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OZET

HATAY VE TEKIRDAG iLLERIi BAG ALANLARINDA ODUN
DOKUSUNDA DEFORMASYONA (RUGOSE WOOD) NEDEN OLAN
VIRUSLERIN SEROLOJIK VE MOLEKULER YONTEMLERLE
SAPTANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Bag yetistiriciliginin oldukc¢a dnemli oldugu Hatay ve Tekirdag illerinde yetistirilen
farkl1 bag cesitlerinde odun deformasyonuna neden olan etmenleri arastirmak
amactyla 2015-2016 yillarinda calismalar yliriitiilmiistiir. Yerli ve yabanct bag
cesitlerinden olmak {tizere Hatay’dan toplam 100, Tekirdag’dan 133 ornek
almmistir. Odun deformasyonuna neden olan etmenlerden Grapevine virus A
(GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine virus D (GVD) ve Grapevine
rupestris stem pitting associated virus (GRSPaV)’leri DAS-ELISA ve/veya RT-
PCR yontemleri ile aragtirilmistir. DAS-ELISA sonuglarina gore Hatay’da farklh
bag cesitlerinde GVA %4,77 enfeksiyon oraninda bulunurken, Tekirdag ilinden
alian Orneklerin higbirisinde GVA saptanamamustir. Hatay ve Tekirdag illerinden
alman bag orneklerinin RT-PCR yontemiyle testlenmesi sonucu sirasi ile en ¢ok
GVA (%69 ve %17), ve GRSPaV (RSP48-49 primeri ile %39 ve %40,6; RSP13-14
primeri ile %41 ve %12,96) bulunmustur. GVD sadece Hatay ilinde %4 enfeksiyon
oraniyla saptanirken GVB testlenen 6rneklerde bulunamamistir. En ¢ok rastlanan
coklu enfeksiyonlar ise GVA+GRSPaV (Hatay’da %37, Tekirdag’da %12) olarak
belirlenmistir. Yapilan RT-PCR analizleri sonucunda GVA (429 bp), GVD (852
bp) RSPaVv48-49 (330 bp) ve RSPaV13-14 (339 bp) i¢in beklenen diizeyde DNA
amplifikasyonlar1 gézlenmistir. GRSPaViiniin segilen 4 izolatinin DNA dizilemesi
yapilmis ve Gen Bankasinda kayitl referans izolatlarla % 98-99 oraninda benzerlik
gosterdigi saptanmigtir.

2016, 43 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bag, GVA, GVB, GVD, GRSPaV, ELISA, RT-PCR



ABSTRACT

SEROLOGICAL and MOLECULAR DETECTION and
CHARACTERIZATION OF VIRUSES, WHICH ARE CAUSAL AGENTS
OF WOOD DEFORMATION (RUGOSE WOOD) IN GRAPEVINE
PRODUCING AREAS IN HATAY AND TEKiRDAG PROVINCES

Causal agents of rugose wood were investigated in different grape cultivars
in Hatay and Tekirdag provinces where grapeevine cultivation is very important in
2015-2016. Totally 100 samples from Hatay and 133 samples from Tekirdag were
collected from foreign and local grape cultivars. Causal agents of rugose wood,
Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine virus D (GVD)
and Grapevine rupestris stem pitting associated virus (GRSPaV) were tested by
DAS-ELISA and/or RT-PCR. According to DAS-ELISA results, GVA was
detected with 4,77% infection rate in different grapevine cultivars in Hatay. All
tested samples were found negative for GVA in Tekirdag province. In RT-PCR
analysis, the most common virus in Hatay and Tekirdag provinces was found as
GVA (69% and 17%), GRSPaV/( with RSP48-49 primer pairs 39% and 40,6%; with
RSP13-14 primer pairs 41% and 12,96%). GVD was found only in Hatay province
with 4% infection rate and GVB was not found in all tested samples. The most
encountered multiple infections were detected GVA+GRSPaV (in Hatay 37%, in
Tekirdag 12%). In RT-PCR analysis of DNA amplification of viruses, GVA (429
bp), GVD (852 bp) RSPaV48-49 (330 bp) ve RSPaV13-14 (339 bp) were obtained.
Selected four isolate of GRSPaV were sequenced and they showed 98-99% homology with
the reference isolates deposited in GeneBank.

2016, 43 pages
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1.GIRIS

Yerkiirenin bagcilik i¢in en elverigli iklim kusagi iizerinde bulunan iilkemiz,
asmanin gen merkezi olmasinin yani sira son derece eski ve koklii bir bageilik kiiltiiriine
de sahiptir. Anadolu'da bagcilik kiiltiiriiniin tarihi olduk¢a eskiye dayanir. Ulkemizin
degisik bolgelerinde yapilan arkeolojik kazilardan Anadolu'da bagcilik kiiltiiriiniin M.O.
3000 yilina kadar dayandigi saptanmistir. Arkeolojik buluntulardan Anadolu'da Hititler
zamaninda asma ve sarabin biiyiik dnem tasidigi, M.O. 1800-1550 yillarinda bagciligin
cok gelismis oldugu, dini merasimlerde ve sosyal yasantida {iziim ve sarabin tanrilara
adak olarak sunuldugu kaydedilmektedir. Tarih boyunca Anadolu'da elde edilen
tiztimlerin bir kism1 kuru ve yas olarak tiiketilmis, bir kism1 ise pekmez, pestil ve lokum
seklinde degerlendirilmistir (Oraman, 1965).

Yurdumuzda ihra¢ edilen iriinlerimiz arasinda olan tiziimiin besin degeri oldukga
yiiksek olup, yapilan arastirmalara gére A, B, B2 ve C vitaminleri icermektedir. Uziim
sofralik tiiketim disinda kurutmalik, saraplik, siralik ve konservelik olarak da
tiiketilebildiginden yilin her ay1 beslenmede kullanilmaktadir. Son yillarda iiziim
yapragi ihrag edilerek te dnemli bir gelir elde edilmektedir.

Kiiltiir asmasinin anavatani olarak bilinen iilkemizde bagcilik 6nemli bir tarim
kolu durumundadir. TUIK istatistiklerine gore {iziim {iretimi agisindan iilkemizin son
bes yillik iiretimi incelendiginde 2015 yilinda iilkemiz bag alanlarinda ve {iiretimde
gerilemenin oldugu gozlenmektedir (Cizelge 1.1.) (Anonim, 2015).

Diinya bagciliginda Ispanya, Fransa, Italya ve Cin’den sonra iiretimde besinci
siray1 alan tilkemiz iiretim miktar: bakimindan 4.234.305 ton ile diinya siralamasinda 6.

sirada bulunmaktadir (Anonim, 2014).

Cizelge 1.1. Tiirkiye’ nin son bes yildaki toplam bag alanlar1 ve yillik tiziim tiretimi

Yillar Alan (da) Uretim (ton )
2010 4.777.856 4.255.000
2011 4.725.454 4.269.351
2012 4.622.959 4.275.659
2013 4.687.922 4.011.409
2014 4.670.929 4.175.356
2015 4.619.557 3.650.000




Diger tim trlinlerde oldugu gibi bagciliimiz1 tehdit eden onemli zararli ve
hastaliklar mevcuttur. Diinyada baglarda yapilan ¢alismalar sonucunda baglarda (Vitis
ve Muscadinia) 60’ tan fazla farkli viriis saptanmistir. Bu viriisler 3 farkli hastalik
kompleksiyle iliskilendirilmistir. Bu hastalik kompleksleri;

1) Bulasic1 dejenerasyon (Infectious degeneration) (Avrupa ve Akdeniz

nepoviriisleri) ve geriye dogru 6liim ( Amerikan nepoviriisleri),

2) Yaprak kivrilma,

3) Odun dokusunda deformasyon (Rugose wood) (Martelli, 2014).

Ulkemizde bu hastalik gruplarindan bulasic1 dejenerasyon ve yaprak kivirciklig
viriislerinin serolojik yontemle saptanmasi konusunda bir¢ok c¢alisma yapilmis olup
(Ozaslan ve Yilmaz, 1995; Caglayan, 1997; Yilmaz ve ark., 1997; Akbas ve ark., 2007,
2009) molekiiler yontemlerle bu viriislerin tanilamasi ¢aligmalari son yillarda yapilmaya

baslanmustir (Buzkan ve ark., 2010; Kaya ve Erilmez, 2012).

Rugose wood ile enfekteli baglarda simptomlarin daha siddetli oldugu ve
ilkbaharda tomurcuklarin agilmasinin geciktigi gézlenmistir. Bazen birka¢ yil i¢inde
verim diiser ve bitki Oliir. Asili baglarda genellikle tomurcuk birlesimi iizerinde
sigskinlik, as1 ve kalem nispi cap1 arasinda belirgin bir fark goriiliir. Baz1 gesitlerde
kabuk ile as1 birlesimi son derece kalin, mantarimsi ve kaba bir goriiniim ile yumusak
bir dokuya sahiptir. Odunsu dokuda tipik olarak ¢ukur ve oluklar seklinde belirti
gortliir. Bu degisiklikler asida ya da kalemde olusabilir. Cogu durumda, baz1 ¢esitlerde
yaprak kivircikligr ile enfekteli yapraklara benzer sekilde kivrilma sararma yada
kizariklik gostermesine ragmen yapraklarda spesifik simptomlar goriilmeyebilir.
Salkimlar daha kiigiik veya daha az olabilir. Enfekteli omcalarda verimin %55’ten
%15’e distigii kaydedilmistir (Walter ve Martelli, 1997; Martelli ve Boudon-Padieu,
2006).

