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OZET

BAGLARDA YENi SAPTANAN VIiRUSLERIN HATAY VE TEKIiRDAG iLi
BAG ALANLARINDA PCR YONTEMIiYLE SAPTANMASI VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Son yillarda yeni nesil sekans analiz tekniklerinin yaygin olarak kullanilmasi
baglarda ve diger bitki tiirlerinde bir ¢ok bilinmeyen yeni viriisiin saptanmasina neden
olmustur. Baglarda bu teknoloji ile saptanan yeni virtisler Grapevine pinot gris virus
(GPGV), Grapevine syrah virus 1 (GSyV-1), Grapevine red blotch-associated virus
(GRBaV) ve Grapevine roditis leaf discoloration associated virus (GRLDaV)’diir. Bu
calismanin amaci Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarinda bu yeni viriislerin varliginin
PCR ve sekans analiz yontemleriyle saptanmasi ve karakterizasyonlarinin yapilmasidir.
Virlis simptomuna benzer belirtiler gosteren baglardan Tekirdag ilinden 191, Hatay
ilinden ise 111 6rnek toplanmustir. Testlenen 6rneklerden Tekirdag ilinden toplanan
yerli ve yabanci bag orneklerinde %43,62 oraninda GPGV, %17,07 oraninda ise GSyV1
saptanmistir. Hatay ilinden toplanan Orneklerde ise sadece %11 oraninda GSyV1
saptanmis ve testlenen Ornekler GPGV, GRBaV, GRLDaV acisindan temiz
bulunmustur. Tekirdag orneklerinin RT-PCR analizleri sonucunda kismi kilif protein
genini ¢ogaltan 411 bp, kismi hareketlilik protein genini ¢ogaltan 302 bp ve replikaz
genini ¢ogaltan 618 bp biiyiikliiglinde PCR amlikonlar1 elde edilmistir. Bu {irlinlere
dogrudan iki yonlii sekans analizi uygulandiginda her {i¢ gen boélgesinin de nukleotid
dizilimlerinin gen bankasinda kayitli farkli GPGV izolatlar ile yiiksek oranda homoloji
gosterdigi saptanmistir.

2016 , 54 sayfa
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ABSTRACT

MOLECULAR DETECTION and CHARACTERIZATION of NEW
EMERGING VIRUSES by PCR ANALYSIS in HATAY and TEKIRDAG
VINEYARDS

The improvements on the next generation sequencing or high-trough output
technologies allowed the discovery of several unknown viruses in plants and also in
grapevines. A new emerging grapevine disease identified as Grapevine pinot gris virus
(GPGV), Grapevine syrah virus 1 (GSyV-1), Grapevine red blotch-associated virus
(GRBaV) and Grapevine roditis leaf discoloration virus (GRLDaV). The aim of the
present study was to investigate the occurrence and characterization of these viruses in
Tekirdag and Hatay viticulture production areas by PCR and DNA sequencing analysis.
Totally 191 and 111 grapevine samples showing virus-like symptoms were collected
from Tekirdag and Hatay provinces, respectively. Among the tested samples GPGV
and GSyV-1 were detected in both local and imported cultivars by the infection rate of
43,62% and 17,07% in Tekirdag, respectively. . In Hatay provice, only GSyV-1 was
detected by the infection rate of 11% and all tested samples were found negative for
GPGV, GRBaV, GRLDaV. RT-PCR results showed that DNA fragments of 411 bp,
302 bp and 618 bp corresponding to the part of the coat protein (CP) gene, part of the
movement protein gene (MP) and 5° UTR and the N-terminus of the replicase gene of
GPGV were successfully amplified in Tekirdag samples, respectively. All PCR
products of GPGV were directly sequenced on both strands. All the nucleotide
sequences of CP, MP and 5° UTR and N-terminus of replicase genes shared the highest
sequence identity with different GPGV isolates deposited in genbank.

2016, 54 pages
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SEKILLER DiZiNi

Tekirdag ili bag alanlarinda gdzlenen viriis benzeri simptomlar. A-
Yapraklarda kiigiilme, bogum aralarinda kisalma ve seyrek dane
olusumu B- Meyvede gelisme bozuklugu ve yapraklarda klorotik
lekeler C- yapraklarda deformasyon ve klorotik lekeler D- Yelpaze
yaprak olusumu ve dane olusumunda diizensizlik...........c.cccoooiniiiniennnnnne
Kirmizi iiziim ¢esitlerinde yapraklarda kizarma ve gelisme geriligi.
A-B: Yapraklarda kizarma ve seyrek dane olusumu C-D: Yaprak
damarlarinda kizarmalar E: Bitkide gelisme geriligi F: Yaprakta
kirmizi beneKIENmMEIET .........ccueeiiiiiiiiiie e
Kalecik karas1 ¢esidinden RNeasy Qiagen ticari kit (Qigen Sci-
Almanya) kullanilarak izole edilen RNA’larin spektrofotometre
Olctimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, A.B.D)....coovviiiiiiiiiiiie
Antep karas1 ¢esidinden RNeasy Qiagen ticari kit (Qigen Sci-
Almanya) kullanilarak izole edilen RNA’larin spektrofotometre
6l¢iimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, A.B.D)...ccccovvvvviiiniiiiicieenn
Tekirdag ilinden toplanan ve g¢esidi bilnmeyen bir bag 6rneginden
DNeasy Qiagen ticari kit (Qigen Sci-Almanya) kullanilarak izole
edilen DNA’larin spektrofotometre  Ol¢timii (NanoDrop 2000c,
Thermo SCi, A.B.D) ..ot
Grapevine roditis leaf discoloration associated virus pozitif
kontrollerinin nictotin tampanuyla DNA izolasyonundan elde edilen
DNA’larin spektrofotometre olgtimii (NanoDrop 2000c, Thermo
Lol N =] 5 ) R
GRLDaV’nin PCR analizleri i¢in optimizasyon c¢aligmalari. M:
Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya), -K1,2:
Negatif kontrol; +KBQ:Qiagen yontemi ile pozitif kontrol olarak
kullanilan bitkiden izole edilen DNA; +KBN:Nikotin tamponu ile
pozitif kontrol olarak kullanilan bitkiden izole edilen DNA;
+KP:Pozitif kontrol olarak kullanilan plazmid DNA,; S: Su kontrol.........
Hatay ve Tekirdag illerinde farkli iiziim ¢esitlerinin Grapevine syrah
virus-1’tin kilif protein genini ¢ogaltan Sy5922-F/Sy6295R primeri
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu. M: Marker (SMO#383
MBI Fermentas GmbH, Almanya); 66, 75, 77, 85, 87, 98, 112, 119,
130, 126, 147: testlenen bitki ornekleri; S: Su kontrol; +K: Pozitif
KONEIOL ...
Hatay ili Antep karasi iizim ¢esidinin Grapevine syrah virus-1’iin
saptanmasinda kullanilan primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR
analiz sonucu. M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH,
Almanya); 75, 87, 98, 131, 137, 147, 119: testlenen bitki 6rnekleri,
S: Su kontrol; +K: Pozitif KOntrol...........cccooviiiiiiiii e
Hatay ili Antep karasi iizim g¢esidinin Grapevine syrah virus-Q
irkina spesifik primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz
sonucu. M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya);
75, 87, 98, , 132, 137, 147, 119: testlenen bitki ornekleri; S: Su
kontrol; +K: Pozitif KONtrol ...
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Hatay ili bag ornekleri Grapevine syrah virus-1’iin saptanmasinda
kullanilan primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu.
M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 93, 103,
169: testlenen bitki 6rnekleri; S: Su kontrol; 121: Pozitif kontrol.............
Hatay ili bag oOrnekleri Grapevine syrah virus-Q irkina spesifik
primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu. M: Marker
(SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 93, 103, 1609:
testlenen bitki 6rnekleri; S: Su kontrol; 119: Pozitif kontrol.....................
Tekirdag bag orneklerinin Grapevine pinot gris virus kilif protein
(CP) genini ¢ogaltan primer ¢ifti (GPG-6609F/GPG7020R)
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu. M: Marker (SMO#383
MBI Fermentas GmbH, Almanya); 139, 145, 138, 140, 146, 148,
150, 149, 152, 154, 155, 156, 157, 162, 165, 168, 169, 173, 174, 177,
190, 193, 194, 195, 196, 200, 201, 202, 203, 205, 206: testlenen bitki
ornekleri; +K: Pozitif kontrol, S: Su Kontrol, ...........cccoeeiviiiiiiine e,
Tekirdag bag orneklerinin Grapevine pinot gris virus hareketlilik
protein (MP) genini ¢ogaltan primer ¢ifti (GPG-5637F/GPG-5939R)
kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu. M: Marker (SMO#383
MBI Fermentas GmbH, Almanya); 139, 141, 149, 152, 158, 165,
169, 173, 180, 191, 195, 202: testlenen bitki ornekleri; +K: Pozitif
KONtrol, S: SU KONEIOL......cvoiiiiiicce s
Tekirdag bag orneklerinin Grapevine pinot gris virus replikaz (REP)
genini ¢ogaltan primer c¢ifti (GPG-14F/GPG-632R) kullanilarak
yapilan RT-PCR analiz sonucu. M: Marker (SMO#383 MBI
Fermentas GmbH, Almanya); 139, 141, 145, 149, 152, 158, 162,
165, 171, 177, 232, 235: testlenen bitki Ornekleri; +K: Pozitif
KONtrol, S: SUKONTIOL.........ooiiiieiie e
hatay bag orneklerinin Grapevine pinot gris virus kilif protein (CP)
genini ¢ogaltan primer ¢ifti (GPG-6609F/GPG7020R) kullanilarak
yapilan RT-PCR analiz sonucu. M: Marker (SMO#383 MBI
Fermentas GmbH, Almanya); 175, 176, 177, 178, 179, 180, 81, 182,
183, 184, 185, 186, 187, 188, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198,
122, 123, 124, 125 : testlenen bitki 6rnekleri; +K: Pozitif kontrol, S:
SUKONIOL. ...
Hatay ili baglarindan toplanan &rneklerin Grapevine roditis leaf
discolaration associated virus 'ne kars1 Badna-R-Up ve Badna-R-Do
primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR analizlerinin elektroforez jel
gorlintlisi. M:  Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH,
Almanya); 64, 65, 66, 68, 69,70, 72, 73, 74, 77, 79, 82, 87, 85, 90,
93, 98, 103, 112, 128,133, 141, 153: testlenen bitki ornekleri; +K:
Pozitif Kontrol, S: SU KONEIOL ........coocveieee e
Tekirdag ili baglarindan toplanan Srneklerin Grapevine roditis leaf
discolaration associated virus ’ne kars1 Badna-R-Up ve Badna-R-Do
primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR analizlerinin elektroforez jel
gorlintiisii. M:  Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH,
Almanya); 64, 65, 66, 68, 69,70, 72, 73, 74, 77, 79, 82, 87, 85, 90,
93, 98, 103, 112, 128,133, 141, 153: testlenen bitki ornekleri; +K:
Pozitif kontrol, S: SuKONtrol ...
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Tekirdag ili baglarindan toplanan Orneklerin Grapevine redblotch
associated virus’ne karst GVGF1/GVGRI1 primer ¢ifti kullanilarak
yapilan PCR analizlerinin elektroforez jel goriintiisii. M: Marker
(SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya);118, 121, 139, 141,
143, 145, 149, 152, 158, 165, 171, 172, 177, 162, 165, 183, 190, 193,
196, 198,201, 202, 205: testlenen bitki 6rnekleri; 1/40, 1/100, 1/200:

Farkli oranlarda sulandirilmis pozitif kontrol, S:Su kontrol....................

Tekirdag ili baglarindan toplanan orneklerden izole edilen
DNA’larin  Grapevine redblotch associated viriis-kilif protein
(GRBaV-CP) primeri kullanilarak yapilan PCR sonucunun
elektroforez jel goriintiisii. M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas
GmbH, Almanya); 1-10, 1P, 2P, 186, 187, 188, 199, 211, 212, 213,

214: testlenen bitki 6rnekleri; S: Su kontrol, +K: pozitif kontol .............

Tekirdag ili baglarindan toplanan &rneklerden izole edilen
DNA’larin Grapevine redblotch associated virus-replikaz geni
(GRBaV-REP) primeri kullanilarak yapilan PCR sonucunun
elektroforez jel goriintiisii. M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas
GmbH, Almanya) ; 1-10, 1P, 2P, 186, 187, 188, 199, 211, 212, 213,

214: testlenen bitki 6rnekleri; -C: Su kontrol, +K: pozitif kontol ...........

GRBaV ve GRLDaV pozitif bitki kontrollerinden  modifiye
Mackenzie RNA eckstraksiyon yontemiyle izole edilen total
RNA’larin RT-PCR analizleri. M: Marker (SMO#383 MBI
Fermentas GmbH, Almanya); (CP+C: Grapevine red blotch
asosciated-coat protein pozitif, +c1/100: Grapevine red blotch
asosciated-coat protein 1/100 sulandirilmis pozitif, rep+c: Grapevine
red blotch asosciated-replikaz proteini pozitif, +c1/100: Grapevine
red blotch asosciated-replikaz proteini 1/100 sulandirilmis pozitif;
9-10: Tekirdag bag ornekleri; S: Su kontrol R11,R12:Grapevine

roditis leaf discoloration virus pozitif Kontrol) ...,

Grapevine pinot gris virus (GPGV)’nin Tekirdag orneklerinden
RT-PCR sonrasi pozitif bulunan 145 nolu palieri ¢esidinden
yapilan klonlama isleminde mavi ve beyaz koloni gelisimi
gostermistir.  GPGV-CP, GPGV-MP, GPGV-REP bdlgeleri igin

klonlanan orneklerdeki koloni olusumu ..........cceevveeiievieiieesie e

Grapevine pinot gris virus (GPGV)’nin Tekirdag orneklerinden
RT- PCR sonucu pozitif bulunan Shiraz ¢esitli 149 nolu 6rnekten
yapilan klonlama isleminde GPGV-CP, GPGV-MP, GPGV-REP

bolgelerinde olusan mavi ve beyaz koloni geligimi.........ccccoveevvrieniinnnnne

Grapevine pinot gris virus (GPGV)‘nin kilif protein geni (CP) (A)
ve hareketlilik geni (movement protein gene-MP) (B) sekans
dizilerinin Gen Bankasi1 (NCBI) veri tabaninda kayith bazi GPGV
izolatlarmin CP ve MP bolgesine ait niikleotit dizileri esas alinarak
olusturulan filogenetik aga¢. Filogenetik analizde, MEGA 6
yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi kullanilmigtir.
Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda
yiizde olarak gosterilmis ve % 50’ nin altindaki degerler agacta yer
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1.GIRIS

Bagcilik i¢in yerkiirenin en elverisli iklim kusagi iizerinde bulunan iilkemiz,
asmanin gen merkezi olmasinin yani sira son derece eski ve koklii bir bagcilik kiiltiiriine
de sahiptir. Kiiltiir asmasinin anavatani olarak tanimlanan iilkemizde bagcilik 6nemli bir
tarim kolu durumundadir. Anadolu'da bagcilik kiiltliriiniin tarihi olduk¢a eskidir.
Yapilan arkeolojik kazilardan Anadolu'da bagcilik kiiltiiriiniin M.O. 3000 yilma kadar
dayandig1 saptanmistir. Arkeolojik buluntulardan Anadolu'da Hititler zamaninda asma
ve sarabin biiyiik onem tasidigi, M.O. 1800-1550 yillarinda bagciligin ¢ok gelismis
oldugu, dini merasimlerde ve sosyal yasantida iizim ve sarabin tanrilara adak olarak
sunuldugu kaydedilmektedir. Tarih boyunca Anadolu'da elde edilen iiziimler cogunlukla
kuru ve yas olarak tiiketilmig, bir kismi1 da pekmez, pestil ve lokum seklinde
degerlendirilmistir (Oraman, 1965).

TUIK istatistiklerine gore iiziim iiretimi agisindan iilkemizin son bes yillik iiretimi
incelendiginde 2015 yilinda iilkemiz bag alanlarinda ve iiretimde gerilemenin oldugu
gozlenmektedir (Cizelge 1.1). Bu ¢alisma kapsaminda 6rnekleme yapilan Hatay ilinde
sofralik ve saraplik 51.595 dekar ekili bag alan1 bulunmakta olup yillik tliretim 49.482
ton iken Tekirdag ilinde sofralik ve saraplik toplam 37.679 dekar ekili bag alan
bulunmaktadir ve 35.817 ton iiretim ile bu iki il llkemiz bagciligima 6nemli katki

saglamaktadir (Anonim, 2015).

Cizelge 1.1. Tirkiye’de son alt1 yildaki bag alanlar1 (da) ve iizlim iiretimi (ton)

YILLAR Alan(da) URETIM (ton)

Toplam Sofralik Kurutmalik  Saraplik
2010 4.777.856 4.255.000 2.249.530 1.543.962 461.508
2011 4.725.454 4.296.351 2.268.967 1.562.064 465.320
2012 4.622.959 4234305 2.219.813 1.613.833 400.659
2013 4.687.922 4.011.409 2.132.602 1.423.578 455.229
2014 4.670.929 4175356 2.166.749 1.563.480 445127
2015 4.619.557 365.000 1.891.910 1.334.563 423.527




Diinya bagcihiginda Italya, Fransa, ABD ve Ispanya’dan sonra iiretimde besinci
siray1 alan iilkemizde {izim, sofralik ve kurutmalik olarak i¢ tiiketim ve dis satimda
onemli rol alirken diger kullanimlar disinda sarapgilik da son yillarda 6nemli gelismeler
gostermeye baslamistir. Diger tlim iirlinlerde oldugu gibi bag yetistiriciligini de tehdit
eden 6nemli zararli ve hastaliklar mevcuttur. Bu etmenler arasinda o6zellikle hiicre
icinde yasayan enfektiydz organizmalar (viriisler, viroidler, sadece floem ve ksilemde
bulunan prokaryotlar) goze carpmakta ve bitkilerin yasam kalitesini azaltarak verimde
azalmalara neden olmaktadir.

