T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

Ece DEGER

BiTKi KORUMA ANABILiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

HATAY
NISAN-2015



T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

HATAY ve GAZIANTEP iLLERINDEKI BAG ALANLARINDA
GORULEN ONEMLI ViRUS HASTALIKLARININ SEROLOJIK ve
MOLEKULER YONTEMLERLE TANILANMASI

Ece DEGER

BiTKi KORUMA ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

HATAY
NISAN-2015




T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIiVERSITES]
FEN BILIMLERI ENSTITUST

HATAY ve GAZIANTEP ILLERINDEKI BAGC ALANLARINDA
GORULEN ONEMLI VIRT'S HASTALIKLARININ SEROLOVJIK ve
MOLEKULER YONTEMLERLE TANILANMASI

ECE DEGER
YUKSEK LiSANS TEZI

BITKI KORUMA ANABILIM DALI

Prof. Dr. Kadriye CAGLAYAN damgmanhiginda hazirlanan bu tez 16/04/2015
tarihinde agagidaki jiiri iiyeleri tarafindan OYBIRLIGI ile kabul edilmigtir.

"K\ £4 C-)“\")"V\/‘-f\,,

Prof, Dr. Kadriye CAGLAYAN X

M M BASKAN _
Dog. Dr. MCLna GAZEL Dog. Dr. Onder KAMILOGLU
Uy J

E UYE

Bu tez Enstitiimiiz Bitki Koruma Anabilim Dalinda hazirlanmastir.
Kod No:§ 7 4

Dog¢. Dr. Okan SENER
Enstitii Miidiirii

Bu ¢alisma MK U Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenmistir.
Proje No:11464

Not: Bu tezde kullanilan ozgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirilerin, cizelge, sekil ve
fotoraflarin  kaynak gosterilmeden kullammi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri
Kanunundaki hiikiimlere tabidir.




16/04/2015
TEZ BIiLDiRiMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranmis ve akademik kurallar ¢er¢evesinde elde
edilerek sunuldugunu, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu c¢alismada bana
ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini ve tez
tizerinde Yiiksekogretim Kurulu tarafindan higbir degisiklik yapilamayacagi i¢in tezin
bilgisayar ekraninda goriintiilendiginde asil niisha ile ayni olmasi sorumlulugunun

tarafima ait oldugunu beyan ederim.

ECE DEGER



OZET

HATAY ve GAZIANTEP iLLERI BAGLARINDA GORULEN ONEMLI VIRUS
HASTALIKLARININ SEROLOJIK VE MOLEKULER YONTEMLERLE
TANILANMASI

Gliniimiizde baglar enfekte eden 60 kadar virlis saptanmistir. Bu viriislerin hemen
hemen yaris1i Nepovirus, Sadwavirus, Closterovirus, Ampelovirus, Vitivirus,
Maculavirus ve Foveavirus cinsine ait viriislerdir. Bu cinsler iginde yer alan viriislerin
bazilar1 tilkemizin farkli bolgelerinde tespit edilmis olup bu ¢alismalarin gogu Trakya,
Ege, I¢ Anadolu ve Giineydogu Anadolu bélgelerinde biyolojik ve serolojik yontemler
kullanilarak yapilmistir. Molekiiler tani yontemlerinin bag viriislerini tanilamak
amactyla kullanimi ise tilkemizde son yillarda baglamis olup, Hatay ili baglarinda viriis
hastaliklarinin ~ molekiiler ~— yontemlerle  teshisine  yonelik  hicbir  calisma
bulunmamaktadir. Bu ¢aligmanin amac1 Hatay ve Gaziantep illerindeki bag alanlarinda
Closteroviridae familyasina ait viriislerden Grapevine leafroll associated virus 1, 2, 3,
4,5 6, 7 ve 9 (GLRaV-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -9) ile o6zellikle odun dokusunda
deformasyonlara neden olan Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB) ve
Grapevine virus D (GVD)’nin DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri ile; tilkemizde hig
caligma bulunmayan ve son yillarda tespit edilen “Red blotch associated virus (GRBaV)
‘tin de PCR analizleri ile saptanmasidir. Bu ¢alisma kapsaminda Hatay ilinde 11,
Gaziantep ilinde ise 2 bag ziyaret edilmis ve 153 bitki 6rnegi toplanmigtir. G6zlenen en
yaygin simptomlar yapraklarda kizarma ve damarlarin yesil kalmasi, beneklenme,
kivrilmalar ve sekil bozukluklari, siirgiinlerde ise bogum aralarinda kisalmalar ile odun
govdesinde deformasyonlardir. ELISA testi sonuglarina goére en yaygin viriisler
GLRaV-1 (%55.56) , GLRaV 4-9 (%43.14), GLRaV-2 (%15.69), ve GLRaV-3
(%12.42) olarak saptanmis ve bu virlsleri GVA (%4.57) ve GLRaV-6 (%0.65)
izlemistir. Testlenen tiim oOrnekler GLRaV- 5, GLRaV-7 ve GVB agisindan negatif
bulunmustur. Karisik enfeksiyonlarin hepsinde GLRaV-1’in yer aldigi, bunu sirasiyla
GLRaV 4-9, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6 ve GVA’nin izledigi goriilmiistiir. RT-
PCR analizleri sonucunda testelenen bag Orneklerinin ise % 23.94’ti GLRaV-1,
%14.77°s1 GLRaV-3, % 15.38’1 GLRaV-6, %13.64’1 GVA, %1.26’s1 GVB ve %1.20’si
GVD ile enfekteli bulunmustur. Bu ¢alisma ile testlenen 153 6rnegin hi¢ birisinde
GRBaV tespit edilemezken GVB ve GVD virtisleri tilkemizde ilk kez RT-PCR yontemi
ile tespit edilmistir.

2015, 45 sayfa

Anahtar kelimeler: Vitis vinifera L., Closteroviridae, Vitivirus, Red blotch
associated virus, DAS-ELISA, PCR, Hatay, Gaziantep.



ABSTRACT

DETECTION of IMPORTANT VIRUS DISEASES in HATAY and GAZIANTEP
VINEYARDS by SEROLOGICAL and MOLECULAR TECHNIQUES

To date, nearly 60 viruses have been reported to infect grapevines. Of these
viruses, only about half, belonging primarily to the genera Nepovirus, Sadwavirus,
Closterovirus, Ampelovirus, Vitivirus, Maculavirus and Foveavirus. Some of the viruses
among these genera have already been detected in Trace, Agean, Central and Southeast
regions of Turkey by using biological and serological methods. Molecular detection tools have
been recently used in our country for grapevine viruses but there has been no report on
molecular detection of any grapevine viruses in Hatay province, yet. The aim of this study is
detection of Grapevine leafroll associated virus 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9 (GLRaV-1, 2,3, 4,5,
6, 7, 9) which belong to Closteroviridae, Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B
(GVB) and Grapevine virus D (GVD) which cause wood deformations on grapevines
by DAS-ELISA and RT-PCR and as well as “Red blotch associated virus (GRBaV) on
which there is no any report in Turkey by PCR. In frame of this study, 11 vineyards in
Hatay and 2 vineyards in Gaziantep were visited and 153 samples were collected.The
most common symptoms were reported as reddining of the leaves and green veins,
mottling, leaf rolling, leaf and wood deformations and short internodes. According to
ELISA results, most common viruses were GLRaV-1 (55.56%) , GLRaV 4-9 (43.14%),
GLRaV-2 (15.69%), GLRaV-3 (12.42%) and followed by GVA (4.57%) and GLRaV-6
(%0.65). All tested samples, were found negative for GLRaV- 5, GLRaV-7 and GVB.
GLRaV-1 placed in all mixedinfection combinations and followed by GLRaV 4-9,
GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6 and GVA. RT-PCR analysis showed that tested
samples were infected by GLRaV-1, GLRaV-6, GLRaV-3, , GVA, GVB and GVD as
23.94%, 15.38%, 14.77%, 13.64%, %1.26, 1.20%, respectively. In this study GRBaV
was not able to detected in any of the 153 tested samples and also GVB and GVD were
first time detected by RT-PCR in Turkey.

2015, 45 pages

Key words: Vitis vinifera L., Closteroviridae, Vitivirus, Red blotch associated
virus, DAS-ELISA, PCR, Hatay, Gaziantep.
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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. Anadolu'da bagcilik kiiltiirtiniin tarihi olduk¢a eskidir. Yapilan arkeolojik
kazilardan Anadolu'da bagcilik kiiltiiriiniin  M.O. 3000 yilina kadar dayandig
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 iiziim ve sarabin tanrilara adak olarak sunuldugu
kaydedilmektedir. Tarih boyunca Anadolu'da elde edilen iiziimler ¢gogunlukla kuru ve
yas olarak tiiketilmis, bir kism1 da pekmez, pestii ve lokum seklinde
degerlendirilirmistir (Oraman, 1965).

Kiiltlir asmasinin anavatani olarak tanimlanan iilkemizde bagcilik 6nemli bir tarim
kolu durumundadir. TUIK istatistiklerine gore {iziim iiretimi agisindan iilkemizin son
bes yillik tiretimi incelendiginde 2014 yilinda iilkemiz bag alanlarinda ve {iretimde
gerilemenin oldugu gozlenmektedir (Cizelge 1.1.) (Anonim, 2015). Bu calisma
kapsaminda 6rnekleme yapilan Hatay ilinde 51.598 dekar ekili bag alan1 bulunmakta
olup yillik tiretim 57.638 ton iken Gaziantep’te 165.001 dekar ekili bag alam
bulunmaktadir ve 95.508 ton {iiretim ile bu iki il llkemiz bagciligina 6nemli katki

saglamaktadir. (Anonim, 2014).

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

Yillar Alan (da) Urerim (ton )
2010 4,777.856 4,255.000
2011 4,725.454 4,269.351
2012 4,622.959 4,275.659
2013 4,687.922 4,011.409
2014 4,670.929 4,175.356




Ulkemizde iiziim, sofralik ve kurutmalik olarak i¢ tiiketim ve dis satimda dnemli
rol alirken diger kullanimlar disinda sarapcilik da son yillarda 6nemli gelismeler
gostermeye baslamistir. Diger tiim iiriinlerde oldugu gibi bag yetistiriciligini de tehdit
eden onemli zararli ve hastaliklar mevcuttur. Bu etmenler arasinda 6zellikle hiicre
icinde yasayan enfektiydz organizmalar (viriisler, viroidler, sadece floem ve ksilemde
bulunan prokaryotlar) goze ¢arpmakta ve bitkilerin yasam kalitesini azaltarak verimde
azalmalara neden olmaktadir. Giiniimiizde baglar1 enfekte eden 60 kadar wiriis
saptanmigtir (Martelli, 2010). Bu viriislerin hemen hemen yaris1 Nepovirus, Sadwavirus,
Closterovirus, Ampelovirus, Vitivirus, Maculavirus ve Foveavirus cinsine ait
viriislerdir. Bu viriisler tarafindan neden olunan 22 adet hastalik bilinmektedir ve
bunlardan sadece bir ka¢i ekonomik anlamda zarar yapmaktadir. Bu hastaliklar
olusturduklari belirtilere ve etmenlerine gore farkli gruplarda incelenmektedir.

