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DOGU AKDENIZ VE GUNEYDOGU ANADOLU BOLGELERINDE OTOKTON
ASMA VARYETELERINDE ASMA VIRUS D (Grapevine virus D, GVD)’NIN
BULUNMA DURUMU VE GENETIK CESITLILiGI
(YUKSEK LiSANS TEZI)

MUSTAFA KEMAL OZTIRAK
OZET

Asma viris D (GVD)nin otokton asma varyetelerinde bulunma diizeyi ve
izolatlarinin populasyon ¢esitliligi iki 6nemli bagcilik bolgesinde (Dogu Akdeniz,
Glineydogu Anadolu) arastirilmistir. Bag alanlarindan toplanmis ve soguk ortamda
depolanmis yaprak ve siirgiin Ornekleriyle, sera kosullarinda koklendirilmis bir yash
celiklerden alinan taze siirgiinlerden toplam niikleik asit (TNA) izolasyonu silika yakalama
yontemiyle yapilmistir. TNA'lardan hazirlanan ¢cDNA'lar, GVD'nin CP7V/CP471C primer
dizinleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonuyla ¢ogaltilmistir. Testlenen toplam 175
asma Orneginden hazirlanan c¢cDNA'larin, GVD-spesifik primerleriyle elde edilen PCR
DNA'larinin elektroforetik analizinde 13 ornekte 474 bg biiyiikliigiinde DNA bantlart
g6zlenmistir. GVD tanilanmig asmalarin mekanik inokiilasyonu, Nicotiana occidentalis ve
N. benthamiana bitkilerine yapilmistir.

PCR DNA'larinin niikleotid dizilemesi dogrudan iki yonlii olarak yaptirilmis ve
BLAST programiyla gen Dbankasinda kayith benzerlik gosterdigi  dizinlerle
karsilastirlmigtir. Tiirk izolatlar Italya'da otsu konuk¢udan (Nicotiana occidentalis) (Gen
bankasi erigim: Y07764) izole edilmis GVD izolatiyla %90, Brezilya'daki GVD izolatiyla
(Gen Bankasi erisim: JQ031716) %98 niikleotid homolojisi gostermistir.

N.occidentalis bitkilerinde damarlarda kloroz simptomlar1 gézlenmistir. Otsu
konukgulardan izole edilen TNA'lardan hazirlanan ¢cDNA'larin analizi Viti-/Foveavirus
cinsler i¢in hazirlanmis dejenere primerlerle nested-PCR ile yapilmistir. PCR DNA'larinin
niikleotid dizinleri, GVD ile homoloji gostermemistir. GVD bu arastirmayla ilk kez
Tiirkiye'de asmalarda rapor edilmistir.
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(M.Sc. THESIS)

MUSTAFA KEMAL OZTIRAK

SUMMARY

GVD was investigated in vineyards with autochthonous grapevine varieties in two
viticultural areas in Turkey, Eastern Mediterranean and Southeast Anatolia. Total RNA
was extracted from a total of 175 samples from several cultivars and the samples were
tested for the presence of GVD by RT-PCR using primers CP7V/CP471C (Abou-Ghanem
et al., 1997). A 474 bp-product corresponding to a fragment of the coat protein gene was
amplified 13 samples. Samples resulting positive for GVD were used for mechanical

transmission on Nicotiana occidentalis and N. benthamiana.

PCR amplicons were subsequently sequenced and subject to BLASTN search to
confirm the identity of the target virus. The Turkish isolates showed 90% nucleotide
sequence identity of a GVD isolate from herbaceous host (Nicotiana occidentalis) from
Italy (GenBank Accession No. Y07764) and 98% of a GVD isolate from Brasil (GenBank
Accession No. JQ031716).

Vein chlorosis was the symptom observed in N. occidentalis after mechanical
inoculation. cDNAs prepared from TNAs of herbaceous indicator plants were used in
nested-PCR with primer pairs for Viti-/Foveavirus genus. Nucleoitde sequence from PCR
DNA did not show homology with GVD. To our knowledge, this is the first report on the

occurence of GVD in Turkish grapevines.

Key words: Grapevine, Virus, Vitivirus, Grapevine virus D

Kahramanmaras Siit¢ii Imam University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Plant Protection, July /2017

Supervisor  : Prof. Dr. Nihal BUZKAN
Page number : 37



TESEKKUR

Tez ¢alismam sirasinda bilgi, birikim ve tecriibeleri ile bana yol gosterici ve destek
olan danisman hocam saym Prof. Dr. Nihal BUZKAN’a, ilgisini ve O&nerilerini
gostermekten kacinmayan Arastirma Gorevlisi Selin Ceren BALSAK’a, sagladigr giizel
calisma ortami ve manevi destekleri nedeniyle Done KILIC ve Merve YAKAR’a,
hayatimin her asamasinda maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen aileme sonsuz

tesekkiir ve saygilarimi sunarim.



ICINDEKILER

Sayfa No
OZET oottt ettt ettt sttt ettt i
SUMMARY ..ottt ettt sttt s ettt s et n s et en st s st e snens i
TESEKKUR ..ottt este ettt s st se s st n st st an et s e, iii
SEKILLER DIZINT ...cocviiiieiieicicecectee ettt Vi
CIZELGELER DIZINT ..ottt vii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......coooiiiiiireceeecceeeee e viii
(€ 12 PR 1
2. ONCEKI CALISMALAR .....cocooviieteeieeeeeeeis e eseae e essts e en sttt en s sasn e, 7

2.1. Mantarims1 Odun (Rugose wood, RW) Sendromlartyla iliskilendirilmis Viriisler
ile Ilgili Yurt Disinda Yapilmis CaliSMalar.............cccceevevecueersriesceeesseeeceeie s 7

2.2. Mantarims1 Odun (Rugose wood, RW) Sendromlariyla iliskilendirilmis Viriisler

ile Ilgili Tiirkiye'de Yapilmis CaliSMAlar ...........cccevererreeueiieeierceeseseeeseese e, 11

3. MATERYAL VE METOT ...ttt 14
3L MALEIYAL ... 14

3.2, IMEOL.....oiic 14
3.2.1.  Asma Yapraklarindan Toplam Niikleik Asit (TNA) Izolasyonu........ 14

3.2.2.  Tersine transkripsiyon (Reverse Transcrition, RT) ve cDNA sentezi. 15

3.2.3.  Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR)....... 15

3.2.3.  PCR DNA'’larmin niikleotid dizi analizi..........c.ccccoveivviriiiieiiieesiinnens 16

3.2.4.  Mekanik INOKUIASYON........ccoiiiiiiiiiiie e 16

3.2.5.  NEeStEU-RT-PCR ......ooiiiieii et 18

4. BULGULAR ..ottt bttt et e nb e e e e nnne s 19
4.1, ATAZE SUIVEYE ..ottt bbbttt bbbt 19

4.2, PCR ANANIZE c.oviiiiiiiiiiee bbb 20

4.3. Mekanik Inokulasyon sonrasi viriis-benzeri belirtiler ve PCR analiz

AEGEIIENAITINEST. ...ttt ettt ne e e e e beennee s 21

4.4. Asma GVD izolatlarinin Filogenetik Analizi...........cccooviiiiiiiiiiiiiciins 22



5. TARTISMA VE SONUC ... ovoioveeeeereeeseoeeseeesesseessssseessssessseessseassssessssesssesesseseesseones
8. KAYNAKLAR ..ot eeeeeeeeeee s e s e ase s eesse e s s ess e e ses e e s e s s s eee s ees e eessenees
(074632101 § (ST



SEKILLER DiZiNi Sayfa No
Sekil 3.1. Inokulasyon isleminde kullanilan tiitiin bitkileri (a) Nicotiana benthamiana, (b)
NicOtiana OCCIAENTANIS ........cviviiiicie e 17
Sekil 3.2. Hazirlanan inokulum ve tiitiin yapraklarina GVD'nin mekanik inokulasyonu ... 18
Sekil 4.1. GVD enfeksiyonunu gosteren 474 bg biiytikliigiindeki DNA bandlart.............. 21

Sekil 4.2. Nicotiana occidentalis bitkileri {iizerinde GVD-pozitif tanilanan asma
ornekleriyle yapilan mekanik inokiilasyon sonrast meydana gelen damar klorozu

100101 0) 801 F21 o PRSPPI 23

Sekil 4.3. Dis bolge primerleriyle yapilan Nested-RT-PCR testinde ¢ogaltilan cDNA'larin
elektroforetik analizinde 363 bg biiylikliiglindeki DNA bantlart. .........cccooevvriiniiiiinennnn, 24

Sekil 4.4. I¢ bolge primerleriyle yapilan Nested-RT-PCR testinde ¢ogaltilan cDNA'larin
elektroforetik analizinde 198 bg biiyiikliigiindeki DNA bantlart. ...........cccooovniiiiiiiinnnns 24

Sekil 4.5. TR GVD izolatlarinin 474 bg biylikligindeki ORF4 bolgesi niikelotid
dizinlerine gore neighbor-joining (NJ) metoduyla gen bankasindan kayith, izolatlarla

hazirlanmis filogenetik aZact.........cccoiviiiiiiiiiiiii s 25

Vi



CIZELGELER DiZIiNi Sayfa No

Cizelge 1.1. Asmada hastalik yapan viriisler ve taksonomik iligkileri...........c.ccocvviviriinene. 4

Cizelge 2.1. RW hastalik sendromlar1 ve biyolojik indekslemede kullanilan indikator

Cizelge 3.1. GVD (Vitivirus) tanilamasi i¢in PCR’ da kullanilan primer dizinleri............. 16

Cizelge 3.2. Vitivirus ve Foveavirus cinsinde, virlis tiirlerinin nested-PCR ile

tanilanmasinda kullanilan dejenere primer dizinleri ve c¢ogalttiklart DNA pargalarinin

DUYTKITKICTI. 1.t nnees 18

Cizelge 4.1. GVD tanist i¢in kullanilan otokton asma varyeteleri ve alindiklar1 lokasyonlar

Cizelge 4.2. Survey alanlarindan alinan toplam ve GVD ile enfekteli oldugu saptanan

o) 41 QT 4 ) PP UPOTRTUPPURRRS 21

Cizelge 4.3. Tirk ve NCBI’da kayith GVD ve GVA izolatlariin niikleotid dizini

KATSTIASEITINAST ....vve ittt e e sab e e e bt e e e bb e e e nbr e e e ne e e nreeeanes 24

Cizelge 4.4. GVD izolatlarinin amino asit dizinlerinin karsilagtirmasi..............cccceevveenen. 27

vii



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Aa
ArMvV
b¢

bp
cDNA
dk
DNA
dNTP
dsRNA
EDTA
ELISA
GFLV

GLRaV

GLRaV-1:
GLRaV-2:

GLRaV-3:

GVA

GRSPaV :

GVB
GVD

gr
kDA

MADbs
MgCl,

mM

Aminoasit
Arabis mosaic virus
Baz cifti
Baz ¢ifti (Base pair)
Tamamlayict DNA (Complementary DNA)
Dakika
Deoksiribo Niikleik Asit
Deoksi Niikleotid Trifosfat
Cift iplikli RNA (Double-stranded RNA)
Ethylene diamine tetra acetic acid
Enzyme-linked immunossorbent assay
Grapevine fanleaf virus
Grapevine leafroll associated virus
Grapevine leafroll associated virus -1
Grapevine leafroll associated virus -2
Grapevine leafroll associated virus -3
Grapevine virus A
Grapevine rupestris stem pitting- associated virus
Grapevine virus B
Grapevine virus D
Gram
Kilodalton
Molar
Monoclonal antibodies
Magnezyum klortir

