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Tekirdag ilindeki bag tiretim alanlarinda verim ve kaliteyi olumsuz yonde etkileyen Grapevine
fanleaf virus (GFLV) ve Grapevine leaf roll associated-viruses (GLRV3-6)’lerin saptanmasi
amaciyla 2018 yili Temmuz ve Agustos aylarinda Siirvey calismalar1 gerceklestirilmistir.
Siirvey calismalarinda Tekirdag ili merkez il¢e Siileymanpasa’dan 105 yaprak 6rnegi, Sarkoy
ilcesinden 146, Malkara ilgesinden ise 5 yaprak ornegi olmak tizere toplam 256 adet simptom
gosteren yaprak ornekleri toplanmistir. Boylece Siirveyler esnasinda yapraklarda kizarma,
sarilik, mozaik, nekroz, yelpaze yaprak olusumu, geriye dogru kivrilma, sekil bozuklugu ve
bodurluk simptomlar1 gibi tipik viriis hastaliklar1 belirtileri gésteren yaprak 6rnekleri toplanmig
ve bu orneklerde Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine leaf roll associated-virus 3
(GLRV-3) ve Grapevine leaf roll associated-virus 6 (GLRV-6) enfeksiyonlar1 Double
Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) testi ile
arastirilmistir. Ayrica GFLV’yi saptamak amaciyla Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) testi uygulanmigtir. DAS-ELISA test sonuglarma goére 256 adet simptom
gosteren yaprak Orneginden 60 adedinde GLRaV-3 (% 23.44), 7 adet ornekte ise GFLV
saptanmustir. 1 6rnekte ise GLRaV-3 ve GFLV’nin karisik enfesiyonlar: belirlenmistir. RT-
PCR test sonuglarina gore 256 6rnekten 11 adedinin GFLV (% 4.3) ile enfekteli oldugu tespit
edilmistir. Sarkdy ilgesindeki enfeksiyon orani % 33.56 iken Siileymanpasa ilgesindeki
enfeksiyon oran1 % 2.95 olarak belirlenmistir. Malkara ilgesinden alinan 5 adet yaprak
orneginde GFLV, GLRaV-3 ve GLRaV-6 viriisleri saptanmamustir. Toplam il diizeyindeki
enfeksiyon orani % 27.73 olarak tespit edilmistir. Ancak GLRaV-6 viriisii testlenen 6rneklerin
hi¢birinde saptanmamustir.
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ABSTRACT

MSc Thesis
INVESTIGATION on DETECTION of Grapevine fanleaf virus (GFLV) and Grapevine leaf
roll associated-viruses (GLRV3-6) in GRAPEVINE GROWING AREAS in TEKIRDAG

Mesout CHEKIM AMET
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof.Dr. Havva ILBAGI

The survey studies have been performed to identify Grapevine fanleaf virus (GFLV) and
Grapevine ieaf roll associated-viruses (GLRV3-6), which have caused yield and quality losses
in grapevine areas of Tekirdag province from July to August in 2018. During the survey studies,
256 symptomatic leaf samples, including 105 leaf samples in Siileymanpasa district, 146 leaf
samples in Sarkoy district, and 5 leaf samples in Malkara district of Tekirdag were collected.
Collected leaf samples exhibiting typical symptoms of virus diseases such as; reddish,
yellowing, mosaic, necrose, fan leaf formation, rolling back, leaf deformation, and stunting
symptoms were tested by Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(DAS-ELISA) method. Moreover, Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR) method was applied to identify GFLV to samples. According to DAS-ELISA test, 60 leaf
samples were found infected with GLRaV-3 (23.44%), and 7 samples had positive with GFLV
from a total of 256 symptomatic leaf samples. However, one sample had mixed infection with
GFLV and GLRaV-3. RT-PCR showed that the infection with GFLV of 11 leaf samples (%
4.3). While the infection rate in Sarkoy district was 33.56%, the infection rate in Siileymanpasa
was determined as 20.95%. Five leaf samples collected from Malkara district were not found
infected with GFLV, GLRaV-3 and GLRaV-6 viruses. The total infection rate in Tekirdag was
27.73%. However, none of the tested samples have been identified as GLRaV-6.

Key words: Grapevine, DAS-ELISA, GFLV, GLRaVs, RT-PCR
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1. GIRIS

Diinya tizerinde ¢ok genis bir alana yayilmis olan asma tiirlerinden kiiltiir asmas1 Vitis
vinifera L., ¢ok eski bir tarihi gegmise sahip olup yabani iiziimlerin taze veya kuru olarak
tiikketilmesi, alkol, alkollii icki iiretiminde degerlendirilmesi nedeniyle M.O. 5000-6000’li
yillarinda (Cilali Tas Devri), Kafkasya ve Anadolu’da kiiltiire alindig1 ve zamanla buradan
diinyanin hemen her yerine dagildigi kabul edilmektedir (Celik ve Odabasi, 1998). Diinyada
halen yetistirilmekte olan iiziim cesitlerinin % 90’indan fazlasi bu tiire ait cesitler veya
melezlerinden olusmaktadir. Bugiin itibariyle diinyada 10.000’nin iizerinde liziim gesidi
belirlenmistir. Arkeolojik arastrmalar sonucu toplu haldeki sikma artigi liziim c¢ekirdegi
kalntilarmin ortaya ¢ikarilmasi asirlar boyunca {iziimiin alkollii ickiler yapiminda
kullanildigini kanitlamaktadir. Radyokarbon teknigi ile yaslar1 belirlenen toplu haldeki tiziim
cekirdekleri Anadolu’da sarabin giinlimiizden 10.000 y1l 6nceden bilindigini ve iretildigini
gostermektedir (Agaoglu, 1999). Asmalar Rhamnales takimma bagli olup, bu takimin {ig¢
familyasindan (Rhamnaceae, Leeaceae ve Vitaceae) yalnizca Vitaceae familyasina ait bitkiler,
bilinen anlamda asmalar1 tanimlamaktadir. Bu familyanin 12 cinsi ve yaklasik 700 tiirii
bulunmaktadir. Kiiltlir asmalarinin tiimii Vitis cinsine aittir. Bu cinsi digerlerinden ayiran en
onemli Ozelligi, ta¢ yapraklarinin {ist {iste birleserek cicegi bir sapka seklinde kapatmasi ve
tozlanma doneminde alttan ayrilarak diismesidir. Vitis cinsi iki seksiyondan (alt cins)
olugmaktadir. Bunlar, kromozom sayis1 2n = 38 olan Euvitis ve 40 olan Muscadina’dir (Celik
ve Odabasi, 1998). Bagcilik igin yerkiirenin en elverisli iklim kusagi {izerinde bulunan Tiirkiye,
kiiltiir asmas1 (Vitis vinifera L) ve bagcilik kiiltliriniin anavatani olmasi nedeniyle zengin bir
gen potansiyeline sahiptir. iklim kosullarmin uygun olmasi ve asmanm heterozigotik
yapisindan dolay1 da ¢ok genis cesit ve tip zenginligine sahiptir. Uziimlerde c¢ekirdeksizlik,
erkencilik, geccilik, verim ve kalite yiiksekligi cok Onemli genetik karakterler olup, bu
karakterler ilk defa Anadolu’nun lokal ¢esitlerinde ortaya ¢ikmis ve yayilmistir. Asma bitkisi
ticari olarak meyve, anag, siis bitkisi olarak kullanilan tiirlerdir. Meyve iiretiminde ise sofralik,
kurutmalik, saraplik, meyve suyu, konserve, pekmez ve pestil gibi {irlinler yapilmakta ve ayni
zamanda uzun yillar saklanabilen tiriinler seklinde degerlendirilmektedir. Kiiltiir asmas1 1liman
iklim bitkisi olup 30° ile 40° kuzey ve giiney enlemleri arasinda yer alan bdlgeler en ideal
yetisme alanlaridir (Agaoglu, 1999). Kuzey yarim kiirede bagcilik 100 ile 520 kuzey paralel
daireleri arasinda yapilmaktadir. Turkiye kuzey yarim kiirede 360 ile 420 arasinda
bulundugundan dogal sartlar1 bakimindan bagcilik i¢in optimum olanaklara sahiptir (Oraman,

1965). Tiirkiye’de 1200’in tizerinde iliziim ¢esidi veya tipinin mevcut oldugu bilinmektedir.
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Asmanm ekolojik istekleri dikkate alindiginda, iilkemizin 6zellikle I¢ ve Dogu Anadolu
Bolgelerinde yiiksekligi 1500 m’yi asan yoreler disinda kalan biitiin bolgelerinde ekonomik
olarak bagcilik yapilmasi miimkiindiir. Tirkiye’de yillik 1200-2600 mm yagis alan Dogu
Karadeniz Bolgesinin sahil kesimi diginda, tamamiyla Vitis vinifera L. bagcilig1 yapilmaktadir
(Celik ve Odabasi, 1998). Tiirkiye, bag alani ve iiziim iiretiminde diinyanin 6nemli iilkeleri
arasinda yer almaktadir. 2019 yili verilerine gore Tiirkiye’deki {iziim tiretimi 4,1 milyon ton
olup bu iiretimin 2,1 milyon tonu sofralik (% 50), 1,6 milyon tonu kurutmalik (% 39) ve 451
bin tonu saraplik-siralik (% 11) olarak ger¢eklesmistir (Anonim, 2018). Bir yandan yas ve kuru
liziim olarak tiiketilen, diger yandan tizim sirasinin degisik sekillerde islenmesiyle elde edilen
sarap, alkol, sirke, pekmez, sucuk, pestil, bastik, vb. {iriinler insan beslenmesinde kullanilmakta
ve yarattig1 katma deger ile ekonomiye katki saglamaktadir. Bag iiretimi yapmak i¢in tarla,
meyve ve sebze tarimi yapilamayan sirtlarda ve yamag egimli arazilerde de yapilabildiginden

bu gibi yerlerde, bagcilik o bolge igin 6nemli bir istihdam kaynagi olmaktadir (Aktas, 2002).

Cizelge 1.1. 2018 yilinda Diinya’daki tiziim tiretim alan1 ve miktarlar1 (Anonim 2018a)

Ulke Alan (ha) Uretim miktar (ton)
Ispanya 1.123.644 6.673.481

Cin 797.935 13.494.811

Fransa 752.837 6.198.323

Italya 675.818 8.513.643

Tiirkiye 417.041 3.933.000

ABD 379.190 6.890.970

Diger Ulkeler 3.011.193 3.011.193

Cizelge 1.2. 2018 yil1 Turkiye’deki tiziim tiretim alan1 ve miktarlar1 (Anonim, 2018b)

Sehir Alan (ha) Uretim miktarn (ton)
Manisa 807.387 1.234.577

Denizli 386.060 355.276

Mersin 210.593 292.823

Izmir 128.499 194.978

Gaziantep 173.616 143.625

Mardin 368.620 190.203

Diger iller 2.095.635 1.521.518

Toplam 417.041 3.933.000

Bag alanlarinda iiziim verimini ve kalitesini diigliren en onemli faktorler bu kiiltiir

bitkisinin hastalik ve zararlilaridir (Pearson ve Goheen, 1981). Diinyada bag alanlarinda 21
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cinse ait 58 farkli viriis tiirli tespit edilmistir. Floksera basta olmak tizere bag zararlilari,
nematodlar ve Xiphinema index nematodu ile tasman viriis hastaliklar1 ile bulasik bag alanlar1
giinden giine artmaktadir. Virlis hastaliklar1 ile miicadelenin zor olmasi ekonomik kayiplari
daha da arttirmaktadir (Martelli ve Boudon-Padieu, 2006). Bu etmenlerin i¢inde 6zellikle Asma
kisa bogum viriisii (Grapevine fanleaf virus, GFLV), Asma yaprak kivrilma viriisii (Grapevine
leafroll virus, GLRV), Arabis mozayik viriisii (Arabis mosaic virus, ArMV), Asma flek viriisii
(Grapevine fleck virus, GFkV) viriisleri ekonomik 6neme sahiptir. Bu viriisler bitkilerde
gelisme geriligine, siddetli enfeksiyonlar sonucu anormal meyve ve yesil aksam olusumuna
neden olmakta hatta meyve olusumunu tamamen engelleyebilmektedir. Asma yaprak kivrilma
virlisii (Grapevine leafroll associated virus, GLRaV), diinyada bir¢ok bolgede iiretimi yapilan
asmanin en yaygin ve ekonomik olarak zarar veren viral hastaliklarindan birisidir (Naidu,
Rowhani, Fuchs, Golino ve Martelli, 2014). Bu viriis hastaligi, diinyada asma yetistiriciligi
yapilan biitiin alanlarda goriilmektedir. GFLV’niin neden oldugu kisa bogum hastalig1 1950’11
yillarda kesfedilen ve asmanin bilinen en eski viriis hastaliklarindan birisidir. Tiim Diinya’da
asma yetistiriciliginin yapildig1 her yerde goriilebilmekle beraber Asya, Afrika, Avrupa, Yeni
Zelanda, Avustralya, Kuzey ve Giiney Amerika’da bu hastaligin varligi bildirilmistir. GFLV,
toprak kokenli nematod tiirii Xiphinema index tarafindan asmadan asmaya taginmak suretiyle
bu kiiltiir bitkisinin dejenerasyonunda énemli bir patojendir (Hewitt, Raski ve Goheen, 1958).
Tiirkiye’de ise Trakya Bolgesi bag alanlarinda GFLV ile enfekteli alanlarda Xiphinema index
ve Xiphinema pachtaicum nematod tiirleri saptanmis ve bu alanlarda viriisle miicadele de
radikal dnlemlerin alinmas1 gerektigi vurgulanmistir. Ancak son yillarda iran’in Fars Bolgesi
baglarinda lzadpanah, Zaki-Aghl, Zhang, Daubert ve Rowhani (2003) tarafindan yapilan
calismada kopekdisi ayrigi (Cynodon dactylon Persoon) GFLV’nin dogal konukgusu olarak
saptanmustir. Asma yaprak kivrilma virtisii hastaligi ise tiim yerli Amerikan asmalarmi, Vitis
vinifera gesitleri melezlerini ve anaglarim etkilemektedir (Fuchs, Martinson, Loeb ve Hoch,
2009). GLRaVs 1’den 9’ a kadar isimlendirilmis olan bu viriislerden, GLRaV-2 Closterovirus
cinsine, digerleri ise Ampelovirus cinsine dahil olup vaskiiler (floem) dokuda bulunduklari

bildirilmistir (Martelli, 2011).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda Tiirkiye’de baglar1 tehdit eden 15 virlis hastaligmin
varligi ve bunlardan 3 virlis hastaligi i¢in Zirai Miicadele Teknik Talimati hazirlandigi
bildirilmistir (Akbas, Kunter ve Ilhan, 2007). Buna bagli olarak Gida Tarmm ve Hayvancilik
Bakanligi’nin 2010 yili “Meyve ve Asma Fidani ile Uretim Materyallerinde, Bitki Saghgi