Gilintimiizde baglar1 enfekte eden 62 kadar viriis saptanmistir (Martelli, 2010). Bu
viriislerin hemen hemen yaris1 Nepovirus, Sadwavirus, Closterovirus, Ampelovirus,
Vitivirus, Maculavirus ve Foveavirus cinsine ait viruslerdir. Bu virusler tarafindan
neden olunan 22 adet hastalik bilinmektedir ve bunlardan sadece bir ka¢i ekonomik
anlamda zarar yapmaktadir. Bu hastaliklar olugturduklar1 belirtilere ve etmenlerine gore
farkli gruplarda incelenmektedir. Baglarda ekonomik anlamda zarar veren bazi viriisler

Cizelge 1. 2°de verilmistir.

Cizelge 1.2. Baglarda ekonomik olarak 6nemli zarar yapan viriisler

Grapevine fanleaf virus (GFLV) Arabis mosaic virus (ArMV),

Grapevine leafroll associated virus Artichoke italian latent virus

(GLRaV) (AILV)

Tomato black ringspot virus (TorRSV) Strawberry latent ringspot virus
(SLRSV)

Raspberry ringspot virus (RpRSV) Peach rosette mosaic virus
(PRMV)

Grapevine fleck virus (GfKV) Tomato black ring virus (TBRV)

Tomato ringspot virus (TRSV) Blueberry latent mottle virus
(BLMV)

Grapevine bulgarian latent virus (GBLV) Grapevine crome latent virus
(GCMV)

Grapvine stem pitting virus [Ruggose wood complex (Rupestris stem pitting,
Corky bark kober stem grooving, LN 33 stem grooving) Grapevine virus A
(GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine virus C (GVC), Grapevine virus
D (GVD)]

Bilinen bu viriislerin yani sira diinya bag alanlarina son yillarda giris yapmis olan

ve tanimlanmig bazi yeni viriisler bulunmaktadir. Bu viriisler, Grapevine syrah virus 1



(GSyV-1), Grapevine Red blotch associated virus (GRBaV), Grapevine pinot gris virus
(GPGV) ve Grapevine roditis leaf discoloration associated virus (GRLDaV)’dur. Bu
etmenlerden GSyV-1, ilk kez 2009 yilinda ABD de iki farkli arastiric1 grubu tarafindan
tamimlanmistir. Bu gruplardan birisi siraz liziim gesidinde (Syrah ) Grapevine syrah
virus-1 (GSyV-1) digeri ise yabani asmalarda Grapevine virus Q (GVQ) olarak
adlandirilan iki farkli virlisin varligmi bildirmistir (Al Rwahnih ve ark., 2009;
Sabanadzovic ve ark., 2009). Tespit edilen bu yeni viriislerden ilki ‘Grapevine syrah
virus-1’ olarak adlandirimis ve Tymoviridae familyasi Marafaivirus cinsi igine dahil
edilmistir. Bu viriis 2010 yilinda $ili, 2015 yilinda ise Orta Avrupa iilkelerinden
Slovakya ve Cek Cumbhuriyeti’nde saptanmistir (Glasa ve ark., 2015). GRBaV’nin
neden oldugu “bag kirmizi beneklenme hastaligi (red blotch disease)” ise 2008 yilindan
beri Kuzey Amerika bag alanlarinda goriilmektedir. Bununla birlikte hastalifa neden
olan viriisiin tanimlanmasi ve adlandirilmasi 2012 yilinda sonuglandirilarak etmen viriis
Geminiviridae familyasina dahil edilmis ve Grapevine red blotch-associated
virus (GRBaV) olarak adlandirilmistir (Rwahnih ve ark., 2012b). Bu viriisiin en yaygin
tespit edildigi kirmizi liziim c¢esitleri Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, Malbec,
Merlot, Mourvédre, Petite Sirah, Petit Verdot, Pinot Noir ve Zinfandel; beyaz ¢esitler ise
Chardonnay, Riesling, Semillon ve Viognier’dir GRBaV, ABD ve Kanada’da
koleksiyon baglari, damizlik bloklar, fidanliklar ve ticari baglarda tespit edilmistir
(EPPO, 2015). Grapevine pinot gris virus (GPGV), yeni nesil sekans analiz yonteminin
bitki virolojisi alaninda yogun olarak kullanilmaya baslamas: ile birlikte ilk kez 2012
yilinda saptanmis yeni bir viriistiir. GPGV’nin Italya izolatinin tiim genom sekans
analizi yapilmis ve bu viriisiin Trichovirus cinsine giren Grapevine berry inner necrosis
virus (GINV) ile ¢cok yakin akraba oldugu bildirilmistir (Giampetruzzi ve ark., 2012).
Avrupa’da cogunlukla saraplik {iziim c¢esitlerinde saptanan bu virlis su ana degin
Avrupa disinda sadece Kore’de iiziim salkimlarinda nekrozlar seklinde simptom
olusturan sofralik “Tamnara” iiziim cesidinde saptanmustir (Cho ve ark., 2013). Ilk kez
Kuzey Italya’da Pinot gris iiziim ¢esidinde saptandig1 i¢in bu isimle anilmaktadir. Son
iki y1l i¢inde ise Kore (Cho ve ark., 2013), Slovenya (Plesko ve ark., 2014), Slovakya ve
Cek Cumhuriyeti’nde (Glasa ve ark., 2014) ve Fransa’da (Beuve ve ark., 2015)
saptanmustir. 1980’11 yillarin baslarinda Yunanistan’da “Roditis” ve “Savastiano” iiziim

cesitlerinde ‘Roditis leaf discoloration (RLD)’ olarak adlandirilan bir hastalik gozlenmis



ve bu hastaliktan sorumlu virus 2015 yilinda tanimlanarak Grapevine roditis leaf
discoloration associated virus (GRLDaV) olarak adlandirilmistir (Maliogka ve ark.,
2016).

Ulkemizde bag alanlarmin birgok viriisle bulasik oldugu farkli arastirma gruplar
tarafindan bildirilmistir. Bag alanlarimizda virlislerin belirlenmesi i¢in yapilan bazi
bolgesel survey calismalarinda biyolojik indeksleme ve serolojik yontemler kullanilarak
Grapevine leafroll associated virus (GLRaV), Grapevine fanleaf virus (GFLV),
Grapevine fleck virus (GfKV), Arabis mosaic virus (ArMV), Strawberry latent ringspot
virus (SLRSV), Grapevine virus A, Tomato black ring virus (TBRV) saptanmistir
(Martelli, 1987; Giirsoy, 1988; Ozaslan ve ark., 1993; Akbas ve Erdiller, 1993; Azeri
ve Cicek, 1995; Yilmaz, 1997; Caglayan, 1997; K&klii ve ark., 1998; Ozarslan, 1998;
Cigsar ve ark., 2002; Akbas ve ark., 2007; Buzkan ve ark. 2010; Kaya ve Erilmez 2012;
Sertkaya ve ark. 2008). Ulkemizde molekiiler tan1 yontemleri kullanilarak yapilan tani
caligmalart son yillarda baslamis olup (Buzkan ve ark., 2010; Kaya ve Erilmez., 2012)
tilkemize yeni giris yapan viriis hastaliklar ile ilgili ilk ¢aligmalar bu tez kapsaminda
planlanmistir. Bu ¢alismanin amaci Grapevine syrah virus 1 (GSyV-1), Red blotch
associated virus (GRBaV), Grapevine pinot gris virus (GPGV), Grapevine roditis leaf
discoloration virus (GRLDaV) gibi son yillarda bag alanlarmma giris yapan yeni
virtislerin Hatay ve Tekirdag ili bag alanlarindaki yayginlik durumunun PCR analizleri

ile belirlenmesi ve tespit edilen viriislerin molekiiler karakterizasyonunun yapilmasidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Ulkemiz, bag yetistiriciliginde diinyanin énde giden iilkeleri arasinda yer almakta
olup, son yillarda tanimlanan yeni viral etmenlerle ilgili iilkemizde yaymlanmis bir
calisma bulunmaktadir.

Syrah  Decline (SD) hastaligi ilk kez Fransa’da 1993 yilinda saptanmistir
(Renault-Spilmont Boursiquot, 2003). Bu hastaligin baz1 iiziim ¢esitlerinde latent
symptom olusturdugu, asi goézleri ve unlu bit (Planococcus spp.) ile duyarli bag
cesitlerine tasmabildigi bildirilmistir (Goszczynski ve Jooste, 2003). Bu hastalik
ilerleyen yillarda ABD (Battany ve ark., 2004), Avusturalya (Habili ve ark., 2006),
Giiney Afrika (Goszczynski, 2007) ve Ispanya’da (Gramaje ve ark., 2009) tespit
edilmistir. Kaliforniya baglarinda 2004 yilinda tespit edilen ve SD oldugu diisiiniilen
hastalik  belirtileri as1  noktasinda siskinlik, odun dokusunda kirilganlik ve
cukurlagsmalar, yapraklarda kizarma, kavrulma ve geriye dogru oliim olarak
tanimlanmistir. Simptom gosteren bag cubuklarindan alinan enine kesitlerde floem ve
kambiyum dokularinda asir1 gelisme ve lastiksi bir goriiniimde olan siirgilinlerde
yeterince lignin olusturmadig1 goriilmistiir (Goussard ve Bakker, 2006). Bu belirtiler
Fransa’da tespit edilenlerle benzerlik gostermesine karsin ayni hastaliklar olmadigi
bildirilmistir. Fransa’da SD belirtileri gosteren baglarda bu simptomlarla iligkili hi¢ bir
patojen tespit edilememistir. Ispanya’da bazi fungal patojenler de SD ile iliskili
bulunmustur. (Gramaje ve ark., 2009). 2009 yilinda ABD de iki farkli arastirict grubu
tarafindan tanimlanan ve bu gruplardan birisi Shiraz {iziim ¢esidinde (Syrah) Grapevine
syrah virus-1 (GSyV-1) digeri ise yabani asmalarda Grapevine virus Q (GVQ) olarak
adlandirilan iki farkli virlisiin varligmi bildirmistir (Al Rwahnih ve ark., 2009;
Sabanadzovic ve ark., 2009). ABD’de geriye oliim belirtileri gosteren siraz iiziim
cesitlerinde simptomlardan sorumlu virusleri tespit edebilmek amaciyla yiiriitiilen
NGS(Next Generation Sekuencing - Yeni sekans analizleri) analizleri sonucunda 7
farkli RNA genomu tespit edilerek 4 tanesinin virus, 3 tanesinin de viroid genomu
oldugu bildirilmistir (Al Rwahnih ve ark., 2009). Hastalik simptomlar1 ile iliskili
bulunan viriislerden iki tanesi 6nceden bildirilmis olan Grapevine rupestris stem-pitting
associated virus (GRSPaV) ve Grapevine rupestris vein-feathering virus (GRVFV)

olarak belirlenmis ve {iglincli virlisiin ise yeni bir virlis oldugu, GRVFV ile yakin



homoloji gosterdigi bildirilmis ve gecici olarak Grapevine Syrah virus 1 (GSyV-1)
olarak adlandirilmistir. Gliney Afrika’ da SD belirtileri gosteren Siraz liziim g¢esitlerinde
Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) ve Grapevine virus A (GVA) da
saptanmustir (Prosser ve ark., 2007; Goszczynski, 2007; Maree ve ark., 2008).

Grapevine red blotch- associated virus (GRBaV) son zamanlarda tespit edilen bir
viral patojendir. (Krenz ve ark., 2012). Bu kiiresel sekilli DNA viriisiiniin “red blotch
(kirmiz1 benek)” hastaligi ile iliskili oldugu gortilmustiir (Al Rwahnih ve ark., 2013).
Red blotch hastaligi ilk kez 2008 yilinda ABD’de Cabernet Sauvignon gesidinde
gozlenmis ve “yaprak kivirciklik” hastaligina benzetilmis ancak simptomlu bitkilerin
hi¢ birisinden GLRaV grubuna ait viriisler tespit edilememistir (Al Rwahnih ve ark.,
2013). Simptomlu 6rneklerin dsRNA’lar1 kullanilarak yapilan sekans NGS analizlerinde
onceden bilinmeyen ve Geminiviridae familyasinin tiyelerine ¢ok yakindan benzeyen
monopartit bir sSDNA viromu tespit edilmistir. Yeni saptanan bu viriise Grapevine red
blotch-associated virus adi verilmistir (Al Rwahnih ve ark., 2012a). GRBaV’nin Kuzey
Amerika’da Vitis tiirlerinde meyve olgunlasmasinda gecikme, meyve suyunun sekerinde
azalma ve yaprak kivircikligina  benzer belirtiler gosterdigi  bildirilmektedir
(Sudarshana ve ark., 2015). Bugiine kadar GRBaV Kuzey Amerika disinda sadece
higbir iilkede tespit edilememistir.

Grapevine pinot gris virus (GPGV) NGS analiz yonteminin bitki virolojisinde
kullanilmaya baslanmasiyla ilk kez 2012 yilinda saptanmistir. Ik kez Kuzey italya’da
Pinot gris iiziim ¢esidinde saptandigi i¢in bu isimle anilmaktadir (Giampetruzzi ve ark.,
2012). Italya’da sekans analizi yapilan GPGV izolatinin ve bu viriisiin Trichovirus
cinsine giren Grapevine berry inner necrosis virus (GINV) ile ¢ok yakin akraba oldugu
bildirilmistir (Giampetruzzi ve ark., 2012). Avrupa’da c¢ogunlukla saraplik iiziim
cesitlerinde saptanan bu virus su ana degin Avrupa disinda sadece Kore’de {iziim
salkimlarinda nekroz seklinde simptom olusturan sofralik “Tamnara” {iziim ¢esidinde
saptanmistir (Cho ve ark., 2013). Kore’de GPGV enfekteli omcalarda sadece iiziim
danelerinde GINV simptomlarina benzer sekilde nekrotik alanlara rastlanmis, yaprak ve
stirgiinlerde ise beneklenme, nekroz ve deformasyonlar gozlenmemistir (Cho ve ark.,
2013). Son iki y1l i¢cinde ise Kore (Cho ve ark., 2013), Slovenya (Plesko ve ark., 2014),
Slovakya ve Cek Cumhuriyeti'nde (Glasa ve ark., 2014) saptanmistir. Avrupa
iilkelerinde GPGV daha c¢ok Pinot gris, Chardonnay, Traminer, Pinot noir, Black



Magic, Supernova, Glera, Sauvignonasse ve Muscat blanc liziim gesitlerinde bazen
klorotik beneklenme ve bodurlagsma seklinde goriiliirken bazen de latent enfeksiyonlar
seklinde bildirilmistir (Malossini ve ark., 2012; Raiola ve ark., 2013; Morelli ve ark.,
2014; Plesko ve ark., 2014). GPGV Slovakya izolatlarindan kaydedilen genom sekans
analizleri ltalya izolati ile kiyaslandifinda benzerlik gosterdigi ve yakin akraba
olduklar tespit edilmistir (Glasa ve ark., 2014). Grapevine pinot gris virus (GPGV),
Avrupa ve Kore’de Vitis vinifera L.,’da beneklenme ve deformasyon igeren bir
Thricovirus (Betaflexiviridae) olarak bildirilmistir (Martelli, 2014). Gazel ve ark.
(2014) Tekirdag ili bag alanlarindan toplanan 60 6rnegi  Grapevine pinot gris virus
(GPGV)’ye karsi RT-PCR ile testlediklerinde 22 06rnegi GPGYV ile enfekteli
bulmuslar ve bu 6n bulgular bu tezin planlanmasina vesile olmustur. GPGV ile enfekteli
bulunan simptomlu ve simptomsuz bag orneklerinin hareket proteini ve kilif proteini
(MP/CP) ile replikaz geninin RNA’ya bagli RNA polimeraz (RdRp) genomik
bolgelerinin taranmasi sonucu viriilent ve latent varyantlar1 belirleyen iki farkli genetik
grup saptanmustir (Salderelli ve ark., 2015).

