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OZET

TURKIYE’DE ONEMLI KjRAZ ﬁRETiM ALANLARINDA PRUNE DWARF
VIRUS (PDV)’NIN TESPITi ve GENETIK CESITLILiGI

Bu calismada, Tiirkiye’nin 6nemli kiraz yetistiriciligi yapilan illerinden Izmir,
Konya, Kahramanmaras, Nigde, Bursa, Manisa, Osmaniye, Adana ve Antalya’da Kiraz
agaclarini enfekte eden ve 6nemli viral patojenler arasinda yer alan PDV’nin yaygimligi
ve izolatlarin genetik ¢esitliligi aragtirilmistir.

Yapilan sorvey calismasinda 9 il ve 14 ilgeden virlis simptomu gosteren ve
gostermeyen toplam 468 kiraz ve 4 visne agacindan yaprak ornekleri alinmis ve bu
ornekler hem DAS-ELISA hem de RT-PCR yontemleriyle testlenmistir. DAS-ELISA
yontemiyle testlenen toplam 472 o6rnegin 25 tanesinde PDV saptanirken RT-PCR
analizleri ile 52 Ornek pozitif bulunmustur. Bdylece testlenen orneklerde PDV’nin
yayginlik orant DAS-ELISA yontemiyle %5,3 olarak bulunurken bu oran RT-PCR
analizlerinde %11,02 olarak tespit edilmistir. RT-PCR analizleri sonucunda pozitif
bulunan Orneklerin tamami kismi hareketlilik protein genini (movement protein-MP)
cogaltan primerlerle testlendigi i¢in ayn1 6rnekler kilif protein (CP) kismi gen bolgesini
cogaltan primerlerle testlendiginde 44 Ornekte beklenen diizeyde amplifikasyon
gdzlenmistir. Ote yandan, RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) kismi gen bolgesini
cogaltan primerlerle 6rnekler testlendiginde 39 6rnekte beklenen diizeyde amplifikasyon
elde edilmistir. Testlenen drneklerde PDV’nin tespit edilme oranlart PDV-MP spesifik
primer ¢ifti ile %11,01, PDV- CP spesifik primer ¢ifti ile %9,32 ve PDV- RdRp
spesifik primer ¢ifti ile ise %8,26 olarak saptanmistir. Ug farkli gen bolgesine ait kismi
gen dizileri, gen bankasinda kayith PDV referans izolatinin yani sira iilkemizden ve
diinyanin diger iilkelerinden kayitli PDV izolatlartyla kiyaslanarak filogenetik analizleri
yapilmustir. Yapilan BLASTn ve BLASTp analizi sonucunda, bu ¢alismada elde edilen
PDV kiraz izolatlarinin referans PDV izolatiyla MP- niikleotid diizeyinde %88,02-
99,57 ve aminoasit diizeyinde %84,91- 99,57; CP- niikleotid diizeyinde %77,13- 100 ve
aminoasit diizeyinde %54,87- 100; RdRp- niikleotid diizeyinde %74,62-99,26 amino
asit dlizeyinde %63,33- 100 arasinda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmada
elde edilen PDV izolatlarnin MP, CP ve RdRp kismi gen dizilerine gore cizilen
filogenetik agaglarda iki genomik bolgede iki filogenetik grup olusumu goézlenmistir.
Bu ¢aligma ile Tiirkiye’de kirazlarda ilk kez MP ve RdRp kismi gen bdlgelerine ait
niikleotid ve aminoasit dizileri elde edilerek gen bankasi kaydi olusturulmustur. PDV
izolatlariin niikleotid ve aminoait dizileme ve filogenetik analizleri sonucu, 732 bp'lik
244 aa uzunluktaki MP, 587 bp'lik 195 aa uzunluktaki CP ve 271 bp'lik 90 aa
uzunluktaki RdRp’a karsilik gelen niikleotid dizileri elde edilerek gen bankasina kayitl
PDV izolatlariyla filogenetik kiyaslamalar1 yapilmistir.

2023, 121 sayfa
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ABSTRACT

DETECTION of and GENETIC DIVERSITY of PRUNE DWARF VIRUS (PDV)
in IMPORTANT CHERRY PRODUCTION AREAS in TURKEY

Cherry is an important fruit crop in Turkey and all over world. In this study, the
prevalence of PDV, which is one of the important viral pathogens that infects cherry
trees was investigated in different provinces of Turkey where cherry production is
important such as izmir, Konya, Kahramanmaras, Nigde, Bursa, Manisa, Osmaniye,
Adana and Antalya.

In this study, totally 472 plant samples, of which 468 were cherry and four were
sour cherry , with and without virus symptoms were collected from 9 provinces and 14
districts. These samples were tested both by DAS-ELISA and RT-PCR assays. As a
result of DAS-ELISA analysis, PDV was detected in 25 of 468 cherry samples while it
was 52 by RT-PCR.. The PDV infection rate of tested cherry samples was 5.3 % by
DAS-ELISA and 11.20% by RT-PCR. When all RT-PCR positive samples which were
tested by primers amplifying partial movement protein gene (MP) (756 bp) were tested
by primers amplifying partial CP gene (874 bp), 44 samples were found positive. On
the other hand, when samples were tested with primers that amplify the RNA-dependent
RNA polymerase (RdRp) partial gene (382 bp), the expected level of amplicons were
observed in 39 samples. The PDV positive samples among tested plants were found in
11.01% for the PDV-MP specific primer pair, 9.32% for the PDV-CP specific primer
pair, and then 8.26% for the PDV-RdRp specific primer pair, respectively.

Phylogenetic analysis were performed by using partial sequences belonging to
three different genes obtained in this study together with the other Turkish isolates and
as well as world isolates of PDV deposited in GeneBank. As a result of the BLASTn
and BLASTp analysis, the sequences of PDV reference isolate and cherry isolates
obtained in this study had 88.02-99.57% similarity at MP-nucleotide level and 84.91-
99.57% at amino acid level; 77.13%-100% at the CP-nucleotide level and 54.87-100%
at the amino acid level; RdRp- nucleotide level 80.59% - 99.26% and amino acid level
59.09 - 100%.

In the phylogenetic trees constructed according to the MP, CP and RdRp partial
gene sequences of the PDV isolates obtained in this study, two phylogenetic groups
were observed in two genomic regions, accordingly all the studied isolates were divided
into two clusters. With this study, nucleotide and amino acid sequences belonging to
MP and RdRp partial gene sequences were obtained for the first time in cherries in
Turkey and they were deposited in GenBank. As a result of nucleotide and amino acid
sequencing and phylogenetic analysis of PDV isolates, nucleotide sequences
corresponding to MP of 732 bp of 244 aa length, CP of 587 bp to 195 aa of length and
RdRp of 90 aa length of 271 bp were obtaine in this study and the sequences were
compared with other world isolates of PDV deposited in GeneBank.

2023, 121 pages
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1. GIRIS

Giilgiller (Roseceace) familyasi, Prunoideae alt familyasi, Prunus cinsine giren
kiraz (Prunus avium), Giresun, Giiney Kafkasya, Hazar Denizi ve Kuzeydogu
Anadolu’da dogal olarak bulunan meyve agaci olup anavatan1 Anadolu’dur (Oz, 1998).
Diinyanin dogusuna ve batisina, bu gen merkezlerinden yayilan genis bir {iretim alani
vardir. Bu yiizden kirazin orijin merkezlerinden biri Anadolu’dur.

Ihracat pazarlarinda Tiirk kirazina olan talebin tesvik ettigi yeni yatirimlar
sayesinde Tiirkiye'de kiraz iiretim alan1 kademeli olarak artmaya devam etmektedir.
Kiraz agaglar1 Tiirkiye'de agirlikli olarak Ege, I¢ Anadolu, Marmara ve Akdeniz
bolgelerinde yetistirilmektedir. Kirazin en ¢ok iiretildigi iller Izmir, Konya ve
Manisa'dir. Konya ve Manisa bolgelerindeki yiiksek verim, Afyon ve Balikesir
bolgelerindeki iklimden kaynaklanan hasarlardan dolayr azalan verimi kismen telafi
etmistir. Uretimdeki genel artislara ragmen, ciceklenme ve cigeklenme dénemlerinde
siddetli riizgarlarin iiretimde diisiise neden oldugu Izmir'in Kemalpasa ilgesi gibi baz1
bolgelerde verim kayiplart da yasanmustir. Kiraz agaglan, Tiirkiyenin farkh
bolgelerinde, farkl fiziksel ve iklimsel kosullara sahip olarak yetistirilebilmektedir. Bu
nedenle ekim yapilan bolgeye gore hasat siiresi 40-45 giin arasinda degisebilmektedir.
Son zamanlarda; yeni c¢esitler, anaclar, egitim sistemleri ve yetistirme teknikleri
kullanilarak modern ve yliksek yogunluklu meyve bahgeleri kurulmustur. Ayrica,
yiiksek yogunluklu dikim kiraz bahcelerine artan ilgiye ragmen, ¢ogu kiraz tiretimi, aile
ciftcileri tarafindan isletilen tarimsal isletmeler arasinda agirlikli olarak geleneksel
yontemlerle gergeklestirilmektedir. Bu yontemler arasinda uzun agaglarin ve yerel
cesitlerin diizenli egitim olmadan kullanilmasi, budama ve modern sulama sistemlerinin
daha az kullanilmas1 yer almistir. Ancak, daha kiiclik aileye ait bahgeler, istikrarli bir
isgiicli arz1 avantajina sahiptir, bu da bahgelerin daha bakimli olmasina olanak vermistir

(Anonymous, 2022).
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Sekil 1.1. Diinyada kiraz iireticisi iilkelerin durumu (FAO, 2022)

Diinyadaki tahmini toplam kiraz tretimi 2020 yili i¢in 4,088,595 ton olarak
tahmin edilmis olup, Tiirkiye kiiresel tiretimin %22'sinden fazlasini olusturan en biiyiik
kiraz ireticisidir (Anonymous, 2022). Avrupa Birligi (AB), kiraz ithalatinin yaklagik
yizde 75'ini olusturmakta ve bu gereksinimini  ¢ogunlukla Tirkiye'den temin
etmektedir.

Tiirkiye, diinya iilkeleri arasinda kiraz tiretiminin de %26'sin1 gergeklestiren ilk
siradaki lilke konumundadir. Kiraz iilkemizin en 6nemli ihra¢g meyve iirlinlerinden biri
olup, iiretimde 2021 TUIK verilerine gore 22.154.903 adet meyve veren agag sayisi ile
689.834 tonluk iiretim kapasitesindedir. Tirkiye’nin bolgelere gore kiraz tiretiminde ilk
sirada 235.974 ton ile Ege Bolgesi, ikinci sirada toplam 137.473 ton ile Bat1 ve Dogu
Marmara Bolgesi, iigiincii sirada 121.615 ton ile Akdeniz Bolgesi, 37.832 ton ile Ig
Anadolu Bolgesi 4. sirada yer almaktadir (Anonim, 2022).Ancak, kiraz iiretimi 2022
yilinda 2021 yilina gore %4,9 oraninda azalmis olup 656.041 ton olmustur
(Anonymous, 2022).



Cizelge 1.1. TUIK verilerine gore 2016-2021 yillar1 arasinda ton bazinda en ¢ok kiraz
tiretimi yapilan illler (Anonim, 2022).

Mler 2016 2017 2018 2019 2020 2021

[zmir 46.574 68.509 57.892 66.136  108.495 87.667
Bursa 32.468 34.524 52.235 60.854  55.652 52.971
Konya 55.426 56.294 68.204 68.213  64.086 51.942
Afyonkarahisar ~ 40.387 35.818 41.043 37.282 41329 50.793
Isparta 55.657 33.353 36.275 36.533  40.746  50.281
Manisa 46.648 43.638 47.348 48.465  50.934 49.343
Amasya 25.008 39.694 36.444 38.542 34926 41.084
Canakkale 13.542 19.722 20.906 21.953  34.797  29.830
Nigde 23.386 23.660 27.012 28.458  32.887 20.068

Tiirkiye’nin 2016-2021 yillarindaki kiraz {iretim miktarina bakildiginda ise yillara
gore Izmir ilimizde gozle goriiliir bir artisin oldugu ve daha sonra 2021 yilinda azaldig,
diger illerde ise 6nemli bir degisiklik olmadigi goriilmektedir (Cizelge 1.1, Anonim,
2022). Kiraz iilkemizin en dénemli ihrag iiriinlerinden biri olup iiretimde 2021 TUIK
verilerine gore 22.154.903 adet meyve veren agag sayist ile 689.834 tonluk iiretim ile
diinya Kiraz tiretiminin de %26'sin1 gergeklestiren bir iilke durumundadir. Ancak, Kkiraz
iretimi 2022 yilinda 2021 yilima gore %4,9 oraninda azalmis olup 656.041 ton
olmustur (Anonymous, 2022) . Tiirkiye’nin bolgelere gore kiraz iiretiminde ilk sirada
235.974 ton ile Ege Bolgesi, ikinci sirada toplam 137.473 ton ile Bat1 ve Dogu Marmara
Bolgesi, iiglincii sirada 121.615 ton ile Akdeniz Bélgesi, 37.832 ton ile I¢ Anadolu
Bolgesi 4. sirada yer almaktadir (Anonim, 2022).

Kiraz diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi viriis hastaliklarindan zarar gérmekte
ve bundan dolay1 6nemli iriin kayiplar1 goriilmektedir (Karaca ve ark., 1972; Gokge,
1998; Spotts ve ark., 1990). Kirazlarda goriilen baslica viriis hastaliklari; prune dwarf
virus (PDV), plum pox virus (PPV), cherry leaf roll virus (CLRV), cherry green ring
mottle virus (CGRMYV), cherry mottle leaf virus (ChMLV), cherry rasp leaf virus
(CRLV), cherry twisted leaf associated virus (CTLaV), cherry virus A (CVA), little
cherry virus-1 (LChV-1), little cherry virus -2 (LChV-2), cherry necrotic rusty mottle



virus (CNRMYV), cherry rusty mottle virus (CRMV), europa cherry rasp leaf virus
(ECRLYV), apple mosaic virus (ApMV), prunus necrotic ring spot virus (PNRSV), plum
bark necrotic stem pitting associated virus (PBNSPaV), apple stem grooving virus
(ASGV), apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), apple stem pitting virus (ASPV),
arabis mosaic virus (ArMV), petunia asteroid mosaic tombusvirus (PAMV) and
carnation Italian ringspot tombus virus, causing cherry detrimental canker virus (CIRV),
raspberry ringspot virus (RpRSV), strawberry latent ringspot virus (SLRSV), tomato
black ring virus (TBRV) en énemlileridir.

Ulkemizde son yillarda kiraz iiretimindeki artisla birlikte sorunlar da artmaktadir.
Bu sorunlarin en dnemlilerinden bir tanesi de viriis hastaliklaridir. Kimyasal miicadelesi
olmamasi ve ciddi anlamda ekonomik kayba neden olmasi, viriis hastaliklarinin 6nemini
arttirmaktadir. Viriis hastaliklarinin yayilmasinin en o6nemli sebeplerinin basinda
hastaliktan ari iiretim materyalinin kullanilmamasi gelmektedir. Ekonomik olarak iilke
gelirine biiyiik katkilar1 olan bu meyve tiirlerinde oniine gecilemeyen viriis hastaliklari
biiyiik sorunlar yaratmaktadir (Oztekin, 2006). Ayrica viriisler diginda viroid ve
fitoplazmalar da ciddi zararlar olusturmaktadir. Kiraz virlis etmenlerinin sebep oldugu
zararlarin boyutu; meyvenin c¢esidine, viriisiin 1rki ile viriilenslik durumuna gore
degisebilmektedir (Myrta ve ark, 1996). Viriislerin sebep oldugu etmenlerin ¢ogu latent
enfeksiyona neden olmakta, farkli iklim ve ekolojik kosullarda belirtiler verebilmekte,
bahge tesisi yapilirken yapilan yanlis uygulamalardan dolay: viral hastaliklarin hizli bir
sekilde ililkemizde yayilmasina ve ticari bahgelerde daha kurulum asamasinda fidan
Oliimlerine neden olmaktadir (Sipahioglu ve ark., 2007). Bu durumlarin ana nedeni,
iiretim materyallerinin (ana¢ ve kalem) kontrolsiiz bir bicimde dagitilmasi ve bunun
ardindin da bazi hastaliklarin vektorlerle yayilmasidir. Viriis etmenlerinin yol actigi
hastaliklar; agaclarin zayiflamasina ve dliimiine, {liriiniin kalite ve miktarinin diismesine,
as1 tutma ve koklenme oraninda azalmaya neden olabilmektedir (Candresse, 1995).
Viriis hastaliklar ise genel olarak bitkilerin yapraklarinda klorozlar ve nekrozlar, bitki
biiyiimesinde duraklama, meyve agag¢larinin gelisimini sinirlandirarak meyve verim ve
kalitesini diisiirmekte ve sonugta agaclarin ekonomik Omiirlerini azaltmaktadir.

Kirazlarda goriilen bu viriis hastaliklarinin 6nce etmenlerini her yoniiyle tanimak,
irklarim1 ve konukcu dizisini belirlemek ve hizli tan1 yontemleri ile etmeni saptamak

kontrol agisindan 6nemlidir. Bu etmenlerin 6nemi; ad1 gegen etmenlere yonelik pratik



olarak uygulanabilir dogrudan kimyasal miicadele yontemlerinin olmamasi, kolayca
tanilama yapilamamasi, ¢ogunun vektorlerle, liretim materyali ve ast ile kolayca
tasinabilmesi gibi nedenlerden kaynaklanmaktadir (Baumgartnerova, 1996). Prune
dwarf virus (PDV), hem kirazlarda hem de visnelerde olduk¢a yaygin olarak bulunan ve
ekonomik agidan onemli bir patojendir. PDV, vigne sariligi hastaliklarina neden olur
(Halk ve Fulton, 1978). Kirazda ve diger giilgiller familyasina ait agaglarda 6nemli bir
virus hastaligi olan PDV’nin simptomlari viriis izolatina, iklime, tiirlere, konukcuya ve
cesitlere gore degisir (Vaskova ve ark., 2000). Bitki, simptomlar1 degiskenlik gdsterse
de yaygin olarak agacta bodurluk, yapraklarda nekroz ve kloroz goriilmektedir.
Ozellikle seftalide goriilen PDV simptomu, bogum aralarmnin kisalmasi, hem bitki hem
de meyve biiylimesinde azalma, koyu yesil yapraklar, ve gelisen siirgiinlerde rozet
olusumuna neden olabilmektedir (Scott ve ark., 2001).

PDV ile bulasik bitkilerin bazen simptomsuz seyredebilecegi fakat visne ve
kirazda simptom goriilme olasiliginin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu simptomlarin
kiraz yapraklarinda klorotik lekeler seklinde olabilecegi bildirilmistir (Massart ve ark.,
2008).

Ote yandan PDV, cekirdekli meyve agaglarimna PNRSV'ye kiyasla ¢ok daha fazla
zarar verir ve bu iriinlerde ekonomik agidan en &nemli virtislerden biridir (Nemeth,
1986; Uyemoto ve Scott, 1992). Genellikle PDV, ya tek basina ya da Ilarvirtislerden
PNRSV veya ApMV ile karisik enfeksiyonlar seklinde ortaya cikar. (Ulubas-Serce ve
ark., 2009).

PDV ve PNRSV’nin asilama yoluyla bulagsmasina ek olarak, polen yoluyla da
hem yatay (yani agactan agaca) hem de dikey (yani ebeveynden dole) olarak iletilerek
yayilimi tespit edilmistir (Das ve ark., 1961; Gilmer 1965; Mink 1993; Milne ve Walter,
2003, Card ve ark., 2007). Bu patojenlerin her biri i¢in tohumla tasinma farkli sert
cekirdekli meyve tiirlerinde de dogrulanmistir. (Boari ve ark., 1998; Amari ve ark.,
2009).

PDV ve PNRSV’nin yayilmasinda polenlerin etkisi bilinmekle birlikte  polenle
tasinmada  boceklerin rolii henliz tam olarak aydinlatilamamigtir. Ancak thrips
tirlerinden Frankliniella occidentalis’in bulagsmay1 kolaylagtirdigi gosterilmistir
(Greber, 1992).



PDV, 2016 yilinda iilkemizin de iiyesi oldugu Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma
Organizasyonu (EPPO)’nun A2 karantina listesinde yer almistir. PDV’nin genetik
cesitliliginin belirlenmesi lizerine yapilan caligmalarin biiylik ¢ogunlugunda viriisiin
kismi kilif proteini (CP) (Vaskova ve ark., 2000; Youssef ve ark., 2002; Ulubas Serce
ve ark., 2009; Oztiirk ve Cevik, 2015) ve hareket proteininin (Predajiia ve ark., 2017)
baz dizileri esas alinmaktadir. PDV varliginin tespitinde yonelik yiiriitiilen ¢calismalarda
Akdeniz tlkelerindeki enfeksiyon oraninin %67.2-80 arasinda degistigi bildirilmistir
(Myrta ve Savino, 2008).

Sirbistan’da yapilan bir ¢aligmada ise bu oranin %37.6 oldugu tespit edilmistir
(Mandic ve ark., 2007). Vaskova ve ark., (2000) farkli sert ¢ekirdekli konukgulardan
izole edilen 11 PDV izolatinin kilif protein gen bdlgesinin olduk¢a korunan bir bdlge
oldugunu bildirmis ve yapilan filogenetik calismalar sonucunda cografik orijin,
konukgu ve izolatlar arasinda herhangi bir 6zellesme belirlenmemistir. 32 PDV izolati
ile yapilan analizlerde kilif protein bolgesinin referans izolatlar ile yiiksek oranda (%86-
96) benzerlik gosterdigi belirlenmis olup, olusturulan filogenetik agagta agacinda 4
farkli grup gozlenmistir (Boulila, 2010). Tiirkiye’de yapilan c¢aligmalarda enfeksiyon
oraninin bolgelere gore %5-55 arasinda degistigi goriilmiistiir (Caglayan-Y1ldizgordi ve
Hurigil, 1996; Giimiis ve ark., 2007; Cevik ve ark., 2011 ; Oztiirk ve Cevik, 2015).
Dokuz kayis1 ve bir kiraz izolat1 dizilenerek elde edilen filogenetik agagta izolatlar 4
farkli grupta toplanmustir (Ulubas Serce ve ark., 2009). Oztiirk ve Cevik (2015)
tarafindan Tiirkiye’'nin goller yoresinde PDV izolatlarinin yayginligi ve genetik
cesitliligi belirlemek amaciyla toplanan 521 kiraz numunesinin 316’sinda PDV tespit
edilirken (%60.27) yapilan filogenetik ¢alismalar sonucunda 3 ana grup altinda alt
gruplarin varligina deginilmistir.

Bu caligmanin amaci iilkemizin O6nemli kiraz yetistiriciligi yapilan illerinden
Izmir, Konya, Kahramanmaras, Nigde, Bursa, Manisa, Osmaniye, Adana ve Antalya’da
kiraz agaclar1 i¢in 6nemli viral patojenler arasinda yer alan PDV’nin yayginligin1t DAS-
ELISA ve RT-PCR analizleriyle tespit etmek ve elde edilen PDV izolatlarinin MP, CP
ve RdRp kismi gen bolgelerine ait DNA dizileri kullanilarak genetik ¢esitliligini

arastirmak ve diinya izolatlartyla kiyaslamasin1 yapmaktir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Pallas ve ark. (2012) Ilarvirus cinsi, Bromoviridae familyasma ait viris
tirlerinden olusmaktadir. Ilarviriisler genellikle meyve agaglarini etkilerken, latent
patojenler olarak kabul edilmistir ve bu nedenle ekonomik 6nemlerinin hafife alindigini
bildimistir. Zhang ve Qu, (2015) diger bromoviriisler gibi ilarviriislerin de genomik
yapistmin 3 tane  pozitif polariteli tek kollu RNA’dan (RNAL1, RNA2, RNA3)
olustugunu bildirmislerdir. Pallas ve ark. (2012), RNAL’in metiltransferaz ve helikazi,
RNA-2’nin de RdRp’yi, RNA-3’iin de kilif proteinini ve hareket proteinini (MP)
kodladigini rapor etmislerdir. Ayrica, viriis replikasyonu sirasinda, bir subgenomik
(genlerin hepsini degil bir kismini tasiyan) RNA4’in  kopyalandigini ve kilif
proteininin (CP) translasyonundan sorumlu oldugunu bildirmislerdir. Waterworth ve
Fulton (1964), PDV’ne ait farkli biyolojik, serolojik 6zelliklere sahip PDV izolatlar1 ve
molekiiler 6zellikler tanimlanmistir (Paduch-Cichal, 2000; Vaskova ve ark., 2000;
Fonseca ve ark., 2005; Ulubas Serce ve ark., 2009).

Pallas ve ark. (2012), Bromoviriislerde kilif proteininin virlis genomunu koruma
ve viral enfeksiyonu baslatma gibi ikili bir islevi oldugunu bildirmislerdir. Pallas ve
ark., (2013), Bromoviriis partikiillerinin genellikle ikosahedral (kiibik simetri)
oldugunu, ancak prune dwarf viriis (PDV), prunus necrotic ring spot virus (PNRSV),
Tulare apple  mosaic virus (TAMV), apple  mosaic  virus  (ApMV)  ve
spinach latent virus (SpLV) ile enfekte olmus bitkilerde bacilliform partikiillerin

gbzlemislerdir.



cap

RNA 1

MET HEL P1

cap

RNA 2
P2

RNA 3

cap

RBD-HR MP

cap

sgRNA 4

RED DR CP

Sekil 2.1. ilarviriislerde genom organizasyonu (Pallas ve ark., 2013, Bonilla F.R. ve
Cieniewicz E., 2022).

Pallas ve ark. (2013), genomun 3 ana RNA dizisinden ve RNA-3'ten eksprese
edilen bir subgenomik RNA-4'ten olustugunu bildirmislerdir. Eksprese edilen
proteinlerin, P1 (Protein 1), P2 (Protein 2), MP (Hareket proteini) ve CP (Kilif protein)
oldugu ve her alanin metiltransferaz (MET), helikaz (HEL), RNA'ya bagli RNA
polimeraz (POL) RNA baglama alan1 (RBD), hidrofobik bolge (HR) ve dimerizasyon
bolgesi (DR) olarak temsil edildigini rapor etmislerdir (Bonilla ve Cieniewicz, 2022).

Fauquet ve ark. (2005), benzer genom organizasyonuna sahip olmalarina ragmen
PNRSV ve PDV, llarvirus cinsinin farkli alt gruplarina ait oldugu (Sekil 2.1) ve cins
icindeki tiirlerin sinirlarini belirlemek i¢in kullanilan kriterlerin seroloji ve konukgu
dizisindeki benzerliklerden olustugunu bildirilmiglerdir. Bu kriterlere goére prunus
necrotic ring spot virus (PNRSV) ve apple mosaic virus (ApMV) 3.alt grupta, prune
dwarf viriis (PDV) ise 4. Alt grupta yer aldig1 gésterilmistir.



Cizelge 2.1. Virus karakterlerinin degerlendirilmesine dayali dort Ilarvirus alt grubu.

(Pallas ve ark., 2013) .

1.Altgrup
Blackberry chlorotic ringspot
Parietaria mottle virus
Strawberry necrotic shock virus
Tobaco streak virus
Potential members
Bacopa chlorosis virus

Tomato necrotic ringspot virus

2.Altgrup
Aparagus virus 2
Citrus leaf rugose virus
Citrus variegation virus
Elm mottle virus
Lilac ring mottle virus
Spinach latent virus

Tulare apple mosaic virus

3.Altgrup
Apple mosaic virus
Blueberry shock virus
Lilac leaf chlorosis virus

Prunus necrotic ringspot virus

4.Altgrup
Fragaria chiloensis latent virus
Prune dwarf virus
Potential members

Viola white distortion virus

Uyemoto ve ark. (2003), Ilarviriislerin dogada yayillmasini, enfekte olmus
gametlerden embriyoya dikey olarak (ebeveynden dole) veya enfekteli fidanlardan
saglikli agaglara yatay yolla tagindigini bildirmislerdir. Yatay (ayni nesil) yayilmanin,
polen yoluyla da gerceklesebildigini, ilarviriislerin yatay gecisinin bazen thrips ve
tozlayicilar gibi cicekleri ziyaret eden bdoceklerle de iliskili oldugunu rapor etmislerdir.
Ornegin, thrips ile llarviriis tasinmasimin , sert ¢ekirdekli meyvelerden biri olan seftali
agaclarinda enfeksiyona neden olurken dogalart geregi mekanik tasinma gibi
goriindiiginii, ancak bu grup bodceklerle polen bulagsma mekanizmasinin ¢ok iyi
anlasilmadigin1 gostermislerdir. Bu hipotezde, polen taneleri ile beslenen tripslerin,
sitoplazmik igeriginin disar1 sizmasina ve ¢igeklerin i¢ yiizeylerindeki beslenme

yaralarini istila etmesine neden oldugunu tepit etmislerdir.

2.1. PDV’nin Simptomatolojisi ve Genom Organizasyonu
2.1.1. Prune dwarf virus (PDV)’nin tamim ve simptomalojisi

PDV, ilk olarak Thomas ve Hildebrand (1936), tarafindan bodurluk ve yaprakta

sekil bozuklugu simptomlari gosteren eriklerde (Prunus domestica) tanimlanmustir.



Genellikle PDV, diger ilarviriislerle birlikte karisik enfeksiyonlar olarak ortaya
cikmaktadir. Kiraz ve vignede polen gegisi en yiiksek bulagsma oranlarini gostermektedir
(George ve Davidson, 1964; Gilmer 1965).

PDV, ozellikle kiraz, visne, seftali, erik ve badem gibi sert ¢ekirdekli meyve
agaclarina ekonomik agidan zarar veren en dnemli viriislerinden biridir (Nemeth, 1986;
Uyemoto ve Scott, 1992). PDV'nin dogal konukgu araligi, Prunus avium, P. cerasus, P.
cerasifera, P. armeniaca, P. domestica, P. insititia, P. mahaleb ve P. persica'y1 igerir
(Nemeth, 1986). Viriis mekanik inokulasyon, asi, iiretim materyali nakli ve polen ile
yeni konukculara yayilabilmektedir (Nemeth, 1986).

Kirazda ise, PDV yapraklarda klorotik lekelere, halkalara, yaygin beneklenmelere,
govde cukurlagmasina neden olabilir. Meyvelerde sekil bozukluklarmma ve {iretimin
azalmasina sebep olur. Viriis, 6zellikle kiraz, visne, badem ve seftali gibi sert ¢cekirdekli
meyve agaglarinda ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Nolasco ve ark., 1991;
Uyemoto ve Scott, 1992, Rampitsch ve ark, 1995). PDV enfeksiyonu, verim azalmasina
neden olur ve bademde (Nolasco ve ark., 1991), seftali ve kirazda onemli kayiplara
neden olmaktadir (Uyemoto ve Scott, 1992 , Rampitsch ve ark, 1995).

PDV'nin, polen yoluyla kolayca yayilma yetenegi ve enfekte olmus konukcgulari
tedavi edecek bir tedavi yontemi olmamasi gercegi, meyve bahgesindeki bir agaca
bulastiginda da hastaligi yonetmeyi zorlastirir. Polen yoluyla tasinmada, sadece
Frankliniella occidentalis isimli bir thrips tiiriiniin de PDV'nin kiraz poleninden diger
bir konukgu olan salataliga gegisini kolaylastirdigi rapor edilmistir (Greber, 1992).

PDV, o6zellikle kiraz ve visne yetistirilen yerlerde diinya ¢apinda bir dagilima
sahiptir (Parakh ve ark., 1995).

Scott ve ark. (1998), PDV ve PNRSV’nin birlikte enfeksiyonlar1 sonucunda
meydana gelebilecek verim kaybinin %60’lara kadar ¢ikabilecegini bildirmistir.