A) Enfektiyoz dejenerasyon ve ani 6liimler

Bu gruba giren hastaliklara Nepovirus cinsine giren viriisler neden olmaktadir.
Avrupa’da nepoviriislerin neden oldugu goriiniimler “yelpaze yaprak hastaligi” olarak
adlandirilirken A.B.D’de “asma ani Olimii” olarak adlandirilmaktadir (Martelli ve
Boudon-Padieu, 2006). Avrupa nepovirtiisleri (Grapevine fanleaf virus (GFLV), Arabis
mosaic virus (ArMV), Tomato black ring virus (TBRV), Grapevine chrome mosaic
virus (GCMYV)) genellikle sekil ve renk bozuklugu yapan iwrklardir. Amerika
nepoviriisleri ise (Tomato ringspot virus (ToRSV) ve Tobacco ringspot virus (TRSV))
gelisme geriligi, yaprak ve odun dokusunda sekil bozulmalari, verim azalmasi ve ani
Oliimlere neden olan irklardir.

B) Yaprak kivircikhig

Asmalarin en yaygin virlis hastaligidir (Martelli ve Boudon-Padieu, 2006).
Kirmiz1 meyveli tiziim ¢esitlerinde yapraklarda yaz ay1 sonlarinda baslayan kirmizi
lekeler en tipik belirtilerdir. Bu lekeler zamanla tiim yaprag: kaplar ve yaprak damarlari
yesil kalir. Yaprak ayasi kirilganlasir ve asagi dogru kivrilir. Siddetli enfeksiyonlarda
tiim yaprak yiizeyi koyu bordo bir renk alir. Enfekteli omcalarda vejetasyon gecikir ve
tane olusumunda diizensizlikler gozlenerek 2-3 haftalik gecikmeler yasanabilir.
Tanelerde seker igerigi %30 oraninda diisebilir ve antosiyanin, fenolik igerigi

o

degistiginden saraplik iiziim kalitesinde de 6nemli 6l¢lide azalmalar meydana gelir.



Beyaz ¢esitlerde yapraklarda kizarma yerine klorotik lekeler gozlenir. Bu hastalik
grubunun  etmenleri  Closteroviridae familyasina bagli  closteroviriisler ile
ampeloviriislerdir. Bu cinslere ait bugiine degin 11 virlis saptanmistir (Grapevine
leafroll associated virus 1-11), bunlardan dort tanesinin (GLRaV-1, -2, -3 ve -7)
hastalik etmeni oldugu deneysel olarak da kanitlanmistir. Son yillarda GLRaV-Pr ve —
De olarak adlandirilan iki viriis de Gen bankasina GLRaV-10 ve -11 olarak kaydedilmis
ve bu familya i¢indeki toplam viriis sayis1 9’dan 11°e ¢itkmistir (Maliogka ve ark., 2008,
2009). Closteroviridae familyasina giren bu viriislerden sadece GLRaV-2 Closterovirus
cinsine dahil edilmis olup digerlerinin hepsi Ampelovirus cinsi i¢inde yer almaktadir.
GLRaV-2‘nin izolat sayist ¢ok genistir ve farkli simptomlara neden olur (orta diizeyde
yaprak Kivrilmasi, ast noktasinda uyumsuzluklar ve ¢ogunlukla da simptomsuz)
(Martelli ve Boudon-Padieu, 2006). Hastaligin uzun mesafelere tagimmasi enfekteli
iiretim materyalleri ile olmakla birlikte kisa mesafeli tasinmalarda pseudococcid
(Heliococcus, Phenacoccus, Pseudococcus ve Planococcus) ile coccid (Pulvinaria,
Nepulvinaria, Parthenolecanium, Coccus, Parassaissetia, Saissetia ve Ceroplastes)
unlu bitler semipersistent tasinmadan sorumlu olmaktadir (Martelli ve ark., 1997,
Mahfoudhi ve Dhouibi , 2009).

C) Odun deformasyonlar: (Rugose wood)

Bu hastalikta enfekteli omcalarda gelisme geriligi, ilkbaharda gozlerin
uyanmasinda gecikmeler, geriye dogru veya bazi durumlarda ani 6liimler gozlenir.
Asili omcalarda as1 noktasinin tizerinde siskinlikler ve mantarims: kabuk dokusu ile
birlikte odun tabakasinda ¢ikinti ve gukurlasmalar gozlenir. Bu deformasyonlar sadece
kalemde, sadece anagta veya her ikisinde birlikte goriilebilir. Bu hastaliktan kaynakl
verim azalmalar1 %15-55 arasinda oldugu bildirilmistir (Walter ve Martelli, 1997). Bu
hastalik kompleksi dort ayr1 isimle anilmaktadir: Rupestris gdvde ¢ukurlagmasi,
mantarimst kabuk, LN33 govde oluklasmas1 ve Kober govde oluklasmasi (Martelli,
1993; Martelli ve Boudon-Padieu, 2006). Rupestris govde cukurlagsmasi en yaygin
goriilendir ve etmeni Foveavirus cinsine bagli Grapevine rupestris stem pitting
associated virus (GRSPaV) olarak adlandirilmistir (Martelli ve Jelkmann, 1998).
Vektorii heniiz bilinmemektedir. Kober govde oluklasmasi hastalifina Grapevine viriis
A (GVA), mantarimsi kabuk hastaligina ise Grapevine viriis B (GVB) neden olmaktadir.

Her iki viris de Vitivirus cinsine aittir ve semipersistent olarak unlu bitlerle



taginmaktadir. Ayni cinse dahil edilen ve unlu bitlerle tasinan yeni bir virlis
Japonya’dan bildirilmis ve Grapevine viriis E (GVE) olarak adlandirilmistir (Nakaune
ve ark., 2008). Bu grupta yer alan LN33 govde oluklasmasi hastalig: ile ilgili ¢cok az
bilgi mevcuttur ve sadece liretim materyalleri ile yayildig1 bilinmektedir.

D) Beneklenme

Grapevine fleck virus (GFkV) beneklenme hastaliginin ana etmenidir ve mekanik
olarak tasinamamaktadir. Birgok Avrupa iiziim ¢esidinde ve Amerikan asma anaglarinda
simptom olusturmazken Vitis rupestris’lerde damar ag¢ilmalari ve damar aralarinda
beneklenme olusturmaktadir. Siddetli enfeksiyonlarda yapraklarda kivrilma ve
biikiilmeler ile bodurlasma goriilmektedir (Walter ve Martelli, 1997). Latent bir hastalik
oldugu icin diinyada bag yetistiriciligi yapilan tiim 6nemli bolgelerde oldukga yaygindir
(Martelli, 2010).

Bu hastalik gruplarindan bir ¢ogu iilkemizin farkli bolgelerinde tespit edilmistir
(Tekinel ve ark., 1971; Azeri, 1983; Martelli,1987; Ozaslan ve Yilmaz, 1995; Caglayan,
1997; Yilmaz ve ark.,1997; Akbas ve Erdiller, 1998; Koklii ve ark., 1998; Cigsar ve ark.
2002; Akbas ve ark. 2007). Ancak bu calismalarin cogunlugu Trakya, Ege, Ic Anadolu
ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde yapilmis olup viriis tanilar1 da biyolojik ve
serolojik yontemler kullanilarak yapilmistir. Baglarda molekiiler yontemler kullanilarak
yapilan tan1 ¢caligmalar1 son yillarda baslamis olup (Buzkan ve ark., 2010; Kaya ve ark.,
2012) Hatay ve Gaziantep illeri baglarinda viriis tespit ¢aligmalarinda bugiine kadar

molekiiler yontemlerle viriis tanist yapilmamaigtir.

Bu ¢alismanin temel amaglari:

1- Hatay ve Gaziantep illerindeki bag alanlarinda Closteroviridae familyasina ait
viriislerden Grapevine leafroll associated virus 1, 2, 3, 4, 5, 6,7 ve 9 (GLRaV-1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 9) ile 6zellikle odun dokusunda deformasyonlara neden olan Grapevine virus A
(GVA), Grapevine virus B (GVB) ve Grapevine virus D (GVD)’nin DAS-ELISA ve
RT-PCR yontemleriyle saptanmasi.

2- Ulkemizde hi¢ ¢alisma bulunmayan ve son yillarda A.B.D’den bildirilen bir DNA
viriisii olan “Grapevine Red blotch associated viriis” (GRBaV)‘lin PCR analizleri ile

saptanmasidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Uziimeri (1947), Tiirkiye’de ilk olarak 1947 yilinda etmenleri agikliga
kavusmamis virlislerin neden oldugu ve “sararma ve kisa bogum” olarak ifade edilen
belirtileri “Asma Hastaliklar1” isimli yayininda rapor etmistir. Akdogan (1956)
Tekirdag-Miirefte bolgesi baglarinda onceleri fizyolojik bozukluk olarak nitelenen
bulasik soysuzlagsma belirtilerine, daha sonra bir viriisiin neden oldugunu bildirmistir.
Ardindan 1960 yilinda “Bulasik soysuzlagsma (enfektiydz dejenerasyon) etmeninden ari
Amerikan asma anaglar1 kaynagimin kurulmasi “isimli proje baslatilmis ve Manisa ile
Canakkale’nin bag alanlarinda endovaskiiler klonlar arasindan klonal seleksiyonlari
yaptlmistir (Kespiitli ve Saydam, 1972). Bu istasyonlar 1967 yilinda Amerikali
arastirmact W.B. Hewitt tarafindan ziyaret edilerek Kober 5BB klonlar1 haricinde diger
materyallerin tamaminin viriisle bulasik oldugu saptanmis ve bu klonlarin tekrar
testlenmesi Onerisinde bulunulmustur (Hewitt, 1968). Tekinel ve ark. (1971)’nin
yaptiklar1 bir ¢alismada, biyolojik indeksleme ile Burdur Siyahi, Dimriti, Azezi,
Dimiski ve Izmir cekirdeksizi gesitlerinde enfektif dejenerasyon, Kilis baglarinda
Alicante Bouschet ¢esidinde yaprak kivircikligi ve damar bantlagmasi, Mersin’de Royal
Terhey’den c¢esidinde enasyon, Izmir cekirdeksiz iiziim ¢esidinde asma kisa bogum
viriisii ve damar bantlagsmasi hastaliklar1 rapor edilmistir.