Baglarda hastaliga neden olan DNA viriisleri iceresinde GRLDaV nin neden
oldugu hastalik, 1980’1 yillarin basinda Yunanistan'da gbézlenmis olup ozellikle iki
cesitteki (Roditis ve Savastiano) yapraklarda belirgin renk kayiplari nedeniyle “Roditis
leaf discoloration (RLD)” hastalig1 olarak isimlendirilmistir. RLD hastaliginin 6zellikle
sonbahar doneminde gen¢ asma yapraklarinda sararma ya da renk kirilmasi ve
deformasyon seklinde simptomlar verdigi ve o6zellikle de tliziimlerde verim ve kaliteyi
diistirdiigii bildirilmistir (Rumbos ve Avgelis, 1989). Hastalik simptomlar1 Vitis
vinifera cv Mission’ iistiine asilama yoluyla ¢ogaltilmistir. Enfekteli baglarda bilinen
viriislerin serolojisi saptanmis olsada RLD bulunamamistir (Avgelis ve Rumbos, 1990;
Avgelis ve ark., 2006; Rumbos ve Avgelis, 1993). GLRDaV baglarda tanimlanan
Geminivirus ile iliskili red blotch ve vein clearing takip eden ti¢lincii DNA virtistidiir
(Al Rwahnih ve ark., 2013). Son yillarda NGS teknolojisinin kullanilmasiyla yeni viral
ajanlarin  varligim1 agiklamak ve bilinmeyen bulasict hastaliklarin  etiyolojisini
belirlenmesi kolaylasmistir (Al Rwahnih ve ark., 2013; Giampetruzzi ve ark., 2012;
Zhang ve ark., 2011). 2015 yilina kadar etmeni ve etiyolojisi tam olarak bilinmeyen bu
hastaligin yeni bir ¢alisma ile etmeni saptanmis ve Grapevine roditis leaf discoloration-

associated virus olarak adlandirilmigtir. Yaklasik 6988 niikleotid uzunlugunda olan yeni



bir DNA viriisii oldugu bildirilmis olup viral genomun 4 farkli agik okuma g¢ergevesi
(open reading frame:ORF) igerdigi ve bu virlisiin de incir badnaviriis 1 (Fig bandavirus
1) ile yiiksek oranda homoloji gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica yapilan arazi
caligmalarinda bu virus sadece Roditis ve Savastiano c¢esitlerinde degil farkli gesit ve
simptomsuz Ornekler olmak iizere %36 gibi yaygin bir oranda tespit edildigi
bildirilmigtir GRLDaV’nin tespiti ile ilgili ¢calismalarda gelisme geriligi, yapraklarda

deformasyon ve anormal renklenmeler gozlenmistir (Maliogka ve ark., 2015).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Arazi Calismalari ve Ornekleme

Arazi ¢aligmalar1 Hatay ve Tekirdag illerinde yogun olarak bagciligin yapildigi
ilgelerde yiiriitilmistiir. Virlis benzeri belirti gosteren Antep karasi, Chardonnay,
Shiraz, Zinfandel, Palieri, Alicante bouchet, Dimyat, Kalecik karasi, Pinot noir,
Cavus, Hambug misketi, Gamay, Alphonse, Bogazkere, Zevik, Razak, Narince,
Merlot, Michel palieri, Lival, Karasakiz 17, Cinsout, Paraz karasi, Cinar tizimi
34-10, 8-11 Tiryaki, Ada karasi gibi yerli ve yabanci sofralik ve saraplik iiziim
cesitlerinden Ornekler toplanmistir. Survey calismalar1 2014 ve 2015 yili ilkbahar ve
sonbahar donemlerinde yiiriitiilmiis, simptomlar kaydedilerek her bir omcanin dort
farkli yerinden 10-15 cm uzunlugunda siirgin ornekleri alinarak uygun kosullarda
laboratuvara getirilmis ve testleninceye kadar +4 °C’de saklanmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda Hatay ilinden toplam 111 Tekirdag ilinden ise 191 6rnek toplanmustir.
Ornekler kayit altina alnarak simptomolojik agidan karakteristik olanlar

numaralandirilarak fotograflanmistir.

3.2. Molekiiler Calismalar

3.2.1. Bag Orneklerinden Niikleik Asit (NA) izolasyonu

Baglardan toplanan 6rneklerden RNA izolasyonu i¢in Qiagen RNeasy plant mini
kiti kullanilmistir. RNA ekstraksiyon kiti firma onerisine gore ve MacKenzie ve ark
(1997)’nin 6nerdigi modifiye yonteme gore kullanilmistir. GRBaV’nin ve GRLDaV”’
nin DNA viriisii olmast nedeniyle ayni orneklerden DNA izolasyonu Qiagen DNA
plant mini kiti kullanilarak yapilmistir. NA izolasyonlarinda ilkbahar déneminde
yapraklar, sonbahar ve kis doneminde ise siirgiinlerden hazirlanan floem kazintilari
kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak GSyV1 ve GRLDaV i¢in enfekteli bitki ve plasmid
DNA’lar1 Dr. V. Maliogka’dan (Aristotales Universitesi, Selanik-Yunanistan), GRBaV
icin Dr. M. Rwahnih’den (Kaliforniya Universitesi-ABD), GPGV i¢in ise Dr. M.
Glasa’dan (SAVBA-Viroloji Enstitiisii, Slovakya) temin edilmistir. Her bir bitki



materyalinden 0,5 g ornek sivi azot iginde ezildikten sonra izole edilen RNA ve

DNA’lar PCR calismalarinda kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

3.2.1.1. Qiagen RNA Ekstraksiyon Kiti ile modifiye Mackenzie yontemiyle RNA

izolasyonu

Ornekler s1v1 azot ile ezildikten sonra ezilen dokudan 0,5 g almip Mackenzie
ektraksyon tampon ¢ozeltisi eklenmis, ezilmis ve 6rnekler 1,5 ml’lik ependorf
tiiplere aktarilmistir.

Bu orneklerin tizerine 150 pl %20’lik sarkozyl eklenmis ve hafifge
karigtirilmistir.

70°C’de 10 dk ara ara karigtirilarak inkiibe edilmistir.

14.000 rpm’ de 5 dk santrifiij yapilmistir.

Siv1 kisim pellet hareket ettirilmeden 2 pl’lik toplama tiipline yerlestirilmis
Q/Ashredder spin kolon’a alinmistir.

14.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmistir.

Sivi kisim ependorf tiiplere alinarak ve tizerine 0,5 hacim %96‘lik alkol
eklenmis ve pipetle karstirilmistir.

Karigimdan 650 pl alinarak RNaesy mini spin kolona (pembe renkli) alinmigtir.
10.000 rpm‘de 2 dk santrifiij yapilmistir. S1vi kisim atilarak, arta kalan karsimla
islem tekrarlanmastir.

RNaesy mini spin kolonlar yeni ependorf tiiplere yerlestirilerek tizerine 700 pl
RW1 buffer eklenmisitr.

10.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilarak sivi kisim atilmustir.

RNaesy mini spin kolonlar yeni tiiplere yerlestirilerek lizerine 500 pul RPE
buffer eklenerek ve 10.000 2 dk santrifiij yapilmistir. Bu islem iki kez
tekrarlanmistir.

Kolona 40 pl RNase ari su eklenerek 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis
ve RNA -80 °C’de saklanmustir.
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3.2.1.2 Qiagen DNA Ekstraksiyon Kiti ve Nikotin tamponu ile Modifiye DNA
izolasyonu

Qiagen DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak yapilan DNA izolasyonunda daha iyi
kalitede ve konsatrasyonda DNA elde etmek i¢in ya dogrudan ticari kit protokolii ve

Nikotin tampon ¢ozeltisi (Martin, R., yaymlanmamis veriler) kullanilarak bitkiler

ezilmig ve devaminda kit protokoliiniin asamalar1 takip edilmistir.

e Ornekler <100 mg yas agirlik veya < 20 mg liyofilize doku ezilmistir .

e Kit protokolii uygulamasinda, siv1 azotta pargalanmis olan bitki 6rnekleri 400 pl AP1
tamponu ile, Nikotin tamponu kullanildiginda ise 400 pl Nikotin tamponu
kullanilarak ezilmis diger asamalar ise Qiagen DNA plant mini kit protokoliine gore
uygulanmustir.

e Ekstrakte edilen ornekler ependorf tiiplere bosaltilmis ve iizerine 4 pl RNase
eklenerek vortekslenmistir.

NOT: Gerek APl gerekse Nikotin tampon ile RNase, kullanilmadan Once
karistirllmamalidir.

e 65° C’ de 30-40 dakika inkiibe edilmis ve inkiibasyon sirasinda 2-3 kez tiipler ters
diiz edilmistir.

e Her bir tiipe P3 tampon ¢ozeltisinden 130 pl eklenerek karistirilmis ve buz iizerinde
10 dk inkiibe edilmistir.

NOT: Lysate 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmelidir.

e Lysate Q/Ashredder spin kolonuna pipet ile aktarilip 14.000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edilmistir.

e Sivi kisim pellet hareket ettirilmeden yeni bir tiipe aktarilarak 1,5 hacim AW1
tamponu eklenmis ve pipetleme yapilarak karistirilmigtir.

e 2 ml koleksiyon tiipiine yerlestirilen DNeasy mini spin kolonuna 650 pl karigim
aktarilip 2 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edilmis ve sivi kisim atilmistir. Bu adim
arta kalan 6rnek ile devam edilmistir.

e DNeasy mini spin kolonu 2 mI’lik koleksiyon tiipiine aktarilip iizerine 500ul AW2
tamponu eklenerek 2 dakika 8.000 rpm’de santrifiijlenmis ve s1vi kisim atilmigtir.

e Ayni kolonlara 500 pI AW2 tamponu eklenerek 3 dakika 14.000 rpm’de santrifiij

edilmistir.
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NOT: Kolonun sivi kisimla temas etmemesi i¢in spin kolonu koleksiyon tiipiinden
dikkatlice ¢ikarilmalidir. Spin kolonu 1,5 veya 2 ml’lik ependorf tiiplere taginmustir.

e Her bir kolona 25 pl AE tamponu eklenmis, oda sicakliginda 20-30 dakika
bekletilmistir. 8.000 rpm’de 3 dakika santririij edilerek ayn1 islem iki kez tekrarlanmis
ve elde edilen DNA’lar -80 °C’de saklanmustir.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR) Analizleri

3.2.2.1. Reverse Transkripsiyon (RT; Reverse Transcription)

RNA viriislerinin PCR ile testlenmesinde ilk asamada, RNA’lardan ¢cDNA elde
edilmistir. Her bir 6rnek i¢in 1 ul Random hexamer primer, 6,5 ul d2H>O ve 5 ul RNA
karisimi hazirlanarak PCR tiiplerine konulmustur. PCR cihazinda 94 °C’de 5 dakika ve
buz’da 5 dakika bekletildikten sonra her bir tiip igine 5XRT tamponundan (Fermatas) 4
ul, d2H20 2 ul, dNTP (10 mM) 0,5 ul ve RT enziminden 1 pl eklenmistir. Tiipler PCR
cihazinda 42 °C’de 1 saat 72 °C’de 10 dakika tutularak ve cDNA asamasi

tamamlanmustir.

3.2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyon

Grapevine pinot gris virus (GPGV), Grapevine syrah virus-1 (GSyV-1),
Grapevive roditis leaf discoloration associated virus (GRLDaV) ve Grapevine red-
blotch associated virus (GRBaV)’lerinin tespit edilmesinde kullanilan primer baz

dizileri. Cizelge 3.1. verilmistir.

Cizelge 3.1. Baglarda yeni tespit edilen viriislerin PCR analizlerinde kullanilan primer
ciftlerinin niikleotid dizilimleri ve baz biiyiikliikleri

Viriis Primer Adi Dizilim (5°-3”) Biiyiik- Referans
Adi liik(bp)
GSyv-1 DET-F CAAGCCATCCGTGCATCTGG 297 bp Al Rwahnih
DET-R GCCGATTTGGAACCCGATGG ve ark., 2009
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Cizelge 3.1. (Devam) Baglarda yeni tespit edilen viriislerin PCR analizlerinde
kullanilan primer  ¢iftlerinin niikleotid dizilimleri ve baz biiytikliikleri
Viriis Primer Adi Dizilim (5°-3”) Biiyiik- Referans
Adi liik(bp)
GVQ CP-F TCCCAGCTTCAGGGTGAATT 720 bp Sabanadzovic
CP-R GCATTGCTGCGCATTGGAGG ve ark., 2009
GSyV- 5922F CCAATGGGTCGCACTTGTTG 374 bp Glasa ve ark.,
CP 6295R ACTTCATGGTGGTGCCGGTC 2015
3F GTTATTCCAAGCTGTCCACT 1063 bp Al Rwahnih ve
R352 CACTAGAACTGCAGGAATCG ark., 2013
REP-for CAAGTCGTTGTAGATTGAGGACG
TATTGG 318 bp
GRBaV  REP-rev AGCCACACCTACACGCCTTGCTC
ATC Krenz ve ark.,
CP-for AGCGGAAGCATGATTGAGACAT 2014
TGACG 257 bp
CP-rev AACGTATGTCCACTTGCAGAAGC
CGC
Badna-R- GAAGGAATTGAATCTCCAGCAG  261bp Maliogka  ve
E Up CAGG ark., 2015
0—:' Badna-R- CTCTGCTACACCAAGTGATAGAT
© Do TGTT
GPG-CP ATTGCGGAGTTGCCTTCAAG 411 bp
6609F
GPG-CP CTGAGAAGCATTGTCCCATC
7020R Glasa ve
GPG-MP AATTGATCCCGTGTAGTGC 302 bp ark., 2014
GPGV 5637F
GPG-MP TCCGAGGACGATGAACCTC
5939R
GPG-REF AATTGATCCCGTGTAGTGC 618 bp
=
GPG-REF  TCCGAGGACGATGAACCTC
R

Grapevine pinot gris virus (GPGV)’iin PCR analizleri
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GPGV’nin RT-PCR analizlerinde hareketlilik geni (movement protein=MP), kilif
protein geni (coat protein=CP) ve replikaz genine (replicase=REP) spesifik primerler
kullanilmistir. Bu primerler i¢in PCR karisimi, 16,8 ul doH20, 2,5 pl 10XB, 2ul ANTP
(2,5 mM), 1,5 ul MgCl, (25 mM), viriise 6zgii 1 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul), 0,2
ul Tag-DNA polymerase ve 2 pl cDNA olacak sekilde hazirlanmistir. GPGV’nin CP ve
MP gen bolgeleri icin PCR dongiileri ayni olup PCR cihazi 1 dongii 94 °C’de 5 dakika;
35 dongii 94 °C’de 20 saniye, 55 °C’de 20 saniye, 72 °C’de 30 saniye ve 1 dongii 72
°C’de 10 dakika olarak programlanmistir. GPGV-REP bdlgesi i¢in; PCR 1 dongii 94
°C’de 5 dakika; 40 dongii 94 °C’de 1 dakika, 58 °C’de 2 dakika, 72 °C’de 3 dakika ve
1 dongii 72 °C’de 10 dakika olarak programlanmistir.

Grapevine syrah virus 1 (GSyV-1)’in PCR analizleri

PCR karisimi, 16,8 pl doH20, 2,5 ul 10XB, 2ul ANTP (2,5 mM), 1,5 ul MgCl2 (25
mM), viriise 6zgli 0,5 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul), 0,125 pl Taq-DNA
polymerase ve 2 pul cDNA olacak sekilde hazirlanmistir. PCR cihazinda 1 dongii 94
°C’de 5 dakika; 35 dongii 94 °C’de 30 saniye, 56 °C’de 20 saniye, 72 °C’de 30saniye
ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika olarak programlanmistir. Her ii¢ primer iginde ayni

karisim ve ayni dongiiler kullanilmistir.

Grapevine redblotch associated virus (GRBaV) un PCR Analizleri

DNA viriisii olan GRBaV 'nin PCR analizinde, Grapevine red-blotch associated
virus (GRBaV) genel tani primeri ile birlikte viriisiin kilif proteini ve replikaz genini
cogaltan primerler (GRBaV-CPfor-CPrev ve GRBaV-REPfor-REPrev) kullanilmistir.
GRBaV saptama (3F-R352) primer ¢ifti i¢in yapilan optimizasyon ¢aligmalarinda
pozitif kontrol olarak kullanilan bitki materyalinden izole edilen DNA’lar
sulandirilmadan ve 1/40 ve 1/100 oraninda sulandirilarak kullanilmistir. Kullanilan
primerlerle yapilan PCR analizlerinde 15,8 pl d2H20, 2,5 pl 10XB, 1,5 pul dNTP (2,5
mM), 2 ul MgCl (25 mM), 0,5 pl viriise 6zgii primer ¢ifti (her biri 20 pmol/ul), 0,2 ul
Tag-DNA polymerase (5 U/ul) ve 2 ul DNA karistmi hazirlanmistir. Karisim PCR
cihazinda 1 dongii 94 °C’de 30 sn; 35 dongii 92°C’de 30 sn, 55 °C’de 30 sn, 72 °C’de
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1dk, 1 dongii 72 °C’de 10 dk olarak programlanmistir. GRBaV-CP ve GRBaV-REP gen
bolgeleri icin Her bir 6rnekte 15,8 ul d2H20, 2 pl 10XB, 1,5 pl ANTP(2.5 mM), 1 pl
MgCl2 (25 mM), 0,5 pl viriise 6zgii li¢ primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul), 0,2 ul Tag-
DNA polymerase (5 U/ul) ve 2 ul DNA karisimi kullanilarak PCR yapilmistir. Karisim
PCR cihazinda 1 dongii 94 °C’de 30dk; 35 dongii 95°C’de 30 sn, 55 °C’de 30 sn, 72
°C’de 45sn, 1 dongii 72 °C’de 1 dk olarak programlanmustir.

Grapevine roditis leaf discoloration associated virus (GRLDaV)’iin PCR Analizleri

Bu viriisiin PCR ile testlenmesinde PCR karigimi; 17,8 pl d2H20, 2,5 ul 10XB,
0,5 ul ANTP (10 mM), 1 ul MgClz (25 mM), viriise 6zgii 0,5 pl primer ¢ifti (her biri 10
pmol/ul), 0,2 nul Tag-DNA polymerase ve 2 ul DNA olacak sekilde hazirlanmistir. PCR
cihazinda 1 dongii 94 °C’de 5 dakika; 35 dongii 94 °C’de 30 saniye, 55 °C’de 45 saniye,
72 °C’de 1 dakika ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika olarak programlanmastir.

3.2.3. PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi: Jel Elektroforez

RT-PCR ve PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi i¢in %]1°lik Agaroz jel elektroforez
islemi yapilmistir. 1 gr Agaroz, 100 ml 1x TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu igersinde
mikrodalga firinda ¢oziindiiriiliip tarak yerlestirilmis jel tepsisine diiz bir zemin
tizerinde 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 f{iriinleri jel ¢ukurlarina yliklenmistir.
Yiikleme tamamlandiktan sonra elektroforez gii¢ kaynag ile eloktroforez tankina 150
V’luk elektrik akimi 50 dakika siireyle uygulanmistir. Ethidium Bromid (EtBr) 0,5
ug/ml konsantrasyonda 100 ml suya karistirilmis ve jel bu karisim igerisinde 5-6 dakika
tutularak boyanmistir. Jel UV 1gikta goriintiilenip olugan bantlarin biiyiikliigline gore
sonuclar degerlendirilmistir. Testlenen viriislere karst Ornekler kullanilan pozitif
kontrollerle karsilastirilmis ve beklenen diizeyde bant olusturanlar pozitif,

olusturmayanlar negatif kabul edilerek jel goriintiileme cihazinda fotograflanmustir.
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3.2.4. GPGY icin Molekiiler Klonlama Calismalari

3.24.1. PCR ile Cogaltilan CP, MP ve REP Gen Bolgelerinin pGEM-T

Vektorlerine Klonlanmasi

PCR analizleri sonucu GPGV- CP, MP ve REP primerleri ile ¢ogaltilan PCR
rtinleri pGEM-T Easy vektoriine kit kullanim kilavuzu takip edilerek klonlanlama
calismalar1 yapilmistir. Bu amagcla ilk olarak elde edilen PCR iiriinleri DNA Clean /
Extraction Kiti (MinElute PCR Purification Kit) kullanilarak temizleme islemi

yapilmuistir.