PDV ile bulasik agaclarin yapraklarinda genellikle kiiclilme ve daralma, damar
bolgesinde kirisma, siirgiin aralarinda kisalma, oOzellikle kiraz ve visnelerin
yapraklarinda klorotik halka ve lekeler meydana gelmektedir (Sutic ve ark., 1999).

PDV'nin simptomlar iklime, viriis tiiriine, konukgu tiirlere ve ¢eside bagli olarak
bliyiik olciide degisir (Vaskova ve ark., 2000).

Sert ¢ekirdekli meyvelerin 6nemli bir viral hastalik etmeni olan PDV’nin ApMV
ve PNRSV ile bitkilerde karisik enfeksiyon halinde olabilecegi bildirilmistir. PDV’nin
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yayiliminda asi, polen ve {iiretim materyalinin etkin bir rol oynadigi bildirilmistir
(Fonseca ve ark., 2005). Sert cekirdekli meyve tarimimin yapildigr yerlerde PDV
enfeksiyonu yogun olarak gozlenmekte olup, Ozellikle bulasik kiraz ve visne
agaclarinda ciddi oranda verim ve kalite kayiplarinin goriilebilecegi bildirilmistir
(Myrta ve Savina, 2005).

Mandic ve ark. (2007), yaptiklar1 bir ¢alismada kiraz agaclarinda bulduklar
viriisleri mekanik inokulasyon ile otsu indikator bitkilerden Nicotiana occidentalis, N.
benthamiana, Cucumis sativus, Chenopodium quinoa ve C. amaranticolor’a bulastirmis
; 45 pozitif 6rnekten sadece 5’inde PDV ve PNRSV ELISA ile tespit edilmistir. Ayni
calismada otsu indikator bitki olarak P. serrulata (siis kirazi) kullanildiginda ise
bitkilerde yaprak deformasyonlari, epinasti (organlarin yukari dogru kivrilmasi) ve
nekrotik belirtiler olusmustur.

Erikte PDV, bodurluga, yapraklarda sekil bozukluguna ve bogum aralarinin
kisalmasina neden olmustur. PDV, Italyan eriginde siirgiinlerin uzunlugunu, ¢aplarini,
yaprak sayisini ve fotosentetik toplam alanini azaltmistir (Hadidi ve Barba, 2011).

PDV’nin CP genine karsilik gelen birgok dizi, farkli cografi kokenlerden
(Arjantin, Brezilya, Kanada, Almanya, Macaristan, Israil, Moldova, Polonya, Portekiz,
Rusya, Amerika Birlesik Devletleri ve Tiirkiye) ve konukgulardan (badem, elma, kayisi,
kiraz, seftali, erik, visne, kiraz ve yabani kiraz) karakterize edilmistir (Pallas ve ark.
2012).

PNRSV ve PDV enfeksiyonunun goriildiigii, ortalama on yaslarindaki seftali
agaclarindan elde edilen 6rneklerde, klorotik lekeler, damarlarda renk agilmasi, nekrotik
alanlar ve bodurlasma simptomlarinin goriildiigii bildirilmistir (Zindovi¢ ve ark., 2013).

Sanchez ve ark. (2015), ise PDV’nin kirazda olgun yapraklarin orta damar
etrafinda genel kloroz belirtileri meydana getirdigini bildirmislerdir.

Enfekteli bitkilerde kivrilmis yapraklar, kisa internodlar goriilebilecegi bildirilmis
olup ¢ogunlukla kiraz ve visnede klorotik halkalarin daha belirgin olabilecegi rapor
edilmistir (Kamenova ve ark., 2019).

Portekiz'de badem izolatlarindan elde edilen PDV-CP niikleotid dizileri, diger sert
cekirdekli meyve (seftali, kiraz ve erik) gibi ikinci konukgular i¢in daha yogun bir
arindirict se¢cim Onermektedir (Fonseca ve ark. 2005). Bulgaristan'da, kiraz ve

visnelerden 14 PDV-CP izolatinin filogenetik analizi, nispeten diisiik derecede
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niikleotid dizi gesitliligi gostermistir. Bulgar izolatlarinin, sirasiyla niikleotid ve amino
asit seviyesinde iki ve ii¢ filogrup halinde filogenetik gruplandirilmasi, farkli cografi
bolgelerden kiraz izolatlarmin bildirilen filogruplamasi ile uyumludur. Filogenetik
gruplama ile ifade edilen simptomlar veya cografi koken arasinda bir iliski tespit
edilememistir (Kamenova ve ark. 2019).

Farkli taksonomik gruplardan olmakla birlikte, sert ¢ekirdekli meyveleri enfekte
edebilen 30’dan fazla viriisiin oldugu bildirilmistir. Bu viriisler arasinda yer alan PDV,
Bromoviridae familyasi llarvirus cinsi igerisinde yer almakta olup sert ¢ekirdekli meyve
agaclarimin (kiraz, visne, seftali, erik, badem) ekonomik ac¢idan en 6nemli viriislerinden
biri olarak kabul edilmektedir. EPPO kayitlarina gore, kirazlarda PDV yerine kullanilan
diger yaygin isimleri chlorotic necrotic ringspot virus of cherry, chlorotic ringspot of
cherry, necrotic leaf mottle of cherry, ring mottle of cherry, yellow mottle of cherry
olup visnelerde yellows of sour cherry olarak da adlandirilmistir (Anonymous, 2022) .

Ulkemizde PDV ilk kez Kur¢gman (1977), tarafindan simptomolojik olarak tespit
edilmis, daha sonra yapilan c¢aligmalarda (Dunez, 1988; Azeri, 1994) PDV’nin
yurdumuzun tiim sert ¢ekirdekli meyve iiretimi yapilan bolgelerinde yaygin bir sekilde
bulundugu bildirilmistir.

Hurigil-Gazel (1997)’in Prunus tiirlerinde yaptig1 bir calismada PNRSV, ACLSV,
PDV, ApMV’iinii DAS-ELISA ile tespit etmis, bulunan viriisleri Cucumus sativus,
Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, Chenepodium quinoa ve C. amaranticolor test
bitkilerine mekanik olarak inokule etmistir. Test bitkilerinden sadece C. sativus PDV,
PNRSV ve ApMV ile enfekte olmustur. PNRSV ile enfekteli bitkilerden 15 giin sonra
yaprak damarlarinda renk acilmasi, PDV ile enfekteli bitkilerden damar agilmasi ile
birlikte yapraklarda kii¢iilme ve deformasyonlar gézlenmistir.

Kiraz, visne, mahlep ve mirobalanda tohumdan gecisi meydana gelir, ancak
enfeksiyon oranlar tiirlere gére degisir (Caglayan ve ark., 2006).

Yaygin simptomlar arasinda nekroz, kloroz ve bodurluk bulunur. PDV'nin neden
oldugu hasarin boyutu, etkilenen Prunus tiiriine veya ¢esidine ve viriis irkina baglidir
(Caglayan ve ark., 2011).

Tirkiye’de 2016 yilindan itibaren A2 karantina listesinde bulunan onemli bir

virtistiir (Anoymous 2022b).
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2.1.2. Genom organizasyonu

Viriisiin protein kilifi (CP), bir genomun aktivasyonu i¢in gerekli olan viriis
partikiillerinin replikasyonunu ve kapsidasyonunu etkiler (Bachman ve ark, 1994).

Monosistronik (tek bir protein kodlayan mRNA) PDV-RNA-1, ilk kez Ramptish
ve Estwell (1997) tarafindan sekanslanmistir (Ramptish ve Estwell, 1997). Kanada’dan
kirazin Salomo ¢esidinden elde edilen izolatlardan PDV niikleotid dizisi
sekanslanmistir. PDV izolatindan elde edilen RNA-1; 3374 niikleotid uzunlugunda
olup, tek acik okuma alan1 (ORF1) igerir. RNA-1'in 3374 uzunlugundaki niikleotidin
ORF1 olarak tanimlanan tek agik okuma alani, 3168 niikleotid igeren ve yapisal
olmayan bir proteine P1 (varsayilan replikaz) kodlanarak baglanir. PDV-RNA-2’nin
monosistronik olarak ORF2 ile tasinmasi, RNA-1‘e benzer. RdRp, RNA-1'e benzer
sekilde olan PDV-RNA-2 igeren, ORF 2 tasiyan monosistronik bir molekiildiir.

Scott ve ark.(1998) tarafindan belirlenen ORF2, 2367 niikleotitten olusan yapisal
olmayan bir protein olan P2 ile kodlanip, RARp bilesenini olusturur. RNA’ya bagl
olarak ¢ogalan RdRp enzimi RNA2'nin tiim niikleotid dizisi olan 2593 niikleotidden
olusur.

Orta Avrupa iilkelerinden erik, kiraz ve seftali agaglarindan elde edilen 11 PDV
izolatinin, kilif protein geninin niikleik asit dizileri ve intergenik bolgeleri belirlenmis
ve bu izolatlar daha Once bagka arastirmacilar tarafindan yaymlanan iki izolat ile
niikleik asit dizilimleri karsilagtirllmigtir. Niikleotid karsilastirmasi ile kilif proteinin
%388 oraninda korundugu tespit edilmistir. CP’nin C-terminal ucunun yarisinda yiiksek
oranda benzerlik gosterdigini bu bolgede 13 amino asit yer degisimi gozlenirken N-
terminal ucunun yarisinda 22 adet oldugunu belirlemislerdir. PDV izolatlarinin
molokiiler agirliklar1 arasindaki en biiylik farkin 27.7 kDa oldugu ortaya ¢ikmuistir.
Aragtiricilar, amino asit yer degisimleri ile konukgu tiirli ya da cografik orijine bagli bir
iliski tespit edemediklerini bildirmislerdir (Vaskova ve ark., 2000). Bachman ve ark.
(1994)’nin daha 6nce RNA-3’tin CP geninin dizilimini yaptigi ve PDV ile enfekteli
Amerika-seftali izolatiyla Misir ve Amerika’dan ikiser izolatinin baz dizisini belirlemis
ve karsilastirmislardir. Misir’dan seftali ve erik izolatini, Amerika’dan 2 kiraz izolatini

yapilan bu calismada kullanmiglardir. Dizileme sonucunda, Misir ve Amerika kiraz
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izolatlarmin, Amerika seftali izolati ile sirasi ile %97 ve %98 arasinda benzerlik
gosterdigini belirlemislerdir (Youssef ve ark., 2002).

PDV genomu, RNA1, RNA2 ve RNA3 olarak adlandirilan ¢ pozitif tek kollu
RNA (ssRNA) segmentinden olusmaktadir. Viral kompleksin ilk bileseni, RNA1
segmenti tarafindan kodlanan P1 proteinidir (Pallas ve ark, 2012). RNA2, replikasyon
yapisinin bir elemani olan RdRp kaynagi olan P2 proteinini kodlar (Pallas ve ark, 2013).

PDV genomu, RNA1 (1.3x10° Da), RNA2 (0.95x10° Da) (Kajati,1976;
Fulton,1983) ve RNA3 (0.76x10° Da) segmenti olmak iizere 3’e boliinmiis pozitif tek
kollu RNA’dan olusur (Kalinowska, 2014). Her bir RNA igerigi viral kapsid igindedir
(Lee, 2014).

Toplam 8096 bp uzunlugundaki PDV’nin ayrintili her ii¢ boélgesinin tiim

genomlarinin agiklamasi ve referans sekanslart Sekil 2.2° de gosterilmistir.

RNA1
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RNA 3

Sekil 2.2. PDV genom organizasyon yapisi (Koziet ve ark., 2017)

PDV’nin, hiicreden hiicreye yayiliminda plazmodesmatalar yoluyla viral
replikasyon veya hiicreden hiicreye hareket diizenlenmesinde rol oynayan ana bilesenler
hala bilinmemektedir. PDV’nin genis bir yelpazedeki konukcu bitkilerde dogal
savunma mekanizmalarinin iistesinden gelme konusunda biiyiik bir yetenege sahip
oldugu goriilmiistiir. PDV enfeksiyonunun ilk belirtilerinin meydana gelisinin, spesifik

hiicre zar1 degisiklikleri ve hiicreler icerisinde PDV RNA replikasyonunu destekleyen
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replikaz komplekslerinin olusumu oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte yasam
dongiisiiniin her agamasinda viriisiin, bitki biinyesinde yayilmak i¢in hiicre bilesenlerini
kullandig1 bildirilmistir (Koziet ve ark., 2017).

MP, plasmodesmata yoluyla hiicreden hiicreye viral tagimay1r miimkiin kilan boru
seklindeki yapilart olusturur (Koziet ve ark, 2018).

CP ve hareket proteini (MP), PDV genomunun ii¢lincii bolimii olan RNA3
tarafindan kodlanir (Koziet ve ark, 2020).

Farkli taksonomik gruplardan olmakla birlikte sert ¢ekirdekli meyveleri enfekte
edebilen 30’dan fazla virlisiin oldugu bildirilmistir. Bu viriisler arasinda yer alan PDV,
Bromoviridae familyas1 llarvirus cinsi igerisinde yer almakta ve sert ¢ekirdekli meyve
agaclariin (kiraz, visne, seftali, erik, badem) ekonomik acidan en énemli viriislerinden
biri olarak kabul edilmektedir. EPPO kayitlarina gore, kirazlarda PDV yerine kullanilan
diger yaygin isimleri chlorotic necrotic ringspot virus of cherry, chlorotic ringspot of
cherry, necrotic leaf mottle of cherry, ring mottle of cherry, yellow mottle of cherry
olup visnelerde yellows of sour cherry olarak da adlandirilmistir (Anonymous, 2022).

Ulubas-Serce ve ark. (2009a), Portekiz’den 9 badem izolat1 ve 20 kiraz
izolatindan elde edilen PDV izolatlar1 arasinda CP niikleotid sekanslarinin tam
karsilastirmali analizini gergeklestirmislerdir. PDV-RNA2, RNA1’e benzeyen sekilde
ORF2 tastyan monosistronik bir molekiil olarak bildirmislerdir. Ayrica; Tiirkiye,
Almanya, Kanada, A.B.D., Macaristan ve Polonya’dan kirazlardan toplam 20 izolat elde
ettikten sonra bu PDV izolatlarinin arasinda CP niikleotid dizilimin tam karsilastirmali
analizini gergeklestirmislerdir. Niikleotid dizilimi benzerligi veya homojenitesi Kiraz 1
izolatinda %95-99, kiraz 2 izolatinda %89-98 olarak belirlemislerdir. Elde edilen bu
sonuglara gore izolatlarin homojenitesine gore kirazlar igin, kirazl ve kiraz2 olarak iki
grup olarak bildirmislerdir. Ulubas Serge ve ark. (2009b)’nin yapmis olduklar1 bagka bir
calismada ise 10 PDV izolatinin CP genini igeren 657 niikleotidden olusan bdlgenin
dizilimini belirleyerek analizini yapmislar ve Tiirk izolatlarinin gen bankasindaki diger
izolatlarla yapilan filogenetik analizi sonucuna goére dort grup olustugunu
belirlemislerdir. Kiraz izolatlarinin oldugu ilk grubun korundugunu ve aminoasit
dizileriyle diger gruplardan ayrildigim1 gérmiislerdir. Tiirk izolatlarinin c¢ok sayida

oldugu 2. grupta ise kayisi ve kiraz izolatlarinin yer aldigini, 3. grupta da erik, seftali,
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kiraz, bir kayis1 izolatlar1 ve 4. grupta ise sadece badem agaglarindan elde edilen bir

grup olustugunu gérmiislerdir.

2.1.3. PDV’nin Tespiti ve Teshisi

Bitki viriis hastaliklarinin  tanisinda  biyolojik, serolojik ve molekiiler
yontemlerden sikg¢a yararlanilmaktadir.

Chenopodium quinoa gibi bazi otsu konukgular da PDV ve PNRSV ile enfekte
olabilir ve bu da enfeksiyonlar1 ayirt etmek i¢in gosterge olarak kullanilabilir. PNRSV,
C. quinoa'da kii¢iik nekrotik lokal lezyonlar iiretir, ardindan sistemik olarak enfekte
olmus yapraklarda ciddi bozulma meydana gelir (Davidson ve Rundans, 1972).

Kirazda goriilen PNRSV ve PDV’nin genellikle birlikte enfeksiyon yaptiklar
belirlenmistir (Nyland ve ark., 1976; Brunt ve ark., 1996).

Ayrica ELISA testi uygulanarak kiraz tohumlarinda PDV’nin varlig1 ilk olarak
1977 yilinda Casper (1977) tarafindan rapor edilmistir.

Erik ve kirazlarda PDV, geng¢ yapraklarda veya yeni olusan tomurcuklarda tiim
vejetasyon donemi boyunca tespit edilebilir (Torrance ve Dolby, 1984).

Kirazlarda goriilen PDV, %50-%70 oraninda iiriin kaybina sebep olarak oldukca
yikici etki olusturdugu bildirilmistir (Fulton, 1985; Caglayan ve ark., 2011).

Farkli yontemlerin viriislerin tanilanmasindaki duyarliliklar1 birbirinden farklilik
gosterir. Ozellikle, PDV ve PNRSV icin ¢esitli teshis yontemleri gelistirilmistir.Enzimle
baglantili immiinosorbent yontemi (ELISA) ve ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) su anda bitki viriis teshisi igin kullanilan en yaygin tekniklerdir.
Baz1 bitki RNA viriisleri icin RT-PCR, 6zellikle viriisiin diisiik titrede bulundugu veya
kaliteli antiserumlarin bulunmadiglr durumlarda ELISA'dan daha etkilidir (MacKenzie
ve ark., 1997).

Serolojik bir test yontemi olan ELISA yonteminin giivenilirligi ile birlikte
kullanim1 da bazi sinirlamalara baglidir. Ozellikle, odunsu bitkilerde olusan diisiik viriis
konsantrasyonu ile virlisiin agagtaki heterojen dagilimi1 gibi durumlar dikkate
alindiginda, bu yontemin mevsimsel olarak yanlis sonuglar verdigi bildirilmistir

(Torrance, 1981). Daha duyarli ve giivenilir teknik olarak bilinen ve Ozellikle de
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mevsime bagli farkli virlis konsantrasyonlarindan az etkilenen PCR sayesinde
ELISA’da yasanan bir¢ok problem ortadan kalkmistir (Smith ve ark., 1998).

PDV, Israil’de yapilan calismalarda kirazlarda saptanmustir (Spiegel ve ark.,
1998).

RT-PCR, geng¢ yaprak ve ¢icek tomurcuklarinin damar dokusu iginde ve ayrica
gelisen cicek organlarindaki mezofilde ve badem polen tanelerinin iiretken ve vejetatif
hiicrelerinde PDV'yi tespit edebilir (Silva ve ark., 2003).

Diinya kiraz iiretiminin yaklasik %38’ini karsilayan Akdeniz {ilkelerinde kiraz
agaclarinda serolojik yontemlerle gergeklestirilen testlerde viriis enfeksiyon orani %48
olarak bulunmustur. Bu oran giliney Akdeniz iilkelerinde %10 civarindayken, Kuzey
Akdeniz iilkelerinde %60’lara kadar ¢ikmistir. En sik goriilen viriisler sirasi ile PDV,
PNRSV, ACLSV ve ApMV olmustur. Enfekteli agaclarin %80’inde tespit edilen PDV
biiyiik bir farkla kirazda en yaygin goriilen viriis olmustur (Myrta ve Savino, 2008).

Ticari meyve bahgelerinde ve fidanliklarda, 2006-2008 yillarinda Cek
Cumhuriyeti'nin 6nemli kiraz yetistirme alanlarinda PDV ve PNRSV viriisii i¢in arazi
arastirmalar1 gergeklestirilmistir. 1.198 kiraz agacindan ve 240 visne agacindan olmak
tizere Toplamda 1.438 numune ELISA ile analiz edilmistir. Her iki virlisiin genel
ortalama enfeksiyon seviyesi %17.7 olarak tespit edilmistir. En fazla enfeksiyon orani
%22.5 ile visne agaclarinda saptanmistir. En ¢ok ornekte saptanan viriis %10,9 oraniyla
PDV, daha sonra %6.3 orantyla PNRSV olmustur (Sucha ve Svobodova, 2010).

Cek Cumbhuriyeti'ndeki ticari vigsne bahgelerinde ve fidanliklarda yapilan bir baska
calismada ise, toplu Slgekte viriis testi icin ELISA’nin; hizi, dogrulugu ve 6zgilligi
nedeniyle yaygin olarak kullanildig1 tespit edilmistir (Kapoor ve Handa, 2018).

ELISA yontemi kullanilarak yapilan calismalarda sert c¢ekirdekli meyvelerden
kirazda en sik goriilen virlistin PDV oldugu ve enfeksiyon oraninin %35-55 arasinda
degistigi ortaya konmustur (Azeri, 1994; Caglayan Yildizgordii ve Hurigil, 1996; Fidan
ve Ozdemir, 2000; Paylan, 2006).

Caglayan ve Ulubas (2003), Tiirkiye’de sert ¢ekirdekli meyvelerde (kiraz, visne,
kayis1) bulunan viriisleri tespit etmek amaciyla ELISA testine ek olarak RT-PCR
teknigini kullanmiglar ve PNRSV, PDV, PPV ve ApMV viriislerinin varliklarin
saptamislar ve Ozellikle Izmir ve Ankara illerinde en yaygm viriis olarak da tespit

etmislerdir.
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Sipahioglu ve ark., (2004)’nin, Van ve civarinda sert ¢ekirdekli meyvelerde sorun
olan viral hastaliklar iizerine yapmis olduklar1 ¢aligmalarda prunus necrotic ringspot
(PNRSV), apple chlorotic leaf spot (ACLSV), apple mosaic (ApMV), prune dwarf
(PDV) ve plum pox (PPV) viriislerinin tespiti i¢in yapilan ¢alismalar kapsaminda DAS-
ELISA ile test edilen 306 meyve agacinin 154’1 kayisi, 45°1 kiraz, 23’1 seftali, 41°1 erik
ve 32’si vigne olusturmustur. DAS-ELISA testleri ile ortaya konan viriislerden biri olan
PDV’nin enfeksiyon orani kayisida %0.6, kirazda %7.1 ve visnede ise %31.2 olarak
tespit edilmistir

Ilkbahar déneminde agaglarin tomurcuklanmas: ile birlikte DAS-ELISA analizi
sonucu okunan absorbans degerleri yiikselerek devam etmistir. Mayis ayinda en yiiksek
okuma degerine ulasilmis olup, Haziran ve Temmuz aylarinda diisiik degerler elde
edilmis ve bu tarihe kadar pozitif sonuglar vermistir. Temmuz ayinda ise sicakligin
yiikselmesi ile virlis konsantrasyonu diismiis, Agustos ve Eylill aylarinda yapilan
testlerde negatif absorbans degerlerine ulasilmistir. Sonbaharda Ekim-Kasim ve Aralik
aylarinda alinan ornekler tekrar yiiksek absorbans vererek pozitif sonu¢ vermistir.
Aralik ayinda yapraklarin iyice sararip dokiildiigli donemde alinan yaprak ornekleri
tekrar negatif okuma degeri vermistir. Bu sonuglara gore genelleme yapacak olursak
PDV’nin en uygun ornekleme zamaninin ilkbahar aylari ile sonbaharin ge¢ donemi

oldugu soylenebilir (Yegiil, 2017).

2.2. Diinya’da PDV konusunda yapilan ¢calismalar

En yaygin olarak bulunan kiraz viriisleri PDV, PNRSV ve ACLSV olarak tespit
edilmistir (Jordovic, 1955; Jordovic,1958; Rankovic, 1976; Mandic ve ark., 2007).
Kirazda gorilen PNRSV ve PDV’niin genellikle birlikte enfeksiyon yaptiklart
belirlenmistir (Nyland ve ark., 1976; Brunt ve ark., 1996).

Kirazlarda goriilen PDV, %50-%70 oraninda iiriin kaybina sebep olarak oldukca
yikier etki olusturdugu bildirilmistir (Fulton, 1985; Caglayan ve ark., 2011).

PDV, diinyada sert g¢ekirdekli meyvelerin yetistirildigi tiim alanlarda yaygin
olarak tespit edilmistir. Son zamanlarda PDV enfeksiyonlari, Sili (Herrera, 1991),
Portekiz (Nolasco ve ark, 1991), Liibnan (Jawhar ve ark, 1996), Tunus (Zeramdini ve
ark, 1996), Tiirkiye (Caglayan ve ark, 1996), Kibris (Gavriel, 1998), Israil (Spiegel ve
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ark, 1998), Malta (Gatt ve ark, 1998) ve Filistin (Jarrar ve ark, 2001) gibi ¢ok ¢esitli
tilkelerde tespit edilmistir. Bununla birlikte, PDV'nin ¢ok yaygin dagilimi géz Oniine
alindiginda, bu raporlar muhtemelen viriisiin 6nceden PDV'siz bilinen iilkelere
gelisinden ziyade onceden var olan PDV enfeksiyonunun kesfini yansitmaktadir.
Kirazlarda, Arnavutluk’ta %25 (Myrta ve ark., 1996) , Giiney Italya’da %75 (Saponari,
1999) ve Liibnan’da %42 (Choueiri, 2003) oraninda bulagsma rapor edilmistir.

Scott ve ark., (1998), PDV ve PNRSV’nin birlikte enfeksiyonlar1 sonucunda
meydana gelebilecek verim kaybinin %60’lara kadar ¢ikabilecegini bildirmistir.

Ispanya’nin Murcia bélgesindeki kayis1 agaclarinda molekiiler hibridizasyon
teknikleri ve serolojik yontemler kullanilarak, ACLSV, ApMV, PNRSV ve PDV’ye
kars1 testlenmistir. Testlenen 450 kayist agacinin yaklasik % 30’unun en az bir viriisle
enfekteli oldugu tespit edilmistir. ACLSV ile % 22,6, ApMV ile % 15,7, PNRSV ile %
10 ve PDV ile % 0,4 oraninda enfekteli oldugu saptanirken, % 23,6’sinin iki farkli
viriisle enfekteli, %2,9’unun {i¢ farkli viriis ile karisik enfeksiyon halinde oldugu
bildirilmistir (Dominguez ve ark, 1998).

Vaskova ve ark. (2000), Orta Avrupa'daki erik, kiraz ve seftali agaglarindan elde
edilen 11 PDV izolatimin kaplama proteini gen dizilerini belirlemislerdir. Tim
izolatlarin karsilagtirllmast sonucunda kilif protein geninin yiiksek oranda (%88)
korunmus bir bolge oldugu belirlendi. Analiz sonucunda, aminoasit ikameleri ile
konukgu tiir ve izolatlarin cografi kokeni arasinda makul bir iliski gézlenmemistir.
Diger ilarviriislerin kilif protein genleri ile yapilan karsilagtirmali ¢alismalarda, PDV
niikleik asit dizilerinin en ¢ok apple mosaic virus (ApMV), EIm mottle virus (EMoV),
lilac ring mottle virus (LIRMoV) ve prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)’une
benzedigi belirlenmistir.

PDV, hem tek bagina hem de PNRSV ile meydana getirdigi enfeksiyonlarda, kiraz
meyvelerinin kimyasal bilesimini olumsuz etkiler (Maxim ve Papp, 2000).

Badem agaclarinda PDV ve PNRSV varligimin tespiti i¢in yapilan bir ¢alismada,
DAS-ELISA ve RT-PCR yontemlerini karsilastirmak i¢in 175 badem agacinda viriis
varligi 3 yil boyunca test edilmistir. Caligma sonucunda, RT-PCR tekniginin DAS-
ELISA'ya gore daha duyarli oldugu belirlenmistir. RT-PCR'in herhangi bir mevsimde
PDV'yi tespit etmede biiyiik bir avantaja sahip oldugu belirlenmistir (Mekuria ve ark.,
2003).
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En yaygin bulunan viriisler, kirazda PDV ve visnede PNRSV olarak bulunmusg
olup, karisik enfeksiyonlar da yaygin olarak tespit edilmistir. Japonya (Isogai ve ark.,
2004) ve Kaliforniya (Sabanadzovic ve ark., 2005) gibi diger bolgelerde karigik
enfeksiyonlu kiraz agaglar1 bildirilmistir.

Fonseca ve ark. (2005), badem izolatlarindan izole ettikleri PDV’niin 12 izolatinin
kilif protein bolgelerinin dizilemelerini ortaya ¢ikarmiglardir. PDV'nin, ayni1 bolgedeki
farkli sert ¢ekirdekli meyve ¢esitlerinden izole edilenler ile diger PDV izolatlarindan
genetik olarak oldukga farkli oldugu bulunmustur. Hedef bolgedeki biiyiik gesitlilige
ragmen, kilif protein bolgesinin N-terminalinde amfipatik bir bolge oldugu ve bu
bolgenin viral baglanmada yer aldigi bildirilmistir. Sert ¢ekirdekli meyvelerin 6nemli
bir viral hastalik etmeni olan PDV’nin ApMV ve PNRSV ile bitkilerde karisik
enfeksiyon halinde olabilecegi bildirilmistir. PDV’nin yayilimda as1, polen ve iiretim
materyalinin etkin bir rol oynadig bildirilmistir.

Yapilan bagka bir c¢alismada ise giiney Bulgaristan’da %15,8, Suriye’de %387,
Italya’nin Bari sehrinde Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'niin 2003 yilinda yaptig1 bir
calismada Akdeniz bolgesinde yetistirilen kirazlarda %67,2 oraninda PDV saptanmistir
(Myrta ve ark., 2003). Ayrica A.B.D.’de yapilan diger bir ¢aligmada, PDV’nin PNRSV
ve CLRYV ile karigik enfeksiyona neden oldugunu kanitlamislardir (Gentkow ve ark.,
2005).

Bulgaristan’in gilineyinde, farkl tiir sert ¢ekirdekli meyve agaglarindan toplanan
2592 adet 6rnekte PDV ve PNRSV’nin varligit DAS-ELISA ile belirlenmis olup, PDV
enfeksiyonu en yiiksek kirazda (%15,8) bulunmustur (Milusheva ve Borisova, 2005).

Sirbistan’da ise 125 visne ve kiraz agact DAS-ELISA yontemi ile PNRSV, PDV,
ACLSV, ApMV ve PPV agisindan testlenmis olup uygulanan ELISA testi sonucuna
gore PDV, ACLSV ve PNRSV’nin bulunma oran1 %63 olarak bulunmustur (Mandic ve
ark., 2007).

Sirbistan'da kiraz viriisleri i¢in yapilan ilk kapsamli bu arastirmada, kiraz ve vigsne
koleksiyonunda bulunan yiiksek viriis enfeksiyonu oranlar1 Arnavutluk (Digiaro ve ark.,
1994) ve Bosna ve Hersek'ten (Matic ve ark., 2008) bildirilen sonuglara benzer
bulunmustur.

Diinya kiraz {iretiminin yaklasik %38’ini karsilayan Akdeniz {ilkelerinde kiraz

agaclarinda serolojik yontemlerle gergeklestirilen testlerde viriis enfeksiyon oran1 %48
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olarak bulunmustur. Bu oran giiney Akdeniz iilkelerinde %10 civarindayken, kuzey
Akdeniz tlkelerinde %60’lara kadar ¢ikmistir. En sik goriilen virlisler sirast ile PDV,
PNRSV, ACLSV ve ApMV olmustur. Enfekteli agaclarin %80’inde tespit edilen PDV
bliytik bir farkla kirazda en yaygin goriilen viriis olmustur (Myrta ve Savino, 2008).

Uluslararas1 gen bankasi veri tabanlarindan elde edilen 31 izolatin PDV dizisi ile
Tunus’dan elde edilen yeni bir PDV izolat1 da kullanilarak analiz edilmistir. 1ki farkli
analiz programinin kullanildig1 genetik cesitlilik calismasinda, 15 viriisiin kilif proteini
bolgelerinde birkag genetik ¢esitlenme tespit edilmisti. MEGA 4 (Boulila, 2009)
programi kullanilarak, niikleotid dizisi boyunca belirli ekleme/silme bolgeleri
bulunmustur.