Rugose wood, asmanin yetistigi her yerde kompleks bir hastaliktir. Ozellikle
Akdeniz havzast ve Yakin Dogu’da yaygindir ama Kuzey ve Giiney Amerika,
Uzakdogu (Cin, Japonya) ve Avustralasya (Avustralya, Yeni Zelanda, Yeni Gine adasi,
Pasifik Okyanusu)’ da da rapor edilmistir. Simptomlar sicak iklimlerde daha belirgin
olarak goriiliir. Baglarda govde deformasyonlart (rugose wood) kompleksine 4 farkli
virlisin neden oldugu saptanmistir: 1) GRSPaV; Grapevine rupestris stem pitting

associated virus (Meng ve ark., 1998), 2) GVA; Kober stem grooving (Garau ve ark.,



1997), 3) GVB ve GVD; Corky bark, 4) taksonomik siiflandirmasi yapilmamis viriis;
LN33. Baglarda saptanan GVE (govde ¢ukurlagsmasi) ve GVF (as1 uyusmazligi) ise bu
hastalik kompleksi ile iliskili bulunmamuistir. Foveavirus cinsinin {iyesi olarak
kaydedilen GRSPaV son derece 6nemli bir etmen olup yaygin bir hastaliktir. Vektorii
heniiz bilinmemektedir. GVA (Kober stem grooving) ve GVB (mantarimst kabuk)
sirastyla her ikiside Vitivirus cinsinin iiyeleri olup yar1 kalici olarak unlu bitlerle taginir.
Vitivirus cinsinin unlu bitlerle tasinan yeni tiyesi GVE son yillarda Japonya’da rugose
wood simptomlar1 gosteren baglarda kaydedilmistir. LN33 g6vde oluklagmasi rugose
wood hastalik kompleksinin bir iiyesidir ve digerleri gibi ¢ogaltma materyalleri ile

yayilir (Cizelge 1.2.).

Cizelge 1.2. Odun deformasyonlari (Rugose wood) komleksine neden olan hastalik
etmenleri ve vektorleri

HASTALIK ETMEN VEKTOR
Rupestris stem pitting Grapevine Bilinmiyor
rupestrist stem
pitting associated

virus (GRSPaV)
Kober stem groving Grapevine virus ~ Planococcus citri, Pl. ficus,
A (GVA) Pseudococcus longispinus, Ps. affinis,
Heliococcus bohemicus, Phenacoccus
aceris, Neopulvinaria innumerabilis,
Parthenolecanuim corni
Mantarimsi kabuk Grapevine virus ~ Pl. ficus, Ps. Affinis
B (GVB)
LN33 govde Bilinmiyor Bilinmiyor
oluklagmasi
Rugose wood benzeri Grapevine virus ~ Pseudococcus comstocki
hastalik E (GVE)

Bu etmenlerden Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV)
mekanik olarak taginmayan bir etmen olup vektorii bilinmemektedir. GRSPaV,
Betaflexiviridae familyas1 Foveavirus cinsine ait olup (Martelli ve ark., 2007) baglarda
en yaygin bulunan viriislerden biridir. Bu cinsteki viriisler 800 nm uzunlugunda ipliksi
yapiya sahiptir. GRSPaV pozitif polariteli ¢ift sarmall1 birviriis olup 8,7 kb boyutunda
ve 3’ ucunda poliadeninli yapiya sahiptir (Martelli ve Jelkman, 1998).



Viriisiin genellikle birgok Vitis vinifera ¢esidinde latent bulunmasi, etmenin
asillama yoluyla yeni tesis edilecek bag alanlarina tasinabilecegi riskini ortaya
koymaktadir. Bu viriis sertifikasyon listesinde bulunmasma ragmen Tiirkiye’deki
baglarda varli@i ve degiskenligi ile ilgili bilgiler heniiz mevcut degildir

(http://www.tarim.gov.tr/Belgeler/Mevzuat/Talimatlar/BUGEM).

Bu calisma ile bag yetistiriciliginin olduk¢a dnemli oldugu Hatay ve Tekirdag
illerinde yetistirilen yerli ve yabanci bag ¢esitlerinde odun deformasyonuna neden olan
etmenlerden Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine virus D
(GVD) ve Grapevine rupestris stem pitting associated virus (GRSPaV)’lerinin DAS-
ELISA ve/veya RT-PCR yontemleriyle saptanmasi amaglanmustir.


http://www.tarim.gov.tr/Belgeler/Mevzuat/Talimatlar/BUGEM

2.0ONCEKI CALISMALAR

Diger tiim iiriinlerde oldugu gibi bagcilifimizi tehdit eden Onemli zararli ve
hastaliklar mevcuttur. Diinyada baglarda yapilan ¢alismalar sonucunda baglarda (Vitis
ve Muscadinia) 60’tan fazla farkli viriis saptanmis olup bunlardan 17 tanesi 3 biiyiik
hastalik kompleksiyle iliskili olarak saptanmistir. Bu hastalik kompleksleri; bulasici
dejenerasyon ve geriye dogru 6liim, yaprak kivrilma ve odun dokusu deformasyonlari
(Rugose wood)’dir (Martelli, 2014).

Odun dokusu deformasyonlari, asmanin yetistigi her yerde rastlanabilen kompleks
bir hastaliktir. Ozellikle Akdeniz havzasi ve Yakin Doguda yaygindir ama Kuzey ve
Giliney Amerika, Uzakdogu (Cin, Japonya) ve Avustralasya (Avustralya, Yeni Zelanda,
Yeni Gine adasi, Pasifik Okyanusu)’da da rapor edilmistir. Simptomlar sicak iklimlerde
daha belirgin olarak goriiliir. Baglarda odun deformasyonlar1 kompleksine 4 farkli viriis
neden olmaktadir: 1) GRSPaV; Grapevine rupestris stem pitting associated virus (Meng
ve ark., 1998), 2) GVA; Kober stem grooving (Garau ve ark., 1997), 3) GVB ve GVD;
Corky bark, 4) spesifik olmayan viriis; LN33. Foveavirus cinsinde yer alan GRSPaV
son derece Onemli bir etmen olup yaygin olarak bulunmaktadir. Vektorii heniiz
bilinmemektedir. GVA (Kober stem grooving) ve GVB (mantarims: kabuk) sirasiyla
her ikiside Vitivirus cinsinin tiyeleri olarak ortaya ¢ikmustir ve yari kalici olarak unlu
bitlerle tagmir. Vitivirus cinsinin unlu bitlerle tasinan yeni tiyesi GVE son zamanlarda
rugose wood simptomlar1 ile Japonya’daki baglarda kaydedilmistir. LN33 govde
oluklagmasi rugose wood hastalik kompleksi i¢inde yer almakta olup digerleri gibi
cogaltma materyalleri ile yayilir.

Portekiz’de Oonemli bag c¢esitlerinde GVA ve GVB varyantlarinin molekiiler
karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Portekiz GV A izolatlar1 gen bankasina kayith
izolatlarla karsilastirildiginda Portekiz izolatlarinda birgok recombinant sekans
saptanmis olup bu izolatlar cografik orijin ile ayrilmaksizin gruplama yapilmistir. Gen
bankasina kayitli GVB izolatlar ile Portekiz izolatlarinin filogenetik analizi sonucu 3
grup elde edilmis ve Portekiz izolatlar1 Grup I ve Grup II’de yer almis ve recombinant
dizilim saptanmamistir (Duarte ve ark., 2015).

GRSPaV’i biyolojik indeksleme ¢aligmalari ile Avustralya’daki baglarda %67,

Almanya’daki baglarda ise %42 oraninda saptanmustir. Iran’da bu etmen saptanamamis



olup, Arjantin, Tayland, Bulgaristan ve Israil’de yapilan ¢alismalarda ise yiiksek oranda
bulunmustur (Habili, 2015). Polonya’da testlenen 460 6rnegin 331 tanesinde GRSPaV
bulunmustur (Komorowska ve ark., 2014).

Yunanistan baglarinda RT-PCR yontemiyle GVA, GVB ve GRSPaV’iini
saptamak amaciyla yapilan bir caligmada asilanmadan dogrudan koklendirilen
varyetelerde GVA %37, GRSPaV %11 ve GVB ise %10 oraninda saptanmistir. Ancak
asili varyetelerde GVA %44, GRSPaV %38, GVB ise %11 oraninda bulunmustur.
Amerikan anaglarinda ise en yaygin virlis GRSPaV (%31) bulunurken bunu %4 ile
GVA izlemis ancak testlenen 6rneklerde GVB bulunmamuistir (Maraki ve ark., 2015).

GVD ile dogal enfekteli Tunus baglarinda viriisiin molekiiler karakterizasyonu
yapilmis ve testlenen 284 Orneginin 112 tanesinde (%39,4) GVD enfeksiyonu
saptanmigtir. Yapilan filogenetik analizlerde 2 adet Tunus GVD izolati Brezilya
izolatlar1 (Garg ve Dolc) ile ayn1 grupta yer almis ve %91 niikleotid benzerligi
gdstermistir. Diger 5 GVD izolat1 ise italyan izolat1 Ab.Gh ile gruplanmis ve %93-98
oraninda niikleotid benzerligi gostermistir. Filogenetik analizlerde kullanilan diger 3
izolat agacta farkli bir grupta yer almistir (Selmi ve ark., 2015).

Sili’”de GRSPaV’iiniin varlig: ilk kez 2008 yilinda saptanmis olup (Fiore ve ark.,
2008) son yillarda yapilan caligmalarda testlenen 110 bag Orneginin 65 tanesinde
(%59,1) GRSPaV enfeksiyonu belirlenmistir. Yapilan filogenetik analizlerde Sili
GRSPaV izolatlarinin 3 grupta toplandigr oldukca yiiksek genetik degiskenlik gosterdigi
ortaya koyulmustur (Zamorano ve ark., 2015).

Dogu ve Bati Azerbaycan illeri bag alanlarinda 2014 yaz aylarinda 6nemli bag
yetistiriciligi yapilan illerden yaprak kivrilmasi ve kizarmasi, mozaik, yelpaze yaprak ve
damar bantlasmas1 simptimlar1 gosteren 176 bag oOrnegi toplanmustir. Toplanan
orneklerin ELISA yontemi il testlenmesi sonucunda testlenen orneklerin %46,7’sinin
GVA ve %25.33’tniin GFLV ile enfekteli oldugu belirlenmistir (Mikaeili ve ark.,
2015).

Kosova’da ticari bag yetistiriciligi yapilan alanlarda viriis ve virlis benzeri
hastaliklarin belirlenmesi amaciyla yapilan bir survey calismasindan toplanan drneklerin
ELISA yo6ntemiyle testlenmesi sonucu, GVA %11,1 ve GVB %1 oraninda saptanmistir
(Dida ve ark., 2012). Yapilan RT-PCR analizleri sonucunda ise testlenen baglarin %
80,4 oraninda GRSPaV ile enfekteli bulunmustur. GVA’nin, baglarda olduk¢a yaygin



ve ckonomik olarak en Onemli viris hastaliklarindan biri olan odun dokusu
deformasyonlar1 kompleksi i¢inde yer alan “Kober govde oluklagmasi (Kober stem
grooving)” sendromu ile iliskili oldugu bulunmustur. GVB’nin ise bu kompleks i¢inde
yer alan “mantarimst kabuk (corky bark)” sendromunun olast etmeni oldugu
belirlenmistir (Saldarelli ve ark., 1996).