DNA’nin saflastirilmasi asamalari;

1. 1 pl PCR iirlinii i¢in 5 pl PB buffer kullanilmis ve ependorf tiipe aktarilmistir.

2. PCR iirlinii+PB buffer karigimi spin kolona aktarilarak 2 dk santrifiij yapilmistir.

3. Alta ¢oken kisim dokiilerek spin kolona 750 pul PE buffer eklenmis ve 2 dk
santriflij yapilmustir.

4. Ikinci kez tekrar 2 dk santrifiij yapilarak alt ¢oken kisim dokiilmiis ve filitre
edildikten sonra ependorf tiipe aktarilmistir.

5. Uzerine 15 pl distile su (RNase free su ) ilave edilerek 1 dk bekletilmis ve daha

sonra 2 dk santrifiij yapilmustir.
3.2.4.2. pGEM —T Easy vektore klonlama islemi
Klonlama islemi i¢in “pGEM-T Easy vektor” klonlama protokolii kullanilmistir.
Buna gore saflastirilan PCR {riiniinden 3pl, 2x ligation buffer’ dan 5 pl, pGEM — T

Easy vektorden (50 ng) 1 ul, T4 DNA ligase (3 Weiss units/ul) 1 pl olacak sekilde

toplam 10 pl hacimde karisim hazirlanarak, +4 °C de 1 gece inkiibasyona birakilmistir.
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3.2.4.3. Transformasyon

Tranformasyon islemi i¢in hazirlanan ligasyon karistmindan 2pl alinarak 50 pl JM
109 Competent E.coli hiicreleri itizerine eklenerek karistirilmistir. Buz {izerinde 20
dakika bekletilen karisim daha sonra 1s1 soku igin 42 °C 50 — 55 saniye bekletilerek
tekrar buz lizerine alinmig ve 2 dakika da burada bekletilmistir. Siire sonunda oda
1s1sina getirilerek SOC karigimindan 950 ul eklenerek ve 37 °C’de 1,5 saat 150 rpm’de
inkiibasyona birakilmistir. Daha yiiksek koloni oranini elde etmek i¢in kitin dnerdigi
1.000 g’de 10 dakika santrifiij islemi yapilmis ve 200 pl SOC ile pelet pipetle ¢ekilerek
ampisilin+X-Gal+IPTG igeren agarlara yayilmistir ve 37 °C bir gece inkiibasyona

brrakilmstir.

3.2.4.4. Plasmid izolasyonu ve Klonlarin Analizi

Bir gece sonunda petrilerde tespit edilen beyaz renkli koloniler ampicilin igeren 2
ml sivi LB besiyerine aktarilarak ve 37 °C’de bir gece 150 rpm’de inkiibasyona
birakilmistir. Ertesi glin lireyen bakterilerden “Plazmid DNA saflagtirma kiti”
(GenElute Plasmid Minikrep Kit Sigma PLN-70) yardimiyla ekstraksiyon yapilmistir. 2
ul LB sivi ortaminda gelisen competent hiicreler alinarak 12.000 g de 1 dk santrifij
edilmistir. Santrifiij den sonra listte kalan sivi kisim dokiilerek ve pelet tizerine 200 pl
resuspansion+RNase soliisyonundan eklenereke vortekslendikten sonra iizerine 200 pl
Lysis soliisyonundan eklenerek ve ters diiz edilerek karistirilmistir. Karisimin iizerine
350 pl noétralizasyon soliisyonundan eklenerek ve ters diiz edilerek karistirilmistir.
Karigtirildiktan sonra 12.000 g de 10 dk santrifiij edilmistir. Karistm kolon filtrelere
aktarilmadan once filtreler 500 pl kolon hazirlik soliisyonuyla hazirlanmis ve karisim
kolon filtrelere aktarilarak 1 dk 12.000 g de santrifiij edilmistir. Filtrenin altinda kalan
kisim dokiilerek ve kontaminasyonlarin temizlenmesi amaciyla 50 pl yikama soliisyonu
eklenmis ve 1 dk 12.000 g de santrifiij edildikten sonra alt faz dokiilmiistiir. Kolon
filtrenin iizerine ikinci kez 500 pl yikama soliisyonu eklenerek  dk 12.000 g de
santrifiij edildikten sonra alt faz dokiilmiistiir. Spin kolon 1 dakika etanoliin
uzaklagtirilmasi i¢in kurumaya birakilmistir. Spin kolon yeni bir tiipe aktarilarak ve 100

ul “Elution soliisyonu” ilave edilmisitr. 1 dk 12.000 g de santrifiij edildikten sonra filtre
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atilmistir. Kompetent hiicrelere plazmitin transforme olup olmadigini belirlemek i¢in
PCR islemi yapilmistir. PCR karigimi; 16,8 ul d2H20, 2,5 ul 10XB, 0,5 ul dNTP (10
mM), 2 ul MgClz (25 mM), viriise 6zgii 0,5 ul primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul), 0,4 ul
Tag-DNA polymerase ve 2 pul DNA olacak sekilde hazirlanmistir. PCR cihazinda 1
dongii 94 °C’de 5 dakika; 35 dongii 94 °C’de 30 saniye, 55 °C’de 45 saniye, 72 °C’de 1
dakika ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika olarak programlanmuistir.

3.2.5 DNA Dizileme ve BLAST Analizi

RT-PCR analizleri ile pozitif sonug alinan GPGYV izolatlarindan bazilar1 secilerek
DNA sekans analizleri yapilmak iizere DNA dizileme yapan Ilontek, istanbul firmasima
gonderilmistir.. Firmanin gonderdigi baz dizilerinin analizi amaciyla BLAST (NCBI)

veritaban1 kullanilarak ve gen bankasinda kayitli DNA’lar ile karsilastirilmistir.

3.2.6. Filogenetik Analiz

Sekans analizi sonrasinda Clustal W (Thompson ve ark., 1994) programi
kullanilarak GPGV izolatlarina ait her iki yonde (forward ve reverse) elde edilen ham
sekans veriler1 kullanilarak diziler elde edilmistir. Bu diziler GenBankasi (NCBI;
National  Center  for  Biotechnology  Information) internet  sitesinden
(www.ncbi.nlm.nih.gov) indirilen diger GPGV izolatlarina ait sekans verileri ile
BLAST analizine tabi tutularak kiyaslanmistir. Ayrica, bu calismaya ait GPGV
izolatlarinin ve NCBI’ dan indirilen referans GPGV izolatinin niikleotit dizilerinin
Clustal W programi kullanilarak ¢oklu dizi hizalamasi1 yapilmistir. Daha sonra MEGA 6
(Tamura ve ark., 2013) yazilim1 kullanilarak genetik uzakliklar belirlenmis ve neighbor-

joining algoritmasina gore (Seitou ve Nei, 1987) filogenetik agag olusturulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arazi Calismalar

Hatay ilinin Kirikhan ve Hassa il¢elerindeki 11 bag alanindan Antep karas1 ¢esidi
olmak tizere 111 6rnek, Tekirdag ilinde bulunan bag alanlarindan Chardonnay, Siraz,
Zinfandel, Palieri, Alicante bouchet, Dimyat, Kalecik karasi, Pinot noir, Cavus,
Hambug misketi, Gamay, Alphonse, Bogazkere, Zevik, Razak, Narince, Merlot,
Michel palieri, Lival, Karasakiz 17, Cinsout, Paraz karasi, Cinar tiziimii 34-10, 8-11
Tiryaki, Ada karas1 ve ¢esit ismi bilinmeyen 191 bag 06rnegi toplanmis ve PCR
analizi yapilmistir.

Yapilan c¢alismalarda simptomolojik gozlemlere dayanarak ve simptom
gozlenmeyen baglardan ise tesadiifi olarak drnekler alinmistir. En yaygin gézlenen viriis
benzeri simptomlar yapraklarda mozaiklesme, beneklenme, kivrilma, yaprak
damarlarinda kizarmalar, yapraklarda kirmizi beneklenmeler ile omcanin ta¢ bolgesinde
genel kurumalar ve geriye dogru 6liim, as1 noktasinda siskinlik, bogum aralarinda
kisalmalar ve meyve olgunlasmasinin gecikmesi olarak gozlenmistir. Bag alanlarina
yeni giris yapan viriislerle hastalik belirtileri arasinda kesin bir korelasyon heniiz
saptanamamustir. Italya’da 2003 yilindan itibaren baglarda gozlenen bodurlasma,
yapraklarda mozaiklesme ve klorotik lekeler, yapraklarda deformasyon ve verim azlig
gibi belirtiler dnceleri trips zarari, bor noksanlig1 veya bilinen bazi viriis simptomlar ile
karistirtlmis ancak 2012 yilinda birisi simptomlu, digeri simptomsuz iki omcadan (cv.
Pinot gris) yapilan “Yeni nesil sekans (NGS)” analizleri sonucunda her iki ornekte de
yeni bir virlis saptanmig ve gecici olarak Grapevine pinot gris virus olarak
adlandirlmustir (Giampetruzzi ve ark., 2012). ilerleyen yillarda bu viriisiin iki farkl
genetik grubu belirlenmis ve birinci grubun simptomlara neden oldugu ikinci grubun ise
simptomsuz bitkilerde saptandigi bildirilmistir. Simptomsuz bitkilerden izole edilen
viriislerin hareketlilik proteinlerinde (MP) 6 adet ekstra aminoasit bulundugu
belirlenmis ancak bu farkliligin simptomlarla iliskisi konusunda kesin bir yargiya
varilmamistir (Habili, 2015). Bu tez kapsaminda testelenen bag orneklerinde GPGV
tespit edilen 6rneklerin bazilarinda Italya’dan bildirildigi gibi yapraklarda deformasyon,

klorotik lekeler ve verim azalmasi gozlenmis (Sekil 4.1) ancak bazi simptomsuz
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orneklerde de GPGV tespit edilmistir. Slovakya’da yapilan bir ¢alismada da GPGV ile
iligkili 6zel bir simptom saptanmamustir (Glasa ve ark., 2015). Bu ¢alisma kapsaminda
saptanan diger bir viriis de GSyV-1’dir ve bu virlis tamamen simptomsuz 6rneklerde
saptanmustir. Kaliforniya baglarinda 2004 yilinda tespit edilen ve “Syrah decline (SD)”
hastalig1 olarak tanimlanan as1 noktasinda siskinlik, odun dokusunda kirilganlik ve
cukurlagmalar, yapraklarda kizarma, kavrulma ve geriye dogru 6liim gibi belirtilerin
etmenleri arastirildiginda ABD’de iki farkli arastirict grubundan birisi Shiraz (Syrah )
tiziim ¢esidinde Grapevine syrah virus-1 (GSyV-1) diger grup ise yabani asmalarda
Grapevine virus Q (GVQ) olarak adlandirilan iki farkli viriisiin varligini1 bildirmistir
(Rwahnih ve ark., 2009; Sabanadzovic ve ark., 2009). ABD’de geriye 6liim belirtileri
gosteren siraz liziim cesitlerinde simptomlardan sorumlu viriisleri tespit edebilmek
amaciyla yiiriitiilen NGS analizleri sonucunda 7 farkli RNA genomu tespit edilerek 4
tanesinin viriis, 3 tanesinin de viroid genomu oldugu bildirilmistir (Al Rwahnih ve ark.,
2009). Hastalik simptomlari ile iliskili bulunan viriislerden bir tanesinin yeni bir viris
oldugu bildirilmis ve gegici olarak Grapevine syrah virus-1 (GSyV-1) olarak
adlandirilmistir. Giiney Afrika’ da SD belirtileri gosteren Siraz iiziim ¢esitlerinde ise
Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) ve Grapevine virus A (GVA)
saptanmistir (Prosser ve ark., 2007; Goszczynski, 2007; Maree ve ark., 2008). Bu
calismalardan gorildiigii gibi GSyV-1 ile “Syrah decline” hastaligi arasinda kesin bir
iliski bulunmay1p bu viriis bazi iilkelerde sadece yaprak kivrilmasi gosteren omcalarda
da saptanmistir (Oosthuizen ve ark., 2016). Bu ¢alisma kapsaminda yapilan surveyler
sirasinda kirmizi {iziim gesitlerinde Grapevine red blotch associated virus belirtilerine
benzeyen simptomlar gozlenmekle birlikte (Sekil 4.2) bu 6rneklerin hi¢ birisinde bu
virlis saptanmamistir. GRBaV yaygin olarak ABD’de saptanmis ve onun disinda sadece
Kanada’da varligi bildirilmistir (Krenz ve ark., 2014). Bu iki iilke disinda hi¢ bir
iilkeden GRBaV kayidi olmamasi ve yapraklarda ve yaprak damarlarinda kizarma
belirtilerinin her zaman “red blotch” hastaligi ile iliskili olmadigr Sudarshana ve ark.
(2015) tarafindan da bildirilmistir. Baglarda son yillarda saptanan virislerle ilgili
calismalar 2009-2015 yillar1 arasinda yiiriitiilmiis olup heniiz bu viriislerle gozlenen
simptomlar arasinda kesin bir iliski dogrulanmamistir. Bu ¢alismada testlenen 4 yeni

viriisten sadce iki tanesi (GPGV ve GSyV-1) PCR analizleri ile saptanmis ancak viriis-
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hastalik simptomu konusunda diger lilkelerde yiiriitiilen ¢alismalar dogrulanarak kesin

bir sonuca varilmamastir.

Sekil 4.1. Tekirdag ili bag alanlarinda gozlenen viriis benzeri simptomlar A-
Yapraklarda kii¢lilme, bogum aralarinda kisalma ve seyrek dane olusumu B-
Meyvede gelisme bozuklugu ve yapraklarda klorotik lekeler C- yapraklarda
deformasyon ve klorotik lekeler D- Yelpaze yaprak olusumu ve dane olusumunda
diizensizlik
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Sekil 4.2. Kirmizi iiziim gesitlerinde yapraklarda kizarma ve gelisme geriligi A-B:
Yapraklarda kizarma ve seyrek dane olusumu C-D: Yaprak damarlarinda kizarmalar
E: Bitkide gelisme geriligi F: Yaprakta kirmizi beneklenmeler

4.2. RT- PCR ve PCR Analizleri
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4.2.1. Bag 6rneklerinden RNA ve DNA izolasyonu

Bag o6rneklerinden RNA izole etmek i¢in Qiagen RNA kiti, DNA izole etmek i¢in
ise Qiagen DNA Kiti ile normal kit tamponu yaninda nikotin tamponu da kullanilmstir.
Qiagen kit yontemleriyle yapilan izolasyonlarda RNA ve DNA kalitesini belirlemek
amactyla yapilan nanodrop spektrofotometre Ol¢iimlerinde RNA ve DNA® larin iyi
kalitede olmamasina ragmen PCR yapabilecek diizeyde oldugu saptanmustir (Sekil 4.3,
4.4,4.5).
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Sekil 4.3. Kalecik karas1 ¢esidinden RNeasy Qiagen ticari kit (Qigen Sci-Almanya)
kullanilarak izole edilen RNA’larin spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c,
Thermo Sci, ABD)

14 25/04/2015RNAG4

20 230 20 250 20 270 280 250 300 30 B EEN) 34D
‘wfavelength (nm)

Sekil 4.4. Antep karasi ¢esidinden RNeasy Qiagen ticari kit (Qigen Sci-Almanya)
kullanilarak izole edilen RNA’larin spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c,
Thermo Sci, ABD)
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Sekil 4.5 Tekirdag ilinden toplanan ve ¢esidi bilnmeyen bir bag 6rneginden DNeasy
Qiagen ticari kit (Qigen Sci-Almanya) kullanilarak izole edilen DNA’larin
spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD)
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Sekil 4.6. Grapevine roditis leaf discoloration associated virus pozitif
kontrollerinin nikotin tampan ¢ozeltisiyle DNA izolasyonundan elde edilen
DNAlarin spektrofotometre 6l¢iimii (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, ABD)

Ticari kitler kullanilarak yapilan NA izolasyonlarinda ¢ok kaliteli DNA elde
edilmemesi nedeniyle Dr. Robert Martin tarafindan gelistirilen “Nikotin Tampon”
kullanilmis ve bu yontemle de saf ve kaliteli RNA elde etmek miimkiin olmamistir
(Sekil 4.6). Baglar gibi kompleks metabolitler agisindan zengin olan bitkilerde temiz ve
saf NA elde etmek olduk¢a zordur (Xiao ve ark., 2015). Bu arastiricilar tarafindan
yiiriitiilen bir ¢aligmada yaygin olarak kullanilan 5 ticari RNA izolasyon kiti geftali ve
baglardan RNA izolasyonu etkinligi agisindan denenmistir (Trizol (Life Technologies),
RNeasy Plant mini kit (Qiagen), Spectrum Plant Total RNA kit (Sigma), Accu-prep
viral RNA kit (Bioneer) ve Plant/Fungi total RNA kit (Norgen Bio Tek) baglarda

kullanildiginda en basarili sonuglar Spectrum kiti’'nden elde edilmis ve bunu Norgen ve
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Bioneer izlemistir. Qiagen ve Trizol kitleri ile ise iyi kalitede RNA elde edilmemistir.
Bu ¢alismanin sonuglart bizim ¢alismamizda kullandigimiz Qiagen kiti ile kaliteli RNA

elde edememe nedenine de agiklik getirmektedir.