Martelli (1987)’nin Tiirkiye’de yapmis oldugu simptomatolojik gézlemlerde kisa
bogum, yaprak kivircikligi, mantarimst odun, beneklenme viriis hastaliklarinin oldugu
bildirilmistir. Gaziantep yoresinde bulunan baglarda Cilek latent halkali leke wviriisii
(Strawberry latent ringspot viriis (SLRSV)) Alicante Bouchet ¢esidine mekanik olarak
inokule edilerek saptanmis ve etmenin karakterizasyonu yapilmistir (Savino ve ark.,
1987).

Ozaslan ve Yilmaz (1995)in Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgesi
baglarinda biyolojik ve serolojik yontemleri kullanarak yaptiklar1 survey calismasinda
toplanan 6rneklerde Grapevine fan leaf virus (GFLV)’ nin en yaygin viriis oldugunu
(%24) ve bunu Grapevine leaf roll associated virus-3 (GLRaV-3) (%17.5), GLRaV-1
(%12.5), Grapevine fleck virus (GFKkV) (%7.5) ve Arabis mosaic virus (ArMV)’iin
(%6.5) takip ettigini ortaya koymuslardir. Yilmaz ve ark. (1997)’nmin Tiirkiye’nin ¢esitli
bolgelerinden topladiklari toplam 84 6rnekte ELISA testiyle GLRaV-1, GLRaV-3 ve



GLRaV-7 nin varligint ve yayginligint saptamislardir. Hatay yoresi baglarinda DAS-
ELISA yontemi kullanilarak yapilan bir calismada ise baglarda en yaygin viriis hastaligi
etmeninin GVA oldugu ve genellikle etmenin yaprak kivircikligi ile beraber bulundugu
rapor edilmistir (Caglayan, 1997).

Kokli ve ark., (1998) Trakya Bolgesi Baglarinda saraplik ¢esitlerde GFLV nin
yaygihiginin belirlenmesi {izerine yaptiklart bir arastirmada DAS-ELISA testleri
sonucunda daha Onceden asma kisa bogum hastaliginin karakteristik simptomlarini
gosterdigi belirlenen orneklerde Tekirdag Merkez ilgede %6.6 Sarkdy’de %12.5 ve
Uzunkoprii ilgesinde %3.3 oraninda yaygin oldugunu saptamislardir.

Kokli (1998), enfekteli Nicotiana benthamiana yapragi ve bag floem dokularini
kullanarak GLRaV-2 antiserumu iiretilmesi lizerine ¢alismis ve viriisiin saptanmasinda
daha giivenilir sonuglart DAS-ELISA’ya kiyasla DASI-ELISA’dan elde etmistir. Bagka
bir ¢aligmada ise DAS-ELISA yontemi ile GVA, GVB, GFkV, GLRaV-1, GLRaV-2,
GLRaV-3, GLRaV-6, GLRaV-7 ve GFLV ile bunlara ek olarak 2 6rnekte ise Cucumber
mosaic virus (CMV) belirlenmistir (Koklii ve ark., 1999). Arastirmacilar 1997 yilinin
yaz sonu sonbahar basinda yaptiklari survey calismasinda virilislerin saptanmasi
amactyla mekanik inokulasyonlar ve serolojik testler gerceklestirilmislerdir. Test edilen
165 6rnekten 153’1 (%92.7) en az bir viriis ile enfekteli bulunmus, iki veya daha fazla
viriis ile enfeksiyon yaygin durumda belirlenmistir (%75). Clostero- ve vitiviriisler tiim
test edilen alanlarda belirlenmistir. En yaygin viriis GVA olarak saptanmis (%52.1) ve
Sarkdy’deki baglarda bu viriis ile bulasiklik orani ise %68.1 olarak tespit edilmistir.
GVA’nin en yaygin bulundugu cesitler ise Cardinal (%100) ve Yapincak (%88.2)
olarak belirlenmistir. Bolgede GFLV, GVA, GVB, GFkV, GLRaV-1 GLRaV-2,
GLRaV-3, GLRaV-6, ve GLRaV-7’nin yayginlik durumu ortaya konulmustur.

Kokl ve Baloglu (2000) Trakya bolgesinde bazi iiziim gesitlerinde asma yaprak
kivrilma virlislerinin yayginliginin belirlenmesi amaciyla 1997 ve 1998 yillarinda
yaptiklar1 survey calismasinda ELISA testlerinde toplam olarak 421 6rnegi GLRaV-1,
GLRaV-2, GLRaV-3 ve GLRaV-7 agisindan degerlendirmisler ve bunlardan 268'inin
asma yaprak kivrilmasi ile iligkili viriislerle enfekteli oldugunu bulmuslardir. Sonug
olarak en yaygin bulunan viriis GLRaV-1 (%37.05) olarak saptanmis ve bunu sirasiyla
GLRaV-3 (%33.01), GLRaV-2 (%7.83) ve GLRaV-7 (%4.03)’nin izledigi

belirlenmistir. Daha sonra GLRaV-3’ii bitki dokusundan saflagtirarak antiserum iiretme



calismalar1 yapmislar, ayni zamanda dsRNA analiz ¢alismalarini yiiriitmiislerdir (Koklii
ve Baloglu, 2001a ve 2001 b).

Bag viriisleri igin {ilkemizde yapilan en genis survey caligmalarindan birisinde
tamamen eski ve yerli cesitlerin yetistirildigi, yabanci asma materyallerinin hig
girmedigi yorelerdeki baglarimizda dahi degisik virlis hastaliklar1 bulunmustur. Digiaro
ve ark. (2000)’nin Giineydogu Anadolu ve Orta Anadolu’nun baslica bag alanlarinda
yaptig1 aragtirmada, GVA’nin en yaygin viriis oldugunu ve bunu GLRaV-1, GFLV ve
GFkV’nin takip ettigi ortaya koyulmustur. Bunun yanisira GLRaV-2, -3 ve -6’ nin da
digerlerine kiyasla daha az yaygin olmakla birlikte mevcut oldugu tespit edilmistir.
Arastirmalar yaprak kivircikligi simptomlarinin ¢cogunlukla Sanliurfa, Adiyaman, Elazig
baglarinda Amerikan asma anaglar1 tlizerine asili kirmizi gesitlerde (Antep Karasi,
Humusi, Kohnii, ve Siyah Kabarcik) ve Nevsehir’deki baglarda yaygin oldugunu
gostermektedir. Asma mantarimst odun hastaligi (Corky bark) simptomlari
Adiyaman’daki asili baglarda yaygin olarak gdzlenirken Kapadokya’daki asisiz
baglarda bulunmamistir (Cigsar ve ark., 2002). Sarpkaya ve ark. (2004)’nin Gaziantep
ili ve ilgelerinde yaptiklari survey caligmalarinda, baglardan alinan 6rneklerin %30’u
GLRaV-3 ile enfekteli olarak saptanirken, bunu GFLV (%24), ArMV (%15) ve
GLRaV-1 (%10) enfeksiyonlari izlemistir.

Tirkiye’de de rapor edilen bu virlisler igerisinde asma mantarimst odun
hastaligina neden olan GVA, GVB (Vitivirus) ve asmanin floeminde lokalize olan,
ipliksi partikiillere sahip, yaprak kivircikligi simptomlariyla iliskili dokuz adet viriisten
GLRaV-1 ve -3 tipleri Avrupa ve Akdeniz’e kiyisi bulunan birgok iilkede yaygin
sekilde tespit edilmistir (Martelli, 1986). Yaprak kivircikligina neden olan viriislerle,
mantarimst odun goriiniimiiyle iligkili olan virlislerin taginmasinda Hemiptera
takimindan Pseudococcidae ve Coccidae familyasinda yer alan bocekler etkilidir.
Unlubitler GVA ve GVB (Rosciglione ve Castellano, 1985; Engelbrecht ve Kasdorf,
1990; Garau ve ark., 1995) ile GLRaV-3 (Petersen ve Charles, 1997), GLRaV-5
(Golino ve ark., 2002) ve GLRaV-1’in (Scorza ve ark., 2003) bilinen en yaygin
vektorleridir. Bu vektorler, viriisleri asmadan asmaya (Tanne ve ark., 1989; Belli ve
ark., 1994), ve otsu konukgulara (Rosciglione ve Castellano, 1985; Garau ve ark., 1995)
basariyla tasiyabilmistir.



Cigsar ve ark. (2002)‘nin Gilineydogu ve Orta Anadolu baglarinda yaptiklari
detayli bir survey calismasinda ELISA yontemini kullanmislar ve GVA’nin en yaygin
virlis oldugu (%42.4), ve bunu sirasiyla GLRaV-1 (%38.5), GFLV (%10.7) ve GFkV
(%7.1)’nin izledigi bildirilmistir. Siirpriz bir sekilde GLRaV-3’tin daha az yaygin
oldugu (%2.4) ve diger testlenen viriislerin de ( GLRaV-2, GLRaV-6, GVB, ArMV)
%1’den daha diisiik oranda bulundugunu saptamislardir.

Akbag ve ark., (2007) Orta Anadolu Bolgesi baglarinda ELISA yontemini
kullanarak yaptiklar survey c¢alismasinda 622 adet 6rnegi GLRaV -1, -2, -3 ve -7 i¢in
testlemisler ve 95 6rnegin en az bir viriis ile enfekteli oldugunu bulmuslardir. En yaygin
viriistin GLRaV-1 (%8.36) oldugunu ve bunu sirasiyla %5.78 ile GLRaV-3, %3.86 ile
GLRaV-7 ve %2.41 ile GLRaV-2’nin izledigini bildirmislerdir.

GLRaV-3’lin bir unlu bit tiirii olan Planococcus citri ile deneysel olarak enfekteli
baglardan saglikli olanlara taginabilme durumun arastirildigi bir ¢alismada, P. citri
nimflerinin bu virtisii %35, erginlerin ise %13 oraninda tasidig1 saptanmistir (Sertkaya
ve ark., 2008).

Ulkemizde son yillarda survey ¢aligmalarinda molekiiler yontemler kullaniimaya
baglamis ve Buzkan ve ark. (2010), Giineydogu Anadolu Bolgesinde yaptiklart bir
calismada GLRaV-5 viriisiinlii hem baglarda hem de aday vektor unlu bitlerde RT-PCR
analizleri ile tespit etmislerdir.

Kaya ve Erilmez (2012)’in 2009-2011 yillar1 arasinda Izmir ve Manisa illerinde
yaptiklari bir survey ¢alismasinda ise 145 ornekten 5 tanesinde hem DAS-ELISA hem
de RT-PCR yo6ntemi ile GLRV-4 viriisii tespit edilmistir.