Standartlar1 Talimatnamesi’ne gore sakinilmasi ve onlem almmasi gereken 7 viriis ve viriis



benzeri hastaligin bulundugu bildirilmistir. Bu hastaliklar ve etmenleri; Kisa bogum hastalig:
Grapevine fanleaf virus (GFLV), Baglarda Arabis mozaik viriis hastaligi: Arabis mosaic virus
(ArMV), Baglarda Cilek latent halka leke viriis hastaligi: Strawberry latent ringspot virus
(SLRSV): Baglarda Domates halka leke viriis hastaligi: Tomato ringspot virus (ToRSV),
Baglarda Ahududu nekrotik halka leke viriis hastaligi: Raspberry ringspot virus (RpRSV),
Asma yaprak kivrilma virlis kompleksi: Grapevine leafroll associated virus (GLRaV 1-9) ve
Asma A viriis hastaligi: Grapevine vitivirus A (GVA) olarak bildirilmistir. Yaprak kivirciklik
hastalig1 ilk olarak 19. ylizy1l ortalarinda saptanmistir. Hastalikla ilgili ilk ¢aligmalarda asmada
fizyolojik bir zarar etkisi gibi yapraklarin erken zamanda kizarmasi olarak tarif edilmis, Fransiz
ve Italyan kaynaklarda kirmizilk anlamma gelen "Rugeau" veya "Rossore" olarak
kullanilmistir. Yaprak kivircikliginin ekonomik anlamda 6nemi giinden giine artis géstermis ve
asma virlis hastaliklar1 igerisinde en 6nemli viriis hastaliklar1 arasina girmistir. Kaliforniya'da
Emperor asma ¢esidinden asiyla tasinan hastalik, "Beyaz Emperor" olarak isimlendirilmesine
karsin (Harmon ve Snyder, 1946), ayni hastalik yine Kaliforniya'da "yaprak kivirciklig1"
ismiyle degistirilmistir (Goheen ve Cook, 1959).

Bu tez calismasinda Tekirdag ili Merkez Siileymanpasa ilgesi, Sarkéy ve Malkara
ilgelerindeki bag iiretim alanlarinda Grapevine leafroll virus-3 (GLRV-3), Grapevine leafroll
virus-6 (GLRV-6) ve Grapevine fanleaf virus (GFLV)’nun bulunusu ve yaygmlik durumu
DAS-ELISA ve RT-PCR test yontemleri ile aragtirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERIi

Grapevine fanleaf virus (GFLV), Comoviridae familyasi, Nepovirus cinsine mensup tek
iplik¢ikli RNA genomuna sahiptir. 30 nm ¢apinda polihedral partikiillere sahip olan viriis, %
42 niikleik asit, % 58 proteinden olusan virionlardan ibarettir. Iki par¢ali segmentlerden olusan
GFLV genomunun RNA1 segmenti 7342 niikleotid, RNA2 segmenti ise 3774 niikleotid
uzunlugundadir. Deneysel olarak hastalikli bitki 6zsuyunun mekaniksel inokulasyonu ile
duyarl konukgulara tasinan GFLV, bitki dokularinin birbirine temas1 ile tasinmamaktadir.
Enfekteli omcalardan alinan ¢elik, as1 gozii, as1 kalemi ile saglikli anaglara taginmakta ancak
tohumla ve polenle tasinmamaktadir. Xiphinema index (kamali nematod) nematod tiirii ile
tasindi1g1 ve yayildigr hastah@m ilk tanimlanmasindan beri bilinmektedir. Indikator bitkilerin

disinda konukgu gevresi Vitis tiirleri ile smirlidir (Brunt vd.,1996).

Hewitt, Martelli, Dias ve Taylor (1970), GFLV’niin Chenopodium amaranticolor, C.
quinoa ve soya fasiilyesine deneysel olarak tohumla tasindigi bildirilmistir. Ayrica GFLV’nin
deneysel olarak bulastirilan otsu konukgularin ve asmalarin polenlerinde bulundugunu

kanitlamislardir.

Asmada vejetatif ve generatif gelismenin azalmasi sonucu GFLV ile enfekteli asma
omcalari, olumsuz iklim faktorlerine daha duyarh hale gelmektedir. Virlisle enfekteli iiretim
materyallerinde koklenme yetenegi ve asilama basarisi da diismektedir. Enfekteli omcalarda %
50-70 arasinda verim azalmas1 meydana gelmekte ve verim % 90-95 oranlarinda diismektedir.
Konuk¢u c¢evresine bakildiginda GFLV, dogada sadece asma tiir ve c¢esitlerini enfekte
etmektedir. Tim V. vinifera gesitleri virise duyarli olup tolerant olarak bilinen herhangi bir
iizim cesidi yoktur. Amerika’dan Avrupa’ya getirilen biitiin Amerikan asma tiirleri, V.
labrusca, V. riparia, V. rupestris, V. berlandieri, V. aestivalis ve V. candicans’tan tiiretilmis
hibritleri yaninda 7 familyaya mensup 30°dan fazla tiirden konukgu bitkiye GFLV deneysel

olarak taginmis olup bu bitkilerin tamami hastalanmigtir (Vuittenez ve Martelli, 1988).

Martelli ve Taylor (1989)’a gore viriisiin vektor nematod tarafindan alinmasindan sonra,
basarili bir sekilde saglikli bag omcasi kokiine tasinmasi igin, virionlarm yapisik olarak
bulundugu kiitikiila kapl 6zefagus cidarindan ayrilmalar1 gerektigi ileri siiriilmistiir. Ancak
beslenme sirasinda nematodun styletini bitki kok hiicresi duvarmi delerek 6zofagus araciligiyla
basal bulb’in 6n kismindan nematodun enzimler igeren sindirim salgisinin bitki hiicresine

enjekte edildigi sirada virionlarmm cidardan koparak saglikli kok hiicresine ulastigi



diistiniilmiistiir. Bu olayin mekanizmasinin detaylar1 heniiz tam olarak bilinmemesine ragmen,
sindirim sivismin liimen icindeki pH degerini degistirerek, virionlarin tutunmasini ve

kopmasini sagladigi tahmin edilmektedir.

Esmenjaud vd. (1993) tarafindan yapilan ¢aligmada tarla ve sera kosullarinda GFLV ’nin
nematod vektorii Xiphinema index’da varligi Biotin-avidin (B-A) ELISA testi ile aragtirilmistir.
1’den 64’e kadar degisen smirlarda ergin nematod vektorii ile yapilan 6rneklemelerin yapildigi
caligmada, nematodtan ari asma ve incir bitkileri negatif kontrol olarak kullanilmistir. Negatif
kontrollerde konukgu bitkinin 6nemli bir etkisinin ortaya ¢ikmadigi goriilmiistiir. X. index
nematodunun tarla popiilasyonlarinda Champagne ve Languedoc asma ¢esitlerinde GFLV ile
enfeksiyonun daha fazla oldugu tespit edilmistir. B-A ELISA testinin X. index’in erginlerinden
alman 10’dan daha az 6rneklemede giivenilir sonu¢ vermedigi, ancak bazi popiilasyonlarda
artan sayida absorbans degerlerinin karsilastirtilabilir 6lgiide farkliliklar ortaya cikarabilecegi

bildirilmistir.

Akbas ve Erdiller (1993), Ankara ili’ne bagl 8 ilgedeki bag alanlarinda yaptiklari
caligmalar sonucunda Arabis mosaic virus (ArMV), Strawberry latent ringspot virus (SLRSV),
Tobacco ringspot virus (TRSV) ve Grapevine leaf roll associated virus (GLRaV) viriisleri

yaninda GFLV’yi de saptamislardir.

Yilmaz, Yurtmen, Cigsar ve Ozaslan (1997) Ege, Akdeniz, i¢ Anadolu, Giineydogu
Anadolu Bolgeleri’nde bulunan bazi illerin baglarinda yapilan arastirmalar sonucunda 6zellikle
yaygin olan viriis hastaliklar1 icerisinde Grapevine fanleaf virus (GFLV)’niin neden oldugu
asma kisa bogum viriis hastaligmin % 47’ye varan bulasiklik orani ile ilk sirada bulundugu
bildirilmistir. Baglarin en eski virlis hastaliklarindan biri olan GFLV, o6zellikle sofralik
cesitlerde irili ufakli tane olusumu nedeniyle tiziimiin ticari degerinin diismesine yol agarak %

&0’lere varan oranlarda zarara neden olabilmektedir.

Ghomi, Bakhsh ve Pourrahim (2007) tarafindan yapilan bir arastirmada ise iran’in
kuzey-dogusundaki bag alanlarinda mozaik, Z seklinde anormal siirgiin gelisimi, ¢ift diigiim ve
gelisme geriligi belirtileri gosteren 588 adet yaprak, siirgiin ve yaprak saplarinda GFLV ve
Asma viriisii A (Grapevine virus A, GVA) enfeksiyonlar1 arastirilmigtir. DAS-ELISA testi
sonucunda 588 Ornekten 78’inin en az bir virilis tarafindan enfekte edildigi tespit edilmistir.
ELISA testleri, orneklerin srastyla % 7, % 6.6 ve % 3'iinde GFLV, GLRaV-3 ve GVA
belirlenmistir. Ayrica asma dokularinda GFLV’nin tespiti amaciyla gergeklestirilen ELISA



testlerini dogrulamak i¢in uygulanan RT-PCR testi ile GFLV nin kilif proteine 6zgii 321 bp’lik
bir gen bolgesi ¢ogaltilmistir. Ancak bazi 6rneklerde beklenmedik bir 150 bp’lik bandin varligi
tespit edilmistir. Bu sonuglar, saglikli bitki materyalini dogrulamak i¢in RT-PCR yOnteminin

hizl1 ve hassas bir tespit yontemi olarak gerekli oldugu bildirilmistir.

Irimia, Ulea ve Balau (2010) tarafindan Diinya’da bag yetistirilen alanlarda goriilen en
onemli viriis hastaliklarindan biri olan GFLV, ampelografik koleksiyonlardan alinan 36 asma
¢esidindeki varhigi farkl virtislerin 6rnekleme stratejileri, DAS-ELISA, TAS- ve DAS-biotin
metodu kullanilarak arastirilmistir. DAS-ELISA testinde, testlenen 14 farkli asma ¢esidinden 8
adet ¢esidin GFLYV ile enfekteli bulundugu saptanmistir. Buna karsilik TAS- ve DAS- biotin
metodunda ise 22 saraplik ¢esitten 7 adedinin GFLV ile enfekteli oldugu belirlenmistir.

GFLV ile bulasik bag omcalarinda yaprak belirtileri, ilkbaharda erken donemde
gelismekte ve vejetasyon donemi boyunca goriilmektedir. Ancak 30 °C’nin lizerindeki sicaklik
derecelerinde belirtiler maskelenmektedir. Salkimlarda ise daneler dokiilmekte veya irili ufakli
daneler olugsmaktadir. Kalem, goz asis1, Xiphinema spp. ve Longidorus spp. nematod tiirleri ile
tasinmaktadirlar. Bu ¢alismada; GFLV nin ii¢ farkli izolatinin neden oldugu ti¢ tip karakteristik
belirtiden yelpaze yaprak olusumu, bogum aralarinda kisalma, yassilasma ve yapraklarda

sarilik ve damar bantlagsmasi simptomlar1 tanimlanmistir (Oliver ve Fuchs, 2011).

