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EGE BOLGESIi BAGLARINDA ASMA YAPRAK KIVRILMA
HASTALIGI ILE iLiSKiLi VIRUSLERIN TANILANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

ONDER, Serkan

Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Mustafa GUMUS
Ocak 2016, 153 sayfa

Bu calisma 2011-2015 yillar1 arasinda Ege Bdlgesi’'nde bagciligin yogun
olarak yapildig1 illerde asma yaprak kivrilma hastalig1 ile iligkili viriislerin
(GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-6, GLRaV-7,
GLRaV-9, GLRaV-Pr ve GLRaV-De) serolojik yontemlerden DAS-ELISA ve
molekiiler yontemlerden Real-time RT-PCR kullanilarak bulunma durumlarinin
saptanmasi, segilen bazi Orneklerin biyolojik indeksleme ile otsu ve odunsu
indikatdrlerde olusturdugu simptomlarm belirlenmesi ve elde edilen DNA dizileme
verileriyle yerel izolatlarin birbirleriyle ve diinya izolatlariyla olan filogenetik
iliskilerinin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilmistiir. 2011 ve 2012 yillarinda Manisa,
Denizli, Izmir, Aydin ve Usak illerinden toplanan orneklerde gergeklestirilen
DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR testleri sonucunda 424 Ornegin 133
(%31,4)’linlin asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriislerden en az biri ile
enfekteli oldugu, enfeksiyon oranlarmin Denizli ilinde %34,1; Manisa ilinde %32,2;
[zmir ilinde %26,7; Usak ilinde %20 ve Aydin ilinde ise %18,2 oldugu saptanmustir.
Karisik enfeksiyonlar dikkate alinmadan genel bir degerlendirme yapildiginda
GLRaV-Pr’nin %16,8’lik bulunma durumuyla en yaygm viriis oldugu, bunu
GLRaV-De (%12), GLRaV-3 (%8,5), GLRaV-2 (%2,8), GLRaV-4 (%?2,4),
GLRaV-9 (%0,9), GLRaV-1 (%0,5), GLRaV-5 (%0,2) ve GLRaV-7 (%0,2)’nin
belirtilen oranlarda izledigi; GLRaV-6 agisindan ise enfekteli Ornegin tespit
edilemedigi belirlenmistir. Testlenen 424 6rnegin %22,2’sinin bir, %9,2’sinin ise
birden fazla viriisle enfekteli oldugu saptanmistir. Otsu indikatorlerden sadece U-5
numarali izolatin inokule edildigi Nicotiana benthamiana’da simptom olusumu
gozlenirken odunsu indikatorlerle yapilan biyolojik indeksleme galigmalarinda ise
secilen tiim izolatlarin Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon ve Pinot Noir
indikatorlerinin en az birinde degisen siddetlerde simptom olusturdugu tespit
edilmistir. GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-Pr ve
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GLRaV-De viriislerine ait dizileme verisi elde edilen yerel izolatlarm NCBI gen
bankasindan elde edilen referans izolatlarlarla genel olarak niikleotit ve amino asit
diizeyinde yiiksek oranda benzerlik gosterdigi belirlenmis olup yerel izolatlara ait
elde edilen 23 dizileme verisi NCBI gen bankasina kayit edilerek erisim numaralari
alimmustir. Gergeklestirilen bu ¢alisma ile iilkemiz baglarinda GLRaV-9, GLRaV-Pr
ve GLRaV-De viriislerinin varligi ilk kez saptanmustir.

Anahtar sozciikler: Asma, DAS-ELISA, Real-time PCR, GLRaVs, biyolojik
indeksleme, dizi analizi.
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ABSTRACT

DETECTION AND CHARACTERIZATION OF
Grapevine leafroll-associated viruses (GLRaVs)
IN AEGEAN VINEYARDS

ONDER, Serkan

Ph. D. Thesis in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa GUMUS
January 2016, 153 pages

