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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

TOKAT iLi BAG ALANLARINDA GRAPEVINE FANLEAF VIRUS VE
GRAPEVINE LEAFROLL-ASSOCIATED VIRUS-1,2,3,4,9 VIRUSLERININ
VARLIGININ MOLEKULER OLARAK BELIRLENMESI

KUBRA SARITAS

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiTKi KORUMA ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESI SERIFE TOPKAYA)

2018 yilinda Tokat ilinde yapilan bu g¢alismada, bagciligin yogun olarak yapildigi
Merkez, Erbaa, Niksar ve Pazar ilcelerindeki bazi bag alanlarindan asmalarin viriis
belirtisi gosteren geng yapraklarindan ve bir yagh siirgiinlerinden 6rnekler toplanmustir.
Toplanan 197 adet asma 6rnegi Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine leafroll-
associated virus-1 (GLRaV-1), Grapevine leafroll-associated virus-2 (GLRaV-2),
Grapevine leafroll-associated virus-3 (GLRaV-3), Grapevine leafroll-associated virus-
4 (GLRaV-4) ve Grapevine leafroll-associated virus-9 (GLRaV-9) viriislerinin varligini
tespit etmek amaciyla, viriislere spesifik primerler kullanilarak molekiiler bir yontem
olan RT-PCR testine tabi tutulmustur. Test edilen 197 adet 6rnegin 106 (%53.80)
tanesinde bir veya birden fazla viriise rastlanmistir. Toplam 197 bitki 6rneginin 103’i
GLRaV-1 (%52.28), 10’u GLRaV-3 (%5.18), 5’i GLRaV-4 (%2.53), 2’si GLRaV-2
(9%1.03), 2’si GLRaV-9 (%1.01) ve 2’si GFLV (%1.01) ile enfekteli bulunmustur. Tokat
Merkez ve ilgelerinden toplanan bitki 6rneklerinde en yaygin goriilen virlisiin GLRaV-1
oldugu ve bunu GLRaV-3’iin izledigi saptanmistir. En az saptanan viriisler ise GFLV,
GLRaV-2 ve GLRaV-9 olarak tespit edilmistir. Tespit edilen ¢oklu enfeksiyonlar
igerisinde en fazla GLRaV-1 + GLRaV-3’iin birlikte enfeksiyonu oldugu belirlenmistir.
GLRaV-1 ve GLRaV-3 ile enfekteli izolatlarin ¢ift yonlii sekans analizleri yapilmis ve
MEGAI10 bilgisayar programinda hizalanmis ve gen bankasina kayitli izolatlarla
karsilagtirmas1  yapilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur. Filogenetik analiz
calismalarina gére, GLRaV-1 gen bankasinda kayith farkli izolatlarla ve kendi i¢inde de
farkli dallanmalar gostermistir. GLRaV-3 ile enfekteli UO3-3 izolat1 ise kayith diger
izolatlarla %99-100 oranlarinda benzerlik gostermistir.

2019, 57 SAYFA

ANAHTAR KELIMELER: Asma, Tokat, Grapevine fanleaf virus (GFLV),
Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV), RT-PCR



ABSTRACT

MASTER THESIS

MOLECULAR IDENTIFICATION of GRAPEVINE FANLEAF VIRUS and
GRAPEVINE LEAFROLL-ASSOCIATED VIRUS-1,2,3,4,9 in VINEYARDS in
TOKAT PROVINCE

KUBRA SARITAS

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

(SUPERVISOR:) ASST. PROF. DR. SERIFE TOPKAYA

In this present research, during the 2018 summer season, samples were collected from
fresh leaf and a one year old shoots showing virus-like symptoms from vineyards from
Centrum, Erbaa, Niksar and Pazar districts of Tokat. Total 197 grapevine samples were
tested molecularly and two step polymerase chain reaction (PCR) was performed with
virus-specific primers to Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine leafroll-
associated virus-1 (GLRaV-1), Grapevine leafroll-associated virus-2 (GLRaV-2),
Grapevine leafroll-associated virus-3 (GLRaV-3), Grapevine leafroll-associated virus-
4 (GLRaV-4) and Grapevine leafroll-associated virus-9 (GLRaV-9). Detection single or
dual infections of these viruses have been determined in 106 (53.80%) samples. 103
(52.28%) out of 197 samples, tested resulted in positive with GLRaV-1, 10 out of 197
samples with GLRaV-3 (%5.18), 5 of samples with GLRaV-4 (%2.53), 2 of samples
with GLRaV-2 (%1.03), 2 of samples with GLRaV-9 (%1.01) and 2 of samples with
GFLV (%1.01). Positive PCR products of GLRaV-1 and GLRaV-3 were sequenced in
two directions, aligned with MEGA10 and analysed in BLAST for multiple comparison
of other isolates in Genebank. According to phlogenetic analaysis of GLRaV-1 and
GLRaV-3 isolates, isolates infected with GLRaV-1 showed 94-96% of identity with
others in NCBI Genebank. UO3-3 isolate infected with GLRaV-3 showed 99-100% of
identity with those from Genebank.

2019, 57 PAGE

KEYWORDS: Vitis vinifera, Tokat, Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine
leafroll-associated virus (GLRaV), RT-PCR



ONSOZ

Oncelikle, bu calismada calismamin her asamasinda yardimmi ve destegini benden
esirgemeyen ve her konuda yanimda olan danisman hocam saym Dr. Ogr. Uyesi
SERIFE TOPKAYA’ya (Gaziosmanpasa Universitesi-Bitki Koruma Anabilim Dali)
tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans 0Ogrencilert,; VILDAN KiLiNC, MERVE ENGUR ve BURAK
GUVENATES e, calistigim kurumda yiiksek lisans egitimim igin gerekli olan izinleri
saglayan idari amirlerime tesekkiir ederim.

Ayrica tim hayatim boyunca oldugu gibi yiiksek lisans 6grenimim siiresince de beni
hep destekleyen, her tiirlii fedakarlikta bulunan, maddi manevi her zaman yanimda olan
annem SAHURE TURKMEN ve kardesim MURAT TEKIiN’e sonsuz minnet ve
sevgilerimi sunar, tesekkiirli bir borg bilirim.

Son olarak, hayatimin her aninda oldugu gibi yiiksek lisans 6grenimim siiresince de
yardim ve destegini benden esirgemeyen, sonsuz bir sabirla her tiirli fedakarlig
gosteren degerli esim ERSIN SARITAS’a ve varhigiyla bana her zaman gii¢ veren
biricik oglum YUSUF SARITAS’a tesekkiirii bir borg bilirim.
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1. GIRIS

Anavatani Anadolu olarak bilinen asmanin ( Vitis vinifera L.) ge¢misi arkeolojik
bulgulara gore binlerce yil Ooncesine dayanmaktadir. Asma bitkisinin kiiltiire alinmasi
M.O. 6000-6500 yillarinda Anadolu ve Kafkasya’da baslamis ve buradan da tiim
diinyaya yayilmistir. Diinyada onemli tarimsal ge¢im kaynaklarindan birisi olan asma
diger meyvelerle kiyaslandiginda en fazla ¢eside sahip olan tiirler arasinda yer
almaktadir. Asma, ¢esitli degerlendirme yontemlerinin olusu, iklim ve toprak istekleri
yoniinden ¢ok segici olmayisi, ¢ok yillik bir iiriin olmasi ve ¢ogalma yontemlerinin
kolay olmasi gibi etkenlerden dolayr diinyadaki en yaygin kiiltiir bitkilerindendir.
Bagcilik icin yerkiirenin en elverigli iklim kusagi {izerinde bulunan iilkemiz, asmanin
gen merkezi olmasinin yani sira son derece eski ve koklii bir bagcilik kiiltiiriine de
sahiptir (Celik ve ark., 1998). Ulkemizde bagcilik tarimsal bir is kolu olarak dnemini
korumaktadir. Taze ya da kuru {iziim olarak veya bircok sanayii kolunda (pekmez,
sarap, sirke vs.) hammadde olarak tiiketilen iiziim, seker, nitrojen, mineral maddeler ve
vitamin igeren 6nemli bir gida maddesidir (Tarla, 2005). Tiirkiye’nin bitkisel tiretiminde
bagcilik sektorii onemli bir yere sahiptir. Ulkemizde iiretilen yas iiziimiin bir kismi
sofralik olarak tiiketilirken, bir kismi da ¢ekirdeksiz kuru tiziim ve ¢ekirdekli kuru {iziim
olarak degerlendirilmektedir. Tiirkiye liziim ihracati ile {lilke ekonomisi i¢in 6nemli bir

gelir kaynagini olugturmaktadir.

2017 y1li istatistiklerine gore diinya bag alan1 6 931 353 ha, diinya {iziim tiretim miktar
ise 74 276 583 ton dur. 2017 yili FAO verilerine gore diinyada bag alani en fazla olan
iilke Ispanya, {iziim iiretim miktar1 en yiiksek iilke ise Cin’dir (Anonim, 2017a).
Tiirkiye, bagcilik yapan iilkeler icerisinde {iziim iiretimi acisindan 6. sirada, bag alani

acisindan ise 5. sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1).

Tiirkiye bagciligina bakildiginda her ilin tarimsal iiriin deseni igerisinde en az %1 bag
alan1 oldugu goriilmektedir. Yildan yila az miktarda degisiklik gostermekle birlikte 450
bin hektar ortalama bag alanina sahip olan Tiirkiye’de en genis alanda yetistiricilik
yapilan bolge Ege Bolgesi’dir. Ulke bag alanlarimin yarisina yakimi bu bdlgede yer
almaktadir. Bu bolgede iiretim alan1 en biiyiik il Manisa’dir. Denizli ve Mersin illeri

diger biiyiikk tiziim {reticisi illerdir. Mersin, Adana ve Antalya illerinde genellikle



erkenci sofralik {iziim cesitlerinin yetistiriciligi yapilmaktadir. Tiirkiye sofralik ve

kurutmalik {iziim iiretiminde Ege Bolgesi ilk sirada gelmektedir. Ulke iiretiminin

%50’den fazlas1 bu bolgeden karsilanmaktadir. Manisa ili tek basina Tiirkiye

kurutmalik {iziim iretiminin %9011 karsilamaktadir (Anonim, 2019a). 2018 yili

istatistiklerine gore, lilkemiz iiziim {iretimi 4 170 410 da alanda 3 993 000 ton olarak

gerceklesmistir. Toplam iiretim miktarinin 1 945 262 tonu sofralik, 1 524 091 tonu

kurutmalik, 463 647 tonu ise saraplik tiziimdiir. Tokat ilinde ise 60 836 da alandan 56

242 ton (Cizelge 1.2) tiretim yapilmaktadir (Anonim, 2018).

Cizelge 1.1. Diinya’da bag alanlar1 ve {iziim tiretim miktari ile ilk 10°da yer alan tlkeler
(Anonim, 2017a)

Sira Sira Uretim miktar:

no Ulkeler Bag alani (ha) no Ulkeler (ton)

1 Ispanya 939 283 1 Cin 13083 000
2 Cin 775975 2 Italya 7 169 745
3 Fransa 743 924 3 ABD 6679 211
4 Italya 670 085 4 Fransa 5915 882
5 Tiirkiye 416 907 5 Ispanya 5387 379
6 ABD 404 969 6 Tiirkiye 4 200 000
7 Arjantin 220 848 7 Hindistan 2922 000
8 Sili 215000 8 Giiney Afrika 2 032 582
9 Hindistan 137 000 9 Sili 2 000 000
10 Giiney Afrika 119 181 10 Arjantin 1 965 206

Cizelge 1.2. 2018 yil1 Tokat ili iziim {iretim alanlar1 ve miktarlar1 (Anonim, 2018)

Tice Ad Ekilen alan(dekar) Uretim(ton) Verim(kg/da)

Merkez 22 561 25 507 1946
Erbaa 18 232 12 836 1664
Niksar 6 854 7 032 1553
Zile 6218 3209 516
Turhal 3461 3663 2 948
Pazar 3311 3962 2 369
Yesilyurt 114 3 26
Artova 52 21 404
Almus 26 8 308
Resadiye 7 1 143
Toplam 60 836 56 242 11 877




Ulkemizde iiziimiin yaninda bag alanlarindan elde edilen diger bir iiriinde yaprak olup,
taze veya salamura asma yapragina olan talep hizla artmaktadir. Ticari sarmalik yaprak
tiretiminde One ¢ikan iki tiziim ¢esidi Ege Bolgesi’nde Sultani ¢esidiyken, Tokat ilinde
Narince ¢esididir. Bunlarin yani sira, her yorenin ince ve yumusak yapili, az dilimli,
ince damarli yapraklara sahip olan yerel ¢esitleri de (Trakya’nin Yapincak cesidi gibi)
bu amagcla yaygin olarak degerlendirilmektedir (Celik, 2013). Narince, Tokat yoresinde
yetistirilen beyaz iiziim ¢esididir ve baglarin biiyiik cogunlugu bu ¢esitten kurulmustur.
Yerli liziim c¢esitlerimiz arasinda en kaliteli sek ve domisek sarap yapilan gesitlerden
birisidir. Oldukga verimli bir iiziim ¢esidi olan Narince ¢esidinden yetistirildigi koylerde

yapraklarindan da yararlanilir. Yapraklarinin lezzeti iyi ve salamura olmaya elverislidir.

Viriisler, ultramikroskobik partikiiller olup, enleri 200 nm’den biiyiik olmayan, iki tip
niikleik asitten yalnizca birini iceren (RNA veya DNA), patojenik 1rklar olusturabilme
yetenegine sahip, konukg¢u hiicreleri igerisinde biyokimyasal olarak ¢ogalabilen, obligat
parazit 0zellikte canlilar olarak bilinmektedirler. Viriisler tiim diinyada ekonomik olarak
yetistirilen bir¢ok iriinde Onemli zararlara neden olmaktadir. Sadece elektron
mikroskobu ile goriilen virlisler morfolojik olarak ¢ubuk, yuvarlak ve mermi seklinde
olmak iizere 3 grupta toplanirlar. Viriislerin ¢ogalabilmeleri i¢in mutlaka canli hiicreye
thtiya¢ vardir. Viriislerin ¢ogalmalar1 geng bitkilerde yasl bitkilere oranla daha hizli
olmaktadir. Viriisler mekanik yolla, toprakla, asiyla, kiiskiitle, tohumla, vejatatif
¢ogalma materyalleriyle, vektorlerle (funguslar, bocekler, nematodlar) tasinmaktadirlar.
Viriisler bitkide lokal ve sistemik (mozaik, sarilik, nekroz, halkali leke, ciicelik,
yapraklarda kivirciklik, anormal biiylimeler ve sekil bozukluklari) simptomlara neden
olmaktadir. Ayrica hiicre i¢i organellerde anormallikler ve ilgi cisimcikleri (Inclusion
Badies) olusumuna da neden olmaktadirlar. Bitki virlis hastaliklar1 ile miicadelede
bocekler ve fungal hastaliklara karsi yapilan miicadele gibi imkanlar bulunmamaktadir.
Viriis hastaliklarina karsi alinan tedbirlerin biiyiik bir kismi enfeksiyondan korunma
seklindedir. Viriislerle miicadelede eradikasyon, sanitasyon, dezenfeksiyon, saglikli ve
sertifikali tohum kullanilmasi, iiretim alanlarinin birbirinden ayrilmasi, vektorlerle

miicadele, genetik ve biyolojik miicadele yontemleri kullanilmaktadir (Anonim, 2019b).