LN33 bitkileri GVA, GLRaV1, RSP, GVB ve siniflandirilamayan bir Tymovirus
ile dogal olarak enfekteli Tramier bag ¢esidinden alinan as1 gozleri ile inokule
edilmislerdir. inokulasyondan 4 yil sonra saglikl1 ve enfekteli baglarin siirgiin agirliklart
arasinda herhangi bir farklilik goriilmemistir. Mantarimsi kabuk simptomlar1 veya GVB
enfeksiyonunun tahrip edici etkileri inokule edilmis baglar iizerinde goriillmemistir.
Vejetasyon periyodunun baslangicinda alinan dormant siirgiinler ELISA veya RT-PCR
yontemi ile bag viriislerinin saptanmasi igin kullanilmistir. Kullanilan pirimerlerin
yeterli derecede spesifik olmayisi ve viriisiin genetik varyasyonunu yansitmamasindan
dolay1 GLRaV-1’in saptanmasinda ELISA yontemi RT-PCR yontemine gore
beklenmedik sekilde daha etkili bulunmustur (Kominek ve ark., 2009).

RSP ile RSPaV-1 in iligkisini dogrulamak i¢in 6nemli bag yetistiriciligi yapilan
4 {ilkeden RSP indikator bitkisi (St. George Vitis rupestris Scheele) iizerine asilanan
baglar toplanmis ve RT-PCR yontemi ile RSPaV-1 i¢in testlenmistir. Kullanilan primer
setlerine bagli olarak, asilanan RSP pozitif baglarin % 85 ile %100’ niin RSPaV-1
spesifik dizilime sahip oldugu ortaya koyulmustur. Elde edilen sonuglara gére RSPaV-
I’in  RSP’nin etmeni oldugu ortaya koyulmustur (Meng ve ark., 1999a)

GRSPaV’nin 24 izolatindan elde edilen 190 cDNA klonunun sekans edilmesi
sonucu baglarda GRSPaV’niin 4 bilyiikk varyant grubu oldugu saptanmisgtir (Meng ve
ark., 2006).

GVA ile dogal enfekteli Italyan baglarimda GVA’nin kilif proteinin genetik
cesitliligi ve populasyon yapist RT-PCR, RFLP (Msel, Alul, Acil) ve sekans analizleri
ile belirlenmeye caligilmistir. Bu g¢alisma kapsaminda tim CP (621 bp) geninin
cogaltilmasini saglayan yeni bir primer ¢ifti (CP1 F/R) gelistirilmistir. 4Acil ile yapilan
RFLP analizlerinde 7 farkli (A, B, C, D, E, F ve G) profil saptanmistir. En yaygin
varyant kombinasyonunun izolatlarin %39’unda A+B seklinde oldugu saptanmuistir.
GVA sekans analizleri sonucunda bitkilerin birden fazla GVA varyant: ile enfekteli

oldugu ortaya koyulmustur (Murolo ve ark., 2008).



Damar nekrozu tiim Avrupa bag cesitlerinde latenttir. Etmen 110R anac1 (Vitis
rupesitris x Vitis berlendieri) hari¢ birgok Amerikan vitis tiirlerinin hibritlerinde yaprak
kenarlarinda, kiiciik damarlarda nekrozlara neden olur. Damar nekrozu giiney italya’da
cok yaygin olup, son yillarda bitki saghigi gelistirilmesi kapsaminda yapilan bir
calismada 110R anacina asili 218 adet bag klonunun 109’unda damar nekrozu
gozlenmistir. Yapilan ELISA testlemelerinde ayni baglarin birgok viriis ile (GFLV,
GVA, GVB, GLRaV-1, GLRaV-3, GLRVaV-7, GFkV) diisiik oranda (<%4) enfekteli
olduklar1 saptanmistir. Damar nekrozu ile pozitif bulunan 110R indikator bitkilerinde
PCR ve Western blot yontemleri ile GRSPaV’nin varligini belirlemek amaciyla yapilan
testlemelerde, bu viriis ve damar nekrozu simptomlari arasinda oldukga yiiksek oranda
(%98) bir iligski oldugu ortaya koyulmustur. GRSPaV’den ari V. rupestris bitkilerine
tepe asis1 yapilan 110R bitkilerinde damar nekrozu simptomlar1 gelismistir. GRSPaV
enfekteli 110R siirgiinlerinin simptom gosteren alt yapraklarinda saptanabilmis ancak
ayni siirgliniin simptomsuz tist yapraklarinda saptanamamuistir (Bouyahia ve ark., 2005).

Spesifik oligoniikleotidlerle yapilan RT-PCR ¢alismalar1 sonucunda, viriisiin RSP
hastaligr ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (Meng ve ark., 1998; 1999a, Zhang ve
ark.,1998, Nolosco ve ark., 2000; Stewark ve Nassuth, 2001). Ayrica 2 adet GRSPaV
izolatinin kilif proteinleri Esherichia coli’ye aktarilmis ve fusion protein spesifik
poliklonal antiserumun iretilmesinde kullanilmigtir. Bu antiserumlar GRSPaV’iiniin
Western blot, dot-immunobinding ve indirect ELISA ile saptanmasi i¢in kullanilmigtir
(Minafra ve ark., 2000; Meng ve ark., 2003). GRSPaV partikiilleri immunosorbent
elektron mikroskobu (ISEM) ile de gorsel hale getirilmistir (Petrovic ve ark., 2003).

Yapilan molekiiler ve serolojik ¢calismalar GRSPaV’iiniin diinyada olduk¢a yaygin
oldugu ve farkl viriis izolatlarinin sekans analizleri sonucunda genomik degiskenligin
%25’e ulastig1 ortaya koyulmustur (Meng ve ark., 1999b, 2005; 2006; Rowhani ve ark.,
1999; Meng ve Gonsalves, 2000; Lima ve ark., 2006; Nolasco ve ark., 2006; Nakaune
ve ark., 2008).

Yaymlanmis 2 adet primer ¢iftinin (RSP13-RSP14 ve RSP2-RSP21) etkinliginin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir diger calismada Kuzey italya’dan farkli bolgelerden
toplanan 56 bag cesidi testlenmistir. Testlenen 6rneklerden 48 tanesi RSP13-14 primeri
ile pozitif bulunurken 37 tanesi RSP2-21 ile pozitif bulunmustur. Buna gére RSP13-14

primer ¢iftinin RSP2-21 primer ¢iftine gore daha genis bir saptama kapasitesine sahip



oldugunu gostermistir. CP geni RT-PCR ile ¢ogaltilmis ve amplikonlar SSCP (single-
strand conformation polymorphism) ile analiz edilmis ve niikleotid dizi analizi
yapilmustir. Elde edilen sonuglara gore, ¢eside ve cografik orijine bagli olmaksizin bu
viriisiin genis bir degiskenlige sahip oldugu saptanmustir. 17 adet Italyan GRSPaV
izolatinin sekans analizleri sonucunda izolatlar arasinda %78,8-99,7 oraninda molekiiler
benzerlik oldugu, sekans varyantlarinin 4 gruba ayrildigi ortaya koyulmustur (Terlizzi
ve ark., 2010).

Portekiz’de bag alanlarinda GRSPaV’nin varhiginin RT-PCR ile belirlenmesi
amactyla yapilan bir ¢alismada testlenen 133 bag 6rneginin 59’unun (%44) bu viris ile
enfekteli oldugu ortaya koyulmustur (Mansinho ve ark., 1999).

Ulkemizde bu hastalik gruplarindan bulasici dejenerasyon ve yaprak kivirciklig
viriislerinin serolojik yontemle saptanmasi konusunda bir¢ok calisma yapilmis olup
(Ozaslan ve Yilmaz, 1995; Caglayan, 1997; Yilmaz ve ark., 1997; Akbas ve ark., 2009)
bu virlislerin molekiiler yontemlerle tanilama calismalar1 son yillarda yapilmaya

baslanmustir (Buzkan ve ark., 2010; Kaya ve Erilmez, 2012).

Hatay ili bag alanlarinda GVA’nin ELISA yontemi ile testlenmesi kapsaminda
yapilan bir calismada Cardinal, Antep Karas1 ve Pafu ¢esitlerinde GVA’nin en yaygin
viris oldugu ve GVA’nin GLRaV-1,-3 ile karsik enfekteli oldugu saptanmistir.
Testlenen 155 Ornegin 5 tanesinin GVA, 11 tanesinin GVA + GLRaV(1+3) ve 1
tanesinin ise GVA + TBRV (Tomato black ring virus) ile enfekteli oldugu ortaya
konmustur. Yapilan ¢alismalar ile GVA’nin ELISA yontemiyle iilkemizde ilk kez tespit
edilmis ve GVA partikiilleri viriise spesifik antibody ile dekore edilerek elektron
mikroskopla gozlenmistir (Caglayan, 1997).

Yurt disinda rugose wood kompleksine neden olan viriisler konusunda oldukca
fazla caligma yapilmis olmasina karsin lilkemizde GRSPaV’nin varli§i konusunda ¢ok
az sayida calisma bulunmaktadir. Tekirdag ve Hatay illerinden toplanan yerli ve yabanci
bag cesitlerinin RT-PCR yontemiyle testlenmesi sonucunda Antep karasi, Pafu,
Chardonnay, Pinot Noir, Zinfandel ¢esitlerinde GRSPaV’i 9%46,97 oraninda
saptanmistir (Gazel ve ark., 2015).

Dogu Akdeniz Bolgesi ve Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde yapilan bir ¢calismada
ise testlenen orneklerin %35°1t GRSPaV ile enfekteli bulunmustur. Bu ¢alismada elde

edilen 17 Tirk izolati gen bankasinda kayith diger GRSPaV izolatlan



ile karsilastirildiginda oldukga yakin iliskili bulunmus ve izolatlarin niikleotid benzerligi
%87-96 arasinda bulunmustur (Buzkan ve ark., 2015).