4.2.2. RT-PCR ve PCR analizleri

Hatay ve Tekirdag illerinden toplanan 6rnekler RNA viriisleri i¢in RT-PCR, DNA
viriisleri igin ise PCR analizleri ile testlenmistir. Ornekler testlenmeden dnce her bir
viriis i¢in sentezlenen primerlerle sadece pozitif kontroller kullanilarak sistem kurma

calismalart yapilmistir (Sekil 4.7).

Sulandemadan 1/100 Sulandmma

K810 +KB2Q +KBIN KRN +KPL

Sekil 4.7. GRLDaV’nin PCR analizleri i¢in optimizasyon ¢alismalart M: Marker
(SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya), -K1,2: Negatif kontrol; +KBQ:Qiagen
yontemi ile pozitif kontrol olarak kullanilan bitkiden izole edilen DNA; +KBN:Nikotin
tamponu ile pozitif kontrol olarak kullanilan bitkiden izole edilen DNA; +KP:Pozitif
kontrol olarak kullanilan plazmid DNA; S: Su kontrol
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Cizelge 4.1. Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan orneklerinin ¢esitleri ve

testlendikleri viris

Ornek Toplandig
No No yer Cesit ad1 GPGV GRBaV SyrahV GRLDaV
1 2 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
2 3 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
3 4 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
4 5 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
5 6 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
6 7 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
7 8 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
8 9 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
9 10 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
10 11 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
11 12 Tekirdag Chardonnay + - - testlenmedi
12 13 Tekirdag Chardonnay + - - testlenmedi
13 14 Tekirdag P.noir - - - testlenmedi
14 16 Tekirdag P.noir - - - testlenmedi
15 17 Tekirdag P.noir + - - testlenmedi
16 18 Tekirdag P.noir - - - testlenmedi
17 19 Tekirdag P.noir + - - testlenmedi
18 20 Tekirdag P.noir + - - testlenmedi
19 21 Tekirdag P.noir - - - testlenmedi
20 22 Tekirdag P.noir - - - testlenmedi
21 23 Tekirdag P.noir + - - testlenmedi
22 24 Tekirdag bilinmiyor + - - testlenmedi
23 25 Tekirdag bilinmiyor - - testlenmedi testlenmedi
24 26 Tekirdag bilinmiyor - - testlenmedi testlenmedi
25 27 Tekirdag bilinmiyor - - testlenmedi testlenmedi
26 28 Tekirdag bilinmiyor - - - testlenmedi
27 29 Tekirdag bilinmiyor - - - testlenmedi
28 30 Tekirdag bilinmiyor - - - testlenmedi
29 31 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - - testlenmedi
30 32 Tekirdag Zinfandel + - testlenmedi testlenmedi
31 33 Tekirdag Chardonnay testlenmedi - - testlenmedi
32 34 Tekirdag Chardonnay testlenmedi - - testlenmedi
33 35 Tekirdag Chardonnay testlenmedi - - testlenmedi
34 36 Tekirdag Chardonnay + - - testlenmedi
35 37 Tekirdag Chardonnay + - - testlenmedi
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Cizelge 4.1. ( Devam) Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan Orneklerinin
cesitleri ve testlendikleri viriis

Ornek Toplandig

No No yer Cesit ad1 GPGV GRBaV SyrahV GRLDaV
36 38 Tekirdag Chardonnay + - - testlenmedi
37 39 Tekirdag Chardonnay + - - testlenmedi
38 40 Tekirdag Zinfandel + - - testlenmedi
39 4 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
40 42 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
41 43 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
42 44 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - - testlenmedi
43 45 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
44 46 Tekirdag bilinmiyor + - - testlenmedi
45 47 Tekirdag bilinmiyor + - - testlenmedi
46 48 Tekirdag bilinmiyor + - testlenmedi  testlenmedi
47 49 Tekirdag bilinmiyor + testlenmedi - testlenmedi
48 50 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi testlenmedi - testlenmedi
49 52 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi testlenmedi - testlenmedi
50 53 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi testlenmedi - testlenmedi
51 55 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
52 56 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
53 57 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
54 58 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
55 59 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
56 60 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
57 61 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
58 62 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
59 63 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - - testlenmedi
60 64 Tekirdag bilinmiyor + - testlenmedi  testlenmedi
61 65 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
62 66 Tekirdag bilinmiyor  testlenmedi - testlenmedi  testlenmedi
63 118 Tekirdag Siraz testlenmedi - - testlenmedi
64 119 Tekirdag Siraz testlenmedi - testlenmedi -

65 120 Tekirdag Siraz testlenmedi - - testlenmedi
66 121 Tekirdag Siraz testlenmedi - + -

67 122 Tekirdag Siraz testlenmedi - - testlenmedi
68 123 Tekirdag Siraz testlenmedi - - testlenmedi
69 124 Tekirdag Siraz testlenmedi - - testlenmedi
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Cizelge 4.1. (Devam) Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan O6rneklerinin
cesitleri ve testlendikleri viriis

Ornek  Toplandig

No No yer Cesit ad1 GPGV GRBaV SyrahV GRLDaV
70 125 Tekirdag Siraz testlenmedi - - testlenmedi
71 126 Tekirdag Siraz testlenmedi - - testlenmedi
72 127 Tekirdag Siraz testlenmedi - + -
73 128 Tekirdag Siraz testlenmedi - - testlenmedi
74 129 Tekirdag Siraz testlenmedi - + -
75 130 Tekirdag Siraz testlenmedi - + -
76 131 Tekirdag Siraz testlenmedi - + -
77 132 Tekirdag Siraz testlenmedi - + -
78 133 Tekirdag Siraz testlenmedi - - testlenmedi
79 134 Tekirdag Siraz testlenmedi - - testlenmedi
80 135 Tekirdag Siraz testlenmedi - + -
81 136 Tekirdag Siraz testlenmedi - + -
82 137 Tekirdag Siraz - - + -
83 138 Tekirdag Siraz - - - testlenmedi
Kalecik
84 139 Tekirdag karasi + - - -
Kalecik
85 140 Tekirdag karasi - - - testlenmedi
Kalecik
86 141 Tekirdag karasi + - + -
Kalecik
87 142 Tekirdag karasi - - testlenmedi -
Kalecik
88 143 Tekirdag karast + - + -
Kalecik
89 144 Tekirdag karasi - - testlenmedi -
90 145 Tekirdag Palieri + - + -
91 146 Tekirdag Palieri - - + -
92 147 Tekirdag Siraz - - - -
93 148 Tekirdag Siraz - - - testlenmedi
94 149 Tekirdag Siraz + - - testlenmedi
95 150 Tekirdag Siraz - - - testlenmedi
96 151 Tekirdag Siraz - - - testlenmedi

97 152 Tekirdag Chardonnay + - - -

98 153 Tekirdag Chardonnay + - - -

99 154 Tekirdag Chardonnay - - - -

100 155 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
101 156 Tekirdag Chardonnay + - - -

102 157 Tekirdag Chardonnay - - - -

103 158 Tekirdag Chardonnay + - - -

28



Cizelge 4.1. (Devam) Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan Orneklerinin
cesitleri ve testlendikleri viriis

Ornek Toplandig

No No yer Cesit ad1 GPGV GRBaV SyrahV  GRLDaV
104 159 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
105 160 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
106 161 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
107 162 Tekirdag Chardonnay + - - -
108 163 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
109 164 Tekirdag Chardonnay - - - -
110 165 Tekirdag Chardonnay + - - -
111 166 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
112 167 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
113 168 Tekirdag Chardonnay + - - -
114 169 Tekirdag Chardonnay - - - testlenmedi
115 170 Tekirdag Chardonnay + - - -
116 171 Tekirdag Chardonnay + - - testlenmedi
117 172 Tekirdag Alicante bouchet + - - -
118 173 Tekirdag Dimyat - - - testlenmedi
119 174 Tekirdag Alicante bouchet - - - testlenmedi
120 175 Tekirdag Kalecik karasi - - - testlenmedi
121 176 Tekirdag Kalecik karasi - - - -
122 177 Tekirdag Bilinmiyor + - - -
123 178 Tekirdag Bilinmiyor - - - testlenmedi
124 179 Tekirdag Alicante bouchet - - - testlenmedi
125 180 Tekirdag Alicante bouchet - - - testlenmedi
126 181 Tekirdag bilinmiyor - - - testlenmedi
127 182 Tekirdag Kalecik karas1 - - - -
128 183 Tekirdag Bilinmiyor - - - testlenmedi
129 184 Tekirdag Bilinmiyor - - - testlenmedi
130 185 Tekirdag Cardinal - - - -
131 186 Tekirdag Alphonse - - - testlenmedi
132 187 Tekirdag Alphonse - - - testlenmedi
133 188 Tekirdag Alphonse - - - testlenmedi
134 189 Tekirdag Alphonse - - - testlenmedi
135 190 Tekirdag Cavus + - - -
136 191 Tekirdag Cavus - - - testlenmedi
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Cizelge 4.1. (Devam) Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan Orneklerinin
cesitleri ve testlendikleri viriis

Ornek Toplandig

No NO yer Cesit ad1 GPGV GRBaV  SyrahV GRLDaV
137 192 Tekirdag  Cavus - - - testlenmedi
138 193 Tekirdag  Palieri + - - -
139 194 Tekirdag  Palieri - - - testlenmedi
140 195 Tekirdag  Palieri - - - testlenmedi
141 196 Tekirdag ~ Bilinmiyor + - - -
142 197 Tekirdag ~ Bilinmiyor - - - testlenmedi
143 198 Tekirdag  Bilinmiyor + - - -
144 199 Tekirdag ~ H. misketi + - - testlenmedi
145 200 Tekirdag ~ H. misketi - - - testlenmedi
146 201 Tekirdag ~ H.misketi - - - -
147 202 Tekirdag ~ P.noir - - - testlenmedi
148 203 Tekirdag ~ P.noir - - - testlenmedi
149 204 Tekirdag  P.noir - - - testlenmedi
150 205 Tekirdag ~ Gamay + - - -
151 206 Tekirdag ~ Gamay - - - -
152 207 Tekirdag  Gamay - - - testlenmedi
153 208 Tekirdag  Alphonse + - - -
154 209 Tekirdag  Alphonse + - - testlenmedi
155 210 Tekirdag  Alphonse - - - -
156 211 Tekirdag  Bogazkere - - testlenmedi testlenmedi
157 212 Tekirdag  Palieri - - testlenmedi testlenmedi
158 213 Tekirdag  Zevik - - testlenmedi testlenmedi
159 214 Tekirdag  Razak - - testlenmedi testlenmedi
160 215 Tekirdag  Narince - - testlenmedi testlenmedi
161 216 Tekirdag  Bilinmiyor + - + -

162 217 Tekirdag ~ Bilinmiyor - - - -
163 218 Tekirdag ~ Bilinmiyor

164 219 Tekirdag ~ Bilinmiyor + - + -
165 220 Tekirdag ~ Bilinmiyor + - + -
166 221 Tekirdag ~ Bilinmiyor + - + -
167 222 Tekirdag ~ Bilinmiyor - - - -
168 223 Tekirdag ~ Bilinmiyor + - + -
169 224 Tekirdag ~ Bilinmiyor + - + -
170 225 Tekirdag  Bilinmiyor - - - -
171 226 Tekirdag  Bilinmiyor + - + -
172 227 Tekirdag ~ Bilinmiyor + - - -
173 228 Tekirdag  Bilinmiyor - - - -
174 229 Tekirdag ~ Michelpalieri + - + -
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Cizelge 4.1. (Devam) Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan O6rneklerinin
cesitleri ve testlendikleri viriis

Ornek  Toplandig

No No yer Cesit ad1 GPGV GRBaVv SyrahV  GRLDaV

175 230 Tekirdag Lival - - - -

176 231 Tekirdag Karasakiz 17 + - + -

177 232 Tekirdag Cinsout - - + -

178 233 Tekirdag Parazkarasi + - + -
Hamburg

179 234 Tekirdag misketi + - + -

180 235 Tekirdag Cavus + - + -
Cinar tizimii

181 236 Tekirdag 34-10 + - + -

182 237 Tekirdag Zevik + - + -

183 238 Tekirdag 8-11 tiryaki + - + -

184 239 Tekirdag P.noir + - + -

185 240 Tekirdag A.Bouchet + - + -

186 241 Tekirdag Zinfandel + - + -

187 242 Tekirdag Chardonnay + - + -

188 243 Tekirdag Adakarasi - - + -
Kalecik

189 244 Tekirdag karas1 + - + -

190 245 Tekirdag Merlot + - + -
Madam

191 246 Tekirdag Stmathias + - + -

192 29 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi

193 64 Hatay Antep karasi - - - -

194 65 Hatay Antep karasi - - - -

195 66 Hatay Antep karasi - - - -

196 67 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi

197 68 Hatay Antep karasi - - - -

198 69 Hatay Antep karasi - - - -

199 70 Hatay Antep karasi - - - -

200 72 Hatay Antep karasi - - - testlenmedi

201 73 Hatay Antep karasi - - - -

202 74 Hatay Antep karasi - - - -

203 75 Hatay Antep karasi - - - testlenmedi

204 77 Hatay Antep karasi - - + -

205 78 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi

206 79 Hatay Antep karasi - - - -

207 82 Hatay Antep karasi - - - -

208 84 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
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Cizelge 4.1. (Devam) Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan Orneklerinin
cesitleri ve testlendikleri viriis

Ornek Toplandig

No No yer Cesit ad1 GPGV GRBaV SyrahV  GRLDaV
209 85 Hatay Antep karasi - - + -

210 87 Hatay Antep karasi - - + -

211 88 Hatay Antep karasi - - - testlenmedi
212 89 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
213 90 Hatay Antep karasi - - - -

214 91 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
215 92 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
216 93 Hatay Antep karasi - - + -

217 95 Hatay Antep karasi - Testlenmedi - testlenmedi
218 97 Hatay Antep karasi - Testlenmedi - testlenmedi
219 98 Hatay Antep karasi - - - -

220 99 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
221 100 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
222 101 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
223 102 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
224 103 Hatay Antep karasi - - + -

225 104 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
226 105 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
227 106 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
228 109 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
229 110 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
230 111 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
231 112 Hatay Antep karast - - + -

232 114 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
233 115 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
234 116 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
235 118 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
236 119 Hatay Antep karasi - - + testlenmedi
237 120 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
238 121 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
239 122 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
240 123 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
241 124 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
242 125 Hatay Antep karasi - testlenmedi - testlenmedi
243 126 Hatay Antep karasi - - + testlenmedi
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Cizelge 4.1. (Devam) Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan 6rneklerinin

cesitleri ve testlendikleri viriis

Ornek Toplandr

No No yer Cesit ad1 GPGV GRBaV SyrahV GRLDaV
244 128 Hatay Antep karasi - - - -

245 129 Hatay = Antep karast - - - testlenmedi
246 130 Hatay = Antep karast - - - testlenmedi
247 131 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
248 133 Hatay Antep karasi - - - -

249 134 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
250 138 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
251 139 Hatay = Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
252 141 Hatay = Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
253 142 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
254 143 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
255 146 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
256 147 Hatay Antep karas1 - - - testlenmedi
257 151 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
258 153 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
259 154 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
260 155 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
261 156 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
262 157 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
263 158 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
264 159 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
265 161 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
266 162 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
267 163 Hatay = Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
268 164 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
269 165 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
270 166 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
271 167 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
272 168 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
273 169 Hatay Antep karas1 - testlenmedi + testlenmedi
274 170 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi

33



Cizelge 4.1. (Devam) Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan 6rneklerinin
cesitleri ve testlendikleri viriis

Ornek Toplandig

No NO yer Cesit ad1 GPGV GRBaVv SyrahV GRLDaV

275 171 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
276 172 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
277 173 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
278 174 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
279 175 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
280 176 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
281 177 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
282 178 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
283 179 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
284 180 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
285 181 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
286 182 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
287 183 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
288 184 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
289 185 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
290 186 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
291 187 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
292 188 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
293 189 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
294 190 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
295 191 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
295 192 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
297 193 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
298 194 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
299 195 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
300 196 Hatay Antep karas1 - testlenmedi - testlenmedi
301 197 Hatay Antep karast - testlenmedi - testlenmedi
302 198 Hatay Antep karas1 - Testlenmedi - testlenmedi
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izole edilen RNA’lar Grapevine pinot gris virus-coat protein (GPGV-CP 411 bp),
Grapevine pinot gris virus-moment protein (GPGV-MP 302 bp), Grapevine pinot gris
protein virus-replikaz (GPGV-Rep 618 bp), Grapevine syrah virus-1 1 (GSyV-1 297bp),
Grapevine syrah virus Q (GVQ 720bp), Grapevine syrah virus-kilif protein (374bp)
primerleri kullanilarak GPGV ve GSyV1 icin RT-PCR analizleri ile DNA’lar ise
Grapevine roditis leaf discoloration associated virus (GRLDaV 261bp), Grapevine red-
blotch associated virus-kilif protein (GRBaV-CP 257bp), Grapevine red-blotch
associated virus-replikaz (GRBaV-Rep 318bp), Grapevine red-blotch associated virus-
tan1 primeri (GRBaV 1063bp) primerleri kullanilarak GRLDaV ve GRBaV i¢in PCR
analizleri ile testlenmistir (Cizelge 4.1)

Cizelge 4.1°de gortildigii gibi Tekirdag ilinden toplam 191 6rnek Hatay ilinden
ise 111 6rnek farkli virtsler i¢in testlenmistir. Her iki ilde de DNA virisleri olan
GRBaV ve GRLDaV tespit edilmemistir. Tekirdag ilinde en yaygin viriisler GPGV
(%43,62) ve GSyV-1 (%17,07) olarak bulunurken Hatay ilinde ise diisiik yogunlukta
sadece GSyV-1 (%11) tespit edilmistir. (4.2.)