PDV’yi sert ¢ekirdeklilerde tespit etmek i¢in, one step RT-PCR ve real-time PCR
yontemleri kullanilmistir. Farkli bolgelerin farkli konukgularindan izole edilen 55
izolatin kullanildig1 bu ¢alismada farkli tan1 yontemlerinin duyarliliklar1 kiyaslanmistir.
Herhangi bir dokuda virlis yogunlugunu belirlemek i¢in, kullanilan real-time PCR
yonteminde referans gen familyasi olarak 18s ribozomal RNA (rRNA) ve actin genleri
kullanilmistir. Bu c¢alisma sonucunda, birden fazla housekeeping gen familyasinin
kontrol olarak kullanilmasinin daha dogru sonuglar verebilecegi bildirilmistir (JaroSova
ve Kundu, 2010).

Cek Cumbhuriyeti’nde PDV ve PNRSV enfeksiyonlarini saptamak i¢in, 2006-2008
yillar1 arasinda yapilan sorvey caligmalarinda 1438 hastalikli bitki Ornegi temin
edilmistir. Bu orneklerde, serolojik c¢aligmalar yapilarak saptanan toplam enfeksiyon
oraninin %17,7 oldugu belirlenmis olup, PDV enfeksiyonunun %210,9 ve PNRSV
enfeksiyonun %6,3 oraninda oldugu tespit edilmistir (Sucha ve Svobodova, 2010).

Yunanistan’da ilk defa yapilan bir calismada PDV, PNRSV ve ApMV tespiti i¢in,
daha onceden ilarviriisleri belirlenmesine 6zgii analizi modifiye ederek nested PCR
yontemini kullanmiglar ve badem ile kiraz agaclarinda ilarviriislerinin tanilamasini
gerceklestirmislerdir. Badem ve kiraz agaglarinda ilarviriislerin  bulasikliligini
belirlemek i¢in, farkli bolgelerden yapilan sérvey caligsmalart sonucunda toplanan
badem oOrneklerinde PNRSV % 41 ve PDV % 21,5 bulunmustur. Kiraz bahgelerinde ise
daha yaygin bir viriis olan PNRSV % 19,4 bulunmasina ragmen PDV % 56,6 oraninda

saptanmigstir. Bu iki viriisle karisik enfeksiyon badem 6rneklerinde % 10 ve kirazda ise
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%17 olarak bulunmustur. Caligmada toplanan hi¢ bir 6rnekte ApMV igin pozitif sonug
almamamustir (Maliogka ve ark., 2010).

Cok sayida monoklonal antikorlarin (Mabs) kullanimui ile farkli {ilkelerden PDV
izolatlar1 arasindaki serolojik degiskenlik, Paduch-Cichat ve ark. (2011a) tarafindan
rapor edilmistir.

Serolojik yontemle PDV’nin tespit edildigi baska bir ¢calismada ise Almanya’dan
1, Italya’dan 7, Polonya’dan 13 ve Amerika’dan 1 izolat kullanilarak serolojik
degiskenlikler ortaya konulmus olup, elde edilen sonuglar ile viriisiin 13 farkli serolojik
karakterinin goriildiigii tespit edilmistir (Paduch-Cichat ve ark., 2011a).

Seftali agaclarindan elde edilen 6rneklerde, PNRSV ve PDV enfeksiyonunun
gozlemlendigi ortalama 10 yaslarindaki agaglarda klorotik lekeler, damarlarda renk
acilmasi, nekrotik alanlar ve bodurlasma simptomlarinin goriildiigi bildirilmistir
(Zindovi¢ ve ark., 2013).

PDV'nin tespiti i¢in, Iran’mn Charmahal-va-Bakhtiari eyaletinden 2011 ve 2012
yillarinda sert c¢ekirdekli meyve bahgelerinden temin edilen 251 yaprak Ornegi
kullanilmigtir. DAS-ELISA testiyle serolojik olarak tespit edilen PDV varligi
orneklerden total RNA ekstre edilerek ve PDV’nin molekiiler karakterizasyonu
yapilarak gergeklestirilmistir. Toplam 251 6rnegin 181’inde serolojik ve iki agamali RT-
PCR analizleri kullanilmis olup, PDV enfeksiyonu dogrulanmistir. Bu caligsma,
Charmahal-va-Bakhtiari bolgesindeki sert ¢ekirdekli meyve bahgelerinde PDV’nin ilk
raporu olarak kaydedilmistir (Soltani ve ark., 2013; Celik, 2020).

Cin'deki kiraz bahgelerinde, PNRSV ve PDV varligim1 arastirmak i¢in viriis
hastaligina benzer simptomlar gdsteren toplam 57 yaprak ornegi toplanmistir. CTAB
bazli bir yontemle elde edilen total RNA ile kurulan RT-PCR testleri sonucunda, 57
ornegin 34'tinde PNRSV (%59,6) ve 27'sinde PDV (%47,4) tespit edilmistir. Orneklerin
22’sinin ayni anda her iki viriis tarafindan da enfekte edildigi ve bitkilerde yapisal
bodurluk, kisalmis bogum aralar1 ve meyve ¢atlamasi gibi belirtiler goriilmiistiir (Zong
ve ark., 2013).

Kilif protein bolgesinin tiim niikleotid dizisisinin elde edilmesinin amaglandig1 bir
caligmada, 23 izolat farkli sert ¢ekirdekli meyvelerden izole edilmis izolatlar, gen

bankasinda yer alan 57 referans izolat ile karsilagtirilmistir. Sekans analizi yapilmis tiim
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viriis izolatlarinin karsilagtirilmasi, niikleotid seviyesinde %86-100 ve aminoasit
seviyesinde %79-100 benzerlik gostermistir (Kalinowska ve ark., 2014).

Cesitli Prunus spp.(sert c¢ekirdekli meyve) tiirlerinde enfeksiyon olusturmus
PDV’nin niikleotid dizileme caligmalarinda genellikle kilif proteini bdlgesi lizerinden
caligsmalar yapilmis olup, son zamanlarda viriisiin hareket proteini sentezinden sorumlu
gen bolgesi lizerine bazi caligmalar da yapilmaktadir Bu calismada, kilif protein
bolgesinden farkli olarak RNA-3 iizerinde yer alan hareket proteinine 6zgli primer
dizayn etmek suretiyle viriisiin molekiiler karakterizasyonunu ortaya koyulmustur.
Calismada yeni dizayn edilen primer ciftinin daha yiiksek pozitif sonuc¢ veren izolat
sayisina sahip veriler iirettigi tespit edilmistir. izolatlarin kisith bir cografi bolgeden
elde edilmesine ragmen, elde edilen dizilerin izolatlar arasinda yiiksek derecede farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan degerlendirmeler neticesinde, konuk¢u ve cografi
farkliliklar agisindan 6nemli degiskenlik gozlemlenmemistir. Veriler, PDV’nin genetik
cesitliliginin oldukea yiiksek oldugunu gostermektedir (Predajna ve ark., 2017).

Kinoti ve ark. (2018) tarafindan Avustralya’da sert ¢ekirekli meyve tiirlerinde
yiiriitiilen bir ¢calismada, 127 adet viriisle bulasik oldugu diisiiniilen 6rnek toplanmis ve
ApMYV ve PDV varlig1 agisindan testlenmistir ve bunun sonucunda 4 ApMV ile 10 PDV
izolat1 tespit edilmistir. Yapilan dizileme caligmalar1 sonucunda, PDV ve ApMV
izolatlarinin filogenetik analizleri yapilmis ve diinya izolatlar1 ile olan iliskileri ortaya
konulmustur.

Bulgaristan'i alt1 bolgesinde 10 farkli lokasyonda 43 ticari ve 3 koleksiyon kiraz
ve vigne bahgesinde PDV sorveyleri yapilmistir. PDV enfeksiyonunun varliginin tespiti
i¢in, Vviriis benzeri simptomlar gosteren ve gostermeyen 2090 agagtan alinan yaprak
ornekleri DAS-ELISA ile test edilmistir. Kiraz ve visnede, ortalama PDV enfeksiyonu
seviyesi %14,4 olarak belirlenmis olup, %92,4’tinde PDV tek patojen iken %7,6’sinda
PNRSYV ile karisik enfeksiyon seklinde goriilmiistiir. Simptomlar1 PDV enfeksiyonu ile
iligskilendirmek igin gorsel gozlemler yapilmis, enfekte agaclarin %56,2’sinde PDV
simptomlar1 varken, %43,8'inde herhangi bir simptoma rastlanmamigtir. Dort bolgeden
14 izolatin 654 niikleotidten olusan CP niikleotid dizileri belirlenmistir. Niikleotid ve
aminoasit sekans karsilagtirmalar1 referans izolatlar ile sirasiyla %87-100 ile %93-100
benzerlik gostermistir. Bulgaristan'dan PDV izolatlarinin kilif proteini genlerinin ve gen

bankasi veri tabanindan elde edilen 38 kiraz izolatinin kilif proteini genlerinin niikleotid
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ve amino asit dizileri ile olusturulmustur. Filogenetik analizler, sirasiyla ii¢ ve iki
filogenetik grubun varligin1 gostermistir. Caligilan izolatlarin filogenetik gruplamasi ile
enfekte agaclarin ve/veya drnekleme bolgesinin simptomlar1 arasinda herhangi bir iliski
gozlenmemistir (Kamenova ve ark., 2019).

Kiraz, Bulgaristan'da geleneksel ve dnemli bir meyve mahsuliidiir. Daha 6nceki
arastirmalar da kiraz ve visnelerde, PDV'nin en yaygin virlis enfekiyonu oldugunu
gostermistir (Kamenova ve ark., 2020).

5 PDV kiraz izolatinin biyolojik ve molekiiler o6zelliklerinin incelendigi bir
calismada, slipheli agaglar DAS-ELISA ile testlenmis ve PDV enfeksiyonu tespit
edilmistir. Enfekteli konuk¢u agaglardan ikisi simptomsuz olup, diger ii¢ aga¢ da ise
klorotik cizgiler ve lekeler ile uzun yapraklar seklinde deformasyon gézlemlenmistir.
Ozellikle odunsu bitkilerde gézlemlenen PDV, serada yetistirilen 22 otsu test bitkisinde
de arastirilmistir. Bunlardan Prunus tomentosa ve Prunus cerasifera oldugu
belirlenmistir. Ancak, Cucumis sativus Amelia, C. sativus cv. Levina, C. sativus cv.
Tessa ve Prunus tomentosa bitkilerinin en uygun test bitkisi oldugu ortaya ¢ikmaistir.
Test edilen PDV izolatlarinin biyoanalizi sonucu, 657 bp'lik uzunluktaki CP niikleotid
dizisine karsilik gelen niikleotid dizileri elde edilmistir. CP'de ¢alisilan izolatlar
arasindaki benzerlik, niikleotid ve aminoasit seviyelerinde sirasiyla %95,5-100 ve
%97.4-100 olarak gozlemlenmistir. Hareket proteini (MP) dizileri ise 753 niikleotid
uzunlugunda olup, 251 aminoasidi ortak %94,1-98,4 niikleotid ve %96,8-99,2 amino
asit 0zdesligi. Hem MP hem de niikleotid dizileriyle olusturulmus agaglar calisilan
izolatlarin ve referans PDV kiraz varyantlariin CP genleri, iki filogrup olusumu
gostermistir. Calisilan tiim izolatlarin grup I'de iki kiimeye ayrildigir gozlemlenmistir.
Filogenetik gruplama ve biyolojik Ozelliklerin yan1 sira cografi koken de
gozlemlenmistir (Kamenova ve Borisova, 2022).

Bulgaristan'da yapilmis olan bir ¢alismada, kiraz agaglarinda, deneysel olarak
asilanmis otsu bitkilerde ve 5 adet odunsu indikatdr bitki simptomlarina gore
degerlendirilmis olup, elde edilen bu PDV izolatlarinda yayilmis oldugu saptanmistir.
Kilif proteini ve hareket proteini genleri dizilenmistir. Dizileme sonucu, cografi
bolgelerden belirlenen kiraz cesitlerinden elde edilen PDV dizileri ile karsilastirilmistir

(Kamenova ve ark., 2022).
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Sert ¢ekirdekli meyve agaglarini enfekte eden ilarviriisler ve viroidler, A.B.D.’nin
giineydogusunda seftali iiretiminde karsilasilan 6nemli patojenlerdir. Giiney Carolina ve
Georgia'daki potansiyel inokulum kaynaklarini belirlemek i¢in, iki ilarviriis PNRSV ve
PDV ayrica bir viroid olan PLMVd (Peach latent mosaic viroid) igin bir arastirma
yapilmis ve hepsinin polen ile bulagabilir oldugu oOne siiriilmiistiir. Yabani Prunus
tirlerinde yapilmig olan bu ¢aligmada, P. serotina'da PDV ve PLMVd viriis/viroid
enfeksiyonu ile aga¢ yasi arasinda anlamli bir iliski gozlenmemistir. Toplanan
materyallerde PDV ve PLMVd analiz edilmis olup, ancak higbir pozitif sonug
bulunmamistir. RT-PCR ve RT-qPCR analizlerinde pozitif kontroller calistigindan
dolay1, negatif sonuglarin yanlig olmasi olasiligt olmamistir (Bonilla ve Cieniewicz,

2022).

2.3. Tiirkiye’de PDV konusunda yapilan ¢calismalar

Dunez (1986), yaptig1 calismada ACLSV, PNRSV, PDV, PPV ve SLRSV’nin
Izmir ve Yalova’daki sert cekirdekli meyve agaclarinda bulundugunu bildirmistir.

Ulkemizde Dogu Akdeniz Bélgesi’nde yetistirilen sert cekirdekli meyve
agaclarmin %22.2’si ApMV, %17.1’1 PNRSV, %15.5’1 PDV ve %13.3’i ACLSV ile
enfekteli oldugu tespit edilmistir (Caglayan ve Gazel, 1998).

Sert ¢ekirdekli meyve agaclarindan (kiraz, visne, erik, nektarin, seftali, kayisi) 13
ilden (Adana, Afyon, Ankara, Amasya, Burdur, Bursa, Canakkale, Hatay, Isparta, Izmir,
Tokat, Yalova) alinan toplam 488 6rnek DAS-ELISA yontemi ile testlenmistir. DAS-
ELISA yontemi ile serolojik olarak testlenen Orneklerin 31 adedinde PNRSV, 71
adedinde PDV saptanmistir. PDV enfeksiyonu %27.4 (60 pozitif) enfeksiyon orani ile
en ¢ok kirazda saptanir iken %22.2 (6 pozitif) ile ikinci sirada vignede tespit edilmistir.
Testlenen diger tiim sert ¢ekirdekli meyve ¢esitlerindeki (erik, kayisi, nektarin, seftali)
PDV oram1 %3’1in altindadir. PNRSV igin testlenen diger 6rneklerdeki oran ise %23.52
ile en fazla oran ile nektarinde, daha sonra %12,19 ile seftalide saptanmistir. Diger sert
cekirdekli meyve ¢esitlerinde %10’un altinda tespit edilmistir. ApMV viriisiine karsi
DAS-ELISA ile testlenen tiim Ornekler negatif sonu¢ vermistir. PNRSV igin DAS-
ELISA sonucunda pozitif ve negatif c¢ikanlar, RT-PCR le de ayni1 sonucu vermistir.

Ancak DAS-ELISA ile pozitif bulunan 31 6rnege ilaveten RT-PCR sonucunda 51 6rnek
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enfekteli bulunmustur. Fakat ornekler PDV igin RT-PCR ile tespit edilememistir
(Ulubas, 2003).

Sertkaya ve ark. (2004), Dogu Akdeniz Bolgesi’nde sert g¢ekirdekli meyve
tirlerinde apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), cherry leaf roll virus (CLRV), prune
dwarf virus (PDV), prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) viriislerini arastirirken,
bademde de Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) nii saptamiglardir.

Van ve civarinda yetistiriciligi yapilan sert ¢cekirdekli meyve tiirlerinde sorun olan
viral ve fungal hastaliklarin belirlenmesine yonelik yapilan bir calismada; PNRSV,
ACLSV, ApMV, PDV ve PPV viriislerinin tespiti i¢in yapilan sérveyler kapsaminda
toplanan 154 kayisi, 45 kiraz, 23 seftali, 41 erik ve 32 visne agacinin ELISA ile
testlenmesi sonucunda Orneklerde PDV ve ACLSV enfeksiyonlar1 tespit edilmistir.
PDV’nin enfeksiyon orani kayisida %0.6, kirazda %7.1 ve visnede ise %31.2 olarak
belirlenmistir (Sipahioglu ve ark., 2004).

Tiirkiye Cumhuriyeti Tarim Bakanligi'na ait ¢esitli koleksiyonlar1 olan ticari
meyve bahgelerinde, 2000 ve 2001 yillarinin basinda ilkbaharda saha denetimleri
sirasinda alinan siptom gosteren yaprakli siirgiin 6rnekleri ile c¢alisma yapilmistir.
Afyon, Ankara, Amasya, Burdur, Canakkale Isparta, Izmir, Tokat ve Yalova illerinin
bahgelerinde toplam 240 kiraz 6rneklerinde ACLSV, PPV, PNRSV ve PDV varliklari
DAS-ELISA ve RT-PCR ile testlenerek tespit edilmistir. Sonuglar, tim 6rneklerin %
31.7'sinin bir veya daha fazla viriis ile enfekteli oldugunu ortaya koymustur. En yaygin
viriis enfeksiyon orant % 25.0 PDV olarak tespit edilmistir. Bunu, ACLSV ve PNRSV
izlemistir. PDV+PNRSV (3 06rnek) ve PDV+ACLSV'nin (6 0Ornek) karisik
enfeksiyonlart da saptanmistir. Ancak, PPV ile enfekteli ornek tespit edilmemistir
(Ulubas, 2005).

Izmir ili ve ilgelerinde kiraz alanlarinda yapilan bir ¢alismada ELISA testlerinin
sonucunda, 400 6rnegin 49’unda PDV, 9’unda ACLSV, 24’iinde PNRSV ve 3’iinde de
birden ¢ok virlis tespit edilmistir. Testlenen 400 o6rnekte CLRV, PPV ve ApMV
enfeksiyonlar1 saptanmamistir. Bu verilere gore, PDV %12.7 ile kiraz alanlarinda en
cok goriilen virilis olmugken %68,5’lik kisimda ise herhangi bir viriis tespit edilmemistir
(Paylan, 2006).

Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi deneme alanlarinda yer alan badem

agaclarinda viral enfeksiyonlar arastirilmigtir. Yapilan ¢alismada, 222 6rnek DAS-
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ELISA yontemi ile olas1 viriislerin varligi acisindan testlenmistir. Testlenen ornekler
arasinda PDV enfeksiyonuna rastlanmamistir (Oztekin, 2006).

Dogu Akdeniz Boélgesi illerinde 2000-2003 yillar1 arasinda ilkbahar ve sonbahar
mevsimlerinde viriis ve viriis benzeri simptom gosteren 240 kiraz ve 73 visne
orneklerinde PNRSV, PDV, PPV ve Avrupa sert ¢ekirdekli sar1 meyve fitoplazmalari
(ESFY) varligin1 saptamak amaciyla DAS-ELISA ve RT-PCR testlemeleri yapilmistir.
DAS-ELISA testlemeleri sonucunda en yaygin viriis %10.8 oraninda PDV iken, %3.8
oraninda PNRSV saptamislardir. Tiim pozitif 6rnekler kirazlardan elde edilmis olup,
visne Orneklerinin hepsi negatif olarak saptanmigtir. DAS-ELISA sonuglaria gore, 1
kiraz 6rnegi PPV ile bulasik tespit edilmesine ragmen RT-PCR sonucunda negatif
cikmistir. DAS-ELISA ve RT-PCR testleri sonug olarak, PDV'nin kiraz agaclarinda ¢ok
yaygin oldugunu (% 10.8) gosterirken bunun tersine visnede hi¢ bir enfeksiyon
bulunmamuistir. Ayrica, PNRSV sadece kirazlarda (% 3.8) tespit edilmistir. DAS-ELISA
sonuglarina gore ise sadece 1 kiraz PPV ile enfekteli bulunmus olup, ayn1 6rnek RT-
PCR yontemi negatif sonug vermistir. Fitoplazmaya benzer simptomlar  sadece
simptomatik olarak gozlemlenmis, ancak RT-PCR testlerinin sonuglarina gére negatif
sonug elde edilmistir (Caglayan ve ark., 2008).

Tirkiye’den 10 PDV izolatinin kilif protein bdlgesinden 657 niikleotid
uzunlugunda diziler elde etmek suretiyle filogenetik analiz gergeklestirilmistir. Diinya
referans izolatlar1 ile yapilan karsilastirmali ¢aligmalarda izolatlarin 4 grup altinda
dagilim gosterdikleri goriilmistiir. Konukgularina gore izolatlar cherry 1, cherry 11,
mixed and almond olarak simiflandirilmistir (Ulubas Serge ve ark., 2009a).

Bademde sert ¢ekirdekli virtislerin tespitine yonelik yapilan bir ¢alismada Trakya
Bolgesi’nden toplanan 418 bitki 6rneginde yapilan serolojik testler sonucunda %4,3
oraninda PDV enfeksiyonu tespit edilmistir (Karabacak, 2012).

Isparta ilinin 10 ilgesinde 142 kiraz bahgesinde ApMV, PDV, PNRSV, CLRV,
ACLSV ve PPV viriislerinin varhigin1 belirlemek amaciyla 521 kiraz yaprak Ornegi
oncelikle DAS-ELISA yontemiyle test edilmistir. DAS-ELISA testi sonucunda,
orneklerin 269’u PDV, 23’ ACLSV, 7’si PNRSV, 36’st PDV+ACLSV, 8’i
PDV+PNRSV, 1’i PDV+ApMV, 3’ii ACLSV+PNRSV, 2’si PDV+PNRSV+ApMV
olmak tizere toplamda 349 6rnek enfekteli bulunmustur. En yaygin goriilen viriis PDV

olurken, CLRV ve PPV’ne hig¢ bir drnekte rastlanmamistir. DAS-ELISA sonuglarinda
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siipheli veya pozitif ¢ikan Orneklerin bir kismi bolgeleri ve viriisleri temsil edecek
sekilde secilerek total RNA izolasyonlar1 yapilmistir. RNA izolasyonunun ardindan
PDV, PNRSV ve ACLSV’niin CP genlerini igeren bolge, RT-PCR ydntemiyle
cogaltilmistir. 22 PDV, 5 PNRSV ve 7 ACLSV izolatindan sirasiyla 862 bp, 616 bp ve
677 bp biiylikliigiinde hedeflenen bolgeye spesifik DNA’lar elde edilmistir. Test edilen
PPV, CLRV ve ApMV orneklerinin hi¢ birinde virlislere spesifik bant
cogaltilamamistir. RT-PCR yontemiyle cogaltilan PDV, PNRSV ve ACLSV’ye ait
bantlar saflastirilarak dogrudan dizileme i¢in kullanilmistir. Dizileme sonucunda bu
viriislere ait CP genlerinin niikleotid dizileri ve kodladiklari amino asit dizilimleri
belirlenmistir. Bu diziler karsilastirilip analiz edilerek Isparta ilinin farkli il¢elerinden
elde edilen PDV, PNRSV ve ACLSV izolatlarinin birbirleriyle ve diinyanin farkli
iiretim bolgelerinden izolatlarla benzerlik oranlar1 ve filogenetik iliskileri ortaya
konulmustur. Buna gore PDV, PNRSV ve ACLSV Isparta izolatlari sirasiyla %86-98 ile
%82 -%99, %86-99 ile %89-100 ve %80-98 ile %88-%100 arasinda degisen oranlarda
kilif protein genlerinin niikleotid dizilerinde ve amino asit dizilerinde benzerlik oldugu
bulunmustur. Niikleotid dizilimine gére ACLSV Isparta izolati en fazla benzerligi
Yunanistan kiraz izolatlar1 ile gostermistir. PNRSV Isparta izolatlar1 ise en ¢ok
benzerligi Cek Cumhuriyeti kiraz ve visne, Polonya, ABD ve Sili kiraz izolatlaryla,
Tirkiye seftali izolatlartyla gostermistir. PDV Isparta izolatlar1 ise en fazla benzerligi
ABD ve Israil kiraz ve Italya badem izolatlar1 ile gdstermistir. Aminoasit dizilimine
gore ise ACLSV Isparta izolatt en cok benzerligi Yunanistan kiraz izolat1 ile
gosterirken, PNRSV Isparta izolati daha ¢ok Tunus seftali ve Polonya kiraz izolatiyla
benzerlik gostermistir. PDV Isparta izolatlarina en ¢ok benzerlik gosterenler ise Italya
ve Polonya visne ve italya badem izolatlar1 olmustur. Filogenetik analizler sonucunda
ise ACLSV izolatlarinin cografik bolgelere ve konukguya gore gruplandigi ve Isparta
izolatlarin Avrupa izolatlariyla gruplanarak Avrupa kaynakli olabilecegini gosterirken,
PNRSV ve PDV izolatlarinin filogenetik analizleri cografik bolge ve konukguya gore
gruplanmadigin1 gdstermistir (Oztiirk, 2012).

Bir baska ¢alismada ise , Bilecik ve Bursa illerinden 2010 ve 2011 yillarinda kiraz
tiretimi yapilan ilgelerden ilkbahar aylarinda (Nisan ve Mayis) zamaninda alinan, Early
Burlat ve 0900 Ziraat gesitlerinin kapsadig1 kiraz bahgelerinden 6rnekler alinmstir.

Bilecik ili Golpazar ilgesinden 250, Bursa ili Keles ilgesinden 150 olmak iizere toplam
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400 adet agacgtan yaprak 6rnegi toplanmis olup, 6rnekler DAS-ELISA yontemi ile prune
dwarf virus (PDV)’una kars1 test edilmistir. Enfeksiyon oranlar sirasiyla, Bilecik ili
Golpazan ilgesinden alinan 0900 Ziraat kiraz ¢esidinde %45, Early Burlat ¢esidinde
%52 oraninda bulunmustur. Bursa ili Keles ilgesinden aliman 0900 Ziraat kiraz
cesidinde ise %36 ve Early Burlat kiraz ¢esidinde %43 oraninda enfeksiyon
saptanmistir (Uzunogullar ve ark., 2012).

Karabacak ve ilbagi (2013), Tiirkiye nin Trakya Bolgesi’nde yaptiklar1 calismada,
badem viriis hastaliklarinin saptanmasi ve virlislerin tanilanmasi igin, bolgede 10
ilceden 158 agactan cicek ve 260 agactan yaprak ornekleri temin etmisler ve tim
orneklere DAS-ELISA ve Triple antibody sandwich enzyme linked immunosorbent
assay (TAS-ELISA) ile RT-PCR testleri uygulamiglardir. Yapilan ¢caligmada PNRSV,
PDV ve PPV viriisleri i¢in bdlgedeki badem agaclarinda bireysel olarak % 31.15
oraninda PNRSV, % 4.23 oraninda PDV, % 1.92 oraninda PPV saptamis olup agaglarin
% 1.54’iinde ise PNRSV+PDV ve PNRSV+PPV viriislerinin karisik enfeksiyonlarini da
tespit etmiglerdir. Sonug olarak, Tiirkiye’'nin Trakya Bolgesi’ndeki badem agaglarinda
% 38,85 oraninda viriis enfeksiyonu saptadiklarini bildirmislerdir.

Tiirkiye’de Isparta ilinde yiiriitiilen bir ¢alismada 142 farkli bahg¢eden 521 kiraz
ornegi toplanmistir. DAS-ELISA ve RT-PCR c¢aligsmalar1 sonucunda 37 6rnegin PDV
ile enfekteli oldugu belirlenmistir. Segilen 21 izolat ¢ogaltilmis ve dizilenmistir. Sekans
verileri referans izolatlar ile karsilagtirilmistir. Elde edilen sonuglara gore Isparta PDV
izolatlarinin, referans izolatlar ile niikleotid ve aminoasit diizeyinde sirasiyla %84- 99
ve %81-100 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Farkli konukgulardan ve
cografi bolgelerden elde edilen izolatlarla olusturulan filogenetik analizler sonucunda
izolatlarin konuk¢u ve cografi konum ac¢isindan herhangi bir anlamli gruplanma
olusturmadig: goriilmiistiir (Oztiirk ve Cevik, 2015).

Nigde ilinde yapilmis olan bir calismada, kiraz iiretim alanlar1 PDV varlig
acisindan taranmistir. Yapilan molekiiler diizeyindeki ¢alismalar sonucunda toplanan 90
ornekten higbirinde PDV enfeksiyonuna rastlanmamistir (Sajid, 2018).

Bursa ili seftali iiretim alanlarinda goriilen sert cekirdekli viriislerin tespiti
amaciyla yapilmis olan bu tez calismasinda, Bursa ilinden 460 adet seftali yapragi
toplanmis ve PDV enfeksiyon oraninin yaklasik %4 oldugu tespit edilmistir. Yapilan

molekiiler karakterizasyon ve dizileme caligmalari ile Tiirkiye seftali PDV izolatlarina
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ait ilk kismi niikleotid dizileri elde edilmistir. Gen bankasinda kayitl referans izolatlar
ile yapilan filogenetik analiz g¢aligmalari konukg¢u ve cografik orijin farkliliklar
acisindan izolatlar arasinda herhangi bir filogenetik iliskinin olmadigin1 gostermistir
(Celik ve Ertung, 2020).

Bursa, Bilecik ve Bolu illerinde, seftali iiretimi yapilan bolgelerde galisilmistir.
Sorvey yapilan alanlardan toplanan ornekler ile serolojik calismalar yapilmistir. Bu
calisma sonucunda, en yliksek enfeksiyon orani PPV ile %52,05 olup, PDV %3,90 ve
PNRSV %?2,88 olarak bulunmustur. Temin edilen 486 6rnekten 286 Ornekte %58,84
oraninda, viriislerden en az bir tanesi tespit edilmistir. Molekiiler karakterizasyon
calismalari ile 24 PPV, 11 PDV ve 8§ PNRSYV izolatlarina ait toplam 43 kismi niikleotid
dizisi elde edilmistir. Daha sonra bu izolatlar, gen bankasinda kayith referans izolatlar
ile kiyaslanmigtir. Gen bankasinda kayithi referans izolatlara ait niikleotid dizileri ile
yapilan kiyaslamalar sonucunda PPV izolatlarinin %97-99, PDV izolatlarinin %87-97
PNRSYV izolatlariin ise %96-100 oraninda sekans benzerligi gosterdigi goriilmiistiir.
Filogenetik analiz ¢alismalar1 sonucunda, referans izolatlar ile PPV, PDV ve PNRSV
izolatlarinin filogenetik agag lizerinde uyumlu bir dagilim gosterdigi goriilmiistiir (Celik
ve Ertung, 2020).