Milimolar

viil



Nal :  Sodyum iyodiir

ng > Nanogram

nm : Nanometre

nt :  Nikleotid

ORF : Acik okuma bolgesi (Open Reading Frame)

PCR :  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction)
RdRp : RNA dependent RNA polimeraz

RNA . Riboniikleik asit

rpm :  Dakikadaki devir sayis1 (Revolutions per minute)
RT : Tersine Transkripsiyon (Reverse transcription)
RW :  Mantarimsi odun (Rugose wood)

sn . Saniye

sSRNA :  Tek iplikli RNA (Single-stranded RNA)

TAS-ELISA : Triple Antibody Sandwich-Enzyme linked immunosorbent assay
Taq . Thermus aquaticus
TNA :  Toplam niikleik asit

ToBRV : Tobacco black ringspot virus

ToRSV :  Tomato ringspot virus
uv :  Ultraviyole

\/ : Volt

n! :  Mikrolitre



1. GIRIS

Asma (Vitis spp.) tliman iklim kusaginda yaygin olarak yetistirilen yiiksek tarimsal
degere sahip bir bitki tiiriidiir. Tiirkiye sadece asmanin farklilasmasinin gergeklestigi
alanlardan biri olmayip, ¢ok eskiye dayanan bagcilik tecriibesine de sahiptir. Asmanin
yiizlerce yil yetistirildigi bu topraklarda dogal olarak meydana gelen melezlemeyle, genis
cesit zenginligine ve genetik potansiyele sahiptir (Uzun ve Bayir, 2010). Vejetatif olarak
coglatilan bitki tiirlerinde oldugu gibi asma da hiicre i¢inde enfeksiyon yapan patojen
(virtisler, viroidler, floem ve ksilem de bulunan prokaryotlar) ve zararlinin saldirisina
maruz kalmaktadir. Zararli ve patojenler iiriin kayiplarina, bagm verimlilik siiresinin

kisalmasina ve asma Oliimlerine neden olmaktadir.

Asmada enfesiyon yapan 70'den fazla etmen igerisinde viriisler (65), viroidler (5),
fitoplazmalar (8) ve bocekle taginan ksilem bakterileri (1) rapor edilmistir (Cizelge 1.1)
(Martelli, 2014). Viral tiirler i¢inde en 6nemlileri bulasik soysuzlagma, yaprak kivircikligi,

flek ve mantarimsi odun hastaliklariyla iliskilendirilmis olanlaridir (Martelli, 2010).

Toprak kokenli nepoviriisler, Asma kisa bogum viriisii (Grapevine fanleaf virus,
GFLV) ve Arabis mozaik viriis (Arabis mosaic virus, ArMV) Avrupa'daki baglarda yaygin
olan kisa bogum dejenerasyonuna neden olmaktadir (Martelli, 1993a; Andret-Link ve ark.,
2004). Bulasik soysuzlagma olarak bilinen hastaligin etmeni Asma kisa bogum viriisi
(Grapevine fanleaf virus, GFLV)’dir. Virlis Nepovirus (Secoviridae) cinsinde yer

almaktadir.

Closteroviridae familyasinda en az bes farkli tiir, asmada (Vitis spp.) yaprak
kivircikligr hastaligiyla iligkilidir. Yaprak kivirciklik hastaligi meyve renginde bozulmaya,
danelerin ge¢ olgunlagmasina ve {iriin miktarinda %20-40 diizeyinde azalamalara neden
olmaktadir (Goheen ve Cook, 1959; Woodrum ve ark., 1984; Goheen, 1988; Bovey ve
Martelli, 1992). Yaz aylarinda ge¢ donemlerde ve sonbaharda kirmizi ¢esitlerde
yapraklarda damarlar arasinda kirmiziliga, beyaz c¢esitlerde sariliga neden olur. Bu
familyaya bagli dort yeni cins tanimlanmustir: Ampelovirus cinsi altgrup 1'de Asma yaprak
kivirciklik iligkili viriis (Grapevine leafroll-associated virus)-1 ve -3, altgrup Il'de GLRaV-
4 ve 6'min molekiiler varyantlar1 (GLRaV-4 streyn-5, streyn-6, streyn-9, streyn-Pr, streyn-
De ve streyn-Car) bulunmaktadir. Altgrup II'de yer alan viriislerin okunuslarim
kolaylastirmak i¢in GLRaV-5, -6, -9 olarak isimlendirilmeleri kabul edilmistir.



GLRaV-2’nin yer aldigi Closterovirus cinsi ve GLRaV-7'nin daha sonra
smiflandigr Velarivirus cinsi kurulmustur. Son olarak Crinivirus cinsinde asmada

enfeksiyon yapan viriis bulunmamaktadir (Martelli ve ark., 2012).

Mantarimst odun (Rugose wood, RW), asmada en yaygin ve asiyla tasinan
hastaliklardan bir tanesidir. Bu hastalikla iliskili viriisler Betaflexiviridae familyasinda
Vitivirus ve Foveavirus cinslerinde bulunmaktadir. Dort vitiviriis Asma A (Grapevine
virus A, GVA) (Chevalier ve ark., 1995), B (Grapevine virus B, GVB) (Boscia ve ark.,
1993), D (Grapevine virus D, GVD) (Boscia ve ark., 2001) ve E (Grapevine virus E, GVE)
(Nakaune ve ark., 2008a) ile bir foveaviriis olan Asma rupestris govde ¢ukurlagmasi iliskili
viris (Grapevine rupestris stem pitting-associated virus, GRSPaV) RW ile
iliskilendirilmistir (Carstens, 2010).

RW hastalik kompleksini meydana getiren sendromlar; (i) Kober gdévde olugu
(Kober stem grooving), (ii) Mantarimsi doku (corky bark), (iii) LN33 govde olugu (LN33
stem grooving), (iv) Rupestris govde cukurlagsmasi (Rupestris stem pitting)'dir. Bu
hastaliklar duyarli indikator bitkilerde meydana getirdikleri farkli simptomlara gore
adlandirilmigtir. Kober stem grooving, Kober 5BB (Vitis berlandieri x V. riparia); corky
bark ve LN33 stem grooving, LN33 (Couderc 1613 x V. berlandieri); rupestris stem
pitting, V.rupestris cv. St George anaglar1 iizerine biyolojik olarak indekslendiklerinde bu
anaglar tizerinde meydana getirdikleri spesifik simptomlar ile ayirt edilmektedir (Garau ve
ark., 1997). Kompleks hastaliklar, diinya’nin bir¢ok yerinde ve ayni zamanda iilkemizde
oldukca yaygindir ve asmanin odunsu govdesi lizerinde meydana getirdigi cukurluklar ve

oluklar ile karakterize edilir.



RW sendromlariyla iliskilendirilmis viriislerin partikiilleri uzun ipliksi sekilde ve
pozitif anlamli RNA bulundurmaktadir (Minafra ve ark., 1997). Viriisler konukgu
floeminde yerlesmistir ve V. vinifera tizerinde simptom vermeksizin bulunmaktadirlar.
Bitkiden bitkiye enfekteli bitkisel materyalle tasinmakla birlikte bazilar1 floemde emgi
yapan Hemiptera takiminda Pseudococcidae ve Coccidae familyasinda unlu bitler ve

kosnillerle tasinmaktadirlar (Cabaleiro ve Segura, 2006; Cabaleiro ve ark., 2008).

Flek hastaligi Tymoviridae familyasinda Maculavirus cinsinde Asma flek viriis
(Grapevine fleck virus, GFkV) ile iliskilendirilmistir (Martelli ve ark., 2002) ve genellikle
Vitis vinifera tizerinde latent bulunmaktadir (Sabanadzovic ve ark., 1996). Bu viriisler

serolojik olarak birbirinden farklidir.

Sayisiz arkeolojik bulgular ve arastirmalar Anadolu ve havzasindaki yerlesim
bolgelerinin asmanin anavatanit oldugu ve V. vinifera L: ‘nin gen kaynagimi isaret
etmektedir (Vouillamoz ve ark., 2006). Tiirkiye’de baglarda asma viriislerinin bulunma
diizeyleri hakkinda yapilan ¢alismalarda, asili ve asisiz baglarda viriislerin neden oldugu
govde simptomlar1 hakkinda bilgi yer almazken, bir¢ogunda viriislerin kaynaklarda
belirtilen spesifik simptomlar1 dahi kaydedilmemistir. Belirti tasimayan bulasik
materyallerin iireticiler arasinda degisiminden ve bir¢ok alanda asisiz materyallerin kendi
kokleri iizerinde yetistirilmesinden dolayr kompleks hastalikla iliskilendirilmis bazi
virlisler (GVA, GVB ve GRSPaV) genis alanlara kolaylikla ve hizlica yayilmistir (Cigsar
ve ark., 2002a; Akbas ve ark., 2007; Buzkan ve ark., 2010, 2012, 2015. Tiirkiye'de bag
alanlarinda Vitivirus cinsi igerisinde GVD hakkinda bir ¢alisma yapilmamis olup, arastirma
projesi asisiz eski baglardan alinmis otokton (yerli) asma cesitlerinde, viriisiin bulunma
diizeyinin belirlenmesi ve izolatlarinin populasyon yapisi hakkinda 6n bilgi elde etmek

amaciyla hazirlanmigtir.



Cizelge 1.1. Asmada hastalik yapan viriisler ve taksonomik iliskileri (Martelli, 2014).