Hastaliklar (fungus, bakteri, viriisler) diinyada bagciligin ekonomik olarak Onemli

oldugu iilkelerde yaygin olarak rapor edilmistir. Bu hastaliklara neden olan etmenlerle



bulasik asmalarda biiylime geriligi, yasam siiresinin kisalmasi, en 6nemlisi meyve
kalitesinde ve veriminde azalma goriilmektedir (Garau ve ark., 1985; Goheen, 1988;
Martelli, 2014, 2015). Asmada zarar yapan viriis ve virlis benzeri hastalik etmenleri
bitkide gelisme geriliklerine, yapraklarda ve siirgiinlerde sekil bozukluguna, asmanin
odunsu govdesinde ¢ukur ve oluk olusumuna, yapraklarda renk degisimine ve iiriin
kayiplarina neden olmaktadir (Martelli, 2014). Bunlar igerisinde asmada ekonomik
olarak zarar yapan en Onemlileri yaprak kivircikligi (leafroll, LR), mantarimsi odun
(rugose wood, RW) ve bulasik soysuzlasma (fanleaf) hastaliklarina neden olan viral

etmenlerdir.

Giliniimiizde 65’1 viriis, 8’1 fitoplazma, 5’1 viroid ve biri de vektor boceklerle tasinan ve
ksilemde bulunan bir bakteri olmak iizere 70°den fazla etmenin baglarda kayit altina
alindig1 bilinmektedir. Bu, olduk¢a fazla sayida hiicre i¢i patojenin tek bir iirlinde

bulundugunu gostermektedir (Martelli, 2014).

GFLV (Grapevine fanleaf virus)’nin neden oldugu kisa bogum hastaligi 1950°1i yillarda
kesfedilen ve asmanin bilinen en eski virlis hastaliklarindan birisidir. Diinya’da asma
yetistiriciliginin yapildigi her yerde goriilebilmektedir (Martelli, 2014). Cografi dagilimi
ve ekonomik 6nemi g6z oniinde bulunduruldugunda GFLV, V. vinifera ve hibrit asma
anaclar1 iizerinde yaygin ve ¢ok sik goriilen bir viriistiir. GFLV, asmada biiylime ve
gelismeyi olumsuz etkilemektedir. Buna bagli olarak meyve verimini ve kalitesini, bag
alanlarinda iretimi onemli oOlglide diisiirmektedir. GFLV, meyvelerde anomaliye,
yaprak ve siirgiinlerde dejenerasyona neden olmaktadir. Bitkinin 6mriinii kisaltarak
%80’e varan verim kaybina ve iiriindeki seker miktarinin azalmasina neden oldugundan
onemli ekonomik zararlara da yol agmaktadir. GFLV vektori X. index Diinya’daki
biitiin bag alanlarinda mevcuttur (Andret-Link ve ark., 2004). GFLV ile enfekte olmus
asmalarin yapraklar1 yelpaze sekline benzemektedir. Viriisle bulasik bitkilerde damar
bantlagmasi, anormal siirglin olusumu, siirgiinlerde zikzak olusumu, bogum aralarinin
kisalmas1 ve salkimlarda irili ufakli tane olusumu gozlenmektedir (Martelli ve Savino,
1988). GFLV; mekanik inokulasyonla, asiyla ve vektor nematodlardan Xiphinema index
ile tasinmaktadir (Martelli ve Boudon-Padieu, 2006).



Asma yaprak kivrilma hastaligimin ilk tanimlamasi 19. yilizyilin ortalarina kadar
uzanmaktadir. Fransiz ve Italyan kaynaklarinda sirasiyla, fizyolojik bozukluklar olarak
kabul edilen ve “Rugeau” veya “Rossore” olarak adlandirilan asma yapraklarinin erken
kizarmasi1 raporlar1 vardir. Bag alanlarinda goriilen viral etmenlerden Grapevine
leafroll-associated viruses (GLRaVs), diinya bag iiretim alanlarinda ¢ok fazla yaygimlik
gostermesi ve ekonomik agidan ciddi verim ve kalite kayiplarina neden olmasindan
dolayr onemli bir yer tutmaktadir. Asma yaprak kivrilma hastalig ile iligkili virtisler

diinyada bagciligin yapildigi iilkelerin tamaminda saptanmistir (Martelli, 2014).

Asma yaprak kivircikligr viriisii, kirmizi iiztim gesitlerinde iklime ve cografi bolgeye
bagli olarak, ilkbahar veya yaz sonlarinda alt yapraklarda kirmizimsi lekeler
olusturmaktadir. Bu lekeler zamanla genisler ve birlesir, bdylece sonbaharda yaprak
yiizeyinin ¢ogu kirmizimsi hal alir ve bu alanlar genellikle birincil ve ikincil damarlar
boyunca dar bir yesil bant ile birbirinden ayrilir. Enfekteli yapraklar kalin, kirilgan bir
hal almakta ve asagi dogru kivrilmaktadir. Bu simptomlar, mevsim ilerledikge asmanin
tepesine dogru ilerler ve enfeksiyonun siddeti arttik¢a biitiin yaprak yiizeyi koyu mor bir
renk alir. Meyveler genellikle gec ve diizensiz olgunlasir, meyvelerin verim ve kalitesi
diisiik olup, seker miktar1 diismektedir. Beyaz {iziim cesitlerinde belirtiler benzerdir,
ancak yapraklar kirmizims: yerine klorotik sarimtrak olur. Enfekteli asmalar bir¢ok
tipte, oldukca farkli goriinimde yaprak kivrilma simptomu olusturabilmektedir
(Martelli, 2014). GLRaV’ye ait simiflandirma ve bazi énemli bilgiler Cizelge 1.3’te

verilmistir.

Cizelge 1.3. GLRaVs’nin cins, vektor ve ilk kayitlarina iligkin bilgiler (Martelli ve ark.,
2012)

Viriis Cinsi Vektorii Ik kayit

GLRaV-1 | Ampelovirus | Pseudococcidae ve Coccidae familyasma ait | Gugerli ve ark., 1984
baz: tiirler

GLRaV-2 | Closterovirus | Bilinmiyor Zimmermann ve ark., 1990

bazi tiirler

GLRaV-4 | Ampelovirus | Pseudococcidae familyasina ait baz: tiirler Hu ve ark., 1990

GLRaV-9 | Ampelovirus | Pseudococcidae familyasina ait baz: tiirler Alkowni ve ark., 2004

Ulkemizde bu viriislerle ilgili baz1 ¢aligmalara bakildiginda, Buzkan ve ark. (2012),

Tiirkiye’de yaptiklan siirvey ¢alismalarinda, unlu bit istilasi ile yaprak kivircikligi ve




mantarimst odun hastaliklarina neden olan viral ajanlar1 aragtirmiglar, GLRaV-1 ve
GLRaV-3’1 tespit etmislerdir. Planococcus ficus (Signoret)’un, érneklenen bolgelerde
yaygin goriilen tek unlu bit tiiri oldugunu saptamislardir. Bu c¢alisma adi gecen
virtislerin epidemiyojileri ve bunlarin potansiyel vektorleri hakkinda Tiirkiye’de yapilan
ilk ¢alisma niteligindedir. Kaya ve Erilmez (2012), izmir ve Manisa illerindeki baglarda
yiriittiikleri bir ¢calismada yaprak kivrilma hastaligiyla ilgili mevcut viriislerin disinda
bagka viriislerin varligin1 tespit etmeyi amaglamislardir. Toplanan 6rnekleri DAS-
ELISA ve PCR islemine tabi tutmuslar ve pozitif sonug¢ elde etmislerdir. Bu ¢alisma
GLRaV-4 i¢in ilk kayit niteligini tasimaktadir. Onder (2016), izmir, Aydim, Denizli,
Manisa ve Usak illerinden toplanan orneklerde gerceklestirilen DAS-ELISA ve Real-
time RT-PCR testleri sonucunda 424 6rnegin 133 (%31.4)’iinlin asma yaprak kivrilma
hastaligr ile iliskili viriislerden en az biri ile enfekteli oldugunu saptamistir. Yapilan bu
calisma ile lilkemiz baglarinda GLRaV-9, GLRaV-Pr ve GLRaV-De viriislerinin varligi

ilk kez ortaya konmustur.

Bagcilik Tokat ilinde ekonomik agidan Onemli bir yere sahiptir. Tokat ili bag
alanlarinda viral etmenlerin bulunmasiyla ilgili daha onceden yapilmis az sayida
calisma bulunmaktadir. Karadeniz (2016), Tokat ilinde yetistiriciligi yapilan {iziim
cesitlerinde verim ve kalite kayiplarina neden olan ve sertifikasyon sistemi igerisinde
yer alan bazi viriislerin varligimin belirlenmesi i¢in ¢alisma yapmistir. Yapilan bu
calismada, bagciligin yogun olarak yapildigi Tokat Merkez, Zile, Erbaa, Niksar, Pazar
ve Turhal ilgelerinde bagcilik yapilan isletmelerden hastalik belirtisi gosteren
bitkilerden 6rnek toplamistir. Toplanan ornekleri, baglarda 6nemli verim kayiplarina
neden olan Strawberry latent ring spot virus (SLRSV), Grapevine leafroll-associated
virus 1 (GLRAV-1), Grapevine fanleaf virus (GFLV), Arabis mosaic nepovirus
(ArMV), Grapevine virus A (GVA), Grapevine fleck virus (GFKV) viral etmenlerinin
varligin1 belirlemek amaciyla “ Double Antibody Sandwich Enzyme-linked Immuno
Sorbent Assay (DAS-ELISA) ,, yontemi ile testlemistir. Test sonucuna gore toplanan
orneklerde %11.78 GLRaV-1, %5.73 ArMV, %4.77 GVA, %4.45 SLRSV, %0.63
GFkV, %0.31 GFLV oranlarinda viral etmenlerin varligini tespit etmistir.



Bu calisma ile Tokat ili bag alanlarinda GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3,
GLRaV-4 ve GLRaV-9 viral etmenlerinin varliginin molekiiler yontemlerle tanilanmasi

amagclanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bagcilik ekonomik agidan Onemli tarim kollarindan biridir. Bagciligim 6nemli
sorunlarindan biride viriis hastaliklaridir. Virtis hastaliklarindan dolayr {iziimlerde
onemli verim kayiplar1 yasanmaktadir. Viriislerle ilgili glinimiizde eradikasyon ve
kiltirel onlemler disinda herhangi bir miicadele yonteminin olmayisi, viriislerin
tanisinin  modern teknikler kullanilarak erken donemde hizli ve giivenilir tani
yontemleriyle bagarilt bir sekilde yapilmasinin ne kadar 6nemli oldugunu agik¢a ortaya
koymaktadir (Onder ve ark., 2016). Diinya’da bag viriis ve viriis benzeri hastalik
etmenleri ile ilgili ¢calismalar 1960’11 yillardan sonra hiz kazanmaya baslamis, yalnizca
2 tane olan virlis hastaliklarinin sayis1 1997°de 43’e 1998°de 46’ya ¢ikmustir. Son
yillarda viriislerin tanisinda ileri molekiiler yontemlerin kullanilmasiyla gliniimiizde bu
saymin 60’dan fazla oldugu bilinmektedir. Ulkemizde ise bag viriisleri ile ilgili

caligmalar 1950°1i yillarda baslamistir (Martelli ve Boudon-Padieu, 2006).

Baglarda 6nemli viriis hastaliklarindan Asma yelpaze yaprak viriisii (Grapevine fanleaf
virus, GFLV)’nlin yol a¢mis oldugu hastalik “bulasik soysuzlasma” olarak da
bilinmektedir. Virtis Nepovirus (Secoviridae) cinsinde yer almaktadir. Bu familyaya ait
bitki viriislerinin genomu pozitif duyarli, tek sarmalli sSRNA yapisinda olup, 30 nm

capinda 2 pargali izometrik partikiillere sahiptirler (Martelli, 2014).

GFLV; iretim materyallerinden kalem, ana¢ ve mekanik yolla; ayrica vektorii olan
kamali nematodlardan Xiphinema index (Fam: Longidoridae) ve X. italiae ile de taginir.
Hastaligin asmalardaki belirtisi ¢esitlere gore degismektedir. Asma anaglart ve bunlarin
melezleri bu virlise karst herhangi bir dayaniklilik gostermemekle birlikte biitiin Vitis
vinifera gesitleri bu hastaliga kargt duyarlidir. Hastaligin yaprak belirtileri erken
ilkbaharda gelisir ve vejatasyon boyunca devam eder, ancak yiiksek sicakliklarda
belirtiler maskelenir. Yapraklarda sekil bozukluklar1 goriiliir; yaprak simetrisi bozulur,
yaprak ayasi ¢ukurlasir ve karisir, yaprakta dis sayisi artar. Sarilik belirtileri, ilkbaharda
erken donemde geliserek asmanin biitlin vejetatif organlarin1 (yapraklar, taze siirgiin
uclar1 ve salkim taslaklari) etkiler. Baslangigta, yapraklarda birka¢ sar1 leke ve damar
bantlagsmas1 goriiliir. Ilerleyen dénemde ise, damar aralarinda gesitli biiyiikliikteki

benekler yayilarak yapragin tiimiiniin sararmasina neden olur. Bu tip belirtilere



GFLV’nin disinda diger bazi nepoviriisler de yol agmaktadir. GFLV, siirgiinlerde
anormal dallanmaya, bogum aralarinda yassilagsma, kisalma ve zikzak gelismelere neden
olur. Bazen de ¢ift bogum olusumu ortaya ¢ikar. Salkim sayis1 azalir ve kiigiiliir, meyve
tutumunda azalma, irili ufakli tane tutumu ve diizensiz olgunlasma goriliir. Bulasik
asmalar ilkbaharda uzaktan fark edilebilir. Sicak bolgelerde yazin gelisen yapraklar
normal yesil renkli iken, ilkbaharda acan yapraklar yazin beyazlasir ve erkenden
dokiilme egilimi gosterir. GFLV ile enfekteli asmalarda gelisme geriligi de goriilebilir.
GFLV’nin konukgusu biitiin V. vinifera ve asma anaglar1 ile bunlarin melezleridir.

Viriisiin asma diginda odunsu konukgusu bilinmemektedir (Anonim, 2017Db).