Tiirkiye’de yapilan diger bir ¢calismada ise GRSPaV’nin hizli ve giivenilir tanisi
icin NCSI Gen Bankasina kayith farkli varyantlar ait GRSPaV genomlar1 kullanilarak
dejenere primer tasarimi gergeklestirilmis ve FAM isaretli Universial Probe Library
(UPL) probu ile Real-time PCR sisteminde optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Real-
time RT-PCR c¢alismalar1 sonucunda yeni tasarlanan dejenere primer ¢ifti ve FAM
isaretli UPL probunun 122 asma 6rneginin 37’sinde pozitif sonu¢ verdigi, dejenere
olmayan primer ¢ifti ile SYBR Green I boyasinin ise sadece 5 drnekte pozitif sonug
verdigi saptanmistir. Elde edilen sonuglar, tasarlanan dejenere primer ¢iftinin
sertifikasyon analizlerinde GRSPaV’nin hizli ve giivenilir tanis1 i¢in basarili bir sekilde

kullanilabilecegini gostermektedir (Onder ve ark., 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Arazi ¢calismalari ve ornekleme

Arazi caligmalar1 Hatay ve Tekirdag illerinde yogun olarak bagciligin yapildigi
ilgelerde yiriitiilmistiir. Hatay’da Antep Karasi ve Pafu, Tekirdag’da ise Antep Karasi,
Kalecik Karasi, Dimyat, Alicante Bouschet, Chardonnay, Pinot noir, Hamburg Misketi
ve Alphonse Lavallee, Cardinal, Cavus, Gamay, Palieri, Zinfandel, Siraz gibi énemli
yerli ve yabanci, sofralik ve saraplik lizim ¢esitlerinden virlis belirtisi gosteren
omcalardan ornekler alinmistir. Survey c¢alismalart 2014 ve 2015 yili ilkbahar ve
sonbahar donemlerinde yliriitiilmiis olup, simptomlar kaydedilmistir. Her bir omcanin
dort farkli yerinden 10-15 cm uzunlugunda siirgiin 6rnekleri alinarak uygun kosullarda
laboratuvara getirilmis ve testleninceye kadar +4 °C’de saklanmustir. Ornekler kayit
altima almmarak simptomolojik a¢idan karakteristik olanlar numaralandirilarak
fotograflanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda Hatay ilinden toplam 100, Tekirdag ilinden
ise 133 6rnek toplanmustir.

3.2. Serolojik Calismalar

3.2.1. DAS ELISA (Double Antibody Sandwich-Enzim Linked Immunosorbent
Assay) Yontemi
DAS-ELISA testlerinde GVA belirtecleri (IgG ve konjugat) Bioreba-Isvicre’den,
GVB belirtegleri ise Sediag-Fransa’dan temin edilmistir. Her viriis i¢in firmalarin
protokollerinde belirtilmis olan sulandirma oranlar1 dikkate alinmistir. Biitiin viriisler
icin ELISA testleri Clark ve Adams (1977)’a gore asagidaki sekilde yiiriitiilmiistiir.
e Kaplama tamponu (Ek 1) kullanilarak optimum konsantrasyona gore
sulandirilmis IgG’ler, ELISA plakalarmin her bir ¢ukuruna 100’er pl olacak
sekilde eklenmis ve plakalarin {izeri kapatilarak nemli bir ortamda 30°C’de 4
saat inkiibe edilmistir.
e Inkiibasyondan sonra yikama tamponu (Ek 1) ile tiim ¢ukurlar en az ii¢ kez

yikanmustir. Yikama tamponu (EK 1) ii¢ dakika siireyle ¢ukurlarda bekletildikten
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sonra ters ¢evrilerek plakalar bosaltilmis ve kagit havlu iizerine vurmak suretiyle
kurutulmustur.

Alt alta gelecek sekilde her iki ¢ukura hazirlanan bitki 6zsuyundan 100’er pl
onceden diizenlenen ELISA planina gore eklenmis ve plakanin {izeri kapatilarak
+4 °C de bir gece boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra plakalar cukurlar aras1 karigma olmayacak sekilde 3 kez
yikama tamponuyla (Ek 1) ayn1 sekilde yikanarak kurutulmustur.

Enzimle isaretli IgG (konjugat) firmanin Onerdigi sulandirma oranina uygun
sekilde konjugat buffer (Ek 1) ile sulandirilarak her bir ¢ukura 100°er pl
konulmus ve plakalar 30°C de 5 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim cukurlar ayni sekilde iic kez
yikanmustir.

1 mg/ml p-nitrophenyl phosphate substrat buffer’a (Ek 1) eklenmis her bir
cukura 100’er pl konularak 30-60 dk veya gerekli goriildiigiinde daha uzun siire
oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.

Sonuglar ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyundaki filtre kullanilarak
degerlendirilmistir. Buna gore negatif oOrneklerin optik densite (OD)

ortalamalarinin 2 kat1 ve daha tizerindeki degerleri veren 6rnekler pozitif olarak

kabul edilmistir (Clark, 1981).

3.3. Molekiiler Calismalar

3.3.1. Bag Orneklerinden Toplam Niikleik Asit izolasyonu (TNA)

Baglardan toplanan orneklerden RNA izolasyonu Qiagen RNA Plant mini Kitinin

firma Onerisine gore MacKenzie ve ark. (1997)’nin 6nerdigi modifiye yonteme gore

yapilmistir. Ilkbahar doneminde yapraklar, sonbahar ve kis doneminde ise siirgiinlerden

hazirlanan floem kazintilar1 kullanilarak RNA ekstrakte edilmistir.

e Ornekler siv1 azot ile ezildikten sonra ezilen dokudan 0,150 g almip 1,5 ml
MacKenzie ektrasyon buffer1 (Ek 2) eklenerek ekstrakte edilmistir.
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e Ezilen bitki materyalinden 700 ul ependorf tiiplere alinmig ve iizerine 150 pl
%20’1ik sarkozyl eklenmis ve hafif¢e karigtirilmustir.

e Tiipler 70°C’deki su banyosunda ara ara karistirilirak 10 dakika siireyle inkiibe
edilmistir.

¢ Daha sonra tiipler 14.000 rpm’de 5 dk siireyle santrifiij yapilmustir.

e Santrifiij isleminden sonra tiiplerdeki sivi kisim pellet hareket ettirilmeden
QIlAshreader spin kolona (mor renkli) alinmastir.

e Tiipler 14.000 rpm’de 2dk santrifiij yapilmistir.

e Tiiplerdeki sivi kisim yeni ependorf tiiplere alinmig ve iizerine 0,5 hacim
%96‘lik ETOH eklenerek pipetle karistirtlmigtir.

e Karigim, 2 ml koleksiyon tiipiine konulan RNasy mini spin kolonuna (pembe
renkl) aktarilmigtir.

e Tiipler 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmis daha sonra Sivi kisim atilmis ve
karisimin kalan miktari ile islem tekrar edilmistir

e RNasy mini spin kolonlar yeni ependorf tiiplere yerlestirilerek, izerine 700 pl
RW1 buffer eklenmistir.

e Kolonlar 10.000 rpm’ de 2 dk santrifiij yapilmis ve daha sonra sivi kisim
atilmastir.

e Kolonlar yeni ependorf tiiplere aktarilarak iizerine 500 pul RPE buffer eklenmis
ve 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir Bu islem iki kez yapilmistir.

e Yeni ependorf tiiplere kolanlar yerlestirilerek tizerine 40 ul RNase’dan ari su
eklenmis ve oda sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra 1 dk 10.000 rpm’de
santrifiij yapilmis ve elde edilen RNA’lar kullanilincaya kadar -80°C’de

saklanmugtir.

Baglardan extrakte edilen RNA’larin miktar ve kalitelerinin dl¢iimleri Nanodrop

spektrofotometre ile 6lciilerek degerlendirilmistir.
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3.3.2. Reverse Transcription-Polimeraz Zincir Tepkimesi (RT-PCR) Analizleri

3.3.2.1. Reverse Transkripsiyon (RT)

Ekstrakte edilen RNA’lardan ilk asamada cDNA elde edilmistir. Her bir 6rnek
icin 1 pl Random hexamer primer, 6,5 ul d2H20 ve 5 pl RNA karistirilarak PCR
cihazinda 94 °C’de 5 dakika ve -20 °C’de 5 dakika bekletildikten sonra iizerine SXxRT
Buffer’dan (Fermatas) 4 pl, DTT (0.1 mM)’den 2 ul, dNTP (10 mM) 0,5 ul ve RT
enziminden 1 ul eklenmistir. PCR cihazinda 42 °C’de 1 saat 72 °C’de 10 dakika olarak

programlanmis ve cDNA asamasi tamamlanmustir.

3.3.3.2. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR)

GRSPaV, GVA, GVB ve GVD viriislerinin PCR yontemiyle tespit edilmesinde
kullanilan primer baz dizileri Cizelge 3.1’de verilmistir. PCR karisimi GVA, GVB,
GVD, RSPaV 48-49 i¢in; 16,8 ul d2H20, 2,5 ul 10XB (Fermantas), 0.5 ul ANTP (10
mM), 2 pl MgClz (25 mM), virlise 6zgii 1 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul), 0,2 pl
Tag-DNA polymerase (5 U/ul) ve 2 ul cDNA olacak sekilde hazirlanmistir. RSPaV13-
14 i¢in ise; 16,8 ul d2H20, 2.5 pl 10XB (Fermantas), 2 ul ANTP (2,5 mM), 1,5 ul
MgCl2 (25 mM), viriise 6zgii 0,5 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul), 0,125 pl Tag-
DNA polymerase (5 U/ul) ve 2 ul cDNA olacak sekilde hazirlanmastir.