Cizelge 4.2. Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan ve GSyV, GPGV,
GRBaV, GRLDaV igin RT-PCR ve/veya PCR analizleri ile testlenen drnek sayilari
ve tespit edilen viriislerin bulunma oranlar1 (%)

VIRUSLER Tekirdag (enfekteli Tekirdag Hatay  (enfekteli Hatay
ornek /testlenen  Enfeksiyon ornek  /testlenen Enfeksiyon
ornek sayisi Oram (%) ornek sayisi Oram (%)

GSyV 28/164 17.07 11/111 11

GPGV 65/149 43.62 0/100 0

GRBaV 0/187 0 0/28 0

GRLDaV 0/74 0 0/20 0

GPGV+ 21/135 15.55 0/111 0

GSyV

4.2.2.1. RNA viriisii olan GSyV-1 ve GPGYV i¢in RT-PCR analizleri

Grapevine syrah virus 1 (GSyV-1)
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GSyV icin pozitif kontrol olarak Dr. Maliogka’dan (Aristotelio Universitesi-
Selanik/Yunanistan) temin edilen plasmid DNA’s1 kullanilmistir. Tekirdag ve Hatay ili
bag orneklerinden RNeasy Qiagen kit kullanarak izole edilen RNA’lardan yapilan RT-
PCR analizlerinde GSyV-1 viriisii i¢in ti¢ farkli primer ¢ifti kullanilmistir. Bu primerler
viriisiin  kilif protein genini ¢ogaltan GVQ-CP (720bp), metiltransferanz genini
hedefleyen GSyV-1-Det primeri (297bp) ve virlisiin kismi kilif protein genini ¢ogaltan
SY5922F/SY6295R (374bp)’dir. Tekirdag ve Hatay ili bag Orneklerinin RT-PCR
analizleri sonucunda GVQ ve GSyV-1 saptama primerleri ile Tekirdag ilinde 1 6rnek
(119 nolu Siraz tiztim ¢esidi) GVQ primeri ile, 1 6rnek de (121 nolu Siraz iiziim ¢esidi)
GSyV-1-DET primeri ile pozitif sonu¢ verirken Hatay ili bag 6rneklerinden sadece 1
ornek (93 nolu Antep Karasi iiziim ¢esidi) GSyV-1-DET primeri ile pozitif sonug
vermigstir. Glasa ve ark. (2015) tarafindan son yillarda gelistirilen ve viriistin kismi kilif
protein genini ¢ogaltan SY5965F/SY6559R primeri kullanildiginda ise Tekirdag ili
orneklerinde testlenen 42 adet 6rnekten 28, Hatay ili 6rneklerinde ise testlenen 111
sayidaki o6rnekten 10 6rnek pozitif bulunmustur (Cizelge 4. 2). Bu primerlerden GVQ
ve GSyV-1-Det primerleri 2009 yilinda ABD’de birbirinden bagimsiz iki farkli ¢aligma
grubu tarafindan siirli sayidaki virlis izolati genomuna uygun gelistirilen primerler
olup farkli iilke izolatlarindaki varyasyonlara uygun olmadigi ve bu nedenle
tilkemizdeki GSyV-1 izolatlarini tanilamakta yetersiz kaldig: diisiiniilmektedir. Nitekim
Glasa ve ark. (2015) Slovakya ve Cek Cumhuriyeti bag alanlarindan toplanan
orneklerin RT-PCR analizlerinde GSyV-1-Det primeri ile kendi gelistirdikleri
SY5922F/SY6295R primeri kiyaslamali olarak analiz ettiklerinde kendi gelistirdikleri
primerle 2 kat daha fazla sayida pozitif sonug¢ aldiklarimi bildirmislerdir. Primer
performanslart arasindaki farkliligin Al Rwahnih ve ark. (2009) ile Sabanodzivic ve ark.
(2009) tarafindan gelistirilen primerlerin hedefledigi gen bdlgesinin zayif derecede
korumal1 bir bolge olmasi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Tekirdag ve Hatay ili bag
orneklerinde GSyV-1 pozitif 6rneklerin bityiik bir gogunlugunun Glasa ve ark. (2015)
tarafindan gelistirilen primerlerle saptanmasi da bu goriisii dogrulamaktadir.

Bu c¢alisma Tirkiye’de GSyV-1’in baglarda tespit edilmesine yonelik ilk

calismadir.
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Cizelge 4.3. Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan Orneklerin Grapevine
syrah virus 1 i¢in GVQ, GSyV-1 ve GSyV-CP genine spesifik primerlerle testlenen
orneklerin RT-PCR sonucu

Ornek GSyV-

No Toplandigi yer Cesit ad1 GVQ Det SY5922F/SY 6295
119 Tekirdag Siraz + - +
121 Tekirdag Siraz - + +
127 Tekirdag Siraz - - -
129 Tekirdag Siraz - - +
130 Tekirdag Siraz - - -
131 Tekirdag Siraz - - -
132 Tekirdag Siraz - - +
135 Tekirdag Siraz - - +
136 Tekirdag Siraz - - -
137 Tekirdag Siraz - - -
141 Tekirdag Bilinmiyor - - -
143 Tekirdag Bilinmiyor - - -
145 Tekirdag Palieri - - +
146 Tekirdag Palieri - - +
216 Tekirdag Bilinmiyor - - +
219 Tekirdag Bilinmiyor - - +
220 Tekirdag Bilinmiyor - - +
221 Tekirdag Bilinmiyor - - +
222 Tekirdag Bilinmiyor - - -
223 Tekirdag Bilinmiyor - - +
224 Tekirdag Bilinmiyor - - +
225 Tekirdag Bilinmiyor - - -
226 Tekirdag Bilinmiyor - - +
227 Tekirdag Bilinmiyor - - -
228 Tekirdag Bilinmiyor - - -
229 Tekirdag Lival - - +
231 Tekirdag Karasakiz 17 - - +
232 Tekirdag Cinsout - - +
233 Tekirdag Parazkarasi - - +
234 Tekirdag Hamburg misketi - - +
235 Tekirdag Cavus - - +

Cinar iliziimii 34-

236 Tekirdag 10 - - +
237 Tekirdag Zevik - - +
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Cizelge 4.3. (Devam) Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan o6rneklerin
Grapevine syrah virus 1 i¢cin GVQ, GSyV-1 ve GSyV-CP genine spesifik primerlerle
testlenen 6rneklerin RT-PCR sonucu

g(;’mk Toplandigi yer Cesit ad1 GVQ GSyV-Det SY5922F/SY 6295
238 Tekirdag 8-11 tiryaki - - -
239 Tekirdag P.noir - - +
240 Tekirdag A.Bouchet - - -
241 Tekirdag Zinfandel - - +
242 Tekirdag Chardonnay - - +
243 Tekirdag Adakarasi - - -
244 Tekirdag Kalecik karasi - - +
245 Tekirdag Merlot - - +
246 Tekirdag Madam Stmathias - = +
29 Hatay Antep karasi - - -
64 Hatay Antep karasi - - -
65 Hatay Antep karasi - - -
66 Hatay Antep karasi - - +
67 Hatay Antep karasi - - -
68 Hatay Antep karasi - -
69 Hatay Antep karasi - - -
70 Hatay Antep karasi - - -
72 Hatay Antep karasi - - -
73 Hatay Antep karasi - -
74 Hatay Antep karasi - - -
75 Hatay Antep karasi - +
77 Hatay Antep karasi - - +
78 Hatay Antep karasi - - -
79 Hatay Antep karasi - - -
82 Hatay Antep karasi - - -
84 Hatay Antep karasi - - -
85 Hatay Antep karasi - +
87 Hatay Antep karasi - - +
88 Hatay Antep karasi - - -
89 Hatay Antep karasi - - -
90 Hatay Antep karasi - - -
91 Hatay Antep karasi - - -
92 Hatay Antep karasi - - -
93 Hatay Antep karasi - + -
95 Hatay Antep karasi - - -
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Cizelge 4.3. (Devam) Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan o6rneklerin
Grapevine syrah virus 1 i¢cin GVQ, GSyV-1 ve GSyV-CP genine spesifik primerlerle
testlenen 6rneklerin RT-PCR sonucu

r(1)0rnEk Toplandigi yer  Cesit ad1 GVQ GSyV-Det SY5922F/SY6295
97 Hatay Antep karasi - - -
98 Hatay Antep karasi - - +
99 Hatay Antep karasi - - -
100 Hatay Antep karasi - - -
101 Hatay Antep karasi - - -
102 Hatay Antep karasi - - -
103 Hatay Antep karasi - - -
104 Hatay Antep karasi - - -
105 Hatay Antep karasi - - -
106 Hatay Antep karasi - - -
109 Hatay Antep karasi - - -
110 Hatay Antep karasi - - -
111 Hatay Antep karas1 = - -
112 Hatay Antep karas1 - - +
114 Hatay Antep karasi - - -
115 Hatay Antep karasi - -
116 Hatay Antep karas1 - - -
118 Hatay Antep karasi - - -
119 Hatay Antep karasi - +
120 Hatay Antep karasi - - -
121 Hatay Antep karasi - - -
122 Hatay Antep karasi - - -
123 Hatay Antep karasi - -
124 Hatay Antep karasi - - -
125 Hatay Antep karasi - - -
126 Hatay Antep karasi - - +
128 Hatay Antep karasi - - -
129 Hatay Antep karasi - - -
130 Hatay Antep karasi - - +
131 Hatay Antep karasi - - -
133 Hatay Antep karasi - - -
134 Hatay Antep karasi - - -
138 Hatay Antep karasi - - -
139 Hatay Antep karasi - - -
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Cizelge 4.3. (Devam) Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan o6rneklerin
Grapevine syrah virus 1 i¢cin GVQ, GSyV-1 ve GSyV-CP genine spesifik primerlerle
testlenen 6rneklerin RT-PCR sonucu

Ornek Toplandig

no yer Cesit ad1 GVQ GSyV-Det  SY5922F/SY6295
141 Hatay Antep karasi - - -
142 Hatay Antep karasi - - -
143 Hatay Antep karasi - - -
146 Hatay Antep karasi - - -
147 Hatay Antep karasi - - -
151 Hatay Antep karasi - - -
153 Hatay Antep karasi - - -
154 Hatay Antep karasi - - -
155 Hatay Antep karasi - - -
156 Hatay Antep karasi - - -
157 Hatay Antep karasi - - -
158 Hatay Antep karasi - - -
159 Hatay Antep karasi - - -
161 Hatay Antep karasi - - -
162 Hatay Antep karasi - - -
163 Hatay Antep karasi - - -
164 Hatay Antep karasi - - -
165 Hatay Antep karasi - - -
166 Hatay Antep karasi - - -
167 Hatay Antep karasi - - -
168 Hatay Antep karasi - - -
169 Hatay Antep karasi - - -
170 Hatay Antep karasi - - -
171 Hatay Antep karasi - - -
172 Hatay Antep karast - - -
173 Hatay Antep karast - - -
174 Hatay Antep karast - - -
175 Hatay Antep karast - - -
176 Hatay Antep karast - - -
177 Hatay Antep karasi - - -
178 Hatay Antep karasi - - -
179 Hatay Antep karasi - - -
180 Hatay Antep karasi - - -
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Cizelge 4.3. (Devam) Tekirdag ve Hatay ili bag alanlarindan toplanan o6rneklerin
Grapevine syrah virus 1 i¢cin GVQ, GSyV-1 ve GSyV-CP genine spesifik primerlerle
testlenen drneklerin RT-PCR sonu

Ornek  Toplandig

no yer Cesit ad1 GVQ  GSyV-Det SY5922F/SY6295
Antep

181 Hatay karas1 - - -
Antep

182 Hatay karasi - - -
Antep

183 Hatay karasi - - -
Antep

184 Hatay karasi - - -
Antep

185 Hatay karast - - -
Antep

186 Hatay karast - - -
Antep

187 Hatay karast - - -
Antep

188 Hatay karasi - - -
Antep

189 Hatay karasi - - -
Antep

190 Hatay karasi - - -
Antep

191 Hatay karast - - -
Antep

192 Hatay karast - - -
Antep

193 Hatay karast - - -
Antep

194 Hatay karasi - - -
Antep

195 Hatay karas1 - - -
Antep

196 Hatay karas1 - - -
Antep

197 Hatay karasi - - -
Antep

198 Hatay karas1 - - -

Hatay ili bag orneklerinin SY5922F/SY6295R primeri kullanilarak yapilan RT-
PCR analiz sonuglarinda testlenen 6rneklerden 10 tanesinde beklenen diizeyde (374 bp)

amplifikasyon gozlenmistir (Sekil 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12).
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™M 66 75 77 85 87 98 112 119 130126147 s

Sekil 4.8. Hatay ve Tekirdag illerinde farkli tiziim gesitlerinin Grapevine syrah virus-
1’iin kalif protein genini ¢ogaltan Sy5922-F/Sy6295R primeri kullanilarak yapilan RT-
PCR analiz sonucu M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 66, 75,
77,85, 87,98, 112, 119, 130, 126, 147: testlenen bitki 6rnekleri; S: Su kontrol; +K:
Pozitif kontrol

Sekil 4.9. Hatay ili Antep karasi liziim ¢esidinde Grapevine syrah virus-1’iin
metiltransferaz genini ¢ogaltan GSyV-1-DET primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR
analiz sonucu M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 75, 87, 98,
131, 137, 147, 119: testlenen bitki 6rnekleri; S: Su kontrol; +K: Pozitif kontrol

Sekil 4.10. Hatay ili Antep karas1 tiziim ¢esidinde Grapevine syrah virus-1’iin kilif
protein genini ¢ogaltan GVQ primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu
M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 75, 87, 98, , 132, 137, 147,
119: testlenen bitki drnekleri; S: Su kontrol; +K: Pozitif kontrol
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Sekil 4.11. Hatay ili Antep karasi {iziim ¢esidinde Grapevine syrah virus-1’{in
metiltransferaz genini ¢ogaltan GSyV-1-DET primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR
analiz sonucu M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 93, 103,
169,121: testlenen bitki ornekleri; +K: Pozitif kontrol, S: Su kontrol

Sekil 4.12. Hatay ili Antep karasi tiziim ¢esidinde Grapevine syrah virus-1’iin kilif
protein genini ¢ogaltan GVQ primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu
M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 93, 103, 169, 119: testlenen
bitki 6rnekleri; +K: Pozitif kontrpol, S: Su kontrol.

Grapevine pinot gris virus (GPGV)

Tekirdag ve Hatay ili bag orneklerinden RNA izolasyonlar1 RNeasy Qiagen Kiti
kullanilarak modifiye MacKenzie ve ark. (1997)’nin yontemi ile yapilmistir. Grapevine
pinot gris virus’in RT-PCR analizlerinde GPGV-CP (411 bp), GPGV-MP (302 bp),
GPGV-REP (618 bp) primerleri kullanilmis ve sadece Tekirdag ilinden toplanan
orneklerde beklenen diizeyde bant gorilmiistir (Sekil 4.13, 4.14, 4.15). Tekirdag
ilinden toplanan toplam 149 6rnekten 65 tanesi GPGV’e spesifik 3 primer ¢iftinden en
az bir tanesi ile RT-PCR analizi sonuglarina gore pozitif bulunmus ancak Hatay ili
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orneklerinde GPVG-CP primeriyle 111 6rnekte yapilan RT-PCR sonucunda pozitif
ornek saptanamamistir (Cizelge 4.2). GPGV-CP primeri tani amaciyla yaygin olarak
kullanilan bir primer oldugu i¢in 6rnekler 6nce bu primerle testlenmis pozitif bulunan
ornekler ise GPGV-MP ve GPGV-REP primerleri ile de testlenmistir. Ancak Hatay ili
orneklerinde GPGV-CP primeri ile hi¢bir 6rnek pozitif bulunmamasina karsin tesadiifi
olarak secilen 29 6rnek GPGV-MP ve GPGV-REP primerleri ile de testlenmis ve
pozitif sonug elde edilememistir. Tekirdag ilinden testlenen bag drnekleri igin GPGV ile
ortalama enfeksiyon orant %43,62 olarak tespit edilmistir. Tekirdag ili bag
orneklerinden testlenen 149 o&rnekten 63’i GPGV-CP primeri ile, 53’i GPGV-MP
primeri ile pozitif sonu¢ verirken GPGV-REP primeri ile testlenen 115 6rnekten 23’
pozitif bulunmustur. Bu sonuca gore testlenen orneklerin %42,28’i CP primeri ile,
%35,57’i MP primeri ile ve %20’ ise REP primeri ile pozitif sonu¢ vermistir. Testlenen
orneklerden Chardonnay, Palieri, Kalecik karasi, Siraz, Zinfandel ve Cavus
cesitlerinden toplam 21 6rnek GPGV’nin ii¢ farkli genini (CP, MP ve REP) ¢ogaltan
primerle de pozitif sonug vermistir (Cizelge 4.3). GPGV ilk kez 2012 yilinda Italya’da
Trentino Bolgesinde Pinot gris ve Traminer iiziim ¢esitlerinde (Giampetruzzi ve ark.,
2012) daha sonra ise ayni bolgede Silene latifolia ve Chenopodium albiim gibi otsu
bitkilerde (Gualandri ve ark. 2016) saptanmistir. llerleyen yillarda bu viriis sirasiyla
Kore (Cho ve ark., 2013), Slovakya (Glasa ve ark., 2014), Slovenya (Mavric ve ark.,
2014), Uruguay (Jo ve ark., 2015), Fransa (Beuve ve ark., 2015), Romanya, Ukrayna,
Bosna ve Hersek, Karadag, Sirbistan, Hirvatistan, Makedonya, Portekiz ve ispanya
(Bertazzon ve ark., 2015), A. B. D. (Al Rwahnih ve ark., 2015), Kanada (Xiao ve ar.,
2015), Cin (Fan ve ark., 2015) ve Giircistan’da (Casati ve ark., 2015) saptanmustir.

