehir, Konya, Istanbul ve Tekirdag’da tespit edilmistir
(Giircan et al. 2013b, Giircan and Ceylan 2016a). Tiirkiye D izolatlarinin 10 adetinin
tim genomu dizilenmis, Tiirtkiye PPV-D izolatlarinin filogenetik agacta kiiresel D
izolatlarindan farkli bir grup olusturdugu goriilmiistiir (Giircan and Ceylan 2016a).
PPV-Rec Isparta (Candresse et al. 2007)’da ve Bursa (Gurcan and Ceylan 2016b)’da
rapor edilmistir.

Diger 6nemli bir konuda Tiirkiye’de PPV kesfinin daha ¢ok ev bahgelerinde
olmasidir. Bu ¢aligmada PPV tespit edilen tiim bahgeler ev bahgesi olup Trakya’da
ekonomik anlamda yetistiricilik yapilan sert c¢ekirdekli meyve bahgesine
rastlanmamistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da yogun enfeksiyonlar genelde ev
bahgelerinde bulunmus, ekonomik bahgelerde ise daha diigiik enfeksiyon diizeyi
tespit edilmistir. Adana ili meyve bahgelerinde (Kog and Baloglu 2006), Canakkale,
Mersin, Hatay meyve bahcelerinde (Ulubas Serge et al. 2011), Kayseri’nin Yahyali
ilcesinde (Ceylan ve ark. 2012), Antalya (Celik ve Topkaya Kutiik 2013) Bursa,
Aydn, Canakkale, Denizli, Istanbul, Isparta kayis1 ve seftali bahcelerinde (Giircan
and Ceylan 2016b) PPV rapor edilmis ise de yogun bulasikligin Ankara ve Kayseri
sehir merkezlerinde oldugu bilinmektedir.
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Siurvey, DASI-ELISA ve RT-PCR calismalar1 ile Trakya’da Edirne, Corlu
merkezlerinin ve bu iki yerlesim yeri arasindaki kii¢iik yerlesim yerlerinin Sarka
hastaligiyla bulasik oldugunu gostermektedir. Son yapilan ¢aligmalar Tirkiye’ nin
zengin bir PPV havuzu igerdigini gostermektedir. Tiirkiye’de PPV viriisii ilk defa
Edirne’de kesfedilmistir ve bu calisma gostermektedir ki PPV Edirne disinda da
Trakya’nin bazi yerlesim yerlerinde yaygin bir yayilim alanina sahiptir. Bu ¢aligma
ile elde edilen sonuglar, ileriki ¢aligmalarda yani Trakya orneklerinde 1rk tayininin
ve tiim genom analizlerinin yapilmasinda ve bu bdlgenin Tiirkiye PPV genetik
havuzuyla iliskisinin belirlenmesinde 6nemli olacaktir.
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