Asma yaprak kivircikligr virlisii (Grapevine leafroll associated virus, GLRaV)
Closteroviridae familyasinda farkli cinsler igerisinde yer almaktadir. Bu familyaya ait
bitki viriislerinin genomu pozitif duyarli, tek sarmalli ssSRNA yapisinda olup ipliksi
partikiillere sahiptirler. Bu hastaliga hastalikla iliskili 11 farkli viriis neden olmaktadir.
Bu viriislerden GLRaV-1, -3, -4 ve -9 Ampelovirus cinsi igerisinde, GLRaV-2 ise
Closterovirus cinsi igerisinde yer almaktadir (Martelli, 2014). 2006 yilindan beri yeni
Ampeloviriis izolatlar1 karakterize edilmis, bunlardan {i¢ tanesinin kismi veya tam
dizinleri ¢ikartilmis ve yeni tiirler olarak kaydedilmistir: Grapevine leafroll-associated
virus Pr (GLRaV-Pr, gen bankasinda GLRaV-10 olarak kayitli), Grapevine leafroll-
associated virus De (GLRaV-De, gen bankasinda GLRaV-11 olarak kayitli), Grapevine
leafroll associated-Carnelian virus (GLRaV-Car) (Saldarelli ve ark., 2006; Elbeaino ve
ark., 2009; Maliogka ve ark., 2009; Abou Ghanem-Sabanadzovic ve ark., 2010). Yakin
tarinte yapilan taksonomik revizyonda GLRaV-4, -5, -6, -9, -Pr, -De ve -Car’in genom
organizasyonlar1 ve genom biiyiikliikleri bakimindan GLRaV-4’e biiyiikk benzerlik
gosterdigi, bu viriislerin varyant olarak kabul edilip “GLRaV-4-benzer” viriisler olarak
kayit altina alindig1 bildirilmektedir (Martelli ve ark., 2012).

Grapevine leafroll associated virus 1 (GLRaV-1l), dogada unlu bitlerden
(Pseudococcidae) Heliococcus bohemicus, Phenacoccus aceris, Pseudococcus affinis,
Ps. calceolariae, Ps. viburni, Ps. maritimus, Ps. comstocki ve Coccidae familyasindan
Pulvinaria vitis, Parthenolecanium corni ve Neopulvinaria innumerabilis ile
tasinmaktadir (Martelli, 2014).



Grapevine leafroll associated virus 2 (GLRaV-2)’nin vektorii bilinmemektedir.
GLRaV-2 as1 ve mekanik inokulasyon (otsu indikator Nicotiana benthamiana ) ile
tasinmaktadir (Gugerli, 2003).

Grapevine leafroll associated virus 3 (GLRaV-3)’iin vektorleri, unlu bitlerden
(Pseudococcidae) Planococcus ficus, PI. citri, Pseudococcus longispinus, Ps.
calceolariae, Ps. maritimus, Ps. affinis, Ps. viburni, Ps. comstocki, Ph. aceris; kabuklu
bitlerden (Coccidae) Pulvinaria vitis, Neopulvinaria innumerabilis, Parthenolecanium

corni, Coccus hesperidium, C. Longulus ile tasinmaktadir (Martelli, 2014).

Grapevine leafroll associated virus 4 (GLRaV-4) ve strainlerinin bir kismi (strain 9)
unlu bitlerden (Pseudococcidae) Ps. longispinus, Pl. ficus, Ph. aceris ile tasinmaktadir
(Martelli, 2014).

Genel olarak, GLRaV-1 ve GLRaV-3, gii¢lii yaprak kivircikligi simptomlarina sebep
olurken, GLRaV-4 izolatlar1 hafif simptomlara neden olmaktadir. GLRaV-2’nin bazi
molekiiler varyantlar1 (6rn., GLRaV-2 RG) yaprak kivircikligi belirtisi gostermez,

ancak ciddi ag1 uyumsuzlugu vakalarinda rol oynar (Martelli, 2014).

Floemde bulunan bu farkli viriislerin ayr1 ayri ya da gesitli kombinasyonlarda bitkiyi
enfekte etmesi, yaprak kivrilma hastaligi belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olur.
Hastalik, lilkemizde bag iiretimi yapilan hemen her bdlgede saptanmis olup, hastalikla
iligkili en yaygim goriilen viriislerin GLRaV-1 ve GLRaV-3 oldugu tespit edilmistir
(Giirsoy, 1991; K&klii ve Baloglu, 2000; Omeroglu, 2016). Hastaligin yayilisi, enfekteli
as1 kalemi ve viriisii latent olarak tasiyan asma anaglarinin kullanimi ile olmaktadir.
Ayrica, unlu bitlerden Planococcus ficus (Hemiptera: Pseudococcidae) ve P. citri
(Hemiptera: Pseudococcidae) ile Kahverengi kosnil (Parthenolecanium corni)
(Homoptera: Coccidae) GLRaV-3’iin vektorii iken GLRaV-1’in vektorii P. corni’dir.
Hastaligin belirtileri, biiylime mevsiminin sonuna dogru goriilebilmektedir. Iklim
kosullarina bagl olarak agustos ve eyliil baslarindan itibaren kirmizi {iziim ¢esitlerinin
yash yapraklarinda kirmizimsi lekeler gelisir. Bu lekeler genisler ve birlesir, yaz
sonunda veya sonbaharda kirmizimsi ve sarimsi renk, yaprak ayasmin tamamini
kapladig1 halde, ana damarlar yesil olarak kalir. Kirmizi ve beyaz iiziim ¢esitlerinin her

ikisinde de yaprak ayasi kalinlasir, kirilganlasir ve asagt dogru kivrilir. Enfekteli
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asmalarda meyve salkimlar1 ¢ok kisadir. Uziimler ge¢ ve diizensiz olgunlasir. Saglikl
lizlim cesitlerinde meyveler olgun renklerini aldigi halde, hastalikli meyveler yesil ve
beyazimsi kalir. Kirmizi iiziim ¢esitlerinde salkimlarda diizensiz renklenme goriiliir. Bu
belirtiler mevsim sonunda siirgiin ucuna dogru yayilir. Beyaz iiziim cesitlerinde ise
yapraklarda beyaz-sari renk degisimlerine ve yaprak kenarlarindan asagr dogru
kivrilmalara rastlanir. Hastalikli asmalarda genel bodurluk ve gelisme durgunlugu
hemen gbéze carpar. Hastalilk asma anaglarinda belirti olusturmamasina ragmen
gelismeleri zayiflatir. Bu hastalik, meyve verimini %10-70 oraninda azaltabildigi gibi,
seker oranini da diistirtir. As1 tutumu ve ¢eliklerin koklenme yetenegi azalir ve soguk
zararia duyarlilik artar. Biitiin asma ¢esitleri ve asma anaglar1 hastaligin konuk¢usudur

(Anonim, 2017b).
Diinyada bu viriislerin varligi ile ilgili calismalara bakildiginda,

Hewitt (1953, 1954), Amerika’da ilk olarak Santa Clara vadisinde 1948 yilinda ortaya
¢ikan ve giderek artan cilicelesme, siirgiinlerde kisalma, yapraklarda beneklesme, sekil
bozukluklari, ¢icek dokiimleri, ilk donemlerde bogumlar arasinda kisalma, zikzak
stirgiin ve ¢ift nodyum olusumu gibi simptomlar olusturan etmenin GFLV oldugunu
bildirmistir. Ancak ¢ift nodyum olusumu ve kisa bogumun bazen normal asmalarda da
goriilebildigi halde o6zellikle 8-11’inci bogumlardaki bu kisalmanin GFLV i¢in tipik

simptom oldugunu belirtmistir.

Martelli ve Savino (1988), baglarin GFLV ile bulasik olmasi sonucu Omriiniin
kisaldigini belirtmislerdir. GFLV ile bulasik bitkilerde, {iriiniin kalitesinde ve verimde

%80’e varan azalmalara neden oldugunu saptamiglardir.

Tanaka (1988), Japonya’da baglara zarar veren viriis hastaliklarindan GFLV, GFkV ve
GLRV’yi sera kosullarinda bazi Vitis tiirlerine ait indikatorler {izerinde yaptigi
indekslemelerle saptamistir. GFLV’nin Chenopodium quinoa ve Gomphrena globosa

otsu indikatorleri iizerine mekanik inokiilasyonunun zor oldugunu bildirmistir.

Hu ve ark. (1990), baglarda yaprak kivrilmasina neden olan GLRaV’yi; ELISA, ISEM
ve vitis indikatorler ile indeksleme yollariyla testlemisler ve bu ¢alismalarla viriisiin

Type 1, 2, 3 ve 4 adi verilen serotiplerini ayirmislardir. Arastirmacilar yaprak kivrilma
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belirtilerinin bu serotiplerin bir karigimi tarafindan olusturulurken yaprak kizarikliginin
farkl1 yogunluk ve tipte her bir serotip tarafindan bireysel olarak olusturulabildigini

belirtmislerdir.

Walter (1991), nepoviriislerin teshisinde ELISA’nin yaygin olarak kullanilan giivenilir
bir metod oldugunu belirtmistir. PCR ve molekiiler hibridizasyon yontemlerinin de ¢ok

uygun yontemler oldugunu belirtmistir.

Rowhani (1992), GLRaV-3 ve GFLV’nin infekteli dokularda varligint ELISA’nin bir

modifikasyonu olan F(ab”)2 antibody fragmentleri kullanarak belirlemistir.

Sforza ve ark. (2003), Fransa’nin kuzey sarap iretim bolgelerinde GLRaV-1 ve
GLRaV-3 ile enfekteli baglardan, viriisiin unlu bit ve kabuklu bitler ile taginmasini
arastirmiglardir. Heliococcus bohemicus, Phenacoccus aceris (Pseudococcidae) unlu
bitleri ile Parthenolecanium corni (Coccidae) kabuklu bitinin tasima verimlerinin
strastyla %14, %23 ve %29 oldugunu bildirmislerdir. Asmalarda viriislerin bu vektorler
ile taginmasindan kaynaklanan GLRaV-1 ve GLRaV-3 enfeksiyonlarini poliklonal
antikorlar kullanilarak DAS-ELISA ile dogrulamislardir. Bu ¢alisma Fransa’da GLRaV-
1 ve GLRaV-3’1in unlu bit ve coccid tiirleri ile tagindigin1 gosteren ilk kayittir. Ayrica
Heliococcus bohemicus ile Phenacoccus aceris’in bu viriisleri asmalara tagiyabildigini

ortaya koyan ilk ¢alismadir.

Fiore ve ark. (2009), Giiney Amerika’da yaptiklari bir ¢aligmada, asma omcasinin
gelisimi boyunca farkli kisimlarindan GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GVA ve
GFkV ile enfekteli 6rnekleri alarak ELISA ve RT-PCR ile testlemislerdir. Bu ¢alisma
asma viriis hastaliklarinin saptanmasinda ELISA ve RT-PCR ile asma viriislerinin
tespitini iyilestirmek igin, en iyi bitki materyalini kullanmak ve &rnekleme zamanini

belirlemek i¢in Giiney Amerika’da yapilan ilk ¢aligmadir.
Ulkemizde bu viriislerin varlig1 ile ilgili ¢alismalara bakildiginda,

Akdogan (1956, 1958, 1965), Trakya Bolgesi, Tekirdag-Miirefte baglarinda yaygin
olarak bulunan bir virlis hastaliginm1 fizyolojik problemlerden ayirmak igin ¢esitli

aragtirmalar yapmistir. Bu arastirmalarinda, hastaliktan korunma yollar1 ve hastaligin
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simptomatolojisi ile ilgili bilgiler vermistir. Arastirici, baglarda zararli olan GFLV’yi

simptomolojik olarak saptamistir ve onu ““ Bulasik Soysuzlasma” olarak adlandirmistir.

Azeri (1983), Izmir ve Manisa baglarinda Sultani ¢ekirdeksiz ¢esidinde gozlemsel
olarak ¢alismalar yapmistir. Bu ¢alismalarda, bir¢ok virlis hastaliginin yani sira

GFLV’yi de saptamistir ve bu viriisiin infeksiyon oranini %100 olarak belirlemistir.

Martelli (1987), Tiirkiye’de bag alanlarinda yapmis oldugu genis kapsamli bir siirvey
calismasinda, baglarda GFLV, GLRaV, odun kirisikligi (Rugose Wood Complex),
govde ¢ukurlagmasi (Stem Pitting), damarlarda renk agilmasi (Grapevine fleck virus) ve

enasyon hastaliklarinin varligin1 simptomolojik olarak saptamistir.

Azeri ve Fidan (1988), Izmir ve Manisa illerinde bag alanlarinda yaptiklar
calismalarda, GFLV ve GLRaV viriislerini indikatér bitkiler {izerinde yaptiklari

indekslemelerle saptamiglardir.

Girsoy (1991), Tekirdag, Yalova ve Manisa bolgesi baglarinda, bazi iiziim klon
adaylan lizerinde yaptig1 calismalarla GLRaV-1 ve GLRaV-3’iin yaygin oldugunu
ELISA testleriyle saptamistir.

Ozaslan ve ark. (1991), Kahramanmaras iline ait baglarda yaptiklari galismalarda,
GFLV, GLRV-1, GLRV-3, GFkV ve Alfalfa mosaic virus (AMV)’inii ELISA
testleriyle saptamislardir. Bolgede en yaygin viriisin GFLV oldugunu, bunu GLRV-
3’lin izledigini ve bu viriislerin baglarda yaklasik olarak %45 oraninda {iriin kayiplarina

neden oldugunu saptamislardir.

Akbas ve Erdiller (1993), Ankara ilinde bag alanlarinda yapmis olduklari ¢aligmalar
sonucunda baglarda bir¢ok viriis hastaliginin yani sira GFLV’nin de varligin1 ortaya
koymuslardir. Arastiricilar GLRaV-3’iin vitis indikatdr bitkilerine indeksleme

caligmalar1 yapmislardir. GFLV yi ise serolojik ve simptomolojik olarak saptamislardir.

Ozaslan ve ark. (1993), Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bolgesindeki illerde,
baglarda yaptiklar1 arastirmalarda GFLV, GLRaV-1, GLRaV-3, GFkKV ve ArMV

virlislerini ELISA ve vitis indikatorler lizerine indekslemelerle belirlemislerdir.
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Ozaslan ve Yilmaz (1995), Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bélgesi baglarinda siirvey
calismas1 yapmuslardir. Toplanan Orneklerde biyolojik ve serolojik testlemeler
sonucunda, GFLV (%24)’nin en yaygm viris oldugunu ve bunu Asma yaprak
kivirciklik virlisi  (GLRaV-3) (%17.5), GLRaV-1 (%12.5), Asma flek viriisii
(Grapevine fleck virus, GFkV) (%7.5) ve ArMV (%6.5) viriislerinin takip ettigini

saptamislardir.

Yilmaz ve ark. (1997), Tiirkiye’nin cesitli bolgelerinde baglarda silirvey calismasi
yapmislardir. Bu ¢alisma kapsaminda, toplanan 6rneklerde GFLV, GLRaV-1, GLRaV-3

ve GLRaV-7’nin varligin1 serolojik olarak tespit etmislerdir.