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, Tiirkiye’nin Dogu Akdeniz Bolgesi’nde
kiraz tiretiminin yapildigr Adana, Kahramanmaras ve Osmaniye illerde kiraz agaglarini
enfekte eden ve oOnemli viral patojenler arasinda yer alan PDV’nin yayginligi
arastirilmistir. Adana, Kahramanmaras ve Osmaniye illerinden 173 simptomlu ve
simptomsuz kiraz yapraklart DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleriyle testlenmistir.
DAS-ELISA yontemiyle testlenen tiim 6rneklerde PDV tespit edilmemistir. RT-PCR ile
yapilan testlemeler sonucunda ise 15 6rnek viriisiin kilif protein gen bdlgesine ait 8§74
bp uzunlugunda niikleotid dizileri elde edilerek pozitif bulunmustur. Niikleotid diziler
elde edildikten sonra gen bankasinda kayith olan Tirkiye ve diinyanin farkl
tilkelerindeki PDV referans izolatlariyla kiyaslanmistir. Yapilan BLASTn analizi
sonucunda, PDV kiraz Tiirkiye izolatlarinin, PDV referans sekans verileriyle niikleotid
diizeyinde %89.58-99.32 arasinda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen
izolatlarin niikleotid dizilerinin filogenetik analizi yapilmis olup, diinyanin farkh

iilkeleri ile Tiirkiye PDV kiraz izolatlariyla iliskisi belirlenmistir. Calisma sonucunda
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Dogu Akdeniz PDV kiraz izolatlarinin kilif protein kismi gen bolgesine ait niikleotid
dizileri elde edilmistir (Gundogan ve ark., 2022).

Bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye’de kiraz tiretimi ile 6n plana ¢ikan bolgelerde PDV
varliginin tespiti agisindan sorveyler yapilmis olup, viriis varligt DAS-ELISA ve RT-
PCR ile testlenmistir. Sorvey bolgesini temsil edecek 6zellikte ve sayida izolata ait
niikleotid dizisi belirlenerek farkli konuk¢u ve farkli cografyadan referans izolatlar ile
kiyaslanmaistir.

Bu tez calismasinin amaci, llkemizde ekonomik o6nemi yiiksek olan kiraz
agaclarinda prune dwarf virus (PDV)’nin yaygmhigmin arastirilarak, molekiiler
karakterizasyonunun yapilmasidir. Bu kapsamda, viriisiin kilif proteini (CP), hareket
proteini (MP) ve RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) bodlgelerine spesifik
primerlerle PCR analizi yapilmis ve izolatlarin filogenetik analizlerinin yapilmus,
viriisiin genetik ¢esitliliginin belirlenmis ve karantina ve sanitasyon calismalarinda

yayginligin arastirilmasi i¢in uygun primer ¢iftleri belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada Konya, izmir, Bursa, Manisa, Nigde, Kahramanmaras, Osmaniye,
Adana ve Antalya illerinin farkl ilgelerinden simptom gosteren ve gostermeyen kiraz

agaclarindan 6rnekler toplanmigtir (Sekil 3.1).

s Kirklareli

- N
n "’ o .
rex l (i k) Kastamonu | pbsid \ - 7 Artvin Mrdshan
£ /Tekirdag) 2 g g idak) - e E n J
] "t Kbl L Samsun _— A Rize :
Wy Recash ' @ l(’]u?(f, 7 </ 5 N ot G L Trabzon i & {
Lol (~Gankn [  \Amee ¢ S cu"@"’&y' \ Kars Y
= (‘#‘5& ! Corum Tokat X P\_fl . : ladr
e rzurum : . {
¢ =5 Ankara & |- X ‘ A
isehi [ ¥ Erzincan _ ke { = '3
Balikesir Eskigehir ¥ Yozgat ) Svas " : N ; : .
Y, ~ . 2 \
y \ t‘ Tumeh\ L Bingdl ) Mus !
Lo / ) $ §
ez (" M s Van

— |§ ) ——
4 Diyarbakir 5 B, ¥ =
& N Hakkari |

2/
/ Afyon

Aydin L o Isparta
—/ S Deniali g

e Mardin
Urour

Mudia | -

Sekil 3. 1. Kiraz 6rnegi toplanan iller

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi

2019-2021 yillar1 arasinda Mayis-haziran ve eyliil-ekim aylarinda Tiirkiye'nin dort
bolgesindeki en ¢ok kiraz iiretimi yapilan Izmir, Konya, Kahramanmaras, Nigde, Bursa,
Manisa, Osmaniye, Adana ve Antalya illerine bagli bazi ilgelerde periyodik olmayan
arazi gozlemleri ve numune toplama c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Kiraz
bahgelerinden ticari kiraz bahgeleri, organik tarim yapilan kiraz bahgeleri, sahipsiz kiraz
bahgeleri, fidanliklar ve Kahamanmaras-Andirin Tarim Ilge Miidiirliigiine bagli Entegre

Miicadele yapilan kiraz bahcelerindeki koleksiyonlar1 iceren sorvey caligsmalari
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yapilmistir. Kiraz viriisleri Sorveyi metodunun uygulanmasinda literatiirden de
faydalanilmistir (Uzunogullar1 ve Akgay, 2012; Kog ve ark., 2011) .

Ev bahgelerinde yetisen kiraz ve visne agaglar1 da denetlenmis ve drneklenmistir.
Hem bahgelerdeki agaglar hem de toplanan her yaprak 6rnegi laboratuvarda simptomlar
acisindan ayr1 ayri degerlendirilmistir. Virlis benzeri simptomlar gosteren ve
gostermeyen agaglardan, viriis ile enfekteli oldugundan siiphelenilen kiraz agaclarinin
dort farkli yoniinden 20-25 cm.’lik yaprakli siirgiinler kesilerek alinmistir. Toplam 472
ornek bu sekilde toplanmistir. Agaglarin dort bir yanindan birkag farkli daldan rastgele
ornekler alinmig olup, calisma kapsaminda kiraz Orneklerinin toplandig iller, bahge
sahibi isimleri, mevkisi, kiraz agaclarinin yasi, ¢esidi, aga¢ sira numarasi, toplanma
tarihi ve 6rnek sayist not edilerek polietilen seffaf posetlere yerlestirilmistir. Araziden
ornekler laboatuvara getirilirken kuru buz ile soguk sartlar altinda saklanarak
getirilmistir. Ornekler, testten dnce laboratuvarda 4°C'de saklanmustir. Tiim ornekler
porselen havanlarda sivi azot ile ezilerek, 1,5 ml’lik ependorf tiiplerde DAS-ELISA ve
molekiiler ¢aligmalarda kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

Calisma kapsaminda kiraz orneklerinin toplandig iller, ¢esit adi ve toplam 6rnek

sayilar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calisma kapsaminda kiraz 6rneklerinin toplanigr iller, ¢esit adlar1 ve 6rnek
sayilart.

Ornek Toplanan Iller Toplanan Ornek Sayist Cesit Adi
Ziraat0900
[zmir 66 Regina
Early Lory
Ziraat0900
Starks Gold
Konya 114 Regina
Sweet hearth
Visne
Kahramanmaras 62 Ziraat0900
Ziraat0900
Nigde 26 Starks Gold
Sweet heart
Bursa 47 Ziraat0900
Manisa 30 Farly Lory
Star Giant
Osmaniye 67 Ziraat0900
Adana 44 Ziraat0900
Ziraat0900
Antalya 15 North VYonder
Regina
Prime Giant

Sorvey kapsaminda, virlis benzeri simptomlar gosteren ve gostermeyen
agaclardan toplam 472 kiraz ornegi toplanmistir. Toplanan kiraz Ornekleri, seffaf
posetlere etiketlenerek, buz igeren kutularda laboratuvara getirilmistir. Bitki materyali
temin edilecek bahge sahibi isimleri, mevkisi, kiraz agaglarinin yasi, ¢esidi, toplanma
tarihi yazilarak, simptomlart kaydedilmistir. Araziden toplanan ornekler, polietilen
seffaf posetler i¢inde buz kutularinda soguk sartlar altinda laboratuvara getirilmistir.
Ornekler porselen havanlarda sivi azot ile ezilerek 1,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarilmis
ve DAS-ELISA ve molekiiler caligmalarda kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza

edilmistir.
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3.2.2. DAS-ELISA Analizleri

Serolojik calismalarda, -80°C’de muhafaza edilen bitki 6rnekleri kullanilarak
toplam 472 6rnek DAS-ELISA yontemi ile testlenmistir (Clark ve Adams, 1977).

ELISA testlerinde, Nunc-Immuno Plates MaxiSorp F96 ELISA plakalari ve
BIOREBA AG (Isvigre) firmasindan temin edilen PDV antiserum kiti kullanilmistir.

PDV i¢in firma protokoliinde belirtilen antiserum sulandirma oranlar1 dikkate
alinarak standart DAS-ELISA testi uygulanmigtir. DAS-ELISA testi i¢in kullanilan

tampon ¢ozeltiler ve igerikleri EK 1’ verilmistir.

Sekil 3.2. Kiraz o6rneklerinin ekstraksiyon tamponunda ezilerek ependorf tiiplere
alinmas1 ve ELISA plakalarina yerlestirilmesi

Ornekler, Bioreba firma protokoliinde yazdigi gibi hazirlanan 6zel yikama
soltisyonuyla (washing buffer) (EK1) ekstraksiyon posetlerinde silindirli ezme aparati
ile ezilmistir ve daha sonra bitki 6zsuyu eppendorf tiiplere aktarilmigtir (Sekil 3.2).
IgG, kaplama tampon ¢ozeltisi-1’de (Coating buffer) (EK1) 1: 1000 oraninda
seyreltilmis ve her ¢ukuruna 100 pl seyreltilmis IgG konulmustur ELISA plakasinin
lizeri plaka kapag ile kapatilarak 30°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, yikama
tamponu (washing buffer) (EK1) ile her yikama 3’er dakika olacak sekilde plakadaki
tiim kuyucuklar 3 kere yikanmustir.

Ekstraksiyon tamponunda ezilen bitki ornekleri ELISA plakalarinin her bir
cukuruna ikiser tekrarli olmak tizere 100 pl eklenmistir. Es zamanlh olarak aym
plakaya iki tekrarli olmak tizere 100’er pl pozitif, negatif kontrol ve ektraksiyon
tamponundan eklenmistir. Plakalar, plaka kapagi ile kapatilmis ve gece boyunca 4°C'de
inkiibe edilmistir. Daha sonra, yitkama tamponu (washing buffer) (EK1) ile her yikama

3’er dakika olacak sekilde plakadaki tiim kuyucuklar 3 kere yikanmuigtir.
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Konjugat, kaplama tampon ¢ozeltisi-2’de (Conjugate buffer) (EK1) 1: 1000
oraninda seyreltilerek plakanin her bir ¢ukuruna 100 pl eklenmistir. Daha sonra
plakalar, plaka kapagi ile kapatilarak 30°C’de 5 saat inkiibe edilmistir. Yikama tamponu
(Washing buffer) (EK1) ile her yikama 3’er dakika olacak sekilde plakadaki tiim
kuyucuklar 3 kere yikanmustir.

Son olarak; substrat olarak PNPP (P-nitrophenyl phosphate) kullanilarak 1 mg/ml
olacak sekilde substrat tampon ¢6zeltisi (Substrate buffer) (EK1) iginde hazirlanmustir.
Daha sonra substrat tampon ¢ozeltisinden (Substrate buffer) (EK1) her kuyucuga 100
ul eklenmistir. Plaka, oda sicakliginda karanlik bir ortamda inkiibe edilmistir.

Renk degisimi gorsel olarak takip edilip ilk 30 dak. ve sonra ilk 1, 2 ve 3 saat
sonra olacak sekilde ELISA okuyucusunda 405 nm’de okunmustur. Okumalar
sonucunda, absorbans degerleri negatif kontrol ortalamasinin iki kat1 ve daha fazla olan
ornekler pozitif olarak kabul edilmistir (Clark, 1981, Barba ve Riccioni, 1993;
Helguera ve ark., 2002).

3.2.3. Molekiiler Calismalar
3.2.3.1. Kiraz Yaprak Orneklerinden Total Niikleik Asit izolasyonu

Mayis-haziran ve eyliil-ekim aylarinda kiraz agaglarindan toplanan siirgiinlii
yapraklardan total niikleik asit izolasyonu Morante-Carriel ve ark. (2014)’na gore
yapilmis ve izole edilen total niikleik asitler PCR ¢aligmalarinda kullanilincaya kadar -
20°C’de saklanmustir. Izole edilen RNA’larin kalitesi Nanodrop spektofotometre
(Nanodrop 1000¢, Thermo Sci., USA) ile dl¢lilmiistiir. Morante-Carriel ve ark. (2014)
yontemiyle total niikleik asit ekstraksiyonu igin kullanilan tampon c¢ozeltiler ve
igerikleri EK2 ve EK3’de verilmis olup asagidaki sekilde uygulanmstir:

Her ornekten toplam 150 mg bitki dokusu alinmistir ve {lizerine 1,5 ml yikama
tampon ¢ozeltisi (washing buffer) (EK2) eklenerek havanda ezilmistir. Daha sonra 2
ml’lik eppendorf tiipe aktarilmistir ve vorteks ile karistirillmistir. Toplam 6000 rpm de
15 dak +4°C’de santrifiij yapildiktan sonra {ist kisim atilmistir.

Onceden 65°C’ye 1sitilmis olan izolasyon tampon ¢ozeltisi (isolation buffer)
(EK2) her bir 6rnege 1.5 ml olacak sekilde eklendikten sonra tiipler vorteks ile

karistirllmistir Daha sonra 65°C’de 10 dak. siireyle tlipler alt iist olacak sekilde
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karistirilarak inkiibe edilmistir. Ornekten 1 ml ¢ekilerek yeni tiipe aktarilarak, iizerine
esit hacimde kloroform-isoamilalkol (C:1:A) (24:1) eklenmistir. Tiipler siit beyaz olana
kadar karistirilmis ve daha sonra tiipler 7000 rpm 10 dak. +4°C’de santrifiij edilmistir.
Ust kisim dikkatlice yeni tiiplere alinarak tekrar esit hacimde C:I:A eklenmistir ve
ardindan iyice karistirilmigtir. Tiipler 10000 rpm de 10 dak. siireyle +4°C’de santifiij
edilmis olup iist kisim yeniden tiipe alinmistir ve tizerine sodyum asetat (NaOAc)(0,1
vol, 3M , pH:5,2) ve isopropanol (0,6 vol) eklenerek karistirilmistir ve daha sonra tiipler
-80°C’de 30 dak. siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiipler 14000
rpm de 20 dak. siireyle +4°C’de santrifiij edilmistir.

Elde edilen pelletin iizerine 100 pl d2H20 eklenerek pellet ¢oziindiiriilmiis ve
tizerine 0,3 vol 10 M LiCl eklenerek 1 gece +4°C’de inkiibe edilmistir. Tiipler 14000
rpm de 30 dak. +4°C’de santrifiij edilmis ve santrifiijden sonra sivi faz dokiilmistiir.
Pellet iizerine 100 pl d2H20 eklenerek ¢oziindiiriilmiistiir. Uzerine 0.1 vol NaOAc (3M)
ve 2 vol soguk etanol (%96) eklenmis ve karistirilmistir. Tiipler 14000 rpm de 20 dak
+4°C’de santriflyj edilmistir. Pellet 200 pl %70 lik soguk alkolle yikanarak kisa bir
santrifiijiin ardindan alkol dokiilmiistiir. Pellet 20 dak. oda sicakliginda kurumaya
birakilmis ve pellet 40 pl d2H20 ile ¢oziindiiriilmiistiir. Ekstrakte edilen RNA’lar RT-
PCR testlemelerinde kullanilmistir.

3.2.3.2. Ters transkripsiyon PCR (Reverse Transcription; RT-PCR) analizleri

Enfekteli bitki dokusundan izole edilen toplam RNA’lardan viriislerin MP, CP ve
RdRp genlerinin ¢ogaltilmas1 iki asamali ters transkripsiyon polimeraz zincir

reaksiyonu yontemi (RT-PCR) ile yapilmustir.

3.2.3.2.1. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

RNA izolasyonu sonucu elde edilen RNA’lardan ters transkriptaz enziminin
saglandig1 firmanin Onerilerine goére komplementer DNA (cDNA) sentezlenmistir. Bu
amacla, tek bir reaksiyon i¢in 6,5 ul d2H20, 1 pl Random primer ve 5pl RNA ile son
hacim 12,5 ul olacak sekilde PCR tiipiinde karistirilmis ve tiipler 94°C’de 5 dak. siireyle
inkiibe edildikten hemen sonra buz iizerine konulmustur. inkiibasyon siiresi sonunda her

bir tiip i¢ine son hacmi 4 pl 5x RT Buffer reaksiyon ortami, 0,5 ul 10 mM dNTP mix, 1
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ul RT 200 U RevertAid M-MuLV ters transkriptaz enzimi enzimi ve 2 ul d2H20
eklenmistir. Tipler 42°C’de 1 saat ve 72°C’de 10 dak. tutulmus ve ¢cDNA asamasi
tamamlanmistir. Ornekler son adim PCR analizlerinde kullanilincaya kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PDV’nin ¢ farkli gen bolgesinin testlenmesinde kullanilan primerler, baz

blytikliikleri ve ¢ogaltildigi bolge cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. PDV’nin 3 farkli gen bdlgesinin cogaltilmasi amaciyla yapilan PCR
analizlerinde kullanilan primerlerin niikleotid dizilimleri, ¢ogaltildigi bolge, baz
biiytiklikleri

Gen . 4 Amp.
Primer adi Primer dizilimi (5'-3") Referans
Bolg. uzunlugu
PDV/MP-F
MP 5’-AGTTTCCGCTGAAGATTGG-3’ )
(PD3-331F) Predajna
756 bp
PDV/MP-R ve ark.,
MP (PD3- 5’-ACAGACTCGGCTTCCTTGA-3 2017
1086R)

5’-GTGTAGAAAGAAGAGAAGTCCGACAAG-
CP PDV/CP-F

3’ Vaskova
874 bp
ve ark.,
’5’-ATCTAGAAGCAGCATTTCCAACTACGA-
CP PDV/CP-R 3 2000
RdRp PDV/Rd1-F 5’>-CGTTTCTGGAAGGAAGTGG-3’ 382 bp Kinoti ve
RdRp PDV/Rd2-R 5’-TTGCTTCGAAATTGAACAA-3’ ark., 2018

Spiegel ve ark.(1996)’na gore uygulanan bazi modifikasyonlarla gerceklestirilen
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) , her bir reaksiyon karigimi 23 pl olacak sekilde
yapilmustir.

Tani primeri olarak, MP spesifik primer ¢iftleri kullanilmistir. MP spesifik primer
ciftleri ile yapilan PCR analizi i¢in ise; 16,8 pl d2H20 , 2,5 pl 10XB, 1,5 pul MgCla, 2 pl
dNTP 25, 10 pmol/ul konsantrasyondaki primerden 0,5 pl viriis spesifik primer, 0,2 pl
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Tag DNA polimeraz (Thermo Scientific) karistmi  hazirlanip PCR  aletine
(SENSOQUEST Labcycler, Thermoblock 96, Germany) yerlestirilmistir. Ancak tek bir
reaksiyon i¢in yarim doz uygulamasi yapilmistir. Sicaklik déngiisiinde 1 dongii 98°C’de
3 dak., sonra 94°C’de 30 sn., 55°C’de 45 sn., 72°C’de 1 dak da 35 dongii, 72°C’de 10
dak. ve 4 °C’de sogutma seklinde PCR programi uygulanmistir. PCR iriinleri, %1-1,5
agaroz jelde (EK3) elektroforezi yapildiktan sonra etidyum bromid (EK3) ile DNA
boyanarak UV transilliiminatorde elde edilen sonuglar gézlenmistir.

16,8 ul d2H20, yarim doz igin 1,2 pul cDNA (tam doz igin 2 pl), 10 pmol/ul
konsantrasyondaki primerden CP bdlgesi i¢in, 0,5 pl viriis spesifik primer ve 0,5 ul, 0,5
ul 10 mM dNTP, 2 ul 25 mM MgClz, 2,5 ul 10XB reaksiyon ortami, 0,2 ul Taq DNA
polimeraz (Thermo Scientific) ile hazirlanmistir ve PCR aletine yerlestirilmistir. Fakat
tek bir reaksiyon i¢in yarim doz uygulamasi yapilmistir. PCR aletinde, 1 dongii 94°C’de
2 dak., sonra 94°C’de 30 sn., 50°C’de 30 sn., 72°C’de 1,5 dak da 40 dongii, 72°C’de 10
dak. ve 4 °C’de sogutma seklinde PCR programi uygulanmistir. PCR trtinleri %1-1,5
agaroz jelde (EK3) elektroforezi yapildiktan sonra etidyum bromid (EK3) ile DNA
boyanarak UV transilliiminatorde elde edilen sonuglar gozlenmistir.

RdRp spesifik primer giftleri kullanilarak yapilan PCR analizi igin, 17,3 pl d2H20
, 2,5 ul 10XB, 1,5 pul MgClz, 0,5 ul dNTP(10), 10 pmol/ul konsantrasyondaki primerden
0,5 pl viriis spesifik primer ve 0,5 ul, 0,2 ul Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific)
karisimi hazirlanmis olup PCR aletine yerlestirilmistir. Ancak tek bir reaksiyon igin
yarim doz uygulamasi yapilmigtir. PCR aletinde, 1 dongii 94°C’de 3 dak., sonra
94°C’de 30 sn., 52°C’de 45 sn., 72°C’de 1 dak.” da 35 dongi, 72°C’de 10 dak. ve 4
°C’de sogutma seklinde PCR programi uygulanmistir. PCR triinleri %1-1,5 agaroz
jelde (EK3) elektroforezi yapildiktan sonra etidyum bromid (EK3) ile DNA boyanarak

UV transilliiminatorde elde edilen sonuglar gdzlenmistir.
3.2.3.3. Niikleotid Dizileme ve Filogenetik Analizler

PCR analizleri sonucunda beklenen diizeyde bant veren her bir gen bdlgesine ait
PCR iiriinleri DNA dizileme yapan ticari bir firmaya (Medsantek, Istanbul) génderilmis

ve ¢ift yonlii olarak dizilenmistir. Dizileme sonuglari, online alinmis olup, kaba baz

dizisi kromotogramlar1 birlestirilmistir (Bonfield ve ark., 1995).
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MEGA 11 programi (Tamura ve ark., 2021) kullanilarak, dizilemesi yapilan
izolatlar referans izolatlar ile birlikte Neighbor-Joining tree modeli (Saitou ve Nei,
1987) kullanilarak filogenetik analizler yapilmistir. Daha sonra dizilme sonuglari
BLASTN analizi yapilarak benzerlik oranlari tespit edilmistir. Elde edilen izolatlar, gen

bankas1 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) veritabaninda kayitli izolatlar ile

kiyaslanmis olup, benzerlikleri ortaya konulmustur.

Daha sonra, Tirkiye ve diinyanin farkli bolgelerinden kiyaslanan bu veriler
niikleotid diizeyindeki benzerlik oranlar1 Sequence Demarcation Tool (SDT) v.1.2
programi kullanilarak hesaplanmis ve renklendirilmis matrisleri olusturulmustir (Muhire

ve ark., 2014; Celik, 2020).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arazi ¢calismasi ve agaclarda gozlenen simptomlar

Aragtirma materyalini olusturan kiraz orneklerinin toplanmasi amaciyla 2019-
2021 yillarinda en fazla ticari kiraz iiretimi yapilan izmir, Konya, Kahramanmaras,
Nigde, Bursa, Manisa, Osmaniye, Adana ve Antalya illerine bagh ilgelerde sérvey
yapilmis, virlis benzeri simptom gosteren ve bunun yaninda simptomsuz agaglardan da
ornek almmistir. Ilkbahar mevsiminde mayis-haziran aylarinda ve sonbahar mevsiminde
eyliil-ekim aylarinda érnekler toplanmustir. Ornekler, ticari iiretim yapilan bahgelerden
ve bunun yaninda bakimsiz bahgelerden almmistir. izmir’in Kemalpasa, Kiraz ve
Bergama ilgelerinden toplam 66, Konya’nin Hadim, Aksehir, Taskent, Eregli
ilgelerinden 110 kiraz ve 4 visne olmak iizere toplam 114, Kahramanmaras’in Andirin
ilcesinden toplam 62, Nigde’nin Camardi ilgesinden 26, Bursa’nin Osmangazi
ilgesinden 47, Manisa’nin Sehzadeler ilgesinden 30, Osmaniye ili Bahge ilgesinden 67,
Adana ilinin Pozanti ilgesinden 45 ve Antalya ilinin Korkuteli ilgesinden 15 olmak
tizere toplam 472 6rnek toplanmustir.

Konya ilinden toplanan kiraz orneklerinde, gen¢ yapraklarda ana damar
biiziilmesi, ana damar etrafinda sararma, koyu renkli sararma, benek seklinde
sararmalar, koyu renk benekler renk acilmalari, yapraklarda sekil bozukluklari
simptomlar1 gdzlenmistir. Konya ili Hadim ilgesinden alinan ve enfekteli bulunan 6rnek
de, sar1 benek seklinde belirgin simptomlar, damarlar aras1 sararma ve 6zellikle ana

damar ve baglantili yan damarlarda belirgin siddetli sararmalar goriilmistiir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Kiraz yapraklarinda damar aralarinda sararma, nekroz olusumu, sar1 haleli
benekler ve koyu pas rengi benek olusumu

Konya ili Hadim ilg¢esinden toplanan kiraz orneklerinde sari benek seklinde
belirgin simptomlar, damarlar aras1 sararma ve 6zellikle ana damar ve baglantili yan

damarlarda belirgin saramalar goriilmistiir (Sekil 4.1).

Sekil 4.2. Konya ilinden toplanan kiraz agaglarinin yapraklarinda gézlenen (A) sari ve
acik yesil damar bantlasmasi (B) sari- agik yesil beneklenmeler, halkali benekler ve
mozaik simptomlar

Kahramanmaras ilinin Andirin ilgesinde kiraz agaglarinda go6zlemlenen

simptomlar sar1 beneklenmeler ve nekrozlar seklindedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Kahramanmaras-Andirin il¢esinde iki farkli kiraz bahgesinde Kiraz
agaclarinda goézlemlenen PDV benzeri simptomlar (A) sahipsiz bahge (B) ticari iiretim
yapilan bahge

Izmir ili Kemalpasa ilgesinde, yapraklarda sekil bozukluklari ve renk agilmalar

gozlemlenmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Izmir ilinde viriis simptomu gosteren yapraklarda (A) sekil bozulmalari (B)
renk degisiklikleri, nekroz olusumu

Konya ve Kahramanmaras illerindeki kiraz agaglarinda bazi siirgiinlerde sararma

gozlemlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. (A)Konya ve (B) Kahramanmaras illerinde Kiraz agaclarinin siirgiinlerinde
go6zlenen sararma ve kuruma Simptomlari

Konya ili Hadim ilgesi kiraz bahgelerine yakin, visne agaclarinda ve farkli meyve
agaclarinda benzer simptomlar gézlemlenmistir ve Kahramanmaras ili Andirin ilgesi
bah¢e kontrollerinde de kiraz agaclarimin bazilarinin tepe ve yan siirgiinlerinde

sararmalar ile birlikte kurumalar ve renk degisimleri gézlemlenmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. (A) Izmir, (B) Konya ,(C) ve (D) Kahramanmaras illerinden farkli

bahgelerdeki kiraz agaglarinda goriilen viriis benzeri simptomlar
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Sekil 4.7. Konya ilindeki kiraz agaglarinda gozlenen (A) sar1 damar bantlagsmast, (B)
mozaiklesme ve (C) nekroz simptomlari

Sekil 4.8. Izmir Kemalpasa ilgesinden alinan pozitif drneklerin (A) 3 yaprak ana damar
biiziilmesi ve (B) 4, (C) 17, (D) 18 numarali PDV pozitif bulunan simptomsuz érnekler
[zmir ili Kemalpasa ilgesinden toplanan &rneklerden simptomlu ve simptomsuz
olup pozitif sonu¢ veren bazi Ornekler Sekil 4.8. de gdosterilmistir. PDV, simptom
gostermeyen orneklerde de saptanmistir.
Konya ilinden toplanan yapraklarda halkali lekeler, mozaik, damar bantlagmalari,
sekil bozukluklari, renk bozukluklar1 ve sar1 ve agik yesil renkte beneklenmeler seklinde
simptomlar gézlemlenmistir (Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).
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Sekil 4.9. Konya ilinden toplanan kiraz 6rneklerinde gozlenen prune dwarf viriis (PDV)
benzeri simptomlar

[zmir’den toplanan ve PDV pozitif bulunan 6rneklerin bazilarmda simptom
gozlenmistir. Simptom gozlenmeyen Orneklerde de RT-PCR analizleri ile PDV
saptanmigtir (Sekil 4.9).

Konya ilinden alinan ve gerek DAS-ELISA gerekse RT-PCR analizlerinde pozitif

saptanan orneklerde damar bantlagmasi ve halkali leke simptomlar1 gozlenmistir (Sekil
4.10).

Sekil 4.10. Konya ilinden toplanan ve PDV benzeri simptomlar gosteren yapraklarda
damar agilmasi. PDV’nin kirazda olgun yapraklarin orta damar etrafinda genel kloroz
belirtileri simptomlar1 gézlenmistir (A, B, C ve D).
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Sekil 4.11. Konya ilinden toplanan kiraz yapraklarinda goriilen (A) bronzlagma,
yapragin yarisinda kizariklik (B) damar bantlagsmasi (C) nekrozlanma (D) damarlarda
biizisgme Simptomlari

Konya ilinden toplanan yapraklarda mozaik, damar bantlagmalari, sekil
bozukluklari, renk bozukluklar1 ve sar1 ve agik yesil renkte beneklenmeler seklinde
simptomlar gézlemlenmistir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).

Konya ili Hadim, Taskent, Eregli ve Aksehir ilgelerinde kiraz yapraklarinda
bronzlagmalar, damarlarda biiziisme, yapragin yarisinda kizariklik ve damar bantlagmasi
simptomlar1 gozlenmistir (Sekil 4.11).