Onder ve Giimiis (2014)’iin Ege Bolgesi baglarinda yaptiklari bir baska ¢alismada
ise Manisa, Denizli, Usak ve Aydin illerinden toplanan toplam 424 6rnek Real time RT-
PCR yontemi ile testlenmis ve 322 Ornekte GLRaV-8, 71 ornekte GLRaV-Pr, 51
ornekte GLRaV-De 4 6rnekte GLRaV-9 viriislerini saptamiglardir. Bu ¢alisma ile bu 4
viriisiin iilkemizde varlig: ilk kez bildirilmistir.

Bag alanlarinda son yillarda bazi yeni viriis hastaliklart da tanimlanmistir ve
bunlardan bir tanesi de A.B.D.’de saptanmis olan Grapevine red blotch-associated
virus’dur (GRBaV) (Al Rwahnih ve ark., 2013). Ozellikle kirmiz1 iiziim cesitlerinde
“yaprak kivrilma” hastaligina benzer sekilde belirti gosteren ancak yaprak kenarlarinda

kirmiz1 lekeler ve yaprak damarlarinin pembe renk almasi gibi belirtilerle farklilik



gosteren Orneklerin “deep sequencing” yontemi ile analizleri sonucu bir DNA viriisii

oldugu tespit edilen GRBaV baglarda yeni bir viriis olarak tanimlanmistir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Arazi Cahsmalari ve Ornekleme:

Arazi ¢aligmalar1 Hatay (Hassa ve Kirikhan) ve Gaziantep (Nizip) illerinde yogun
olarak bagciligin yapildig1 ilgelerde sofralik ve saraplik gesitlerde yapilmistir. Ornekler
toplanirken her ilin Tarmm 11 Miidiirliikleri ile irtibata gegilerek TUIK ve Ciftci Kayit
Sistemi verilerinden yararlanilmistir. Buna gore Hatay ilinden toplam 107 Gaziantep
ilinden ise 46 ornek toplanmistir. Simptomolojik gozlemler 2013 yilinin Nisan-Aralik
aylarinda yapilmis ve gesitlere gore simptomlar kaydedilmistir. Ornekler kayit altina
alimarak  simptomolojik  agidan  karakteristik ~ olanlar ~ numaralandirilarak
fotograflanmistir. Sonbahar-kis doneminde belirti gosteren omcalarin farkli yerlerinden
20-30 cm uzunlugunda siirgiinler toplanarak uygun kosullarda laboratuvara getirilmis ve

testleninceye kadar +4 °C’de saklanmustir.

3.2. Serolojik Calismalar

3.2.1. DAS ELISA (Double Antibody Sandwich-Enzim Linked Immunosorbent
Assy) Yontemi:

Bitki Ozsularmin Hazirlanmasi

Simptomlu 6rneklerden 1 gr olacak sekilde yaprak ve/veya siirgiinlerin kambiyal
dokusundan hazirlanan 6rnekler ezme tamponu (Ek 1) ile 6zel torbalarda ezilerek 1,5
ml’lik tiiplere alinmstir.
ELISA Testinin Uygulanmasi ve Sonu¢larin Degerlendirilmesi

DAS-ELISA testlerinde GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV 4-9, GLRaV-6,
GLRaV-7 ve GVA belirtegleri (IgG ve konjugat) Bioreba-isvicre’den, GLRaV-5
belirtecleri Neogen-Ingiltere’den, GVB belirtegleri ise Sediag-Fransa’dan temin
edilmistir. Her viriis i¢in firmalarin protokollerinde belirtilmis olan sulandirma oranlari
dikkate alinmistir. Biitiin virtisler i¢cin ELISA testleri Clark ve Adams (1997)’a gore
asagidaki sekilde ytriitiilmiistiir:
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e Kaplama tamponu kullanilarak optimum konsantrasyona gore sulandirilmis
IgG’ler, ELISA plakalarinin her bir ¢ukuruna 100’er ul olacak sekilde eklenmis
ve plakalarin lizeri kapatilarak nemli bir ortamda 37 °C de 4 saat inkiibe
edilmistir.

e Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim ¢ukurlar en az ii¢ kez yikanmistir.
Yikama tamponu ii¢ dakika siireyle c¢ukurlarda bekletildikten sonra ters
gevrilerek plaka bosaltilmis ve kagit havlu {izerine wvurmak suretiyle
kurutulmustur.

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

e Inkiibasyondan sonra plakalar ¢ukurlar arasi karisma olmayacak sekilde 3 kez
ayni sekilde yikanip kurutulmustur.

e Enzimle isaretli IgG (konjugat) uygun sekilde hazirlanarak her bir gukura 100’er
ul konulmus ve plakalar +37 °C de 4 saat inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim ¢ukurlar aym sekilde ii¢ kez
yikanmuistir.

e Substrat olarak 1 mg/ml p-nitrophenyl phosphate kullanilmis ve her bir gukura
100’er ul konularak 30-60 dk veya gerekli goriildiigiinde daha uzun siire oda
sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.

e Sonuglar hem gorsel olarak hemde ELISA okuyucusunda 405 nm filtre
kullanilarak degerlendirilmistir. Buna gore negatif 6rneklerin optik densite (OD)
ortalamalarinin 2 kati1 ve daha iizerindeki degerleri veren 6rnekler pozitif olarak

kabul edilmistir.

3.3. Molekiiller Calismalar

3.3.1. Bag Orneklerinden Toplam Niikleik Asit izolasyonu (TNA)

Baglardan toplanan Orneklerden toplam niikleik asit (RNA) izolasyonu i¢in

Foissac ve ark. (2005)’nin protokolii, LiCl yontemi (Spiegel ve ark., 1996), Qiagen
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RNA ekstraksiyon Kiti firma onerisine gore ve MacKenzie ve ark (1997)’nin onerdigi
modifiye yonteme gore kullanilmigtir. GRBaV’nin bir DNA viriisii olmas1 nedeniyle
ayn1 6rneklerden DNA izolasyonu ise Prince ve ark. (1993)’na gore yapilmistir. Niikleik
asit izolasyonlar1 i¢in vejetasyon déneminde yapraklar, kis doneminde ise siirgiinlerin
kambiyal dokusundan hazirlanan 0.1 gr bitki dokusu kullanilmistir. Izole edilen niikleik
asitler nanodrop spektrofotometre (Thermo Sci. A.B.D) ile olgiilerek kaliteli ve saf
niikleik asitler RT-PCR ve PCR analizlerinde kullanilincaya kadar -80 °C’de

saklanmustir.

3.3.1.1. LiCl Yontemi ile RNA Ekstraksiyonu

e Simptomlu yapraklardan ve/veya kambiyal dokudan 1 gr 6rnek alinarak sivi azot
ile ezildikten sonra ezilen dokudan 0.1 gr &rnek alinip lizerine 2 ml RNA LiCl
tamponu + B-mercaptoethanol(BME) karisimi eklenmis ve iyice karistirtlarak
tiiplere alinmistir.(1 ml LiCl tamponu i¢in 2 ul BME eklenir.)

e 65 °C’de 15 dakika bekletilmis ve iizerine esit hacimde 500 ul Potasyum asetat
eklenmistir.

e Karigim elle karigtirildiktan sonra vortex karistirict ile homojen hale gelmesi
saglanmigtir. 15 dakika buz iizerinde bekletilerek 10 dakika 15 000 rpm de
santrijlij edilmistir.

e 650 pl ist faz yeni tiiplere aktarilip tizerine esit hacimde izopropanol eklenip
yavase¢a karigtirilmastir.

e -20 °C de 1 saat bekletilmis ve daha sonra 10 dakika 15 000 rpm’de santrifiij
edilmistir.

o Ust faz dokiilerek ¢okelti 500 ul %70°lik soguk Ethanol ¢ézeltisi ile yikanmis ve
oda sicakliginda 5 veya 10 dakika bekletilerek kurutulmustur.

e (Cokelti, 50 ul steril saf su ile sulandirilmis ve RNA’lar -80 °C’de saklanmustir.
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3.3.1.2. Silica Capture Yontemi ile RNA Ekstraksiyonu

Simptomlu yaprak ve/veya kambiyal dokusundan 0.3 gr almip sivi azotla
ezildikten sonra 3 ml “Silica capture ezme tamponu” ile ezilmistir.

Ezilen sividan 500 pl ependorf tiipe alinip tizerine 100 ul %10 N-lauryl sarcosyl
ve 5 ul 2-mercaptoethanol eklenir yavasga karigtirnlmistir. 70 °C’de ara ara
karistirilarak on dakika bekletilmistir

Karigim 13.000 rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir.

Yeni ependorf tiiplere santrifiij edilen karisimin iist fazindan 300 pl alinip
tizerine 150 pl %96 ik ETOH ve 300 ul 6M Nal ve 25 pl resiispense edilmis
silica eklenmistir.

10 dakika oda sicakliginda ara ara yavase¢a karistirilarak bekletilmistir.

1 dakika 6.000 rpm de santrifiij edilip tist faz1 dokiilmiistiir.

Cokelti 500 pl yikama tamponu ile ¢oziindiiriilmiis ve 1 dakika 6.000 rpm de
santrifiij edilerek iist faz dokiilmiistiir. Islem bir kez daha tekrar edilmistir.
Cokelti birkag dakika oda sicakliginda bekletilerek kurutulmustur.

Cokelti tizerine 150 pl steril su eklenerek ¢oziindiiriilmiis ve 70 °C de 5 dakika
bekletilmistir.

13.000 rpm de 3 dakika santrifiij edilmis iist fazindan 130 pl alinarak yeni
tiiplelere aktarilip -80 °C de saklanmustir.

3.3.1.3. Qiagen RNA Ekstraksiyon Kiti ile RNA izolasyonu

Ornekler sivi azot ile ezildikten sonra ezilen dokudan 0.1 gr alimip 1.5 ml’lik
ependorf tiiplere aktarilmistir.

Tiiplerin iizerine B-mercaptoethanol eklenmis olan RLT tamponundan 450 ul
eklenerek karistirilmistir. Karistm mor renkli kolonlara aktarilip 15.000 rpm’de
2 dakika santrifiij edilmistir.

Bitki artiklarinin toplandigi kolon atilmis ve alt kisimda toplama tiipiinde biriken
400 pl sv1 faz almarak yeni 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alinip tizerine 200 pl
%96’ 11k ethanol eklenmistir.
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e Karisim pembe kolonlara alinarak 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilmis ve
kolonun alt kisminda toplama tiipiinde biriken s1vi dokiiliip kolon tekrar ayni tiip
i¢ine yerlestirilmistir.

e Kolona 700 pul RW1 tamponu eklenip 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edilmistir.

e Kolonun alt kismindaki toplama tiipiinde toplanan sivi dokiiliip kolon yine ayni
tiipe yerlestirilmistir.

e Kolona 500 pl RPE tamponu eklenip 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edilmistir.

e Onceki iki asama tekrar edilmistir.

e Kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilip 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilerek biitiin s1v1 uzaklastirilmastir.

e Toplama tiipt atilip kolon yeni 1.5 ml’lik ependorf tiiplere yerlestirilmistir.

e Kolona 50 pl RNase igermeyen su eklenip 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmis ve 50 ul RNA soliisyonu -80 °C’de saklanmustir.