Yine Iran’da yapilan bir baska ¢alismada farkli asma ¢esitlerinde GFLV, DAS-ELISA
ve RT-PCR test yontemleri ile arastirilmistir. 330 simptomatik asma 6rneginin DAS-ELISA
metodu ile testlenmesi sonucu 89 izolat icerisinden 16 izolatin GFLV ile enfekteli oldugu
bulunmustur. Sekiz izolatin CP iiriinleri klonlanarak, niikleotid dizisi belirlenmistir. Filogenetik
siniflandirmada, Iran’a ait GFLV izolatlarinin bagimsiz bir evrime isaret eden ayr1 bir kiime

olusturdugu bildirilmistir (Pashaei ve Doulati-Baneh, 2011).

Diinya c¢apinda en yaygin bag viriislerinden biri olan GFLV’nin asma ¢esitlerinde
saptanmasina yonelik yapilan bu diger bir galigmada ELISA ve kilif proteine 6zgii rekombinant
antikorlar kullanilarak yapilan IC-RT-PCR testinde ii¢ izolat i¢in 1512 bp bant elde edilmistir.
Elde edilen sonuglar rekombinant antikor uygulanmasinin, bitki dokusundaki viriislerin hizli
tespiti i¢in yararli olabilecegini gdstermistir. Ciinkii rekombinant antikorla birlikte yapilan IC-
RT-PCR testi, asma agaclarinda inhibitorlerin varligindan kaynaklanan smirlamalarin ve

geleneksel olarak {retilen antikora karsi bitki Ozlinde dogal proteinlerin varligindan



kaynaklanan belirsiz reaksiyonun istesinden gelinecegi bildirilmistir (Sokhandan-Bashir,
Akbar Behjatnia ve Jafari Joozani, 2013).

Tiilek (2014) tarafindan Trakya Bolgesi’nin Tekirdag, Kirklareli ve Edirne illerinde,
bagciligin yogun olarak yapildig: ilge ve koylerdeki bag alanlarinda yapraklarda sararma,
mozaik, kivrilma, renk degisimleri, bogum aralarinda kisalma, zigzag dallanma, salkimlarda
irili ufakli meyve olusumu, bodurlagma gibi viriis belirtileri gdsteren omcalardan alinan yaprak,
slirgiin, petioller ve kambiyumdan doku 6rneklerinde GFLV arastirilmig ve hastaligin varligi
35 farkli 6rnekte saptanmustir. Ayrica siirvey yapilan alanlardan alinan toprak 6rneklerinin,
morfolojik ve morfometrik 6l¢iimleri sonucu GFLV enfekteli olarak saptanan omcalarin 9
adedinin toprak orneginde Xiphinema index’i tespit etmislerdir. GFLV ile enfekteli oldugu
belirlenen 13 omcanin toprak 6rneginde ise Xiphinema pachtaicum nematod tiirii tanilanmistir.
Trakya’daki tretici baglarinin yaninda, Tarimsal Arastrmalar ve Politikalar Genel
Miidiirliigii’ne bagli Tekirdag Bagcilik Arastirma Istasyonu’ndan alinan drneklerde ise GFLV
ile enfekteli omcalara rastlanmasi bu omcalarin bir kisminda ise vektor nematod X. index’e

rastlanilmig olmas1 miicadele i¢in radikal dnlemlerin alinmasmin gerekliligi vurgulanmistir.

Lyu vd. (2014), Cin'de Grapevine leafroll-associated virus 7 (GLRaV-7)'nin yayginlik
ve dagilimimi belirlemek amaciyla 213 asmadan 6rnek almiglardir. Cin'in 13 eyaletinde ve
bolgesinden 92 bilenen ¢esitten toplanan 6rnekler GLRaV-7’nin varligini saptamak amaciyla
RT-PCR testi ile testlenmis ve DNA dizi analizleri yapilmustir. Orneklerin % 40,4'linde
GLRaV-7 bulunmustur. Cin'de asma yetistirme alanlarinda GLRaV-7'nin ¢ok yaygimn oldugu ve
50'den fazla iiziim gesidinde bu virus hastaligi belirlenmistir. Manicure Finger (% 100),
Cabernet Sauvignon (% 83,3), Merlot (% 60), Fujimineri (% 60) and Red Globe (% 50) gibi

baz1 popiiler iiziim gesitleri yiiksek enfeksiyon oran1 gostermistir.

Tarla ve Yilmaz (2015) tarafindan Adana ve Mersin illerinde tiziim baglarinda yapilan
bir calismada GFLV’nin varlig1 serolojik ve biyolojik analizlerle belirlenmistir. Toplam 384
asma numunesi igerisinden 63 bitkinin (% 16.4), DAS-ELISA testi sonucunda GFLV ile
enfekte oldugu saptanmistir. Buna ek olarak, otsu gosterge bitkileri olarak; biyolojik deneylerde
Nicotiana benthamiana Domin., N. tabacum L., N. rustica L., Chenopodium amaranthicolor
Coste et Reyn., C. quinoa Wild., Cucumis sativus L., and Gomprena globosa L. kullanilmas,

ancak klorotik lokal lekeler sadece Nicotiana benthamiana Domin'de gozlendigi bildirilmistir.



Onder, Akgiil, Giimiis ve Paylan (2015), Ege Bolgesi bag alanlarinda 17 farkli asma
cesidinden Grapevine fanleaf nepovirus (GFLV)’ye benzer simptomlar gdsteren toplam 423
yaprak ve siirgiin 6rneginde 423 ornekten 88’1 GFLV ile enfekteli olarak tespit etmislerdir.
Bolge genelinde GFLV nin yayginlik oran1 ise % 20,80 olarak belirlenmistir.

Tiirkmen ve Ertung (2019), Amasya ili Merkez ve Tasova ilgesi bag alanlarinda damar
bantlasmasi ve sar1 beneklilik belirtisi gosteren yaprak 6rnekleri ile siirgiin 6rneklerinde GFLV,
ELISA ve RT-PCR yontemiyle arastirilmistir. 10 6rnekte % 27.10 oraninda GFLV ile enfekteli
oldugu ve eyliil ayinda alinan orneklerde enfeksiyon oraninin % 21,62 oraninda yiiksek

enfeksiyon orani saptanmustir.

Bayan ve Yilar (2017) tarafindan Kirsehir ili ve ilgelerinden 16 bag alanindan toplam
49 adet 6rnek tolanmistir. Toplanan 6rneklerden izole edilen viral RNA’lar, iki agsamali RT-
PCR testinde virlise spesifik primer dizileriyle testlenmistir. Yapilan RT-PCR analizi
sonucunda 49 6rnegin GRSPaV ile enfekteli olmadig1 belirlenmistir. Ancak 49 &rnekten 5
adedinde ise GFLV bulasikligi oldugu molekiiler test ile belirlenmistir. GFLV’enfeksiyonunun
Kaman ilgesinden alinan 6rneklerde yiiksek oranda bulunurken (% 20), bunu sirasiyla Ak¢akent
(% 10), Akpnar (% 8,3) ve Merkez (% 0) izledigini bu sonuglara dayali olarak GFLV’nin

Kirsehir il ve il¢elerinde daha yaygin oldugu belirlenmistir.

Martelli vd. (2012), Grapevine leafroll-associated viruses (GLRaVs), Clostoreviridae
familyasinda yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili bir virus grubudur. Bu viriis hastaliklarindan
GLRaV-2 Clostorevirus cinsine mensup iken GLRaV-1, -3, -4, -5, -6, -8 ve -9 Ampelovirus
cinsine mensuptur. Ancak GLRaV-7 herhangi bir cinse atanmamistir. Son zamanlarda
tanimlanmis olan GLRaV-Pr, GLRaV-De and GLRaV-Car ise ayn1 viriis grubu igeresinde yer
almaktadirlar. GLRaV-4, -5, -6 ve -9 serolojik olarak birbirleriyle iligkili olup biyolojik ve
epidemiyolojik Ozellikleri benzerlik gostermektedir. GLRaV-Pr, GLRaV-De, GLRaV-Car
viriisleri ayn1 genom yapist ve biiyiikliigline sahiptir. Bu viriislerin hepsinin tek bir tiiriin,

GLRaV-4'in genetik olarak farkli varyantlar1 oldugu fikrini desteklemektedir.

Asma yaprak kivrilma viriistine ait ilk veriler 19. yiizyilin ortalarima dayanmaktadir.
Bagslarda fizyolojik bozukluklar olarak kabul edilmis, Fransiz ve italyan edebiyatinda “Rugeau”
veya ‘“Rossore” olarak anilmis ve asma yapraklarinda erken kizarmanm gozlendigi
bildirilmistir. Asma yaprak kivrilma viriisti ekonomik 6nemi kisa bogum viriis hastaligindan az

olmakla birlikte asmada goriilen en yaygin viriis hastaliklarindandir (Martelli, 2014).



Belli vd. (1994), Grapevine leafroll associated closterovirus (GLRaV)'u asmadan
asmaya tagima denemelerinde Parthenolecanium corni ve Pulvinaria vitis'i vektor olarak
kullanmiglardir. 4 ay sonra P. vitis ile yapilan inokulasyonda inokule edilen 5 asmadan 2'sinde
bazi yapraklarda belirgin kizariklik ve kivrilmanm goriilmeye baslandigini bildirmislerdir.
Aragtiricilar yaptiklari hibridizasyon ve PCR testlerinde simptom gosteren 2 asmadan ekstrakte

edilen niikleik asitlerde GLRaV-III'iin varligini ve vektorle tasinabildigini teyit etmislerdir.

Milkus ve Goodman (1999), Missouri'de viriis ve viriis benzeri hastalik etmenlerinin
stirveyini ger¢eklestirmislerdir. Arastiricilar yapmis olduklari testler sonucunda GFLV, GFkV,
GVA, GLRaV-1 ve GLRaV-3'inii belirlemiglerdir. ELISA testleri sonucunda bazi Fransiz

hibritleri ve Amerikan gesitlerinde GLRaV-3 ile % 100 oraninda enfeksiyon saptamiglardir.

Monis ve Bestwick (1996), serada ve doku kiiltiiriinde yetistirilen enfekteli bitkilerde,
ELISA testi ile Grapevine leafroll associated closterovirus (GLRaV) -1, -2, -3 viriislerinin
tespit edilmesinde en iyi bitki dokusunu ve 6rnekleme zamanini arastirmiglardir. Viriislerin
bitki dokusunda diizensiz bir sekilde dagildigmni ve viriisiin en yliksek titredeki degerinin
genellikle bitkinin alt kisimlarinda bulundugunu bildirmislerdir. Viriislerle iligkili antijenleri

yil boyu alt gévde ve petiol 6rneklerinde belirlemislerdir.

Krastanova vd. (2000), cDNA klonlarindan E. coli’de ¢ogaltilan recombinant kilif
proteinlerin GLRaV-3’e spesifik poliklonal antiserum gelistirmek i¢in yaptiklar1 ¢alismada,
western blot ve immunosorbent elektron mikroskopta sonug elde etmislerdir. Elde edilen bu
antiserumun DAS-ELISA testindeki etkinligi antibadilerin farkli kombinasyonlar1 ile
karsilastirilmistir. ELISA testinin kaplama asamasi igin kullanilan As163’un ve enzim
konjugate asamasinda kullanilan monoklonal antibadi (MabNY1-1)’in en iyi sonucu verdigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda yaprak kivircikligi simptomlar1 gosteren bag
alanlarinda GLRaV-3’un varligmi kanitlamada As163 ve Mab’in oldukca etkili oldugu ileri

stiriilmiistiir.

Koklii ve Baloglu (2000) tarafindan Trakya Bolgesinde bazi tiziim ¢esitlerini igeren 421
asma bitkisinde GLRaV 1, GLRaV 2, GLRaV 3 ve GLRaV 7 enfeksiyonlarini arastirmislardir.
GLRaVs icin test edilen 421 bitkiden 268'i enfekteli bulunmus, en yiiksek enfeksiyon orani
GLRaV-1 (% 37,05)’de bulunmus, bunu GLRaV-3 (% 33,01), GLRaV-2 (% 7,83) ve GLRaV-

7 (% 4,03) viriisleri izlemistir.
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Cigsar, Digiaro ve Martelli (2002), Tirkiye'nin Giineydogu Anadolu Bolgesinde
(Adiyaman, Diyarbakir, Mardin, Sanlurfa, Elaz1g) ve i¢ Anadolu Bélgesinde (Nevsehir) viriis
ve viriis benzeri hastaliklar1 belirlemek amaciyla siirvey calismalar1 gergeklestirmislerdir.
Siirvey yapilan pek cok bolgede asma kisa bogum (yelpaze yapraklilik) belirtileri gdzlemisler
ve asma yaprak kivrilmasi belirtilerinin Adiyaman, Sanlwurfa ve Elazig'da 6zellikle Antep
Karasi, Humusi, Kohnu ve Siyah Kabarcik ¢esitlerinde goriildiigiinii bildirmislerdir. Test
ettikleri 535 6rnekten 296'siin (% 55,3) enfekteli bulundugunu, bunlarin % 11,4'iiniin en az 1
viriis % 43,9'unun birden fazla viriis ile enfekteli oldugunu bildirmislerdir. GVA'nin en yaygin
virlis oldugunu (% 42,4), bunu GLRaV-1'in (% 38,5), GFLV'in (% 10,7) ve GFkV'iin (% 7,1)
izledigini belirtmislerdir. GLRaV-3 test edilen 6rneklerde % 2,4 oraninda belirlenmistir.
GLRaV-2, GLRaV-6, GVB ve ArMV % 1'den daha diisiik oranlarda belirlenmis, GLRaV-7 ise

bu ¢alismada saptanmamustir.