This study was carried out main viticulture production areas of Aegean Region
from 2011 to 2015. The aim of this study, was to determine presence and prevalence
of Grapevine leafroll-associated viruses (GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3,
GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-6, GLRaV-7, GLRaV-9, GLRaV-Pr and GLRaV-De)
via serological (DAS-ELISA) and molecular (Real-time RT-PCR) methods; to
indicate symptoms development for some isolates of selected samples on herbaceous
and woody indicator plants with biological indexing and to examine the isolates of
selected samples phylogenetic relationship with each other’s and reported world
isolates too. Between 2011-2012, samples which collected from Manisa, Denizli,
[zmir, Aydm and Usak provinces were performed DAS-ELISA and Real-time
RT-PCR analyses for detection GLRaVs. At the end of DAS-ELISA and Real-time
PCR assays 133 out of 424 samples were found infected at least one GLRaVs and
the infection rates were 34,1%, 32,2%, 26,7%, 20% and 18,2% for Denizli, Manisa,
Izmir, Usak and Aydin provinces, respectively. Regardless the mixed infections,
GLRaV-Pr was found to be the most widespread virus with 12% infection rate that
followed by GLRaV-De (12%), GLRaV-3 (8,5%), GLRaV-2 (2,8%), GLRaV-4
(2,4%), GLRaVv-9 (0,9%), GLRaV-1 (0,5%), GLRaV-5 (0,2%) and GLRaV-7
(0,2%) respectively. In addition GLRaV-6 was not detected within the collected
samples. 133 out of 424 tested samples were found infected by one (22,2%) or more
(9,2%) GLRaVs. In biological indexing assays on herbaceous indicators only the
isolate of U-5 was indicated symptoms on Nicotiana benthamiana. On the contrary
biological indexing on herbaceous indicators, the isolates were indicated various
severity GLRaVs like symptoms on at least one woody indicators (Cabernet Franc,
Cabernet Sauvignon and Pinot Noir). Phylogenetic analyses were indicated that
obtained sequences belong to native virus isolates show high identity at nucleotide
and amino acid levels with selected reference isolates. In addition 23 native virus



partial genome sequences were recorded to NCBI genbank. GLRaV-9, GLRaV-Pr
and GLRaV-De were firstly reported for viticulture areas in Turkey with this study.

Key words: Grapevine, DAS-ELISA, Real-time PCR, GLRaVs, biological
indexing, sequencing.
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1. GIRIS

Diinyada ¢ok genis bir alanda yetistiriciligi yapilan asma bitkisi, ana {iriinii
olan iiziim ve iiziimden elde edilen iriinlerin ¢esit ve zenginligi ile ekonomik
anlamda yiiksek getiri saglayan tarim tirlinleri arasinda olduk¢a 6nemli bir yere
sahiptir. Ulkemizde en ¢ok tiiketilen meyve olan iiziim, ekonomik agidan oldugu
kadar beslenme ve saglik agisindan da son derece dnemli bir liriindiir (Cabaroglu
ve Yilmaztekin, 2006).

Asma c¢ok biiyiik bir tir zenginligi gostermekte olup anavatani olarak
Kafkasya, Hazar Denizi’'nin giineyi ve Kuzeydogu Anadolu bdlgeleri
gosterilmektedir. Bu konuda yapilan jeolojik ve arkeolojik arastirmalar, asmanin
diinyanin bir¢ok bolgesinde giliniimiizden yaklasik 60 milyon yi1l dncesinde bile
yetismekte oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Gollmick et al., 1970).

Diinyada yetistiriciligi yapilan kiiltiir asmasi (Vitis vinifera L.), yiizbinlerce
yil stiren dogal ve planh bir seleksiyon ile biiytlik bir tip zenginligi gosteren ve 30
formu tanimlanan yabani asmadan (Vitis silvestris Gmel.) meydana gelmistir
(Agaoglu, 1999).

Asmalar ticari olarak meyve iiretiminde kullanilan tiirler, ana¢ olarak
kullanilan tiirler ve siis bitkisi olarak kullanilan tiirler olmak iizere 3 ana gruba
ayrilmaktadir. Meyve iiretiminde kullanilan tiirler igerisinde diinyada en ¢ok liziim
cesidi iceren tiir Vitis vinifera L. ssp. sativa D.C.’dir. Bu tiir i¢erisinde tespit edilen
cesit sayist 10.000’in iizerinde olup diinyadaki iiretimin %90’indan fazlasini
olusturmaktadir. (Winkler et al., 1974; Agaoglu, 1999).