Familya Cins Tiir

Tek zincirli genoma sahip DNA viriisii

GEMINIVIRIDAE Belirlenmemis Grapevine Cabernet franc-associated virus
(GCFav)

Cift zincirli genoma sahip DNA virlisii

CAULIMOVIRIDAE Badnavirus Grapevine vein clearing virus (GVCV)

Cift zincirli genoma sahip RNA viriisleri

REOVIRIDAE Oryzavirus Isimlendirilmemis Viriis

ENDORNAVIRIDAE

Endornavirus

Isimlendirilmemis Viriis

PARTITIVIRIDAE

Alphacryptovirus

Raphanus sativus cryptic virus 3 (RsCV-3)

Tek zincirli negatif duyarl

1 RNA virisleri

BUNYAVIRIDAE

Tospovirus

Tomato spotted wilt virus (TSWV)

Tek zincirli pozitif duyarli RNA viriisleri (iplik seklinde)

CLOSTEROVIRIDAE Closterovirus Grapevine leafroll-associated  virus 2
(GLRaV-2)
Ampelovirus Grapevine leafroll-associated virus 1
(GLRaV-1)
Grapevine leafroll-associated virus 3
(GLRaV-3)
Grapevine leafroll-associated virus 4
(GLRaV-4)
GLRaV-4 strain 5
GLRaV-4 strain 6
GLRaV-4 strain 9
GLRaV-4 Pr
Velarivirus Grapevine leafroll-associated  virus 7
(GLRaV-7)
ALPHAFLEXIVIRIDAE | Potexvirus Potato virus X (PVX)




Cizelge 1.1. ‘nin devam

Familya Cins Tiir
BETAFLEXIVIRIDAE | Foveavirus Grapevine rupestris stem pitting-associated-
virus (GRSPaV)
Trichovirus Grapevine berry inner necrosis virus (GINV)
Grapevine Pinot gris virus (GPGV)
Vitivirus Grapevine virus A (GVA)
Grapevine virus B (GVB)
Grapevine virus D (GVD)
Grapevine virus E (GVE)
Grapevine virus F (GVF)
POTYVIRIDAE Potyvirus Bean common mosaic virus (BCMV), peanut

strain

Tek zincirli pozitif duyarli RNA viriisler (Cubuk seklinde)

VIRGAVIRIDAE Tobamovirus Tobacco mosaic virus (TMV)
Tomato mosaic virus (ToMV)
SECOVIRIDAE Fabavirus Broadbean wilt virus (BBWV)
Nepovirus Arthichoke italian latent virus (AILV)

Arabis mosaic virus (ArMV)

Blueberry leaf mottle virus (BBLMV)

Cherry leafroll virus (CLRV)

Grapevine Bulgarian latent virus (GBLV)

Grapevine Anatolian ringspot virus (GARSV)

Grapevine deformation virus (GDefV)

Grapevine chrome mosaic virus (GCMV)

Grapevine fanleaf virus (GFLV)

Grapevine Tunisian ringspot virus (GTRV)

Peach rosette mosaic virus (PRMV)

Raspberry ringspot virus (RpRSV)

Tobacco ringspot virus (TRSV)

Tomato ringspot virus (TORSV)

Tomato blackring virus (TBRV)




Cizelge 1.1. ‘nin devami

Familyasi Sadwavirus Strawberry latent ringspot virus (SLRSV)
belirtilmemis
BROMOVIRIDAE Alfamovirus Alfalfa mosaic virus (AMV)
Cucumovirus Cucumber mosaic virus (CMV)
llarvirus Grapevine line pattern virus (GLPV)
Grapevine angular mosaic virus (GAMoV)
TOMBUSVIRIDAE Carmovirus Carnation mottle virus (CarMV)
Necrovirus Tobacco necrosis virus D (TNV-D)

Tombusvirus

Grapevine algerian latent virus (GALV)

Petunia asteroid mosaic virus (PAMV)

TYMOVIRIDAE

Marafivirus

Grapevine asteroid mosaic-associated virus
(GAMaV)

Grapevine redglobe virus (GRGV)

Grapevine Syrah virus 1 (GSV-1)

Blackberry virus S (BIVS)

Unnamed putative marafivirus-like virus

Maculavirus

Grapevine fleck virus (GFkV)

Grapevine rupestris vein feathering virus
(GRVFV)

Familyasi verilmemis viriisler

Idaeovirus

Raspberry bushy dwarf virus (RBDV)

Sobemovirus

Sowbane mosaic virus (SoMV)

Taksonomisi belirlenmemis virtisler

Unnamed filamentous virus

Grapevine Ajinashika virus (GAgV)

Grapevine stunt virus (GSV)

Grapevine labile rod-shaped virus (GLRSV)

Southern tomato virus (STV)




2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Mantarims1 Odun (Rugose wood, RW) Sendromlariyla iliskilendirilmis
Viriisler ile Tlgili Yurt Disinda Yapilmis Calismalar

Mantarimst odun (Rugose wood, RW) kompleks hastalifi dort sendromu
icermektedir: Asma rupestris govde yivlesmesi, asma Kober govde olugu, asma
mantarimsi kabuk ve asma LN33 gévde olugu. Bu hastaliklar asisiz Vitis vinifera iizerinde
latent haldedirler, ancak Amerikan Vitis tiirleri ve ana¢ hibritleri ile asilandiklarinda
simptom olustururlar. RW ilk kez 1960’l1 yillarda Giiney Italya’da asiyla tasinabilen
hastalik olarak kayitlara gegmistir (Graniti ve Martelli, 1965). Baslangigta lokal bir
hastalik gibi diisiiniildiiyse bile daha sonralar1 Macaristan’da, ardindan diinya’nin birgok
yerinde tanilanmisti. RW kompleks hastaliklarina neden olan etmenler Vitivirus ve
Foveavirus cinsinde yer almaktadir. Flexiviridae familyasi olarak belirlenen familya ismi
daha sonra Alpha- ve Betaflexiviridae (Tymovirales takimi) olarak tekrar diizenlenmistir.
Betaflexiviridae familyasina Viti- ve Foveavirus cinslerinin yan1i sira RW hastalik
kompleksiyle ilgili olmayan Trichovirus, Carlavirus, Capillovirus ve Citrivirus cinsleri de
yerlestirilmistir (King ve ark., 2011). Vitivirus cinsinde i¢ (GVA, GVB; GVD) ve
Foveavirus cinsinde bir viriis (GRSPaV) RW hastalik kompleksiyle iliskilendirilmistir
(Martelli, 2014). Vitivirus cinsi GVE, govde yivlesmesi tasiyan asmadan izole edilmesine

karsin hastalikla dogrudan iligskilendirmesi yapilmamustir.

Cizelge 2.1. RW hastalik sendromlar1 ve biyolojik indekslemede kullanilan indikator
bitkiler (Léazér, 2003).

Indikator Tamlanan hastahk
Kober 5BB (Vitis berlandieri x Vitis riparia) Kober govde oluklasma (Kober stem
grooving)
LN 33 (Couderce 1613 x Vitis berlandieri) Mantarimsi kabuk (Corky Bark)
LN 33 LN33 govde olugu (LN 33 stem
grooving)
Vitis rupestris cv. St. George Rupestris govde ¢ukurlasmasi

(Rupestris stem pitting)




GVA ve GVB bitkinin floeminde lokalize olan, 800 nm uzunlugunda ipliksi
partikiillere sahiptir (Rosciglione ve ark., 1983; Tanne ve ark., 1989). GVA’nin farkli
molekiiler varyantlarii1 belirlemek amaciyla biyolojik ve molekiiler c¢alismalar
yuritilmistir. Viriisiin 3 farkli molekiiler gruba (Grup I, II, III) ayrildigin1 ve gruplar
icinde %78.0-89.3 nt, gruplar arasinda %78-:0-89-3 nt benzerligi oldugu bilinmektedir
(Goszczynski ve Jooste, 2003). Giiney Afrika’daki baglarda yaygin bulunan Shiraz
hastaliginin GV A ile yakindan iligkili oldugu rapor edilmistir (Goszczynski, 2007).

GVB’nin genomu 7600 niikleotidden olusan, bes agik okuma bolgesi (Open
Reading Frame, ORF) tarafindan kodlanmaktadir. (Boscia ve ark., 1993). GVB’nin diinya
izolatlariyla yapilan ORF1, ORF4, IR (intergenic region, genler arast bolge) ve ORF5
bolgelerinin niikleotid dizin karsilastirmasi sonucuna gore 2 grup olustugu belirtilmektedir
(Shi ve ark., 2004).

GVA ve GVB bitkisel materyallerle, as1 ve vektorlerle asmadan asmaya ve otsu
konukgulara (Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, Gomphrena globosa) tasinmaktadir.
GVA vektorleri Planococcus citri, Pl. ficus, Pseudococcus longispinus, Ps. affinis,
Heliococcus bohemicus ve kosnil olan Neopulvinaria innumerabilis, GVB vektorleri ise
PL ficus, Ps. affinis, Ps. longispinus’dir. Her iki virlis vektorleri ile yar1 perzistent olarak
tasinmaktadir (La Notte ve ark., 1997; Goszczynski ve Jooste 2003; Zorloni ve ark., 2006).

GVA ve GVB enfekteli as1 gozleri duyarl indikator bitkilere asilandiklarinda,
asmalarin as1 bolgesinde siskinlige ve as1 uyusmazligina neden olmustur (Martelli ve

Boudon-Padieu, 2006).

GVB izolatlarinin biyolojik karakterizasyonu i¢in N. occidentalis ve N. cavicola
bitkilerine mekanik inokiilasyonu yapildiginda indikator bitkilerde klorotik beneklenme,
damar bantlagmasi, sarilik ve kivrilmayr takip eden nekrotik lokal lezyonlar meydana

gelmistir (Voncina ve ark., 2011).

GRSPaV enfeksiyonunun patolojik 6zelligi bilinmemekle birlikte, RW hastalik
kompleksinde “rupestris govde yivlesmesiyle” yakin iliskili oldugu kabul edilmektedir
(Martelli, 1993c; Zhang ve ark., 1998; Meng ve ark., 1999; Nolasco ve ark., 2000;
Nakaune ve ark., 2008b). Arastirmalardan elde edilen bulgular GRSPaV’un “damar
nekrozu” (Bouyahia ve ark., 2005; Morelli ve ark., 2011) ve “Syrah decline” (Habili ve
ark., 2006; Lima ve ark., 2006; Al Rwahnih ve ark., 2009) hastaliklarina neden oldugunu

gostermistir.



‘Syrah decline’ hastaligt ABD, Avustralya ve Fransa’da yeni kurulan baglarda
erken oliimlere yol agmistir. GRSPaV asmanin en 6nemli viriisleri arasinda yer almaktadir
(Meng ve ark., 2006; Nolasco ve ark, 2006; Alabi ve ark., 2010; Terlizzi ve ark., 2010).
Viriis partikiilleri 730 nm uzunlugundadir ve elektron mikroskobunda izlenmesi zordur.
Viral genom anlamli, tek iplikli RNA ve yaklasik 8726 nt’den medyana gelmistir.
Molekiiler agirhg 3.05 x 10° kDa, 5 veya 6 ORF’ye sahiptir. GRSPaV genis genetik
cesitlilige sahiptir. Enfekteli asmalardan elde edilen viral dizinlerin filogenetik analizi
farkli varyantlarinin olabilecegini gostermistir (Terlizzi ve ark., 2010). Varyantlar dort ana
gruba ayrilmistir. Bunlar; grup I (SY), grup 11 2 alt grup Ila (SG1, MG) ve alt grup-I1b (-1)
olarak ikiye ayrilirken grup 3 (BS, PN) ve grup IV (LSL) olarak belirlenmistir (Hu ve ark.,
2015). Farkli varyantlarin farkli hastaliklara neden olabilecegi diisiiniilmektedir. GRSPaV-
1 damar nekrozuyla yakindan iliskilidir (Borgo ve ark., 2009), bunun yani sira —BS ise
govde yivlesmesine neden olmaktadir. Benzer sekilde GRSPaV-1 ve —SG1, St. George
tizerine asili asmalarda simptoma neden olmamakta ya da hafif siddette simptom

vermektedir (Meng ve ark., 2005).

GRSPaV-SY ise Syrah decline ile yakin iliskilidir (Habili ve ark., 2006; Lima ve
ark., 2006; Al Rwahnih ve ark., 2009). Damar nekrozu sendromu viriis-benzeri etmen
olarak ilk kez Legin ve Vuittenez (1973) tarafindan Fransa’dan rapor edilmistir. Daha
sonra Tiirkiye’deki baglar (Glirsoy, 1988) dahil olmak iizere Avrupa’da bir¢ok tilkede ve
ABD’de bildirilmistir (Milkus ve ark., 1978; Martelli ve ark., 1978, 1992; Lehoczky ve
ark., 1986; Rumbos, 1989; Golino, 1993; Kuhn, 1994). Damar nekrozu Avrupa asma
varyetelerinde, bir¢ok amerikan Vitis tiirleri ve hibritlerinde latent olurken, sadece 110R
(V. berlandieri x V. rupestris) iizerinde simptom vermektedir. Viriis mekanik olarak ve
vektorle tasinmaz, tohumla taginma olasiliginin tizerinde durulmakla birlikte kesinlesmis

bilgi bulunmamaktadir (Hu ve ark., 2015).