Manisa ili Sehzadeler ilgesinde kiraz agaclarinin yapraklarinda ise nekroz

simptomlar1 gozlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Manisa ili Sehzadeler il¢esinde kiraz yapraklarinda gézlenen (A) nekroz,
biiziisme, pas seklinde beneklenmeler (B) ana damarda biiziisme, pas seklinde
beneklenme simptomlari

Sekil 4.13. Kahramanmaras ili Andirin ilgesinden alinan kiraz agaglarinin yapraklarinda
gozlenen (A) sari renkli benekler (B) yaprak sekil bozukluklari ve nekrozlar (C) nekroz
(D) beneklenme ve yaprak kenarinda nekroz simptomlari

Bu ¢alismada da, diger ¢alismalarda oldugu gibi kiraz yapraklarinda PDV benzeri
simptomlar yapraklarda klorotik lekeler, halkalar, damar agilmalari seklinde
gozlenmistir (Nolasco ve ark., 1991; Uyemoto ve Scott, 1992, Rampitsch ve ark., 1995,
Sutic ve ark., 1999). Bu belirtiler Kamenova ve ark., (2019) tarafindan da bildirilen

yaygin PDV simptomlariyla biiyiik benzerlik gostermistir.
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4.2. DAS-ELISA Testleri Sonuglar:

Izmir, Konya, Kahramanmaras, Nigde, Bursa, Manisa, Osmaniye, Adana ve
Antalya illerinde kiraz agaglarindaki PDV’nin saptanma amaciyla yapilan sorvey
kapsaminda toplam 472 6rnek DAS-ELISA ile testlendiginde 25 kiraz 6rnegi PDV
acisindan pozitif bulunmus olup, testlenen 4 visne Ornegi ise negatif bulunmustur.
(Cizelge 4.1). Testlenen tiim kiraz orneklerinin PDV enfeksiyon orani %5,3 olarak

tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Toplanan orneklerin DAS-ELISA testi sonucu belirlenen enfeksiyon
oranlari

in Bitki Enfekteli 6rnek/ Enfeksiyon oram
E testlenen 6rnek (%)
[zmir Kiraz 0/66 %0
Konya Kiraz ,Visne 0/114 %0
Kahramanmaras Kiraz 0/62 %0
Nigde Kiraz 14126 %53,8
Bursa Kiraz 10/ 47 %21,2
Manisa Kiraz 1/30 %3,3
Osmaniye Kiraz 0/67 %0
Adana Kiraz 0/44 %0
Antalya Kiraz 0/15 %0
472
Toplam (468 Kiraz, 4 25/472 %5,3
Visne)

Sekil 4.14. 219- 245 numaral1 6rneklerin DAS-ELISA analizleri sonucunda gézlenen
pozitif reaksiyonlar
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ELISA plakalarinda renk degisimi gorsel olarak takip edilerek  substrat
eklendikten sonra ilk 30 dak. 1, 2 ve 3 saat olacak sckilde bekletilerck ELISA
okuyucusunda 405 nm’de okuma yapilmistir. Son degerlendirme olarak 3 saat sonra
yapilan okumalara gére PDV ile enfekteli bulunan 6rnekler ¢izelge 4.1°de iller bazinda
gosterilmistir. Toplam 472 Ornekten 25 kiraz ornegi PDV agisindan pozitif olarak
saptanmis olup vignelerde enfekiyon tespit edilememistir. DAS-ELISA sonucuna gore
testlenen oOrneklerde PDV enfeksiyon orani %5,3 olarak belirlenmistir. Ozellikle
bakimsiz bahgelerde bu oranin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Cesit bazli bakildigr zaman
ise, pozitif sonuglar bir ¢ok ¢esitte saptanmig ve herhangi bir ¢eside 6zel bir durum
gbzlemlenmemistir. Serolojik bir test yontemi olan ELISA yontemi, son derece hizli ve
giivenilir bir yontem olmakla birlikte baz1 dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Ozellikle,
odunsu bitkilerde olusan diigiikk viriis konsantrasyonu ile viriisiin agagtaki heterojen
dagilimi gibi durumlar dikkate alindiginda, bu yontemin mevsimsel olarak bazi
durumlarda yanlis sonuglar verebilecegi bildirilmistir (Torrance, 1981). Sonuglar,
degerlendirildiginde bakimsiz ve organik tarim yapilan bahgelerde viriisiin daha yaygin
oldugu saptanmistir. DAS-ELISA yontemi kullanilarak yapilan diger ¢aligmalarda da,
sert ¢cekirdekli meyvelerden kirazda en sik goriilen virtisiin PDV oldugu ve enfeksiyon
oraninin %5-55 arasinda degistigi bildirilmistir (Azeri, 1994; Caglayan Yildizgordii ve
Hurigil, 1996; Fidan ve Ozdemir, 2000; Paylan, 2006). Karabacak ve Ilbag1 (2013),
Tiirkiye’nin Trakya Bolgesinde badem virus hastaliklarinin saptanmasi ve viriislerin
tanilanmasi i¢in, bolgedeki 10 ilgeden 158 agagtan ¢icek ve 260 agagtan yaprak
ornekleri toplayarak PNRSV, PDV ve PPV agisindan testlediklerinde testlenen
orneklerin % 31.15 oraninda PNRSV, % 4,23 oraninda PDV, % 1,92 oraninda PPV ile
bulasik oldugunu tespit etmislerdir. Orneklerin % 1,54’iinde ise PNRSV+PDV ve
PNRSV+PPV viriislerinin karigik enfeksiyon seklinde bulundugunu bildirmislerdir.
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Sekil 4.15. DAS-ELISA sonuglarina gore il bazinda PDV enfeksiyon oranlari

Sipahioglu ve ark. (2004)’nin Van ve civarinda yapmis oldugu baska bir
calismada ise, DAS-ELISA testi ile kirazlarda PDV enfeksiyonu %7,1 oraninda tespit
edilmistir.

Caglayan ve ark. (2008)’'nin yapmis olduklart DAS-ELISA testlemeleri
sonucunda kirazlarda en yaygin viriisiin %10.8 oraninda PDV oldugu saptanmis olup
testlenen visne Orneklerinin hepsi negatif olarak saptanmistir. Bu c¢alisma da da
testlenen 4 visne 6rnegi PDV ac¢isindan negatif bulunarak benzer bir sonug alinmstir.

Oztiirk ve Cevik (2015) tarafindan Isparta ilinde yapilan bir sérvey calismasinda
ise 10 ilgede 142 kiraz bahgesi ziyaret edilerek 521 kiraz 6rnegi DAS-ELISA
yontemiyle PDV tespiti amaciyla testlenmistir. Testlenen 6rneklerden 269 tanesi PDV
ile enfekteli bulunmustur. Ayrica, Uzunogullar1 ve Akgay (2012) Bursa ili Keles
ilgesinden alinan 150 adet 0900 Ziraat kiraz ¢esidinde PDV enfeksiyon oranini %36
olarak tespit ederken Early Burlat kiraz ¢esidinde de %43 oraninda enfeksiyon tespit
etmiglerdir. Bu ¢alismada da Bursa ilinden toplanan Ziraat0900 6rneklerinde PDV
enfeksiyonu %21,277 olarak oldukga yiiksek bir oranda saptanmustir (Sekil 4.15).
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4.2.1. Molekiiler Calismalar

4.2.1.1. Ters Transkripsiyon (Reverse Transcription: RT) ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) Analizleri

Mayis-haziran ve eyliil-ekim aylarinda kiraz agaglarindan toplanan siirgiinli
yapraklardan niikleik asit izolasyonu yapilmistir. Kiraz yapraklarindan ekstrakte edilen
toplam niikleik asitlerin kalitesini belirlemek icin, elde edilen RNA’lar ve toplam
niikleik asitler nanodrop spektrofotometre (NanoDrop 2000c, Thermo Sci ABD, Rott ve
Jelkmann, 2001) yardimiyla dl¢iilmiistiir. Bu RNA’larin bazilarinin spektrofotometre ile
Olctim grafigi sekil 4.16 ve sekil 4.17°de verilmistir.

Sekil 4.16. Izmir ili Kemalpasa ilcesinden alinan 17 no’lu érnekten izole edilen
RNA’nin nanodrop spektrofotometre ile 6lgiim grafigi (Konsantrasyon 128,0 ng/ml;
260/280).

Sekil 4.17. Manisa ili Sehzadeler il¢esinden alinan 294 no’lu 6rnekten izole edilen

RNA’nin nanodrop spektrofotometre ile 6l¢iim grafigi (Konsantrasyon 204,6 ng/ml,;
260/280).

MP (756 bp), CP (874 bp), ve RdRp (382 bp) primer ciftleri ile yapilan RT-PCR
analizleri sonucunda PDV pozitif oldugu saptanan ve sekans analizleriyle dogrulanan

ornekler Cizelge 4.2°de belirtilmistir.
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Cizelge 4.2. Kiraz yetistiriciligi yapilan farkli illerden toplanan kiraz 6rneklerinin prune
dwarf virus (PDV)’nin ii¢ farkli gen bolgesini kismi olarak ¢ogaltan primer ciftleri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonuglar1

il sayis1 Toplanan il ?'\;IFI;I)DCR RT-PCR (CP) ?R-rd-gg)R
1 [zmir 9/66 4/ 66 9/66
2 Konya 16/114 10/114 6/114
3 K.maras 7162 7162 7126
4 Nigde 5/ 26 4126 3/26
5 Bursa 8147 7147 6 /47
6 Manisa 1/62 3/30 3/62
7 Osmaniye 2167 5/67 3/67
8 Adana 3/44 3/44 3/44
9 Antalya 1/15 1/15 1/15

Toplam 521472 44 | 472 39/472

Elde edilen cDNA’lar ile, prune dwarf virus (PDV)’nin kismi CP (RNA-3), MP
(RNA-3) ve RdRp (RNA-2) bolgelerine spesifik primer giftleriyle PCR analizleri
yapilmistir. Her bir RNA bolgesi i¢in  kullanilan primer ¢iftleri ile ilk Once
optimizasyon c¢aligmalari yapilmistir. Optimizasyon islemlerinde farkli baglanma
sicakliklari, dongii sayilari, ANTP ve MgClz degisiklikler yapilmis ve pozitif kontrolde
en kuvvetli DNA bandi elde edilen PCR kosullar1 belirlenmistir. Optimizasyon islemleri
sonrasi, RNA ekstraksiyonu yapilan 472 ornek, PDV’ye spesifik ii¢ farkli gen
bolgesine ait primerlerle (Cizelge 4.2) testlenmis olup, basarili bir amplifikasyon tespit
edilen 6rneklere ait jel fotograflar1 agsagida gosterilmistir (Sekil 4.18 - 4.23).

Bu ¢alismada, MP’ye 6zgii Predajna ve ark. (2017)’nin tasarlamis oldugu primer
ciftleri kullanilarak yapilan RT-PCR analizlerinde 472 Ornekten 52 tanesinde
beklenen diizeyde (756 bp) bant elde edilmistir (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. izmir ili Kemalpasa ilgesinden toplanan kiraz 6rneklerinin prune dwarf virus
(PDV)’nin MP bolgesini ¢gogaltan PD3-331F ve PD3-1086R primer ¢ifti kullanilarak
yapilan RT-PCR analizinin jel goriintiisii. M: Marker; (M: 100 bp DNA ladder, , 3-18:
Testlenen kiraz 6rnekleri : +C: Pozitif kontrol, -C: Negatif kontrol W: Su kontrol.

Sekil 4.19. Antalya ilinden Korkuteli toplanan kiraz drneklerinin prune dwarf virus
(PDV)’liniin tespiti icin PD3-331F ve PD3-1086R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-
PCR analizinin 756 bp biiytikliiglindeki bant goriintiisii. M: Marker; (M: 100 bp DNA
ladder, 1: AntK1, 2: 3: 4: 5: 6: 7: 8: 9: 10: 11: 12: 13:467(AntK10) 14:,11 15:+C:
Pozitif kontrol, -C: Negatif kontrol W: Su kontrol.
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Sekil 4.20. Kahramanmaras ve Osmaniye illerinden toplanan kiraz 6rneklerinde prune
dwarf virus (PDV)’line spesifik primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizinin
agaroz jel elektroforez sonucu. M: Marker SMO#321 MBI Thermo Sci, ABD; 1-10:
Osmaniye, 11-14: Kahramanmaras kiraz 6rnekleri, +C: Pozitif kontrol, -C: Negatif

kontrol, W: Su kontrol (Giindogan ve ark., 2022).

M* -

-

Sekil 4.21. Konya, Osmaniye ve Kahramanmaras izolatlarindan prune dwarf virus
(PDV)liniin tespiti i¢in PDV-CP-F ve PDV-CP R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-
PCR analizinin ¢ogaltma sonucu 874 bp biiyiikliigiindeki bant goriintiisii. M: Marker;
(M: 100 bp DNA ladder, 4:96, 5: 96, 6:96, 7:106, 8:106, 9:106, 10:107, 11:107, 12:107,
13:135, 14:135, 15:135, 16:361, 17:361, 18:361, 19:365, 20: 365, 21:365, 25:314,
26:314 +C: Pozitif kontrol W: Su kontrol.
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Sekil 4.22. PDV-RdRp spesifik primer ¢ifti ile yapilan PCR sonucu elde edilen 382 bp
biiyiikliigiindeki bant goriintiisii (M: 100 bp DNA ladder, 3:MS296, 4: 4, 5: 4, 6:4, 10:8,
11:8, 12:8, 19:305, 20:305, 21:305, 22:320, 23:320, 24:320, +C: Pozitif kontrol, W:Su
kontrol)

Sekil 4.23. PDV-RdRp spesifik primer ¢ifti ile yapilan PCR ¢ogaltma sonucu elde
edilen 382 bp biiyiikliigiindeki bant goriintiisii (M: 100 bp DNA ladder, 1:11, 2:11, 3:11,
4:4,5:4,6:4,10:8, 11:8, 12:8, 19:305, 20:305, 21:305, 22:320, 23:320, 24:320, +C.:
Pozitif kontrol, W: Su kontrol)

MP (756 bp), CP (874 bp), ve RdRp (382 bp) kismi gen bolgelerini gogaltan

primerlerle PCR iiriinii elde edilen 6rnekler ¢ogaltilarak sekans analizine gonderilmistir.
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Cizelge 4.3. Calisma kapsaminda ii¢ farkli primerle yapilan RT-PCR analizleri a

sonucunda PDV pozitif bulunan kiraz 6rneklerinin simptomlar1 ve RT-PCR sonuglari

. RT- RT- RT-
Ornek | .
No Izolatno Toplandig1 Il/ Ilce  PCR PCR PCR Simptomlar
(MP) (CP) (RdRp)
Hafif renk
3 IK3 [zmir/ Kemalpasa + - + agtlmast,  geng
yapraklarda
biiziilme
Geng
yapraklarda ana
damarda
4 IK4 Izmir/ Kemalpasa + - + biiziilme, koyu
renk  benekler,
renk  acilmasi,
sararma
6 IK6 [zmir/ Kemalpasa + - + Simptomsuz
8 IK8 Izmir/ Kemalpasa + - + Hafif sararma
11 IK11 Izmir/ Kemalpasa + - + Simptomsuz
13 IK13 Izmir/ Kemalpasa + + + Simptomsuz
Geng o
14 IK14 [zmir/ Kemalpasa + + + yapraklarda
kivrilma, renk
acilmasi
17 IK17 [zmir/ Kemalpasa + + + Simptomsuz
18 IK18 Izmir/ Kemalpasa + + + Simptomsuz
Emgi zararl
30 KH30 Konya/ Hadim - + - benzeri nekrozlu
renk acilmalari
38 KH38 Konya/ Hadim + - - Simptomsuz
39 KH39 Konya/ Hadim + - - Simptomsuz
41 KE41 Konya/ Eregli + - - Simptomsuz
43 KE43 Konya/ Eregli + + + Simptomsuz
46 KE46 Konya/ Eregli + - - Simptomsuz
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Cizelge 4.3. (Devami) Calisma kapsaminda ii¢ farkli primerle yapilan RT-PCR
analizleri a sonucunda PDV pozitif bulunan kiraz drneklerinin simptomlar1 ve RT-PCR

sonuglari
- RT- RT- RT-
Ornek . .
N Izolat no  Toplandigi Il/ Ilce  PCR PCR PCR Simptomlar
0
(MP) (CP) (RdRp)
Yapraklarda
. sararma, yaprak
48 KH48 Konya/ Hadim + - -
kenarlarinda
nekroz
) Yapraklarda
49 KH49 Konya/ Hadim + - -
sararma
. Yapraklarda
51 KH51 Konya/ Hadim - + +
sararma
Yapraklarda sart
52 KH52 Konya/ Hadim + - - beneklenme ve
delinme
Yaprak
) kenarlarina renk
53 KH53 Konya/ Hadim + - -
acilmasi ve
biiziilme
Sar1
56 KH56 Konya/ Hadim + + + beneklenme,
hafif biiziilme
93 KH93 Konya/ Hadim + + + Simptomsuz
95 KH95 Konya/ Hadim + + + Simptomsuz
96 KH96 Konya/ Hadim + + - Simptomsuz
Sar1 benek
seklinde belirgin
106 KH106 Konya/ Hadim + + - simptomlar,
damarlar  arasi
sararma
Damar arasi
107 KH107 Konya/ Hadim + + +
sararma
135 KA135 Konya/ Aksehir + + - Simptomsuz
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Cizelge 4.3. (Devami) Calisma kapsaminda ii¢ farkli primerle yapilan
analizleri a sonucunda PDV pozitif bulunan kiraz drneklerinin simptomlar1 ve RT-PCR

RT-PCR

sonuglari
- RT- RT- RT-
Ornek .
No Izolat no Toplandig: I/ Ilge  PCR PCR PCR Simptomlar
(MP) (CP) (RdRp)
Yapraklarda
167 NC167 Nigde/Camard1 + + - asir1 klorotik
sararmalar
Yapraklarda
170 NC170 Nigde/Camardi + + + asiri klorotik
sararmalar
172 NC172 Nigde/Camardi - - - Simptomsuz
173 NC173 Nigde/Camardi + + + Simptomsuz
174 NC174 Nigde/Camardi + - - Simptomsuz
175 NC175 Nigde/Camardi - - - Simptomsuz
176 NC176 Nigde/Camardi + - - Simptomsuz
178 NC178 Nigde/Camardi - - - Simptomsuz
180 NC180 Nigde/Camardi - - - Simptomsuz
181 NC181 Nigde/Camardi - - - Simptomsuz
182 NC182 Nigde/Camardi - + + Simptomsuz
184 NC184 Nigde/Camard1 - - - Simptomsuz
185 NC185 Nigde/Camard1 - - - Simptomsuz
186 NC186 Nigde/Camard1 - - - Simptomsuz
187 NC187 Nigde/Camardi - - - Simptomsuz
190 NC190 Nigde/Camardi - - - Simptomsuz
191 NC191 Nigde/Camardi - - - Simptomsuz
232 BK232 Bursa/ Osmangazi + + + Simptomsuz
233 BK233 Bursa/ Osmangazi + + + Simptomsuz
234 BK234 Bursa/ Osmangazi + + + Simptomsuz
236 BK236 Bursa/ Osmangazi + + + Simptomsuz
241 BK241 Bursa/ Osmangazi - - - Simptomsuz
245 BK?245 Bursa/ Osmangazi + - - Simptomsuz
247 BK247 Bursa/ Osmangazi + - - Simptomsuz
251 BK251 Bursa/ Osmangazi - - - Simptomsuz
262 BK262 Bursa/ Osmangazi - - - Simptomsuz
266 BK266 Bursa/ Osmangazi - - - Simptomsuz
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Cizelge 4.3. (Devami) Calisma kapsaminda ii¢ farkli primerle yapilan RT-PCR
analizleri a sonucunda PDV pozitif bulunan kiraz drneklerinin simptomlar1 ve RT-PCR
sonuglari

. RT- RT- RT-
Ornek | . .
N Izolat no  Toplandigi Il/ Ilce  PCR PCR PCR Simptomlar
[¢]
(MP) (CP) (RdRp)
Ana damar etrafi
sararma, yaprak
kenarlar1
294 MS294 Manisa/ Sehzadeler - + - kuruma, bronz
kahvrengi
benekler ve
lekeler
Ana damar
biiziilmesi,bronz
295 MS295 Manisa/ Sehzadeler - + - _
kahverengi
benekler
Ana damar
biiziilmesi,bronz
296 MS296 Manisa/ Sehzadeler  + + + )
kahverengi
benekler
304 BK304 Bursa/ Osmangazi - + - Simptomsuz
305 BK305 Bursa/ Osmangazi + + + Simptomsuz
306 BK306 Bursa/ Osmangazi + + + Simptomsuz
K.maras/Gaffarl Simptomsuz
311 MK3 + + +
Koyt
K.marag/ Simptomsuz
313 MK5 + + +
Gaffarli Koyt
K.marag/ Simptomsuz
314 MK6 + + +
Gaffarli Koyt
K.marag/ Simptomsuz
315 MK?7 + + +
Gaffarli Koyt
K.marag/Dulkadirog Simptomsuz
318 MK10 lu + + +
Gaffarli Koyt
K.marag/ Simptomsuz
320 KMA158 + + +
Andirm/Cokak
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Cizelge 4.3. (Devami) Calisma kapsaminda ii¢ farkli primerle yapilan RT-PCR
analizleri a sonucunda PDV pozitif bulunan kiraz drneklerinin simptomlar1 ve RT-PCR
sonuglari

.. RT- RT- RT-
Ornek | . .
N Izolat no  Toplandigi Il/ Ilce  PCR PCR PCR Simptomlar
[¢]
(MP) (CP) (RdRp)
K.marag/ Simptomsuz
324 KMA162 + + +
Andirin/Cokak
Yapraklarda
351 OK®6 Osmaniye/ Bahce + + +
sararma
Damarlar
352 OK7 Osmaniye/ Bahge - +
arasinda sararma
Yapraklarda
) hafifce kizarma
361 OK16 Osmaniye /Bahge - + +
ve sart leke
olusumlari
Yapraklarda
365 OK20 Osmaniye/ Bahge + + +
kizarma
406 OKe61 Osmaniye/ Bahge - + - Simptomsuz
426 AK14 Adana/ Pozanti + + + Simptomsuz
429 AK17 Adana/ Pozant1 + + + Simptomsuz
432 AK20 Adana/ Pozant1 + + + Simptomsuz
] Yapraklarda
462  AntK462  Antalya/ Korkuteli - - + o
grimsi lekeler
467 ANntK467  Antalya /Korkuteli + + - Simptomsuz
Toplam 52/ 472 441472 39/ 472

Iller bazinda DAS-ELISA ve RT-PCR analizi sonucuna gére PDV pozitif bulunan
orneklerin durumu degerlendirildiginde, 4 6rnek BK233 (Bursa), BK234 (Bursa),
BK236 (Bursa), MS296 (Manisa) her iki tan1 yontemiyle de pozitif bulunurken 20 6rnek
IK13 (izmir), IK14 (izmir), KH56 (Konya), KH93 (Konya), KH107 (Konya), NC173
(Nigde), BK233 (Bursa), BK234 (Bursa), BK236 (Bursa), MS296 (Manisa), BK305
(Bursa), BK306 (Bursa), MK3 (Kahramanmaras), MK6 (Kahramanmaras), MK10
(Kahramanmaras), KMA158 (Kahramanmaras), KMA162 (Kahramanmaras), OK20
(Osmaniye), AK14 (Adana), AK17 (Adana) sadece RT-PCR analizleriyle pozitif
bulunmustur (Cizelge 4.3.).
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PDV-MP spesifik primer ciftleri kullanilarak yapilan RT-PCR ile analizi sonucu
elde edilen veriler ile DAS-ELISA analizi sonucu bulunan pozitif sonuglar oransal
olarak en fazla Nigde ilinde gézlemlenmistir. Ayrica, bu ¢alismada, CP spesifik primer
cifti kullanarak yapilan RT-PCR analizi sonucunda Nigde bolgesinde 26 izolattan 4
pozitif sonug¢ elde edilmistir. Daha 6nce bu bolgede Sajid (2018) tarafindan yliriitiilen
baska bir ¢aligmada ise kiraz iiretim alanlarinda PDV varliginin teshis edilmesi igin
yapilan molekiiler ¢alismalar sonucunda toplanan 90 izolattan higbirinde enfeksiyona
rastlanmamuistir.

PDV’nin MP, CP ve RdRp spesifik primer giftleri ile analiz edilen sonuglar
incelendiginde, PDV-MP kismi gen bolgesinin diger kismi gen bolgelerine oranla daha
fazla pozitif sonug verdigi tespit edilmistir. Boylece, Predajna ve ark. (2017)’nin
caligmasinda yeni dizayn edilen MP primer ¢iftinin de RT-PCR analizlerinde

kullanilabilir oldugu bu ¢alisma ile ortlismiistiir.

4.2.1.2. Niikleotid Dizileme

PCR sonucunda beklenen diizeyde iiriin elde edilen 6rnekler arasindan farkli il ve
ilgeleri temsil edecek sekilde se¢cim yapilmis ve DNA dizi analizine gonderilmistir..
Ham sekans verilerinin diizenlenmesi, hizalanmas1 ve konsensiis verilerin elde edilmesi
Chromas programinda yapilmistir. Daha sonra, dizileme sonucunda gelen sonuglarin
BLASTn ve BLASTp analizi yapilmis olup, en yiiksek benzerlik degerleri PDV-MP
icin niikleotid diizeyinde %99,57 ve aminoasit diizeyinde %99,57, PDV-CP igin
niikleotid diizeyinde %100 ve aminoasit diizeyinde % 100 ve RdRp igin niikleotid

diizeyinde %99,26 ve aminoasit diizeyinde %100 oranlari tespit edilmistir.

4.3. Filogenetik Analiz Sonuclar:

PDV’nin kismi MP, CP ve RdRp kismi gen bolgelerini ¢cogaltan primer ¢iftleri
kullanilarak PCR {iriinlerinin niikleotid ve aminoasit dizileri elde edilmistir. Daha sonra
gerek tilkemiz gerekse diinyanin diger farkli iilkelerinden gen bankasina kaydedilmis
olan PDV’ye ait niikleotid ve aminoasit dizilerinin yer aldig1 filogenetik analizler
yapilmustir. Ulkemizde &nceki yillarda farkli arastirma gruplari tarafindan  PDV’nin

sadece CP’nin kismi gen bolgesine ait niikleotid dizileri (Ulubas-Serge ve ark., 2009,
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Oztiirk ve Cevik, 2015, Giindogan ve ark., 2022) gen bankasina kaydedilmis olup MP
ve RdRp kismi gen bdlgelerine yonelik niikleotid ve aminoasit dizileri ilk kez bu

calisma kapsaminda elde edilmistir.

4.3.1. MP Gen Bolgesi icin Yapilan Filogenetik Analizler

MP’nin kismi gen bdlgesini ¢ogaltan primerlerle testlenen kiraz izolatlarindan
52 izolat pozitif bulunmus olup bu izolatlardan segilen 43 izolat sekans analizine
gonderilmis ve PDV-MP’nin kismi gen dizileri 732 bp niikleotid ve 244 aa (aminoasit)
uzunlugunda NCBI gen bankasi veri tabanina kaydedilerek erisim numaralart alinmistir
(OP433515-0P433557). Yapilan BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) analizleri
sonucunda elde edilen niikleotid ve aminoasit dizileri PDV referans izolatiyla
kiyaslandiginda niikleotid diizeyinde %88,02-99,57 ve aminoasit diizeyinde ise %84,91-
99,57 arasinda benzerlik gostermistir. Caligma kapsaminda elde edilip dizilenen 43
PDV-MP izolatmin kismi gen bdlgesine ait sekans bilgileri, Tiirkiye’de kirazlarda ve
tiim sert gekirdekli meyvelerde ilk niikleotid ve aminoasit dizi kayitlaridir. Ulkemizde
kiyaslanacak veri olmadigindan dolayi, ancak farkl tilkelerden elde edilen toplam 21
PDV izolatiyla hem niikleotid hem de aminoasit diizeyinde filogenetik analizler

gerceklestirilmigtir (Sekil 4.24 ve 4.25).

ot Explorer POV MP TEZ DR, P& ASAG (CINfas) pra— - p— - » - - - =l o=
Search ©  wes  seau

equencer Display  Heip
-0 <B % Q|+ S| @2 92

i nNNNNNNNNOGAGORNRANNANNNNOGRGORD -

Sekil 4.24. PDV-MP niikleotid dizileri hizalanmis ekran goriintiileri
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Sekil 4.24. PDV-MP amino asit dizileri hizalanmig ekran goriintiileri

PDV-MP kismi gen bolgesi referans gen ile eslestirildiginde referans genomda
380 ile 1112 baz giftleri arasinda yer aldigi goriilmiistiir (elde edilen toplam uzunluk
732 bp). MP kismi gen bolgesi Koziel (2017)’in c¢alismasinda gosterdigi tizere ORF3A
bolgesinde yer almaktadir (Sekil 4.26).

Contig View  Annotations Dotplot Text View Lineage Info

&« Extract @ RC. & Translate > Add/Edit Annotatio £ Allow Editing 12> Annotate & Predict v £ Save

I?E 20 :K‘)C 400 D(.AT 0 'r‘ZI'C 57.)71 %00 1400 1 1'2'2 1200 1.300 140 1500 1 "i«)) 1,700 1, p: 1.900 2"2:)1- 2123

1 10 300 &0 800 1000 1200 1,400 1500 1800 2000 2128
Consensus L 2 ' e uoa L R R T -
ety ——————i e —————————————— ]
——— —
2 0.

1 0 4% 00 800 1000 1200 1400 1600 1,800 2123
T+ 1. NCOOB038-Ref Seq. ﬂ
B 2.0P433555-AK17-TURK... o C Tt Tt . N .