Bagcilikta ana¢ olarak kullanilan tiirler, filokseranin 1863 yilinda Avrupa
baglarinda ortaya c¢ikmasiyla birlikte bu bocege karst ¢oziim yolunun Amerikan
asma anaglar1 iizerine V. vinifera gesitlerinin agilanmasi oldugunun anlasilmasindan
sonra biliylik 6nem kazanmistir. Amerikan asma tiirlerinin biiyiik bir bolimii
filoksera ve kok ur nematodlarina karsi dayanikli olmalarindan dolay1 anag olarak
kullanilmaktadirlar. Filoksera ve nematodlara dayaniklilik o6zellikleri disinda
kurakliga, tuzluluga, kirece, agir topraklara, demir klorozuna, mese kdk mantari,
pamuk kok ciiriikligii (Phymatotrichum omnivorum), Grapevine fanleaf nepovirus
(GFLV), Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV), Grapevine
corky bark-associated virus (GCBaV) ve Tomato ringspot virus (ToRSV)’e
dayanikli degisik anaglar da bulunmaktadir (Agaoglu, 1999).



Giliniimiizde yetistiriciligi yapilan kiiltiir asmasi (Vitis vinifera L.) bir iliman
iklim kusagi bitkisi olup diinya iizerinde 30° ile 40° kuzey ve giliney enlem
dereceleri arasinda kendisi i¢in en ideal yetisme alanlarin1 bulmustur. Ancak
bagcilik giiniimiizde diinyanin kuzey yarimkiiresinde 11° ile 53°, gliney
yarimkiirede ise 20° ile 40° enlem dereceleri arasinda yer alan toplam 93 iilkede
yaklagik olarak 7,16 milyon ha alanda yapilmaktadir (Sekil 1.1). Sicaklik,
bagciligin diinyada bu enlem dereceleri disina dogru yayilmasini 6nleyen en dnemli
faktordiir (Oraman, 1972).
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Sekil 1.1. V. vinifera L. tiiriintin diinya tizerindeki yetisme alanlar1 (Cooke, 2015).

Diinyada bagcilik yapan tilkeler arasinda yillik tiziim tiretimi 2,5 milyon ton
ve lizerinde olan 8 iilke bulunmaktadir. 2013 yil1 istatistiklerine gore yaklasik 77,2
milyon ton olan diinya {iziim iiretiminin %15’ini Cin karsilarken bunu Italya, ABD,
Ispanya, Fransa, Tiirkiye, Sili ve Arjantin izlemektedir. Diinya bag alanlar
acisindan bir degerlendirme yapildiginda ise 7,16 milyon hektarlik bag alanlarinin
%13,2’sini Ispanya olustururken bunu Fransa, Cin, italya, Tiirkiye, ABD, Arjantin
ve Sili izlemektedir (FAOSTAT, 2013). Tiirkiye, bagcilik yapan iilkeler i¢erisinde
lizim iiretimi agisindan 4.011.409 ton ile 6. sirada, bag alani agisindan ise 468.792

ha ile 5. sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1).

2013 yili istatistiklerine gore Tirkiye’nin 7 cografik bolgesinde toplam
468.792 ha alanda bagcilik yapilmakta olup iilkemiz toplam iiziim iiretimi olan
4.011.409 tonun, %43’ Ege, %18’1 Giineydogu Anadolu, %17’si Akdeniz, %10’u
Ic Anadolu, %7’si Marmara, %3’ Dogu Anadolu ve %?2’si ise Karadeniz
Boélgesi’nden saglanmaktadir (Sekil 1.2). Ulkemiz bag alanlarinin yaklasik olarak
1/3°, iiziim {iretimimizin ise 1/2’si Ege Bolgesi’ne aittir (TUIK, 2013).



Cizelge 1.1 Diinya iiziim tretimi ve bag alanlarmin iilkeler bazinda siralamasi

(FAOSAT, 2013).

.- Uziim Uretimi | Uretimdeki - Bag Alam Uretim

Ulkeler (Ton) Pay1 Ulkeler %ha) Alanindaki Payi
Cin 11.550.024 %15 Ispanya 944.200 %13,2
Italya 8.010.364 %10,4 Fransa 760.615 %10,6
ABD 7.744.997 %10 Cin 730.000 %10,2
Ispanya 7.480.000 %09,7 Ttalya 702.100 %9,8
Fransa 5.518.371 %7,1 Tiirkiye 468.792 %6,6
Tiirkiye 4.011.409 %5,2 ABD 394.848 %5,5
Sili 3.297.981 %4,3 Arjantin 233.721 %3,3
Arjantin 2.881.346 %3,7 Sili 219.651 %3,1
Diger Ulkeler 26.686.630 %34,6 Diger Ulkeler | 2.701.260 %37,8
Toplam 77.181.122 %100 Toplam 7.155.187 %100

7% 3% 2%

~ N |
n‘*

18%

= Ege Bolgesi Giineydogu Anadolu Bolgesi

Akdeniz Bolgesi I¢c Anadolu Bélgesi
= Marmara Bolgesi = Dogu Anadolu Bolgesi

= Karadeniz Bolgesi

Sekil 1.2 Tiirkiye’de bolgelere gore iiziim iiretim oranlar1 (TUIK, 2013).