3.3.1.4. Qiagen RNA Ekstraksiyon Kiti ile Modifiye RNA izolasyonu

e 0.1 gr bitki 6rnegi tizerine 1ml ezme tamponu eklenip iyice ezilmistir.

e Ogzsu tiiplere aktarilip iizerine % 20’lik 100 ul Sarkosyl eklenmistir.

e 70 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir.

e Karistm mor renkli kolonlara aktarilip 15.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edilmistir.

e Bitki artiklarinin toplandig1 kolon atilip alt kisimda toplama tiipiinde biriken 400
ul sivi faz alinarak yeni 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alinmis iizerine 200 pl
%96’l1k ethanol eklenmistir.

e Karisim pembe kolonlara aliip 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir.

e Kolonun alt kisminda toplama tiipiinde biriken sivi dokiiliip, kolon tekrar ayni
tiip igine yerlestirilmistir.

e Kolona 700 pl RW1 tamponu eklenmis ve >10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij

edilip stv1 kisim atilmistir.
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Pembe kolona 500 ul RPE tamponu eklenmis ve >10.000 rpm’de 15 sn
santrifiij edilip sivi kisim atilmistir.

Kolona 500 ul RPE tamponu eklenip >10.000 rpm’de 2dk santrifiij edilmistir
Toplama tiipii atilip kolon yeni 1.5 ml’lik ependorf tiiplere yerlestirilmistir.
Kolona 40 pl RNase icermeyen su eklenmis ve oda sicakliginda 30 dk
bekletildikten sonra >10.000 rpm’de 1dk santrifiij edilmistir.

Kolon atilip ependorf tiipler iginde biriken 40 ul RNA soliisyonu -80 °C’de

saklanmistir.

3.3.1.5. DNA Izolasyonu (Prince ve ark., 1993)

1 gr taze ya da kurutulmus bitki dokusu havanlar i¢erisinde s1vi azotta ezilmistir.
8 ml ezme tamponu eklenip dokular havanda ezildikten sonra falkon tiiplere
alinmustir.

13.000 rpm’de 20 dk 4 °C’de santrifiij edilmistir.

Ust faz dikkatlice dokiiliip, ¢okelti {izerine 4 ml ekstraksiyon tamponu ve 80 pl
proteinaze K ilave edilmistir.

Hafifce karistirilip tizerine 440 pl %10’luk Sarkosyl eklenmistir.

1-2 saat 55 °C’de inkiibe edilmistir.

10 dk 8000 rpm’de 4 “C’de santrifiij edilip iist faz alinmistir. Gerekli durumlarda
8000 rpm’de 15 dk tekrar santrifiij edilmistir.

0,6 volume (2.5 ml) isopropanol iist faza eklenip hafif¢e karistirilarak, tiipler
-20°C’de 30 dk bekletilmis.

15 dk 8000 rpm’de 4 °C’de santrifiij edilip iist faz atilmistir,

Cokelti 3 ml TE tamponunda ¢oziindiiriiliip tizerine 75 pl %20°lik SDS ve 60 pl
proteinaz K ilave edilmis ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

525 pl 5SM NaCl, 420 ul CTAB/NaCl soliisyonu ilave edilerek karitirilmis ve 10
dk 65 °C’de inkiibe edilmistir.

Esit hacimde fenol chloroform/isoamyl alkol ilave edilip hafif¢e karistirilarak
8000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Gerekli durumlarda bu adim

tekrarlanmstur.
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e Dikkatlice iistte olusan s1v1 faz yeni bir tiipe alinip ve esit hacimde chloroform/
isoamy!l alkol eklenip 8000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

e Sivi faz yeni bir tiipe alinip ve tizerine 2,5 ml isopropanol alkol eklenmistir.

e +4°C’de gece boyunca bekletilmistir.

e 11000 rpm’de +4 “C’de 30 dk santrifiij edilip siv1 faz dikkatlice dokiilmiis ve
cokelti %70’lik soguk ethanol ile yikanmistir.

e 11000 rpm’de 10 dk 4°C’de santrifiij edilmistir.

e (Cokelti kurutulup 50-100 pl TE buffer ile ¢oziindirilmis ve -80 ‘C’de

saklanmistir.

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

3.3.2.1 Reverse Transkripsiyon ( RT; Reverse Transcription)

[k asamada, RNA’lardan cDNA elde edilmistir. Her bir 6rnek icin 1 pl Random
hexamer primer, 6.5 pl d;H,0 ve 5 ul RNA karisimi hazirlanmistir. PCR cihazinda 94
°C’de 5 dakika ve -20 °C’de 5 dakika bekletildikten sonra iizerine 5xRT Buffer’dan
(Fermatas) 4 ul, DTT (0.1 mM)’den 2 pul ANTP(10 mM) 0.5 ul ve RT enziminden 1 ul
eklenmistir. PCR cihazinda 42 °C’de 1 saat 72 °C’de 10 dakika olarak programlanmis ve

cDNA asamas1 tamamlanmustir.

3.3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyon

GLRaV-1,-2,-3,-5,-6,-9 ile GVA, GVB, GVD ve GRBaV viriislerinin tespit
edilmesinde kullanilan primer baz dizileri Cizelge 3.1°de verilmistir. PCR karigimi; 16.8
ul doH20, 2.5 ul 10XB (Fermantas), 0.5 ul dNTP(10 mM), 2 ul MgCl,(25 mM), viriise
Ozgii 1 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul), 0.2 ul Tag-DNA polymerase (5 U/ul) ve 2
ul cDNA olacak sekilde hazirlanmistir. PCR cihazinda 1 dongii 94 °C’de 5 dakika; 35
dongii 94 °C’de 30 saniye, 55 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 1 dakika ve 1 dongii 72 °C’de 7
dakika olarak programlanmustir.

DNA viriisii olan GRBaV’nin reaksiyonu igin her bir 6rnekte 16.8 ul d,H,0, 2.5
ul 10XB(fermantes), 1.5 pul dNTP(2.5 mM), 2 ul MgCl; (25 mM), 0.5 ul viriise 6zgii
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primer ¢ifti (her biri 20 pmol/pl), 0.125 ul Tag-DNA polymerase (5 U/ul) ve 2 ul DNA

karisimi hazirlanmistir. Karisim PCR cihazinda 1 dongii 94°C’de 30 sn; 35 dongi
92°C’de 30 sn, 55 °C’de 30 sn, 72 °C’de 1dk, 1 dongii 72 °C’de 10 dk olarak

programlanmustir.

Cizelge 3.1. Baglarda enfeksiyon yapan viriislerin PCR analizlerinde kullanilan primer
ciftlerinin niikleotid dizilimleri

Viriis Adi Primer Adi Dizilim (5°-3%) Biiyiik  Referans
likk

Grapevine leaf roll LQV1-H47 5’-GTT ACGGCCCTT TGT 397 Fiore ve

associated virus 1 TTATTATGG-3 ark.,

(GLRaV-1) LEV1-C447 5’-CGACCCCTT TAT TGT (2008)
TTG AGT ATG-3’

Grapevine leaf roll RGHSP227V 5’-GCG ACT CCA GCA ACT Rowhani

associated virus 2, Red TTAGTG A-3’ 546 ve ark.,

Globe strain (GLRaV- RGHSP777C 5’-GTC TAA CGA AAG ATC (2000)

2RG) GGG TTC TAA G-3°

Grapevine leafroll LC1 5'-CGC TAG GGC TGT GGA 546 Osman ve

associated virus 3 AGT ATT-3' Rowhani,

(GLRaV-3) LC2 5-GTT GTC CCG GGT ACC (2006)
AGA TAT-3'

Grapevine leaf roll LR5HSPV 5-AACACTCTGCTTTTC 272 Osman ve

associated virus TGC TGG CA-3' Rowhani,

5(GLRaV-5) LR5HSPC 5-TCT CCA GAA GAC GGA (2006)
CCA ATG TAA-3'

Grapevine leaf roll JQ290111 5’-GGI TTI GAI TTY GGI ACI 591 Fajardo ve

associated virus 6 AC-3’ ark.,

(GLRaV-6) (Card) JQ290111 5-RTCIAAIGT ICCICCICC (2012)
RAA-3’

Grapevine leaf roll LR 9-F 5’- CGG CAT AAG AAA AGA 393 Alkowni

associated virus 9 TGG CAC-3’ ve ark.,

(GLRaV-9) LR 9-R 5-TCATTC ACC ACT GCT (2004)
TGA AC-3’

Grapevine virus A GVA V1 5’-GAC AAATGG CAC ACT 429 Minafra

(GVA) ACG -3’ ve ark.,

GVAC1 5’-AAG CCT GAC CTAGTC (1994)

ATCTTG G-3°

Grapevine virus B GVB V1 5’-GTG CTA AGA ACG TCT 459 Minafra

(GVB) TCACAGC-3 ve ark.,

GVB C1 5’-ATC AGC AAA CAC GCT (1994)

TGA ACC G-3°

Grapevine virus JQ31715 5- GAC GCA GGG ATG TAC 852 Fajardo ve

D(GVD)(Dolc and AGA-3' ark.,

Gard) JQO031716 5- CCT CTACTT ATG GAA (2012)
ATT GCG CTC-3'

Grapevine red blotch- Red 3F 5’-GTT ATT CCAAGC TGT 1063 Rwahnih

associated virus CCACT-3’ ve ark.,

(GRBaV) Red R352 5-CAC TAG AAC TGC AGG (2013)

AAT CG-3'
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3.3.2.3. PCR Sonuclarmin Degerlendirilmesi: Jel Elektroforez

RT-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 ¢6ziindiiriiliip tarak yerlestirilmis jel tepsisine diiz bir zemin tizerinde
dokiilerek agarozun polimerizasyonu igin 20 dk siire ile bekletilmistir. Jelin
polimerizasyonundan sonra tarak dikkatli bir sekilde alinip jel elektroforez tankina
yerlestirilmistir. IXTAE tamponu tankin igersine jeli kapatacak sekilde dokiildiikten
sonra jel gukurlarina DNA marker ile beraber PCR iriinleri yiikleme tamponu ile jel
cukurlarina yiiklenmistir. Yiikleme tamamlandiktan sonra elektroforez giic kaynagi ile
eloktroforez tankina 150 V’luk elektrik akimi 40 dakika siireyle uygulanmustir.
Ethidium Bromid (EtBr) 0.5 pg/ml konsantrasyonda 100 ml suya karistirilmis ve jel bu
karisim igerisinde 5-6 dakika tutularak boyanmistir. Jel UV 1gikta goriintiilenip olusan
bantlara gore degerlendirilmistir. Ornekler kullanilan pozitiflerle karsilastirilmis bant
olusturanlar pozitif, olusturmayanlar negatif kabul edilerek jel goriintiileme cihazinda

fotograflanmistir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arazi Calismalari

Hatay ilinin Kirikhan ve Hassa ilgelerinden (Sekil 4.1.) 11 bag, Gaziantep ilinden
de 2 bag ziyaret edilmis ve toplam 153 bitki 6rnegi toplanmustir.