Herrera Guido ve Madariaga Monica (2001), 1996-2000 yillar1 iretim mevsiminde
GFLV, GLRV, Tomato ringspot virus (ToRSV) ve Chery leaf roll virus (CLRV)’lerini
saptamak i¢in siirvey calismalar1 gerceklestirmislerdir. 33 bolgeden toplanan 16974 o6rnek
DAS-ELISA test yontemi ile testlenmis ve arastirma yapilan bdlgenin s6z konusu viriis
hastaliklar1 ile % 84.8 oraninda enfekteli oldugunu bildirmislerdir. Toplam yayginlik oraninin
ise GFLV i¢in % 0.2, ToRSV i¢in % 8.6, CLRV i¢in % 0.2 oraninda oldugu tespit edilmistir.
Ancak viriis yayginlik oranlarmin % 0- 72.6 smnirlar1 arasinda degiskenlik gosterdigine isaret
etmislerdir. Virlis yayginlik oranlarinin ¢ogaltim amaciyla kullanilan ana¢ materyallerde %
22.1 oraninda oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisamanin en belirgin sonucu olarak Orta Sili'deki en

yaygimn viriis TORSV olarak bildirilmistir.

Vingione, Meglioraldi, Cardoni ve Bablni (2003), asma hastaliklar ile iligkili viriislerin
Reggio Emilia baglarindaki farkl viriislerin varligi ve yaygmligini belirlemek amaciyla yapilan
bu calismada, spesifik bir hastalik belirtisine sahip olmayan 480 6rnek 1998 yilindan 2001
yilina kadar toplanmis ve Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine fleck virus (GFkV),
Grapevine leafroll associated viruses (GLRaV 1, GLRaV 3, GLRaV 6, GLRaV 7, GLRaV 2),
Grapevine virus A (GVA) ve Grapevine virus B (GVB) enfeksiyonlar1 agisindan ELISA ile test
edilmislerdir. Orneklerin % 601, dzellikle GLRaV-1, GLRaV-3 ve GVA agisindan pozitif
bulunmustur. Standart ve sertifikali ¢esitler arasinda bir fark bulunmamis, ancak Ancellotta ve

Lambrusco Salamino isimli iki gesit arasinda enfeksiyon oranlarinda farklilik lar belirlenmistir.
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Buzkan ve Walker (2004) yaptiklar1 ¢alismada asma 6rneklerinin mevsimsel olarak ve
icerdigi fenolik bilesikler nedeniyle diisiik virlis konsantrasyonlarinin  GFLV’nin
saptanmasindaki olumsuzlugu engellemek igin farkli ekstraksiyon metotlarinin etkinligini
denemislerdir. Bu amagla nematod vektorii Xiphinema index’in islah programlarinda kullanilan
5 farkli hibrit asma gesitlerini kullanmiglardir. Silika partikiil sispansiyonu ve fenol/kloroform
metodu ile ekstrakte edilen RNA’lari cDNA ve spesifik primerler kullanilarak PCR ile
cogaltilmistir. Silika metodu kullanilarak ¢ogaltilan RNA o6rnekleri PCR’da pozitif sonug
verirken fenol/kloroform metoduna dayal ekstraksiyondan elde edilen RNA’larin PCR testinde
negatif sonu¢ verdigini saptamiglardir. Etanol soliisyonu iceren silika metodunda silika
partikiillerinin fenolik bilesikleri bagladigini bu nedenlede bu metodun basarili oldugunu ileri

stirmiiglerdir.

Kominek ve Bryxiova (2005), Karlstejn'den otuz yedi asma yapraginda yaprak kivrilma
simptomlar1 gosteren viriisleri incelemislerdir. Bu amagla GLRaV-1, GLRVa-3, GFKV ve GVA
virtislerini DAS-ELISA, RT-PCR ve RNA problari ile molekiiler hibridizasyon kullanilarak
test etmislerdir. RT-PCR i¢in kullanilan primerlerin hedeflenen genom bdlgesinde degiskenlik
meydana geldiginde, RT-PCR ile tespitin daha az glivenilir olmasina neden olma ihtimalini
ortadan kaldiran ve potansiyel kiiclik dizi degiskenliginin iistesinden gelebilen RNA problarinin
GLRaV-1’nin tanisinda daha giivenilir oldugunu ileri stirmiislerdir. Ayrica arastiricilar, DAS-
ELISA testine gore ¢ok sayida GLRaV-1 ve GLRaV-3’nin karisik enfeksiyonlarini elde
etmislerdir. Buna karsin GLRaV-1, Grapevine virus A (GVA) ve Grapevine fleck virus
(GFkV)’lerinin neden oldugu bir adet karisik enfeksiyon ve GLRaV-1, GLRaV-3 ve GFkV

virtislerinin ise ¢oklu enfeksiyonlarinin daha az oldugunu belirlemislerdir.

Mahfoudhi, Habili, Masri ve Dhouibi (2007), dormant asma siirgiinlerinden ornekler
toplamiglar ve indirekt Biotin Stepravidin ELISA ile GLRaV-5'e 0zel antiserumlarla
testlemislerdir. Serolojik testler orneklerin % 47'sinin GLRaV-5 ile enfekteli oldugunu
gostermistir. GLRaV-5'in tanilanmas1 ve diger asma yaprak kivrilma viriislerinin belirlenmesi
amaciyla siddetli yaprak kivrilmasi belirtileri gosteren asmalardan 6rnekler almiglar ve 6 adet
ornegin RNA ekstraklarint RT-PCR testine tabi tutmuglardir. RT-PCR ve ELISA testlerinin
karsilastirmali sonuglar1 6 6rnekten 1’inin GLRaV-5 ve 6 ornekten 5’°inin ise GLRaV-9 ile

enfekteli oldugunu bulunmuglardir.

Romanazzi vd. (2007), 41 geside ait yash ve geng baglarda (2-6 yas), Grapevine virus
A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine fleck virus
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(GFkV), Grapevine leafroll-associated virus 1, 2, 3 ve 7 (GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3 ve
GLRaV-7) virlislerini immiinolojik testlere tabi tutmuslardir. Yasgh baglarda bitkilerin yarisi
GLRaV-1 ve GVA ile enfektelenmis, bunu GFkV (% 24,4), GLRaV-3 (% 14,4) ve GFLV (%
11,1) izlemistir. Ancak geng baglarda 4 bitkiden sadece 1’i GFkV, GLRaV-3 ve GLRaV-1 ile
enfekteli olarak bulunmus, bunlart GVA (%13,9) izlemistir. Verdiccio'da en yiiksek bulunma
oranma GVA ve GFkV ile ulagilmis (infekteli bitkilerin % 28-29'u), GLRaV-3 (% 24), GLRaV-
1 (% 18) ve GFLV (% 13)'nin diisiikk oranlarda bulundugu belirlenmistir.

Dida, Shehu ve Ruci (2017), Kosova’nin ekonomik potensiyele sahip bag alanlarinda
gergeklestirilen bu calismada asmada enfeksiyona neden olan viral hastalik etmenlerinden
GFLV, ArMV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GVA ve GVB viriislerinin varligi Vranac,
Smederevka, Prokup, Afuzali, Grocaka, Demir Kapi, Plovdina, Melika, Zhillavka ¢esitlerinde
arastirtlmistir. Bu amagla DAS-ELISA, Protein A-DAS ve Antijen direct binding-DASI
metotlar1 kullanilarak viral enfeksiyonlarin tanilar1 gergeklestirilmistir. S6z konusu viriislerin
varlig1 tim ¢esitlerde tespit edilmis ve spesifik antibadiler kullanilarak bag alanlarindaki
viriislerin tanilanmasinda kullanilabilecegi ve bitki sagligi ile ilgili galigmalara yon verebilecegi

bildirilmistir.

Akbas, Kunter ve Ilhan (2007) tarafindan Orta Anadolu'da asma yaprak kivrilmasinin
yayginlik oranlarmi belirlemek 9 ayr1 onemli bag alanlarinda siirvey c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Toplam 622 bitkide Grapevine leafroll-associated virus 1, 2, 3 ve 7
(GLRaV-1, -2, -3 ve -7) viriisleri arastirilmustir. 41 ¢esidin 27'sinde ve 622 6rnekten 95'inde (%
15,27) en az 1 viriis ile infeksiyon belirlenmistir. Bu ¢alismada GLRaV-1 en yaygn viriis (%
8,36) olarak belirlenmis, bunu GLRaV-3 (% 5,78), GLRAV-7 (% 3,86) ve GLRAV-2 (% 2,41)

izlemistir.

Zimmerman, Bass, Legin ve Walter (2008), asma yaprak kivircikligi ile enfekteli
serolojik olarak baglantili olmayan GLRV-1, GLRV-2, GLRV-3 and GLRV-4’¢ ait dort farkli
closterovirus benzeri partikiilleri izole etmislerdir. Bu partikiillere kars: tiretilen poliklonal
antibadiler enfekteli bitkilerin belirlenmesi ve karakterizasyonu i¢in kullanmilmistir. Dort
stereotipin kilif proteinleri SDS-PAGE yontemi ile karakterize edilmistir. GLRV-1, GLRV-2,
GLRV-3 ve GLRV-4’un kilif proteinlerinin molekiiler agirliklarinin 39 Kd, 26 Kd, 43 Kd ve
36 Kd olan tek bir protein tiriinii i¢erdigini kanitlamislardir. ELISA, Immuno elektron
mikroskop ve Immunobloting denemeleri sonucu dort partikiil arasinda serolojik iligki

saptanmamustir. Ancak Orta dogu ve Avrupa orijinli bircok bag alanindaki Vitis vinifera Pinot
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Noir ¢esidinde GLRV-1, GLRV-2, GLRV-3 ve GLRV-4’lerinin yaprak kivrilma simptomlar1
ve antijenik Ozellikleri agisindan ¢ok yakin benzerlikleri oldugunu kanitlamislardir. Bag
alanlarindan toplanan simptomsuz ve hastalikla enfekteli asma Orneklerinin de bu sonuglari
dogruladigmi 6zellikle GLRV-1 ve GLRV-3’nin en ¢ok yaygm antijenik 6zelliklere sahip

olduklarini tespit etmiglerdir.

Sahar, Youssef, Al-Dhaher ve Shalaby (2009), Vitis vinifera L. cv. Thompson
cekirdeksiz iiziim ¢esidinde GLRaV-1 ve GFLV'lerinin saptanmasinda DAS-ELISA ve RT-
PCR testini kullanmiglardir. Her iki metotla test edilen ve viriisden ari bitkiler 6 ay boyunca
meristem ug kiiltiirii kullanilarak iretilmistir. Odunsu kisim i¢in Benzilamin Purin (BAP) (1.5
mg L-1) ile bitki koklenmesi i¢in Indol Butirik Asit (IBA) (0.05 mg L-1) ile biiylime
saglanmistir. iklimlendirmeden dnce bitkiler DAS-ELISA ve RT-PCR ile testlenmis ve elde
edilen sonuglar dogrultusunda RT-PCR ile viriis indekslemenin giivenilir bir yontem oldugu

belirlenmistir.

Fiore, Prodan ve Pino (2009), Giiney Amerika'da yapilan bu ¢alismada, GFLV, GLRaV-
1, -2 ve -3, GVA ve GFkV’leri ile dogal olarak enfektelenmis asmalar yil boyunca aylik
gbozleme tabi tutulmustur. Eylil ayindan nisan ayma kadar bitkinin degisik donemlerinde
yaprak, yaprak sapi, kabuk ve tomurcuktan alinan érnekler alinarak ELISA ve RT-PCR test
metotlar1 ile testlenmistir. Odun ve kabuk kismindan almman 6rneklerin arastirilan viriislerin

tespitinde en 1yi sonucu verdigini tespit etmiglerdir.

Buzkan vd. (2010), Giineydogu Anadolu'da yapmis olduklar1 ¢alismada Grapevine
leafroll-associated virus-5 (GLRaV-5)’in siirveylerini gerceklestirmislerdir. GLRaV-5’in
varhigini tespit etmek i¢in Karaktersitik leafroll belirtileri gosteren bitkileri ve unlu bitleri
Planococcus ficus (Signoret) kullanarak RT-PCR testi ile testlemislerdir. Elde edilen sonuglar

dogrultusunda GLRaV-5 viriisiiniin varligini ilk kayit olarak saptamislardir.