PCR cihaz;

e GVA i¢in; 1 dongii 94 °C’de 5 dakika; 35 dongii 94 °C’de 30 saniye, 55 °C’de 30
saniye, 72 °C’de 1 dakika ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika

e GVB ve GVD ig¢in; 1 dongii 94 °C’de 5 dakika; 35 dongii 94 °C’de 30 saniye, 60
°C’de 45 saniye, 72 °C’de 1 dakika ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika

e RSPaV viriisii i¢in kullanilan her iki primer cifti (RSP48-RSP49 ve RSP13-
PSP14) i¢in; 1 dongii 94 °C’de 5 dakika; 35 dongii 94 °C’de 30 saniye, 57 °C’de
45 saniye, 72 °C’de 1 dakika ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika olarak

programlanmuistir.
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Cizelge 3.1. Baglarda farkli viriislerin PCR analizlerinde kullanilan, virislere spesifik
primer ciftlerinin dizilimleri, baz biiyiikliikleri ve ¢ogaltilan gen bolgesi

Viriis adi Primer Dizilim (5°-3°) Biiyiik- Gen Referans
Adi liikk(bp) bélgesi
GVAV1 GACAAATGG CACACT ACG MP/CP Minafra
Grapevine 429 Gene ve ark.,
virusA(GVA)  GVACL  AAG CCT GAC CTAGTC ATC 1994
TTGG
Grapevine GVBV1 GTGCTAAGAACGTCTTCA CP Minafra
virus B (GVB) CAGC 459 Gene ve ark.,
GVBCl ATC AGC AAA CAC GCT TGA 1994
ACC G
Grapevine GVDF GACGCAGGGATGTACCTTAG CPand the Fajardo
virus D (GVD) GACG RNA ve ark.,
852 binding 2012
GVDR CCTCTACTTATGGAAATTGCG Protein
CTC (RNA-BP)
Grapevine RSP 48 AGC TGG GAT TAT AAG GGA CP Zhang ve
rupestris stem GGT ark.,
pitting 330 1998
associated RSP49  CCAGCCGTT CCACCACTA
virus AT
(GRSPaV)
Grapevine RSP 13 GATGAGGTCCAGTTGTTTCC Helicase- Meng ve
rupestris stem like ark.,
pitting 339 domainof  1999a
associated RSP 14  ATCCAAAGGACCTTTTGACC ORF-1
virus
(GRSPaV)

3.3.3. PCR Sonuglarinin Degerlendirilmesi: Jel Elektroforez

RT-PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi i¢in %1°lik Agaroz jel elektroforez islemi

yaptlmistir. 1 gr Agaroz, 100 ml 1x TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu igerisinde

mikrodalga firinda ¢6ziindiiriiliip tarak yerlestirilmis jel tepsisine diiz bir zemin iizerinde

dokiilerek agarozun polimerizasyonu i¢in 20 dk siire ile bekletilmistir. Jelin

polimerizasyonundan sonra tarak dikkatli bir sekilde alinip jel elektroforez tankina

yerlestirilmistir. 1XTAE tamponu tankin igersine jeli kapatacak sekilde dokiildiikten

sonra jel cukurlarina DNA marker ile beraber PCR firiinleri yiikleme tamponu ile jel

cukurlarma ytiklenmistir. Yiikkleme tamamlandiktan sonra elektroforez gii¢ kaynag ile

eloktroforez tankina 150 V’luk elektrik akimi 40 dakika siireyle uygulanmistir.

Ethidium Bromid (EtBr) 0.5 pg/ml konsantrasyonda 100 ml suya karistirilmis ve jel bu
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karisim igerisinde 5-6 dakika tutularak boyanmistir. Jel UV 1sikta goriintiilenip olusan
bantlara gore  degerlendirilmistir.  Omekler kullanilan  pozitif  kontrollerle
karsilastirilarak bant olusturanlar pozitif, olusturmayanlar negatif kabul edilerek jel

goriintiileme cihazinda fotograflanmustir.

3.3.4. DNA Dizileme ve BLAST Analizi

Elde edilen izolatlar baz dizileri yapilmak iizere DNA dizileme yapan lontek,
Istanbul firmasma gonderilmistir. Firmanin génderdigi baz dizilerinin analizi amaciyla
BLAST (NCBI) veritaban1 kullanilarak ve gen bankasinda kayith DNA’lar ile

karsilastirilmistir.

3.3.5. Filogenetik Analiz

DNA dizileri “Mega5” Molecular Evolutionary Genetics Analysis programi

kullanilarak Neighbour joining metodu ile siniflandirilmistir (Tamura ve ark., 2011).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arazi Calismalari

Hatay ve Tekirdag ili bag alanlar1 ziyaret edilmis ve simptomolojik gozlemler
sonucu virlis benzeri simptom gosteren baglardan 6rnekler toplamakla beraber simptom
gozlenmeyen baglardan ise tesadiifi olarak Ornekler alinmustir. Hatay ili bag
alanlarindan toplam 100, Tekirdag ilinden ise toplam 133 6rnek alinmis ve omcalarda
gelisme geriligi, yapraklarda kiigiilme, meyve olgunlagmasinda gecikme ve danelerde
kiiglilme simptomlart goézlemlenmistir (Sekil 4.1. Sekil 4.2.). Survey yapilan bag
alanlarinda gozlenen bu simptomlar Onceki ¢aligmalarla uyum igindedir. Yapilan
caligmalarda Rugose wood ile enfekteli baglarda simptomlarin daha siddetli oldugu ve
ilkbaharda tomurcuklarin agilmasmin geciktigi, birka¢ yil i¢inde verimin diistigi ve
bitkinin oldigii gozlenmistir. Asili baglarda genellikle tomurcuk birlesimi {izerinde
siskinlik, as1 ve kalem nispi ¢ap1 arasinda belirgin bir farklilik oldugu, bazi cesitlerde
kabuk ile as1 birlesimi son derece kalin, mantarimsi ve kaba bir goriiniim ile yumusak
bir dokuya sahip oldugu, bazi gesitlerde ise yaprak kivircikligr ile enfekteli yapraklara
benzer sekilde kivrilma sararma yada kizariklik gostermesine ragmen yapraklarda
spesifik simptomlar goriilmeyedigi rapor edilmistir. Salkimlarin daha kiigiik veya daha
az oldugu, enfekteli omcalarda verimin %55’ten %15’e diistiigii kaydedilmistir (Walter
ve Martelli, 1997; Martelli ve Boudon-Padieu, 2006).

Sekil 4.1. Grapevine rupestris stem pitting associated virus ile enfekteli omcalarda
gozlenen gelisme geriligi simptomlari (A ve B)
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Sekil 4.2. Grapevine rupestris stem pitting associated virus ile enfekteli baglarda
gozlenen A- yapraklarda kii¢iilme B- dane kayb1 ve verim azalmasi simptomlari

4.2. DAS-ELISA sonuglar:

GVB ve GRSPaV’lerine kars: ticari firmalarda heniiz antiserum iiretilmemesinden
dolay1 Hatay ve Tekirdag illerinden toplanan bag ornekleri bu viriise karst ELISA
yontemiyle testlenmemistir. Tekirdag ilinden toplam 102, Hatay ilinden ise 100 bitki
ornegi ELISA yontemiyle sadece GVA agisindan testlenmistir. Hatay ilinde bu viriis ile
enfesyion oram1 %4,67 olarak saptanirken Tekirdag ilinde bu virlis saptanmamistir
(Sekil 4.3.). ELISA testinde beklendigi gibi pozitif kontrol olarak kullanilan 6rneklerin
absorbans degeri olduk¢a yiiksek bulunurken negatif kontrollerde diisiik absorbans
degerleri elde edilmistir. Koklii ve ark. (1999)’nin Trakya bolgesinde bag alanlarinda
bulunan viriisleri biyolojik indeksleme ve ELISA testi ile belirlemeye ¢alismislar ve en
yaygin viriislerin GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6, GLRaV-7, GVA ve GVB
oldugu ve testlenen 165 drnekten 153 tanesinin (%92,7) bir veya birden fazla viriis ile
enfekteli oldugunu ortaya koymuslardir. Tki veya daha fazla viriis ile karisik enfeksiyon
oraninin %75 oldugu ve bu karisimlarda en yaygmn virlisin GVA oldugunu

bildirmislerdir.
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Sekil 4.3. ELISA calismalarindan goriintiiler
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4.3. Bag orneklerinden toplam niikleik asit izolasyonu (TNA)

Araziden toplanan bag o6rneklerinden yapilan TNA izolasyonunda elde edilen
RNA’larin miktar1 ve kalitesi nanodrop spektrofotometre ile olgiilmistiir. Ekstrakte
edilen RNA’larin bazilarinin miktar1 ve kalitesi iyi olmakla beraber (Sekil 4.4., Sekil
4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7.) bazilarininki ise oldukga diisiik olarak belirlenmistir (Sekil
4.8., Sekil 4.9.). Kotii kalite RNA’ya sahip ornekler yeniden ekstrakte edilerek daha iyi
kalite ve miktarda RNA elde edilmeye ¢alisilmustir.

18/08/2015 RNA200

10mm Absorbance
@™

220 230 24D 250 260 770 280 280 300 3io 320 330 340
\wlavelength (nm)

Sekil 4.4. Tekirdag’dan alinan bag siirgtinlerinin MacKenzi yontemi ile modifiye edilen
Qiagen Plant mini kiti ile izole edilen 200 numarali 6rnege ait RNA nin
spektrofotometre (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, A.B.D) ile 6l¢tim grafigi

8/08/2015 RNATS7
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Sekil 4.5. Hatay’dan alinan bag siirgiinlerinin MacKenzi yontemi ile modifiye edilen
Qiagen Plant mini kiti ile izole edilen 197 numarali 6rnege ait RNA’ nin
spektrofotometre (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, A.B.D) ile 6l¢tim grafigi
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Sekil 4.6. Tekirdag’dan alinan bag siirgiinlerinin MacKenzi yontemi ile modifiye edilen
Qiagen Plant mini Kiti ile izole edilen 204 numarali 6rnege ait RNA’ nin
spektrofotometre (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, A.B.D) ile 6l¢lim grafigi
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Sekil 4.7. Hatay’dan alinan bag siirglinlerinin MacKenzi yontemi ile modifiye edilen
Qiagen Plant mini kiti ile izole edilen 66 numarali 6rnege ait RNA’nin spektrofotometre
(NanoDrop 2000c, Thermo Sci, A.B.D) ile 6l¢iim grafigi
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Sekil 4.8. Hatay’dan alinan bag siirgiinlerinin MacKenzi yontemi ile modifiye edilen

Qiagen Plant mini Kiti ile izole edilen 115 numarali 6rnege ait RNA nin
spektrofotometre (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, A.B.D) ile 6l¢iim grafigi
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Sekil 4.9. Hatay’dan alinan bag siirgiinlerinin MacKenzie yontemi ile modifiye edilen

Qiagen Plant mini kiti ile izole edilen 141 numarali 6rnege ait RNA’nin
spektrofotometre (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, A.B.D) ile 6l¢iim grafigi
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4.4. Bag orneklerinin RT-PCR ile Testlenmesi

Hatay ve Tekirdag illerinden toplanan oOrnekler ile RT-PCR c¢alismalarina
baslamadan oOnce, pozitif oldugu bilinen bitki Ornekleri kullanilarak laboratuvarda
sistem kurma galigmalar1 yapilmistir. GVA, GVD, GRSPaV icin viriislere spesifik
primer ¢iftleri kullanilarak RT islemi sonucunda elde edilen cDNA’lar ile yapilan PCR
analizi sonucunda GVA (429 bp), GVD (852 bp) GRSPaV (RSP48-49 primeri ile 330
bp ve RSP13-14 primeri ile 339 bp) icin beklenen diizeyde DNA amplifikasyonlari
gozlenmistir. GVB pozitif 6rnekleri ile yapilan PCR analizleri sonucunda 6rneklerde
herhangi bir amplifikasyon gézlenmemistir.