Ulkemiz toplam {iziim {iretiminin %43’{iniin gergeklestigi Ege Bolgesi’nde
yillik 20.000 ton ve iizeri iiretim degerleriyle Manisa, Denizli, Izmir, Usak ve Aydin
illeri 6n plana ¢ikmaktadir (Cizelge 1.2).

Ege Bolgesi’nin toplam iiziim tiretimi olan 1.738.714 tonun %67’si Manisa,
%22’si Denizli, %7’si Izmir, %2’si Usak, %1°i Aydm ve geriye kalan %1°lik kism1
ise bolgenin diger illerinde gerceklestirilmektedir (TUIK, 2013). Manisa iiziim
iretiminde lider il olmasmimn yani sira diinya ¢ekirdeksiz kuru iiziim iiretiminin
%20-25’ini, Tirkiye iretiminin ise %75-80’ini saglamakta olup diinyada
cekirdeksiz kuru iiziimiin baskenti olarak bilinmektedir. Ulkemizin geri kalan %20-
25’lik kuru iiziim iiretimi ise bolgedeki Denizli ve Izmir illeri tarafindan

saglamaktadir. Uretilen ¢ekirdeksiz kuru iiziimiin yaklasik %901 ihra¢ edilerek



yilda 500 milyon dolarin {izerinde gelir elde edilmektedir. ABD basta olmak iizere,
tliman iklim kusagi lizerinde yer alan pek ¢ok iilkede oldugu gibi iilkemizde de

iizim, en degerli meyve olarak goriilmektedir (Celik, 2013).

Cizelge 1.2 Ege Bolgesi’nde iiziim iiretimi ve bag alanlarinin iller bazinda siralamasi
(TUIK, 2013).

Iller Uziim Uretimi (Ton) Bag Alam (ha)
Manisa 1.163.899 75.401
Denizli 376.253 42.610
Izmir 121.467 13.450
Usak 38.330 4.654
Aydin 20.197 1.926
Afyon 8.762 1.413
Mugla 7.307 808
Kiitahya 2.499 337
Toplam 1.738.714 140.598

Ulkemizde ve 6zellikle de bdlgemizde entansif olarak yapilan bagciligm
yiiksek getirisi yaninda bir¢ok problemi de bulunmaktadir. Ulkemiz bagciliginda
karsilagilan sorunlarin basinda olumsuz iklim kosullar1 (ge¢ donlar, dolu, kuraklik),
asma iizerinde asir1 {iriin yiikii birakilmasi, asir1 su ve giibre kullanimi, yaz
budamalarina 6nem verilmemesi, asisiz fidan kullaniminin devam etmesi, AB
normlarma uygun sertifikali fidan {iretim altyapisinin tamamlanmamis olmasi,
hastaliklar ve zararllar ile miicadele ve kalint1 problemi gelmektedir (Celik, 2013).
S6z konusu bu faktorler liziimde verim ve kalite parametrelerini olumsuz olarak
etkilemekte, karlilig1 azaltmakta ve ihracatta sorunlar yasanmasina neden

olmaktadir.

Bagcilikta tiretimi ve karlilig1 sinirlayan faktorlerin icerisinde hastaliklarin ve
zararlilarin pay1 6nemli bir yer tutmaktadir. Hastaliklar ve zararlilar igerisinde ise
viriis ve virlis benzeri etmenler verim ve kalite kayiplar1 agisindan 6nemli bir yere
sahiptir. Yetistiriciligi yapilan hemen her kiiltiir bitkisinde oldugu gibi asma bitKkisi
de virlis ve viriis benzeri hastaliklar baskisi altindadir. Yapilan son ¢aligmalarla
birlikte giiniimiizde asma bitkisinin 65°ten fazla viriis ve viriis benzeri hastaliga
konukguluk ettigi bilinmektedir. Bu viral kokenli etmenlerin bazilari asma lizerinde
ekonomik bir kayba neden olmazken bazilar1 ¢esitli kalite parametrelerinde
olumsuz etkilere neden olmaktadir. Bazilar1 ise kalite parametrelerindeki olumsuz
etkiyle birlikte ciddi ekonomik kayiplara da yol agmaktadir (Martelli, 2014).