Akbag (1998), Karaman, Konya ve Nevsehir illeri ve ¢evresinde baglarda yaptigi
caligmalarda, 344 adet 6rnegi biyolojik (otsu ve odunsu) ve serolojik (agar jel ve
ELISA) olarak testlemistir. Bu testlemeler sonucunda asma oOrneklerinin ArMV,
GLRaV, GFLV, SLRSV, TBRV ve RpRSV ile enfekteli oldugunu tespit etmistir. Bu ii¢
ilin genelinde en yaygin olan viriisin GFLV oldugunu, bunu sirasiyla TBRV ve
GLRaV’nin izledigini saptamistir. Test edilen 344 6rnegin 247 (%71.8)’sinin bir ya da

daha fazla viriis ile bulasik oldugunu tespit etmistir.

Kokl (1999), yiritmiis oldugu bir ¢alismasinda, GLRaV-2 ile enfekteli iki farkli
kaynaktan antiserum iiretimi ve bu antiserumlarin rutin bir sekilde GLRaV-2 tespitinde
kullanilmasini gergeklestirerek (RG-40/5, 9/22) ve enfekteli Nicotiana benthamiana
yapraklart ve floem dokularmi (USA-9) kullanarak GLRaV-2’ye karsi iki ayri
antiserum elde etmistir. USA-9 antiserumunun baglarda viriis enfeksiyonlarinin tespit
edilmesinde daha etkili oldugunu saptamistir. Biri biotin digeri ise alkaline phosphatase
ile isaretlemeye dayal: iki farkli sistem kullanmistir. Viriisiin tespitinde DASI-ELISA
testlerinden DAS-ELISA’ya kiyasla daha giivenilir sonuglar elde etmistir.

Digiaro ve ark. (2000), Giineydogu Anadolu ve Orta Anadolu’daki bag alanlarinda
yapmig olduklar1 ¢alismalarda, GVA’nin en yaygin viriis oldugunu ve bunu GLRaV-3,
GLRaV-1 ve GFkV’nin izledigini saptamislardir. Bunun yani sira GLRaV-2 ve
GLRaV-6’nin da enfeksiyonlarinin digerlerine kiyasla az olmakla birlikte mevcut

oldugunu tespit etmislerdir.
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Kokli ve Baloglu (2000), 1997 ve 1998 wyillarinda Trakya bolgesinde bazi {iziim
cesitlerinde asma yaprak kivrilma virlis serotiplerinin yayginliginin belirlenmesi
amaciyla bir siirvey ¢alismasi yapmislardir. ELISA testlerinde toplam olarak 421 adet
ornegi GLRaV-l, GLRaV-2, GLRaV-3 ve GLRaV-7 agisindan degerlendirmislerdir.
Toplam 421 ornekten 268’ini asma yaprak kivrilmasi ile ilgili viriis serotipleriyle
enfekteli olarak tespit etmislerdir. En yaygin viriis serotipinin GLRaV-l (%37.05)
oldugunu, bunu sirasiyla GLRaV-3 (%33.01), GLRaV-2 (%7.83) ve GLRaV-7
(%4.03)’nin izledigini belirlemislerdir. ELISA sonucunda 191 bitki en az 1 viriis, 68’i 2
viriis, 9’u 3 virlis serotipi ile enfekteli durumda bulunmustur. Bununla beraber 4 viriis
serotipinin birlikte enfeksiyonu belirlenmemistir. GLRaV-l ve GLRaV-3 birlikte

enfeksiyonlari en sik rastlanan karisik enfeksiyon durumu olarak bulunmustur.

Cigsar (2002), 1999-2002 yillar1 arasinda Giineydogu Anadolu Bdlgesi ve Nevsehir
ilinin 6nemli bag alanlarinda viriis ve viriis benzeri hastaliklarin durumunu belirlemek
amaciyla yaptig1 caligmada, toplam 1001 adet ornek toplayarak testlemistir. Toplanan
orneklere biyolojik ve serolojik teshis metodlar1 uygulamistir. Bolgede en yaygin
virisin GVA (%41.2) oldugunu, bunu GLRaV-1 (%38.1), GFLV (%8.1) ve GFkV
(%5.4)’nin izledigini saptamigtir. GLRaV-1 bir¢ok ¢esitte ve ilde saptanmig, GFLV nin
yogunlugu 6zellikle Elazig’da yiiksek (%46.9) olup, bu ilden toplanan tiim c¢esitlere ait

orneklerin bu viriisle belirli oranlarda bulasik oldugunu saptamustir.

Sarpkaya (2003), Gaziantep ili ve ilgelerinde bulunan baglarda GFLV, GLRaV-1,
GLRaV-3 ve ArMV’yi serolojik yontemlerle arastirmistir. Bolgede en yaygin olarak
bulunan viriisiin GLRaV-3 (%30) oldugunu, bunu sirasiyla GFLV (%24), AtMV (%15)
ve GLRaV-1 (%10)’in izledigini saptamistir. Toplanan 393 adet 6rnegin 181 adetini
testlemis, orneklerin %52.8’inin en az bir virlisle bulasik oldugunu, %12.2°sinin ise

birden fazla viriis etmeni igeren karigik enfeksiyonlar tasidigini belirlemistir.

Tarla (2005), Adana ve Mersin cevresindeki baglarda, asmalarda GFLV varligin
serolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak arastirmistir. Toplam 384 6rnek DAS-
ELISA yontemiyle testlenmis ve 63 Ornekte virlis bulasikligi tespit edilmistir. Bu
calisma kapsaminda, baglarda bitkilerin kok bolgesinden alinan 307 toprak 6rneginden

66’sinda ise viriis vektorii X. index’i tespit etmistir.
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Buzkan ve ark. (2012), Tirkiye’de 2006 ve 2007 yillarinin Temmuz ve Agustos
aylarinda yaptiklar1 silirvey calismalarinda, unlu bit istilas1 ile yaprak kivircikligr ve
mantarims1 odun hastaliklarma neden olan viral ajanlari arastirmislardir. Uziim
yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi bolgelerden asma ve bocek orneklerini
toplamiglar ve bunlardan niikleik asit izole etmislerdir. Bocekle tasinan viriislerden
GVA, GVB, GLRaV-1 ve GLRaV-3’ii tespit etmek i¢in RT-PCR yontemini
kullanmislardir. Orneklerde GVB disinda tiim viriisleri tespit etmislerdir. Planococcus
ficus (Signoret)’un, orneklenen bolgelerde yaygin goriilen tek unlu bit tiirii oldugunu
belirlemislerdir. Bu ¢aligma adi gegen viriislerin epidemiyojileri ve bunlarin potansiyel

vektorleri hakkinda Tiirkiye’de yapilan ilk ¢alisma niteligindedir.

Kaya ve Erilmez (2014), 2007 ve 2010 yillarinda izmir ve Manisa’da, 2009 ve 2010
yillarinda ise Canakkale ve Denizli illerinde bag alanlarindaki viriis hastaliklarini
belirlemek amaciyla galisma yapmislardir. Hastalik etmenlerinin tanilanmasi serolojik
ve molekiiler yontemler kullanilarak yapilmistir. DAS-ELISA testi sonucu asma
bitkilerinde GFLV, GFkV, ArMV, GLRaV-1, -2, -3, -4 ve -9 enfeksiyonu oldugunu
saptamislardir. PCR analiz sonuglari, DAS-ELISA sonuglar1 ile paralel olmus ve
birbirini dogrulamistir. PCR ¢alismalarinda, GFLV, GFkV, GLRaV-1, -2, -3 ve -4’¢ ait

bantlar elde etmislerdir.

Tiilek (2014), 2013 ve 2014 yillarinda Edirne, Tekirdag ve Kurklareli illerinde, bag
alanlarinda asmalarda ve omcalarda kisa bogum hastaligina neden olan GFLV ile bu
virlisiin vektorii olan Xiphinema index nematodunun yayginlik durumunun belirlenmesi
ve vektor nematod ile GFLV arasindaki iliskinin saptanmasi amaciyla arastirma
yapmustir. DAS-ELISA testi sonucuna gore, 152 adet yaprak ve doku 6rneginin 35
adedini GFLV ile enfekteli olarak saptamistir. GFLV enfekteli olarak saptanan
omcalarin 9 adedinin toprak 6rneginde Xiphinema index’e rastlamis, 13 omcanin toprak
orneginde Xiphinema pachtaicum nematod tiiriinii tanilamis ve enfekteli omcalardan 13
adedinin toprak orneginde ise herhangi bir Xiphinema nematod tiiriinii Saptamamastir.
GFLV saptanan omcalara viriisiin asili asma fidani iiretimi sirasinda, budama esnasinda
mekanik inokulasyonla bulasmis olabilecegini ve hatali fidan se¢iminden de

kaynaklanabilecegini bildirmektedir.
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Tiirkmen (2014), Ankara, Manisa, Izmir, Denizli, Nevsehir, Elaz1, Canakkale, Edirne,
Tekirdag ve Kirklareli’deki baglarda, GLRaVs’nin varligini DAS-ELISA yontemini
kullanarak arastirmistir. Testlenen 213 asma 6rneginden 143 (%67.14) ’iinde bir ya da
birden fazla viriis tespit etmistir. Orneklerin sirasiyla GLRaV 4-9 (%81.12), GLRaV-1
(%75), GLRaV-7 (%62.10), GLRaV-3 (%50.35), GLRaV-2 (%48.95) ve GLRaV-6
(%5.65) ile enfekteli oldugunu saptamistir. En sik karsilasilan karisik enfeksiyon
seklinin ise %25.95 ile GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV 4-9 ve GLRaV-7’nin

birlikte olusturdugu enfeksiyon oldugunu tespit etmistir.

Ince ve Yavuz (2015), Dogu Akdeniz Bolgesi’ndeki baglarda yapmis olduklar
calismada, toplanan Ornekleri serolojik bir tanilama ydntemi olan DAS-ELISA
yontemiyle testlemislerdir. Test sonucunda GLRaV-1’in en yaygin viriis oldugunu
tespit etmiglerdir. Bunu sirastyla GLRaV-4, -9, -3, -2 ve -6’nin izledigini rapor
etmislerdir. Bu ¢alisma Dogu Akdeniz Bolgesi'nde GLRaV-6'nin varligina iligkin ilk

rapordur.

Onder ve ark. (2015), Ege Bolgesi’nde yetistirilen iiziim cesitlerinde GFLV’nin
yayginlik durumunu arastirmiglardir. Calisma kapsaminda 17 farkli asma ¢esidinden
GFLV’ye benzer simptomlar gosteren toplam 423 yaprak ve siirgiin 6rnegini serolojik
bir tan1 yontemi olan DAS-ELISA yontemiyle testlemislerdir. Test sonuglarina gore 423
ornekten 88’ini GFLV ile enfekteli olarak tespit etmislerdir. Bolge genelinde GFLV ’nin
yayginlik oranini ise %20.8 olarak belirlemislerdir. Calisma, Ege Bolgesi baglarinda
yetistiricilik yapilan alanlar ve bu alanlarda yetistirilen gesitlerin dagilim oranlari

dikkate alinarak gerceklestirilen ilk ¢aligma 6zelligini tasimaktadir.

Balsak (2016), Dogu Akdeniz ve Gilineydogu Anadolu Bolgelerinde yerli asma
cesitlerinin yetistirildigi ticari bag alanlarinda toplam 206 adet bitkisel Ornekte,
Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB) ve GFLV’nin tanilamasini viriis
spesifik primerle RT-PCR yontemiyle gergeklestirmistir. RT-PCR testlerinde GVA,
GVB, GFLV’nin sirasiyla 429 bg, 460 bg ve 259 bg biiyiikliigiinde DNA bantlarini elde
etmistir. Pozitif bulunan GVA, GVB ve GFLV izolatlariin niikleotid dizinleri
ClustalW ile hizalanmis ve Blastn ile NCBI’da kayith diger izolatlarla filogenetik

iligkilerini neighbour-joining metoduyla incelemistir.

17



Erilmez ve Kaya (2016), asma viriislerinin tanilanmasinda DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemlerinin duyarliliklarinin karsilastirilmas: amaciyla ¢alisma yapmislardir. Manisa
ve Izmir illerinde bag alanlarindan toplanan 50 6rnegi DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemlerini kullanarak testlemislerdir. Yapilan testlerin sonucunda asma bitkilerinde
GFLV, GFkV, ArMV, GLRaV-1,-2,-3,-4 ve -9 etmenlerini tespit etmislerdir.
Aragtirmacilar PCR analiz sonuglari ve DAS-ELISA sonuglarinin paralel oldugunu ve

birbirini dogruladigini belirtmislerdir.

Omeroglu (2016), Tekirdag il merkezi, Sarkdy ve Marmara Ereglisi ilcelerinde bazi bag
alanlarinda asma yaprak kivrilma virtislerinin (GLRaVs) yaygmlhigini aragtirmigtir.
Toplam 298 adet 6rnegi ELISA yontemiyle testlemistir. Test sonucunda 298 6rnegin
117’sinde pozitif sonug elde etmistir. Test edilen 298 bitki 6rneginden 82°sini GLRaV-1
(%27.5), 56’sin1 GLRaV-3 (%18.7), 8’ini GLRaV-2 (%2.6), 1’ini GLRaV-5 (%0.3) ile
enfekteli bulmustur. Calismada orneklerin 20’sini GLRaV-1 + GLRaV-3, 3’ini
GLRaV-1 + GLRaV-2, 2’sini GLRaV-2 + GLRaV-3, 1’ini GLRaV-1 + GLRaV-5,
2’sini ise GLRaV-1 + GLRaV-2 + GLRaV-3 ¢oklu enfeksiyonlari ile enfekteli olarak
tespit etmistir. Enfeksiyon tipleri icerisinde sadece 1 viriisiin tespit edildigi 6rnek
sayisin1 89 (%29.86), birden fazla viriis ile enfeksiyonlarin sayisin1 28 (%9.3) olarak

belirlemistir.

Onder (2016), 2011-2015 yillar1 arasinda Ege Bélgesi’nde bagciligin yogun olarak
yapildigi illerde asma yaprak kivrilma hastaligr ile iliskili viriislerin (GLRaV-1,
GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-6, GLRaV-7, GLRaV-9, GLRaV-
Pr ve GLRaV-De) serolojik yontemlerden DAS-ELISA ve molekiiler yontemlerden
Real-time RT-PCR kullanilarak bulunma durumlarinin saptanmasi amaciyla galigma
yapmustir. 2011 ve 2012 yillarinda Izmir, Aydin, Denizli, Manisa ve Usak illerinden
toplanan orneklerde gergeklestirilen DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR testleri
sonucunda 424 6rnegin 133 (%31.4)’linlin asma yaprak kivrilma hastalig: ile iligkili
virtislerden en az biri ile enfekteli oldugunu saptamistir. Karisik enfeksiyonlar dikkate
alinmadan genel bir degerlendirme yapildiginda GLRaV-Pr’nin %16.8’lik bulunma
durumuyla en yaygin viriis oldugunu, bunu GLRaV-De (%12), GLRaV-3 (%8.5),
GLRaV-2 (%2.8), GLRaV-4 (%2.4), GLRaV-9 (%0.9), GLRaV-1 (%0.5), GLRaV-5
(%0.2) ve GLRaV-7 (%0.2)’nin izledigini; GLRaV-6 agisindan ise enfekteli 6rnegin
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tespit edilemedigini belirtmistir. Testlenen 424 6rnegin %22.2’sinin bir, %9.2’sinin ise
birden fazla viriisle enfekteli oldugunu saptamistir. Bu ¢alisma ile iilkemiz baglarinda

GLRaV-9, GLRaV-Pr ve GLRaV-De viriislerinin varlig1 ilk kez saptanmuistir.