Hatay (100 6rnek) ve Tekirdag (133 6rnek) illerinden toplanan bag 6rneklerinden
bir kism1 secilerek RT-PCR yontemiyle testlenmistir. Bu 6rneklerin GVA, GVB, GVD,
GRSPaV ile enfekte olma oranlarmin RT-PCR analizleri ile saptanma durumlari

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hatay ve Tekirdag ili bag alanlarindan toplanan 6rneklerin RT-PCR ile
testlenmeleri sonucunda GVA, GVB, GVD ve GRSPaV’leri ile enfekteli bulunma
durumlari

Viriisler Hatay Hatay Tekirdag Tekirdag
(E.O.S/T.0.S") Enfeksiyon (E.O.S/T.0.S*) Enfeksiyon

Orani(%0) Orani(%0)

GVA 69/100 69 17/100 17

GVB - - - -

GVD 4/100 4 0/10 0

GRSPaV 39/100 39 54/133 40,6

(RSP48-49

primeri)

GRSPaVv 41/100 41 7/54 12,96

(RSP13-14

primeri)

“E.O.S/T.O.S=Enfekteli Ornek Sayisi/Testlenen Ornek Sayisi
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Cizelge 4.1. de goriildiigii gibi Hatay ilinden testlenen bag orneklerinin RT-
PCR yontemi ile testlenmesi sonucu, bu orneklerde saptanan en yaygin viris GVA
(%69) olarak belirlenmistir (Sekil 4.10). Testlenen viriislerden GRSPaV igin iki farkli
primer ¢ifti (RSPaV48-49 ve RSPaV13-14) kullanilmistir. Bu primerlerle testlenen
orneklerde GRSPaV’iliniin enfeksiyon orani kullanilan primere gore farklilik gostermis
olup RSPaV13-14 i¢in %41 iken RSPaV48-49 igcin %39 olarak belirlenmistir (Sekil
4.11 ve Sekil 4.12.). Testlenen 6rneklerde GVD enfeksiyonu %4 olarak bulunurken
(Sekil 4.13.), GVB pozitif kontrollerin optimizasyon ¢alismalar1 yapilmis olup ancak
herhangi bir amplifikasyon goézlenmemistir. Pozitif kontrollerde bir optimizasyon
saglanmamamis olmakla birlikte, bag 6rnekleri de testlenmis ve sonugta higbir 6rnekte
pozitif sonug¢ elde edilmemistir. Bu nedenle GVB i¢in yeni primerler sentezletilip ayni
orneklerin yeni primerlerle tekrar testlenmesi gerekmektedir.

Tekirdag ili bag alanlarindan toplanan orneklerde saptanan en yaygin viris
GRSPaV olarak belirlenmis olup, enfeksiyon orani kullanilan primere gore farklilik
gostermis olup RSPaV48-49 icin %40,6 iken, RSPaV13-14 igin %12,96 olarak
belirlenmistir. Testlenen orneklerin %17’sinin GVA ile enfekteli oldugu ortaya
koyulmustur. Tekirdag’dan toplanan orneklerde GVD ve GVB enfeksiyonu
saptanmamustir. Yapilan bu ¢alismada GRSPaV’iiniin testlenmesinde kullanilan iki
primer ¢iftinden RSPaV48-49’un daha genis bir saptama kapasitesine sahip oldugu
ortaya konulmustur. Yayimlanmis 2 adet primer ¢iftinin (RSP13-RSP14 ve RSP2-
RSP21) etkinliginin belirlenmesi amaciyla yapilan bir diger ¢calismada Kuzey italya’dan
farkli bolgelerden toplanan 56 bag ¢esidi testlenmistir. Testlenen 6rneklerden 48 tanesi
RSP13-14 primeri ile pozitif bulunurken 37 tanesi RSP2-21 ile pozitif bulunmustur.
Buna gore RSP13-14 primer ¢iftinin RSP2-21 primer ¢iftine gére daha genis bir
saptama kapasitesine sahip oldugunu gostermistir (Terlizzi ve ark., 2010).

RT-PCR analizi sonuglarina goére Hatay ve Tekirdag illerinden toplanan bag
orneklerinin birden fazla viriis ile enfekteli oldugu saptanmistir (Cizelge 4.2.). Cizelge
4.2° de goriildiigii gibi RT-PCR analizleri ile yapilan testlemeler sonucunda karigik
enfeksiyonlarin hepsinde GRSPaV ve GVA’nin yer aldig1 goriilmiistiir. Hatay ili bag
alanlarindan toplanan 100 6rnegin 31 tanesi GRSPaV’ye spesifik 2 farkli primer ile
pozitif bulunmustur. Testlenen 6rneklerden 37 tanesinde GVA ve GRSPaV (RSP48-49
primeri) enfeksiyonlar1 saptanirken, 29 Ornekte ise GVA ve GRSPaV’niin her iki
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primeri ile de pozitif bulunmustur. 3 6rnek hem GVA hem de GVD ile birlikte
enfekteli, diger 3 6rnek ise, GVA, GVD ve GRSPaV (RSP48-49 primeri) virisleri ile
karisik enfekteli bulunmustur. Tekirdag ilinden alinan 135 bag Orneginden 7 tanesi
GRSPaV’ {iniin testlenmesinde kullanilan her iki primerle de pozitif sonu¢ vermistir.
Bunun yaninda testlenenen 100 6rnekten 12 tanesi GRSPaV (RSPaV48-49 primeri ile)
ve GVA ile enfekteli bulunmustur.

Cizelge 4.2. Hatay ve Tekirdag ili bag alanlarindan toplanan o6rneklerin RT-PCR
analizleri sonucu farkli viriislerle karisik enfekteli olma durumlari

Viriisler Hatay Hatay Karisik Tekirdag Tekirdag Kanisik
(K.E.O.S/ Enfeksiyon (K.E.O.S/T Enfeksiyon
T.0.S") Orani(%) .0.8%) Orani(%)

GRSPaV(RSP4 31/100 26,95 7/133 5.26

8-49 ve RSP13-

14 primeri)

GRSPaV 37/100 37 12/100 12

(RSP48-49

primeri) ve

GVA

GVAve GVD  3/100 3 - -

GVA,GVDve 3/100 3 - -

GRSPaV

(RSP48-49

primeri)

GVA, GRSPaV 29/100 29 - -

(RSP13-14,

RSP48-49

primerleri)

“K.E.O.S/T.0.S: Karigik enfeksiyonlu 6rnek sayisi / Testlenen ornek sayist

Tekirdag ili bag alanlarindan toplanan, Antep Karasi, Kalecik Karasi, Dimyat,
Alicante Bouschet, Chardonnay, Pinot noir, Hamburg Misketi ve Alphonse Lavallee,
Cardinal, Cavus, Gamay, Palieri, Zinfandel ve Siraz g¢esitlerinin RT-PCR analizi
sonucunda GVA, GRSPaV (iki farkli gen bolgesi), GVB ve GVD viriisleri ile enfekteli
olma durumlart Cizelge 4.3.” te verilmistir. Hatay ili bag alanlarindan toplana Antep
Karas1 ve Pafu c¢esitlerinin RT-PCR analizi sonucunda GVA, GRSPaV (iki farkli gen

bolgesi), GVB ve GVD viriisleri ile enfekteli olma durumlar1 Cizelge 4.4.’te verilmistir.
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Kokli ve ark. (1999)’nin Trakya Bolgesi bag alanlarindan topladiklari 6rnekleri
biyolojik indeksleme ve ELISA yoOntemleri ile testlemisler ve en yaygin virlislerin
GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6, GLRaV-7, GVA ve GVB oldugu ve
testlenen 165 Ornekten 153 tanesinin en az bir veya birden fazla viriis ile enfekteli
oldugunu, testlenen Orneklerde viriislerin enfeksiyon oranimin %92,7 gibi ¢ok yiiksek
bir oranda oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada iki veya daha fazla viriis ile karigik
enfeksiyon oraninin %75 oldugu ve karisik enfeksiyonlarda GVA’nin en yaygin viriis

oldugu bildirilmistir.

Cizelge 4.3. Tekirdag ilinden toplanan farkli bag cesitlerinin RT-PCR analizleri sonucu
cesitlerde GVA, GRSPaV, GVB ve GVD viriislerinin bulunma durumu

Asma Cesit Testlenen Viriislerle Enfekteli Bitki Ornek Sayisi
Adi Toplam

Ornek

Sayisi GVA RSP13-14 RSP48-49 GVB GVD
Alicante 4 2 - - - -
Bouschet
Alphonse 7 - 1 2 - -
Lavallee
Chardonnay 40 1 2 15 - -
Cardinal 1 - - - - -
Cavus 3 - 1 1 - -
Dimyat 1 - - - - -
Gamay 3 - - 1 - -
Hamburg 3 2 - 2 - -
misketi
Kalecik 9 - - 3 - -
karasi
Palieri 5 3 1 3 - -
Pinot noir 10 4 2 5 - -
Zinfandel 2 1 - 1 - -
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Cizelge 4.3. (devam) Tekirdag ilinden toplanan farkli bag cesitlerinin RT-PCR
analizleri sonucu cesitlerde GVA, GRSPaV, GVB ve GVD viriislerinin bulunma
durumu

Siraz S) - - - - -
Bilinme- 40 4 - 21 - -
yen gesit

Cizelge 4.4. Hatay ilinden toplanan farkli bag cesitlerinin RT-PCR analizleri sonucu
cesitlerde GVA, GRSPaV, GVB ve GVD viriislerinin bulunma durumu