GVD Italya'da "mantarims1 kabuk" simptomu tasiyan cv. Primus ¢esidinden izole
edilmistir (Bonavia ve ark., 1996). Viriisiin gen kaynaklarinda bulunma diizeyini
aragtirmak iizere yapilan ¢aligmalara RT-PCR yoOntemiyle testlenen 218 asma Grneginin
%A4'linde enfeksiyon yaptigi tespit edilmistir. GVD'min RW ile olan iligkisini
degerlendirmek i¢in yapilan testlemelerde, hastalik sendromu tasimayan Orneklerin
higbirinde virlisiin tanilanmamis olmasi, GVD'nin diger vitiviriisler gibi hastalik

etiyolojisiyle iliskili olabilecegi ihtimalini ortaya koymustur (Martelli ve ark., 1993b;



Abou-Ghanem ve ark., 1997). GVD genomu yaklasik olarak 7600 baz cifti
biiyiikliigiindedir.

Diger Vitivirus cinsinin tipik tiyeleri gibi 5 tane Agik okuma bdlgesine (Open
reading frame, ORF) sahiptir. Blastx ve blastp programlar1 kullanilarak analiz
yapildiginda, ORF2 haricinde diger ORF bdolgeleri, GVA ve GVB ile biiyiik odlgiide
benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 2.2) (Abou-Ghanem ve ark., 1997).

Cizelge 2.2. GVA, GVB ve GVD Acik okuma bolgeleri arasindaki aminoasit dizi
benzerlik oran1 (Abou- Ghanem ve ark., 1997).

Protein GVA/GVD GVB/GVD GVA/GVB
RdRp % 42.20 % 38.30 % 47.30
ORF2 % 18 % 16.40 % 9.90

MP % 48.20 % 28.30 % 24.60
CP % 68.20 % 58.40 % 55.10
ORF5 % 53.80 % 16.70 % 9.80

Vitivirus’lerin serolojik iliskileri incelendiginde GVA ig¢in {iretilmis poliklonal
antiserumun ELISA, IEM (immun elektron mikroskop), Wetsern blot yontemlerinde GVB
ve GVD antijenleriyle capraz reaksiyon gostermistir. GVA monoklonal antiserumlarindan
bir tanesi (Mab PA3.B9), GVB ve GVD'nin ELISA ile tanmilanmasinda kullanilmis,
antiserumun GVD antijeniyle ¢apraz reaksiyon gosterdigi ancak GVB antijeniyle capraz
reaksiyon gostermedigi belirlenmistir. Buna gore ti¢ viriisiin serolojik olarak birbirleriyle
iliskili olabilecegi, GVA ve GVD' nin tek antijenik belirleyicisi olan kriptotopunun ortak
oldugu rapor edilmistir (Chouieri ve ark., 1997).

Boscia ve ark. (2001)nin GVD igin trettikleri Mab, ELISA testinde Nicotiana
occidentalis bitki ekstraktlar: veya olgun asma ¢ubuklarindan alinan kortikal kazintilarinda
virisii tanilamistir. A¢ik araziden alinan asma oOrneklerinde GVD'nin tanilanmasinda
basarili sonuglar elde edilmistir. ELISA kitinin giivenilirligi, in vitro'da gelistirilmis GVD
eksplantlarindan otsu indikator bitkilere tasinmis inokulumun testlenmesiyle incelenmistir.
RW sendromlarindan bir veya daha fazlasiyla bulasik toplam 223 asma 6rnegi GVA, GVB
ve GVD i¢in ELISA, GRSPaV i¢in Western blot ile testlenmistir.

Denemede GVA'nin kober gévde oluk, GVB'nin mantarimsi1 kabuk, GRSPaV

rupsetris govde oluk sendromlariyla iligkili olduklari konfirme edilirken, GVD'nin dort
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sendromdan higbiriyle iligkisi belirlenememistir. Ayrica yapilan saha caligmasinda

testlenen 676 asma 6rneginde GVD'nin bulunma diizeyi %31 diizeyinde bulunmustur.

Closterovirus, Vitivirus ve Trichovirus cinslerinde bulunan viriis tiirlerinin dejenere
primerlerle RT-PCR ile tanilamasini yapmak igin closteroviriislerin genomlarinda HSP70
protein gen bdlgesinden, viti- ve trichoviriislerin RdRp bolgesinden iki set primer dizisi
hazirlanmistir. Enfekteli asma 6rneklerinden izole edilen toplam niikleik asit ve dsRNA
ekstraktlar viriis tanilamasindan kullanilmistir. Cogaltilan cDNA'lar klonlanmis, niikleotid
dizinleri ¢ikartilarak filogenetik olarak incelenmistir. Analiz sonunda GVA, GVB, GVD ve
Heracleum latent virus (HLV) Vitivirus tirleriyle ayni grupta yer almislar, yaprak
kivirciklik virtisleri Closterovirus cinsi tiirleriyle ayr1 bir grup olusturmustur (Saldarelli ve
ark., 1998).

GVA, GVB ve GVD'nin Kkantitatif multipleks RT-PCR ve konvansiyonel
multipleks RT-PCR yontemleriyle g¢oklu olarak tanilanmasinda hassasiyetlerini
incelemistir. Kantitatif PCR yontemi i¢in {i¢ farkli florasan isaretleyici ile isaretlenmis
primer dizinleri hazirlanmis ve testelemelerde tekli veya ¢oklu uygulama arasinda
hasasiyet bakimidan farklilik olmadigi goriilmiistiir. Bunun yanisira kantitatif PCR ile
konvansiyonel PCR yontemleri karsilastirmasinda, viriislerin tanilanma diizeylerinin
kantitatif mulktipleks PCR'da daha yiiksek diizeyde oldugu bildirilmistir (Osman ve ark.,
(2013).

GVD yakin zamanda Tunus'ta RT-PCR yontemi kullanilarak CP7V/CP471C
primerleriyle (Abou-Ghanem ve ark., 1997) bagciligin 6nemli oldugu alanlardan alinan
orneklerin  %41,42'sinde rapor edilmistir. 6rnek alman biitiin bdlgelerde ve asma
cesitlerinde bulunmustur. Viriisiin cv. Red Globe ¢esidinde bulunma diizeyi %11,7, Muscat
RafRaf ¢esidinde 9%88,8 diizeyindedir. Tanis1 yapilan GVD izolatlar1 gen bankasinda
kayith GVA (JF754577) izolatiyla %72-73, GVB (NC003602.1) izolatiyla %60-62, GVE
(JX402759.1) izolatiyla %53-55 benzerlik gostermistir (Mahfoudhi ve ark., 2014).

2.2. Mantarims1 Odun (Rugose wood, RW) Sendromlariyla iliskilendirilmis Viriisler
ile Tlgili Tiirkiye'de Yapilmis Cahsmalar

Ozaslan ve Yilmaz (1995)’m Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bélgesi baglarinda
biyolojik ve serolojik yontemleri kullanarak yaptiklar1 survey calismasinda toplanan

orneklerde GFLV (%24)’nin en yaygin viriis oldugunu ve bunu Asma yaprak kivirciklik
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viriisii-3 (GLRaV-3) (%17.5), GLRaV-1 (%12.5), GFkV (%7.5) ve ArMV (%6.5)
virislerinin takip ettigini ortaya koymuslardir. Yilmaz ve ark., (1997)’nin Tiirkiye’nin
cesitli bolgelerinden topladiklar1 toplam 84 6rnekte ELISA testiyle GLRaV-1, GLRaV-3
ve GLRaV-7 nin varhiginm1 ve yaygimligini saptamislardir. Hatay yoresi baglarinda yapilan
bir calismada baglarda en yaygin viriis hastaligi etmeninin GVA oldugu ve genellikle

etmenin yaprak kivircikligi ile karigik enfeksiyonlar yaptigi rapor edilmistir (Caglayan,
1997).

Kokl (1998) enfekteli Nicotiana benthamiana yapragi ve bag floem dokularini
kullanilarak iki GLRaV-2 antiserumu liretilmesi tizerine ¢alismis ve viriisiin saptanmasinda
daha giivenilir sonuglar DAS-ELISA’ya kiyasla DASI-ELISA’dan elde edilmistir.
Calismada sonu¢ olarak GVA, GVB, GFkV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6,
GLRaV-7 ve GFLV ve bunlara ek olarak 2 6rnekte ise CMV belirlenmis ve bu viriisle
ilgili daha sonra ¢alismalar yapmuslardir (Koklii ve ark., 1999). Koklii ve ark. (1999)’nin
1997 yilinin yaz sonu-sonbahar basinda yaptiklart survey calismasinda viriislerin
saptanmast amaciyla mekanik inokulasyonlar ve serolojik testler gerceklestirilmislerdir.
Test edilen 165 6rnekten 153’1 (%92.7) en az bir viriis ile enfekteli bulunmus, iki veya
daha fazla virlis ile enfeksiyon yaygin durumda belirlenmistir (%75). Clostero- ve
vitiviriisler tiim test edilen alanlarda belirlenmistir. GVA en yaygin virus (%52.1) olarak
belirlenmis, Sarkdy’de %68.1 oranlarinda ve en fazla Cardinal (%100) ve Yapincak
(%88.2) c¢esitlerinde belirlenmistir. Bolgede GFLV, GVA, GVB, GFkV, GLRaV-1
GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6, ve GLRaV-7 durumu ortaya konulmustur.

Bag virtsleri i¢in son yillarda {ilkemizde yapilan en genis survey calismasinda,
tamamen eski ve lokal ¢esitlerin yetistirildigi, yabanci asma materyallerinin hi¢ girmedigi

yorelerdeki baglarimizda dahi degisik viriis hastaliklart bulunmustur.

Digiaro ve ark., (2000)’nin Giineydogu Anadolu ve Orta Anadolu’nun baslica bag
alanlarinda yaptig1 arastirmada, GVA’ nin en yaygin viriis oldugunu ve bunu GLRaV-1,

GFLYV ve GFkV’nin takip ettigini ortaya koymustur.

Bunun yanisira GLRaV-2, -3 ve -6’ nin da enfeksiyonlarinin digerlerine kiyasla az
olmakla birlikte mevcut oldugu tespit edilmistir. Arastirmalar yaprak kivirciklig
simptomlarinin ¢ogunlukla Sanlurfa, Adiyaman, Elazig baglarinda Amerikan asma
anaclari lizerine asili kirmizi gesitlerde (Antep Karasi, Honiisii, Kohnii, ve Siyah Kabarcik)

ve Nevsehir’deki baglarda yaygin oldugunu gostermektedir. Asma mantarimsit odun
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hastaligt simptomlar1 Adiyaman’daki asili baglarda yaygin olarak gdzlenirken
Kapadokya’daki asisiz baglarda bulunmamistir (Cigsar, 2002b). Sonug¢ olarak,
Closterovirus ve Vitivirus’lerin Vitis vinifera ile yakindan iligkili oldugu ve bitkinin

orijininden birlikte tasindig1 s6ylenebilir (Martelli ve ark., 1997).