Onder ve ark. (2016), Ege Bolgesi bag alanlarinda sorun olan 6nemli bazi viral
etmenlerden; GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2 ve GLRaV-3’ii Syber Green | temelli Real-
Time PCR yontemi ile teshis etmislerdir. Daha 6nceden serolojik (DAS-ELISA) ve
konvansiyonel RT-PCR tan1 yontemleriyle GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2 ve GLRaV-3
virlisleri acisindan enfekteli oldugu tespit edilen 6rnekleri kullanmisglar, saghkli bitki
orneklerini ise negatif kontrol olarak kullanmiglardir. S6z konusu tiim viriis etmenlerini

Syber Green | temelli Real-time PCR yontemi ile basarili bir sekilde teshis etmislerdir.

Oztirak (2017), Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde otokton asma
varyetelerinde Asma virlis D (Grapevine virus D, GVD)’nin bulunma diizeyi ve
izolatlariin populasyon cesitliligini arastirmistir. Testlenen toplam 175 asma
orneginden hazirlanan cDNA’larin, GVD-spesifik primerleriyle elde edilen PCR
DNA’larinin elektroforetik analizinde 13 6rnekte 474 bg biiyiikliiglinde DNA bantlarini

gbzlemlemistir. GVD bu arastirmayla ilk kez Tiirkiye’de asmalarda rapor edilmistir.

Yakar (2017), Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bdlgelerinde bagciligin yaygin
oldugu alanlarda, otokton (yerli) asma varyetelerinde GLRaV-2’nin bulunma durumu
ve izolatlariin genetik cesitliligini arastirmistir. Bu amagla iki asamali polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemini, viriise spesifik hazirlanmis primer dizinlerini (LR-2F/LR-
2R) kullanarak uygulamistir. Testlenen toplam 206 adet asma 6rneginden 4 tanesinde
GLRaV-2 primerleriyle 543 bg biiyiikliiglinde DNA bantlarini1 gézlemlemistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilan bitki materyali i¢in, 2018 yilinda Tokat ilinde bagciligin yogun
olarak yapildigi Merkez, Erbaa, Niksar ve Pazar il¢elerindeki bag alanlarinda sonbahar
doneminde siirveyler yapilmistir (Sekil 3.1). Siirveyler esnasinda baglarda, asmalarin
viriis belirtisi gosteren geng¢ yapraklarindan ve bir yash siirgiinlerinden o6rnekleme
yapilmistir. Toplanan 6rnekler polietilen torbalar iginde etiketlenerek buz kutusunda
laboratuvara getirilmistir. Ornekler testleninceye kadar kisa siire i¢in +4 °C’de, uzun
siire i¢in -80 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Siirveyler esnasinda giidiimli
ornekleme yapilmis olup, alinan Ornek sayist bagin biiyiikligli goz Onilinde

bulundurularak belirlenmistir.

Asma yelpaze yaprak viriisii (Grapevine fanleaf virus, GFLV) ve Asma yaprak
kivircikligi virtisii (Grapevine leafroll associated virus, GLRaV)’niin tespiti igin tipik
hastalik belirtisi gosteren asmalardan Ornekler alinmistir. Hastalik  belirtisinin
gbzlemlenmedigi siipheli durumlarda (maskelenme) belirti gdstermeyen asmalardan da

ornekler alinmustir.

Sekil 3.1. Siirvey yapilan ilgeler

20



3.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in toplanan orneklerin, yaprak ana damarlari, saplar1 ve bir yash
strgiinlerin floem kazintilar1 kullanilmistir. Bag alanlarindan toplanan o6rneklerden
RNA izolasyonu Li ve ark. (2008)’nin protokolii modifiye edilerek asagidaki gibi
yapilmustir.

Her bitki 6rneginden 100 mg tartilip lizerine sivi azot ilave edilerek havanda ezilmistir.
Ezilen 6rnekler 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alinmigtir. Her bir tiip iizerine 1 ml CTAB
buffer ( %2 CTAB, %2 PVP-40, 100 mM Tris-HCI PH:8.0, 1.4 M NaCl, 20 mM
EDTA) ilave edilmistir. Tiipler -20 °C’de 5-10 dk bekletilmistir. Her bir tlipiin igine
%0.2 mercaptoethanol ilave edildikten sonra tiipler 65 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir.
Daha sonra tiipler 10 000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra
yeni bir ependorf tiipe 650 pl supernatant transfer edildikten sonra iizerine esit miktarda
kloroform-isoamly alkol (24/1) ilave edilmistir. Daha sonra bu karisim alt iist edilerek
karistirthip 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Tiipler 15 000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildikten sonra 500 pl supernatant yeni bir tiipe alinip ilizerine 350 pl
isopropanol eklenip 10 dk -20 °C’de bekletilmistir. Tiipler 15 000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildikten sonra olusan {ist sivilar dokiilmiis ve tiiplerin iginde kalan peletler
500’er pl %70’lik alkol ile yikanip tekrar 15 000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Daha
sonra olusan iist sivilar uzaklastirilmis ve tiipler kurutma kagidi {izerine ters ¢evrilerek
kurumaya birakilmistir. Kurutma isleminin ardindan tiiplerin i¢ine 50’er pl RNase
icermeyen saf su eklenip PCR islemlerinde kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza

edilmistir.
3.3. RT-PCR Yontemi
3.3.1. Komplementer DNA (cDNA ) sentezi

Toplam RNA izolasyonu yapilan oOrneklerden elde edilen RNA’lar kullanilarak
komplementer DNA (cDNA) sentezi iki farkli yontem ile gerceklestirilmistir. ilk
yontemde, cDNA sentezi yapilirken ependorf tiipler igerisinde 2 pl toplam RNA, 1 ul
random heksamer primer (5’-d(NNNNNN)-3’N = G, A, T veya C)(10 umol) ve 8 ul
distile su ile karistirilmistir. Karistm 65 °C’de 5 dakika inkiibasyondan sonra buz

tizerine alinmistir ve 3 dakika buzda bekletilmistir. Tiiplerin igerisine 5X MMLV buffer

21



(5X), 0.2 mM dNTP (25 mM), 0.5 ul random hexamer primer (10 umol), 0.25 ul
RNAse inhibitor (10u/ul), 0.25 ul reverse transkriptaz (20-20u/ul) ve distile su bulunan
karisimdan 10 pl ilave edilerek her bir tiip 20 pl’ye tamamlanmustir. Tiipler daha sonra
thermocyler cihazinda 25 °C’de 5 dakika, 42 °C’de 60 dakika ve 72 °C’de 10 dakika
inkiibe edilerek cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

Ikinci yontemde ise, Wizscript marka enzimle cDNA sentezi yapilmis ve ependorf
tiipler igerisine izolasyonu yapilan O6rneklerden 5 pl koyulmustur, 65 °C’de 5 dakika
inkiibasyondan sonra buz iizerine alinmistir ve 3 dakika buzda bekletilmistir. Tiiplerin
igerisine 1 pl 10X reaction buffer, 0.5 ul 20X ANTP (2.5mM), 1 ul hexamer primer, 0.5
ul reverse transcriptase enzimi, 0.25 pul RNAse inhibitér, 1.75 pl distile su igeren
karisimdan 5’er pl eklenmistir. Daha sonra ependorf tiipler thermocyler cihazinda 25
°C’de 10 dakika, 37 °C’de 120 dakika ve 85 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek cDNA

sentezi gerceklestirilmistir.
3.3.2. PCR yontemi

Ilk asamada elde edilen cDNA kalip olarak kullanilarak s6z konusu viriislere spesifik

primerlerle (Cizelge 3.1.) PCR islemleri gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada viriislere spesifik olarak kullanilan primerler ve baz dizilimleri

Hedef Viriis/Primer Primer Dizilimi Baz < Referans
Uzunlugu

GFLV-V1-F ACCGGATTGACGTGGGTGAT .

321 bp Rowhani ve ark., 1993
GFLV-C1-R CCAAAGTTGGTTTCCCAAGA
GLRaV 1-F CGACCCCTTTATTGTTTGAGTATG )

401 bp Martin ve ark., 2005
GLRaV 1-R GTTACGGCCCTTTGTTTATTATGG
GLRaV 2-F ATAATTCGGCGTACATCCCCACTT

332 bp Martin ve ark., 2005
GLRaV 2-R GCCCTCCGCGCAACTAATGACAG

GLRaV 3- LR3-8504V | ATGGCATTTGAACTGAAATT

940 bp Ling ve ark., 2004
GLRaV 3- LR3-9445C CTACTTCTTTTGCAATAGTT

GLRaV 4up CCAACTGTCGTGGGTATAAGGAAT )

243 bp Maliogka ve ark., 2008
GLRaV 4do CCCAGACACCGGTCCTATACTIA
GLRaV 9-F CGGCATAAGAAAAGATGGCAC .

393 bp Alkowni ve ark., 2004
GLRaV 9-R TCATTCACCACTGCTTTGAAC

Sentezi yapilan cDNA’larin PCR analizi i¢in; her 6rnek i¢in toplam 25 pl hacimde; 2.5
ul cDNA, 2.5 ul 10X Taq polimeraz buffer, 0.2 ul ANTP (25mM), 0.5’er ul calisma
konusu viriise ait forward ve reverse primer, 2 ul MgClz, 0.25 ul Taq polimeraz ve 16.5
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ul dH20 eklenerek PCR tiiplerinin iginde karisim hazirlanmistir. Tipler daha sonra

thermocycler cihazina yerlestirilerek PCR islemi gergeklestirilmistir.

PCR kosullart ¢alismada kullanilan primerlerin baglanma sicakligina gore degismekte

olup literatiirde bildirilen kosullara gore asagidaki gibi uygulanmistir.

PCR programlari:
GFLV, GLRaV-1 ve GLRaV-2 i¢in;

94 °C’de 5 dk

94 °C’de 1 dk

55°C’de 1 dk + 35 dongii
72 °C’de 2 dk

72 °C°de 10 dk

GLRaV-3 igin;

95 °C’de 2 dk

95 °C’de 1 dk

48°C’de 1 dk | 35 dongii
72°C’de 1 dk

72 °C’de 7 dk

GLRaV-4 ve GLRaV-9 igin;

94 °C’de 2 dk

94 °C’de 30 sn

55°C’de 45 sn |+ 35 dongii
72 °C’de 30 sn

72°C’de 7 dk

3.4 Agaroz Jel Elektroforez Calismalari

Viriislere spesifik primerlerle yapilan PCR sonucunda elde edilen PCR fiiriinleri %]1.2
oraninda hazirlanan, igerisinde 10 mg/ml ethidium bromid bulunan agaroz jelde 100
V’ta 1 saat elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez islemi sonunda

goriintiileme cihazinda UV 151k altinda goriintiileme islemi yapilmistir.
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3.5 Filogenetik Analiz Calismalari

Filogenetik calismalar i¢in, RT-PCR islemi sonunda pozitif bant elde edilen PCR
iirlinleri Sanger yontemi ile DNA dizi analizine gonderilmistir. Sekanslama sonunda
elde edilen veriler Chromas bilgisayar programi kullanilarak bastan ve sondan
okunmayan kisimlar temizlenmis ve tek bir dosya halinde kaydedilmistir. Dizileme
caligmalar1 ¢ift yonli yapilmis olup elde edilen forward ve reverse diziler “CAP3
Sequence Assembly” bilgisayar programi kullanilarak birlestirilip konsensus diziler
elde edilmistir. Veriler daha sonra National Center for Biotechnology Information
(NCBI) gen bankasinda kayitli referans izolatlarla kiyaslanarak filogenetik agac
olusturulmus ve akrabalik dereceleri karsilastirilmistir (Anonim, 2019c). Filogenetik
analiz, MEGAI10 bilgisayar programinda neighbor-joining metodu kullanilarak ve

bootstrap degeri (agag topolojisi kuvveti) 1000 alinarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

Tokat ilinde ekonomik a¢idan bagcilik onemli bir yere sahiptir. Bagciligin 6nemli
sorunlarindan biri olan viriis hastaliklarindan dolay1 tiztimlerde 6nemli verim kayiplar
yasanmaktadir. Tokat ili bag alanlarinda viral etmenlerin bulunmasiyla ilgili daha
onceden yapilmis az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Yiriitilen bu ¢alisma ile Tokat
Merkez, Erbaa, Niksar ve Pazar ilgelerindeki bazi bag alanlarinda GFLV, GLRaV-1,
GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4 ve GLRaV-9 viriislerinin varligt molekiiler
yontemlerle (RT-PCR) arastirnllmistir. Arastirmada filogenetik analiz ¢alismalari
yapilmig, RT-PCR testleri sonucunda pozitif sonu¢ veren izolatlar ¢ift yonlii sekans
analizine gonderilmis olup, analiz sonucunda elde edilen veriler MEGAL0 bilgisayar
programi ile analiz edilerek filogenetik agac olusturulmus ve akrabalik dereceleri

karsilastirilmistir.
4.1. Siirvey Sonugclari

Calisma i¢in 2018 yilinda Tokat Merkez kdylerinden Emirseyit’ten 10, Biiyiikyildiz’dan
14, Kiigliky1ldiz’dan 20, Merkez Fakiilte bahgesinden 3 olmak {izere toplam 47 adet;
Erbaa koylerinden Karakaya’dan 14, Ballibag’dan 18, Uziimlii’den 16 olmak {izere
toplam 48 adet; Niksar koylerinden Gokgeli’den 8, Giirgesme’den 13 olmak {izere
toplam 21 adet ve Pazar Uziimdren kdyiinden 81 adet olmak iizere toplam 197 adet

asma ornegi toplanmustir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Tokat Merkez, Erbaa, Niksar ve Pazar’dan alinan 6rnek sayilari

Tlce Ornek Sayis1 (Adet)
Merkez 47
Erbaa 48
Niksar 21
Pazar 81
Toplam 197

Almman Orneklerdeki belirtiler; mozaik, sararma, damarlar yesil-damar aralarinda
sararma, damarlarda sararma-damar aralarinda yesil renk olusumu, damarlarda renk
acilmasi, damar bantlasmasi, sekil bozukluklari, kizariklik, yapraklarin ana damarlari
yesil-damar aralarinda kirmizilasma, nekrotik lekeler, kahverengi lekeler, beneklenme,
kabarmalar, yapraklarda i¢e dogru kivrilma, yaprakta dis sayisinda artig, yelpaze yaprak

olusumu, salkim sayisinda azalma ve kiigiilme, meyve tutumunda azalma, irili ufakl
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tane olusumu, diizensiz renklenme, gelisme geriligi ve genel bodurluk seklinde

gozlemlenmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. a) Mozaik b) Irili ufakli tane olusumu c) Damar aralarinda sararma
d) Kirmizilagsma

Alinan asma Orneklerinin alindigi bagin yeri, aliman 6rneklerin kodu ve o6rneklerde

gozlemlenen simptomlar Cizelge 4.2- 4.5.te verilmistir.