Sekil 4.25. AK17 (Adana) nolu izolattan elde edilen 732 baz biiyiikliigiindeki kismi
MP-niikleotid dizisinin Gen Bankasina kayitli NC008038 numarali refeans izolat
dizileri ile Geneious programinda karsilastirilmasi ve eslesen bolgenin gosterilmesi
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Sekil 4.26. MP kismi gen bolgesi referans gen bolgesi ile eslestirildiginde referans
genomda 380 ile 1112 baz ciftleri arasinda yer almaktadir (elde edilen toplam uzunluk
732 bp).
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Cizelge 4.4. Filogenetik analizlerde kullanilan ve gen bankasi veri tabaninda kayith
PDV-MP izolatlarinin listesi

Erisim Izolat Lokasyon Referans

Numarasi No/Konukc¢u

OP433515 IK3-Kiraz Izmir-Kemalpasa Bu calisma
OP433516 IK4-Kiraz Izmir-Kemalpasa Bu calisma
OP433517 IK8-Kiraz Izmir-Kemalpasa Bu calisma
OP433518 IK11-Kiraz Izmir-Kemalpasa Bu calisma
OP433519 IK13-Kiraz Izmir-Kemalpasa Bu calisma
0OP433520 IK14-Kiraz Izmir-Kemalpasa Bu calisma
OP433521 IK17-Kiraz [zmir-Kemalpasa Bu ¢alisma
OP433522 IK18-Kiraz [zmir-Kemalpasa Bu ¢aligma
OP433523 KE43-Kiraz Konya-Eregli Bu ¢aligma
0OP433524 KH56-Kiraz Konya-Hadim Bu caligma
OP433525 KH93-Kiraz Konya-Hadim Bu caligma
OP433526 KH95-Kiraz Konya-Hadim Bu caligma
OP433527 KH96-Kiraz Konya-Hadim Bu caligma
0OP433528 KH106-Kiraz Konya-Hadim Bu ¢aligma
OP433529 KH107-Kiraz Konya-Hadim Bu ¢aligma
0OP433530 KA135-Kiraz Konya-Aksehir Bu ¢alisma
OP433531 NC167-Kiraz Nigde-Camardi Bu ¢alisma
0OP433532 NC170-Kiraz Nigde-Camardi Bu ¢alisma
OP433533 NC173-Kiraz Nigde-Camardi Bu ¢alisma
0OP433534 NC174-Kiraz Nigde-Camardi Bu ¢alisma
OP433535 NC176-Kiraz Nigde-Camardi Bu ¢alisma
OP433536 BK232-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢alisma
0OP433537 BK233-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢alisma
OP433538 BK234-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢alisma
OP433539 BK236-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢aligma
OP433540 BK245-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu caligma
0OP433541 BK247-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu c¢alisma
OP433542 MS296-Kiraz Manisa-Sehzadeler Bu c¢alisma
0OP433543 BK305-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢alisma
0OP433544 BK306-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢alisma
OP433545 MK3-Kiraz K.Marag-Andirin Bu c¢aligsma
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Cizelge 4.4. (Devami) Filogenetik analizlerde kullanilan ve gen bankasi veri tabaninda

kayitli PDV-MP izolatlarinin listesi

Erisi izolat
rism zota Lokasyon Referans
Numarasi No/Konukcu
OP433546 MK5-Kiraz K.Marag-Andirin Bu caligma
OP433547 MK®6-Kiraz K.Marag-Andirin Bu caligma
OP433548 MKT7-Kiraz K.Marag-Andirin Bu caligma
OP433549 MK10-Kiraz K.Marag-Andirin Bu caligma
OP433550 KMA158-Kiraz K.Marag-Andirin Bu caligma
OP433551 KMA162-Kiraz K.Marag-Andirin Bu caligma
OP433552 OK®6-Kiraz Osmaniye-Bahge Bu ¢aligma
OP433553 OK20-Kiraz Osmaniye-Bahge Bu ¢alisma
OP433554 AK14-Kiraz Adana-Pozanti Bu ¢alisma
OP433555 AK17-Kiraz Adana-Pozant1 Bu ¢alisma
OP433556 AK?20-Kiraz Adana-Pozanti Bu ¢alisma
OP433557 AntK467-Kiraz Antalya-Korkuteli Bu ¢alisma
4 ) ’ Kamenova,2022
MZ443800 Zvin38-Kiraz Bulgaristan .
(Yaymnlanmamis bilgi)
_ Glasa ve Predajna,2017
KU949329 01C-Kiraz Slovakya o
(Yaymlanmamas bilgi)
_ Glasa ve Predajna,2017
KU949356 1028C-Kiraz Slovakya
(Yaymlanmamus bilgi)
_ Malinowski,2010
HMO015769 0917-Kiraz Polonya )
(Yaymlanmamas bilgi)
) Glasa ve Predajna,2017
KU949364 237C-Kiraz Slovakya
(Yaymlanmamaisg bilgi)
] ) Kamenova,2021
MW207221 Kran20-Kiraz Bulgaristan
(Yaymlanmamaisg bilgi)
) ) Kamenova,2021
MT152176 1ZD3-Kiraz Bulgaristan
(Yayinlanmamus bilgi)
) . Kamenova,2021
MT950769 1ZD13-Kiraz Bulgaristan

(Yayinlanmamus bilgi)
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Cizelge 4.4. (Devami) Filogenetik analizlerde kullanilan ve gen bankasi veri tabaninda
kayitli PDV-MP izolatlarinin listesi

Erisi izolat
rism ot Lokasyon Referans
Numarasi No/Konukcu
) Kinoti ve ark.,2017
KY883331 PCH4R3-Kiraz Avustralya
(Yayinlanmamus bilgi)
Kisinevskaia 31- Lenz ve ark.,2019
MK369931 . Cek Cumbhuriyeti
Kiraz (Yayinlanmamus bilgi)
PDV-SWI-35- Mroczkowska ve Paduch-
KC152477 . Polonya ]
Kiraz Cichal,2013
) Glasa ve Predajna,2017
KU949345 233C-Kiraz Slovakya
(Yaymlanmamaisg bilgi)
PDV-SW9-1- Mroczkowska ve ark.,2010
HMO021233 . A.B.D.
Kiraz (Yayinlanmamus bilgi)
. ) Kamenova,2021
MT152182 1ZD6-Kiraz Bulgaristan
(Yayinlanmamus bilgi)
) . Kamenova,2019
MK392182 P111-Kiraz Bulgaristan
(Yayinlanmamus bilgi)
] ) Kamenova,2019
MK392177 D6-Kiraz Bulgaristan o
(Yaymlanmamus bilgi)
] ) Kamenova,2021
MT950770 1ZD14-Kiraz Bulgaristan
(Yaymlanmamaisg bilgi)
] ) Kamenova,2019
MK392179 P128-Kiraz Bulgaristan
(Yaymlanmamaisg bilgi)
) Mroczkowska ve ark.,2012
GU181403 PDV-PA78-Kiraz Polonya
(Yayinlanmamus bilgi)
. ] Kamenova,2022
MZ443799 Kost28-Kiraz Bulgaristan
(Yayinlanmamus bilgi)
NC008038 Ref.Sekans-RNA3 A.B.D. Bachman ve ark., 1994
Kim and Park, 1997
AF013291 CMV-Disgrup Gliney Kore

(Yayinlanmamus bilgi)
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Sekil 4.27. PDV-MP’nin niikleotid seviyesinde SDT analizi yapilan renklendirilmis
benzerlik matrisi
PDV-MP kismi gen bdlgesinin niiklotid ve aminoasit dizileri kullanilarak elde
edilen filogenetik agaglar Sekil 4.29°da verilmistir. Hem niikleotid dizileri hem de
amino asit dizileri ile ¢izilen filogenetik aga¢ gruplamasi birbirine benzer olarak
bulunmustur. Filogenetik agaglarda, bu calismadan elde edilen Tiirkiye Ornekleri
kirmizi nodlarla gosterilmistir. Filogenetik analizlerde farkli iilkelerden gen bankasina

kaydedilmis 21 PDV izolat1 ve dis grup olarak da CMV kullanilmistir.
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OP433545-MK3-TURKEY
OP433547-MKB-TURKEY
OP433549-MK10-TURKEY
OP433546-MK5-TURKEY
OP433548 MK7- TURKEY
OP433539-BK236-TURKEY
OP432544-BK306-TURKEY
MZ443800-Zvin38-BUL GARIA
OP432526-BK232-TURKEY
OP432543 BK305-TURKEY
OP432524 KHEE-TURKEY
OP432520-BK234-TURKEY
OP433550-KMA158-TURKEY
CP433552-0K6-TURKEY
OP433540-BK245-TURKEY
OP433541-BK247-TURKEY
KU949329-01C-SLOVAKIA
KU949356-1028C-SLOVAKIA
HMO15769-0917-POLAND
= po KUQ49384-237C-SLOVAKIA
OP4325181K11-TURKEY
@ OP433517 K8 TURKEY
@ OP433515 K2 TURKEY
@ OP433516-IK4-TURKEY
@ OP433537-BK233-TURKEY
MW207221-Kran20-BULGARIA

100 @ OP433528-KH106-TURKEY
@ OP433529-KH107-TURKEY
100 MT152176-1ZD3-BULGARIA
59 WMTE50769-12013-BULGARIA
=

73

71

s @& OP433557-AntK467-TURKEY

KY283331-PCHARI-ALUSTRALLA

MNC 008038-Refl Seq-US A

MK389931 -Kisinevskaia 31-CZECH REPUBLIC
&0 75 KC1682477-PDV-SWI-35-FOLAND

KU849345- 233C-SLOVAKIA
HMO21233PDV-SWS-1-ULS A
WMT152182-1ZD&-BULGARIA

@ OP433555-AK17-TURKEY

@ OP433556-AK20-TURKEY

@ OP433554-AK14-TURKEY

@ OP433542-M5286-TURKEY
@ OP433522.K18-TURKEY
@ OP433520-K14-TURKEY
@ OP433519-K13-TURKEY
& OP433521-IK17-TURKEY
&
L

—
TG
&85
78
OP433525-KH3-TURKEY
OP433551-KMA1E2-TURKEY
,_TL MK392177-DE-BULGARIA

ME392179-F126-BULGARIA

a6 GU181403-FDV-FPATE-FOLAND
OP433530-KA135-TURKEY
OP433527-KHE6-TURKEY
OP433533-NC173-TURKEY
OP433534-NC174-TURKEY
OP433553-0K20-TURKEY
MZ443788-Kost28-BULGARLA
OP433532-NC1T0-TURKEY
OP433535-NC176-TURKEY
OP433531-NC167-TURKEY
OP433523-KE43-TURKEY
OP433526-KHI5-TURKEY
AF013291-CNV-MP-OUTGROUP

Sekil 4.29. Kirazlardan izole edilen PDV-MP gen bdlgesine ait niikleotid dizilerinin
NCBI gen bankasina kayitl izolatlarla birlikte Neighbor-Joining tree modeli
kullanilarak yapilan filogenetik analizi, 1000 tekrar sonunda elde edilen Bootstrap
degerleri (%) dallarin baglant1 noktalarinda gdsterilmistir (D1s grup cucumber mosaic
virus-CMV)
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Niikleotid dizileri ile olusturulan dendrogramda Tirkiye izolatlar1 ile diger
tilkelerin izolatlarinin birlikte dagilim gosterdigi goriilmektedir. Filogenetik analiz
sonucunda izolatlarin iki ana gruba ve bes alt gruba ayrildigi ayrica dis grup olarak
kullanilan izolatin tim dizilerden ayrildigr gorilmiistir. Bu agacin dal baglanti
degerlerine ve gruplagmalara bakildiginda, Tiirkiye 6rneklerinin Bulgaristan, Slovakya
ve Polonya ornekleri ile birlikte oldugu ancak diger iilkelerden de ¢ok uzak olmadigi

ayni gruplarda toplandig1 goriilmektedir (Sekil 4.29).
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@ OP433545-MK3-TURKEY
@ OP433546-MK5-TURKEY
® OP433547-MKB-TURKEY
@ OP433549-MK10-TURKEY
@ OP433548-MKT-TURKEY
@ OP433539-BK236-TURKEY
® OP433524-KH56-TURKEY
L J
L J

L ]

L J

L J

I8

OP433552-0OK6-TURKEY
OP433538-BK234-TURKEY
OP433550-KMA158-TURKEY
OP433636-BK232-TURKEY
OP433543-BK305-TURKEY
MZ443800-Zvin38-BULGARIA
a4 @ OP433544-BK306-TURKEY
@ OP433540-BK245-TURKEY
100 @ OP433541-BK247-TURKEY
KU948356-1028C-SLOVAKIA
KUS49329-01 C-SLOVAKIA
HMO15769-0917-POLAND
@ OP423516-IK4-TURKEY
KUS48364-237C-SLOVAKIA
@ OP433517-IK8-TURKEY
® OP433518-IK11-TURKEY
@ OP433515IK3-TURKEY
@ OP423537-BK233-TURKEY
KCA152477-PDV-SWI-35-POLAND
[ KYB83331-PCHARI-AUSTRALIA
L— nc 008038-Ref. Seq -U.S.A
MT152176-1ZD3-BULGARIA
MTA50788-17013-BULGARIA
@ OP433657-AntKABT-TURKEY
@ OP433528-KH106-TURKEY
@ OP433529-KH107-TURKEY
MT152182-1ZD6-BULGARIA
HMO21233PDV-5Wa-1-US A
@ OP433522-K18-TURKEY
@ OP433542-MS296-TURKEY
KU949345- 233C-SLOVAKIA
@ OP423554-AK14-TURKEY
@ OP433555-AK17-TURKEY
@ OPA33556-AK20-TURKEY
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@ OP423521-IK17-TURKEY
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Sekil 4.28. Kirazlardan izole edilen PDV-MP gen bdlgesine ait aminoasit dizilerinin
NCBI gen bankasina kayitl izolatlarla birlikte Neighbor-Joining tree modeli
kullanilarak yapilan filogenetik analizi, 1000 tekrar sonunda elde edilen Bootstrap
degerleri (%) dallarin baglant1 noktalarinda gdsterilmistir. (Dis grup cucumber mosaic
virus-CMV)



Aminoasit dizileri ile olusturulan dendrogramda ise Tiirkiye izolatlar1 ile diger
tilkelerin izolatlarinin niikleotid dizilerinin birlikte dagilim gosterdigi goriilmektedir. Bu
izolatlarin iki ana gruba ve bes alt gruba ayrildigi, ayrica NC170 (Nigde) izolatinin
diger izolatlardan ayrilmis oldugu goriilmistiir. Gorlilen bu agagta dal baglanti
degerlerine ve gruplasmalara bakildiginda Tiirkiye izolatlarinin Bulgaristan, Slovakya
ve Polonya izolatlan ile birlikte oldugu ancak diger iilkelerin izolatlarindan ¢ok uzak
olmadig1 ve ayni gruplarda toplandigi goriilmektedir Yine dis grup olarak kullanilan

izolatin tiim dizilerden ayrilmis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. MP geni i¢in Tiirkiye Kiraz izolatlar1 arasindaki uzaklik/yakinlik iliskisini
tespit etmek icin SplitsTree programinda NeighbourNet algoritmasi ile elde edilen
filogenetik agag
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Daha sonra, yine bu PDV-MP kismi geni i¢in Tirkiye izolatlar1 arasindaki
uzaklik/yakinlik iliskisini tespit etmek igin SplitsTree programinda NeighbourNet
algoritmas1 kullanilarak sekildeki network elde edilmistir. Buna gore tim Tiirkiye
izolatlar1 i¢inde en farkli olan en ¢ok varyasyona sahip izolat NC-170 (Nigde)
bulunmustur (Sekil 4.31). BLASTn analizi sonucunda da NC170 (Nigde) numaral
izolatin benzerlik oran1 %87,17 olarak analiz edilmistir.

Ayrica, tan1 primeri olarak kullanilan MP kismi gen bolgesinin genetik uzaklik
degerleri MEGA11 (Tamura ve ark., 2021) programi kullanilarak ve model olarak
Tamura 3 (T92+G) parametresi  kullanilmistir. MEGA 11 Max. Protein uzaklik
programi kullanilarak yapilan analiz sonucu, niikleotid diizeyinde genetik uzaklik
degerleri incelendiginde %0,00274’ten %?22,188’e uzanan bir Olcekte genis bir
varyasyon gosterdigi gorilmiistiir (Sekil 4.33 ve Sekil 4.34). Ayrica, yakin ve uzak
oranda Olcekler oldugundan genetik ¢esitliligin yiiksek oldugu sdylenebilmektedir. Bu
sonuglar, filogenetik aga¢ sonuglari ile 6rtiismektedir. Analizler sonucunda, diinyanin
farkli iilkelerindeki diger izolatlarin Tirkiye’deki izolatlarla agacin farkli dallarinda yer
aldig1 ve bunun sonucunda genetik ¢esitliligin uluslararas1 anlamda da yiiksek oldugu
gorilmiistir.

Species 1 |~ | Species 2 |~ |Dist [+1/Std Ex

0OP433545-MK3-TURKEY 0OP433546-MK5-TURKEY 0.00690 0.00304

OP433555-AK17-TURKEY 0OP433556-AK20-TURKEY 0.00690 0.00320

0OP433554-AK14-TURKEY 0OP433556-AK20-TURKEY 0.00691 0.00319
0OP433545-MK3-TURKEY 0OP433549-MK10-TURKEY 0.00691 0,00324
OP433540-BK245-TURKEY  OP433541-BK247-TURKEY  0.00829 0,00352
0P433520-IK14-TURKEY 0OP433521-IK17-TURKEY 0.00830 0,00335
OP433546-MK5-TURKEY 0OP433548-MK7-TURKEY 0.00830 0.00351
OP433547-MK6-TURKEY 0OP433549-MK10-TURKEY 0,00832 0,00358
OP433546-MK5-TURKEY 0OP433547-MK6-TURKEY 0.00970 0.00380

Sekil 4.30. MEGA 11 Protein uzaklik analizi sonucu PDV-MP kismi gen bolgesi
niikleotid dizisi yakin olan degerler



0OP433540-BK245-TURKEY ~ OP433532-NC170-TURKEY  0,19855 0,02283
0OP433547-MK6-TURKEY OP433532-NC170-TURKEY  0,19895 0,02331
0OP433543-BK305-TURKEY  OP433532-NC170-TURKEY  0,20157 0,02315
OP433541-BK247-TURKEY  OP433532-NC170-TURKEY  0,20342 0,02357
0OP433548-MK7-TURKEY 0OP433532-NC170-TURKEY  0,20353 0,02381
0P433536-BK232-TURKEY  OP433532-NC170-TURKEY  0,20614 0,02373
0OP433515-IK3-TURKEY OP433532-NC170-TURKEY ~ 0.21187 0,02443
0OP433517-IK8-TURKEY OP433532-NC170-TURKEY  0,21661 0,02482
0OP433516-IK4-TURKEY OP433532-NC170-TURKEY  0,21922 0,02524
0OP433518-IK11-TURKEY OP433532-NC170-TURKEY  0,22188 0,02554

Sekil 4.31. MEGA 11 Protein uzaklik analizi sonucu PDV-MP kismi gen bolgesi
niikleotid dizisi uzak olan degerler

Sekil 4.34 incelendiginde NC170 numarali izolatin niikleotid dizilimine goére

NC170 numarali izolatin diger bolgelerin izolatlarindan en uzak oldugu goriilmektedir.

0OP433546-MK5-TURKEY 0P433543-MK10-TURKEY 0.00399 0.00409

0P433547-MK6-TURKEY 0P433549-MK10-TURKEY 0,00401 0,00398

0P433554-AK14-TURKEY 0P433520-IK14-TURKEY 0,00797 0,00531

0P433515-IK3-TURKEY
0P433554-AK14-TURKEY
0P433545-MK3-TURKEY
0P433515-IK3-TURKEY
0OP433520-IK14-TURKEY

0OP433552-0K6-TURKEY
0P433556-AK20-TURKEY
0P433546-MK5-TURKEY
0OP433517-IK8-TURKEY
0OP433521-IK17-TURKEY

0,00798 0,00546
0.00800 0,00565
0,00800 0,00565
0.00801 0,00588
0,00803 0,00577

0P433545-MK3-TURKEY 0P433547-MK6-TURKEY 0.00803 0,00576
0P433546-MK5-TURKEY 0P433547-MK6-TURKEY 0,00804 0,00586
0OP433540-BK245-TURKEY ~ OP433541-BK247-TURKEY  0,00809 0,00586
0P433544-BK306-TURKEY  OP433552-OK6-TURKEY 0,01199 0,00711

Sekil 4.32. MEGA 11 Protein uzaklik analizi sonucu PDV-MP kismi gen bolgesi
aminoasit dizisi yakin olan degerler

0OP433528-KH106-TURKEY ~ OP433532-NC170-TURKEY  0,20413 0,03825
0P433544-BK306-TURKEY ~ OP433532-NC170-TURKEY  0,20447 0,03671
0P433516-IK4-TURKEY OP433532-NC170-TURKEY  0,20753 0,03687
0P433545-MK3-TURKEY OP433532-NC170-TURKEY  0,20798 0,03765
OP433517-IK8-TURKEY OP433532-NC170-TURKEY  0,20840 0,03772
0P433551-KMA162-TURKEY OP433532-NC170-TURKEY  0,20888 0,03779
0OP433539-BK236-TURKEY ~ OP433532-NC170-TURKEY  0,20986 0,03744
0P433540-BK245-TURKEY  OP433532-NC170-TURKEY  0,21112 0,03724
OP433541-BK247-TURKEY ~ OP433532-NC170-TURKEY  0,21253 0,03772
OP433549-MK10-TURKEY ~ OP433532-NC170-TURKEY  0,21348 0,03818
0OP433524-KH56-TURKEY OP433532-NC170-TURKEY  0,21523 0,03725
0OP433547-MK6-TURKEY 0OP433532-NC170-TURKEY  0,21610 0,03900
0OP433518-IK11-TURKEY 0OP433532-NC170-TURKEY  0,21719 0,03924
0P433532-NC170-TURKEY  OP433550-KMA158-TURKEY 0,21774 0,03812
0OP433546-MK5-TURKEY OP433532-NC170-TURKEY  0,21934 0,03850
0OP433538-BK234-TURKEY  OP433532-NC170-TURKEY  0,22249 0,03954
OP433548-MK7-TURKEY OP433532-NC170-TURKEY  0,22788 0,03866
0OP433543-BK305-TURKEY ~ OP433532-NC170-TURKEY  0,23023 0,03898
0OP433536-BK232-TURKEY ~ OP433532-NC170-TURKEY  0.23489 0.03886

Sekil 4.33. MEGA 11 Protein uzaklik analizi sonucu PDV-MP kismi gen bolgesi

aminoasit dizisi uzak olan degerler
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Sekil 4.36’da goriilmek iizere NC170 (Nigde) numarali izolatin amimoasit
dizilimine bakildiginda diger izolatlardan uzak oldugu goriilmektedir. NC170 (Nigde)
numarali izolatin aminoasit dizilimi olarak en uzak oldugu izolat BK232 (Bursa)
numarali izolat olarak rapor edilmistir.

BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) analizleri sonucunda MP igin elde
edilen sekans verileri referans veri ile niikkleotid diizeyinde %88,02-99,57 ve aminoasit
diizeyinde %84,91-99,57 arasinda benzerlik goriilmiistir. Homolojik dagilima
bakildiginda gen bankasinda kayith kiraz izolatlariyla niikleotid seviyesinde homolojik
dagilima bakildiginda AntK467 (Antalya) numarali izolatimizin da MT950769
(Bulgaristan) en yakin %99,57, NC170 (Nigde) numarali izolatimizin da MZ221011
(Kanada), MZ221001 (Kanada), MZ220995 (Kanada), MZ220996 (Kanada) ve
MTO013235 (Cin) kiraz izolatlar1 ile en uzak homolojiye sahip oldugu analiz edilmistir.
Ayrica, BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) analizleri sonucunda PDV-MP kismi
geni i¢in elde edilen aminoasit seviyesinde ise homolojik dagilima bakildiginda ise gen
bankasinda kayith diger kiraz izolatlanyla kiyaslandiginda IK14 (izmir) numaral
izolatimizin da QDGO08523 (Bulgaristan) en yakin %99,14, NC170 (Nigde) numarali
izolatimizin da ANAO05724 (Slovakya), ANA05734 (Slovakya), ANA05750 (Slovakya),
ANAO05768 (Slovakya) kiraz izolatlar1 ile en uzak homolojiye sahip oldugu analiz
edilmistir.

MP kismi genleri dizilenmis olup, dizileme sonucu cografi bolgelerden belirlenen
kiraz gesitlerinden elde edilen PDV dizileri ile Kamenova ve ark. (2022) tarafindan ise
karsilastiritlmis olup, benzerlik orani niikleotid seviyesinde %94,1-98,4 ve amino asit
seviyesinde %96,8-99,2 oaninda bulunmus olup, bu ¢alisma bulunan sonuglara yakin

olarak goriilmiistiir.

4.3.1.1. CP Gen Bolgesi icin Yapilan Filogenetik Analizler

Tiim PCR analizleri sonucu elde edilen PDV-CP pozitif izolatlardan 33 izolatin
sekans analizi yapilmistir. Dizilerin MEGA11 programindaki goriintiisii asagidaki
gibidir (Sekil 4.37 ve Sekil 4.38). Dizileme sonucunda gelen sonuglarin BLASTN
analizi yapilmis olup, benzerlik oranlar1 tespit edilmistir. Yapilan BLASTn

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) analizleri sonucunda elde edilen sekans verileri referans
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veri ile niikleotid diizeyinde %77,13-100 arasinda benzerlik goriilmiistiir. Homolojik
dagilima bakildiginda gen bankasinda kayitli izolatlarla niikleotid seviyesinde, PDV
izolatlarimizdan MK7 (Kahramanmaras) nolu izolattmizin MT950771 (Bulgaristan),
MZ220999 (Kanada), MZ221001 (Kanada), MZ291946 (Kanada) ve MZ221011
(Kanada) numarali izolatlarla %77,13 oraniyla en uzak, AK17 (Adana) ON568343
(Turkiye) numarali izolatimizin da %100 oraniyla en yakin oranda homolojiye sahip
olduklari gortilmistiir. Ayrica amino asit seviyesindeki benzerlik oranina bakildigin da;
KA135 (Konya) numarali izolatimizin ANAO05739 (Slovakya) ile en uzak, AK14
(Adana) ve AK17 (Adana) numarali izolatimizin da AAG35749 (Cekya) ile %100

oranityla en yakin oranda homolojiye sahip olduklar1 goriilmiistiir.

I+
Sitew 587 3 @ with ) w/e gaps Editing enabled Selected genetic code: Standard

Sekil 4.34. PDV-CP niikleotid dizileri hizalanmis ekran goriintiileri
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Sekil 4.35. PDV-CP amino asit dizileri hizalanmig ekran goriintiileri

Ayrica, BLASTp (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/) analizleri sonucunda PDV-CP
kismi i¢in elde edilen aminoasit seviyesinde ise homolojik dagilima bakildiginda ise
gen bankasinda kayith diger kiraz izolatlariyla kiyaslandiginda AK14 (Adana) ve AK17
(Adana) numarali izolatlarnmizin AAG35749 (Cekya) en yakin %100, KA135 (Konya)
numarali izolatimizin da %54,36 ile AHC70773 (Tiirkiye) ile en uzak homolojiye sahip

oldugu analiz edilmistir.
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Sekil 4.36. MK3 (Kahramanmaras) nolu izolattan elde edilen 874 baz biiyiikliigiindeki
niikleotid dizisinin Gen Banka kayitli NC008038 numarali refeans sekansi ile Geneious

programinda karsilastirilmasi ve eslesen bolgenin gosterilmesi
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Sekil 4.39. PDV-CP kismi gen bolgesi referans gen ile (NC008038) eslestirildiginde
referans genomda 1262 ile 1849 baz ¢iftleri arasinda yer almaktadir (elde edilen toplam

uzunluk 587 bp).

Dolayisiyla, CP kismi gen bolgesi Koziel ve arkadaglarimin ¢aligmasinda

gosterdigi tizere ORF3B bolgesinde yer almaktadir.
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Cizelge 4.5. Bu ¢alismada karakterize edilen ve gen bankasi veri tabanindan filogenetik
agag ciziminde kullanilan PDV-CP izolatlarinin listesi

Erisim Numarasi Izolat No Lokasyon Referans
/Konukcu
0Q126672 IK13-Kiraz [zmir-Kemalpasa Bu ¢alisma
0Q126673 IK14-Kiraz [zmir-Kemalpasa Bu ¢alisma
0Q126674 IK17-Kiraz [zmir-Kemalpasa Bu calisma
0Q126675 IK18-Kiraz [zmir-Kemalpasa Bu calisma
0Q126676 KH56-Kiraz Konya-Hadim Bu ¢alisma
0Q126677 KH93-Kiraz Konya-Hadim Bu ¢alisma
0Q126678 KH96-Kiraz Konya-Hadim Bu ¢alisma
0Q126679 KH106-Kiraz Konya-Hadim Bu ¢alisma
0Q126680 KH107-Kiraz Konya-Hadim Bu ¢alisma
0Q126681 KA135-Kiraz Konya-Aksehir Bu ¢alisma
0Q126682 NC173-Kiraz Nigde-Camardi Bu ¢aligma
0Q126683 NC174-Kiraz Nigde-Camardi Bu ¢alisma
0Q126684 NC182-Kiraz Nigde-Camardi Bu ¢alisma
0Q126685 BK?232-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢alisma
0Q126686 BK233-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢alisma
0Q126687 BK234-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢alisma
0Q126688 BK236-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢alisma
0Q126689 BK305-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢alisma
0Q126690 BK306-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢alisma
0Q126691 MS296-Kiraz Manisa-Sehzadeler Bu ¢alisma
0Q126692 MK3-Kiraz Kahramanmarasg Bu ¢alisma
0Q126693 MK6-Kiraz Kahramanmarasg Bu ¢alisma
0Q126694 MK7-Kiraz Kahramanmarasg Bu ¢alisma
0Q126695 MK10-Kiraz Kahramanmarasg Bu ¢alisma
0Q126696 KMA162-Kiraz Kahramanmarasg Bu ¢alisma
0Q126697 OK61-Kiraz Osmaniye-Bahge Bu ¢alisma
0Q126698 AK20-Kiraz Adana-Pozanti Bu calisma
ONb568342 AK17-Kiraz Adana-Pozant1 Gilindogan ve ark.,2022
ONb568343 AK14-Kiraz Adana-Pozanti Giindogan ve ark.,2022
ON568344 OK20-Kiraz Osmaniye-Bahge Giindogan ve ark.,2022
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Cizelge 4.5. (Devami) Bu calismada karakterize edilen ve gen bankasi veri tabanindan
filogenetik agac¢ ¢iziminde kullanilan PDV-CP izolatlarinin listesi

Erisim Numarasi izolat No Lokasyon Referans
/Konukcu
ONb568345 OK16-Kiraz Osmaniye-Bahge Giindogan ve ark.,2022
ONb568346 MK?5-Kiraz Kahramanmaras Giindogan ve ark.,2022
ON568347 KMA158-Kiraz Kahramanmarag Giindogan ve ark.,2022
EF524269 PD6-Kiraz Tiirkiye Ulubas-Serge ve ak., 2009
EF524271 PD8-Kiraz Tiirkiye Ulubas-Serge ve ak., 2009
KF718675 Sal2-Kiraz Tiirkiye Oztiirk ve Cevik,2015
KF718667 M1-Kiraz Tiirkiye Oztiirk ve Cevik,2015
KF718680 G1-Kiraz Tiirkiye Oztiirk ve Cevik,2015
EU170005 5C3-Kiraz Polonya Komorowska, 2007
(Yaymlanmamis veri)
JF333587 DJ1-2-Kiraz Cin Zong ve ark.,2011
(Yayinlanmamis veri)
Sala-Rejczak ve
GU066794 PDV-PL1-19-Kiraz Italya ark.,2011(Yaymlanmamis
veri)
AY554277 RS-88/1-Kiraz Macaristan Krizbai ve Nemeth,2004
(Yaymlanmamus veri)
MK 139687 P113-Kiraz Bulgaristan amenova, 2019
(Yaymlanmamis veri)
GU066792 PDV-SW9-1-Kiraz A.B.D. Sala-Rejczak,2011
(Yaymlanmamis veri)
MK560342 Niagara D5-Kiraz Kanada Simkovich ve ark.,2019
MZ221000 13C233-Kiraz Kanada Rast ve ark., 2021
Glasa ve Predajna,2017
KU949334 1020C-Kiraz Slovakya
(Yaymlanmamis veri)
MT978177 Kost28-Kiraz Bulgaristan Kamenova, 2021
(Yayinlanmamus veri)
MF078480 1046C-Kiraz Slovakya Glasa ve ark.,2018
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Cizelge 4.5. (Devami) Bu calismada karakterize edilen ve gen bankasi veri tabanindan
filogenetik agag ¢iziminde kullanilan PDV-CP izolatlarinin listesi

Erisim Numarasi izolat No Lokasyon Referans
/Konukcu
GBCV-PDV001- _
MK®834276 ) Belgika Tahzima ve ark., 2019
Kiraz
AF208741 vanC-Kiraz Cek Cumhuriyeti Vaskova,2000
Krizbai ve Nemeth,2004
AY554278 RS-45/1 Moldova '
(Yaymlanmamis veri)
Sala-Rejczak ve
PDVSO40E50- .
GU066796 ) Israil ark.,2011
Kiraz
(Yayinlanmamis veri)
NC008038 Ref.Sekans-RNA3 A.B.D. Bachman ve ark., 1994
36525 D1s grup(CMYV) Giiney Kore Hwang ve ark.,1994
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0Q126881KA135TURKEY
00126694MKTTURKEY
ON588348MKSTURKEY
00126692MK3TURKEY
0Q126693MKETURKEY
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Sekil 4.37. PDV-CP’nin niikleotid seviyesinde SDT analizi yapilan renklendirilmis

benzerlik matrisi

Calisma kapsaminda elde edilen 33 PDV-CP izolatina ait sekans bilgisine ilave
olarak, filogenetik analiz i¢in gen bankasinda kayithh Tiirkiye kiraz izolatlarindan ve
diinyanin farkli ilkelerinin izolatlarindan olmak tizere toplam 20 PDV-CP izolati
secilmistir. Izolatlarin niikleotid ve aminoasit diizeyinde filogenetik analizleri
yapilmigtir. Maximum Likelihood istatistiksel algoritmasi kullanilarak Kimura-2
(Kimura,1980) parametresinin GTR ve G+I modeli ile birlikte dal degerlerinin

hesaplanmasi i¢in 1000 bootstrap analizi uygulanmistir.

PDV-CP kismi gen bolgesine ait izolatlarin 6 tanesinin elde edilen niikleotid
dizileri gen bankasina daha once kayit edilmis ve erisim numaralari (accession no.)
ON568342-ON568347 olarak alinmis olup, tezden iiretilen makale de kullanilmistir.