Cizelge 4.4. Tekirdag ve Hatay illerinde toplanan bag orneklerinin Grapevine pinot
gris virus ile yapilan RT-PCR sonuglari

Ornek

no Toplandg: yer Cesit adi GPGV-CP GPGV-MP GPGV REP
2 Tekirdag Chardonnay - - testlenmedi
3 Tekirdag Chardonnay - - testlenmedi
4 Tekirdag Chardonnay - - testlenmedi
5 Tekirdag Chardonnay - - testlenmedi
6 Tekirdag Chardonnay - - testlenmedi
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Cizelge 4.4. (Devam) Tekirdag ve Hatay illerinde toplanan bag drneklerinin Grapevine

pinot gris virus ile yapilan RT-PCR sonuglari

Ornek  Toplandg GPGV-

no yer Cesit adi GPGV-CP MP GPGV REP
Tekirdag Chardonnay - - testlenmedi
Tekirdag Chardonnay - - testlenmedi
Tekirdag Chardonnay - - testlenmedi

10 Tekirdag Chardonnay - - testlenmedi

11 Tekirdag Chardonnay - - testlenmedi

12 Tekirdag Chardonnay testlenmedi

13 Tekirdag Chardonnay testlenmedi

14 Tekirdag P.noir - - testlenmedi

16 Tekirdag P.noir- - - testlenmedi

17 Tekirdag P.noir + + testlenmedi

18 Tekirdag P.noir - - testlenmedi

19 Tekirdag P.noir testlenmedi

20 Tekirdag P.noir testlenmedi

21 Tekirdag P.noir - - testlenmedi

22 Tekirdag P.noir - - testlenmedi

23 Tekirdag P.noir - +

24 Tekirdag bilinmiyor + +

25 Tekirdag bilinmiyor - - testlenmedi

26 Tekirdag bilinmiyor - - testlenmedi

27 Tekirdag bilinmiyor - - testlenmedi

28 Tekirdag bilinmiyor - - testlenmedi

29 Tekirdag bilinmiyor - - testlenmedi

30 Tekirdag bilinmiyor - - testlenmedi

32 Tekirdag Zinfandel + + +

36 Tekirdag Chardonnay + + +

37 Tekirdag Chardonnay + + +

38 Tekirdag Chardonnay + + +

39 Tekirdag Chardonnay + + +

40 Tekirdag Zinfandel + + testlenmedi

46 Tekirdag bilinmiyor + + +

47 Tekirdag bilinmiyor + + +

48 Tekirdag bilinmiyor + + +

49 Tekirdag bilinmiyor + + testlenmedi

64 Tekirdag bilinmiyor + + testlenmedi

137 Tekirdag Siraz - - testlenmedi

138 Tekirdag Siraz - - testlenmedi

139 Tekirdag Siraz + + +
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Cizelge 4.4. (Devam) Tekirdag ve Hatay illerinde toplanan bag drneklerinin Grapevine
pinot gris virus ile yapilan RT-PCR sonuglart

Ornek  Toplandg

no yer Cesit adi GPGV-CP GPGV-MP  GPGV REP
140 Tekirdag bilinmiyor - - -
141 Tekirdag bilinmiyor + + +
142 Tekirdag bilinmiyor - - -
143 Tekirdag bilinmiyor + + +
144 Tekirdag bilinmiyor - testlenmedi -
145 Tekirdag Palieri + + +
146 Tekirdag Palieri - - -
147 Tekirdag Siraz - - -
148 Tekirdag Siraz - - -
149 Tekirdag Siraz + + +
150 Tekirdag Siraz - - -
151 Tekirdag Siraz - - -
152 Tekirdag Chardonnay + + +
153 Tekirdag Chardonnay + + -
154 Tekirdag Chardonnay - - -
155 Tekirdag Chardonnay - - -
156 Tekirdag Chardonnay - + -
157 Tekirdag Chardonnay - - -
158 Tekirdag Chardonnay + + +
159 Tekirdag Chardonnay - - -
160 Tekirdag Chardonnay - - -
161 Tekirdag Chardonnay - - -
162 Tekirdag Chardonnay + + +
163 Tekirdag Chardonnay - - -
164 Tekirdag Chardonnay - - -
165 Tekirdag Chardonnay + + +
166 Tekirdag Chardonnay - - -
167 Tekirdag Chardonnay - - -
168 Tekirdag Chardonnay + + -
169 Tekirdag Chardonnay - - -
170 Tekirdag Chardonnay + + -
171 Tekirdag Chardonnay + + +
172 Tekirdag Alicante bouchet  + + -
173 Tekirdag Dimyat - - -
174 Tekirdag Aalicante bouchet - - -
175 Tekirdag Kalecik karasi - - -
176 Tekirdag Kalecik karasi - - -
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Cizelge 4.4. (Devam) Tekirdag ve Hatay illerinde toplanan bag drneklerinin Grapevine
pinot gris virus ile yapilan RT-PCR sonuglart

Ornek no  Toplandgi yer Cesit adi GPGV-CP GPGV-MP  GPGV REP
177 Tekirdag ilinmiyor + + +
178 Tekirdag bilinmiyor - - -
179 Tekirdag Alicante bouchet - - -
180 Tekirdag Alicante bouchet - - -
181 Tekirdag bilinmiyor - - -
182 Tekirdag Kalecik karasi - - -
183 Tekirdag bilinmiyor - - -
184 Tekirdag bilinmiyor - - -
185 Tekirdag Cardinal - - -
186 Tekirdag bilinmiyor - - -
187 Tekirdag bilinmiyor - - -
188 Tekirdag bilinmiyor - - -
189 Tekirdag bilinmiyor - - -
190 Tekirdag Cavus + + -
191 Tekirdag Cavus - - -
192 Tekirdag Cavus - - -
193 Tekirdag Palieri + + testlenmedi
194 Tekirdag Palieri - - -
195 Tekirdag Palieri - - -
196 Tekirdag bilinmiyor + + -
197 Tekirdag bilinmiyor - - -
198 Tekirdag bilinmiyor + + -
199 Tekirdag Hamburg misketi ~ + + -
200 Tekirdag Hamburg misketi - - -
201 Tekirdag Hamburg misketi - - -
202 Tekirdag P.noir - - -
203 Tekirdag P.noir - - -
204 Tekirdag P.noir - - -
205 Tekirdag Gamay + + -
206 Tekirdag Gamay - - -
207 Tekirdag Gamay - - -
208 Tekirdag Alphonse + + -
209 Tekirdag Alphonse + + -
210 Tekirdag Alphonse - - -
211 Tekirdag Bogazkere - - -
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Cizelge 4.4. (Devam) Tekirdag ve Hatay illerinde toplanan bag drneklerinin Grapevine
pinot gris virus ile yapilan RT-PCR sonuglart

Ornek Toplandg
no yer Cesit adi GPGV-CP GPGV-MP  GPGV REP

212 Tekirdag Palieri - - -
213 Tekirdag Zevik - - -
214 Tekirdag Razak - - -
215 Tekirdag Narince - - -
216 Tekirdag Bilinmiyor + - -

217 Tekirdag Bilinmiyor - - -
218 Tekirdag Bilinmiyor - - -

219 Tekirdag Bilinmiyor + - -
220 Tekirdag Bilinmiyor + - -
221 Tekirdag Bilinmiyor + - -
222 Tekirdag Bilinmiyor - - -
223 Tekirdag Bilinmiyor + - -
224 Tekirdag Bilinmiyor + - -
225 Tekirdag Bilinmiyor - - -
226 Tekirdag Bilinmiyor + - -
227 Tekirdag Bilinmiyor + - -
228 Tekirdag Bilinmiyor - - -
229 Tekirdag Michel Palieri + - -
230 Tekirdag Lival - - -
231 Tekirdag Karasakiz 17 + - -
232 Tekirdag Cinsout - - -
233 Tekirdag Parazkarasi + - -
234 Tekirdag Hamburg misketi + - -
235 Tekirdag Cavus + - -
236 Tekirdag Cmar tiztimii 34-10 + - -
237 Tekirdag Zevik + - -
238 Tekirdag 8-11 tiryaki + - -
239 Tekirdag P.noir + + -
240 Tekirdag A.Bouchet + + -
241 Tekirdag Zinfandel + + -
242 Tekirdag Chardonnay + + -
243 Tekirdag Adakarasi - + testlenmedi
244 Tekirdag Kalecik karasi + - -
245 Tekirdag Merlot + + -
246 Tekirdag Madam Stmathias ~ + + -
29 Hatay Antep karasi - testlenmedi  testlenmedi
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Cizelge 4.4. (Devam) Tekirdag ve Hatay illerinde toplanan bag drneklerinin Grapevine

pinot gris virus ile yapilan RT-PCR sonuglart

Ornek Toplandg

no yer Cesit adi GPGV-CP GPGV-MP GPGV REP
64 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
65 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
66 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
67 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
68 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
69 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
70 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
72 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
73 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
74 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
75 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
77 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
78 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
79 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
82 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
84 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
85 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
87 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
88 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
89 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
90 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
91 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
92 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
93 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
95 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
97 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
98 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
99 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
100 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
101 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
102 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
103 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
104 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
105 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
106 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
109 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
110 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
111 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
112 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
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Cizelge 4.4. (Devam) Tekirdag ve Hatay illerinde toplanan bag drneklerinin Grapevine

pinot gris virus ile yapilan RT-PCR sonuglart

Ornek  Toplandg

no yer Cesit adi GPGV-CP GPGV-MP  GPGV REP
114 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
115 Hatay Antep karasi - testlenmedi testlenmedi
116 Hatay Antep karasi - testlenmedi testlenmedi
118 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
119 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
120 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
121 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
122 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
123 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
124 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
125 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
126 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
128 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
129 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
130 Hatay Antep karasi - testlenmedi testlenmedi
131 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
133 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
134 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
138 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
139 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
141 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
142 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
143 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
146 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
147 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
151 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
153 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
154 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
155 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
156 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
157 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
158 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
159 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
161 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
162 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
163 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
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Cizelge 4.4. (Devam) Tekirdag ve Hatay illerinde toplanan bag drneklerinin Grapevine

pinot gris virus ile yapilan RT-PCR sonuglart

) Topland@

Ornek no yer Cesit adi GPGV-CP GPGV-MP GPGV REP
164 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
165 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
166 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
167 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
168 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
169 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
170 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
171 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
172 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
173 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
174 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
175 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
176 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
177 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
178 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
179 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
180 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
181 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
182 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
183 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
184 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
185 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
186 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
187 Hatay Antep karast - testlenmedi testlenmedi
188 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
189 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
190 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
191 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
192 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
193 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
194 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
195 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
196 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
197 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
198 Hatay Antep karas1 - testlenmedi testlenmedi
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Sekil 4.13. Tekirdag bag drneklerinin Grapevine pinot gris virus kilif protein (CP)
genini ¢ogaltan primer ¢ifti (GPG-6609F/GPG7020R) kullanilarak yapilan RT-PCR
analiz sonucu M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 139, 145, 138,
140, 146, 148, 150, 149, 152, 154, 155, 156, 157, 162, 165, 168, 169, 173, 174, 177,
190, 193, 194, 195, 196, 200, 201, 202, 203, 205, 206: testlenen bitki drnekleri; +K:
Pozitif kontrol, S: Su kontrol

nM 139 143 148 149 152 158 165 169 173 180 191 195 202 +K S

-

Sekil 4.14. Tekirdag bag orneklerinin Grapevine pinot gris virus hareketlilik protein
(MP) genini ¢ogaltan primer ¢ifti (GPG-5637F/GPG-5939R) kullanilarak yapilan RT-
PCR analiz sonucu. M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 139,
141, 149, 152, 158, 165, 169, 173, 180, 191, 195, 202: testlenen bitki drnekleri; +K:
Pozitif kontrol, S: Su kontrol

129 141 145 149 152 158 162 165 171 177 232 235 S +K

Sekil 4.15. Tekirdag bag drneklerinin Grapevine pinot gris virus replikaz (REP) genini
cogaltan primer ¢ifti (GPG-14F/GPG-632R) kullanilarak yapilan RT-PCR analiz
sonucu. M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 139, 141, 145, 149,
152, 158,162, 165, 171, 177, 232, 235: testlenen bitki 6rnekleri; +K: Pozitif kontrol, S:
Su kontrol
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Sekil 4.16. Hatay bag 6rneklerinin Grapevine pinot gris virus kilif protein (CP) genini
¢ogaltan primer ¢ifti (GPG-6609F/GPG7020R) kullanilarak yapilan RT-PCR analiz
sonucu. M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 175, 176, 177, 178,
179, 180, 81, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198,
122, 123, 124, 125 : testlenen bitki 6rnekleri; +K: Pozitif kontrol, S: Su kontrol

4.2.2.2. DNA viriisleri olan GRBaV ve GRLDAaV’nin PCR Analizleri

Grapevine roditis leaf discolaration associated virus (GRLDaV)

Tekirdag ve Hatay illerinden toplanan bag 6rnekleri GRLDaV i¢in testlenmeden
once primerlerin etkinligini belirlemek amaciyla pozitif kontrol olarak kullanilan ve
Yunanistan’dan temin edilen GRLDaV ile enfekteli bag ¢ubuklarindan izole edilen
DNA ile birlikte plazmid kullanilmis ve viriisiin ORF2 genini amplifiye eden Badna-R-
Up ve Badna-R-Do primerleri (Maliogka ve ark., 2015) ile beklenen diizeyde bant
olusumu gozlenmistir (Sekil 4. 17). Pozitif kontrol olarak kullanan GRLDaV enfekteli
bitkiden izole edilen DNA dogrudan ve 1/100 oraninda seyreltilerek kullanildiginda
seyreltilmis DNA’lar ile daha iy1 sonu¢ alinmasi nedeniyle bu ¢alisma kapsaminda izole
edilen tim DNA’lar 1/100 oraninda seyreltilerek PCR islemi yliriitiilmistiir. Pozitif
kontroller kullanilarak yiiriitiilen bu optimizasyon ¢alismalarina gore Tekirdag’dan 74
Hatay’dan 20 Ornek testlenmis ve PCR analizlerine goére higbir drnekte GRLDaV
saptanmamuistir (4.17, 4.18.). Bu viriis ile ilgili bugiine kadar sadece Yunanistan’dan bir
kayit bulunmakta olup bag alanlarinda baska bir tespit bulunmamaktadir (Maliogka ve
ark., 2015). Bu nedenle testlenen sinirli sayidaki 6rnekte bu viriisiin saptanmamasi

beklenen bir sonugtur.
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Sekil 4.17. Hatay ili bag 6rneklerinin Grapevine roditis leaf discolaration associated
virus ’ne kars1 Badna-R-Up ve Badna-R-Do primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR
analizlerinin elektroforez jel goriintiisit M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH,
Almanya); 64, 65, 66, 68, 69,70, 72, 73, 74, 77, 79, 82, 87, 85, 90, 93, 98, 103, 112,
128,133, 141, 153: testlenen bitki 6rnekleri; S: Su kontrol; +K: Pozitif kontrol.

M 119 121 127 129 130 331 132 135 156 137 139 143 144 47152 353 357 166 170 382 177 185 193 198 210 190 196 158201 0% 206 § K

MRS T . R 2 2 F T R R R

Sekil 4.18. Tekirdag ili bag 6rneklerinin Grapevine roditis leaf discolaration associated
virus 'ne kars1 Badna-R-Up ve Badna-R-Do primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR
analizlerinin elektroforez jel goriintiisiit M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH,
Almanya); 64, 65, 66, 68, 69,70, 72, 73, 74, 77, 79, 82, 87, 85, 90, 93, 98, 103, 112,
128,133, 141, 153: testlenen bitki ornekleri; S: Su kontrol; +K: Pozitif kontrol.

Grapevine red blotch associated virus (GRBaV) PCR Analizleri

Testlenenecek bitkiler ve pozitif kontrol bitki orneklerinden Qiagen RNeasy
hazir kitin kullanildigi modifiye MacKenzie yontemi ile izole edilen NA’ler 1/40, 1/100
ve 1/200 oraninda sulandirilarak Al Rwahnih ve ark. (2013) tarafindan gelistirilen
GRBaV primeriyle testlenmistir. PCR analizleri sonucunda pozitif kontrol olarak

kullanilan 6rnekte beklenen diizeyde amplifikasyon elde edilirken Tekirdag ve Hatay ili
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bag orneklerinin hepsi GRBaV agisindan negatif bulunmustur (Sekil 4.19). Sonuglarin
dogrulanmasi amaciyla Krenz ve ark., (2014) tarafindan gelistirilen ve viriisiin kilif
protein geni  (GRBaV-CP) ve replikaz genini amplifiye eden (GRBaV-REP)
primerleriyle de bazi simptomlu 6rnekler secilerek testlenmistir. Orneklerden
MacKenzie modifiye Qiagen kit ile RNA, Qiagen DNesay kit ile de DNA ile izole
edilerek PCR yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda her iki yontemle izole edilen
DNA ve RNA’dan yapilan PCR ve RT-PCR isleminde pozitif kontroller ¢calismis ve
ornekler negatif bulunmustur (Sekil 4.20, 4.21). Baglar vegetatif yolla gogaltilmalari
nedeniyle bir¢ok virlise konukculuk yapmakta ve gerek RNA gerekse DNA viriisleri bir
arada karigik enfeksiyona neden olmaktadir (Martelli, 2014). Bu nedenle baglarda
karisik virlis enfeksiyonlarini saptamak i¢in ayr1 ayrt RNA ve DNA izolasyonu yapmak
yerine sadece RNA ekstraksiyonu ile hem RNA hem DNA viriislerinin PCR analizleri
ile saptanabilme durumu da arastirilmistir. Bu amagla DNA viriisleri olan GRBaV ve
GRLDaV’nin sadece pozitif kontrol bitki drnekleri kullanilarak modifiye Mackenzie
RNA ekstraksiyon yontemi ile RNA izolasyonu yapilmig ve RNA sulandiriimadan ve
1/100 oraninda sulandirilarak RT-PCR yapilmistir. Sonugta her iki viriis i¢in de sadece
pozitif kontrollerde beklenen diizeyde amplifikasyon elde edilmis ve sulandirma
durumu agisindan bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.22). Yapilan bazi ¢alismalarda izole
edilen total RNA’larin DNA viriislerini saptamada kullanilabilirligi arastirilmis ve RNA
izolasyon prosediirlerinin GRBaV gibi kiiciik genomik DNA molekiillerini saptamada
etkin olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Xiao ve ark., 2015). GRBaV tanisi
amaciyla yapilan tiim PCR ve RT-PCR analizlerinde gerek Tekirdag gerekse Hatay ili
bag orneklerinde pozitif 6rnek saptanmamistir. Bugiline kadar bu viriisiin sadece ABD
(Al Rwahnih ve ark., 2013; Krenz ve ark., 2014) ve Kanada’da (Poojari ve ark., 2013;
2016) varlig1 tespit edilmis olup diger hicbir iilkeden kayit bulunmamaktadir. O nedenle

tilkemizde tespit edilmemis olmas1 beklenen bir sonugtur.
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Sekil 4.19. Tekirdag ili baglarindan toplanan 6rneklerin Grapevine redblotch associated
virus’ne karst GVGF1/GVGR1 primer gifti kullanilarak yapilan PCR analizlerinin
elektroforez jel goriintiisit M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH,
Almanya);118, 121, 139, 141, 143, 145, 149, 152, 158, 165, 171, 172, 177, 162, 165,
183, 190, 193, 196, 198,201, 202, 205: testlenen bitki drnekleri; 1/40, 1/100, 1/200:
Farkli oranlarda sulandirilmis pozitif kontrol, S:Su kontrol.