Cizelge 4.2. Tokat Merkez’den toplanan 6rnekler

Tice Koy Kod Belirtiler
Emirseyit Esl-1 | Mozaik
Emirseyit Esl-2 | Sararma
Emirseyit Es1-3 | Damarlar yesil, damar aralarinda sararma, mozaik
Emirseyit Esl-4 | Damarlar yesil, damar aralarinda sararma, mozaik
Emirseyit Esl-5 | Damarlarda sararma, damar aralari yesil
MERKEZ — -
Emirseyit Esl-6 | Damarlarda sararma, mozaik
Emirseyit Es2-1 | Sararma
Emirseyit Es2-2 | Mozaik, kabarmalar
Emirseyit Es3-1 | Sararma
Emirseyit Es4-1 | Damarlar yesil, damar aralarinda sararma, mozaik
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Cizelge 4.2. (Devam) Tokat Merkez’den toplanan 6rnekler

MERKEZ

Biiyiikyildiz Byl-1 | Kizariklik ve mozaik
Biiytikyildiz Byl-4 | Kizariklik ve sararma, hafif kabarmalar
Biiyiikyildiz | By2-1 | Mozaik
Biiytikyildiz By2-2 | Sararma
Biiyiikyildiz By2-3 | Damar bantlagmasi, mozaik
Biiyiikyildiz | By2-4 | Mozaik
Biiyiikyildiz | By3-1 | Kizariklik
Biiyiikyildiz | By3-2 | Mozaik ve sekil bozuklugu
Biiyiikyildiz | By3-3 | Hafif mozaik, sekil bozuklugu
Biiyiikyildiz | By4-1 | Sararma
Biiyiikyildiz | By5-1 | Sararma ve sekil bozuklugu
Biiyiikyildiz By5-2 | Sararma ve mozaik
Biiyiikyildiz | By5-3 | Siddetli mozaik
Biiyiikyildiz | By5-4 | Nekrotik leke
Kiiciikyildiz | Kyl-1 | Nekrotik leke ve sararma
Kiiciikyildiz Kyl-2 | Siddetli mozaik ve sekil bozuklugu
Kiiciikyildiz Kyl-3 | Mozaik ve sekil bozuklugu
Kiiciikyildiz Kyl-4 | Sekil bozuklugu ve mozaik, kabarmalar
Kiiciikyildiz | Kyl-5 | Nekrotik leke ve sararma
Kiugiikyildiz | Kyl1-6 | Nekrotik leke ve sararma
Kiciikyilldiz | Kyl-7 | Sekil bozuklugu ve mozaik
Kiciikyilldiz | Kyl1-8 | Sekil bozuklugu ve mozaik
Kiiciikyildiz Ky2-1 | Sekil bozuklugu ve mozaik
Kiigiikyildiz Ky2-2 | Sekil bozuklugu, nekrotik leke
Kiiciikyildiz | Ky2-3 | Nekrotik leke ve mozaik
Kigiikyildiz | Ky2-4 | Siddetli mozaik
Kigiikyildiz | Ky2-5 | Mozaik
Kigciikyilldiz | Ky3-1 | Sekil bozuklugu ve mozaik
Kiiciikyildiz | Ky3-2 | Mozaik
Kiugiikyildiz | Ky3-3 | Nekrotik leke, mozaik
Kiigiikyildiz Ky3-4 | Kizariklik
Kiciikyilldiz | Ky3-5 | Sekil bozuklugu ve kabarmalar
Kiigiikyildiz Ky3-6 | Sararma, sekil bozuklugu
Kigiikyildiz | Ky3-7 | Mozaik

Fakiilte 4s-10 | Sararma, mozaik

Fakiilte 3s-80 | Sararma, mozaik

Fakiilte 10s-110 | Sararma, mozaik
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Cizelge 4.3. Tokat Erbaa ilgesinden toplanan 6rnekler

Tige Koy Kod Belirtiler

Karayaka Kal-1 | Belirti yok
Karayaka Kal-2 | Hafif mozaik
Karayaka Kal-3 | Hafif mozaik
Karayaka Ka2-1 | Hafif sararma
Karayaka Ka2-2 | Sararma
Karayaka Ka2-3 | Sekil bozuklugu
Karayaka Ka2-4 | Sekil bozuklugu
Karayaka Ka2-5 | Nekrotik leke
Karayaka Ka2-6 | Sararma
Karayaka Ka3-1 | Nekrotik leke
Karayaka Ka3-2 | Belirti yok
Karayaka Ka3-3 | Belirti yok
Karayaka Ka4-1 | Siddetli mozaik
Karayaka Ka4-3 | Belirti yok
Ballibag Bal-1 | Mozaik
Ballibag Bal-2 | Damar bantlagmasi
Ballibag Bal-3 | Damar bantlagmasi
Ballibag Bal-4 | Damar bantlasmasi, mozaik
Ballibag Bal-5 | Hafif mozaik

ERBAA Ballibag Bal-7 | Hafif sararma
Ballibag Ba2-1 | Nekrotik leke
Ballibag Ba2-2 | Mozaik
Ballibag Ba2-3 | Nekrotik lekeler
Ballibag Ba2-4 | Hafif mozaik
Ballibag Ba2-5 | Nekrotik leke
Ballibag Ba2-6 | Hafif mozaik
Ballibag Ba3-1 | Kizariklik
Ballibag Ba3-2 | Belirti yok
Ballibag Ba3-3 | Hafif mozaik
Ballibag Ba4d-1 | Mozaik, sekil bozuklugu
Ballibag Ba4-2 | Hafif sararma, hafif mozaik, nekrotik leke
Ballibag Ba4-3 | Belirti yok
Uziimlii Ul-1 | Mozaik, dislenme
Uziimlii U1-5 | Mozaik
Uziimlii U2-1 | Mozaik, hafif sararma
Uziimlii U2-2 | Sararma, mozaik
Uziimlii U2-3 | Sararma, mozaik
Uziimlii U2-4 | Sararma, mozaik
Uziimlii U3-1 | Sararma, mozaik
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Cizelge 4.3. (Devam) Tokat Erbaa il¢gesinden toplanan 6rnekler

ERBAA

Uziimlii U3-2 | Hafif mozaik

Uziimlii U3-3 Mozaik

Uziimlii U3-4 Sararma, mozaik

Uziimlii U4-1 Damarlarda renk agilmasi

Uziimlii U4-2 | Dislenme, yelpaze yaprak olusumu
Uziimlii U4-3 | Dislenme, yelpaze yaprak olusumu
Uziimlii U4-4 Sararma, mozaik

Uziimlii U4-5 | Dislenme

Uziimlii U4-6 | Nekrotik leke

Cizelge 4.4. Tokat Niksar ilgesinden toplanan 6rnekler

fice Koy Kod Belirtiler
Gokeeli Gg2-1 Sararma, mozaik, nekrotik lekeler
Gokgeli Gg2-2 Sararma
Gokeeli Gg¢2-4 | Sararma
Gokeeli Ge¢3-1 Sararma, mozaik
Gokgeli G¢3-2 Sararma, mozaik, nekrotik leke
Gokgeli Gg¢3-4 | Sararma, mozaik
Gokeeli G¢3-5 Nekrotik lekeler
Gokgeli Gg¢3-6 | Sararma, nekrotik leke
Giircesme G1l-1 Mozaik, nekrotik lekeler
Giircesme G1-2 Kizariklik, sararma
NiKSAR Giirgesme G1-3 Kizariklik
Giircesme G1l-4 Kahverengi lekeler, nekrotik leke
Gilirgesme G1-6 Mozaik ve kizariklik
Giirgesme G2-1 Kizariklik
Gilirgesme G2-2 Kizariklik
Gilirgesme G2-3 Kizariklik
Giirgesme G2-4 Kizariklik
Giirgesme G2-5 Kizariklik
Glirgesme G3-1 Mozaik, sekil bozuklugu
Gilirgesme G3-2 Sararma, sekil bozuklugu
Gilirgesme G3-3 Mozaik

Cizelge 4.5. Tokat Pazar ilgesinden toplanan 6rnekler

fige Koy Kod Belirtiler
Uziiméren UO1-1 | Sararma
Uziiméren UO1-2 | Sararma
PAZAR Uziiméren UO1-3 | Sararma
Uziiméren UO1-4 | Sararma
Uziiméren UO1-5 | Sararma
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Cizelge 4.5. (Devam) Tokat Pazar ilgesinden toplanan 6rnekler

Uziiméren U0O2-1 | Sararma
Uziiméren U02-2 | Sararma
Uziimdren U02-3 | Sararma
Uziiméren UO2-4 | Sararma

Uziiméren UO3-1 | Kizariklik

Uziiméren U03-2 | Kizariklik

Uziiméren U03-3 | Kizariklik

Uziiméren UO03-4 | Kizariklik

Uziiméren U03-5 | Kizariklik

Uziiméren U03-6 | Kizariklik

Uziiméren U0O4-2 | Sararma
Uziiméren U04-3 | Sararma
Uziimdren U04-4 | Sararma
Uziiméren UO5-1 | Sararma
Uziiméren UO05-2 | Sararma
Uziiméren U05-3 | Sararma
Uziimdren UO5-4 | Sararma
Uziiméren UO05-5 | Sararma
Uziiméren UO05-6 | Sararma

Uziiméren U06-1 | Kizariklik

PAZAR T =y
Uzimoren Uo06-2 Kizariklik

Uziiméren U06-3 | Kizariklik

Uziiméren U06-5 Kizariklik

Uziiméren U06-6 Kizariklik

Uziiméren U07-1 | Kizariklik

Uziiméren U07-2 | Kizariklik

Uziiméren U07-3 Kizariklik

Uziiméren U07-4 | Kizariklik

Uziiméren UO07-5 | Kizariklik

Uziiméren U07-6 Kizariklik

Uziiméren U07-7 Kizariklik

Uziiméren U07-8 | Kizariklik

Uziiméren U07-9 Kizariklik

Uziiméren UO8-1 | Sararma
Uziiméren UO8-2 | Sararma
Uziiméren UO8-3 | Sararma
Uziiméren UO8-4 | Sararma
Uziiméren UO8-5 | Sararma
Uziiméren UO8-6 | Sararma
Uziiméren UO8-7 | Sararma
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Cizelge 4.5. (Devam) Tokat Pazar ilgesinden toplanan 6rnekler

Uziiméren UO08-8 | Sararma
Uziiméren U09-1 | Sararma
Uziimdren U09-2 | Sararma
Uziiméren U09-3 | Sararma
Uziiméren U09-4 | Sararma
Uziimdren UO9-6 | Sararma
Uziimdren UO9-7 | Sararma
Uziiméren U09-8 | Sararma
Uziiméren U099 | Sararma

Uziiméren U09-10 | Sararma

Uziiméren U09-11 | Sararma

Uziiméren UO010-1 | Sararma

Uziiméren UO10-2 | Sararma

Uziiméren UO10-3 | Sararma

Uziimoren UO010-4 | Sararma

Uziiméren UO10-5 | Sararma

Uziiméren UO10-6 | Sararma

Uziiméren UO010-7 | Sararma

PAZAR ——— —
Uzlimdren UO10-8 | Sararma
Uziiméren 0S-1 Kizariklik
Uziiméren 0S-2 Sararma
Uziiméren 0S-3 Sararma
Uziiméren 0S-4 Sararma
Uziiméren 0S-5 Sararma
Uziiméren 0S-6 Sararma
Uziiméren 0S-7 Sararma
Uziiméren 0S-8 Kizariklik
Uziiméren 0S-9 Kizariklik
Uziiméren 0S-10 | Kizarklik
Uziiméren 0S-11 | Sararma

Uziiméren 0S-12 Kizariklik

Uziiméren 0S-13 | Kizariklik

Uziiméren 0S-14 Kizariklik

Uziiméren 0S-15 Kizariklik

Uziiméren 0S-16 Sararma

Uziimoren 0S-17 Sararma
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4.2. RT-PCR Sonuglari

Toplanan 197 adet asma Orneginden virtislerin varhigini tespit etmek tlizere RNA
izolasyonu yapilmistir. Daha sonra RNA izolasyonu yapilan Orneklerden hexamer
primerle ¢cDNA sentezi gerceklestirilmistir ve asma Ornekleri arastirma konusu
virislerin (GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4 ve GLRaV-9)

belirlenmesi i¢in viriislere spesifik primerlerle RT-PCR islemine tabi tutulmustur.

GLRaV-1’e spesifik GLRaV 1-F ve GLRaV 1-R primerleri ile yapilan RT-PCR testi
sonucunda toplam 103 o6rnekte beklenilen biiytikliikte (401 bp) bant elde edilmistir
(Sekil 4.2.).

<~ 500 bp
401 bp

Sekil 4.2. GLRaV-1’e spesifik primerle yapilan bazi izolatlara ait RT-PCR sonucu

GLRaV-2’ye spesifik GLRaV 2-F ve GLRaV 2-R primerleri ile yapilan RT-PCR testi
sonucunda iki 6rnekte beklenilen biiyiikliikte (332 bp) bant elde edilmistir (Sekil 4.3).

< 500 bp
< 332bp

Sekil 4.3. GLRaV-2’ye spesifik primerle yapilan RT-PCR sonucu

GLRaV-3’e spesifik GLRaV 3- LR3-8504V ve GLRaV 3- LR3-9445C primerleri ile
yapilan RT-PCR testi sonucunda 10 6rnekte beklenilen biiyiikliikte (940 bp) bant elde
edilmistir (Sekil 4.4).



1000 bp
940 bp ==

500 bp —>

Sekil 4.4. GLRaV-3’¢ spesifik primerle yapilan RT-PCR sonucu

GLRaV-4’e spesifik GLRaV 4up ve GLRaV 4do primerleri ile yapilan RT-PCR testi
sonucunda Uziimoren koyiine ait dort ornekte (UO7-1, U07-2, 0S-6 ve 0S-17)
beklenilen biiyiikliikte (243 bp) bant elde edilmistir (Sekil 4.5.).

<—500 bp

Sekil 4.5. GLRaV-4’e spesifik primerle yapilan RT-PCR sonucu

GFLV’ye spesifik GFLV-V1-F ve GFLV-C1-R primerleri ile yapilan RT-PCR testi
sonucunda Niksar il¢esi Glirgesme (G3-2) ve Merkez il¢e Kiigiikyildiz koylerine ait 1’er
ornekte (Kyl1-4) beklenilen biiyiikliikte (321 bp) bant elde edilmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. GFLV’ye spesifik primerle yapilan RT-PCR sonucu

GLRaV-9’a spesifik olan GLRaV 9-F ve GLRaV 9-R primer cifti ile yapilan RT-PCR
testi sonucunda Uziimdren koyiine ait iki &rnekte (UO7-1 ve UO7-2) beklenilen
biiyiikliikte (393 bp) bant elde edilmistir (Sekil 4.7).