Yapilan ¢aligmalarda simptomolojik goézlemlere dayanarak ve tesadiifi olarak
ornekler almmistir.  Simptomolojik olarak genelde yapraklarda kizarmalar,
beneklenmeler, kivrilmalar ve sekil bozukluklarina, siirgiinlerde ise bogum aralarinda
kisalmalar, odun govdesinde deformasyonlara dikkat edilmistir (Sekil 4.2. ve 4.3.).
Hatay ve Gaziantep illerinde yiiriitiilen onceki ¢alismalarda da benzer simptomlar

bildirilmistir (Caglayan, 1997; Sarpkaya ve ark., 2004).

Sekil 4.1. Hatay- Hassa’dan 6rnek alinan bir bagdan genel bir goriiniim
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Sekil 4.2. A, B: Omcalarda genel kizarma goriiniimleri, C: Yapraklarda ige dogru
kivrilma ve damarlarin yesil kalmasi; D: Yapraklarda ice dogru kivrilma,
kizarma ve damarlarda kizariklik, E, F: Yapraklarda kizarma ve kivrilma
olmaksizin damarlarin yesil kalmasi
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Sekil 4.3. A, B: Yapraklarda bolgesel kizarikliklar ve beneklenme, C, D: Yaprak damar
aralarinda kizarma ve damarlarin yesil kalmasi, E, F: Yapraklarda kizarma ve
kivrilma
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4.2. DAS-ELISA Testi Sonuglari

Arazi ¢alismalar1 sirasinda toplanan 153 bitki 6rnegi GLRaV-1, GLRaV-2,
GLRaV-3, GLRaV 4-9, GLRaV- 5, GLRaV-6, GLRaV-7, GVA ve GVB viriislerine

kars1 teslenmistir. Bu Orneklerden 85 tanesi en az bir virlis ile enfekteli oldugu

saptanmis olup testlenen Orneklerde en yaygin virlis GLRaV-1 olarak bulunmustur.

DAS-ELISA ile testlenen 6rneklerin farkli viriislerle tekli ve karigik enfeksiyon oranlari

Cizelge 4.1. ve 4.2.de verilmistir. ELISA testinde tim virtsler i¢in beklenen sekilde

pozitif kontrol olarak kullanilan 6rneklerin absorbans degeri oldukga yiiksek bulunurken

negatif kontrollerde diisiik absorbans degerleri elde edilmisitir.

Cizelge 4.1. GLRaV grubu virislerle GVA ve GVB ‘ye karsi testlenen bitki
orneklerinin ELISA testi ile saptanan enfeksiyon oranlari

Viriisler E0.S/T.0.S Enfeksiyon orani (%)
GLRaV-1 85/153 55.56
GLRaV-2 24/153 15.69
GLRaV-3 19/153 12.42
GLRaV-5 0/153 0.00
GLRaV-4,9 66/153 43.14
GLRaV-6 1/153 0.65
GLRaV-7 0/153 0.00
GVA 7/153 4.58
GVB 0/153 0.00

*Enfekteli Ornek Sayisi/Toplam Ornek Sayisi

Cizelge 4.2. GLRaV grubu viriislerle GVA ve GVB ‘ye karsi testlenen bitki
orneklerinin ELISA testi ile saptanan karisik enfeksiyon oranlari

Viriisler E.0.S/T.0.§ Enfeksiyon orani (%)
GLRaV-1 + GLRaV 4-9 39/153 25.49
GLRaV-1 + GLRaV-2 5/153 3.27
GLRaV-1+2 +4-9 12/153 7.84
GLRaV-1+3+4-9 5/153 3.27
GLRaV-1+2+3+4-9 6/153 3.92
GLRaV-1+2+4-9+6 1/153 0.65
GLRaVv-1 +2 +4-9 + GVA 1/153 0.65

*Enfekteli Ornek Sayisi/Toplam Ornek Sayisi

Cizelgede de goriildiigii gibi, ELISA testi sonuglarina gore en yaygin viriisler
GLRaV-1 (%55.56), GLRaV 4-9 (%43.14), GLRaV-2 (%15.69), ve GLRaV-3
(%12.42) olarak saptanmis ve bu viriisleri GVA (%4.57) ve GLRaV-6 (%0.65)
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izlemistir. GLRaV-5, GLRaV-7 ve GVB agisindan testlenen tiim Ornekler negatif
bulunmustur. Ozaslan ve Yilmaz (1995)’in Giineydogu Anadolu ve Akdeniz bolgesi
baglarinda biyolojik ve serolojik yontemlerle yaptiklar1 ¢alismada da en yaygin
viriislerin GLRaV-3 (%17.5) ve GLRaV-1 (%12.5) oldugu bildirilmistir. Sarpkaya ve
ark. (2004)’min Gaziantep ili baglarinda yaptiklar1 calismada ise bag orneklerinin
%30’nun GLRaV-3 ve %10°’nun da GLRaV-1 ile enfekteli oldugu tespit edilmistir.
Caglayan (1997)’nin Hatay ili baglarinda yaptiklar1 ¢alismada en yaygin virlisiin GVA
oldugu ve genellikle etmenin yaprak kivirciklii ile karisik enfeksiyonlar seklinde
goriildiigli bildirilmistir. Bu calismada elde edilen bulgular 6nceki ¢aligmalarin
sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

Testlemeler sonucunda karisik enfeksiyonlarin hepsinde GLRaV-1’in yer aldigi,
bunu sirastyla GLRaV 4-9, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6 ve GVA’nin izledigi
goriilmustir. Kokl ve ark. (1999)’nin Trakya bolgesinde yiiriittiikleri bir ¢alismada
biyolojik indeksleme ve ELISA testi ile en yaygin viriislerin GLRaV-1, GLRaV-2,
GLRaV-3, GLRaV-6, GLRaV-7, GVA ve GVB oldugu ve testlenen 165 &rnekten
153’{iniin (%92.7) en az bir viriis ile enfekteli bulundugunu bildirmislerdir. Iki veya
daha fazla virlis ile karigik enfeksiyon oranimin %75 oldugu ve bu karisimlarda en
yaygin viriisiin GVA oldugu bildirilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda testlenen baglarda GLRaV-5, -7 ve GVB saptanamamistir
ancak Akbas ve ark., (2007) I¢c Anadolu Bélgesi baglarinda yiiriittiikleri bir calismada
GLRaV-1, -2 ve -3’lin yan1 sira GLRaV-7’yi de saptamis ve enfeksiyon oranlarini
sirasiyla %8.36, %2.41, %5.78 ve %3.86 olarak bildirmislerdir. Buzkan ve ark. (2010)
ise Gilineydogu Anadolu Bolgesinde yaptiklari calismada GLRaV-5’1 saptamislardir. Bu
calismada bu viriislerin tespit edilememis olmasinin nedeni sinirl sayida bag érneklerin
testlenmesi olarak diisiiniilmekte olup daha genis alanlarda survey calismasi yapilmasi

durumunda farkl viriislerin de saptanabilmesi miimkiin olabilecektir.
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4.3. RT-PCR ve PCR Analizleri

4.3.1. Baglardan RNA Ekstraksiyonunun Optimizasyonu ve DNA Izolasyonu

Baglardan toplam RNA ekstraksiyonu amaciyla dort farkli yontem kullanilmustir.
“Silica capture” yontemi ve Qiagen ekstraksiyon Kiti ile yapilan ekstraksiyonlarda
nanodrop spektrofotometre ile yapilan 6l¢iimlerde ekstraktin iginde RNA miktarinin ¢ok
az ve Kkalitesiz oldugu goézlenmistir (Sekil 4.4. ve 4.5.). LiCl yontemi ve Qiagen
ekstraksiyon Kitinin modifiye edilmis yontemi ile yapilan RNA ekstraksiyonlarinda
yapilan nanodrop olgiimlerinde ise RNA’larin ¢ok iyi kalitede olmamasina ragmen PCR
yapilabilecek diizeyde ve kalitede RNA miktarinin oldugu saptanmustir.

DNA ekstraksiyon c¢aligmalarinda kullanilan yontemde ise bitkinin gelisme
donemi, yas1 ve mevsimsel duruma gore PCR analizleri i¢in uygun kalitede DNA

izolasyonlari miimkiin olabilmistir.

10mm Absorbance

RNATT

2

0
220 23 240 250 260 200 280 280 abo 3o ) 30 Ao
‘Wavelength (nm)

Sekil 4.4. Bag siirgiinlerinin LiCl yontemi ile izole edilen RNA’larin spektrofotometre
(NanoDrop 2000c, Thermo Sci, A.B.D) ile 6l¢iim sonuglari

10mm Absorbance

220 230 240 250 260 270 280 230 300 30 320 33
‘wavelength (nm)

Sekil 4.5. Bag siirgiinlerinin ticari kit (Qigen Sci-Almanya) kullanilarak izole edilen
RNA’larin spektrofotometre (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, A.B.D) ile
Olctim sonuglart
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4.3.2. Bag Orneklerinin RT-PCR ile Testlenmesi

Hatay ve Gaziantep illerinden toplanan ornekler ile RT-PCR c¢aligmalarina
baslamadan oOnce, pozitif oldugu bilinen bitki Ornekleri kullanilarak laboratuvarda
sistem kurma calismalar1 yapilmistir. Bu amagla Kaliforniya Universitesi-A.B.D’den
getirtilen ve bu proje kapsaminda testlenen viriislere ait pozitif bag drneklerinden RNA
izole edilmistir. Pozitif 6rnekler ile yapilan RT asamasindan sonra cDNA’lar 100 ng/ul
olacak sekilde sulandirilip kullanilmis ve PCR analizleri sonucunda GLRaV-1 (397 bp),
GLRaV-3 (546 bp), GLRaV-5 (272 bp ), GLRaV-6 (591 bp), GLRaV-9 (393 bp), GVA
(429 bp), GVB (459 bp) ve GVD (852 bp) i¢in beklenen diizeyde DNA
amplifikasyonlar1 gozlenmistir (Sekil 4.6. ve 4.7.). GLRaV-2’nin saptanmasi amaciyla
kullanilan primerler 6zel bir bag cesidinde (Red Globe) saptanan viriise karsi
sentezlendigi igin optimizasyon denemelerinde kullanilan pozitif kontrol orneginde

herhangi bir amplifikasyon meydana gelmemistir.