Kaya, Erilmez, Paylan ve Erkan (2012), 2009- 2011 yillar1 arasinda Manisa ve izmir
illerinde yapmis olduklar1 siirvey calismalarinda Grapevine leafroll-associated virus-4
(GLRaV-4)'ini saptanmiglardir.

Jones, Rayapati ve Nita (2015), ABD'nin Virjinya eyaletinde ticari bag alanlarinda
Grapevine leafroll-associated virus-2 (GLRaV-2), Grapevine leafroll-associated virus-3
(GLRaV3), Grapevine fleck virus (GFkV) ve unlu bitlerin varhigini tespit etmek amaciyla 2009-

2011'de siirvey caligmalar1 yapmislar ve 77 bag alanindan 41 {iziim ¢esidini kapsayan 415
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ornegi RT-PCR testi ile testlemislerdir. GLRaV-2, GLRaV-3 ve GFkV sirastyla % 8, % 25 ve
% 1 enfeksiyon oranlarmi belirlemisler ve baglarin % 60'inin bu 3 viriisten en az biri ile

enfekteli oldugunu bulmuslardir.

Onder, Paylan ve Giimiis (2016), Ege Bolgesinde bagciligin yogun olarak yapildig:
illerde asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili virtisleri (GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3,
GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-7, GLRaV-9, GLRaV-Pr ve GLRaV-De) saptanmis ve bu
virlislere ait DNA dizilerinin referans izolatlar1 ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigini tespit

etmislerdir.

Erilmez ve Kaya (2016), asmadaki viral hastaliklarin ajanlarini tespit etmek igin
kullanilan farkli yontemlerin (DAS-ELISA ve RT-PCR) duyarliligini karsilastrmak igin
yaptiklar1 ¢alismada, Manisa ve Izmir illerinde bulunan baglarda 6rnekleme yaparak, viriis
belirtileri gosteren asmalardan toplam 50 6rnek almistir. Taze yaprak dokusu, kok, agac kabugu
ve bir yagindaki yesil aga¢ kabugu dokusundan alinan 6rneklerde RNA ekstraksiyonlar1 silika
bazli yontem kullanilarak ekstrakte edilmis ve elde edilen RNA’lar RT-PCR testi ile
testlenmistir. DAS-ELISA ve RT-PCR testinde GFkV, ArMV, GLRV 1, 2, 3 ve 4-9 viriislerinin

varligi kanitlanmistir.

Omeroglu (2016), Tekirdag bag alanlarindaki siyah iiziim cesitlerinde yapraklarda
kizarma ve geriye dogru kivrilma, beyaz tiziim ¢esitlerinde ise sararma ve geriye dogru kivrilma
seklinde belirtiler gosteren 298 omcadan alinan 6rneklerde DAS-ELISA testi ile GFLaVs’leri
arastirtlmistir. ELISA ile test edilen 298 bitki 6rneginden 82'si GLRaV-1 (% 27,5), 56's1
GLRaVv3 (%18,7), 81 GLRaV-2 (% 2,6), 1'i GLRaV-5 (% 0,3) ile enfekteli bulunmustur.
Calismada 6rneklerin 20'si GLRaV-2 + GLRaV-3, 3'i GLRaV-1 + GLRaV-2, 2'si GLRaV-2 +
GLRaV3, 1'i GLRaV-1 + GLRaV-5, 2'si ise GLRaV-1 + GLRaV-2 + GLRaV-3 viriislerinin
¢oklu enfeksiyonlari tespit edilmistir. Ornek alinan ilgeler arasinda en yiiksek enfeksiyon orani
(% 62,2) Sarkoy ilgesinde belirlenmistir. Cesitler dikkate alindiginda toplamda en yiiksek
infeksiyon % 90 oraninda Y apincak ¢esidinde belirlenmis, bunu % 86,7 ile Alfons lavelle ¢esidi
izlemistir. Calisma sonucunda sadece Chardonnay cesidinde GLRaV ile pozitif sonug¢ elde

edilmemis, Siraz ¢esidinde ise sadece 1 adet enfekteli bitki belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Siirvey Calismalari

Tekirdag ili Merkez Siileymanpasa ilgesi ile Sarkoy ve Malkara ilgelerindeki bag tiretim
alanlarinda 2018 yili Temmuz ve Agustos aylarinda siirvey calismalar1 gergeklestirilmistir.
Arastirma alanindaki bag iiretim alanlarinin diginda sistemik viriis simptomlar1 sergileyen ev
bahgelerindeki asmalarda da gozlemler yapilmistir. Bu kapsamda Tekirdag ili Merkez
Siileymanpasa il¢esine bagli Barbaros mahallesi, Naip ve Nusrath koyleri ile Sarkody ilgesine
bagli Ugmakdere, Idebaglari, Cinarli, Kirazli, Eriklice, Giizelkdy, Yukar: kalamis, Asagi
kalamis, Cengelli, Yorgiic ve Yaya koyleri, Malkara ilgesi Ibribey koyiindeki bag iiretim

alanlar1 bu ¢aligsmanin arastirma alanini olusturmustur.
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3.1.2. Hastalikh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Calisma alanini kapsayan Tekirdag ilinin ii¢ ayri ilgesindeki bag iiretim alanlari
gezilerek; yapraklarda kizarma, sarilik, nekroz, geriye dogru kivrilma, sekil bozuklugu ve
bodurluk simptomlar1 sergileyen 256 adet asma yaprak Ornekleri toplanmis ve hastalik
belirtilerinin fotograflari ¢ekilerek kayit altina alinmistir. Arazi galismalar1 esnasinda toplanan
enfekteli yaprak ornekleri etiketli polietilen torbalara konularak buz kutusu igerisinde Namik
Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii, Molekiiler Fitopatoloji ve Viroloji
Laboratuvarina getirilmistir. Toplanan yaprak materyalleri serolojik ve molekiiler testler
uygulanincaya kadar —20 °C’de ¢alisan derin dondurucuda muhafaza edilmislerdir. Siirveyler
esnasinda toplanilan yaprak oOrnekleri serolojik ve molekiiler testlerde materyal olarak

kullanilmastir.

3.1.3. DAS-ELISA Testinde Kullanilan Materyaller

Siirvey alanindan toplanan 256 adet omcadan toplanan yaprak 6rnekleri DAS-ELISA
testinde materyal olarak kullanilmistir. DAS-ELISA testinde Grapevine leafroll virus-3
(GLRaV-3), Grapevine leafroll virus-6 (GLRaV-6) ve Grapevine fan leaf virus (GFLV)
poliklonal antiserumlar, pozitif ve negatif kontroller (AGDIA), porselen havan ve havan eli,

ELISA plate’leri, pipetler, ependorf tiipler, cam malzemeler kullanilmstir.

3.1.4. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) Testinde Kullanilan
Materyaller

Calisma materyalini olusturan asma yaprak Orneklerinden karakteristik viriis
simptomlar1 sergileyen 6rnekler arasindan GFLV i¢in DAS-ELISA testinde negatif kontrollerin
absorbans degerinin iki katma yakin absorbans degerleri veren enfekteli yaprak 6rnekleri RT-
PCR testi igin se¢ilmistir. Boylece toplam 20 adet enfekteli yaprak ornekleri GFLV nin DAS-
ELISA testindeki sonuglarmi dogrulamak amaciyla RT-PCR testinde materyal olarak
degerlendirilmiglerdir. Total niikleik asit izolasyonu Foissac, Svanella- Dumas ve Gentit
(2001)’in 6nerdigi yontemde kullanilan kimyasallar Invitrogen (CA, USA) firmasindan temin
edilmistir. cDNA sentezi Fermentas (NY, USA) firmasindan satin alinan cDNA sentez kiti ile
gerceklestirilmistir. PCR islemi igin gerekli olan PCR bilesenleri ise yine Invitrogen (NY,

USA) firmasmdan temin edilmistir.

17



3.2. YONTEM

3.2.1. Arazi Gozlemleri ve Enfekteli Bitki Materyalinin Elde Edilmesi

Tekirdag ili Merkez Siileymanpasa ilgesi ile Sarkoy ve Malkara il¢elerindeki bag tiretim
alanlarinda gergeklestirilen siirvey ¢aligmalarinda bag tiretiminin yapildig arazilere kosegenler
dogrultusunda girilerek simptom gosteren omcalardan 6rnekler alinmigtir. Her omcadan 3-4
adet yaprak ornegi alinip tek bir 6rnek kodu verilerek polietilen torbalara konulmus ve buz
kutusu icersinde laboratuvara getirilmistir. Toplanan enfekteli yaprak &rnekleri -20 °C’de
testleninceye kadar muhafaza edilmistir. Bu kapsamda Tekirdag ilinde en fazla iiziim
iretiminin yapildig1 Sarkdy ilgesi ve koylerinde ayrica Merkez Siileymanpasa ilgesine baglh
Barbaros mahallesi, Naip ve Nusrath koylerindeki bag alanlarinda gelisme geriligi, bodurluk,
kizarma, sarilik ve kisa meyve salkimi olusturan belirtiler en yaygin belirtiler seklinde
gozlenmigtir. Gozlenen simptomlar dogrultusunda bag alanlarindan toplanan orneklerin
dagilimi Cizelge 3.1.’de verilmistir. Buna gore Siileymanpasa ilgesinden 105 yaprak 6rnegi,
Sarkdy ilcesinden 146, Malkara ilgesinden ise 5 yaprak ornegi olmak iizere toplam 256 adet
simptom goOsteren yaprak Ornekleri toplanmistir. Arazi ¢aligmalar1 esnasinda 6rnek alinan

arazilerde ¢esit ismi bilinen 6rneklerin adlari ¢izelgede gdsterilmistir.

Cizelge 3.1. Tekirdag ili ve ilgelerindeki bag iiretim alanlarindan toplanan 6rneklerin alindigi
yer, ¢esit ad1 ve 6rnek adedi

Ilce ady Belde, koy adi Cesit ad1 Toplanan Ornek
adedi
Stileymanpasa Naip - 4
Stileymanpasa Barbaros - 2
Sarkoy Ugmakdere Alphonse Lavellee 1
Sarkoy Cmarli-Kirazh Red Globe- 22
Alphonse Lavellee
Sarkdy Giizel koy Merlot Saraplik 12
Sarkoy Kirazl Cardinal 9
Sarkoy Ug¢makdere - 8
Sarkoy Idebaglar1 - 24
Sarkoy Eriklice - 7
Sarkoy Asagikalamig - 10
Sarkoy Yukarikalamig - 9
Sarkdy Cengelli - 9
Sarkdy Y orgii¢ - 15
Sarkdy Yayakoy - 20
Malkara Ibribey - 5
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Siileymanpasa Nusrath Italia 5
Stileymanpasa Nusratlt Gamay 6
Stileymanpasa Nusratlt Kozak Siyahi 1
Siileymanpasa Nusrath Superior Seedless 2
Stileymanpasa Nusratlt Hatun Parmagi 7
Stileymanpasa Nusratlt Pinot Noir 3
Stileymanpasa Nusratlt Hamburk Misketi 1
Stileymanpasa Nusratlt Ata Saris1 3
Siileymanpasa Nusrath Alicante Bouchet 2
Stileymanpasa Nusratlt Ugni Blanc 1
Siileymanpasa Nusrath Manda Go6zii 2
Stileymanpasa Nusratlt Gewiirztraminer 2
Stileymanpasa Nusrath Madame jean 2
mathias
Siileymanpasa Nusrath Tekirdag 1
cekirdeksiz
Stileymanpasa Nusratl Zinfandel 2
Stileymanpasa Nusratl Semillon 1
Stileymanpasa Nusratl - 58
Toplam 15 20 256

3.2.2. Serolojik Test Yontemi (DAS-ELISA Testi)

Siirvey alanindan toplanan simptom gdsteren 256 adet asma yaprak Ornekleri DAS-
ELISA testine tabi tutulmustur. Toplanan yaprak orneklerinde; Grapevine leafroll associated
virus-3 (GLRaV-3), Grapevine leafroll associated virus-6 (GLRaV-6) ve Grapevine fan leaf
virus (GFLV) hastaliklarmin varligini saptamak tizere Clark ve Adams (1977)’in temel alindig1
yontemde gerceklestirilen Double-antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay
(DAS-ELISA) testi, antiserumlarin temin edildigi AGDIA (Elkhart, Indiana — USA) firmasinin

onerdigi prosediire gore gergeklestirilmistir. Buna gore;

- Kaplama tampon ¢6zeltisi i¢erisinde 1/200 oraninda seyreltilen y-globulin, ELISA
platelerinin her bir ¢ukuruna 100 pl konulmus ve nemli bir kutu igerisine yerlestirilen plateler
37 °C’de ¢alisan inkiibatorde 2 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra plateler
icerisindeki s1vi bosaltilmis ve yikama tampon ¢ozeltisi (1x PBST) ile 2 kez yikama islemi

gerceklestirilmistir.