Asma ve bocek oOrneklerinde GVA, GLRAV-1, GLRAV-3 ve GLRAV-5
enfeksiyonlart RT-PCR yoOntemiyle tanilanmistir. Test edilen 6rneklerde GVB tespit
edilmemistir. GVA, GLRAV-1, GLRAV-3 ve GLRAYV -5 enfeksiyonlar tespit edilmek
icin RT-PCR yontemi kullanilmistir. Test edilen 06rneklerde Planococcus ficus
(Signoret)’'un ise Ornek almnan bdlgeler i¢inde yaygin olan tek unlu bit tiirii oldugu

belirtilmistir (Buzkan ve ark., 2012).

Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bdlgelerinde otokton asma varyetleriyle,
eski bagciligin yapildig:r alanlardan aliman asma ornekleri, RT-PCR ile GRSPaV ig¢in
testlendiginde viriisiin bulunma diizeyinin yaklagik %34 diizeyinde oldugu belirlenmistir.
Her iki bolge baglarindan alinan asma 6rneklerinde viriis tanis1 yapilirken, Tiirk GRSPaV
izolatlarmin gen bankasinda kayith virlisiin izolatlariyla benzerlik diizeyi %87-96
diizeyinde belirlenmistir. Tiirk izolatlarinin bazilart SG1 (Vitis rupestris cv. Saint George)
(Meng ve ark., 2005) ve MG (V. vinifera cv. Moscato Giallo) (Morelli ve ark., 2011)
streynleri ile ayn1 grupta yer almistir, Baz1 izolatlar ise GRSPaV'in RSPV-1 (Meng ve
ark., 1998), GRSPV ve GRSPaV-BS (Fransiz-Amerikan hibridi, Bertille Seyve 5568)

sterynleri ile benzerlik gostermistir (Buzkan ve ark., 2015).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Arastirma materyali olarak Dogu Akdeniz (Adana, Mersin, Hatay) ve Giineydogu
Anadolu (Adiyaman, Gaziantep, Kilis, Sanliurfa) Bolgelerinden yerli asma ¢esitlerinden
toplanmis 6rnekler kullanilmistir. Yaz doneminde alinmis yesil yaprak ve siirgiin 6rnekleri,
Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Avsar Yerleskesinde Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Béliimii Laboratuvari'nda bulunan buzdolaplarinda (+4 ve -80°C) saklanmistir.
Sonbahar doneminde alinmis celikler koklendirilmis ve bireysel olarak saksilara
aktarilarak Ziraat Fakiiltesi cam serasinda muhafaza edilmistir.

Mekanik inokulasyon denemelerinde tiitiin bitkileri (Nicotiana occidentalis, N.

benthamiana) kullanilmistir.

3.2. Metot

Dogu Akdeniz (Adana, Mersin, Hatay) ve Giineydogu Anadolu (Gaziantep, Kilis,
Sanliurfa, Adiyaman) Bolgelerinde otokton asma gesitlerinden alinan ¢elikler (30-40 cm),
perlit bulunan kasalarda koklendirilmistir. Koklenenen ¢elikler 1:1 oraninda torf:perlit

karigimi saksilara aktarilmastir.

3.2.1. Asma Yapraklarindan Toplam Niikleik Asit (TNA) izolasyonu

Bitkisel orneklerden Silika (silicone dioxide) yakalama yontemi kullanlarak,

Foissac ve ark. (2005)’nin belirledigi protokol degistirilerek kullanilmistir.

Yaprak ornekleri (0.1 g) porselen havan igerisinde 1:10 (agirlik/hacim) oraninda
ezme tampon (4.0 M guanidin tiyosiyanat, 0.2 M Sodyum asetat pH:5.2, 25 mM EDTA,
1.0 M Potasyum asetat ve % 2.5 Polyvinylpyrrolidone 40) %21 (hacim/hacim)
mercaptoethanol eklenerek ezilmistir. Ezilen ornekler mikrosatrifiij tiiptine aktarilip
tizerine 100 pl %10’luk sodium lauryl sarcosine eklenmistir. Karisim 70°C’de 10 dk
stireyle inkiibe edilmistir. Tipler buz dolu kaplarda 5 dk bekletildikten sonra 13.000
devir/dk’ da 5 dk santrifiij edilmistir.

Ustte kalan sivi kisimdan 300 pl almarak yeni tiiplere aktarilmistir. Ornekler
tizerine 150 pl %96’lik Etil alkol, 300 pl 6M Sodyum iyodiir, %1.87’lik Sodyum siilfit ile
hazirlanmig 700 ul 6 M Sodyum iyodiir ve steril suda hazirlanmig 25 pl Silika (Silicone
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dioxide) ilave edilip, karisim oda sicakliginda aralikli olarak karistirilarak 10 dk
bekletilmistir. Tiipler 10.000 devir/dk’da 2 dk santrifiij edilmistir. Ustte kalan stv1 kisim
atilmis, ¢okelti tizerine 500 pl yikama tamponu (10 mM Tris pH: 7.5, 0.5 mM EDTA, 50
mM Sodyum kloriir, %50 Etil alkol) eklenerek karistirilmistir. Daha sonra 10.000
devir/dk’da 2 dk santrifiij edilmistir. Bu islem 2 defa tekrarlanmistir. Ustte kalan s1vi kisim
atilmis, c¢okelti lizerine 50 pl steril saf su eklenerek homojenize edilmistir. Karigim 70
°C’de 4 dk bekletilip, 14.000 devir/dk’da 3 dk satrifiij edildikten sonra sivi kismin tamami

yeni tiiplere aktarilmis ve -20 °C’de muhafaza edilmistir.

TNA igerisinde bulunan RNA’nin safligi ve konsantrasyonu spektrofotometrik
(SmartSpec Plus Spectrometer, BioRad, ABD) okumasi (Azs0/Azs0) yapilarak kontrol
edilmistir. Molekiiler testleme i¢in 40 ng/ul RNA kalib1 kullanilmistir.

3.2.2. Tersine transkripsiyon (Reverse Transcrition, RT) ve cDNA sentezi

Asma orneklerinden izole edilen RNA’nin tersine transkripsiyonu i¢in 40 ng/ pl
RNA, 2 ul hexanucleotide random hexamer (0.3 pg/ul) (Thermo Scientific, ABD) ile 95
‘C’de 5 dk bekletilip daha sonra 5 dk buz dolu kap igerisinde bekletilmistir

Karigim tizerine 10 pl 5X first strand buffer, 2 pl 10 mM dNTP, 0.8 pl 200 U/ul
Maloney-Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) (Thermo
Scientific, ABD) iceren karigim eklenmistir. Sentez reaksiyonu 42'C’de 1 saat 15 dk da
gergeklestirilmistir. Reaksiyon, 70'C’de 10 dk bekletilerek sonladirilmustir.

3.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Sentezlenen cDNA'larin PCR analizi 50 pl reaksiyon karisimi i¢inde yapilmustir.
Karigim reaksiyonu 5 pl ¢cDNA, 1X PCR termofilik tampon, 1.5-mM MgCl;, 0.2 mM
dNTP, homolog ve heterolog primeler (CP7V/471C) (Abou-Ghanem ve ark., 1997)
(Cizelge 3.1) ve 5U Taq DNA polymerase (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak

hazirlanmastir.

Reaksiyon profili 94 ‘C'de 45 sn (ilk denatiirasyon), 94 ‘C'de 45 sn (denatiirasyon),
56 ‘C'de 1 dk (hibridizasyon), 72 ‘C'de 1 dk (uzama) ve son uzama asamasi 72 C'de 7 dk
olarak belirlenmis ve 40 dongiide gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.1. GVD (Vitivirus) tanilamasi i¢in PCR’ da kullanilan primer dizinleri (Abou-
Ghanem ve ark. 1997).

Viriis | Primer | Dizin (5°- 3’) DNA Kaynak
(be)
CP7vV | CTTAGGACGCTCTTCGGGTACA (Abou-Ghanem
GVD 474 | Ve ark., 1997)
CP471C | CTGCTCTCCAACCGACGACT !

cDNA’larin PCR analizlerinde elde edilen DNA iiriinlerinin elektroforetik
analizleri % 1.5’luk agaroz jel iizerinde, 1X TAE (0.04 M Tris-asetat, 1 mM EDTA, pH
8.0) tamponu kullanilarak yapilmistir. Agaroz jel etidium bromid boyamasi yapildikdan
sonra UV transilluminator tizerinde gozlenmis, jel fotograflar1 “GelDoc-It imaging system”

ile gekilmistir.

3.2.3. PCR DNA’larimmin niikleotid dizi analizi

GVD CP7V/471C (Abou-Ghanem ve ark., (1997) primerleriyle tan1 konulan
izolatlarn PCR DNA'larimin ¢ift yonlii dogrudan niikleotid dizinleri, MEDSANTEK
(Turkiye) firmasma Yyaptirilmistir. Niikleotid dizin analizleri MEGA 6 yaziliminda
(Tamura ve ark., 2013) yapilarak, gen bankasinda kayitli yiiksek niikleotid dizin benzerligi
gosteren diger izolatlarla karsilastirilmistir. Filogenetik analiz Neighbor-joining (Saitou ve
Nei, 1987) yontemi kullanilarak yapilmistir ve Filogenetik aga¢ topolojisi kuvveti
(bootstrap) 1,000 alinmustir.

3.2.4. Mekanik inokulasyon

PCR analizinde pozitif sonuglanan orneklerden viriisii tagimmasi, Nicotiana
occidentalis ve Nicotiana benthamiana (Sekil 3.1) indikator bitkileri iizerine mekanik
olarak yapilmistir. Mekanik inokiilasyon i¢in kullanilacak indikator bitkilerin tohumlari,
torf bulunan fide kasalarina ekilmistir. Fideler, 3-4 ger¢ek yaprakli donemlerine

geldiklerinde viriis mekanik inokiilasyonu yapilmistir.
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Sekil 3.1. Inokulasyon isleminde kullanilan tiitiin bitkileri (a) Nicotiana benthamiana, (b)
Nicotiana occidentalis

Sera kosullarinda siirdiiriilmiis asmalarin yapraklar1 (0.1 g), 1:10 hacminde 0.01
M fosfat tamponu (POs) (pH 7.0) kullanilarak sogutulmus porselen havan igerisinde
ezilmistir. Bitki 6zsulari, yaprak yiizeyi celite ile kaplanmis indikator bitkilerin karsilikls,
iki yapragi {izerine stiriilmiistiir (Sekil 3.2). Negatif kontroller, indikator bitkiler tizerine
sadece fosfat tamponuyla yapilan inokiilasyon ile hazirlanmistir. Inokiilasyonu
tamamlanan indikator bitkilerin yapraklari, kontaminasyon riskine karsi musluk suyu
altinda yikanmistir. Bitkiler virlis ¢ogalmasi igin 151k ve sicaklik kontrollii iklim odasinda
(25°C=+1, 16 saat fotoperyot) bekletilmistir. Bitkiler {izerinde simptom gdzlemleri giinliik

olarak yapilmustir.

Sekil 3.2. Hazirlanan inokulum ve tiitiin yapraklarina GVD'nin mekanik inokulasyonu.