100bp
Ladder
GLRaV1 GLRaV2z2 GLRaV9
GLRaV2-RG GLRaV5 GVA

==
397bp 551bp 546bp 272bp 393bp 429bp 459%p

Sekil 4.6. GLRaV-1, -3, -5, -9, GVA ve GVB ile enfekteli bag dokularinin kullanildigi
RT-PCR sistemi kurma ¢alismalar1
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.

M 272bp 591bp 393bp 459bp 852bp

GLRaV-5 GVD
GLRaV-6

GLRaV-8
-

GVE

Sekil 4.7. GLRaV-5, -6, -9, GVB ve GVD ile enfekteli bag dokularinin kullanildigi RT-
PCR sistemi kurma ¢alismalari. M: marker
Optimizasyon ¢alismalar1 sonucu amplifikasyon elde edilen 6rnekler pozitif
kontrol olarak kullanilmig ve Hatay ile Gaziantep illerinden toplanan toplam 105 6rnek
RT-PCR ile testlenmistir. Bu 6rneklerin GLRaV grubu viriislerle, GVA, GVB ve GVD
ile enfekte olma oranlarinin RT-PCR analizleri ile saptanma durumlari Cizelge 4.3.’de

verilmigtir.

Cizelge 4.3. Hatay ve Gaziantep illerinden toplanan bitki 6rneklerinin GLRaV-1, -3, -5,
-6, -9, GVA, GVB ve GVD’nin RT-PCR analizleri ile saptanan enfeksiyon

oranlari
Viriisler E.O.S/T.O.S Enfeksiyon orani (%)
GLRaV-1 17/71 23.94
GLRaV-3 13/88 14.77
GLRaV-5 0/96 0.00
GLRaV-6 4/26 15.38
GLRaV-9 0/96 0.00
GVA 6/44 13.64
GVB 1/79 1.26
GVD 1/83 1.20

*Enfekteli Ornek Sayis/Toplam Ornek Sayist

Singh ve ark. (1995)’nin gelistirdigi PCR testi, virlislerin tanilanmasinda son
derece giivenilir bir yontem olarak kabul edilmektedir. Cizelge 4.3.’de goriildiigii gibi
RT-PCR analizleri sonucunda testelenen bag orneklerinin %23.94’i GLRaV-1 ile,
%14.77°si GLRaV-3 ile, %15.38’1 GLRaV-6 ile, %13.64’i GVA ile, %1.26’s1 GVB ile
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ve %1.20’si ise GVD ile enfekteli bulunmustur (Sekil 4.8., 4.9., 4.10. ve 4.11.). Bu
calisma ile GVB ve GVD viriisleri iilkemizde ilk kez molekiiler olarak tespit edilmistir.

Ulkemizde bag viriislerinin molekiiler ydntemlerle saptama calismalar1 son yillarda
baglamis olup Buzkan ve ark. (2010), Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu
bolgesinde yiiriittiikleri ¢alismada GLRaV-1, -3, -5 ve GVA’y1 RT-PCR testi ile tespit
etmis ancak GVB igin higbir 6rnekte pozitif sonu¢ bulamamislardir. Ege bolgesi
baglarinda yaprak kivircikligi hastalig ile ilgili viriislerin Realtime RT-PCR analizleri
ile belirlenmsi calismalarinda ise daha once serolojik yontemlerle tanimlanmis olan
GLRaV-1, -2, -3, -4, -5, -6 ve -7’nin yan1 sira Ampelovirus cinsine giren GLRaV-8, -9, -
De ve —Pr viriisleri ilk kez saptanmistir (Onder ve Giimiis, 2014).

M 83 86 87 150 93 96 129 104 123 126 127 29 130 132 133 135 137 138 139 140 141 144 146

- |

GLRaVv-1

Sekil 4.8. GLRaV-1 agisinden teslenen bazi bag 6rneklerinin RT-PCR ile elde edilen jel
goriintiileri.

M 2 2 74 74 94 94 103103112 112 +C W M 22 838398 98112112 119119+ C

Sekil 4.9. GLRaV-3 ve GVA agisinden teslenen bazi bag érneklerinin RT-PCR ile elde
edilen jel goriintiileri. M: Marker +C: Pozitif kontrol W: Su
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Sekil 4.10. GLRaV-6 agisinden teslenen bazi bag orneklerinin RT-PCR ile elde edilen
jel gortintiileri. M: Marker

2 34 28 29 65 66 74 77 82 83 86 94 98 103 112 119 128 133 139 141 145 146 147 153 +C W

2119128 133 139 141 145 146 147 153 +C W

Sekil 4.11. GVD ve GVB agisinden teslenen bazi bag érneklerinin RT-PCR ile elde
edilen jel goriintiileri. M: Marker +C: Pozitif kontrol W: Su
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4.3.3. DNA viriisii olan Red blotch associated viriis (GRBaV) >un PCR Analizleri

GRBaV’nin PCR analizi amaciyla DNA ekstraksiyonlar1 Prince ve ark. (1993)’na
gore yapilmis ve 6rneklerdeki DNA miktar1 ve kalitesi nanodrop spektrofotometre ile
Olgiilmiistiir (Sekil 4.9.). DNA Kkalitesi iyi olan bag orneklerinin PCR analizine
baslamadan once Kaliforniya Universitesi-A.B.D’den getirtilen GRBaV pozitif bag
orneginden DNA izolasyonu yapilmis ve hi¢ sulandirmadan PCR analizlerinde
kullanilmistir. Ancak herhangi bir amplifikasyon elde edilememesi iizerine pozitif
kontrol olarka kullanilan bitki 6rnegi 1/40, 1/50, 1/100 ve 1/200 oraninda sulandirilmig
ve PCR analizlerinde kullanilmistir. Bu sulandirma serilerinin tamaminda beklenen
diizeyde amplifikasyon gbzlenmis ve en giizel bant olusumu 1/100 sulandirma serisinde
gozlenmistir (Sekil 4.13.). Bag 6z suyunda fenolik bilesiklerin ve polisakkaritlerin
yogun olarak bulunmasi nedeniyle RNA ve DNA izolasyonlarinda kalite problemi
yogun olarak yasanmaktadir (Newbury ve Possingham, 1977; Rezaian ve Krake, 1987,
Demke ve Adams, 1992). O nedenle bitki ekstraktlarinin seyreltilmesiyle niikleik asitin
(NA) serbest kalmas1 saglanmakta ve PCR analizleri i¢in yeterli miktar ve kalitede NA
elde edilebilmektedir.(Sekil 4.12.)

Toplanan 6rnekler Grapevine Red Blotch associated virus agisindan testlenmis ve
ornekler reaksiyon vermeyip negatif oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte pozitif

kontrol olarak kullanilan 6rnekte beklenen diizeyde (1063 bp) bant elde edilmistir.

10mm Absorbance

220 230 240 250 260 270 280 230 300 30 320 33
‘wavelength (nm)

Sekil 4.12. Bag siirgiinlerinden izole edilen DNA’larin spektrofotometre (NanoDrop
2000c, Thermo Sci, A.B.D) ile 6l¢iim sonuglari
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M 1/40 1/50 1/100 1/200 (P)1/40 W B

e SERIERES R S N —— P -

Sekil 4.13. Grapevine red blotch associated virus’niin PCR analizleri i¢in kullanilan
bitki ekstraktlarinin seyreltme oranlart ve 1063 bp biiyikliigiindeki
ampliconlarin goriiniimii. (P) 1/40: 1/40 oraninda seyreltilmis plazmid; P:
Seyreltilmemis plazmid

Hatay ve Gazaiantep illerinden toplanan 153 &rnegin tamami GRBaV igin
testlendiginde tiim Ornekler bu viriis agisindan negatif bulunmustur. Geminiviridae
familyas1 i¢inde yer aln bu viriis, ilk kez A.B.D’de 2008 yilinda tespit edilmis olup
Ozellikle kirmizi iziim gesitlerinde 6nemli zararlar yapmaktadir (Al Rwahnih ve ark.,
2013). Bu hastaligin baglardaki en Onemli simptomlari yaprak kenarlar1 boyunca
kirmiz1 lekeler ve yaprak alt yiizeyinde belirginlesen damar kizarmalaridir. Hatay ve
Gaziantep illerinde yapilan survey c¢alismalarinda bu simptomlara benzer simptomlar
gozlenmesine karsin bu virlisiin bu illerdeki varligr belirlenememistir. Ciftci ve ark.
(2014)’nin 2012 yilinda yiiriittiikkleri ve iilkemizin Dogu ve Giineydogu Anadolu
Bolgelerini kapsayan bir survey calismasinda da GRBaV’yi tespit edemedikleri
bildirilmistir.

Ulkemize yurt disindan kontrolsiiz bag fidanlarinin yogun bir sekilde girmesi ve
Tarim Bakanligi’na bagl karantina merkezlerinde bag viriisleri ile ilgili testlemelerin
sadece bazi bilinen viriislere kars1 ve ELISA yontemi ile yapilmasi nedeniyle bir¢cok
yeni viriisiin iilkemize giris yapabilmesi miimkiindiir. Nitekim son yillarda saptanmis ve
Grapevine pinot gris virus olarak adlandirilan yeni bir bag viriisii 2015 yilinda italya ve
baz1 Avrupa lilkeleri ile yaklasik es zamanli olarak iilkemizde de saptanmistir (Gazel ve
ark., 2015, yaymlanmamis veriler). Bu nedenlerden dolay1 bag alanlarina gerek bilinen
gerekse ililkemize giris yapmasi olasi olan viriis hastaliklar1 agisindan diizenli araliklarla
surveyler planlanmasi ve testlemelerde ELISA yonteminin yani sira mutlaka PCR

analizlerinin de rutin olarak kullanilmasi1 gereklidir.
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5.SONUC ve ONERILER