Baglarda goriilen viral etmenler icerisinde Grapevine leafroll-associated
viruses (GLRaVs), diinya bag iretim alanlarinda oldukga fazla yayginlik
gostermesi ve ekonomik anlamda ciddi verim ve kalite kayiplarina neden
olmasindan dolay1 6nemli bir yer tutmaktadir (Martelli, 2014).

GLRaVs, asmada meyvelerin diizensiz ve ge¢ olgunlagsmasina, kuru
maddenin %43’¢ varan oranda azalmasina, asmanin beslenme ve siirgiinlerde
lignifikasyonun gecikmesi dolayisiyla as1 potansiyelinin  olumsuz olarak
etkilenmesine, anacin dolayisiyla da asmanin giicliniin azalmasina ve tiziim
veriminin %14-40 oraninda diismesine neden olarak O6nemli derecede verim
kayiplarma yol a¢gmaktadir (Gohen and Cook, 1959; Woodham et al., 1984;
Wolpert and Vilas, 1992; Endeshaw et al., 2014). Verim kaybinin siddeti; anag-
¢esit kombinasyonuna, asmanin yasina, enfeksiyon zamanina, enfekte eden viriise,
viriis sayisina ve ¢evre kosullarina gore degiskenlik gdsterebilmektedir (Kovacs et
al., 2001; Basso et al., 2010; Komar et al., 2010). Ayrica enfekteli asmalarda
fotosentez seviyesi ve potasyum birikimi azalmakta, protein bilesimi, peroxidase
ve polyphenoloxidase izoenzimlerinin dengesi degismekte, liziim suyundaki
aromatik profil ve bilesenler gibi asma icerisindeki fizyolojik parametrelerden
birgogu olumsuz olarak etkilenmektedir (Martelli and Boudon-Padieu, 2006;
Endeshaw et al., 2014).

Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriisler diinyada bagciligin
yapildig: iilkelerin tamaminda saptanmustir. Bugiine kadar hastalikla iliskili 12
farkli viriis rapor edilmis, Grapevine leafroll-associated virus-1 (GLRaV-1)’den
Grapevine leafroll-associated virus-9 (GLRaV-9)’a ve Grapevine leafroll-
associated virus-Pr (GLRaV-Pr), Grapevine leafroll-associated virus-De (GLRaV-
De) ve Grapevine leafroll-associated virus-Car (GLRaV-Car) olarak
isimlendirilmis ve Closteroviridae familyas1 igine dahil edilmistir (Martelli et al.,
2012). Bu viriislere ait 2011 yilinda yapilan smiflandirma ve bazi 6nemli bilgiler
Cizelge 1.3’te yer almaktadir. Cizelge incelendiginde, asma yaprak kivrilma
hastaligi ile iliskili virislerle ilgili ilk kaydin 1984 yilinda GLRaV-1 viriisiine ait
oldugu, en son olarak da 2010 yilinda GLRaV-Car viriisiine ait kaydin yapildigi

anlagilmaktadir.

Asma yaprak kivrilma hastalig ile iligkili virislerden GLRaV-1, Grapevine
leafroll-associated virus-2 (GLRaV-2), Grapevine leafroll-associated virus-3
(GLRaV-3), Grapevine leafroll-associated virus-4 (GLRaV-4), Grapevine leafroll-
associated virus-5 (GLRaV-5), Grapevine leafroll-associated virus-6 (GLRaV-6),



Grapevine leafroll-associated virus-7 (GLRaV-7) ve GLRaV-9’un tanis1 serolojik
olarak yapilabilirken GLRaV-Pr, GLRaV-De ve GLRaV-Car viriislerinin tanilari

ise antiserumlari tiretilmedigi i¢in molekiiler yontemlerle yapilabilmektedir.

Cizelge 1.3 Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriislerin cins, vektdr ve ilk

kayitlarma iligkin bilgiler (Martelli et al., 2012’ den revize edilmistir).

Viriis Cinsi Vektorii Tk kayit

Pseudococcidae  ve  Coccidae

GLRaV-1 Ampelovirus familyasina  ait  bazi tirler, | Gugerli et al.’a (1984) atfen Martelli (2014)
***Cuscuta spp.

GLRaV-2 Closterovirus Bilinmiyor Zimmermann et al. (1990)
Pseudococcidae  ve  Coccidae

GLRaV-3 Ampelovirus familyasina  ait  bazi tiirler, | Zee et al.’a (1987) atfen Martelli (2014)
***Cuscuta spp.