PDV-CP pozitif izolatlardan geri kalan 27 izolata ait niikleotid dizileri gen bankasina

kaydedilerek erisim numaralar1 0Q126672-0Q126698 olarak alinmustir.
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PDV-CP kismi gen bolgesi i¢in niikleotid dizileri ve amino asit dizileri ile elde
edilen dendrogramlar asagidaki gibidir. Filogenetik agaglarda bu ¢alismadan elde edilen
Tirkiye izolatlarmin diger ilkelerin izolatlarindan ayr1 olarak gruplandigi
gorilmektedir. Dis grup olarak Kore CMV izolatt kullanilmistir. Daha 6nce
Tiirkiye’den kaydedilmis PDV-CP izolatlar1, diger tilkelerin izolatlar1 ile ayni1 grupta yer

almistir.
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Sekil 4.38. Kirazlardan izole edilen PDV-CP gen bolgesine ait niikleotid dizilerinin
NCBI genbankasina kayitli izolatlarla birlikte Neighbor-Joining tree modeli kullanilarak
yapilan filogenetik analizi, 1000 tekrar sonunda elde edilen Bootstrap degerleri (%)
dallarin baglant1 noktalarinda gosterilmistir (Dis grup cucumber mosaic virus-CMV)
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Sekil 4.39. Kirazlardan izole edilen PDV-CP gen bélgesine ait aminoasit dizilerinin
NCBI genbankasina kayitl izolatlarla birlikte Neighbor-Joining tree modeli kullanilarak
yapilan filogenetik analizi, 1000 tekrar sonunda elde edilen Bootstrap degerleri (%)
dallarin baglant1 noktalarinda gosterilmistir (Dis grup cucumber mosaic virus-CMV)

Filogenetik analizlerin sonucuna bakildiginda, PDV izolatlarinin diinya izolatlar

ile kiyaslandiginda iki ana gruba ayrildigi ve ana gruplar igerisinde alt gruplarin varlig



goriilmiistiir. Toplamda 54 izolattan olusan dendrogramda Tiirkiye’den 39 izolat,
Bulgaristan’dan 2, Macaristan’dan 1, Slovakya’dan 2, Polonya’dan 2, Cek
Cumbhuriyeti’nden 1, Kanada’dan 2, A.B.D’nden 2, Cin’den, Italya’dan 1 ve
Belgika’dan 1 ayrica bir dis grup (CMV-Korea) izolat yer almistir. Tiirkiye’nin ve
diinyanin farkl ilkelerinden elde edilen PDV izolatlarinin, filogenetik agagta olusan
dallanmalarina bakildiginda lokasyon diizeyinde bir fark tespit edilmemistir (Sekil 4.42
ve Sekil 4.43).

Bulgaristan'da yapilan bir ¢alismada PDV izolatlarimin CP genlerinin ve gen
bankasi veri tabanindan elde edilen 38 kiraz izolatinin CP genlerinin niikleotid ve amino
asit dizileri ile olusturulan filogenetik analizler, sirasiyla ii¢ ve iki filogenetik grubun
varhigimi gostermistir. Bu ¢alisma ile Kamenova ve ark. (2019)’nin sonuglart birbirine
kiyasla filogenetik gruplamasi ile enfekte agaglarin ve/veya ornekleme bdlgesinin
simptomlar1 arasinda herhangi bir iliski gozlenmemesi birbirine yakin sonuglar

verdigini géstermistir.

KH56-TURKEY KA135-TURKEY 0.51078 0,05639
KA135-TURKEY BK234-TURKEY 0.51078 0,05620
ON568347-KMA158-TURK KA135-TURKEY 0.53315 0,05827
KA135-TURKEY BK233-TURKEY 0.54158 0,06106
MK3-TURKEY KA135-TURKEY 0.55294 0,05828
MK7-TURKEY KA135-TURKEY 0.63746 0.06776

Sekil 4.40. MEGA 11 Protein uzaklik analizi sonucu PDV-CP kismi gen bolgesi
niikleotid dizisi uzak olan degerler

Species 1 v | Species 2 (v | Dist vT Std E v/

IK13-TURKEY IK14-TURKEY 0.00171 0.00176
IK14-TURKEY IK17-TURKEY 0.00343 0.00247

Sekil 4.41. MEGA 11 Protein uzaklik analizi sonucu PDV-CP kismi gen bolgesi
niikleotid dizisi uzak olan degerler

Ayrica, PDV-CP kismi gen bolgesinin de genetik uzaklik degerleri MEGAT11
(Tamura ve ark., 2021) programi Max. Protein uzaklik yontemi ve model olarak Kimura

2 (K2+G) parametresi kullanilmistir. Yapilan bu analiz sonucu, niikleotid diizeyinde
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genetik uzaklik degerleri incelendiginde 9%0,00000’dan %0,63746’ya uzanan bir dlgekte
genis bir varyasyon gosterdigi gorlilmiistiir ve wuzaklik degerleri olarak MK?7
(Kahramanmaras) ve KAL135 (Konya) arasinda en uzak mesafenin oldugu da
goriilmistir (Sekil 4.44 ve Sekil 4.45)

[~IDist [-7/std. E~]

S ec-i-es 1 EJS eéies?

Sekil 4.42. MEGA 11 Protein uzaklik analizi sonucu PDV-CP kismi gen bolgesi
aminoasit dizisi yakin olan degerler

'KA135-TURKEY OK61-TURKEY 1,00335 017275
'ON568346-MK5-TURKEY KA135-TURKEY 1,01234 0,17028
'MK6-TURKEY KA135-TURKEY 1,01576 0,17275
'KA135-TURKEY BK234-TURKEY 1,02042 0,16567
'KA135-TURKEY BK233-TURKEY 1,03580 0,16724
KA135-TURKEY BK306-TURKEY 1,03648 0,16931
'KMA162-TURKEY KA135-TURKEY 1,04385 0,17414
'ON568345-0K16-TURKEY KA135-TURKEY 1,04462 0,17590
' ON568347-KMA158-TURK KA135-TURKEY 1,06453 0,17437
'MK3-TURKEY KA135-TURKEY 1,30995 0,22223
MK7-TURKEY KA135-TURKEY 1,62615 0,25633

Sekil 4.43. MEGA 11 Protein uzaklik analizi sonucu PDV-CP kismi gen bolgesi
aminoasit dizisi uzak olan degerler

PDV-CP kismi gen bolgesinin, izolatlarin kendi aralarinda amino asit diizeyinde
de genetik uzaklik degerleri model olarak Jones-Taylor-Thornton (JTT+G) parametresi
kullanilmistir. Yapilan bu analiz sonucu, aminoasit diizeyinde de genetik uzaklik
degerleri incelendiginde %0,00000°dan %1,62615’e uzandig1 ve genis bir Olgekte
varyasyon gosterdigi goriilmiistiir ve en uzak degerlerin MK7 (Kahramanmaras)
numarali izolat ile KA135 (Konya) numarali izolatlar arasinda oldugu gorilmistiir

(Sekil 4.46 ve Sekil 4.47).
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Protein uzaklik analizi sonuglarina gore, yakin ve uzak orandaki o6lgeklerin
niikleotid ve aminoasit dizileri agisindan birbirini destekledigi ve genetik cesitliligin
yiiksek oldugu soylenebilmektedir. Filogenetik aga¢ incelendiginde, diinyanin farkli
tilkelerindeki niikleotid ve aminoasit dizileri ile Tiirkiye’deki niikleotid ve aminoasit
dizilerinin filogenetik agacin farkli dallarinda yer aldigi ve bunun sonucunda genetik
cesitliligin uluslararasi anlamda da yiiksek oldugu PDV-CP kismi gen bolgesinde de

gorilmistiir.

4.3.2. RdRp Gen Bolgesi icin Yapilan Filogenetik Analizler

Tiim PCR analizleri sonucu, PDV-RdRp’nin kismi gen bdlgesini cogaltan
primerlerle elde edilip testlenen kiraz izolatlarindan 39 izolat pozitif bulunmus olup bu
izolatlardan secilen 29 izolat sekans analizine gonderilmistir. Sekans analizi sonucunda
gelen sonuglarin BLASTn ve BLASTp analizi yapilmig olup, benzerlik oranlari tespit
edilmistir. Yapilan BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) analizleri sonucunda elde
edilen sekans verileri referans veriler ile niikleotid diizeyinde %74,62-99,26 arasinda
benzerlik gostermistir. Homolojik dagilima bakildiginda gen bankasinda kayith
izolatlarla niikleotid seviyesinde, PDV izolatlarrmizdan MS296 (Manisa) nolu
izolatimizin MZ220884 (Kanada) numarali izolatla %99,26 oraniyla en yakin, OK16
nolu izolatimizin da FN556185 numarali izolatla %74,62 oraniyla en uzak oranda
homolojiye sahip olduklar1 goriilmiistiir.

Calisma kapsaminda elde edilen ve dizilenen 29 PDV-RdRp izolatinin kismi gen
bolgesine ait sekans bilgileri, Tirkiye’de PDV’nin kirazlarda ve tiim sert ¢ekirdekli
meyvelerde ilk niikleotid ve aminoasit dizisi kayitlaridir. Ulkemizde kiyaslanacak veri
olmadigindan dolay1, ancak farkl iilkelerden elde edilen toplam 11 ve biri de dis grup
CMV olmak iizere PDV izolatiyla hem niikleotid hem de aminoasit diizeyinde
filogenetik analizler gerceklestirilmistir.

Yapilan BLASTp (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/) analizleri sonucunda ise elde
edilen sekans verileri referans veriler ile aminoasit diizeyinde %63,33-100 arasinda
benzerlik gostermistir. Ayrica amino asit seviyesindeki benzerlik oranina bakildigin da;
IK3 (Izmir), IK4 (Izmir), 1K6 (izmir), IK8 (izmir), IK14 (Izmir), KH51 (Konya), KH56
(Konya), KH95 (Konya), KH107 (Konya), NC173 (Nigde), NC182 (Nigde), MK6
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(Kahramanmarag), MK10 (Kahramanmaras), KMA158 (Kahramanmaras) numarali
izolatlarrmizin  UCJ00319 (Kanada), UCJ00322 (Kanada), UCJ00333 (Kanada),
QDKS55536  (Belgika), AWTO04805 (Slovakya) ayrica MKI10 (Kahramanmaras)
izolatimizin digerlerine ek olarak QDZ71262 (Cek Cumbhuriyeti) ile %100 oraniyla en
yakin, OK16 (Osmaniye) numarali izolatimizin da UCJ00320 (Kanada), UCJ00321
(Kanada), UCJ00335 (Kanada) ile %63,33 oraniyla en uzak oranda homolojiye sahip
olduklar1 goriilmistiir.

PDV-RdRp kismi gen bdlgesi i¢in yapilan bu caligmada 29 tane izolatin dizi
bilgisi elde edilmistir. PDV-RdRp kismi gen bdlgesinden elde edilen niikleotid ve
aminoasit dizileri MEGA11 programinda hizalanmig ve amino asit dizisine ¢evrilmis
goriintiileri asagidaki gibidir (Sekil 4.47 ve Sekil 4.48).

DNA Sequences | Translsted Protein Sequences

Specesiatery o
1. POV-RARp-MKE-Sweet_Cherry-TURKEY 3]
2. POV-RARp-MS296 Sweet_Cherry TURKEY
3. POV-RIRp-BKI08-Sweet_Cherry-TURKEY 3|
4 POV-RARp-SKI0S-Sweet_Cherry-TURKEY B4
5. POV-RORp-8K236-Sweet_Cherry-TURKEY 3|
8 POV-RORp-8K234-Sweet_Cherry-TURKEY 5
7, POV-RRp-8K233-Sweet_Cherry-TURKEY 3
8 POV-RRp-HC182-Sweet_Cherry-TURKEY
9 POV-RARp-NC172-Sweet_Cherry-TURKEY )
10. POV-RORp-NC167-Sweet_Chery-TURKEY 54
11 POV-RARD-KH107-Sweet_Cherry-TURKEY 5
12 POV-RaRo-KHOS-Swoet_Chermy-TURKEY )
13 POV-RaR-KH93-Swoet_Cherry-TURKEY
14, POV-ROR5-KHS6-Sweet_Cherry-TURKEY.
15 POV-RARp-KHS1-Sweet_Cherry-TURKEY
16. POV-ROR0-KE43-Sweel_Chemy-TURKEY 3
17. POV-RRp-K14-Sweet_Cherry-TURKEY 3§
18 POV-RER5-K13-Sweet_ Cherry-TURKEY 3
19. POV-AMRD-K11-Sweel_Cherry-TURKEY 3

23 POV-RORp-K-Sweet Chery TURKEY 31
24 POV-ReRp-AK1T-Sweet_Cherry-TURKEY 31
25 POV-RARp-AK14-Sweet_Cherry-TURKEY 5}
26 POV-RGRp-OK18-Sweet_Cherry-TURKEY
27. POV-RaRp-KIA162-Sweet_Cherry-TURKES]
28 POV-RARp-KMA158-Sweet_Cherry-! 3
29 POV-RERp-UK10-Sweet_Cherry-TU !
0. POV-RARp-B6233-Sweet_Cherry-TURKEY ]

Stes 2711 2 ® with ) w/o gaps Editing enabled Selected genetic code: Standard

Sekil 4.44. PDV-RdRp niikleotid dizileri hizalanmig ekran goriintiileri

DNA Sequences | Translated Protein Sequences |

Species/Abbry o e EEEENEEE . S | [ eiele] [elele]e|s[ole] |oo T oo o ool Lol oot [ LT L el erie] el -
1. POV-RARp-MKB-Sweet_Cherry-TURKEY R LAALEYVY] °
2 PDV-RORp-NS296-Sweet_Chermy-TURKEY LAALEYVY
3. POV-RRp-BKI06-Sweet_Cherry-TURKEY LAALCYVY,
4. POV-RARp-BK305-Sweet_Cherry-TURKEY LAALEYVY
5. POV-RORp-BK235-Sweet_Cherry-TURKEY
& POV-RARp-BK234-Sweet_Cherry-TURKEY
7. POV-RIRp-BK232-Sweet_Chery-TURKEY
8 POV.RARp-NC182-Sweet_Cherry-TURKEY
9. POV-RIRp-NC173-Sweet_Cherry-TURKEY
10. POV-RARp-NC167-Sweet_Cherry-TURKEY
11, POV-RARp-KH107.Sweet_Cherry-TURKEY
12. POV-RARp-KH9S-Sweet_Cherry-TURKEY
13, POV-ReRp-KH93-Sweet_Cherry-TURKEY
14, POV-RARo-KHSE-Sweet_Cherry-TURKEY

LAALEY VY|
LAALEY VY
LAALEY VY
LAALEY VY|
LAALEY VY
LAALEY VY
LAALEYVY

LAALEY VY
LAALEYVY,
LAALEYVY
LAALEYVY
LAALEYVY
LAALEYVY]
LAALCY VY]
LAALEYVY
LAALCYVY
LAALCYVY]
LAALCYVY
LAALEYVY]
LAALECYVY]
LAALEYVY
LaLLcly

LAALCYVYBL
LAALEYVYBL

15, POV-RARp-KHS1-Sweet_Cherry-TURKEY
16, POV-RARp-KE43-Sweet_Cherry.TURKEY
17. POV-RaRp-K14-Sweet_Cherry-TURKEY
18. POV-RARp-IK13-Sweet_Cherry-TURKEY
18, POV-RaRo-IK11-Sweet_ Cherry-TURKEY
20, POV-RaRp-Ke-Swoet_Cherry-TURKEY

21, POV-RaRo.KE-Sweet_Cherry. TURKEY

22 POV-RaRp-K4-Sweet_Cherry-TURKEY
23, POV-RaRp-K3-Sweet_Cherry-TURKEY
24 PDV-RARD-AK17-Sweet_Cherry-TURKEY
25 POV-RaRp-AK14-Sweet_Cherry-TURKEY
26, POV-RARp-OK16-Sweet_Cherry-TURKEY
27. POV-RARp-KMAIE2-Sweet_Cherry-TU
28, POV-RARp-KMA158-Sweet_Cherry-TUR)

29. PDV-RARp-MK10-Sweet_Cherry- TURKEY
30. POV-RdRp-BB233-Sweet_Cherry-TURKEY.

LAALCYVYRL
LAALCYVY@L

€< <cc-_<ccccccccccccccccccccccc <
< << << <L <L <L <L << << <L << << << <<

Ste# 90 o> © with () w/o gaps Edit disabled for translated protein data. Selected genetic code: Standard

Sekil 4.45. PDV-RdRp amino asit dizileri hizalanmig ekran goriintiileri
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Sekil 4.49. NC173 (Nigde) no’lu izolattan elde edilen 382 baz biiytkliglindeki
niikleotid dizisinin Gen Banka kayith referans sekansi ile Geneious programinda
karsilastirilmasi ve eslesen bolgenin gosterilmesi

PDV-RdRp kismi gen bolgesi referans gen bolgesi ile eslestirildiginde referans
genomda bir ORF bolgesine degil ORF3A-3B’den Once yer almaktadir (elde edilen

toplam uzunluk 271 bp).
Koziel (2017)’nin de ¢alismasinda belirttigi iizere, RNA2 (RNAya bagh

polimeraz) bolgesinde yer almaktadir.
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Cizelge 4.6. Bu ¢alismada karakterize edilen ve gen bankasi veri tabanindan kullanilan
PDV- RdRp izolatlarinin listesi

Erisim Numarasi Izolat no Konukcu Lokasyon Referans
0Q126699 IK3-Kiraz [zmir-Kemalpasa Bu caligma
0Q126700 IK4-Kiraz [zmir-Kemalpasa Bu calisma
0Q126701 IK6-Kiraz [zmir-Kemalpasa Bu calisma
0Q126702 IK8-Kiraz [zmir-Kemalpasa Bu caligma
0Q126703 IK11-Kiraz [zmir-Kemalpasa Bu ¢alisma
0Q126704 IK13-Kiraz [zmir-Kemalpasa Bu caligma
0Q126705 IK14-Kiraz [zmir-Kemalpasa Bu calisma
0Q126706 KE43-Kiraz Konya-Eregli Bu c¢alisma
0Q126707 KH51-Kiraz Konya-Hadim Bu ¢alisma
0Q126708 KH56-Kiraz Konya-Hadim Bu caligma
0Q126709 KH93-Kiraz Konya-Hadim Bu caligma
0Q126710 KH95-Kiraz Konya-Hadim Bu caligma
0Q126711 KH107-Kiraz Konya-Hadim Bu ¢alisma
0Q126712 NC167-Kiraz Nigde-Camardi Bu ¢alisma
0Q126713 NC173-Kiraz Nigde-Camardi Bu ¢alisma
0Q126714 NC182-Kiraz Nigde-Camardi Bu caligma
0Q126715 BK233-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢aligma
0Q126716 BK234-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢aligma
0Q126717 BK236-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢alisma
0Q126718 BK305-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu ¢aligma
0Q126719 BK306-Kiraz Bursa-Osmangazi Bu caligma
0Q126720 MS296-Kiraz Manisa-Sehzadeler Bu ¢alisma
0Q126721 MK6-Kiraz K.marag-Andirin Bu caligma
0Q126722 MK10-Kiraz K.marag-Andirin Bu ¢alisma
0Q126723 KMA158-Kiraz K.marag-Andirin Bu caligma
0Q126724 KMA162-Kiraz K.marag-Andirin Bu ¢alisma
0Q126725 OK16-Kiraz Osmaniye-Bahge Bu caligma
0Q126726 AK14-Kiraz Adana-Pozanti Bu ¢alisma
0Q126727 AK17-Kiraz Adana-Pozanti Bu c¢alisma
MK522388 Niagara D5-Kiraz Kanada Simkovich ve
MT013234 DL-K-Kiraz Cin Li ve Song, 2021
MZ220876 13C269-Kiraz Kanada Rast ve Boyes,2021
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Cizelge 4.6. (Devami) Bu ¢aligmada karakterize edilen ve gen bankasi veri tabanindan
kullanilan PDV- RdRp izolatlarinin listesi

Erisim Numarasi izolat no Konukcu Lokasyon Referans
. . Maliogka ve ark.
FN556185 Chil-Kiraz Yunanistan (yaymlanmanmis
. . . Maliogka ve
AMA412231 Prunus Avium-Kiraz  Yunanistan ark., 2016
MZ220881 13TF115-Kiraz Kanada Rast ve Boyes,2021
MZ220866 13C208-Kiraz Kanada Rast ve Boyes,2021

KU215409

MK369932
MF078479
NCO008037

NC002035

Lambert43-Kiraz

Kisinevskaia31l-Kiraz
1046C-Kiraz
Ref.Sekans RNA2

CMV-RNA2 Disgrup

Cek Cumhuriyeti

Cek Cumhuriyeti
Slovakya
A.B.D.

A.B.D.

Lenz ve ark.,2016
(yayinlanmamig veri)

Lenz ve ark.,2019
(yayinlanmamis veri)
Glasa ve ark.,2018
Scott ve
Zimmerman,2018
Rizzo ve
Palukaitis,2018

0Q1267250K16TURKEY
OQ26727AKITTURKEY
0Q126707KHS1TURKEY
0Q126722MK10TURKEY
0Q1287T1MKH10TTURKEY
0Q126704IK13TURKEY
0Q126700IKATURKEY
0Q126713NC1T3TURKEY
0Q128710KHISTURKEY
0Q128705IK1 4TURKEY
0Q128702IKETURKEY
00126701 KETURKEY
0Q126699IKITURKEY
AN412231Prunus_aviumGREECE
FNGS56185Ch1GREECE
MZZ2088113TF11SCANADA
MZ22088513C208CANADA
MK522388Niagara_DSCANADA
MT013234DLCHINA
0Q126720MS286TURKEY
0Q128726AK14TURKEY
MZ22087613C269CANADA
NC_008037Ref Seq RNA_2U.5 A
0Q1267T12NC16TTURKEY
0Q126706KE43TURKEY
012672 1MKETURKEY
0Q128723KMA1SETURKEY
0Q128719BK306TURKEY
0Q128718BK305TURKEY
0Q126717BK236TURKEY
0Q126703IK11TURKEY
0Q126708KHSETURKEY

KUZ15409Lambert_43CZECH_REP.
MK369932Kisinevskaia_31CZECH_REP.

0Q128709KHI3TURKEY
OQ126724KMATEZTURKEY
MFO784791046CSLOVAKIA
OQ126716BK234TURKEY
0Q126715BK233TURKEY
0Q126714NC182TURKEY

NCO02035CMVRNA_20UTGROUPU.S.A,

26725 0K1BTURKEY
26727 AKAT TURKEY
26707 KHE1TURKEY
26722MKA0TURKEY
267 11KH107 TURKEY
26704/ KA3TURKEY
26700 KATURKEY
26713NC173TURKEY
267 10KHIS TURKEY
26705 KAATURKEY
26702 KB TURKEY
26609 K3TURKEY
AMA12231Punus_aviumGREECE
FNSSG185Ch1GREECE

26701IKETURKEY

oQ
[a]n]
[s]a)
[s]a)
oQ
oQ
oQ
[s]a)
oQ
[s]a)
oQ
[s]a)
oQ

A_2U.5 A,

4.RN

2H712NC16T TURKEY
26706 KEA3TURKEY

2672 1MKETURKEY
26723 KMAIGBTURKEY

MZ220BB113TFIIGCANADA.
MZ22086613C208CANADA
MK522388Niagara_DSCANADA
MTO13234DLCHINA
OQ126720MS286 TURKEY
0Q12672BAKI4TURKEY
MZ220B7613C2B9CANADA
267 19BK30BTURKEY
267 18BKI0STURKEY
26717 BK23GTURKEY
26703 K11 TURKEY

NC_008037Ref Se

[s]a)
[a]n]
[s]a)
oQ
oQ
[a]n]
[s]a)

[s]a)
oQ

26708 KHE6 TURKEY

KU215409Lambert 43CZECH_REP.

o
w
x
=
=
w
N
2]
™
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]
E
a
=
a
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o
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2
g
=

00126708 KHE3TURKEY

Pairwise identity (%)
100
95
80
24
79
T4
69
63
58
53

48

NCOO2035CAMYRNA_20UTGROUPU. S A,

001267 24KMATB2 TURKEY
MFO7BATA1046CSLOVAKIA,
0Q126716BK234TURKEY
O0Q126715BK233TURKEY
0Q1267 14NCIB2TURKEY

Sekil 4.46. PDV- RdRp’nin niikleotid seviyesinde SDT analizi yapilan renklendirilmis
benzerlik matrisi
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Filogenetik analizlerde kullanilmak iizere biri dis grup olmak {izere toplam 12
izolat, gen bankasina kayith niikleotid ve protein dizileri kullanilarak toplam 42 dizilik
bir veri seti elde edilmistir ve tiim analizler bu veri seti ile yapilmistir.

PDV-RdRp kismi gen bolgesi i¢in elde edilen filogenetik agaglarda da PDV-MP
ve PDV-CP filogenetik agaclarinda oldugu gibi Tiirkiye ornekleri diger ilkeler ile
beraber gruplanmis olarak goriilmektedir (Sekil 4.51 ve Sekil 4.52).

94 MK522388-Niagara D5-CANADA
MT013234-DL-CHINA
71 MZ220876-13C269-CANADA
NC 008037-Ref Seq-RNA2-US A
a3 @® 0Q126720-MS296-TURKEY
78 @® 0Q126726-AK14-TURKEY
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MZ220881-13TF115-CANADA
72 MZ220866-13C208-CANADA
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0Q126721-MKB-TURKEY
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Sekil 4.47. Kirazlardan izole edilen PDV-RdRp gen bolgesine ait niikleotid dizilerinin
NCBI genbankasina kayitl izolatlarla birlikte Neighbor-Joining tree modeli kullanilarak
yapilan filogenetik analizi, 1000 tekrar sonunda elde edilen Bootstrap degerleri (%)
dallarin baglant1 noktalarinda gosterilmistir (Dis grup cucumber mosaic virus-CMV)



Filogenetik agacin, RdRp geni iizerinden filogenetik kiyaslamasi yapildiginda,
diger bolgelerle i¢ ice gecmis yapinin yiliksek benzerlikten kaynaklandig: goriilmektedir.

64 @ 0Q126726-AK14-TURKEY
@ 0Q126720-MS296-TURKEY
NC 008037-Ref.Seq.-RNA 2-US A.
MT013234-DL-CHINA
69 MK522388-Niagara D5-CANADA
MZ220876-13C269-CANADA
FN556185-Ch1-GREECE
AM412231-Prunus avium-GREECE
= _E MZ220866-13C208-CANADA
81 MZ220881-13TF115-CANADA
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—E @® 0Q126717-BK236-TURKEY
@® 0Q126718-BK305-TURKEY
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61 KU215409-Lambert 43-CZECH REP.
0Q126704-1K13-TURKEY
0Q126700-K4-TURKEY
0Q126711-KH107-TURKEY
0Q126699-1K3-TURKEY
0Q126701-K6-TURKEY
0Q126702-IK8-TURKEY
0Q1267051K14-TURKEY
0Q126710-KH95-TURKEY
0Q126713-NC173-TURKEY
0Q126727-AK17-TURKEY
0Q126725-0K16-TURKEY
0Q126722-MK10-TURKEY
0Q126707-KH51-TURKEY
MF078479-1046C-SLOVAKIA
0Q126714-NC182-TURKEY
0Q126716-BK234-TURKEY
0Q126715-BK233-TURKEY
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Sekil 4.48. Kirazlardan izole edilen PDV-RdRp gen bolgesine ait aminoasit dizilerinin
NCBI genbankasina kayitli izolatlarla birlikte Neighbor-Joining tree modeli kullanilarak
yapilan filogenetik analizi, 1000 tekrar sonunda elde edilen Bootstrap degerleri (%)
dallarin baglant1 noktalarinda gosterilmistir (D1s grup cucumber mosaic virus-CMV)
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Yapilan analizler sonucu, 9 ili ve ilgelerini kapsayacak sekilde PDV- RdRp’nin
PCR pozitif 6rneklerinden 29 izolatin kismi gen dizileri 271 bp niikleotid ve 90 aa
(aminoasit) uzunlugunda NCBI gen bankasi veri tabanmna kaydedilerek erisim
numaralart 0Q126699-0Q126727 olarak alinmistir. Yapilan BLASTn ve BLASTp
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) analizleri sonucunda elde edilen sekans verileri referans
izolat verileri ile niikleotid diizeyinde %74,62-99,26 ve aminoasit diizeyinde ise
%63,33-100 arasinda benzerlik gostermistir. PDV-RdARp izolatlarmin filogenetik
analizleri sonucuna goére diinyanin farkli bolgelerindeki izolatlar ile kiyas edildiginde 2
ana gruba ayrildigi, ana gruplarin i¢inde de alt gruplarin da oldugu goriilmiistiir.
Toplamda 41 izolattan meydana gelen ana grup igerisinde 1 dis grup (CMV-U.S.A))
olmak tizere Tiirkiye’den elde ettigimiz izolatlar 29, Yunanistan’dan 2, Slovakya’dan 1,
Cek Cumbhuriyeti’nden 2, Kanada’dan 4, A.B.D’nden 1, Cin’den 1 izolat yer almistir.
Farkli cografik orijinlerden elde edilen PDV izolatlarinin, filogenetik agagta olusan
dallanmalarina bakildigr zaman lokasyon diizeyinde bir fark tespit edilmemistir (Sekil
4.51 ve Sekil 4.52).