Viriis benzeri belirti tasiyan indikator bitkilerde viriis tiirliniin belirlenmesi i¢in
analizler RT-PCR ile yapilmistir. Bitkilerden TNA izolasyonu bdliim 3.2.1., RT-PCR testi
3.2.2. ve niikleotid dizi analizleri de 3.2.3.’te belirtildigi sekliyle yapilmistir.
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3.2.5. Nested-RT-PCR

GVD enfekteli asmalardan viriisiin indikator bitkilere mekanik olarak tasinmasi
denemelerinde, virlis-benzeri belirti tasiyan bitkilerin testlenmesi RT-PCR ve nested-RT-
PCR ile yapilmistir. Belirti tasiyan bitkilerden TNA izolasyonu, cDNA sentezi ve PCR
asamalari boliim 3.2.1.ve 3.2.2.” de belirtildigi sekilde yapilmistir.

Nested-RT-PCR testinde Vitivirus ve Foveavirus cinsi virlis tiirlerinin
tanilanmasinda etkili dejenere primer ciftleri (Cizelge 3.2) (Dovas ve Katis, 2003)
kullanilmigtir. Nested-PCR, ¢oglatilmasi hedeflenen DNA kalibinin dis ve i¢ kisimlarindan
hazirlanan iki ¢ift primer diziniyle yapilmigtir. Testin ilk asamasi, ¢ogaltilacak gen
pargasinin dis kismindan hazirlanan primerlerden (ARW upl/dRWup2) 1 uM ve bolim
3.2.3’te belirtilen PCR reaksiyon karigimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Reaksiyon
94°C'de 4 dk (ilk denatiirasyon), 95°C'de 30 sn (denatiirasyon), 42°C'de 30 sn
(hibridizasyon), 72°C'de 15 sn (uzatma) ve 72°C'de 2 dk (son uzatma) olacak sekilde 40
dongiide yapilmistir. PCR DNA'larinin analizi %1.5'luk agaroz jel tlizerinde 1X TAE
tamponu kullanilarak yapilmistir. DNA bandi (363 bp) gbzlenen 6rnekler, nested-PCR ile
testlenmek lizere dRWnestl/dRWnest2 primer dizinleriyle tekrar reaksiyonda

kullanilmistir.

Nested PCR testi, birinci tur PCR testinde pozitif sonuglanmig DNA'lardan 2 pl, 1
uM dRWnestl ve 1.5 uM dRWnest2 primerleri kullamlarak bir doéngii 95°C'de 3 dk,
49°C'de 10 sn ve 72°C'de 10 sn, daha sonra 39 déngii 95°C'de 20 sn, 54°C'de 20 sn,
72°C'de 10 sn olacak sekilde, son uzatma 72°C'de 2 dk olacak sekilde gerceklestirilmistir
(Dovas ve Katis, 2003). PCR DNA'lariin 1XTAE tamponu igerisinde %1.5'luk agaroz jel
ile yapilan elektoroforetik analizinde bant veren orneklerin niikleotid dizin analizi bolim
3.2.3’ te belirtildigi sekilde yapilmistir.

Cizelge 3.2. Vitivirus ve Foveavirus cinsinde, viriis tiirlerinin Nested-PCR ile

tanilanmasinda kullanilan dejenere primer dizinleri ve gogalttiklar1t DNA
parcalariin biiytikliikleri.

Primer Dizin (5'- 3") DNA olgiisii (b¢) | Dejenerasyon
dRW upl WGCIAARGCIGGICARAC (konvansiyonel 8

dRW do2 RMYTCICCISWRAAICKCAT P:a%lg) 128
dRW nestl | GGGGCARACIHTIGCITGYTT (nested PCR) 12
dRW nest2 | AAIGCYTCRTARTCIGAITCNGT 198 32

W=A+T; R=A+G; M=A+C; Y=C+T; S=G+C; K=G+T; H=A+T+C; N=A+T+C+G; I=Inosine.
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4. BULGULAR

4.1. Arazi Surveyi

Arastirmada Dogu Akdeniz (Adana, Mersin, Hatay) ve Giineydogu Anadolu
(Adiyaman, Gaziantep, Kilis, Sanliurfa) Bolgeleri'ndeki 19 bagdan, 32 otokton asma
varyetesinden alinmig 175 asma bitkisi kullanilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. GVD tanisi i¢in kullanilan otokton asma varyeteleri ve alindiklar1 lokasyonlar.

Bolge Lokasyon Otokton varyete
Tarsus Yalova incisi, Tarsus beyazi, Ergin
Giilnar ¢ekirdeksiz,
Mut Trakya ilkeren, Tuzlukgu, Dimrit,
Mersin Silifke Cavus, Kisnis, Takkare, Dilmit, Recep,
N
'g Akdeniz Adana, Topakkara, Bohga karasi, Cevizi
=
fﬂ {iziimii, Yerli ¢ekirdeksiz,
= Camliyayla e
80 Kadin parmagi, G6g tiziimi
= Yalova incisi, Trakya ilkeren,
Adana Ceyhan _
Dokuztekne karasi
Merkez
Hatay Honiisti
Hassa
Islahiye
Gaziantep Sehitkamil Hatun parmag1, Horoz karasi
Sahinbey
= Merkez
= _ Cilores, Azezi, Kiillahi, Cilorut, Sergi
= Sanlurfa Hilvan S o
= karasi, (sinonim. Cibine)
i Bozova
>80
= Merkez _ _
z : Besni, Tahannebi,
£ Adiyaman Besni
8 Peygamber tiziimii
Golbasi
Merkez Rumi, Sultani ¢ekirdeksiz,
Kilis
Musabeyli Horoz karasi
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4.2. PCR Analizi

GVD'nin otokton asma varyetelerinde bulunma durumunu belirlemek i¢in yapilan
PCR testinde, testlenen 175 asma bitkisinin 13 tanesinde GVD'nini protein kilif bolgesinin
bir boliimiinii temsil eden 474 bg biiyiikliigiinde DNA pargast ¢ogaltilmistir (Sekil 4.1.).
Testlemelerde GVD tanisi yapilan 6rnekler her iki bolge baglarindan alinmig olan TR73 ve
TR74 Hontsi (Hatay), TR78 ve TR80 Horoz Karas1 (Gaziantep), TR104 Rumi, TR125
Horoz Karasi (Kilis), TR188-1 Antep Karasi (Sanliurfa), TR205, 213, 215 ve 230 Besni
(Adiyaman) cesitleridir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Sekil 4.1. GVD enfeksiyonunu gosteren 474 bg biiyiikliigiindeki DNA bandlari. M: 100 bg
DNA standarti (Fermentas), gukur (1-2): TR73, 74 (Hatay); ¢ukur (3-4): TR78,
80 (Gaziantep), cukur (5-6): TR104, 125 (Kilis); ¢ukur (7): TR188-1 (Sanliurfa);
cukur.
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Cizelge 4.2. Survey alanlarindan alinan toplam ve GVD ile enfekteli oldugu saptanan
ornek sayisi

Bolge Il Pozitif Toplam 6rnek
testlenmis sayisi/Pozitif
Cesitler ornek sayisi
Adana - 0/10
N
:%E) —
= S Mersin - 0/28
5 &
S
A Hatay Honiisii 2/8
5
g Gaziantep Horoz karasi 2124
:Cé = Sanliurfa Sergi karasi 1/15
0]
S 80
ité: = Adiyaman Besni 6/45
g Kilis Rumi, Horoz 2145
6] karasi
Toplam 13/175

Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri’ndeki 7 ilde bulunan baglardan
toplanan 175 adet asma Ornegi testlenmistir. GVD tanisi igin Dogu Akdeniz Bolgesinden
toplanan 46, Giineydogu Anadolu Bolgesinde 129 6rnek testlenmistir.

Hatay ilinden toplanan 8 Ornekten 2’sinde (Honiisii) virlis tanilanirken,
Gaziantep’ten toplanan 24 o6rnekten 2’si (Horoz Karasi), Kilis’ten toplanan 45 Grnekten
2’s1, (Horoz Karasi), Sanlurfa’dan toplanan 15 ornekten 1 tanesinde (Sergi Karasi) ve

Adiyaman’dan toplanan 45 adet 6rnegin 6°sinda (Besni) GVD tanilanmustir.

4.3. Mekanik Inokulasyon sonrasi viriis-benzeri belirtiler ve PCR analiz

degerlendirmesi

Asma bitkilerinden N. occidentalis ve N. benthamiana indikator bitkilerine yapilan
mekanik inokiilasyonu takiben ortlama 7 hafta sonra, N. occidentalis bitkileri {izerinde
viriis-benzeri belirtiler izlenmistir (Sekil 4.2). Yapraklar {izerinde damar klorozu
simptomlar1 (Sekil 4.2.) kaydedilirken, negatif kontrollerde viriis-benzeri belirtiler

meydana gelmemistir.
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Ana ve ikincil
damarlarda kloroz
belirtisi

Sekil 4.2. Nicotiana occidentalis bitkileri iizerinde GVD-pozitif tanilanan asma
ornekleriyle yapilan mekanik inokiilasyon sonrast meydana gelen damar
klorozu simptomlari.

Viriis-benzeri belirti tasiyan N. occidentalis bitkilerinden GVD tanilmasi,
bitkilerden izole edilen TNA'larin nested-RT-PCR testinde analiz edilmesiyle yapilmistir.
Dis bolge pimerleriyle yapilan ilk PCR reaksiyonunda ¢ogaltilan cDNA'larin elektroforetik
analizinde 363 bg biyiikliigiinde DNA bantlar1 gozlenmistir (Sekil 4.3). Ayn1 6rneklerin i¢
bolge primerleriyle nested-PCR testinde, DNA'lardan elektoroforez analizi sonrasi etidium
bromid boyamasinda 198 b¢'me yakin, ancak ¢ok parlak olmayan bantlar elde edildigi
gozlenmistir (Sekil 4.4). PCR DNA'larinin Blastn analizinde gen bankasinda kayitlh GVD

izolatlar1 ile homoloji gostermemistir. GVD mekanik olarak tasinamamastir.
4.4. Asma GVD izolatlarinin Filogenetik Analizi

GVD tanilmasinda kullanilan CP7V/CP471 C primerleriyle, 13 asma 6rneginde
RT-PCR testinde 474 bg biiyiikligiinde DNA band: elde edilmis, ancak bunlardan sadece
iki tanesinin niikelotid dizinleri ¢ikartilmistir. Niikleotid dizinlerin Blastn analizinde, gen
bankasinda kayith GVD ve GVA izolatlarinin kilif proteinini kodlayan gen bdlgesinin
niikleotid dizinleriyle benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Besni ¢esidinde izole edilmis TR167 izolatinin Brezilya (Fajardo ve ark., 2012) ve
Italya (Abou-Ghanem ve ark., 1997)'da izole edilmis GVD izolatlartyla niikleotid dizin
homolojisinin %83-96 diizeyinde oldugu gorilmiistiir. Besni ¢esidinden izole edilen TR
202 izolat1 ise ABD (Alabi ve ark., 2014)'de izole edilen GVA izolatiyla %93 niikleotid
dizin benzerligine sahip oldugu gorilmiistir. MEGA 6.0 yazilimiyla, neighbor-joining
(NJ) metoduyla tiirk ve yabanci izolatlarin filogenetik agaci olusturuldugunda, filogenetik

agagcta iki grubun olustugu ve Tiirk GVD izolatlariin farkli grupta yer aldigi gézlenmistir.
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TR167 GVD izolat1 Brezilya'da izole edilen GVD izolatlariyla (JQ31716.1, JD31715.1)
aym grup icinde yakin pozisyonda yer alirken, italya'da ilk izole edilen GVD izolati
(Y07764.1) ve Brezilya GVD izolatiyla (KX828708.1) ayn1 grupta, ancak daha uzak
pozisyonda yer almstir (Sekil 4.4.).