- Calisma materyali olarak toplanan asma yaprak oOrnekleri steril porselen havan

icerisinde 1/10 oraninda ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi eklemek suretiyle ezilmis ve bitki
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Ozsular1 elde edilmistir. Cam tiipler igerisine konulan ekstraktlar karistirilmak suretiyle ELISA
platelerinin her bir gukuruna 100 pl’lik miktarlarda ve iki tekerriirlii olacak sekilde konulmustur
(Sekil 3.2). Her bir viriise ait pozitif ve negatif kontroller de 100 pl‘lik miktarlarda ELISA
platelerinin sol ¢ukuruna iki tekerriirlii olacak sekilde yerlestirilmis ve ELISA plateler nemli
bir kutu icerisine konularak +4 °C’de bir gece inkiibe edilmislerdir. inkiibasyondan sonra bitki
ekstraktlart bosaltilmis ve 5 kez yikama tampon ¢ozeltisi (1x PBST) ile yikama iglemi
gergeklestirilmistir.

Sekil 3.2. Porselen havanlarda ezilerek elde edilen bitki ekstraklar

- Enzimle isaretli y globulin (Konjugate) 1/100 oraninda konjugat tamponu ile
seyreltilmis ve 100 pl‘lik miktarlarda platelerin her bir ¢ukuruna konulmustur. Nemli kutu
icerisine yerlestirilen plateler 37 °C’de ¢alisan inkiibatdrde 2 saat siire ile inkiibe edilmislerdir.

Inkiibasyon siiresi sonunda plateler ytkama tampon ¢ozeltisi (1x PBST) ile 5 kez yikanmustir.

- Substrat tamponu ile 1 mg/ml p-nitrophenyl phosphate 100 pl‘lik miktarlarda

platelerin ¢ukurlarma konulmus ve 37 °C’de inkiibatore edilmiglerdir.
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Sekil 3.3 DAS-ELISA testinde ELISA platelerinin yikanmasi iglemi

- Sonuglar 60-120 dakika sonunda ilk olarak gorsel daha sonra da ELISA okuyucusu
(Thermo-Multiskan FC)’nda 405 nm dalga boyundaki absorbsiyon degerleri okunarak

degerlendirilmistir.

-Ancak enfekteli oldugundan siiphe edilen asma yaprak Orneklerindeki viriis
konsantrasyonlar1 diigiik oranlarda oldugundan plateler buzdolabinda + 4 °C’de 1 gece daha
bekletilmistir. Daha sonra ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda tekrar okutularak
absorbans degerleri kayit altina alimmistir. Negatif kontrol degerlerinin iki katindan daha

yiiksek absorbans degerleri pozitif olarak kabul edilmistir.

3.2.3. Molekiiler Test Yontemi (RT-PCR Testi)

Yapraklarda kizarma, sarilik ve sekil bozuklugu simptomlar1 sergileyen ve DAS-ELISA

testinde pozitif reaksiyon veren ve ayrica negatif reaksiyonun iki katina yakin absorbans
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degerine sahip 20 adet enfekteli yaprak 6rnekleri GFLV ’nu saptamak amaciyla RT-PCR testine

tabi tutulmuslardir.

3.2.3.1. Total Niikleikasit Ekstraksiyonu

Viriis belirtisi sergileyen 20 adet enfekteli yaprak Orneklerinin total niikleik asit
ekstraksiyonlar1 Foissac vd. (2001) tarafindan onerilen yonteme gore yapilmistir. Buna gore
100 mg bitki materyali 1ml ekstraksiyon tamponu ile steril havan igerisinde ezilerek
homojenize edilmistir. Steril ependorf tiipler igerisine 500 pl hacimdeki 6zsu konularak
tizerlerine 100 pl miktarlarda % 10’luk Sodium lauryl sarcosyl soliisyonu ilave edilmis ve tiipler
ara sira sallanmak tizere 10 dakika siireyle 70 °C’de inkiibe edilmislerdir. Daha sonra 5 dakika
stireyle buza daldirilan tiipler sogutulmustur. Tiipler 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra sivi fazin 300 pl’si daha onceden hazirlanmis eppendorf tiiplere transfer
edilmis ve igerisine 150 ul ethanol, 25 ul silica siispansiyonu ve 300 ul 6 M Sodium iodin ilave
edilmistir. Karigim, sallayic1 platform tizerinde oda sicakliginda 10 dakika siireyle inkiibe
edilmistir. Tiipler 6000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra iistteki sivi faz atilmis ve 500
pl yikama tamponu ile olusan peletler yikanmistir. Tiipler 6.000 rpm’de 1 dakikalik
santrifiigasyona tabi tutulduktan sonra ikinci defa eppendorf tiiplerdeki peletler ayn1 hacimdeki
yikama tamponu ile yikanmustir. Elde edilen peletler, 150 upl RNase-free su ile
¢Oziindiiriildiikten sonra ve 4 dakika 70 °C’de inkiibe edilmistir. Tiipler 3 dakika 14.000 rpm
de santriflij edildikten sonra, siv1 faz yeni hazirlanan ependorf tiiplere transfer edilerek, pelletler
atilmistir. Elde edilen total niikleik asit, complementer DNA (cDNA) elde edilinceye kadar —
20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.2. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) Testi

3.2.3.2.1. Complementer DNA (cDNA) Sentezi

cDNA sentezi, kitin satin alindig1 firmanin (Fermentas) prosediiriine uygun olarak
yapilmigtir. Niikleaz-free microsantrifiij tiip icerisine asagidaki bilesenler eklenmistir.

2 ul total RNA
1 ul reverse primer (100 pmol/pul)
9 ul RNAse free su

eklenerek 12 pl’ye tamamlanmig ve elde edilen karigim vortekslenerek 65 °C’de 5 dakika

inkiibe edilmis ve hizla buza daldirilarak sogutulmustur.
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4 ul 5X First strand buffer

1 pl Ribonukleaz inhibitor

2 Wl dNTPs (10 mM)

1 pl Revers transkriptaz enzim

eklenmek suretiyle elde edilen 8 ul’lik hacimdeki bilesenler tiiplere aktarilmis ve mikropipetle
asag1 yukari gekmek suretiyle karistirilmistir. 42 °C’de 1 saat siire ile inkube edilmis ve daha
sonra 70 °C’de 5 dakika bekletildikten sonra elde edilen cDNA, PCR islemi yapilincaya kadar
— 20 °C’de saklanmustir.

3.2.3.3.  Polymerase Chain Reaction (PCR) Testi

PCR reaksiyonu i¢in PCR tiipleri igerisine her bir 6rnege ait 2.5 ul 10x Reaction buffer,
3.75 Wl MgClz (25 my), 1 pul ANTPs (10 mp), 1l (F:5'-GAACTGGCAAGCTGTCGTAGAA-
3), 1 ul (R:5-GCTCATGTCTCTCTGACTTTGACC-3") primerleri, 0.2 pl Tag DNA
polymerase enzyme (MBI Fermentas), 2 ul cDNA ve 13.55 ul RN Ase free su eklenerek Thermo
PCR aletine (Waltham-MA, USA) yerlestirilmistir. GFLV genomunun kilif protein gen
bolgesine spesifik 350 niikleotidlik bolgeyi ¢ogaltmak i¢in kullanilan primer ¢ifti I.D.T. (lowa,
USA) firmasmdan temin edilmistir. PCR ile cDNA’nin ¢ogaltim1 Cizelge 3.2.’de gosterilen

sicaklik araliklarinda gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.2. GFLV hastaliginin PCR ile ¢ogaltiminda uygulanan sicaklik araliklar1

Uygulanan Sicaklik Arahklari Beklenen fragment
Viriisiin Ad1 —— —— —— uzunlugu
1 dongii 40 dongii 1 dongii
94 °C 30 sn
GFLV 94°C 1ldk 55 °C 30 sn 72°C 7 dk 350 bp
72°C 30sn

3.2.3.4. % 2’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

2 gr Agaroz, 100 ml 1x TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu igerisinde mikrodalga
firinda 3-4 dakika stireyle 1sitilmistir. Diiz bir zemin {lizerindeki jel tabagina yiiklenecek 6rnek
sayisina uygun jel taragi yerlestirilmistir. Hazirlanan jel, jel tabagina kabarcik olusturmayacak
sekilde dikkatle dokiilmistiir. 20-30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra katilasan jel,
icerisinde 1x TAE tamponu bulunan jel tanki igerisine yerlestirilmistir. Parafilm iizerinde 5 pl
yiikkleme tampon ¢ozeltisi ve 10 pl PCR {iriinii konularak karistirilmis ve jelin ¢ukurlarma
yiiklenmistir. Jelin ilk ¢ukuruna 3 pul DNA marker (100 bp) yiiklendikten sonra 100 volt’luk bir

akimda 40-50 dakika siire ile elektrofroze tabi tutulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Arazi Cahsmalarma fliskin Bulgular

Tekirdag ilinde bag {iiretiminin yogun olarak yapildig1 Siileymanpasa, Sarkdy ve
Malkara ilgelerindeki bag alanlarinda ve bazi ev bahgelerindeki omcalarda gelisme geriligi,
bodurluk, kizarma, sarilik, yaprak kenarlarinda dislilik, sekil bozukluklar1 ve kisa meyve
salkimi seklinde belirtiler en karakteristik belirtiler olarak dikkati ¢ekmistir. Sekil 4.1.’de
goriildiigii lizere Tekirdag ili Sarkdy ilgesindeki yol kenarindaki tipik kizarma ve sekil

bozuklugu gosteren viriitik Simptomlarin her bir omcayi etkiledigi gozlenmistir.

T

Sekil 4.1. Tekirdag ili Sarkoy ilgesinde yol kenarindaki enfekteli bag alaninin goriiniimii

Aragtirma kapsami icerisinde yer alan Tekirdag ili Siileymanpasa ilgesindeki Nusrath
koyiinde omcalarda kisa bogum hastaliginin karakteristik belirtilerinden sarilik, yaprakta
dislilige neden olan yelpaze yaprak olusumu, kisa bogum ve mozaik belirtilerinin en

karakteristik belirtileri gozlemlenmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6).
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Sekil 4.2. Tekirdag ili Stileymanpasa ilgesindeki Nusratlt Koyiinde yapraklarda tipik sarilik ve
kizariklik belirtileri

Sekil 4.3. Tekirdag ili Stileymanpasa ilgesindeki Nusratli koyiinden alinan asma ¢esidindeki
yaprak formu ve simetrisinin bozularak yapragin yelpaze seklinin olustugu tipik belirti
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Sekil 4.4. Tekirdag ili Siileymanpasa ilgesindeki Nusrath kdyiinden alinan yaprak 6rneginde
kisa bogum olusumu, sagdaki yaprak saglikli yaprak ornegi

N

Sekil 4.5. Tekirdag ili Siileymanpasa ilgesindeki Nusrath koyiindeki asma yapraklarinda
mozaik ve sarilik belirtileri
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Tekirdag ilinde saraplik {iziim gesitleri iiretimi agisindan 6nemli bir konuma sahip olan
ve bagciligin yogun olarak yapildig1 Sarkdy ilgesindeki bag alanlarinda s6z konusu tipik viriitik

belirtilerden yelpaze yaprak olusumu, kizarma ve yaprak ayasinm asagi dogru kivrilmasi

sonucu olusan simptomlar bazi liretim alanlarinda yaygin sekilde goriilmiistiir (Sekil 4.5, Sekil

4.6).