2 145 18 1% 188 199 a1 212 a3 4 S *X

Sekil 4.20. Tekirdag ili baglarindan toplanan 6rneklerden izole edilen DNA’larin
Grapevine redblotch associated virus-kilif protein (GRBaV-CP) primeri kullanilarak
yapilan PCR sonucunun elektroforez jel goriintiisii M: Marker (SMO#383 MBI
Fermentas GmbH, Almanya); 1-10, 1P, 2P, 186, 187, 188, 199, 211, 212, 213, 214:
testlenen bitki 6rnekleri; S: Su kontrol, +K: pozitif kontol

Sekil 4.21. Tekirdag ili baglarindan toplanan 6rneklerden izole edilen DNA’larin
Grapevine redblotch associated virus-replikaz geni (GRBaV-REP) primeri kullanilarak
yapilan PCR sonucunun elektroforez jel goriintiisii M: Marker (SMO#383
MBIFermentas GmbH, Almanya) ; 1-10, 1P, 2P, 186, 187, 188, 199, 211, 212, 213,
214: testlenen bitki drnekleri; S: Su kontrol, +K: pozitif kontol
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GRBaV GRLDaV

Sekil 4.22. GRBaV ve GRLDaV pozitif bitki kontrollerinden modifiye Mackenzie RNA
ekstraksiyon yontemiyle izole edilen total RNA’larin RT-PCR analizleri M: Marker
(SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); (CP+C): Grapevine red blotch
asosciated virus-coat protein pozitif, +C 1/100: Grapevine red blotch asosciated virus-
coat protein 1/100 sulandirilmis pozitif, rep+C: Grapevine red blotch asosciated virus-
replikaz proteini pozitif, +C1/100: Grapevine red blotch asosciated virus-replikaz
proteini 1/100 sulandirilmis pozitif; 9-10: Tekirdag bag ornekleri; S: Su kontrol
R11,R12:CGrapevine roditis leaf discoloration virus pozitif kontrol)

4.2.3. GPGV-CP, MP ve REP gen bolgelerinin klonlama calismalari

Tekirdag ilinden toplanan ve GPGV’nin ii¢ gen bdlgesi icin de RT-PCR
analizlerinde beklenen diizeyde amplikon elde edilen 145 ve 149 nolu izolatlar
kullanilarak yapilan klonlama isleminde transformasyon i¢in ekim yepilan petriler 37
°C’de bekletilerek koloni gelisimi takip edilmistir. 145 nolu izolatta sadece GPGV-CP
ve GPGV-REP bolgerinde mavi ve beyaz renkte koloniler elde edilirken 149 nolu
izolatta li¢ bolge i¢in de mavi ve beyaz koloniler elde edilmistir (Sekil 4.23, 4.24).
Beyaz kolonilerden hazirlanan 6rnekler GPGV-CP, GPGV-MP ve GPGV-REP primeri
kullanilarak RT-PCR analizleri yapilmis ancak beklenen diizeyde amplikon elde
edilememistir. Elde edilen amplikonlar sekansa gonderildiginde sadece vektore ait
dizilim elde edilmis olup, bu da klonlamanin uygun ve basarili bir sekilde

gergeklestirilemedigini gostermektedir.
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Sekil 4.23. Grapevine pinot gris virus (GPGV)’nin Tekirdag o6rneklerinden RT-
PCR sonrasi pozitif bulunan 145 nolu palieri ¢esidinden yapilan klonlama
isleminde mavi ve beyaz koloni gelisimi gostermistir. GPGV-CP, GPGV-MP,
GPGV-REP bdélgeleri i¢in klonlanan 6rneklerdeki koloni olusumu

Sekil 4.24. Grapevine pinot gris virus (GPGV)’nin Tekirdag bag 6rneklerinden

GPGV-CP, -MP ve —REP primerleri ile pozitif bulunan 149 nolu GPGV-Shiraz

izolat1 kullanilarak yapilan klonlama ¢aligsmalari sonucu gézlenen mavi ve beyaz
koloni gelisimi
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4.2.4. GPGV’nin Filogenetik Analizi

GPGV’nin kilif protein (CP) ve hareketlilik protein (MP) gen bolgelerine ait
niiklotid dizileri taksonomik analizler sirasinda oldukca kullanishi genomik bolgelerdir
(Berger ve ark., 2000) bu nedenle bu ¢alisma kapsaminda oncelikle bu iki gene ait
niikleotid dizileri NCBI veri tabanindaki diger GPGV izolatlarinin dizileri ile Clustal W
yontemi kullanilarak hizalanmistir. Hizalanan tiim niikleotid dizileri NJ (Neighbor
Joining) yontemi kullanilarak Mega 6 yazilimi ile analiz edilmistir. Sonugta elde edilen
dendrogramlarin birbiri ile olduk¢a uyumlu oldugu goriilmiistiir. GPGV-CP ve -MP
izolatlarina ait NJ dendrogrami incelendiginde, GPGV Tiirkiye izolatlarinin ayni grup
igerisinde yer aldigi ve en yakin homolojiyi Slovakya ve Cek Cumbhuriyeti izolatlari

(SK77, SK08, SK31 ve TI25CZ, KF356194.1) ile gosterdigi saptanmustir (Sekli 4.25).
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Sekil 4.25. Grapevine pinot gris virus 'iin RT-PCR iiriinlerinin sekans analizi
sonucunda ¢izilen filogenetik agag. GPGV ‘nin kilif protein geni (CP) (A) ve
hareketlilik geni (movement protein gene-MP) (B) sekans dizilerinin Gen Bankasi
(NCBI) veri tabaninda kayitli bazt GPGV izolatlarinin CP ve MP bolgesine ait
niikleotit dizileri esas alinarak olusturulan filogenetik agac. Filogenetik analizde,
MEGA 6 yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi kullanilmistir.
Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda yiizde olarak
gosterilmis ve % 50°nin altindaki degerler agacta yer almamuistir.
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5.SONUC ve ONERILER

Ulkemiz, asmanm gen merkezi olmasmin yam sira eski ve koklii bir bagcilik
kiiltiiriine de sahiptir. Ulkemiz, bagcilikta diinya capmnda 6nemli bir iiretim payma
sahiptir ve iizim, sofralik ve kurutmalik olarak uluslararasi boyutta dnemli rol alirken
sarapcilik da son yillarda 6nemli gelismeler gostermeye baslamistir. Bag yetistiriciligini
tehdit eden bir¢ok zararli ve hastaliklar mevcuttur. Bu etmenler bitkilerin yasam
kalitesini azaltarak meyve verim ve kalitesinde de azalmalara neden olmaktadir.
Gilintimiizde baglar1 enfekte eden yaklasik 60 kadar viriis saptanmistir (Martelli, 2014).
Bu viriislerin hemen hemen yaris1 Nepovirus, Sadwavirus, Closterovirus, Ampelovirus,
Vitivirus, Maculavirus ve Foveavirus cinsine ait viriislerdir. Yeni nesil dizileme
teknolojisindeki gelismeler dogrultusunda ¢ok sayida yeni viral etmen tanimlanmis olup
Grapevine Syriah virus-1 bu 6rneklerin ilkidir ve bunu Grapevine pinot gris virus
(GPGV) izlemistir. Baglarda yaygin olarak tespit edilen RNA wviriisleri haricinde
giiniimiizde sadece birkag DNA viriisii tanimlanmis olup bunlar: tek iplikli DNA’ ya
sahip Geminiviridae iiyesi Grapevine Cabernet franc-associated virus (GCFaV) ve
Grapevine red blotch associated virus (GRBaV) ile ¢ift iplikli DNA’ya sahip
Caulimoviridae familyas1 Badnavirus cinsine dahil olan Grapevine vein clearing virus
(GVCV) ve Grapevine roditis leaf discoloration-associated virus (GRLDaV)’diir
(Martelli 2014). Bu caligma kapsaminda Hatay ve Tekirdag illeri bag alanlarinda
yapilan arazi surveyleri ile Tekirdag ilinden ithal ve yerli ¢esitler olmak {izere toplam
191, Hatay ilinden ise en yaygin yetistiriciligi yapilan Antep Karasi ¢esidinden 111
ornek bag alanlarina son yillarda yeni giris yapan GPGV, GSyV-1, GRBaV ve
GRLDaV’ye karsi PCR ile testlenmis ve sonuglar sekans analizi yontemiyle
dogrulanmistir.

Testlenen oOrneklerden Tekirdag ilinden toplanan bag oOrneklerinde % 43,62
oraninda GPGV, % 17,07oraninda ise GSyV1 saptanmistir. Hatay ilinden toplanan
orneklerde ise sadece % 11 oraninda GSyV1 saptanmis ve testlenen Ornekler diger
viriisler agisindan temiz bulunmustur. Tekirdag ili bag alanlarinda yeni viriislerden
GPGV ve GSyV-1’nin yiiksek oranda saptanmasinin bu ilde yabanci orijinli sofralik ve
saraplik lizim ¢esitlerinin  yaygin olarak yetistirilmesi nedeniyle oldugu

diisiiniilmektedir. Hatay ilinde testlenen 6rneklerin tamaminin yerli ¢esit olmasi ve dig
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kaynakli yeni cesitlerin bu bodlgede yaygin olmamasi nedeniyle GPGV’nin
saptanamadig1 ve GSyV-1 enfeksiyon oraninin da ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir.

GSyV-1 konusunda diinyada yapilan ¢alisma sayisi son derece sinirlt olup gen
bankasinda az sayida kayithi izolat bulunmasi nedeniyle virlisiin tespiti amaciyla ilk
yillarda ABD’li arastiricilar tarafindan gelistirilen GVQ ve GSyV-1_Det primerleri
tilkemizdeki GSyV-1 izolatlarin1 tanimada basarisiz olmustur. Tim viriislere karsi
testlenen 301 6rnekten secilen 42 Tekirdag, 53 Hatay 6rnegi GSyV-1 i¢in gelistirilen 3
primer ¢ifti ile denenmis ve Tekirdag drneklerinden 1 tanesi GVQ, 1 tanesi ise GSyV-1-
Det primeri ile pozitif sonug verirken, Hatay ili 6rneklerinden sadece 1 tanesi GSyV-1-
Det primeri ile saptanabilmistir. Bunu yaninda 2015 yilinda Glasa ve ark. tarafindan gen
bankasindaki ¢ok sayida izolat genomu dikkate alinarak gelistirilen SY5922F/SY6295R
primeri ile yapilan testlerde Tekirdag orneklerinden 28, Hatay ili 6rneklerinden ise 10
tanesi pozitif bulunmustur. Bu c¢alisma kapsaminda elde edilen PCR firiinleri
cogaltilarak sekansa gonderilmis ancak sekans sonuglari hala elimize ulasmadig i¢in bu
calisma kapsaminda yorumlanamamustir.

Bu tez kapsaminda yapilan PCR analiz sonuclaria gore GPGV, Tekirdag iline ait
cok sayida farkli {iziim gesidinde saptanmistir. PCR analizlerinde viriistin 3 farkli gen
bolgesini ¢ogaltan primerler kullanilmis ve segilen sinirhi sayidaki izolat sekans
analizine gonderilerek elde edilen sekanslar farkli iilkelerden gen bankasina kaydedilen
GPGV-bag izolatlar1 ile kiyaslanmistir. Bu c¢alismanin devaminda GPGV pozitif
bulunan ¢esitlerden yapilacak se¢imlerle daha fazla izolatin sekans analizi yapilarak gen
bankasina yeni veriler saglanmasi 6nerilmektedir. Boylece sinirli sayida ve sadece bazi
Avrupa iilkeleri, ABD ile Kore’ye ait bulunan GPGV sekans dizilerine ilaveten
tilkemizde baglardan ve olas1 vektorlerden elde edilecek izolatlara ait yeni sekans
dizileri kayit edilerek GPGV’nin evrimsel gelisme ve ortaya c¢ikis siirecinin
aciklanmasina katki saglanmis olacaktir. GPGV’nin yabanci orijinli ¢esitler yaninda
yerli liziim ¢esitlerimizde de saptanmasi hastaligin vektorlerle tasinma ve diger olasi
konuke¢u varligr konusunda 6nemli bir veridir. Bu nedenle 6nemli sofralik ve saraplik
lizim cesitlerinde daha genis alanlarda surveyler yapilarak GPGV’nin
epidemiyolojisinde rol oynayan Eriophyidae familyasina bagli olas1 vektor akar
tirlerinin  ve GPGV’nin tasinmasindaki etkin rollerinin ortaya c¢ikarilmasi

gerekmektedir. Ayrica bag alanlarinda yogun olarak bulunan yabanci otlarin da GPGV
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acisindan testlenmesi gerekmektedir. Yapilacak olan tespit ve tasima denemeleri
sonucunda eriofidlerin virlisii tagimadaki rolleri ve bag disinda olasi konukgular
belirlenerek, eriofidlerle ve yabanci otlarla etkin miicadele olanaklarnin gelistirilmesi
ve bununla iliskili olarak hastalik kontroliinde gerekli onlemlerin ivedilikle alinmasina
destek saglanmis olacaktir. Tiirkiye’de ekonomik anlamda Onemli bag ¢esitlerinde
GPGV’nin verim ve Kaliteye olan etkilerinin aragtirllmasi da onerilmektedir. Bu
kapsamda enfekteli ve saglikli omcalarda salkim sayisi/omca, 100 dane agirligi, {iziim
suyunun seker igerigi, total asitlik, pH degeri v.b. gibi baz1 6zellikler incelenerek
viriistin ger¢ek anlamda ekonomik kayiplara yol agip agmadigi belirlenmelidir.

Bu calisma ile GSyV-1 iilkemizde ilk kez saptanmis olup bu virlisle simptom
iligkileri arastirilmamistir. Ayrica bu viriisiin saptanmasinda denenen 3 farkli primerin
yaninda lilkemiz izolatlarin1 daha iyi tanilamaya yonelik yeni primerlerin gelistirilmesi

de Onerilmektedir.
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EKLER

MACKENZIE EZME TAMPONU (100 ml)

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

Karigim 100 ml d2H20’ ya tamamlanip oda sicakliginda saklanmustir.

NIKOTIN BUFFER TAMPONU (1/000ml)

0.5 M Boric asid 180 ml
NaBorate

(NaB,0,10H,) 38g
PVP(40) polyvinylpyrrolidone 40g
Nonfat milk powder 49
Tween-20 1mi
Nicotine 10ml

Karigim 100 ml d2H20’ ya tamamlanip oda sicakliginda saklanmustir.

AGAROS JEL ELEKTROFOREZ (MANIATIS ve ark., 1992)
TAEX50 (100 ml)

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

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

PCR iiriiniiniin yiikleme ortami (15 ml 6X stok icin)
Bromophenol blue 15 mi

Glycerol 18 ¢

TAEX50 6 ml

Hazirlanan ortam -20 °C’de saklanmustir.
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Ethidium Bromide cozeltisi (1 mg/ml 200 ml stok i¢in)

0.5X TAE 200 ml

Ethidium bromide 200 pl

Koyu renkli bir kap iginde karanlik ortamda oda sicakliginda saklanmistir. 5-10

kullanimdan sonra ¢ozelti tazelenmistir.

%1 Agarose Jel Elektroforezi

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

iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir.

SOC (100ml)
2.0g Bacto®-tryptone
0.5g Bacto®-yeast extract

Iml 1M NaCl

0.25ml 1M KCI

Iml 2M Mg, + stock, filter-sterilized
Iml 2M glucose, filter-sterilized

Cozelti 100 ml d2H20’ya tamamlanarak ph 7 ayarlanmustir.

2M M g,+ stok
20.33g MgCl, * 6H,0
24.659 MgSo, « 7H,0

Cozelti 100 ml d2H,O tamamlanarak ve filtrelenmistir.
IPTG stok soliisyon (0.1M)

129 IPTG

d2H20’e 50 ml tamamlanmis ve 4°C saklanmistir
X-Gal (2ml)

100mg 5-bromo-4-chloro-3- indolyl-B-d-galactoside
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LB medium (1litre)

10g Bacto®-tryptone

5g Bacto®-yeast extract

59 NaCl

NaOH ekleyerek pH to 7.0 ‘e tamamlanmistir

2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase

60mM Tris-HCI (pH 7.8)

20mM  MqgCl,

20mM  DTT

2mM  ATP 10% polyethylene glycol (MW8000, ACS Grade)
Tek kullanimlik tiiplerde 20 ° C'de saklanmustir.

TYP broth (1 litre)
16g Bacto®-tryptone
l6g  Bacto®-yeast extract
59  NaCl
2.59 K,HPO,
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