100 [JQ031716.1 GVD Brezilya
JQ031715.1 GVD Brezilya

%8 L TR167 GVD
Y07764.1 GVD Italya
KX828708.1 GVD Brezilya

100

TR202 GVD
100 KF013814.1 GVA ABD

0.05

Sekil 4.5. TR GVD izolatlarinin 474 bg biiyiikligindeki ORF4 bolgesi niikelotid
dizinlerine goére neighbor-joining (NJ) metoduyla gen bankasindan kayitli,
izolatlarla hazirlanmis filogenetik agaci. Aga¢ topolojisi kuvveti 1,000
bootstrap olarak alinmustir.
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Cizelge 4.3. Tirk ve NCBI’da kayith GVD ve GVA izolatlarinin niikleotid dizini

TR-GVD167
TR-GVD202
JQ031716.1
JQ031715.1
Y07764.1
KX828708.1
KF013814.1

TR-GVD167
TR-GVD202
JQ031716.1
JQ031715.1
Y07764.1
KX828708.1
KF013814.1

TR-GVD167
TR-GVD202
JQ031716.1
JQ031715.1
Y07764.1
KX828708.1
KF013814.1

TR-GVD167
TR-GVD202
JQ031716.1
JQ031715.1
Y07764.1
KX828708.1
KF013814.1

TR-GVD167
TR-GVD202
JQ031716.1
JQ031715.1
Y07764.1
KX828708.1
KF013814.1

TR-GVD167
TR-GVD202
JQ031716.1
JQ031715.1
Y07764.1
KX828708.1
KF013814.1

TR-GVD167
TR-GVD202
JQ031716.1
JQ031715.1
Y07764.1
KX828708.1
KF013814.1

karsilastirmast

CCTCTTAGGACCCTCTTCGGGTACATAGCTCTGGTTGGCACTAGTAAGAAGGCGCATCATTATGGGGAAG
CCTCTTAGGACGCTCTTCGGGTACATCGCCTTGGTCGGTACAAGCAAAAAGGCGGTTCACTATGGAGAGG
TACCTTAGGACGCTCTTCGGGTACATAGCTCTGGTGGGTACTAGTAAGAAGGCGCAGCATTATGGGGAAG
TACCTTAGGACGCTCTTCGGGTACATAGCTCTGGTGGGTACTAGTAAGAAGGCGCAGCATTATGGGGAAG
TACCTTAGGACGCTCTTCGGGTACATAGCCCTGGTTGGCACCAGCAGGAAGGCGCAGCATTATGGGGTAG
TATCTGAGGACCCTGTTCGGATACATAGCACTGGTCGGCACAAGCAAGAAAGCAGTGCAGTATGGAGTGG
————————————— TCTTTGGGTACATCGCCTTGGTCGGTACAAGCAAAAAGGCGGTTCACTATGGAGAGG

80 90 100 110 120 130 140
TTGATGTCATAGGACCAAAGGC---TAATAGGAATAATGTAGACTCTAGAGGTAGAATAAACATAAGCGA
TAGATATAGTAGGACCTAAGGCAAGCAAGAAGACCGGTATAGACCCCAGAGGAAAGATAGTCATATCTGA
TTGATATCATAGGACCAAAGGC---TAATAGGATTAATGTAGACTCTAGAGGTAGAATAAACATAAGCGA
TTGATATCATAGGACCAAAGGC---TAATAGGATTAATGTAGACTCTAGAGGTAGAATAAACATAAGCGA
TGGATGTAATAGGGCCTAAGTC---TAATAGGAGTAATGTAGATTCTAGGGGTAAAATAAACATAAGCGA
TGGATGTGATAGGGCCTAAAGC---CACTAGGGCTAACTTAGATTCTAGGGGAAAAATAAATATAGCTGA
TAGATATAGTAGGACCTAAGGCAAGCAAAAAGACTGGGATAGACCCGAGGGGAAAGATAGTCATATCTGA

150 160 170 180 190 200 210
GAAGGTGGCGAGTATAATGGCTCTCAGTAGGGCAGTGAGTGAGGGACCGTTGGTGGGAGCAACTCTGAGG
AATGGTCGGCAGGATGCGCACTCTGAGCGTGGCGGTAAGCGAGGGCCCTGTTAAGGGAGCAACACTTAGG
GAAGGTGGCGAGTATAATGGCTCTCAGCAGGGCAGTGAGCGAGGGACCGTTGGTGGGAGCAACTCTGAGG
GAAGGTGGCGAGTATAATGGCTCTCAGCAGGGCAGTGAGCGAGGGACCGTTGGTGGGAGCAACTCTGAGG
GAAGGTGGCGAGTATGATGGCTCTTAGCAGAGCAGTGAGTGAAGGACCGTTGGTGGGTGCCACTCTGAGG
GAAGGTTCTTAGCATGATGGCTCTTAGTCGCGCCGTGAGTGAAGGACCGTTGGTAGGAGCAACTCTGAGG
ACTGGTCGGCAGGATGCGTACGCTGAGTGTGGCGGTAAGCGAGGGCCCTGTTAAGGGAGCAACACTTAGG

220 230 240 250 260 270 280
CAGGTGTGTGAACCATTCGCACAGGAAGCTTACGAGATGCTGGCTAAGATGGCTGAGATGGGACTGTATT
CAAATGTGCGAACCATTCGCACAGAATGCTTATGATTTCCTCGTATTGATGGCTGAGATGGGCACGTACT
CAGGTGTGTGAACCGTTCGCACAGGAAGCTTACGAGATGCTGGCTAAGATGGCTGAAATGGGACTGTACT
CAGGTGTGTGAACCGTTCGCACAGGAAGCTTACGAGATGCTGGCTAAGATGGCTGAAATGGGACTGTACT
CAAATGTGCGAACCATTCGCACAGGAAGCTTATGAGATGTTGGCCAAGATGGCAGAGATGGGGCTCTACT
CAGATGTGCGAACCGTTTGCACAAGAAGCCTACGAGATGCTGGCAAAGATGGCAGATATGGGTCTGTATT
CAGATGTGCGAACCATTTGCACAGAACGCCTACGATTTCCTCGTGTTGATGGCTGAGATGGGCACGTACT

290 300 310 320 330 340 350

CTCAATTGGCGCGTAAGATGGCGAGGCTTGGTAACAAGGAACCTCAAGTGATGTTTGACTTTGCATCCGG
CACAGTTGGCAACAAAGATGACAAGGTCAGGCTTTAAGGAGCCACAGGTTATGTTCGACTTTGCGTCGGG
CTCAATTGGCTCGTAAGATGGCGAGGCTTGGCAACAAGGAACCTCAAGTGATGTTTGACTTTGCGTCCGG
CTCAATTGGCTCGTAAGATGGCGAGGCTTGGCAACAAGGAACCTCAAGTGATGTTTGACTTTGCGTCCGG
CTCAGCTGGCGCGTAAGATGGCAAGGCTCGGTAACAAGGAACCTCAAGTGATGTTCGACTTCGCATCCGG
CGCAACTAGCAAGGAAGATGGCGAGGCTTGGAAACAAGGAACCACAAGTGATGTTTGACTTTGCTGCTGG
CACAGTTGGCAACCAAGATGACTAGGTCAGGCTTTAAGGAGCCACAGGTTATGTTCGACTTTGCGTCGGG

360 370 380 390 400 410 420
TCTGGATATAAGTCGTTTGACATTGCAAGAGGCTACTGTTATTCAGGCTATGCATTCTCGCCTCTTTCGT
CTTAGATCTGAAAGCACTGACACTACAAGAAGCCACTGTGATACAGGCTATGCACTCGCGGCTCTTTCGA
TCTGGATATAAGTCGTTTGACATTGCAAGAGGCAACTGTTATTCAGGCTATGCATTCTCGCCTCTTTCGT
TCTGGATATAAGTCGTTTGACATTGCAAGAGGCAACTGTTATTCAGGCTATGCATTCTCGCCTCTTTCGT
TTTGGATATCAGTCGCTTGACATTGCAAGAGGCTACTGTTATACAGGCTATGCATTCTCGCCTCTTTCGC
TCTTGACCTAAGCAGGTTGACATTGCAAGAGGCTACTGTTATCCAGGCTATGCATTCTCGCCTCTTTCGT
CTTAGATCTGAAAGCACTGACACTACAAGAAGCCACTGTGATACAGGCTATGCACTCCCGTCTCTTTCGT

430 440 450 460 474
ACTGAAGGTGCTAAAGGAGTATTCAACGCCCAGTCGTCGGTTGGAGAGCAGA
ACAGAGGGTGCAAAGGGGGTATTCAACGCCCAGTCGTCGGTTGGAGAGCAGA
ACTGAAGGTGCTAAAGGAGTATTCAACGCCCAATCGTCGGTTGGAGAGCAGG
ACTGAAGGTGCTAAAGGAGTATTCAACGCCCAATCGTCGGTTGGAGAGCAGG
ACTGAAGGTGCTAAAGGTGTATTCAACGCCCAGTCGTCGGTTGGAGAGCAGG
ACTGAAGGTGCTAAAGGTGTATTCAACGCCCAGTCTTCAATTGGAGAGCAGG
ACGGAAGGCGCAAAGGGTGTGTTCAACGCTCAATCATCAGTCGGTGAGCAG-
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Tiirk izolatlartyla (167 ve 202) NCBI’da kayith italya (Y07764.1), Brezilya
(JQ031716.1, JQ031715.1 ve KX828708.1) izolatlarinin amino asit dizin karsilagtiritlmasi

gergeklestirilerek akrabalik iligkileri incelenmistir.

TR 167 izolatinin niikleotid dizisinin 55, 56 ve 57. pozisyonunda "CAT", Histidin
(H); TR 200°de ayn1 pozisyonunda "GTT" Valin (V) kodlamistir. TR 167’nin 76, 77 ve
78. pozisyonunda "GTC" Valin (V); TR 202’de aym1 pozisyonunda "ATA", Izolésin (1)
kodlamuistir.

TR 167’nin 79, 80 ve 81. pozisyonunda "ATA" Izolésin (I); TR 202°de aym
pozisyonunda "GTA" yer almasi Valin (V); TR 167’nin 100, 101 ve 102. pozisyonunda
"AGG", Arjinin (R); TR 202’de ayn1 pozisyonunda "AAG", Lizin (K) kodlamistir.

TR 167’nin 106, 107 ve 108. Pozisyonundaki "AAT", Asparajin (N); TR 202’de
ayni1 pozisyondaki "GGT", Glisin (G); TR 167’nin 109, 110 ve 111. pozisyonunda
"GTA", Valin (V); TR 202 izolatinda aym pozisyonunda bulunan "ATA", Izolésin (1)
kodlamastir.