Asma Testlenen  Viriislerle Enfekteli Bitki Ornek Sayis
Cesit Ad1 '[oplam
omek GVA RSP13-14  RSP4849 GVB GVD
ayisl1
Antep 47 38 25 30 - 3
Karasi
Pafu 17 13 10 8 - 1
Bilinme- 36 18 6 1 - -
yen c¢esit

Yapilan RT-PCR analizi sonucunda, Tekirdag ili bag alanlarindan toplanan
ornekler arasindan bazi cesitler viriislerle yogun enfekteli iken, bazi cesitler ise
viriislerle enfekteli bulunmamustir. Alicante bouchet ¢esidinde testlenen 4 6rnek
arasindan 2 6rnek GVA ile enfekteli bulunurken, diger viriisler ise saptanmamustir.
Alphonse lavallae ¢esidinden testlenen 7 6rnekte, GVA ve GVD saptanmamis olup,
RSP13-14 primeri ile 1 ve RSP48-49 primeri ile 2 6rnek pozitif bulunmustur. Testlenen
40 Chardonay 6rneginden GVA yalnizca 1 6rnekte pozitif bulunmus olup, RSP13-14
primeriyle 1, RSP48-49 primeri ile 15 ornek pozitif olarak saptanmigtir. Testlenen 3
Cavus cesitinden 1’er 6rnek RSP13-14 ve RSP48-49 primerleri ile enfekteli bulunmus
olup, GVA saptanamamistir. Gamay c¢esidinde testlenen 3 Ornek arasindan sedece 1
ornek RSP48-49 primeri ile enfekteli bulunmustur. Yapilan analizler sonucunda 3
Hamburg misketi 6renginden 2 6rnek GVA, 2 6rnek RSP48-49 pirimeri ile enfekteli
bulunmustur. Testlenen 9 Kalecik karasi érneginden 3 6rnek RSP48-49 primeri pozitif
olarak saptanmustir. Palieri ¢esidinden 5 ornek testlenmis, 3 6rnek GVA ile, 1 6rnek

RSP13-14 primeri ile ve 3 6rnek RSP48-49 primeri ile enfekteli bulunmustur.
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Testlenmis olan 10 Pinot noir ¢esidinden GVA 4 6rnekte, RSP13-14 primeri 2
ornekte ve RSP48-49 primeri 5 ornekte pozif olarak saptanmistir. Zinfandel ¢esidinden
2 ornek testlenmis olup 1 O6rnek GVA ile ve 1 o6rnek RSP48-49 ile enfekteli
bulunmustur. Teslenen 1’er adet Cardinal, Dimyat ve 5 adet Siraz ¢esidine ait drnekler
yapilan RT-PCR analizi sonucunda higbir viriis ile enfekteli bulunamamistir. Bunun
yaninda testlenen ve ¢esidi bilinmeyen 40 farkli bag orneginin 4 tanesi GVA ile
enfekteli bulunurken, 21 tanesinde GRSPaV (RSP48-49 primeri) enfeksiyonu
saptanmustir. Yapilan ¢alismalar sonucunda GVD higbir ¢esitte saptanmamaistir.

Yapilan RT-PCR analizi sonucunda, Hatay ili bag alanlarinda Antep Karasi
¢esidinden toplanan 47 6rnekte GVA, GRSPaV RSP13-14 primeri ve RSP48-49 primeri
ve GVD sirastyla 38, 25, 30 ve 3 Ornekte bulunurken Pafu cesidinden toplanan 17

ornekte bu virtisler sirastyla 13, 10, 8 ve 1 6rnekte saptanmustir.

M 64 6566 68 69 70 72 73 74 75 77 79 82 85 87 90 93 98 103 112 126119 128 130 133141147153 +C W

Sekil 4.10. Hatay ilinden toplanan bag 6rneklerinin Grapevine virus A (GVA) 'ya karsi

yapilan RT-PCR analizi sonucu elde edilen jel goriintiisii M : Marker; 64, 65, 68, 69,

70,72, 73, 93, 103, 141, 153 GVA negatif ornekler, 66, 74, 75, 77, 79, 82, 85, 87, 90,

98,112, 126, 119, 128, 130, 133, 147 GVA pozitif érnekler; +C: Pozitif kontrol W:Su
kontrol
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M 1 7 37 152153 157 158 190 193 196 197 199205209 23 17 20 33 22 38 +C C

339 bp

Sekil 4.11. Tekirdag ilinden toplanan bag 6rneklerinin Grapevine rupestris stem pitting
associated virus (GRSPaV)’ iine karst RSP13-14 primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-
PCR analizi sonucu elde edilen jel goriintiisii M : Marker ; 1,7, 37, 152, 153, 157, 158,
190, 193, 196, 197, 199, 205, 209, 23, 20, 33, GRSPaV negatif 6rnekler, 17, 22, 38,
GRSPaV pozitif 6rnekler; +C: Pozitif kontrol W: Su kontrol.

M 66 68 72 73 74 75 79 87 88 98 112 119126128 130 153103 141+C W

- ” i e

Sekil 4.12. Hatay ilinden toplanan bag drneklerinin Grapevine rupestris stem pitting

associated virus (GRSPaV)’iine karst RSP48-49 primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-

PCR analizi sonucu elde edilen jel goriintiisii M: Marker ; 66, 68, 73, 74, 88, 98, 112,

128, 130, 153, 103, 141 GRSPaV negatif 6rnekler, 72, 75, 79, 87, 119, 126 GRSPaV
pozitif 6rnekler; +C: Pozitif kontrol W: Su kontrol
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Sekil 4.13. Hatay ilinden toplanan bag 6rneklerinin Grapevine virus D (GVD)’e kars1
yapilan RT-PCR analizi sonucu elde edilen jel goriintiisii M: Marker; 64, 65, 66, 74, 75,
79, 85, 82,87 GVD negatif 6rnekler, 77 GVD pozitif 6rnek; +C: Pozitif kontrol W: Su
kontrol

Hatay ili bag alanlarinda GVA’nin ELISA yontemi ile testlenmesi kapsaminda
yapilan bir ¢calismada Cardinal, Antep Karas1 ve pafu gesitlerinde GVA’nin en yaygin
viris oldugu ve GVA’nin GLRaV-1,-3 ile karsik enfekteli oldugu saptanmistir.
Testlenen 155 Ornegin 5 tanesinin GVA, 11 tanesinin GVA+GLRaV(1+3) ve 1
tanesinin ise GVA+TBRV (Tomato black ring virus) ile enfekteli oldugu ortaya
konmustur. Yapilan bu ¢alismada GVA ELISA yontemiyle iilkemizde ilk kez tespit
edilmis olup GVA partikiilleri viriise spesifik antibody ile dekore edilerek elektron
mikroskopla gozlenmistir(Caglayan, 1997).

Gazel ve ark (2015)’nin Tekirdag ilinde yetistirilen Antep karasi, Pafu,
Chardonnay, Pinot Noir ve Zinfandel gibi yerli ve yabanci asma gesitlerinde RT-PCR
yontemiyle GRSPaV’iinii belirlemek amaciyla yaptiklari bir calismada bu viriisi
%46,97 oraninda saptamislardir. Dogu Akdeniz Bolgesi ve Giineydogu Anadolu
Bolgesi’nde yapilan bir ¢alismada ise testlenen 6rneklerin %35°1 GRSPaV ile enfekteli
bulunmustur. Bu c¢alismada elde edilen 17 Tiirk izolat1 gen bankasinda kayith diger

GRSPaV izolatlar ile karsilastirildiginda olduke¢a yakin iligkili bulunmus ve izolatlarin
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niikleotid benzerligi %87-96 arasinda bulunmustur (Buzkan ve ark., 2015). Bu
calismada elde edilen bulgular Onceki ¢alismalarin  sonuglart ile benzerlik
gostermektedir.

Buzkan ve ark., (2010), Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bdlgesi bag
alanlarinda ytriittiikleri bir ¢galismada GLRaV-1, GLRaV-3, GLRaV-5 ve GVA’y1 RT-
PCR yontemiyle saptamislar ancak GVB agisindan testlenen orneklerin higbirinde
pozitif sonug¢ alamamislardir.

Yunanistan baglarinda RT-PCR yontemiyle GVA, GVB ve GRSPaV’iini
saptamak amaciyla yapilan bir caligmada asilanmadan dogrudan koklendirilen
varyetelerde GVA %37, GRSPaV %11 ve GVB ise %10 oraninda saptanmistir. Ancak
asihi varyetelerde GVA %44, GRSPaV %38, GVB ise %11 oraninda bulunmustur.
6Amerikan anaglarinda ise en yaygin viriis GRSPaV (%31) bulunurken bunu %4 ile
GVA izlemis ancak testlenen orneklerde GVB bulunamamistir (Moraki ve ark., 2015).
Sili’de GRSPaV’iinlin varligi ilk kez 2008 yilinda saptanmis olup testlenen 110 bag
orneginin 65 tanesinde (%59,1) GRSPaV enfeksiyonu belirlenmistir (Fiore ve ark.,
2008).

Azerbaycan’da bag alanlarindan toplanan 176 o6rnegin ELISA yontemi ile
testlenmesi sonucunda testlenen orneklerin, %46,7 GVA ve %25.33 GFLV ile enfekteli
oldugu belirlenmistir (Mikaeili ve ark., 2015). Kosova’da ticari bag yetistiriciligi
yapilan alanlarda viriis ve viriis benzeri hastaliklarin belirlenmesi amaciyla yapilan bir
survey ¢alismasi toplanan orneklerin ELISA yontemiyle testlenmesi sonucunda, GVA
%11,1 ve GVB %] oraninda saptanmistir (Dida ve ark., 2012). Yapilan RT-PCR
analizleri sonucunda ise testlenen baglarin % 80,4 oraninda GRSPaV ile enfekteli
bulunmustur. Portekiz’de bag alanlarinda ~ GRSPaV’nin varliginin RT-PCR ile
belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada testlenen 133 bag 6rneginin 59’unun (%44)

bu viris ile enfekteli oldugu ortaya koyulmustur (Mansinho ve ark., 1999).