500 bp
393 bp

Sekil 4.7. GLRaV-9’a spesifik primerle yapilan RT-PCR sonucu

RT-PCR c¢aligsmalar1 sonunda tespit edilen viriislerin yapraklarda olusturdugu belirtileri
karsilastirdigimizda, GLRaV-1 ile enfekteli bitkilerdeki goriilen simptomlar mozaik,
damar bantlasmasi ve kizariklik (Sekil 4.8.), GLRaV-3 ile enfekteli bitkilerdeki goriilen
simptom kizariklik (Sekil 4.9.), GFLV ve GLRaV-1 ile karisik enfekteli yapraklarda
goriilen simptom damar aralarinda sararma (Sekil 4.10), GLRaV-1 ve GLRaV-2 ile
karigik enfekteli yapraklarda goriilen simptom ise kizariklik (Sekil 4.11) seklinde

gozlemlenmistir.
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i | OS¢

Sekil 4.8. GLRAV-1 ile enféksiyon tespit edilen asma orneklerindeki belirtiler

Sekil 4.9. GLRAV-3 ile enfeksiyon tespit edilen asma 6rneklerindeki belirtiler (kirmizi
gesit)
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Sekil 4.10. GFLV ve GLRaV-1 ile enfeksiyon tespit edilen asma 6rneklerindeki karigik
enfeksiyon belirtileri (Narince ¢esidi)

(93((/»‘)“’"

: s A\
Sekil 4.11. GLRaV-1 ve GLRaV-2 ile karisik enfeksiyon belirtileri (kirmiz1 gesit)

Test edilen ornekler ve RT-PCR testi sonuglarina gore belirlenen viriis varliklari

Cizelge 4.6.- 4.9.’te verilmistir.
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Cizelge 4.6. Tokat Merkez 6rneklerinin RT-PCR sonuglari

Kodu

GFLV

GLRaV-1

GLRaV-2

GLRaV-3

GLRaV-4

Esl-1

+

Esl-2

+

Es1-3

Esl-4

Esl-5

Es1-6

Es2-1

+|+ |+

Es2-2

Es3-1

Es4-1

Byl-1

+|+ |+

Byl-4

By2-1

By2-2

By2-3

By2-4

By3-1

By3-2

By3-3

By4-1

By5-1

By5-2

By5-3

By5-4

Kyl-1

Kyl-2

Kyl-3

Kyl-4

Kyl-5

+ |+

Kyl-6

Kyl-7

Ky1-8

Ky2-1

Ky2-2

+ |+ |+

Ky2-3

Ky2-4

Ky2-5

Ky3-1

Ky3-2

+ |+ [+ [+
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Cizelge 4.6. (Devam) Tokat Merkez orneklerinin RT-PCR sonuglari

Ky3-2

+

Ky3-3

Ky3-4

Ky3-5

Ky3-6

Ky3-7

4s-10

+ |+ |+ [+ |+ +

3s-80

10s-110

+

+: pozitif sonug —: negatif sonug [1: ¢alisiimadi

Cizelge 4.6.’da goriildigi gibi RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan testler sonucunda

Tokat Merkez’den toplanan 47 adet 6rnegin 31 tanesinin (%65.95) bir veya birden fazla

virtis ile enfekteli oldugu belirlenmistir. Test edilen 47 adet 6rnegin 30 tanesi (%63.83)
GLRaV-1, 1 tanesi (%2.17) GLRaV-3, 1 tanesi (%2.12) GLRaV-4 ve 1 tanesi (%2.12)
ise GFLV ile enfekteli olarak tespit edilmistir. Tokat Merkez’den toplanan asma

orneklerinde GLRaV-2 ve GLRaV-9 viriisleri ile bulasik 6rnek tespit edilmemistir.
Ayrica enfekteli 6rneklerin 1’inin GLRaV-1 + GLRaV-4, 1’i ise GFLV + GLRaV-1

viriisleri tarafindan ¢oklu enfeksiyona maruz kaldigi saptanmistir. Merkez’den toplanan

ve enfekteli bulunan ornekler igerisinde en yaygin goriilen viriisiin GLRaV-1 oldugu

saptanmigtir. Merkez’de bag alanlarindan alinan &rnekler icerisinde en fazla enfekteli

ornek Kiiciiky1ldiz kdyiinde tespit edilmigtir.

Cizelge 4.7. Tokat Erbaa ilgesi 6rneklerinin RT-PCR sonuglari

Kodu

GFLV

GLRaV-1

GLRaVv-2

GLRaV-3

GLRaVv-4

GLRaV-9

Kal-1

Kal-2

Kal-3

Ka2-1

+ |+ |+ |+

Ka2-2

Ka2-3

Kaz2-4

Ka2-5

Ka2-6

Ka3-1

Ka3-2

Ka3-3
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Cizelge 4.7. (Devam) Tokat Erbaa il¢esi 6rneklerinin RT-PCR sonuglari

Ka4-1 ~ + - - - -

Ka4-3 - + - - - -

Bal-1 - - - - - -

Bal-2 - - - - - -

Bal-3 - + - - - -

Bal-4 - - - - - -

Bal-5 - - - - - -

Bal-7 -

Ba2-1 —

Ba2-2 - - - - - -

Ba2-3 - - - - - -

Ba2-4 - - - - > -

Ba2-5 L + E - - -

Ba2-6 . + p - - -

Ba3-1 - - - » - -

Ba3-2 . - v - - -

Ba3-3 . ~ _ - - -

Bad-1 - - - L - -

Bad-2 - - r _ - -

Ba4-3 - + _ - k. -

011 - - - - - .

U1-5 - — - - — -

02-1 - - - - - -

022 . - . . - .

02-3 - - - - - -

02-4 - - - - - -

031 . - . . - .

032 - - - - - -

033 - - - - - -

U3-4 . - . . - .

Ua-1 . - . . - .

42 - - - - - -

U4-3 -

U4-4 -

045 - - - - - -

U4-6 - + _ _ _ _

+: pozitif sonu¢ —: negatif sonug [1: ¢alisiimadi

Cizelge 4.7.’de belirtildigi gibi RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan testler sonucunda
Tokat Erbaa ilgesinden toplanan ve test edilen 48 adet 6rnegin 17 tanesi (%35.41)

39




GLRaV-1 ile enfekteli olarak tespit edilmistir. GFLV, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4
ve GLRaV-9 viriisleri ile bulasik ornek tespit edilmemistir. Erbaa ilgesinden toplanan
ve enfekteli bulunan 6rnekler igerisinde en yaygin goriilen viriistin GLRaV-1 oldugu
saptanmistir. Erbaa il¢esindeki bag alanlarindan alinan ornekler igerisinde en fazla

enfekteli 6rnek Karayaka koyilinde tespit edilmistir.

Cizelge 4.8. Tokat Niksar ilgesi 6rneklerinin RT-PCR sonuglari

Kodu GFLV | GLRaV-1 | GLRaV-2 | GLRaV-3 | GLRaV-4 | GLRaV-9

Gg2-1 - - - - - -

Gg2-2 - - - 0 - -

Ge2-4 - - - - - -

Gg¢3-1 -

Gg3-2 h

+|+ |+
|
|
|
|

Gg¢3-4 —

Gg¢3-5 -

Gg¢3-6 —

G1l-1 —~

G1-2 -

G1-3 —

+ |+ |+ |+
|
|
|
|

G1-4 =

G1-6 -

G2-1 -

+ |+
|
|
|
|

G2-2 -

G2-3 —

G2-4 -

G2-5 -

G3-1 —

+|+ |+ [+

G3-2 +

G3-3 - + - - - -

+: pozitif sonu¢ —: negatif sonug [1: ¢alisilmadi

Cizelge 4.8.’de belirtildigi gibi RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan testler sonucunda
Tokat Niksar’dan toplanan 21 adet 6rnegin 14 tanesinin (%66.66) bir veya birden fazla
viriis ile enfekteli oldugu belirlenmistir. Test edilen 21 adet 6rnegin 14 tanesi (%66.66)
GLRaV-1, 1 tanesi (%5.26) GLRaV-2 ve 1 tanesi (%4.76) ise GFLV ile enfekteli olarak
tespit edilmistir. GLRaV-3, GLRaV-4 ve GLRaV-9 viriisleri ile bulasik 6rnek tespit
edilmemistir. Ayrica enfekteli 6rneklerin 1’i GLRaV-1 + GLRaV-2, 1’i ise GFLV +
GLRaV-1 ¢oklu enfeksiyonlari ile enfekteli olarak saptanmistir. Niksar ilgesinden
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toplanan ve enfekteli bulunan 6rnekler icerisinde en yaygin goriilen viriisiin GLRaV-1
oldugu saptanmustir. Niksar ilgesindeki bag alanlarindan alinan 6rnekler igerisinde en

fazla enfekteli 6rnek Giir¢esme koyiinde tespit edilmistir.

Cizelge 4.9. Tokat Pazar ilgesi 6rneklerinin RT-PCR sonuglari

Kodu GFLV | GLRaV-1 | GLRaV-2 | GLRaV-3 | GLRaV-4 | GLRaV-9

UO01-1 — —~ — — — —

UO01-2 — —~ — — — —

U01-3 - + - - - -

U01-4 — —~ — — — —

UO01-5 — —~ — — — —

U02-1 -

U02-2 -

+|+ |+
|
|
|
|

U02-3 -

0624 - . - - - .

U03-1 —

U03-2 -

U03-3 -

U03-4 r

U03-5 —

|+ |+ [+ +]+
|

U03-6 i

0642 . - - - - .

004-3 - - - - N -

U044 - - - - - -

065-1 - - - - - -

005-2 - - - - - -

065-3 N - - - - -

0054 - - - - - .

U055 - - - - N -

U05-6 - - - - N -

U06-1 -

+ |+

U06-2 -

006-3 - N - - N

0065 - - - - - .

U06-6 —

+
|
|
|
|

+
\
\

U07-1 —

U07-2 —

U07-3 -

U07-4 -

+ |+ |+
|
|
|
|

U07-5 —
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Cizelge 4.9. (Devam) Tokat Pazar il¢esi 6rneklerinin RT-PCR sonuglari

U07-6 - + - - -
U07-7 - + - - _
U07-8 - + _ _ B
U07-9 - + _ _ B
U08-1 - + - - -
U08-2 — - — - -
U08-3 — - — - -
U08-4 - + _ _ B
U08-5 — — — — —
U08-6 — - — - -
U08-7 - - - —~ -
U08-8 —~ —~ —~ 2 —
U09-1 b - £ - -
U09-2 5 + 4 _ B
U09-3 -~ + + = —~
U09-4 - —~ < — —~
U09-6 - — r —~ -
U09-7 — — —~ - —~
U09-8 —~ —~ = = —
U09-9 - = r —~ ~
U09-10 - - - - -
U09-11 -~ —~ —~ - —~
U010-1 - - —~ —~ -
U010-2 - - - - -
U010-3 —~ + - - -
U010-4 - - —~ —~ -
U010-5 - - - - -
U010-6 - + — —_ —
U010-7 —~ + - - -
U010-8 - - - - -

0S-1 ~ + - - -

0S-2 - + —~ —~ -

0S-3 -~ + -~ —~ -~

0S-4 - + - - -

0S-5 - + - - -

0S-6 -~ + —~ —~ +

0S-7 - + - + -

0S-8 - + - - -

0S-9 —~ -~ —~ —~ -~
0S-10 - - - - -
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Cizelge 4.9. (Devam) Tokat Pazar il¢esi 6rneklerinin RT-PCR sonuglari

0S-11 - + — — — —
0S-12 - + — — — —
0S-13 - + . + _ _
0s-14 - - - + — -
0S-15 — + — + _ _
0S-16 - + . + _ _
0s-17 - + - _ + _

+: pozitif sonu¢ —: negatif sonug [1: ¢alisilmadi

Cizelge 4.9°da belirtildigi gibi RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan testler sonucunda
Tokat Pazar’dan toplanan 81 adet 6rnegin 44 tanesinin (%54.32) bir veya birden fazla
virtis ile enfekteli oldugu belirlenmistir. Test edilen 81 adet 6rnegin 42 tanesi (%51.85)
GLRaV-1, 9 tanesi (%11.11) GLRaV-3, 4 tanesi (%4.93) GLRaV-4, 2 tanesi (%2.46)
GLRaV-9 ve 1 tanesi (%1.23) ise GLRaV-2 ile enfekteli olarak tespit edilmistir. GFLV
virisleri ile bulasik 6rnek tespit edilmemistir. Ayrica enfekteli 6rneklerin 8’1 GLRaV-1
+ GLRaV-3, 2’si GLRaV-1 + GLRaV-4, 1’i GLRaV-1 + GLRaV-2, 1’i GLRaV-4 +
GLRaV-9 ve I'i ise GLRaV-1 + GLRaV-4 + GLRaV-9 c¢oklu enfeksiyonlar ile
enfekteli olarak saptanmustir. Pazar ilgesi Uziiméren kdyiinden toplanan ve enfekteli

bulunan 6rnekler igerisinde en yaygin goriilen virlisiin GLRaV-1 oldugu saptanmustir.