Sekil 4.6. Tekirdag ili Siileymanpasa ilgesindeki Nusrath koyiindeki asma yapraklarinda,
yaprak formu ve simetrisinin bozularak yapragin yelpaze seklinin olustugu tipik belirti
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Sekil 4.8. Tekirdag ili Sarkdy ilgesindeki bir liretici bagindaki omcada yapraklarda kizarma ve
yaprak ayasinin asagi dogru kivrilmasi
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Sekil 4.9. Tekirdag ili Sarkoy ilgesi, Asag1 Kalamis kdylindeki bir iiretici bagindaki omcada
tipik kizarma va yaprak kivrilma belirtileri

Siirveyler esnasinda karakteristik viriis belirtileri gozlenen bag alanlarinda verimin
olaganiistii diistiigli gozlenmis ve bazi1 bag alanlarinda omcalarda yapraklarda oldukea kiictik,
bogum aralar1 kisa ve bodur omca olusumu dikkati ¢ekmistir. Ayn1 zamanda siirvey alani
icerisinde yer alan arazilerde cogunlukla kiiclik bag alanlarmin varhigr dikkati ¢ekmistir.
Ozellikle bazi ev bahgelerinde hobi amacli iiziim ¢esidi yetistiriciliginin ilde yaygim hale geldigi

gozlenmistir.
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4.2. DAS-ELISA Test Sonuclar

Tekirdag ili merkeze bagli Siileymanpasa, Sarkdy ve Malkara ilgeleri ve koylerindeki
bag iiretim alanlarindan toplanan toplam 256 adet simptomatik yaprak drneklerine uygulanan
DAS-ELISA testi sonuglara gore 60 6rnegin Grapevine leafroll associated virus-3 (GLRaV-3)
ile 7 6rnegin ise Grapevine fan leaf virus (GFLV) ile enfekteli olduklar1 tespit edilmistir. Bu
sonuclara gore ilge bazinda degerlendirildiginde bag liretimi agisindan 6nemli bir konuma sahip
olan Sarkdy il¢esinden alman toplam 146 6rnekten 48 adet 6rnek GLRaV-3 ile enfekteli iken
sadece Cmarli-Kirazlidan alman 1 adet 6rnegin GFLV ile enfekteli oldugu saptanmistir.
Tekirdag ili Merkez Siileymanpasa ilgesinde bulunan Nusratli kdyiinden alinan toplam 105 adet
ornekten 12 adedi GLRaV-3 ile enfekteli bulunurken 6 6rnegin ise GFLV ile bulasik oldugu
tespit edilmistir. Her iki viriis yoniinden bulasiklik ¢esitler agisindan degerlendirildiginde 2 adet
Pinot Noir, 2 adet Gamay, 1 adet Alicante Bouschet, 1 Zinfandel, 1 Semillon, 1 Red Globe-
Alphonse, ¢esit adi bilinmeyen 52 adet 6rnek GLRaV-3 ile enfekteli bulunmustur. Bununla
birlikte 1 adet Manda gozii, 1 Gevurztraminer, 1 Gamay, 1 Hatun Parmagi, 1 Red Globe-
Alphonse, 2 adet adi bilinmeyen ¢esidin ise GFLV ile enfekteli oldugu saptanmustir. Sarkoy
ilcesindeki enfeksiyon orani1 % 33.56, Siileymanpasa ilgesindeki enfeksiyon oram1 % 17.14
olarak belirlenmistir. Toplam il diizeyindeki enfeksiyon orani ise % 26.17 olarak tespit
edilmistir. Malkara ilgesi, Ibribey kdyiinden alinan 5 adet simptom gdsteren drneklerde GFLV,
GLRaV-3 ve GLRaV-6 virusleri saptanmamustir. Ancak arastirma alanindan toplanan 256 adet
ornegin higbirinde GLRaV-6 saptanmamustir.
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Sekil 4.10. DAS-ELISA testinde pozitif reaksiyon veren drneklerin goriiniimii
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4.3. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) Test Sonuglari

Yapraklarda kizarma, sarilik ve sekil bozuklugu simptomlar1 sergileyen ve DAS-ELISA
testinde GFLV i¢in pozitif reaksiyon veren ve negatif reaksiyonun iki katina yakin absorbans
degeri gosteren 20 adet enfekteli yaprak orneklerinin RT-PCR ile testlenmesi sonucunda 11
adet 6rnegin GFLV ile enfekteli oldugu saptanmistir. GFLV nin kilif protein gen bdlgesine
spesifik 350 bp’lik bir fragment elde edilmistir. Boylece RT-PCR testi sonuglarina gére Nusratl
koylinden ahnan 1’er adet Manda Goézii, Gewiirztraminer, Hatun parmagi, Red Globe-

Alphonse, Gamay ¢esidi ile 6 adet ad1 bilinmeyen ¢eside ait 6rneklerde GFLV saptanmustir.

Cizelge 4.1. Tekirdag ili bag {iiretim alanlarindan toplanan enfekteli yaprak orneklerine
uygulanan DAS- ELISA ve RT-PCR test sonuglari

Viriis adi Ornek ngekteli
Adedi Ornek
Tice Ad Mevki, kéy Cesit adh adedi
ady GLRaV- | GLRaV- | GFLV | GLRaVv3
3 6 +GFLV
Sarkoy Ucmakdere = 6 8 6

Ugmakdere Alphonse 1

Lavellee
Cmarhi-Kirazli | Red Globe 1 1 22 2

Alphonse

Lavellee
Giizelkoy Merlot 12
Cmarhi-Kirazli | Cardinal 9
Idebaglar - 9 24 9
Eriklice - 3 7 3
Asagikalamig | - 7 10 7
Yukarikalamis | - 2 9 2
Cengelli - 4 9 4
Yorgiic - 5 15 5
Yayakdy - 11 20 11

Siilleymanpasa | Nusrath Manda Gozii 1 2 1

Nusrath Gewlirztraminer 1 2 1
Nusratlh Gamay 2 1 6 3
Nusrath Hatunparmagi 1 7 1
Nusrath - 5 6 1 58 11
Nusratli Pinot Noir 2 8 2
Nusratl Alicante Bouchet 1 2 1
Nusratli Zinfandel 1 2 1
Nusratli Semillon 1 1 1
Nusratli Kozak Siyahi 1
Nusratli Superior Seedless 2
Nusratl Hamburk Misketi 1
Nusrath Ata Sarisi 3
Nusrath Ugni Blanc 1
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Nusratlt Madame jean 2
mathias
Nusratl Tekirdag 1
Cekirdeksiz
Naip - 4
Barbaros - 2
Malkara Ibribey - 5
Toplam 14 20 60 11 256 71
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5. TARTISMA VE SONUC

Bag alanlar1 ve lizim tiretiminde diinyanin énemli iilkeleri arasinda yer alan Tiirkiye’de
iklim kosullarinin uygun olmas1 ve heterozigot bir yapiya sahip olan asmanin ¢ok genis ¢esit
ve tip zenginligine sahip olmasi nedeniyle bagcilik iiretimi 6nem tasimaktadir. Nitekim tilkemiz
kuzey yarim kiirede 360 ile 420 arasinda bulundugundan dogal sartlar1 bakimindan bagcilik
icin optimum olanaklara sahiptir (Oraman, 1965). Su ana kadar 1200’{in iizerinde {iziim ¢esidi
veya tipinin de mevcut oldugu bilinmektedir. Tiirkiye’de yillik 1200-2600 mm yagis alan Dogu
Karadeniz Bolgesinin sahil kesimi diginda Vitis vinifera L. bagcilig1 yapilmakta olup, iireticinin
istihdam kaynagi olmas1 nedeniyle ekonomik agidan da 6nem tasimaktadir (Celik ve Odabasi,
1998). Ancak tiretimi bu denli onemli olan bag alanlarinda viriis hastalik etmenleri tiziim verim
ve kalitesini diisiiren 6nemli etmenler olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Su zamana kadar
Tirkiye’de baglar1 tehdit eden 15 wviriis hastaligimin ve bunlardan Zirai Miicadele Teknik
Talimat1 hazirlandigi bildirilmistir (Akbas vd., 2007). Buna bagli olarak Gida Tarmm ve
Hayvancilik Bakanligi'nm 2010 yili “Meyve ve Asma Fidan1 ile Uretim Materyallerinde, Bitki
Saglig1 Standartlar1 Talimatnamesine gore sakinilmasi ve onlem alimmasi gereken 7 virlis ve
viriis benzeri hastaligin bulundugu bildirilmistir. Bu hastalik etmenlerinden; Kisa bogum viriis
hastaligi: Grapevine fanleaf virus (GFLV) ve Asma yaprak kivrilma viriis kompleksi:
Grapevine leafroll associated viruses (GLRaV 1-9) bu listede yer alan 6nemli viral hastalik
etmenlerindendir. Asma yaprak kivrilma virtisii (GLRaV)’ne ait ilk veriler 19. yiizyilin
ortalarina dayanmakta olup, baslarda fizyolojik bozukluklar olarak kabul edilen bu hastaligin,
kisa bogum viriis (GFLV) hastaligindan kaynakladig1 ve asmada goriilen en yaygin viriis

hastaliklarindan biri oldugu bildirilmistir (Martelli, 2014).

Trakya Bolgesi’nin Tekirdag ili Merkez Siileymanpasa ilgesi ile Sarkoy ilgesi uygun
iklim kosullar1 nedeniyle bagcilik iiretiminde O6nemli bir yer tutmaktadiwr. Ancak virlis
hastaliklar1 bagta olmak iizere ve diger patojenik etmenler ve zararlhlarm olusturdugu verim ve
kalite kayiplar1 bagciligin eski cazibesini kaybetmesine neden olmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda
Tekirdag ili ve lig ilgesindeki bag tiretim alanlarinda kapsamli siirveyler yapmak suretiyle bag
virlislerinden 6nemli {i¢ virlis hastaligi Grapevine fanleaf virus (GFLV), Grapevine leafroll
associated virus-3 (GLRaV-3) ve daha oOnce ilde saptanmamis olan Grapevine leafroll
associated virus-6 (GLRaV-6) virlis hastaliklar1 aragtirilmistir. Stirvey ¢alismalarinda
bagciligin 6nem tasidigi Tekirdag ili Merkez Siileymanpasa ve Sarkdy ilcelerindeki bag

alanlarinda karakteristik viriis simptomlarindan gelisme geriligi, bodurluk, kizarma, sarilik,
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yaprak kenarlarinda dislilik, yelpaze yaprak olusumu, sekil bozukluklar: ve kisa meyve salkimi
seklinde belirgin simptomlar gortilmistiir (Sekil 4,2, 4,3,4.4, 4.5,4.6,4,7,4.8, 4.9). Ayni sekilde
hobi amagli iizim yetistiriciligi yapilan ev bahgelerinde de ayni simptomlarin varlig: dikkati
¢ekmistir. GFLV’nin ti¢ farkli izolatinin neden oldugu ¢ tip karakteristik belirtiden yelpaze
yaprak olusumu, bogum aralarinda kisalma, yassilasma ve yapraklarda sarilik ve damar
bantlagmas1 simptomlar1 Oliver ve Fuchs (2011) tarafindan tanimlanmustir. Trakya Bolgesi’nde
yapilan Onceki ¢alismalarda da bag alanlarinda yapraklarda sararma, mozaik, kivrilma, renk
degisimleri, bogum aralarinda kisalma, zigzag dallanma, salkimlarda irili ufakli meyve
olusumu, bodurlagma gibi viriis belirtilerinin yaygin sekilde goriildigii bildirilmis olup
Grapevine fanleaf virus (GFLV) ve bu viriisiin vektorii nematod tiirlerinden Xiphinema index
ve Xiphinema pachtaicum tiirleri Tiilek (2014) tarafindan tanilanmistir. Ayrica Tekirdag ili bag
iiretim alanlarindaki siyah iiziim c¢esitlerinde yapraklarda kizarma ve geriye dogru kivrilma,
beyaz iliziim ¢esitlerinde sararma ve geriye dogru kivrilma seklinde belirtilerin Grapevine
leafroll associated virus-1 (GLRaV-1), GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-5, GLRaV-7 viriisleri
DAS-ELISA test yontemi kullanilarak tespit edilmistir (Koklii ve Baloglu 2000; Omeroglu
2016). Ege Bolgesi'nde bagciligin yogun olarak yapildigi illerde GLRaV-1, GLRaV-2,
GLRaV-3, GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-7, GLRaV-9, GLRaV-Pr ve GLRaV-De saptanmistir
(Erilmez ve Kaya, 2016; Kaya vd., 2012; Onder vd., 2016). Giineydogu Anadolu Bolgesinde
GLRaV-5, Orta Anadolu Bolgesinde GLRaV-1, -2, -3 ve -7 viriisleri saptanmustir (Akbas vd.,
2007; Buzkan vd., 2010).