29 izolatin PDV-RdRp kismi gen bolgesinin de genetik uzaklik degerleri
MEGAI11 (Tamura ve ark., 2021) programi Max. Protein uzaklik yontemi ve model
olarak Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+G) parametresi kullanilmistir. Yapilan bu
analiz sonucu, niikleotid diizeyinde genetik wuzaklik degerleri incelendiginde
%0,00000’dan  %0,39612’ya uzanan bir Ol¢ekte genis bir varyasyon gosterdigi
goriilmiistiir (Sekil 4.54 ve Sekil 4.55).
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Sekil 4.49. MEGA 11 Protein uzaklik analizi sonucu PDV-RdRp kismi gen bolgesi
niikleotid dizisi uzak olan degerler

Ayrica, 29 izolatin PDV-RdRp kismi gen bolgesinin de genetik uzaklik degerleri
MEGAI11 (Tamura ve ark., 2021) programi Max. Protein uzaklik yontemi ve model
olarak Jones-Taylor-Thornton (JTT+G) parametresi kullanilmistir. Yapilan bu analiz
sonucu, aminoasit diizeyinde genetik uzaklik degerleri incelendiginde %0,00000°dan
%0,75741’ya uzanan bir 6lgekte genis bir varyasyon gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 4.54
ve Sekil 4.55).
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'Species 1 [~ | Species 2 (~IDist [+1std E~]

gPDV-RdRpBK234-Sweet Cherry-TURKEY PDV-RdRp-BK233-Sweet Cherry-TURKEY 0.00371 0,00388
EPDV-RdRp—NC173-Sweet Cherry-TURKEY PDV-RdRp-KH107-Sweet Cherry-TURKEY 0.00371 0,00388
|PDV-RdRp-KH107-Sweet Cherry-TURKEY PDV-RdRp-KH95-Sweet Cherry-TURKEY  0,00371 0,00388

Sekil 4.50. MEGA 11 Protein uzaklik analizi sonucu PDV-RdRp kismi gen bolgesi
niikleotid dizisi yakin olan degerler

mmmmmwwmmmom 0.15587
IPDV-RARp-OK16-Sweet Chery-TURKEY PDV-RARp-KIMA158-Sweet Cherry-TURK 0,65286 0,1635¢
PPDV-RARp-MKE-Sweet Chenry-TURKEY PDV-RdRp-OK16-Sweet Cherry-TURKEY 0,65286 0,16258
[PDV-RARp-NC182-Sweet Chemy-TURKE PDV-RdRp-OK16-Sweet Chemy-TURKEY 0,65286 0,16358
IPDV-RGRp-NC173-Sweet Cherry-TURKE PDV-RARp-OK18-Sweet Cherry-TURKEY 0,65286 0,16358
PPDV-RGRp-KHI5-Sweet Cheny-TURKEY PDV-RARp-OK18-Sweet Chery-TURKEY 0,65286 0,16358
PDV-RARp-KH56-Sweet Chenry-TURKEY PDV-RdRp-OK16-Sweet Cheny-TURKEY 0,65286 0.16358
PPDV-RGRp-KH51-Sweet Cheny-TURKEY PDV-RARp-OK18-Sweet Cherry-TURKEY 0,65286 0,16358
PDV-RARp-IK14-Sweet Chemy-TURKEY PDV-RdRp-OK16-Sweet Chemy-TURKEY 0,65286 0.16358
PDV-RARp-IK8-Sweet Cherry-TURKEY ~ PDV-RdRp-OK16-Sweet Chermy-TURKEY 0,65286 0.16358
PDV-RARp-IKE-Sweet Cherry-TURKEY ~ PDV-RdRp-OK16-Sweet Chemy-TURKEY 0,65286 0,16358
PDV-RARp-IK3-Sweet Cherry-TURKEY ~ PDV-RdRp-OK16-Sweet Chermy-TURKEY 0,65286 0,16358
PDV-RARp-OK16-Sweet Cherry-TURKEY PDV-RARp-MK10-Sweet Cherry-TURKEY 066671 0,18875
PDV-RARp-BK23€-Sweet Cherry-TURKE PDV-RdRp-OK16-Sweet Cherry-TURKEY 0,66995 0,16659
PDV-RARp-AK14-Sweat Cherry-TURKEY PDV-RdRp-OK16-Sweet Chemy-TURKEY 0,67402 0,17453
PPDV-RARp-NC167-Sweet Cherry-TURKE PDV-RdRp-OK16-Sweet Chemy-TURKEY 0,67595 0,18813
PPDV-RARp-IK11-Sweet Cherry-TURKEY PDV-RARp-OK16-Sweet Cherry-TURKEY 0,67724 0,16742
PDV-RRp-BK233-Sweet Cherry-TURKE PDV-RRp-OK18-Sweet Chenry-TURKEY 0,68096 0.16945
PPDV-RARp-KE43-Sweet Cherry-TURKEY PDV-RdRp-OK16-Sweet Cherry-TURKEY 068395 0,16991
PPDV-RARp-OK16-Sweet Chemry-TURKEY PDV-RARp-KIMA162-Sweet Cherry-TURK 0,68642 0,17118
PDV-RARp-KH107-Sweet Cherry-TURKE PDV-RdRp-OK16-Sweet Cherry-TURKEY 0,69326 0,17296
PDV-RARp-IK13-Sweet Chemry-TURKEY PDV-RdRp-OK16-Sweet Chery-TURKEY 0,69326 0,17296
PDV-RARp-IK4-Sweet Cherry-TURKEY ~ PDV-RdRp-OK16-Sweet Chery-TURKEY 0,69326 0,17296
PDV- -RdRp-KHE2-Sweet Chemy-TURKEY PDV-RdRp-OK18-Sweet Chemy-TURKEY 0,71070 0, 17460
PPDV-RARp-BK306-Sweet Cherry-TURKE PDV-RdRp-OK16-Sweet Chemy-TURKEY 0,71290 0,17547
PDV-RARp-BK305-Sweet Cherry-TURKE PDV-RARp-OK16-Sweet Chemy-TURKEY 0,72276 0,17932
PDV-RARp-BK234-Sweet Cherry-TURKE PDV-RARp-OK16-Sweet Chemy-TURKEY 0,72276 0,17932
[PDV-RdRp-AK17-Sweet Chemy-TURKEY PDV-RdRp-OK16-Sweet Chemy-TURKEY 0,75741 0,19423

Sekil 4.51. MEGA 11 Protein uzaklik analizi sonucu RdRp kismi gen bdlgesi aminoasit
dizisi uzak olan degerler
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PDV-RdARp-NC167-Sweet Cherry-TURKE PDV-RJIRp-KE43-Sweet Chemry-TURKE® 0.01083 0,01081
PDV-RdARp-NC 167-Sweet Cherry-TURKE PDV-RdRp-KH107-Sweet Cherry-TURKE 0.01083 0,01119

Sekil 4.52. MEGA 11 Protein uzaklik analizi sonucu PDV-RdRp kismi gen bolgesi
aminoasit dizisi yakin olan degerler

Yapilan bu tim ¢alismalarin sonucu, farkli cografik bolgelerden gelen PDV’nin
farkli izolatlarmin RNA-3 ve RNA-2’teki niikleotid diziliminin agiga g¢ikarilmasiyla
karsilastirilmistir. Bundan dolayi, bu ¢alisma Scott ve ark. (1998)’nin ortaya koydugu
gibi niikleotid ve aminoasit farkliliklarinin ortaya ¢ikmasinda orjinal konukgu veya
cografik koken arasinda bir iligkinin olmadigin1 géstermistir.

Yapilan bu ¢aligmada ii¢ farkli kismi gen bdlgesine bakildiginda PDV-MP gen
bolgesinin filogeniyi tespit etmekte daha uygun bir gen bolgesi oldugu goriilmektedir.
Ayrica, olusturulan filogenetik agaclar incelenmis ve elde edilen sonuglarin Kalinowska
ve ark. (2014), Koziel ve ark. (2015), Rubio ve ark. (2017) ve Celik (2020)’in
calismalari ile oldukga benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir. Sonug olarak, elde edilen

bulgularin da ¢calismamiz sonuglart ile yliksek oranda benzedigi goriilmiistiir.
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Filogenetik analizler sonucu, PDV’nin genetik g¢esitliligine bakildiginda
izolatlarin dagiliminda iller bazinda kendi aralarinda bir homojenligin oldugu
gorilmistiir. Ayni gruba giren izolatlar ayni illerden oldugu gibi farkli illerden de
olmaktadir. Bundan dolay, kiraz izolatlarinin tek bir cografik orjine bagli olmadiklarini
ortaya koymustur.

Bu ¢aligmada elde edilen sonuglar da, bu bulgulara parallelik gostermekle birlikte
en ¢ok pozitif sonug¢ aldigimiz ve c¢ogalttifimiz PDV-MP primer c¢iftleri ile tanilanan
orneklerdir. Bu yiizden tan1 primeri olarak PDV-MP primer ¢ifti kullanilmistir. Ayrica
yapilan bu c¢alismada elde edilen veriler Predajna ve ark. (2017)’nin ¢alismasi ile
uyumluluk gostermistir. PDV-CP primer ¢ifti ile yapilan ¢alismalarda ise PDV-RdRp
primer ¢ifti ile calisilan izolatlardan daha ¢ok pozitif sonu¢ alinmistir. PDV, sert
cekirdekli meyveleri (Prunus spp.) enfekte eden en yaygin viriislerden biri olmasina
ragmen, simdiye kadar molekiiler c¢esitlilik ¢aligmalarinin ¢ogu Tiirkiye’de yapilan
calismalarda oldugu gibi kilif protein (CP) genine odaklanimustir. izolatlar cografi
olarak siirli bir bolgeden gelse de, analizler izolatlar arasinda yiiksek derecede
niikleotid sekansi c¢esitliligi gostermistir. Orijin ve cografi kokene dayali net bir
filogenetik gruplama goézlemlenememistir. PDV genomunun, ayni segmenti (RNA3)
tizerinde olup, farkli konumlarda bulunan PDV-MP ve PDV-CP primer ciftleri ile teshis
edilen izolatlar ile yapilan analiz sonuglarina goére bazilari birbirinden farkli sonuglar
vermistir. Ornegin, IK8 numarali izolat PDV-MP primer gifti analiz sonucu pozitif iken,
PDV-CP primer ¢ifti ile analiz sonucu negatif bulunmustur. Bu yiizden eskisi ile
uyumlu yeni bir kokteyl primer dizayni tasarlanarak kullanilmasi 6nerilmektedir.

Ayrica, bu caligma kapsaminda, dizilenen izolatlar ile gen bankasinda kayith
diinya izolatlarinin,  niikleotid ve aminoasit diizeyinde yapilan karsilastirmali
filogenetik analizler sonucunda olusturulan filogenetik agaclar arasinda belirgin bir fark
tespit edilmemis olup izolatlar beklenilen sekilde kiimelenme gostermistir. SDT
programi kullanilarak da olusturulan renklendirilmis benzerlik matrisi incelendiginde
dizilenen ve segilen izolatlar arasindaki benzerlik oraninin genellikle yiiksek oldugu

gbzlemlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Kiraz, lilkemizin en 6nemli ihrag¢ iiriinlerinden biri oldugu gibi diinyanin diger
tilkeleri arasinda da tiretimde ilk sirada oldugumuz bir meyvedir. Kirazda goriilen viral
hastaliklar siiphesiz verimde ve kalitede kayiplara yol agmaya devam etmektedir. Bu
viral hastaliklarin meydana getirdigi biitliin bu ekonomik kayiplarin yaninda, gida
giivenligi agisindan da kiiresel ticaretin yani fidan ve meyve ithalat-ihracati ile yer
degistirmesinden ayrica iklim degisikliginden dolayi tiretimi tehdit etmektedir. Bu viral
hastalik etmenlerinin en 6nemlilerinden biri olan PDV, 2016 yilinda {ilkemizin de tiyesi
oldugu Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Organizasyonu (EPPO)’nun A2 karantina
listesinde yer almaktadir.

“Tiirkiye’de Onemli Kiraz Uretim Alanlarinda Prune Dwarf Viriis (PDV)’nin
Yaygmligi ve Genetik Cesitliliginin Arastiritlmasi” isimli bu tez ¢alismast 2019-2022
yillar1 arasinda toplanan drneklerden ve elde edilen analiz sonuglari verilerinden olusan
sonuclar1 icermistir. Tez calismas1 kapsaminda belirlenen iller ve bu illere bagh ilgeler,
tilkemizin kiraz tiretiminin yogun olarak yapilmasi ile 6n plana ¢ikmasinin yani sira,
sahip oldugu fidan iiretimi ve ihracat potansiyeli ile tilkemizin son derece dnemli olan
bolgelerinde yapilmis bir ¢alismadir.

Bu tez calismasinda, kirazlarda PDV’nin varligini ve yayginligini arastirmak igin
yogun olarak kiraz yetistiriciliginin yapildigi Konya, izmir, Bursa, Manisa, Nigde,
Kahramanmarag, Antalya, Adana ve Osmaniye illeri ile ilgelerinden simptomlu ve
simptomsuz yaprakli siirgiinler alinarak sorvey yapilmistir. Daha sonra, bu tez
calismasmin serolojik ve molekiiler ¢alismalar;, Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Viroloji labaratuvarinda yapilmstir. Serolojik ve
molekiiler ¢aligmalar yapilarak tespit edilen PDV’nin, iilkemiz ve diinyanin farkl
tilkelerinin referans izolatlar1 ile ayrica kendi iclerinde de filogenetik analizleri
gerceklestirilmistir.  Yapilan bu tez c¢alismasi kapsaminda, Manisa ve Konya
bolgelerinde kirazlarin yani sira diger tiim Prunus cinsi sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinde
de PDV viriisiiniin her ti¢ kismi gen bolgesinin saptanmasi ile filogenetik analiz ve
dizileme ¢alismalari iilkemizde ilk kez yapilmistir. Ayrica, ilkemizde PDV-MP kismi
gen bolgesi ile saptanmasi ile filogenetik analiz ve dizileme galismalar1 kirazlar dahil

Prunus cinsi tiim sert ¢ekirdeklilerde badem harig ilk kez rapor edilmistir. PDV-RdRp
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kismi gen bolgesinin de, tiim Tiirkiye’de kirazlar dahil tiim Prunus cinsi sert ¢ekirdekli
meyve tiirlerinde ilk kez calisilmig ve rapor edilmistir. Farkli cografi bolgelerden elde
edilen dizilerin izolatlar arasinda farklilik oldugu belirlenmis olup, caligmalarin
sonuglarinda konukg¢u ve cografi farkliliklar agisindan Onemli bir farklilik
gozlemlenmemistir. Elde edilen veriler, PDV'nin genetik ¢esitliliginin yiiksek oldugunu
gostermistir.

PDV ile enfekteli agaclarin simptomlarinin benzerlerinin  diger bazi kiraz
agaclarinin yaprak ve meyvelerinde gozlemlendigi halde DAS-ELISA ve RT-PCR
testlerinde pozitif sonu¢ saptanamanustir. Ilarviriisler, bitkide diizensiz olarak
dagilabildiginden (Dal Zotto ve ark., 1999) veya baska bir etmenin varlig1 s6z konusu
oldugundan simptomlu oldugu halde bazi numunelerden negatif sonu¢ alinmig olabilir.
Bu durumun aksine pozitif sonuglar alinmis olan simptomsuz Ornekler de
bulunmaktadir.

Kiraz agaclarinin serolojik ve molekiiler test calismalari sonucu, DAS-ELISA
(%5,3) ve RT-PCR (PDV-MP %11,01, PDV-CP % 9,3, PDV-RdRp % 8,26) ile orta
diizeyde bir enfeksiyon orani saptanmistir. Polenle bulasan bir viriis olan PDV,
incelenen meyve bahgelerindeki enfeksiyon orani olarak beklenen diizeyde sonuglar
vermistir. Yapilan bu calismada ¢ farkli kismi gen bdlgesine bakildiginda PDV-MP
gen bolgesinin filogeniyir tespit etmekte daha uygun bir gen bolgesi oldugu
goriilmektedir. Ayrica, PDV-CP ile olusturulan filogenetik agaglari da incelenmis ve
elde edilen sonuglarin Kalinowska ve ark. (2014), Koziel ve ark. (2015), Rubio ve ark.
(2017) ve Celik (2020)’in c¢alismalar1 ile olduk¢a benzer sonuglar alinmistir. Sonug
olarak, elde edilen bulgularin da ¢alismamiz sonuglar ile yiiksek oranda benzedigi
gorilmiistiir.

RNA ekstraksiyonunda kullanilan Morante-Carriel ve ark. (2014)’nin metoduna
gore, elde edilen RNA’lar RT-PCR testlemelerinde kullanilmistir ve bu yontem ile
sistem diizgiin bir sekilde galisilmistir. Bu metoda gore yapilan galisma, insan ve g¢evre
saglhigr acisindan zararl olan uygulamalar olmamakla birlikte PCR igin elverisli RNA
ekstrakti saglamistir.

PDV’nin RT-PCR testlerinde, RNA3 segmentinin MP bdélgesinden 756 bp
uzunlugunda kismi gen bolgesinin ¢ogaltilmasini saglayan PDV/MP-F (PD3-331F) ve
PDV/MP-R (PD3-1086R) tani primerleri kullanilmistir. PDV-MP, PDV-CP ve PDV-
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RdRp primer ciftleri ile yapilan RT-PCR testleri sonrasinda agaroz jellerde, su (steril
d2H20) kontrollerde higbir zaman spesifik bant seviyesinde herhangi bir bant
gozlemlenmemistir. PDV’nin tan1 primeri olarak kullandigimiz PDV-MP kismi gen
bolgesini ¢ogaltan primer ¢ifti ile yapilan RT-PCR analizlerinde testlenen 472 ornekten
52’sinde beklenen 756 bp diizeyinde bant elde edilmistir.

PDV’nin tespiti amaciyla, sistemin kurulmasi igin uygulanan primer
konsantrasyonlari (10 pmol/ul) kullanilarak yapilan, RT-PCR analizi g¢alismalarinda
hepsinde amplikasyon gozlemlenmistir. RT-PCR testi sonuglari, 11,5 pl yarim doz
hacimde hazirlanan mix konsantrasyon ile yeterince giizel bantlar elde edilmistir. En iyi
bantlar, 1,5 doz mix yani 36 pmol/ul konsantrasyonlarinda elde edilmistir. PCR
calismalarinda kullanilan MgCl, ve Taq polimeraz enziminin aktivitesini attirmaktadir.
Yapilan optimizasyon ¢aligmalarinda, uygun konsantrasyonu tespit etmek icin 1, 1,5 ve
2 ul kullanilmistir. Farkli kismi gen bdolgelerinin RT-PCR  analizi i¢in farkli miktarda
MgClI> kullanilmistir. Sirasiyla, PDV-CP igin 2 ul (25 mM) MgCl, ,PDV-MP ve PDV-
RdRp i¢in 1,5 pl (25 mM) MgCl> konsantrasyonda sonuglar oldukga giizel alinmistir.

Yapilan molekiiler ¢alisma metodu olan RT-PCR sonucunda elde edilen pozitif
orneklerden, sekans analizine gondermek i¢in ¢ogaltilan 6rnek sayist PDV-MP spesifik
primer ¢ifti ile yapilan orneklerde diger kismi gen bdlgelerine gore daha fazla sayida
olmustur. PDV-RdRp spesifik primer cifti ile sert ¢ekirdeklilerde Tiirkiyede ilk kez
caligilmasina ragmen kolaylikla saptanmis olup, ¢ogaltma islemi de yapilmistir. Oransal
olarak bakildiginda, tanilama sonucu sirasiyla PDV-MP spesifik primer ciftinde
%11,01, sirastyla PDV-CP spesifik primer ¢iftinde %9,32 ve sonra PDV- RdRp spesifik
primer ¢iftinde ise %8,26 olarak saptanmustir.

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglara bakildiginda, en ¢ok pozitif sonug
aldigimiz izolatlar PDV-MP primer giftleri ile tanilananlardir. Bu yiizden tani primeri
olarak kullanilmigtir. PDV-CP primer ¢ifti ile yapilan c¢alismalarda ise PDV-RdRp
primer cifti ile calisilan izolatlardan daha cok pozitif sonu¢ alinmistir. PDV, sert
cekirdekli meyveleri (Prunus spp.) enfekte eden en yaygin viriislerden biri olmasina
ragmen, simdiye kadar molekiiler cesitlilik ¢aligmalarinin ¢ogu Tiirkiye’de yapilan
calismalarda oldugu gibi kilif protein (CP) genine odaklanilmustir. Izolatlar cografi
olarak smrli bir bolgeden gelse de, analizler izolatlar arasinda yiiksek derecede

niikleotid sekansi cesitliligi gostermistir. Orjin ve cografi kokene dayali net bir
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filogenetik gruplama gozlemlenememistir. PDV genomunun, ayn1 segmenti (RNA3)
tizerinde bulunan farkli konumlardaki PDV-MP ve PDV-CP primer ¢iftleri ile teshis
edilen izolatlar ile yapilan analiz sonuglarina gore bazilari birbirinden farkli sonuglar
vermistir. Ayrica yapilan bu ¢alismada elde edilen veriler Predajna ve ark. (2017)’nin
calismasi ile uyumluluk gostermistir.

Kirazlarda PDV’nin yaygmliginin ve genetik cesitliliginin arastirilmasi igin
yapilan bu calismada, RT-PCR testi amaciyla segilen primer giftlerinin (MP, CP ve
RdRp) PDV’nin kiraz agaglarinda yapilacak rutin testlerde kullanilmaya elverisli
primerler oldugu saptanmistir. Ayrica, kullanilan bu her ii¢ primer ciftlerinin de yerli
izolatlar1 da teshis ettigi,bu calismayla ortaya konmustur. Ancak, farkli kismi gen
bolgelerine ait primer ¢iftleriyle testlenen izolatlarin bir kism1 pozitif sonug¢ verirken,
diger kismi gen bolgesi primer ciftleri ile testlenen izolatlar ise negatif sonug
verebiliyor. Boylece, bu bulgularin kiraz agacglarindaki karantina ve sanitasyon
caligmalarinda kullanilmaya devam edilmesi 6nerilmesine ragmen daha kesin ve saglikli
sonugclar i¢in yeni kokteyl primer dizayn1 yapilmalidir.

Filogenetik analizler sonucu, PDV’nin  genetik ¢esitliligine bakildiginda
izolatlarin dagiliminda iller ve ilgeler dahilinde kendi aralarinda bir homojenligin
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 gruba giren izolatlar ayni illerden oldugu gibi farkli illerden
de olmaktadir. Bu sonuglar, tilkemizdeki kiraz izolatlarinin tek bir cografik orjine bagl
olmadiklarini ortaya koymustur. PDV-MP kismi gen bolgesi tan1 primeri ile Tiirkiye’de
ilk kez kirazlarda PDV c¢alisildigindan {ilke icinde farkli izolatlar ile
kiyaslanamamistir. Ayrica, PDV- RARp kismi gen bolgesi ile de Tiirkiye’de yapilmis ilk
calisma oldugundan farkli iilke icinde PDV-MP kismi gen bolgesi gibi ancak farkli
tilkelerle ve kendi aralarinda kiyaslanmistir. Hem MP hem de CP niikleotid dizileriyle
olusturulmus olan agacglarda izolatlarin ve referans PDV kiraz varyantlarinin her iki
kismi genleri, iki filogrup olusumu gostermistir.

PDV izolatlarinin filogenetik analizleri sonucu, 732 bp'lik 244 aa uzunluktaki
hareket proteinine (MP), 587 bp'lik 195 aa uzunluktaki CP ve 271 bp'lik 90 aa
uzunluktaki RdRp’a karsilik gelen niikleotid dizileri elde edilmistir.

Diinyanin diger iilkeleri ve Tiirkiye gen baz dizileri,
“www.nchi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi” adresinde diger niikleotid ve aminoasit dizileri

ile kiyaslanmistir. Kirazlardan elde edilen PDV izolatlarinin, Tiirkiye’nin ve diinyanin
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farkli cografi orijinlerinin izolatlartyla benzerlik durumlariin arastirildigi PDV-CP ve
PDV-RdRp geninin diger iilkelerinki ile yiiksek oranda benzer oldugu goriilmistiir.

Kiraz izolatlar ile olusturulan filogenetik agac¢larinda, niikleotid ve amino asit
seviyesinin sirasiyla iki ve ft¢ filogenetik gruba ayrildigr bildirmistir. Bu tez
calismasinda elde edilen PDV izolatlarinin PDV-MP, PDV-CP ve PDV-RdRp kismi
gen dizilerine gore ¢izilen filogenetik agaglarda iki genomik bolgede iki filogrup
olusumu goézlemlenmis buna gore calisilan tiim izolatlar iki kiimeye ayrilmistir. Caligsma
sonucunda, Tiirkiye PDV kiraz izolatlarinin MP, CP ve RdRp kismi gen bolgelerine ait
niikleotid ve aminoasit dizileri elde edilmistir. Bu tez ¢alismasi ile Tiirkiye’de kirazlarda
ilk kez Konya ve Manisa’da PDV-CP, tiim iilkede PDV-MP ve PDV-RdRp kismi gen
bolgelerine ait niikleotid ve aminoasit diziler elde edilerek gen bankas: kaydi
olusturulmustur. Filogenetik gruplama ile biyolojik 6zellikler ve cografi koken arasinda
bir iligki gozlenmemistir.

Filogenetik analizler sonucu, PDV’nin  genetik g¢esitliligine bakildiginda
izolatlarin dagiliminda iller bazinda kendi aralarinda bir homojenligin oldugu
goriilmiistiir. Ayn1 gruba giren izolatlar ayni illerden oldugu gibi farkli illerden de
olmaktadir. Bundan dolayi, kiraz izolatlarinin tek bir cografik orjine bagli olmadiklarin
ortaya koymustur. Yapilan c¢aligmalar sonucu, farkli konuk¢u farkli cografik
bolgelerden gelen farkli konukgulardaki PDV’nin farkli izolatlarinin RNA-3 ve RNA-
2’deki niikleotid diziliminin a¢iga ¢ikarilmasiyla karsilastirilmistir. Bundan dolayi,
niikleotid ve veya aminoasit farkliliklarinin ortaya ¢ikmasinda orjinal konukgu veya
cografik koken arasinda bir iliskinin olmadig1 ortaya konmustur (Scott ve ark., 1998) .

Ayrica, bu calisma kapsaminda, dizilenen izolatlar ile gen bankasinda kayith
diinya izolatlarinin,  niikleotid ve aminoasit diizeyinde yapilan karsilastirmali
filogenetik analizler sonucunda olusturulan filogenetik agaclar arasinda belirgin bir fark
tespit edilmemis olup, izolatlar beklenilen sekilde kiimelenme gostermistir. SDT
programi kullanilarak da olusturulan renklendirilmis benzerlik matrisi incelendiginde
dizilenen ve segilen izolatlar arasindaki benzerlik oraninin genellikle yiliksek oldugu
gbzlemlenmistir.

Fidanliklarda ve profesyonel ticari iiretim yapilan bahgelerde PDV enfeksiyonunu
onlemek ve kontrol altina almak igin, serolojik ve/veya RT-PCR gibi molekiiler

yontemler zorunlu yontemler olarak uygulanmalar1 gerekmektedir. Sonug olarak, bu tez
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calismasinda bildirilen sonuglar gostermektedir ki uzun siiredir ¢alisilan ve diger
viriislere gore daha iyi bilinen bir viriis olan PDV’nin, viriisiin genetik c¢esitliligi
degiskenligin bir pargasi oldugu ve evrimsel tarihi hala bilinmediginden ve
anlasilamadigindan dolayr mevcut molekiiler teshisler ile tanilama yontemlerinde hala
bazi sinirlamalar gosterebilir.

Bu calisma kapsaminda, arazi caligmalari esnasinda kiraz iiretiminin yogun
yapildig1 illerdeki Tarim ve Orman Bakanligina bagli il ve ilge personelleri, tretici
kooperatifleri ve bireysel kiraz {ireticileri ile de yapilan yiizyiize goriismelerde
pandeminin de kiraz iiretimine ¢ok fazla etkisinin olmadigi, hastalik ve zararllarla
miicadele de etkinlik oldugu sdylenmistir. Tarafimizdan da PDV yaygimlik orani
artmasin diye gerek kiiltiirel miicadele yontemleri konusunda gerekse arazide simptom
tanilama konularinda bilgiler verilmis olup, tarimsal {iretimin 6neminde viriislerin
Oonemi vurgulanmistir. Bu tez calismasi ile Tirkiye’de PDV’nin yayilmasma yol
acabilecegi ihtimali goz ardi edilmemesi igin, elde edilen veriler ile PDV’nin
yayilmasinda daha etkili 6nlemlerin alinmasi gerekliligini ortaya koymustur. Bu yiizden
eradikasyon calismalarina 6nem verilmesi, belirli araliklarla iiretim yapilan bahgelerin
ve fidanliklarin diizenli olarak hastaliga karsi testlenmeleri Onerilmektedir. Bu
testlemelerin, yasal diizenlemelerle zorunlu hale getirilmesinin 6nemli oldugu
gorilmistiir. Ayrica enfekteli 6rneklerin potansiyel bulastirma alanlar1 da hesaplanarak
bu veriler 151¢1nda daha genis alanlarda eradikasyona gidilmesi gerekmektedir. Bu tez
caligmasi, Tirkiye’de kirazlarda ilk kez Konya ve Manisa’da PDV-CP, tiim iilkede
PDV-MP ve PDV-RdRp kismi gen bolgelerine ait niikleotid ve aminoasit diziler elde
edilerek gen bankasi kaydi olusturuldugundan iilkemiz ve diinyanin diger iilke izolatlar
icin referans gen veri bankasi niteligindedir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda, sonug olarak elde edilen verilerin 15181nda yapilacak
baz1 oneriler, lilkemizde kiraz tiretiminin yerini korumasina, gelismesine ve ihracatin

daha da artmasina siiphesiz 6nemli katkilar sunacaktir.
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EKLER

EK1. ELISA Testi i¢cin Kullanilan Tampon Cézeltiler ve I¢erikleri (1000 ml)

Yikama Tampon Cozeltisi (Washing buffer) PBS-Tween (pH 7.4; for 1000

ml)

Distile su igine ;

NaCl 8.00¢g
KH2PO, 0.20g
Na;HPO, 1.15¢
KCI 0.20g
Tween 20 0504¢g

Kaplama Tampon Cézeltisi-1(Coating buffer) (pH 9.6; for 1000 ml)

Distile su i¢ine ;

Na; COs 159¢g
NaHCO; 293¢
NaNs 0.20¢g

Kaplama Tampon Cozeltisi-1(Conjugate buffer) (pH 7.4; for 1000 ml)

Distile su i¢ine (HCl ile ayarlanan pH);

TRIS 240 g
NacCl 8.00¢g
PVP K25 (MW 24000) 20.00 g
Tween 20 0.50¢g
BSA (bovine serum albumin) 2.00¢g
MgCl;- 6 H,O 0.20g
KCI 0209
NaN3 0.20¢g
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Substrat Tampon Cozelti (Substrate buffer) (pH 9.8; for 1000 ml)

Distile su i¢gine (HCl ile ayarlanan pH);

Diethanolamine 97.00 ml
NaNs3; 0.20¢g

Saflagtirma Tampon Cozeltisi (Extraction buffer) «Genel» (pH 7.4; for 1000

ml)
Distile su i¢ine (HCl ile ayarlanan pH);

TRIS 2409
NaCl 8.00¢g
PVP K25 (MW 24000) 20.00 g
Tween 20 0.50¢g
KCI 0.20 g
NaNs 0.20¢g
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EK2. RNA Ekstraksiyonu i¢in kullanilan tampon ¢o6zeltilerin icerikleri

RNA Izolasyon Tampon ¢ozeltisi (Morante-Carriel ve ark., 2014)

Yikama tampon ¢ozeltisi ( 100 ml)

0,1 M Tris- HCI ( pH 7.5) 129
0,35 M Sorbitol 6,39
% 10 PEG 10¢
% 2 Mercaptoethanol 2 ul

izolasyon tampon ¢ozeltisi ( 100 ml )

0,3 M Tris- HCI ( pH 7.5) 360
25 mM EDTA 0,79
2 M NaCl 1169
% 2 CTAB 29

% 2 PVP 29

% 0,005 Spermidine 0,10¢g

Saflastirma Tampon ¢ozeltisi ( 100 ml)
10 M LicCl 42,3 g

3 M Sodium Asetat 40,89
% 70’ lik, %96° ik Soguk Ethanol kullanilmigtir.
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EK3. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ (Maniatis ve ark., 1982)

TAEX50 (100 ml)

0.5 M EDTA pH:8 10 mi
0.6 Glacial acetic acide 571 ml
Trizma base 24,2 g

Cozelti 100 ml doH20O’ya tamamlanip otoklavlanmis ve oda sicakliginda saklanmustir.

PCR iiriiniiniin yiikleme ortami (15 ml 6X stok i¢in)

Bromophenol blue 15 ml
Glycerol 189
TAEX50 6 ml

Hazirlanan ortam -20 °C’de saklanmustir.

Etidyum Bromid Soliisyonu (1mg/ml) (200 ml) :
0.5 X TAE 200 ml
Ethidium Bromide (Sigma E-50) (Son konsantrasyon 1mg/ml) 200 pl

Karanlik ortamda 151tk almayacak sekilde koyu bir kap igerisinde oda sicakliginda

saklanir ve belirli araliklarla tazelenir.

%1 Agaroz Jel Elektroferezi

1 gr Agaroz, 100 ml 1XTAE tamponu igerisinde mikrodalga firinda eritilmis ve

yaklasik 40°C sicakliga geldikten sonra igerisine 5 pl niikleik asit boyama soliisyonu

(RedSafe™-iNtRON) eklenmis ve taraklar1 yerlestirilmis jel tepsisine dokiilerek

agarozun katilasmasi igin 30 dak bekletilmistir. Ardindan 0,5XTAE ortami igeren

elektroferez tankina yerlestirilmistir.
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Detection and the Prevalence of Prune Dwarf Virus (PDV) in
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Abstract

In this study, the prevalence of PDV, which infects cherry (Prunus avium L.) trees and is among the important viral pathogens in Adana,
Kahramanmaras and Osmaniye provinces where cherry is extensively produced in the Eastern Mediterranean region of Turkey, was
investigated. Atotal of 173 cherry leaf samples with and without symptoms collected from Adana, Kahramanmaras and Osmaniye provinceswere
tested by DAS-ELISA and RT-PCR methods. PDV was not detected in all samples tested by the DAS- ELISA method. As a result of the tests
performed with RT-PCR, 874 bp long nucleotide sequences belonging to the coat protein gene region of the 15 samples were obtained and found
positive. After the sequences were obtained, they were compared with the sequences from Turkey and the sequences of PDV reference isolates
registeredinGenBank. As aresultof BLASTnanalysis, it was determined that the Turkish PDV cherry isolates showed similarity between 89.58-
99.32% at the nucleotide level with the PDV reference sequence. Phylogenetic analysis of the nucleotide sequences of the obtained isolates

was performed and their relationship with PDV cherry isolates in the world and Turkey was determined.

Keywords: Prunus avium L., cherry, DAS-ELISA, RT-PCR, PDV, Sequence analysis.
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