4.5. DNA Dizileme ve Filogenetik Analiz
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PCR analizleri sonucunda GRSPaV’iiniin referans kontroliiyle ayni seviyede bant
veren izolatlardan 4 tanesi secilerek (Tekirdag ili 13, 37, 48 ve 56 nolu bag izolatlar1)
DNA dizilemeleri yapilmak iizere firmaya gonderilmistir. Firmadan gelen her bir
izolatin niikleotid dizilimi gen bankasinda kayitli izolatlarla karsilastirilmistir. Sekansi
yapilan 4 adet GRSPaV izolati Gen Bankasinda kayith izolatlarla niikleotid
benzerlikleri %98-94 arasinda olmustur. 13 nolu izolat KF029744.1 Polonya,
KT008377.1 Brezilya, AY927680.1 Portekiz, DQ364987 ve DQ364983 Italya izolatlar1
ve FJ943296.1 A.B.D. izolatlariyla %98 oraninda benzerlik gosterdigi ortaya
koyulmustur. 56 nolu izolatimiz KJ466306 Ispanya, KF029744 Polonya, AY927680
Portekiz ve GU166289 Brezilya izolatlariyla %98 oraninda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. 37 ve 48 numarali izolatlar ise KF029747, KF029743 ve KT731990
Polonya, KJ466312 Ispanya, KT008367Brezilya izolatlartyla %99 oraninda benzer
bulunmustur (Sekil 4.14). izolatlarimizdan 13 ve 56 nolu izolatlar filogenetik agacta
birbirine daha yakin bulunurken 37 ve 48 numarali izolatlar ise diger 2 izolattan ayri

kolda yer almistir.
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Sekil 4.14. Tekirdag bag o6rneklerinden elde edilen GRSPaV izolatlarinin gen
bankasinda kayitl izolatlarla karsilastirilmasi sonucu elde edilen filogenetik agac.
Filogenetik analizde, MEGA 6 yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi
kullanilmistir. Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda
yiizde olarak gosterilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemiz, asmanm gen merkezi olmasini yam sira eski ve koklii bir bagcilik
kiiltiiriine de sahiptir. Gerek diinyada gerekse iilkemizde ekonomik agidan 6nemi biiyiik
olan bag yetistiriciliginde yiiksek verim ve kalitede {iriin elde etmek her zaman miimkiin
olamamaktadir. Bag yetistiricilifinde hastalik va zararlilar tarafindan neden olunan
ekonomik kayiplar yetistiriciler i¢in olduk¢a Onemlidir. Zararli bocekler, fungal ve
bakteriyel hastaliklarla degisik kimyasallar kullanarak etkili bir savasim
yapilabilmektedir. Ancak virlis ve benzeri etmenlerle dogrudan kimyasal miicadele
olanagi bulunmamaktadir. Baglar pek ¢ok viriis hastaligina konukguluk etmekte ve
onemli diizeyde verim kayiplari meydana gelmektedir. Baglarda 60’tan fazla viriis
saptanmistir (Martelli, 2014). Bunlar i¢cinde Rugose wood olarak bilinen ve odun
deformasyonuna neden olan etmenlerin 6nemli verim kayiplarina neden oldugu ve bag
yetistiriciligi yapilan tilkelerde farkli yayginlik oranlarinda bulundugu saptanmistir. Bu
calisma kapsaminda bag yetistiriciliginin olduk¢a 6nemli oldugu Hatay ve Tekirdag
illerinde yetistirilen farkli bag c¢esitlerinde odun deformasyonuna neden olan
etmenlerden Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine virus D
(GVD) ve Grapevine rupestris stem pitting associated virus (GRSPaV)’lerinin varligi
ve yayginlik durumu ile ilgili giincel veriler ve yeni bilgiler elde edilmeye ¢alisiimistir.
Hatay ilinden toplanan bag orneklerinde %69 enfeksiyon oraniyla en yaygin olarak
saptanan virlis GVA olarak belirlenmis olup, bunu %41 enfeksiyon oraniyla GRSPaV
izlemistir. Tekirdag ilinden toplanan bag orneklerinde %40,6 enfeksiyon oraniyla en
yaygin olarak saptanan viriis GRSPaV olup, bunu %17 enfeksiyon oraniyla GVA takip
etmistir. Hatay ilinde baglardaki GVD enfeksiyon orani % 3.48 oramiyla oldukca diisiik
bulunmus olup Tekirdag ilinde bu viriis enfeksiyonuna rastlanmamistir. GRSPaV’{iniin
testlenmesinde 2 farkli primer ¢ifti kullamilmistir. Hatay ilinden toplanan bag
orneklerinin GRSPaV’iiniin testlenmesinde kullanilan primer c¢iftlerinin etkinliginde bir
farklilik goriilmezken Tekirdag ilinden toplanan bag orneklerinde bu oran RSP48-49
primer ¢ifti i¢in %40,6, RSP13-14 ¢ifti i¢in %12,9 olmustur.

Bu calisma sonucunda 6nemli bag yetistiriciligi yapilan tilkemizde rugose wood
govde komleksine neden olan etmenlerin saptanmasindan elde edilen énemli sonug ve

Oneriler ozetlenecek olursa;
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1) Calismanin yiiriitildigii Hatay ve Tekirdag illeri bag alanlarinda odun
deformasyonuna neden olan etmenlerden GVA, GVB, GVD ve GRSPaV’lerinin
enfeksiyon durumlar arastirilmistir. Testlenen virlislerden GVB her iki ilde de
saptanamamis olup GVD sadece Hatay ili bag alanlarinda saptanmistir. GVA ve
GRSPaV’iiniin her iki ilden toplanan bag orneklerinde farkli oranlarda ve tekli veya
coklu enfeksiyonlar seklinde bulundugu belirlenmistir.

2) Bu etmenler arasinda GRSPaV’iiniin diinyada oldugu gibi ¢alismamizi
yirittigiimiiz Hatay ve Tekirdag illerimizde de yaygin oldugu tespit edilmistir.
Mekanik olarak tagmamadigt ve vektoriiniin bilenmemesinden dolayr etmenin
muhtemel as1 kalemiyle yayildigi disiiniilmektedir. Bu nedenle saglikli asi kalemi
kullanilmasi onerilmektedir. GVA’nin unlu bitlerle taginmasindan dolayi, bu bocek
tirlerine karst kimyasal miicadele Onerilmektedir. GVB pozitif kontrollerin
optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmis, ancak herhangi bir amplifikasyon gézlenmemistir.
Pozitif kontrollerde bir optimizasyon saglanmamis olmakla birlikte, bag ornekleri de
testlenmis ve sonugta hicbir 6rnekte pozitif sonug elde edilmemistir. Bu nedenle GVB
icin yeni primerler sentezletilip ayn1 Orneklerin yeni primerlerle tekrar testlenmesi
gerekmektedir.

3) Viriislerin etkin bir miicadele yontemi bulunmadigi i¢in kontrol dnlemleri 6n
plana ¢ikmaktadir. Basaril1 bir kontrol stratejisi gelistirilebilmesi de ancak dogru teshis
yontemlerinin kullanilmasi ile miimkiindiir. Bu nedenle 6zellikle yurt disginda degisik
amaglarla ithal edilen bag cesitlerinin mutlaka ELISA ve RT-PCR yontemleri kombine
bir sekilde kullanilarak testlenmesi gerek lilkemizde mevcut gerekse yeni giris yapma
olasilig1 olan virlis hastaliklarinin dogru teshis edilebilmesi agisindan son derece
onemlidir.

4) Ulkemizin genetik kaynaklarinin muhafaza edildigi ve damizlik gesitlerin
bulundugu bag alanlarinin diizenli olarak ELISA ve PCR yontemleri ile testlenmesi ve
enfekteli bulunanlarin ivedilikle eradike edilmesi de iilkemize temiz fidanlik
dagitiminda 6nemli rol oynayacaktir.

Bag yetistiriciligin 6nemli oldugu Hatay ve Tekirdag illerimizde viriis
enfeksiyonlarinin daha detayli arastirilmasinin yani sira saglikli fidan iiretiminde

izlenecek yolun takip ve tesvik edilmesi de gerekmektedir.
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EKLER

EK 1. ELISA Testinde Kullamlan Tampon Cézeltiler ve Icerikleri (1000 ml)

Kaplama Tamponu (Coating Buffer)
pH: 9.6

Fosfat-Tuz Tamponu (PBS Buffer)
pH: 7.4

Yikama Tamponu (PBST Buffer)
pH:7.4

Ornek Ezme Tamponu (Extraction Buffer)

pH: 7.4

Konjugat Tamponu (Conjugate Buffer)
pH: 7.4

Substrat Tamponu (Substrat buffer)
pH: 9,8

Karigim d2H20 ile 1 litreye tamamlanir.
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Na.CO3
NaN3
NaHCO3

NaCl

Na;HPO4 X 12 H,0
NaNs3

KCI

KH2PO4

PBS Buffer
Tween 20

PBST
Polyvinypyrolidone
(MV= 40000 K=40)

PBST
Polyvinypyrolidone
(MV= 40000 K=40)
Ovalbumin

NaN3

Diethanolamin
NaN3

159¢
0.20¢
2.93¢g

8.009
0.209g
0209
0.209g
29049

999.50 mi
0.50ml

1000.0 ml
20.00 g

1000.0 ml
20.00 g

2.00¢g
0.20g

97.00 ml
0.20g



EK 2. MACKENZIE EZME TAMPONU (100 ml)

Guanidine isothiacyonate 47.26 g
Sodium acetate 2.72 g
25 mM EDTA 0.7305 g
PVP-40 259

Karisim 100 ml d2H>O’ya tamamlanip oda sicakliginda saklanmastir.

EK 3. AGAROS JEL ELEKTROFOREZ (MANIATIS ve ark., 1982)

TAEX50 (100 ml)

0.5 M EDTA pH:8 10 ml
0.6 Glacial acetic acide 571 ml
Trizma base 2429

Cozelti 100 ml d2H20’ ya tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicakliginda saklanmistir.

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.

Ethidium Bromide cozeltisi (1 mg/ml 200 ml stok i¢in)

0.5XTAE 200 ml

Ethidium bromide 200 pl

Koyu renkli bir kap i¢inde karanlik ortamda oda sicaklifinda saklanmistir. 5-10

kullanimdan sonra ¢ozelti tazelenmistir.
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%1 Agarose Jel Elektroforezi

1 gr agaroz, 100 ml 0.5XTAE i¢inde mikrodalga firinda eritilmistir. Yaklasik
40°C sicakliga geldikten sonra, elektroforez tlinitesinin jel tepsisine dokiiliip taraklar
yerlestirildikten sonra agarozun 15-20 dakika stlireyle donmasi beklenmistir. 0.5XTAE

ortami igeren elektroforez tankina yerlestirilmistir.
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