TR 167°nin 115, 116 ve 117. pozisyonunda yer alan "TCT", Serin (S); TR 202’de
ayni pozisyonunda bulunan "CCC", Prolin (P) kodlamistir. TR 167 izolatinda 124, 125 ve
126. pozisyonunda yer alan "AGA", Arjinin (R); TR 202 izolatinda ayn1 pozisyonunda
bulunan "AAG", Lizin (K) kodlamistir. TR 167’nin 124, 125 ve 126. pozisyonunda yer
alan "AGA", Arjinin (R), TR 202’de ayn1 pozisyonunda bulunan "AAG" ise Lizin (K)
kodlamustir.

TR 167’nin 130, 131 ve 132. pozisyonunda yer alan "AAC", Asparajin (N), TR 202
ayni pozisyonunda bulunan "GTC", Valin (V) kodlamistir. TR 167 nin 142, 143 ve 144.
pozisyonunda yer alan "AAG", Lizin (K); TR 202 aymi pozisyonunda bulunan "ATG"
Metiyonin (M) kodlamigtir. TR 167’ nin 148, 149 ve 150. pozisyonunda yer alan "GCG",
Alanin (A), TR 202 izolatinda ayn1 pozisyonda bulunan "GGC", Glisin (G) kodlamistir.

TR 167’ nin 151, 152 ve 153. pozisyonunda yer alan "AGT" Serin (S); TR 202’de
ayni pozisyonunda bulunan "AGG", Arjinin (R) kodlamistir. TR 167 izolatinin 154, 155 ve
156. pozisyonunda yer alan "ATA", Izolésin (I); TR 202°de aym pozisyonunda bulunan
"AAG", Metiyonin (M) kodlamigtir. TR 167’nin 157, 158 ve 159. pozisyonunda yer alan
"ATG", Metiyonin (M); TR 202 aymi pozisyonunda bulunan "CGC", Arjinin (R)
kodlamuistir.
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TR 202 izolatinda 160, 161 ve 162. pozisyonunda "ACT", Lzolssin (1); TR 167,
JQO031716.1, JQO031715.1, KX828708.1 ve Y07764.1 izolatlarinin ayn1 pozisyonunda
bulunan "GCT", Metiyonin (M) kodlamistir. TR 167 izolatinda 169, 170 ve 171.
pozisyonunda "AGG", Arjinin (R); TR 202’nin 169, 170 ve 171. pozisyonunda bulunan
"GTG", Valin (V) kodlamistir. TR 167 ’nin 193, 194 ve 195. pozisyonunda "GTG", Valin
(V), TR 202 izolatinin da ayni pozisyonunda bulunan "AAG", Lizin (K) kodlamistir. TR
167 izolatinin 235, 236 ve 237. pozisyonunda "GAA", Glutamat (E); TR 202’de de aynmi
pozisyon bulunan "AAT", Asparajin (N) kodlamistir.

TR 167’nin 244, 245 ve 246. pozisyonunda "GAG", Glutamat (E); TR 202’de
ayni pozisyonda bulunan "GAT", Aspartat (D) kodlamistir. TR 202’nin 247, 248 ve 249.
pozisyonunda "TTC", Phenylalanine (F); 253, 254 ve 255. pozisyonda "GTA", Valine
(V);2 56, 257 ve 258. pozisyonda "TTG", Leucine (L); 274, 275 ve 276. pozisyonda
"ACG" Threonine (T); 307, 308 ve 309. pozisyonda "TCA", Leucine (L) yerine Serine (S);
313, 314 ve 315. pozisyonda "TTT", Phenylalanine (F); 361, 362 ve 363. pozisyonda
"AAA", Lysine (K); 364, 365 ve 366. pozisyonda "GCA", Alanine (A) kodlamistir.

Tiirk izolatlartyla (167 ve 202) NCBI’da kayith Italya (Y07764.1), Brezilya
(JQ031716.1, JQO031715.1 ve KX828708.1) izolatlarmin amino asit dizinleri
karsilastinldiginda, TR 167 izolat1 ile Italya (Y07764.1) ve Brezilya (JQ031716.1,
JQO031715.1 ve KX828708.1) izolatlar1 arasinda %90-98, TR 202 izolat1 ile % 80 benzerlik

gosterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. GVD izolatlarinin amino asit dizinlerinin karsilastirmasi

TR GVD 167 P RT G GTSKK GE /D' GPK--NRNN /DSRGR /NI SEK'/".S SR.VSEGPLVGAT.R
TR GVD 202 . .. e e e ...ASKKTG'.P..K . .M.GRVRT. . ....VK.
JQ031716.1 .. e e Q - R Y

JQ031715.1 .. e Q..... . R T T

Y07764.1 .. . ...R..Q... . N T - P

KX828708.1 .. e e Q.. . ...-T.A.L.....

TRGVD167 Q CEP 'QE YE K/AEVGLYSQL RK'"R .GNKEPQ D2SG' D SR.T QE-T/IQ SRIL.IR
TRGVD202 .. ......N..D o7 T TS, L. ....... LK

JQo31716.1 . ... .. .. e e .. e

JQ031715.1 . ... .. .. e e e e

Y07764.1 Moo, e e .. e

KX828708.1 . ... .. .. ...Dooooo e

TR GVD 167 TEG KG N QSS GEQ
TR GVD 202

JQ031716.1

JQ031715.1

Y07764.1

KX828708.1
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5. TARTISMA VE SONUC

GVD, RW tasiyan asmalardan izole edilmis bir Vitivirus cinsi olmasina karsin,
bagciligin 6nemli oldugu iilkelerde ayni cinste yer alan GVA ve GVB veya hastalikla
iliskili bir foveaviriis olan GRSPaV kadar siklikla arastirilmis bir viriis degildir. Ancak
virisiin az ¢alisiliyor olmasi, onun digerlerinden daha az Oneme sahip oldugu
gostermemektedir. Hastalik etiyolojisinin ve virlislin yayilmasinda etkili vektoriiniin hala
bilinmiyor olmasi aslinda GVD'nin asma {iizerindeki tehlike riskini azaltmayip daha da
artmasina neden olmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, GVD Tiirkiye’de bagciligin 6nemli oldugu Dogu Akdeniz ve
Gilineydogu Anadolu Bolgelerindeki baglardaki asisiz otokton asma g¢esitlerindeki bulunma
durumu PCR yoOntemiyle arastirilmistir. GVD her iki bolgenin baglarindan alinan
orneklerde PCR yontemiyle tanilanmig ve tanilama ydnteminin giivenilirligi niikleotid
dizileme ve gen bankasinda kayitli virlisii izolatlar1 arasindaki benzerlik diizeyleri
incelenerek kontrol edilmistir. GVD Tiirkiye'deki asmalarda ilk kez bu c¢alismayla
tanilandigi i¢in ilk kayit niteligi tasimaktadir.

Virlis i¢in ticari poliklonal antiserum bulunmadigi i¢in segilen PCR yontemi,
GVD'nin asma ve otsu indikator bitkilerinde tanilanmasinda yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir (Abou-Ghanem ve ark., 1997). PCR yontemiyle GVD'in asma 6rneklerinde
tanilanmasinda viriisiin bulunma durumu ¢ok yiiksek (%7,43) diizeylerde bulunmazken,
arastirmada kullanilan materyallerin asisiz baglardan se¢ilmis olmasinin bunda etkisinin
olabilecegi diisiiniilmektedir. Viriisiin as1 materyalleriyle tasinma potansiyelinin yliksek
olmast degerlendirildiginde, arastirmanin aym1 zamanda asilanmis baglardan temin
edilecek asmalarda yapilmast durumunda bu oranin artabilecegi diistiniilmektedir.
Mahfoudhi ve ark., (2014)'nin Tunus'taki biitiin bag alanlarinda yerli ve yabanci asmalarda

GVD tanilamasini yaptiginda viriisiin bulunma durumu %41.42 diizeyinde bulunmustur.

TNA'larin odunsu yapidaki bitkisel materyalden izolasyonunda, asmadaki fenolik
bilesiklerin varligi ve virlislerin dokuda homojen dagilmamasi nedeniyle, PCR testlerinde
tekrarlamali sonuglar alimamamasina neden olmustur. Test materyallerinin yesil
dokulardan temin edilmesi virlis titrasyonunun bir miktar artmasinda etkili olmustur.
Virilislin tanilamasinda kullanilan primer dizinlerinin, cesitlilik diizeyi fazla izolatlarin

belirlenmesinde glicliik yaratacagi sonucuna varilmastir.
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Bu yilizden mekanik inokiilasyon calismalarinda viriis-benzeri belirti tasiyan N.
occidentalis bitkilerinden izole edilen TNA'lardan viriisii tanilamasi dejenere yapida,
tanilama kapasitesi daha yiiksek ve RW ile iligkilendirilmis vitiviriis ve foveaviriislerin
olas1 karisik enfeksiyonlarinin belirlenmesi i¢in her iki cins igin hazirlanmis dejenere
primerler kullanilmistir. (Dovas ve Katis, 2003). RW hastalik kompleksiyle
iligkilendirilmis viriislerin (GVA, GVB, GRSPaV) ve GVD'in ¢oklu enfeksiyonlarinin
tanisinda kantitatif PCR yonteminin konvansiyonel PCR yonteminden daha duyarli ve
etkili oldugu Osman ve ark., (2013) tarafindan bildirilmistir. Vitiviriis ve foveaviriilerin tek
enfeksiyon kaynagindan multipleks kantitatif PCR ile tanilama basarisi %95 olurken,

multipleks konvansiyonel PCR ile bu basar1 %77 civarinda olmustur.

Yanlis tarimsal uygulamalarin, 6zellikle saglik durumu bilinmeden yetistiriciler
arasinda as1 materyallerinin degistirilmesi viriislerin genis alanlara yayilmasinda en 6nemli
faktordiir. Arastirmada kullanilan asma materyallerinin temin edildikleri y1l ve lokasyon
bilgilerinin yanisira, tasidiklari belirtiler hakkinda tutulmus kayitlar degerlendirildiginde
higbirinde RW hastalik kompleksiyle ilgili gévde simptomunun olmadigi bilgisine
rastlanmistir. Hastalik etiyolojisinin belirlenmesi, GVD'nin tekli enfeksiyonlarini tagiyan
asmalardan odunsu indikator bitkilere asiyla tasinmasi ve bitkilerde meydana getirecegi

belirtilerin izlenmesiyle miimkiin olacaktir.

CP7VICP471C (Abou-Ghanem ve ark., 1997) primerleriyle tanilanan iki izolattan
elde edilen 474 bg biiyiikliigiindeki DNA pargasinin niikelotid dizileri, gen bankasinda
Brezilya ve Italya'dan izole edilen GVD izolatlariyla %83-90 diizeyinde benzerlik tasirken,
bir izolat (TR167) Slovakya'da izole edilen GVA izolatiyla %77 benzerlik tagimaktadir.
Izolatlar arasindaki farkliliklar, bazi niikleotidlerin delesyon ve degismesi nedeniyle
meydana gelmistir. Niikleotid dizilerindeki degisiklikler kodlamis olduklari aminoasit
dizinlerinde de baz1 degismelere neden olmustur. Mevcut bulgular, izolatlarin
genomlarmin kii¢iik bir pargasina gore gesitliligini belirlemek i¢in 6n bilgi niteliginde olup,
izolat kaynagmin belirlenmesi (cografi orjin), molekiiler karakterizasyonunun

yapilabilmesi i¢in tiim genom dizisinin incelenmesini gerektirmektedir.
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