Tirkiye’nin diinya bagciligindaki yeri ve ekonomik énemi biiyiiktiir ancak yiiksek
verimli ve kaliteli {irlin elde etmek her zaman miimkiin olamamaktadir. Bu durumun
onemli sebeplerinden birisi de baglarin pek c¢ok wiriis, bakteri, fungus, viroid ve
fitoplazma gibi etmenlerin konukgusu olmasidir. Bu etmenlerin neden oldugu
hastaliklardan virlis ve viriis-benzeri hastaliklar baglarda Onemli tehditler
olusturmaktadir. Hastaliklarin hizli ve giivenilir yontemlerle erken dénemde tespit
edilmesi hastalik kontroliinde son derece onemli olup sanitasyon, sertifikasyon ve
karantina c¢aligmalar1 icin de son derece gereklidir. ELISA yoOntemi ile yapilan
testlemeler, gilivenilir ve ¢ok kisa siirede sonu¢ vermesine ragmen bitkilerin erken
gelisme donemlerinde 6zellikle odunsu bitkilerde viriis tespiti gézden kacabilmektedir.
Son yillarda bir¢ok bitki grubunda viriislerin hizli ve giivenilir tespitlerinde molekiiler
tan1 yontemi olarak RT-PCR analizleri kullanilmaktadir. Bu yontemin tercih
edilmesindeki en 6nemli avantaj mevsimlere bagl kalmadan viriis konsantrasyonun ¢ok
diisiik oldugu durumlarda bile virlislerin basarili olarak tespit edilebilmesidir. Bu
calismada iilkemizin Onemli bag yetistiriciligine sahip iki ili olan Hatay ve
Gaziantep’deki bag alanlariin GLRaV grubu viriisler ile GVA, GVB, GVD ve son
yillarda tespit edilmis olan GRBaV’nin varliginin ELISA yontemi yaninda RT-PCR
analizleri ile de tespit edilmesi hedeflenmistir. Arastirma kapsaminda toplanan 153
ornegin ELISA yontemi ile testlenmesi sonucunda en yaygin viriisiin GLRaV-1 oldugu
(%55.56) ve bunu sirasiyla GLRaV-4-9, GLRaV-2, GLRaV-3, GVA ve GLRAV-6
izledigi saptanmistir. Karisik enfeksiyonlarda da GLRaV-1 tiim kombinasyonlarda yer
alarak en yaygin virilis olarak belirlenmistir. ELISA yOntemi ile testlenen 6rneklerin hig
birisinde GVB, GRBaV ve GLRaV-5 tespit edilememistir. Bununla birlikte RT-PCR
analizleri sonucu testlenen 6rneklerin %1.26’sinda GVB, %1.20’sinde ise GVD tespit
edilirken GLRaV-5 ELISA yaninda RT-PCR analizleri ile de tespit edilememistir. Bu
calisma ile GVB ve GVD viriisleri iilkemizde ilk kez tespit edilmis olup bu viriisler
“Rugose wood komplex™ olarak adlandirilan ve baglarda odun deformasyonlarina yol
acan hastalik grubuna ait viriislerdir ve triinlerde %15-55 oraninda verim kayiplarina

yol agabilmektedir (Martelli, 2012).
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Bu ¢aligma sonucunda elde edilen 6nemli sonuglar ve oneriler 6zetlenecek olursa:
1- Gerek Hatay gerekse Gaziantep illerinde yaprak kivrilma hastaligina yol acan
GLRaV grubu viriislerden biiyiik ¢cogunlugu tekli veya karisik enfeksiyonlar seklinde
gerek ELISA gerek RT-PCR analizleri ile yaygin olarak saptanmustir.
2- Baglarda odun deformasyonlarina yol agan viriislerden en yaygin olarak GVA tespit
edilmis olup bunun yani sira GVB ve GVD viriislerinin de ilk kez bu calisma ile
tilkemizde bulundugu bildirilmistir.
3-Son yillarda tespit edilmis bir viriis olan Grapevine red blotch associated virus her iki
ilin bag alanlarinda da tespit edilememistir. Gerek bu virlis gerekse son yillarda tespit
edilen Grapevine syrah virus-1 ve Grapevine pinot gris virus gibi diger viriislerin de
tilkemize giris yapabilme olasiliklarina karsi diizenli olarak testlemelerin yapilmasi
onerilmektedir.
4-Viriislerin etkin bir miicadele yontemi bulunmadigi i¢in kontrol 6nlemleri 6n plana
cikmaktadir. Basarili bir kontrol stratejisi gelistirilebilmesi de ancak dogru teshis
yontemlerinin kullanilmasi ile miimkiindiir. Bu nedenle 6zellikle yurt disinda degisik
amaglarla ithal edilen bag gesitlerinin mutlaka ELISA ve RT-PCR yontemleri kombine
bir sekilde kullanilarak testlenmesi gerek iilkemizde mevcut gerekse yeni giris yapma
olasilig1 olan virlis hastaliklarmin dogru teshis edilebilmesi acisindan son derece
onemlidir.
5- Ulkemizin genetik kaynaklarinin muhafaza edildigi ve damizlik gesitlerin bulundugu
bag alanlarinin diizenli olarak ELISA ve PCR yontemleri ile testlenmesi ve enfekteli
bulunanlarin ivedilikle eradike edilmesi de iilkemize temiz fidanlik dagitiminda 6nemli
rol oynayacaktir.

Bag yetistiriciligin  6nemli oldugu Hatay ve Gaziantep illerimizde viriis
enfeksiyonlarmin daha detayli arastirilmasinin yani sira saglikli fidan tretiminde

izlenecek yolun takip ve tesvik edilmesi de gerekmektedir.
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EKLER

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

Kaplama Tamponu (Coating Buffer)
pH: 9.6

Fosfat-Tuz Tamponu (PBS Buffer )
pH : 7.4

Yikama Tamponu (PBST Buffer)
pH :7.4

Omek Ezme Tamponu (Extraction Buffer )

pH: 7.4

Konjugat Tamponu ( Conjugate Buffer)
pH : 7.4

Substrat Tamponu ( substrat buffer )
pH:9,8

Karisim dyH;0 ile 1 litreye tamamlanir.

39

Na,CO3 1.59 gr
NaN3 0.20 gr
NaHCO3 2.93 gr
NaCl 8.00 gr
Na;HPO, X 12 H,O 0.20 gr
NaN3 0.20 gr
KCL 0.20 gr
KH2PO, 2.90 gr
PBS Buffer 999.50 mi
Tween 20 0.50ml
PBST 1000.0 mi

Polyvinypyrolidone 20.00 gr
(MV =40000 K =40)

PBST 1000.0 ml
Polyvinypyrolidone 20.00 gr
(MV =40000 K =40)

Ovalbumin 2.00 gr
NaNs3 0.20 gr
Diethanolamin 97.00 ml
NaN; 0.20 gr



EK 2. Silica capture RNA ekstaksiyonunda kullamilan c¢ozeltiler ve icerikleri

Ezme tamponu (Grinding Buffer) (100 ml)

Guanidine Thiocynate (4.0 M) 11.8 gr
0.5 M EDTA pH: 8.0 (25mM) 5ml
5M KOAc pH: 7.5 (1.oMM) 20 mi
3 M NaOAc pH: 5.2 (0.2M) 6.6 ml
PVP 40 (% 2.5) 0.25 gr

Yikama Tamponu

10 mM Tris-HCI, pH: 7.5
0.5mM EDTA

50 mM NacCl

% 50 Ethanol (EtOH)

0.5M EDTA, pH 8.0
100 ml dyH,0’ da 0.0145 gr EDTA eritilmis ve pH’s1t NaOH pelletleri ile 8.0’a

ayarlanmistir. Otoklav edilerek oda sicakliginda muhataza edilmistir.

5 M NaOAc, pH 5.2
60 ml d;H,O’ da 29.445 gr NaOAc ¢oziindiiriiliir. Glacial asetik asid damlatilarak

pH 6.0’a ayarlanmis ve suyla 100 ml’ye tamamlanmistir.

Nal Soliisyonu

40 ml dyH,O’ da 0.75 gr Na,SO; ¢oziindirilmiis ve 36 gr Nal eklenerek

karigtirilmistir. Soliisyon karanlik ortamda +4°C’de muhafaza edilmistir.
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10 mM Tris-HCI, pH:7.5

80 ml d;H,O’ da 0.121 gr trizma base ¢oziindirilmis ve HCl eklenerek pH
dengelenmistir.suyla 100 ml’ye tamamlanip otoklav edilmis ve odasicakliginda

muhafaza edilmistir

50mM NacCl

0.29 gr NaCl 50 ml d;H,0’ya tamamlanacak sekilde ¢oziindiiriilmiistiir.

Resiispanse silica
60 gr silica iizerine 500 ml dyH,O eklenmis, karigimin ¢okelmesi igin 24 saat
beklenmistir. Ust fazin 470 ml’si dokiiliip tizerine 500 ml dyH,O eklenmis ve
cOkelmesi i¢in 5 saat beklenmistir. Karisimin list fazindan 440 ml alinip, 60 ml
camurlu kisim atilmig ve karisim HCI ile pH 2.0 ayarlanarak ve otoklav edilip +4

°C’de muhafaza edilmistir.

EK 3. LiCl YONTEMININ KIMYASALARININ HAZIRLANISI

RNA LiCl ezme tamponu(100 ml)

1 M Tris HCI pH: 8-8.5 20 ml
% 10 SDS 15 ml
4 M LiCl 7.5 ml
0.5EDTA 2ml
Sodium deoxychloride acid 1gr
Nonidet P40 1ml
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% 10 SDS (100 ml)
10 gr SDS bir miktar dyH,O’da ¢oziindiiriilip tizeri 100 ml d,H,O’ya
tamamlanmistir

5 M KoAc (100 ml)

29.445 gr KoAc 60 ml d,H,0’da ¢oziindiiriiliip Glacial acetic acit damlatilarak ph’s1

6’ya ayarlanmis ve 100 ml’ye tamamlanmustir.

EK 4. UZUN YONTEM FiTOPLAZMA

Grinding 6rnek ezme tamponu (200 ml)

K2HPO, 3.22 gr
KH,PO, 0.82 gr
Sucrose 20 gr
BSA (fraction) 0.3 gr
PVP-10 49r

Her 48 ml tampon ¢6zelti kullanmak i¢in 0.2544 gr Ascorbic asit eklenmistir. Tampon

¢ozelti oda sicakliginda muhafaza edilir.

Extraction tampon ¢ozeltisi (100 ml )

1M Tris 10 ml
05MEDTA 20 ml
5 M NaCl 5 ml

Cozelti 100 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklav edilip oda sicaklifinda muhafaza

edilmistir.
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TE tampon cozelti (50 ml)
1 M Tris 500 ul
0.5EDTA 100 pl

Cozelti dH,0 ile 50 ml’ye tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicaklifinda tutulmustur

EK 5. MACKENZIE EZME TAMPONU (100 ml)

Guanidine isothiacyonate 47.26 gr
Sodium acetat 2.72 gr
25 mM EDTA 0.7305 gr
PVP-40 2.50r

Karigim 100 ml d;H20’ya tamamlanip oda sicakliginda saklanmustir.

EK 6. AGAROS JEL ELEKTROFOREZ (MANIATIS ve ark., 1982)
TAEX50(100 ml)

0.5 M EDTA pH:8 10 ml
0.6 Glacial acetic acide 571 ml
Trizma base 24.2 gr

Cozelti 100 ml dyH20’ya tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicakliginda saklanmustir.

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

Bromophenol blue 15 ml
Glycerol 18 gr
TAEX50 6 ml

Hazirlanan ortam -20 *C’de saklanmustir.

43



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

0.5XTAE 200 ml
Ethidium bromide 200 pl

Koyu renkli bir kap i¢inde karanlik ortamda oda 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.
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