Tokat Merkez ve ilgelerinden alinan toplam 197 tane 6rnek GFLV, GLRaV-1, GLRaV-
2, GLRaV-3, GLRaV-4 ve GLRaV-9 viriislerinin varlig1 agisindan test edilmistir. Test
edilen toplam 197 adet asma Orneginin 106’sinda pozitif sonug elde edilmistir. Test
edilen toplam 197 bitki 6rneginin 103’ GLRaV-1 (%52.28), 10’u GLRaV-3 (%5.18),
5’1 GLRaV-4 (%2.53), 2’si GLRaV-2 (%1.03), 2’si GLRaV-9 (%1.01) ve 2’si GFLV
(%1.01) ile enfekteli bulunmustur. Tokat Merkez ve ilgelerinden toplanan bitki
orneklerinde en yaygin goriilen virlisiin GLRaV-1 oldugu ve bunu GLRaV-3’lin izledigi
saptanmistir. En az saptanan viriisler ise GFLV, GLRaV-2 ve GLRaV-9 olarak tespit
edilmistir. Tokat bag alanlarinda saptanan viriislerin ilgelere gore dagilimi asagida

verilmistir (Cizelge 4.10.).
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Cizelge 4.10. Tokat bag alanlarinda saptanan viriislerin ilgelere gore dagilimi

Enfekteli
ilce Bitki GFLV | GLRaV-1 | GLRaV-2 | GLRaV-3 | GLRaV-4 | GLRaV-9
Sayisi
Merkez 31 1 30 — 1 1 —
Erbaa 17 — 17 — — — -
Niksar 14 1 14 1 - —
Pazar 44 - 42 1 9 4 2
Toplam 106 2 103 2 10 5

Test edilen asma 6rneklerinden elde edilen sonuglara bakildiginda, bazi 6rneklerde tekli
bazilarinda ise birden fazla viriisiin bir araya gelerek ¢oklu (2’li, 3’1ii) kombinasyonlar
meydana getirdigi goriilmektedir. Bu kombinasyon sekilleri ve goriildiigii 6rnek sayisi

asagidaki ¢izelgede verilmistir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. Test edilen bitki 6rneklerinde goriilen viriis kombinasyonlari

Viriis Kombinasyonlari Ornek Sayis1 (Adet)

GFLV (tekli)

GLRaV-1 (tekli) 87

GLRaV-2 (tekli) -

GLRaV-3 (tekli)

N

GLRaV-4 (tekli) —

GLRaV-9 (tekli)

GLRaV-1 + GLRaV-3

GLRaV-1 + GLRaV-4

GLRaV-1 + GLRaV-2

GFLV + GLRaV-1

GLRaV-4 + GLRaV-9

RPN NW|oo] |

GLRaV-1 + GLRaV-4 + GLRaV-9

Cizelge 4.11°de goriildiigi tizere ¢alismada orneklerin 87°si GLRaV-1 ve 2’si GLRaV-3
tekli enfeksiyonlarini olustururken, 8’i GLRaV-1 + GLRaV-3, 3’ii GLRaV-1 + GLRaV-
4, 2’si GLRaV-1 + GLRaV-2, 2’si GFLV + GLRaV-1, 1’i GLRaV-4 + GLRaV-9 ve 1’i
GLRaV-1 + GLRaV-4 + GLRaV-9 ¢oklu enfeksiyonlarini olusturdugu tespit edilmistir.
Tespit edilen ¢oklu enfeksiyonlarindan en fazla goriilen kombinasyonun GLRaV-1 +
GLRaV-3 kombinasyonu oldugu belirlenmistir.

4.3. Filogenetik Analiz Sonuclar:

Filogenetik calismalar i¢in, RT-PCR sonunda elde edilen pozitif PCR iiriinlerinden
GLRaV-1 igin 8 6rnek, pozitif ¢ikan GFLV igin iki 6rnek (G2-3, Ky1-4), GLRaV-2 i¢in
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1 6rnek (UO9-3), GLRaV-3 icin 5 (By3-1, U03-4, UO3-3, Ba2-5, 0S-7) ve GLRAV-4
icin 3 Ornek sekansa gonderilmistir. Sekans verileri sonucunda GLRaV-1’den 5
ornekten ¢ift yonlii ve GLRaV-3’ten bir 6rnegin Reverse yonii ile sonu¢ alinmis ve bu
veriler lizerinde ¢aligmaya devam edilmistir. GLRaV-2, GLRaV-4, GLRaV-9 ve GFLV
ile yapilan analizlerde sonu¢ alinamamis olup, bunun nedenleri arasinda PCR
asamasinda elde edilen {iiriinlerin sekanslama icin yeterli olmadig1 distliniilmektedir.

Calismanin farkli primerlerle yapilmasi diisiiniilmektedir.

GLRaV-1 ile enfekteli érneklere (UO1-3, U02-2, U07-9, Ka3-2, Kal-3) ait 323 baz
uzunlugundaki bolgenin sekans verileri ile yapilan filogenetik analiz sonucunda,
calismamizda elde edilen Kal-3 izolati Avusturalya izolati ile benzer dallanma
gosterirken, diger dort izolat Sili izolatina yakin benzerlik gostermis ve ayr1 bir

dallanma olusturmustur (Sekil 4.12.).

Uo 2-2

L

20
99

Ka 3-2
Uuo7-9
41
— uo 1-3

HM636892 Sili

75 AF195822 AVUSTURALYA

HQ833474.1 ABD

%8 HQ833475.1 ABD
] e B MH807215 KANADA
52 | MH428029 KANADA

o [— KY381131 KANADA
87 MH428027.1 KANADA

D.020

Sekil 4.12. GLRaV-1 ile elde edilen filogenetik aga¢

GLRaV-3 reverse primeri ile elde edilen 505 b¢ uzunlugundaki bolge gen bankasinda
kayith izolatlarla karsilastirilmis (Sekil 4.13.) ve UO3-3 izolati Cin, Brezilya,
Macaristan ve ABD’den farkli izolatlarla %100 oraninda benzerlik gostermistir ve

filogenetik aga¢ lizerinde ayni dalda yer almistir. Bir baz farklilig1 ile Portekiz ve Cin’e
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ait olan iki izolatla %99 benzerlik gdstermis olup, filogenetik agacta farkli bir dallanma

gostermistir. Ancak bu baz farklilig1 proteinde farkliliga neden olmamustir.

MH521111 Hungary

MH521096 USA

KX756669 Brazil

KC477169 China

KX499446 Brazil: Sao Roque SP
KC477167 China

Uo3-3

| MH521119 Portugal

| kc477118 China

63

—_—

0.00020

Sekil 4.13. GLRaV-3 ile enfekteli UO3-3 izolatina ait filogenetik agac.
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5. TARTISMA VE SONUC

Viriis hastaliklari, kiltiir bitkilerini degisik 0Ol¢iilerde etkileyerek verimlerinin
azalmasina neden olurlar. Zararlar1 da nicel ve nitel olarak senelik veya ¢ok senelik
bitkilerin tirtinlerine yansir. Asma bitkisi gibi ¢ok yillik kiiltiir bitkilerinde bu zarar her

y1l devam ederek gideceginden dikimden 10-20 yil sonra bile kendisini gosterir.

Viriis hastaliklarina yakalanan ¢ok yillik bitkilerin 6miirleri boyunca enfekteli olarak
kalmas1 gerek iiriin kayb1 ve gerckse de inokulum kaynagi olarak hizmet etmesi
acisindan oldukg¢a onemlidir. Belirli bir agagta viriisiin neden oldugu belirtilerle ortaya
¢ikan iiriin kayb1 mevsimden mevsime degisebilir. Siddetli enfeksiyon sonucu meyve
agaclar1 iiriin vermezse veya hastalik bahcede hizli bir yayilma egilimi gosterirse
enfekteli agacglarin kesilmesi gerekir. Bu durumda iiriinde hemen ortaya ¢ikan bir kayip
yaninda, yerine dikilen agaclarin iiriin verir duruma gelmesine kadar gegen siirede gelir
elde edilemeyeceginden ekonomik kayip, tek yillik bitkilere gére daha fazla ve hem de

uzun stireli olarak devam edebilir.

Viriisler diinyada ¢ok sayida kiiltiir bitkisinde 6nemli diizeyde iiriin kayiplarina neden
olmaktadir. Bitkilerdeki diger patojenlerin aksine, viriisleri kontrol etmek i¢in kullanilan
dogrudan miicadele yontemleri mevcut degildir. Ayrica, virlis hastaliklarinin
kontroliinde yararlanilan Onlemlerin ¢ogu bitkileri tedaviden ziyade korumay: temel
aldigindan, virlis hastaliklarinin yonetiminde patojenin tanisi i¢in giivenilir ve duyarl
yontemlere ya da tekniklere sahip olmak onemlidir. Bitki viriis hastaliklarinin
tamlanmasinda  serolojik  yontemlerin yant siwra molekiiler yontemler de
kullanilmaktadir. Bu yontemler, ¢ok yonlii olmalar1 nedeniyle tanilamada daha giivenilir

sonuglar vermektedir (Erkan ve ark., 2011).

Asmada zarar yapan virlis ve virlis benzeri hastalik etmenleri bitkide gelisme
geriliklerine, sekil bozukluguna, yapraklarda renk degisimine ve liriin kayiplarina neden
olmaktadir. Bunlar igerisinde asmada ekonomik olarak zarar yapan en dnemli etmenler
icerisinde asma kisa bogum hastalig1 ve asma yaprak kivrilma hastaliklarina neden olan

viral etmenlerdir (Martelli, 2014).
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GFLV bitkide anormal siirgiin olusumu, siirgiinlerde zikzak olusumu, bogum aralarinin
kisalmasina neden olmaktadir. Ayrica asmada biiylime ve gelismeyi olumsuz
etkilemekte, meyve verimini ve kalitesini 6nemli 6lglide diisiirmektedir. Bitkide %80’e
varan verim kayiplarina ve meyvedeki seker miktarinin azalmasina neden olarak 6nemli
ekonomik zararlara yol agmaktadir. GLRaV’ler ise asmalarda yapraklarda kivrilmalara,
diizensiz meyve tutumuna, genel bodurluk ve gelisme durgunluguna neden olmaktadir.
Ayrica meyve verimini %10-70 oraninda azaltarak, seker oranini da diistirmektedir. Asi
tutumunu ve bitkide koklenme yetenegini azaltmaktadir. Yapilan c¢alismalara
baktigimizda iilkemizde bag alanlarinda s6z konusu viriislere rastlamak miimkiindiir

(Sarpkaya, 2003; Tiirkmen, 2014; Onder, 2016).

Giirsoy (1991), Tekirdag, Yalova ve Manisa bolgesinde ELISA testleri sonucunda
GLRaV-1 ve GLRaV-3’iin; Kokli ve Baloglu (2000), Trakya bolgesinde ELISA testleri
sonucunda GLRaV-1 ve GLRaV-3’iin; Ince ve Yavuz (2015), Dogu Akdeniz
Bolgesi’nde DAS-ELISA testi sonucunda GLRaV-1’in; Omeroglu (2016), Tekirdag il
merkezi, Sarkdy ve Marmara Ereglisi ilgelerinde yapmis oldugu ¢alismasinda ELISA
testleri sonucunda GLRaV-1 ve GLRaV-3’in en yaygin viriisler oldugunu
belirtmislerdir. Ulkemizde GLRaV etmenlerinin varligina iligkin yiiriitiilen diger
caligmalara bakildiginda genel olarak en yaygin goriilen asma yaprak kivrilma
viriislerinin GLRaV-1 ve GLRaV-3 oldugunu gormekteyiz. Yapmis oldugumuz
calismada Tokat bag alanlarinda da benzer sekilde GLRaV-1 ve GLRaV-3 en yaygin

olarak bulunan viral etmenlerdir.

Tiirkmen (2014), Ankara, Manisa, Izmir, Denizli, Nevsehir, Elaz13, Canakkale, Edirne,
Tekirdag ve Kirklareli’de DAS-ELISA testleri sonucunda ilk sirada GLRaV 4-9
viriislerinin oldugunu belirtirken, bizim yapmis oldugumuz ¢aligmada Tokat yoresinde

GLRaV-4 ve GLRaV-9 viriislerine sik rastlanmamastir.

Tokat ilinde Karadeniz (2016), tarafindan yiiriitiilen ¢alismada serolojik bir yontem olan
DAS-ELISA testleri sonucunda en fazla GLRaV-1 bulunmus, en az ise GFLV
bulunmustur. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise molekiiler bir yontem olan RT-PCR
testleri sonucunda Tokat ilinde GLRaV-1’in yam sira farkli olarak GLRaV-3’iin de
yaygin oldugunu saptamis bulunmaktayiz. Bu ¢alisma ile GLRaV-3 viral etmeni Tokat
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ilinde ilk defa belirlenmistir. GFLV bulgular1 agisindan sonuglar benzerlik

gostermektedir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada en az rastlanan virisler ise GFLV, GLRaV-2 ve GLRaV-
9 olmustur. GFLV etmenlerinin varligina iligkin yiiriitiilen diger c¢alismalara
bakildiginda viriisiin baz1 bélgelerde ilk siray1 yer aldigimi gérmekteyiz (Ozaslan ve
ark., 1991; Ozaslan ve Yilmaz, 1995; Akbas, 1998). Arastirma sonuglarimiza
baktigimizda ise Tokat yoresinde GFLV yogunluguna ¢ok fazla rastlanilmamustir.

Bu calisma Tokat ilinde asma viriisleri ile ilgili olarak molekiiler diizeyde yapilan ilk
calismadir. Yapilan bu ¢alisma ile Tokat Merkez, Erbaa, Niksar ve Pazar ilgelerindeki
baz1 bag alanlarinda GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4 ve GLRaV-9
viral etmenlerinin varligi arastirilmistir. Arastirma konusu viriislerin tanilanmasi
molekiiler bir yontem olan RT-PCR yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Elektroforez islemi sonunda UV goriintiileme sonucunda pozitif bantlar elde edilmistir.
Yapilan testler sonucunda bag alanlarindan alman 197 adet 6rnegin 106 (%53.80)
tanesinde bir veya birden fazla viriise rastlanmistir. Tokat Merkez ve ilgelerinden
toplanan bitki O6rneklerinde en yaygin goriilen virlisin GLRaV-1 oldugu ve bunu
GLRaV-3’lin izledigi saptanmistir. Tespit edilen ¢oklu enfeksiyonlar igerisinde en fazla
GLRaV-1 + GLRaV-3’in birlikte enfeksiyonu oldugu belirlenmistir. Yapilan
sekanslama ve filogenetik ¢aligmalarda GLRaV-1 ve GLRaV-3 ile sonug alinmis olup,
diger etmenlerin analizleri i¢in daha detayli ¢alismalara devam edilmesi

planlanmaktadir.

Tiirkiye’de bagcilik tarimsal bir is kolu olarak onem arz etmekte ve bitkisel tiretimde
onemli bir paya sahip olmaktadir. Uziim {iretiminin yani sira taze ve salamuralik asma
yapragina olan talep giderek artmaktadir. Tokat yoresinde yetistirilen ve baglarin biiyiik
bir kismimi olusturan Narince c¢esidi ticari sarmalik yaprak {iretiminde Onem
kazanmaktadir. S6z konusu viriisler meyvede olusturdugu zararlarin yani sira asma
yapraklarinda deformasyonlara ve yaprak kalitesinin diismesine neden olmaktadir. Bitki
viriis hastaliklar1 ile kimyasal miicadele bocekler ve fungal hastaliklara kars1 yapilan
miicadele gibi miimkiin degildir. Bu nedenle GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3,
GLRaV-4 ve GLRaV-9 etmenlerinin yayilmasinda 6nemli rol oynayan kalem, anag gibi
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as1 materyalinin virlisten ari olmasina dikkat edilmeli ve bunun i¢in fidan iiretiminde
gerekli tedbirler almmalidir. Ureticiler sertifikali asma fidan1 kullanma konusunda
bilin¢lendirilmelidir. GFLV ve GLRaV-2 viriisleri mekanik yollarla da
tagmabildiginden baglarda kullanilan alet ve ekipmanlar dezenfekte edilmeli ve
miicadelede koruyucu onlemler alinmalidir. Ayrica GFLV etmeninin taginmasinda rol
alan vektor nematodlarla da miicadele edilmelidir. Arastirma konusu diger viriisler
kabuklu bit ve unlu bit tiirleriyle taginabilmektedir. Dolayisiyla vektor boceklerle

miucadele edilmelidir.
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