Bagciligin yogun oldugu Tekirdag ili ve {i¢ ilgesinden toplanan 256 adet karakteristik
viriis simptomlar1 gosteren orneklerde DAS-ELISA testi sonuglarina gore 67 adet 6rnegin
enfekteli oldugu saptanmistir. Bu baglamda 60 6rnegin Grapevine leafroll associated virus-3
(GFLV-3) ile 7 ornegin ise Grapevine fan leaf virus (GFLV) ile enfekteli olduklar1 tespit
edilmistir. 1 6rnekte ise GLRaV-3 ve GFLV’ nin karisik enfesiyonlar1 belirlenmistir. Sarkoy
ilcesinden alan toplam 146 6rnekten 48 6rnek GLRaV-3 ile enfekteli iken sadece 1 drnegin
GFLYV ile enfekteli oldugu saptanmistir. Tekirdag ili Merkez Siileymanpasa ilgesindeki Nusratli
koyiinnden alinan toplam 105 6rnekten 12 adet 6rnek GLRaV-3 ile enfekteli bulunurken 6 adet
ornegin ise GFLV ile bulasik oldugu saptanmistir. Toplam il diizeyindeki enfeksiyon orani ise
% 27.73 olarak tespit edilmis olup, Sarkdy ilgesindeki enfeksiyon oran1 % 33.56 iken
Siileymanpasa ilgesindeki enfeksiyon oran1 % 2.95 olarak belirlenmistir. Malkara ilgesi, Ibribey
kdyiinden alinan 5 adet simptom gdsteren 6rneklerde GFLV, GLRaV-3 ve GLRaV-6 viriisleri
saptanmamistir.  Ege, Akdeniz, I¢ Anadolu, Giineydogu Anadolu Bolgelerindeki bag
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alanlarinda Grapevine fanleaf virus (GFLV)’niin neden oldugu asma kisa bogum viriis
hastaliginin % 47’ye varan bulagiklik orani ile ilk sirada bulundugu bildirilmistir (Y1lmaz vd.,
1997). Missouri'de yapilan bir ¢calismada Fransiz hibritleri ve Amerikan gesitlerinde GLRaV-
3’un % 100 oraninda enfeksiyona neden oldugu tespit edilmistir (Milkus ve Goodman 1999).
Monis ve Bestwick (1996) GLRaV -1, -2, -3 viriislerinin tespit edilmesinde en iyi bitki dokusu
ve ornekleme zamaninin 6nem tasidigini ve viriislerin bitki dokusunda diizensiz bir sekilde
dagildigin1 ve virlisiin en yiiksek titredeki degerinin genellikle bitkinin alt kisimlarinda
bulundugunu bildirmislerdir. Fiore vd. (2009) Giiney Amerika'da yaptiklari ¢alismada tarlada
yetistirilen Sarmasiklarda GFLV, GLRaV-1, -2 ve -3, GVA ve GFkV’lerini arastirdiklar1
calismada eyliil aymdan nisan ayma kadar bitkinin degisik donemlerinde yaprak, yaprak sapi,
kabuk ve tomurcuktan alinan 6rnekleri ELISA ve RT-PCR metotlari ile testlemislerdir. Odun
ve kabuk kismindan alinan 6rneklerin arastirilan viriislerin tespitinde en 1yi1 sonucu verdigini
bildirmislerdir. Lyu vd. (2014) Cin'de GLRaV-7'nin yayginlik orani ve dagilimini belirledigi
calismada GLRaV-7'min ¢ok yaygin oldugunu ve 50'den fazla iiziim c¢esidinde bu viriis
hastaliginin bulunduguna isaret etmislerdir. Vuittenez ve Martelli (1988) ise baglarin en dnemli
viral hastalik etmenlerinden biri olan GFLV’nin Amerika’dan Avrupa’ya getirilen biitiin
Amerikan asma tiirlerinin hastalia duyarli oldugunu ve tiim V. vinifera gesitlerinin viriise
duyarli olup tolerant olarak bilinen herhangi bir {iziim ¢esidinin olmadigini bildirmistir. Adana
ve Mersin illerinde liziim baglarinda GFLV’nin varli§1 serolojik ve biyolojik analizlerle
belirlenmis ve DAS-ELISA testi sonucunda % 16.4 enfeksiyon orani belirlenmistir (Tarla ve
Yilmaz, (2015). Ege Bolgesi bag alanlarinda GFLV’nin yayginlik orani ise % 20,80 olarak
tespit edilmistir (Onder vd., 2015). Tiirkmen ve Ertung (2019) ise Amasya ili bag alanlarinda
eyliil ayinda alinan 6rneklerde enfeksiyon oraninin % 21.62 oraninda yiiksek enfeksiyona sahip
oldugunu belirlemislerdir. Kirsehir ili bag alanlarindan toplanan 6rneklerden izole edilen viral
RNA’lar RT-PCR testine tabi tutulmus ve 49 6rnekten 5 adedinin GFLV ile bulasik oldugu
molekiiler test ile belirlenmistir (Bayan ve Yilar, 2017). Pashaei ve Doulati-Baneh (2011),
GFLYV ile enfekteli izolatlarin CP iiriinlerini klonlayarak, niikleotid dizisini belirlemislerdir.
Yaptiklar1 calismada Iran’a ait GFLV izolatlarinin bagimsiz bir evrime isaret eden ayr1 bir kiime
olusturdugu bildirilmislerdir. Ghomi vd. (2007) ise Iran’in kuzey-dogusundaki bag alanlarinda
mozaik, Z seklinde anormal siirgiin geligimi, ¢ift diiglim ve gelisme geriligi belirtileri gdsteren
yaprak orneklerinde GFLV nin tespiti amaciyla gerceklestirilen ELISA testlerini dogrulamak
icin uygulanan RT-PCR testi ile GFLV’nin kilif proteine 6zgii 321 bp’lik bir gen bdlgesi
cogaltilmistir. Bu sonuglar, saglikli bitki materyalini dogrulamak i¢in RT-PCR test yonteminin

hizl1 ve hassas bir tespit yontemi olarak gerekli oldugunu bildirmislerdir. GFLV’nin asma

35



cesitlerinde saptanmasina yonelik yapilan ¢alismada, kilif proteine 6zgii rekombinant antikorlar
kullanilarak yapilan IC-RT-PCR testinde ii¢ izolat i¢in 1512 bp bant elde edilmistir. Elde edilen
sonuglar rekombinant antikor uygulanmasimin, bitki dokusundaki viriislerin hizli tespiti i¢in
yararli olabilecegini gostermistir (Sokhandan-Bashir vd., 2013). Buzkan ve Walker (2004) ise
GFLV’nin belirlenmesindeki olumsuzlugu engellemek amaciyla dokudaki inhibitor
bilesiklerini uzaklastirmak igin extraksiyon metodu gelistirmek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada,
Silika metodu kullanilarak g¢ogaltilan RNA o6rnekleri PCR testinde pozitif sonug verirken
fenol/kloroform metoduna dayali ekstraksiyondan elde edilen RNA kullanilarak yapilan PCR
testinin negatif sonug¢ verdigini bildirmistir. Bu tez ¢alismasinda DAS-ELISA testinde saptanan
GFLV sonuglarmi konfirme etmek amaciyla yapilan RT-PCR testinde ELISA testine ek olarak
testlenen 20 yaprak orneginden 11 6rnek GFLV ile enfekteli bulunmustur. Boylece DAS-
ELISA testi ile 7 6rnek GFLV ile pozitif reaksiyon verirken RT-PCR testi ile bu sonug 11
enfekteli 6rnege ¢ikmistir. Bu durum RT-PCR testinin s6z konusu viriislerin teshisinde daha
hassas ve giivenilir oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Boylece Tekirdag ili bag
alanlarindan toplanan 256 simptom gdsteren yaprak orneklerinin GFLV ile enfeksiyon orani %
4.3 olarak saptanmistir. Ayrica DAS-ELISA test metodu ile testlenen 256 enfekteli 6rnegin
higbirinde GLRaV-6 tespit edilmemistir. Ayn1 sekilde Vingione vd. (2003) ise Reggio Emilia
baglarindaki farkl viriislerin varligi ve yaygmligini belirlemek amaciyla yaptiklar1 caligmada
GLRaV-6 virlisiinii saptamamuglar ancak testlenen 480 adet 6rnegin % 60'min o6zellikle
GLRaV-1, GLRaV-3 ve GVA agisindan pozitif bulundugunu tespit etmislerdir. Standart ve
sertifikali ¢esitler arasinda bir fark bulunmamis, ancak Ancellotta ve Lambrusco Salamino
isimli iki ¢esit arasinda enfeksiyon oranlarinda farkliliklar goriildiigii bildirilmistir. Ancak
Cigsar vd. (2002) Giineydogu Anadolu Bolgesi (Adiyaman, Diyarbakir, Mardin, Sanlurfa,
Elaz1g) ve I¢ Anadolu Bolgesi (Nevsehir) bag iiretim alanlarinda GLRaV-6 viriisiinii
saptadiklarimni bildirmistir. GVA'nin en yaygin viriis oldugunu (% 42,4), bunu GLRaV-1'in (%
38,5), GFLV'iin (% 10,7) ve GFkV'iin (% 7,1) izledigini belirtmislerdir.

Tekirdag ili bag {lretim alanlarinda yapilan bu caligmada GLRaV-3 ve GFLV
virlislerinin varlig1 ve enfeksiyon oranlar1 belirlenmis olup GLRaV-6 viriisii saptanmamustur.
Yerel iiziim cesitleri Manda gozii, Hatun parmagi’nin yanisira yabanci orijinli {iziim
cesitlerinde de her iki viriis hastalig1 saptanmis olup saraplik iiziim iiretiminin daha yogun
yapildig1 Sarkdy ilgesindeki enfeksiyon orani Siileymanpasa ilgesinden daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Ozellikle vektdr nematod tiirleri ile tasman GFLV ile miicadelede 6nlemlerin

oncelikle alinmasi geregini ortaya koymaktadir. Nitekim toprak kdkenli patojen ve zararhlarla
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tagman viral etmenlerle miicadelenin zor olmasi etkili miicadele yontemlerinin izlenmesini
gerekli kilmaktadir. Aymi sekilde vektor olabilecek unlu bitlerle miicadelenin de gerekliligi

ortaya ¢ikmaktadir.
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EK1

DAS-ELISA Testlerinde Kullamlan Tampon Cozeltiler

1. Fosfat tamponlu Tuz Cozeltisi (Phosphate Buffered Saline) (PBS) pH:7.4

NaCl 804¢
KH2PO 0,29
Na;HPO..12H,0 29¢
KCI 0,2g
NaN 0,29

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH 0.1 M NaOH veya 0.1 M

HCT ile ayarlanmis ve +4 °C’de saklanmistir.

2. Kaplama Tampon Cézeltisi (Coating Buffer) pH: 9.6

Na.CO:s 1,599
NaHCOs 2,93 ¢
NaNs 0,2¢g

Bromocresol purple 5,0 mg

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre suda eritilip pH ayarlanmis ve +4 °C’de

saklanmustir.

3. Yikama Tampon Cozeltisi (Washing Buffer) (PBST) pH: 7.4

Fosfat Tampon C6zeltisi (PBS) 1 litre

Tween-20 0,5ml

1 litre PBS tampon ¢6zeltisi igerisine 0,5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmistir. Kullanim

stiresince +4 °C’de saklanmustir.

4. Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi (Sample Extration Buffer) pH:7.3

PVP (Mw 10-40 109

Tween-20 0,5 mi

1 litre yikama tampon ¢ozeltisi i¢erisine 10 g Polyvinylpyrrolidone (PVP-40) ve 0,5 mi

Tween-20 ilave edilerek hazirlanmistir.
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5. Konjugat Tampon Cozeltisi (Enzyme Conjugate Buffer) pH: 7.4

PBST 1 litre
BSA 29
Congo Red 40 mg

1 litre PBST igerisine 2 g BSA ve 40 mg Congo Red ilave edilerek pH ayarlanip +4 °C*de

saklanmugtir.

6. Substrat Tampon Cozeltisi (Substrat Buffer) pH:9.8

Diethanolamine 97 ml

NaN 0,29

97 ml Diethanolamine 1 litre saf su igerine ilave edildikten sonra 0,2 g NaNs eklenmis ve pH:

9.8’e ayarlanmistir. Cozelti +4 °C’de saklanmis ve kullanilmadan 6nce pH kontrol edilmistir.
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EK 2

Toplam Niikleik Asit Ekstraksiyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Ekstrasyon Tampon Cozeltisi (Grinding Buffer) pH:5.6-5.8

Guanidine, 4 M Thiocyanate, 0.2 M NaOAc (pH 5.2), EDTA 25 nM, 1.0 M KOAc, % 2.5
wt/vol PV-40, % 1 2-ME (mercapteothenol)

Guanidine Thiocyanate 23.64 ¢
NaOAc 1369
EDTA 0.465 gr
KOAc 499
PV-40 1.25¢
2-ME (Mercaptoethanol) % 1

CH3COOH ile pH ayarlanmistir. Otoklav ile steril edilmistir. Calisma siiresince ezme tamponu
4 °C’de saklanmistir. % 1’lik Mercaptoethanol ekstraksiyondan hemen 6nce eklenmistir.

Ekstrasyon tamponu 50 ml’ye gore hazirlanmistir.

2. Silika Siispansiyonu pH:2.0
Silica (Sigma % 12) 60 g

Bir mezur kabidaki 500 ml saf su igerisinde 60 gr slica koyulmus ve karistirilmistir. 24 saat
beklenmistir 470 ml dist s1v1 atilmistir (list stvinin % 90°1) ve 500 ml’ye tamamlanmistir iyice
karigirilmistir. 5 saat bekletilmistir ve 540 ml iist siv1 (list stvinin % 85°1 atilmistir) geriye kalan
60 ml bulama¢ HCI ile pH’1 2.0’ye ayarlanmistir. Otoklav edilmis ve karanlikta oda

sicakliginda saklanmistir.

3. Sodyum lyodid Solusyonu (Nal)
Na2SO3 0.74 ¢
Nal (Sigma S8379) 36 g

40 ml kimyasal saf su icerisinde kimyasallar ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra saf ile 50 ml’ye

tamamlanmistir. Otoklav ile steril edilmistir. Caligma siiresince 4 °C’de saklanmustir.
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4. Yikama Tampon Cozeltisi (Washing Buffer 1X)
10.0 mM Tris-HCI pH 7.5 (1M), 0.5 mM EDTA (5M), 50.0 mM NacCl (0.5 M), Ethanol (%50)

Bilesimler eklendikten sonra saf su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra % 50 oraninda

ethanol yani 100 ml saf ethanol eklenerek 200 ml’ye tamamlanmistir. Ethanol eklemeden 6nce

otoklav ile sterilize edilmistir ve 4 °C’de saklanmustir.
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