GLRaV-4 Ampelovirus Hu et al.’a (1990a) atfen Martelli (2014)

. Pseudococcidae familyasina ait Walter and Zimmermann’a (1991) atfen

GLRaV-5 Ampelovirus bazi tiirler, ***Cuscuta spp. Martelli (2014)

GLRaV-6 Ampelovirus Gugerli et al.’a (1997) atfen Martelli (2014)

GLRaV-7* Velarivirus Bilinmiyor Choueiri et al. (1996)

GLRaV-8** Ampelovirus Bilinmiyor Monis (2000)

GLRaV-9 Ampelovirus Pseudococcidae familvasma ait Alkowni et al. (2004)

GLRaV-Pr Ampelovirus baz: tiirler ***Cuscutg sop Maliogka et al. (2008a)

GLRaV-De Ampelovirus ' ) Maliogka et al. (2008a)

GLRaV-Car Ampelovirus Bilinmiyor Abou Ghanem-Sabanadzovic et al. (2010)

* GLRaV-7’nin cinsi Martelli’ye (2014) gore belirlenmistir.
** 9. ICTV raporuna istinaden iptal edilmistir (Martelli et al., 2012).
*** Cuscuta spp. ile tagimnma sadece asmadan asmaya rapor edilmistir.

Ulkemizde asma yaprak kivrilma hastahg: ile iliskili viriislerle yapilan
caligmalarla bugiine kadar GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4, GLRaV-5,
GLRaV-6 ve GLRaV-7’nin iilkemiz baglarindaki mevcut durumlar1 belirlenmeye
calisilmistir. Diinyada yapilan molekiiler karakterizasyon c¢alismalarmin aksine
tilkemizde, Kokli (1999) ve Elgi et al. (2015) tarafindan yapilan galismalar
haricinde hastaliga neden olan viriislerle ilgili herhangi bir karakterizasyon

calismas1 yapilmamuistir.

Bu calisma ile Ege Bolgesi’nde bagciligin yogun olarak yapildig: illerde
(Manisa, Denizli, [zmir, Aydin ve Usak) asma yaprak kivrilma hastahg ile iliskili
virtislerin (GLRaV-Car harig) serolojik yontemlerden DAS-ELISA ve molekiiler
yontemlerden Real-time RT-PCR kullanilarak tanilanmasi, tanilama sonucunda
hastalikla iliskili farkli viriisleri igeren Orneklerin segilerek biyolojik indeksleme
yontemlerinden mekanik inokulasyon ve odunsu bitkilere asilama ile indikator
bitkiler tizerinde olusturdugu simptomlarin belirlenmesi, segilen izolatlarin
genomik analizlerinin yapilmasi, yerel izolatlarin kendi iglerinde ve diinya
izolatlariyla olan filogenetik iligkilerinin belirlenmesi ile dizi analizi sonucu elde
edilen verilerin NCBI Gen Bankasi veri tabanina girilerek diinyadaki tiim

arastiricilarin kullanimina sunulmasi amaglanmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1 Hastahga ve Hastalikla Iliskili Viriislere Ait Genel Bilgiler

Diinyada bag virlis ve viriis benzeri hastalik etmenleri ile ilgili
caligmalar 1960’11 yillardan sonra hiz kazanmaya baslamis olup yalnizca iki tane
olan viral etmenlerin sayis1 1997°de 43’e 1998°de 46’ya ¢ikmistir. Ulkemizde ise
bag viriisleri ile ilgili ¢alismalar 1950’11 yillarda baslamigtir (Martelli and Boudon-
Padieu, 2006).

Giliniimiizde 65’1 viriis, besi viroid, 8’1 fitoplazma ve biri de vektor boceklerle
tagman ve ksilemde bulunan bir bakteri olmak iizere 70’den fazla etmenin baglarda
kayit altina alindigi bilinmektedir. Bu durum oldukg¢a fazla sayida hiicre igi
patojenin tek bir liriinde bulundugunu gostermekte olup asma diginda bu kadar ¢ok
sayida etmene konukculuk yapan bagka bir kiiltiir bitkisi daha bulunmamaktadir
(Martelli, 2014).

Asma yaprak kivrilma viriis hastali§i, kirmizi izim ¢esitlerinde iklim ve
cografi bolgeye gore degismekle birlikte ilkbahar veya yazin sonlarina dogru alt
yapraklarda kirmizimsi benek olusumuna neden olmaktadir. Bu benekler zamanla
geniglemekte ve birbirleriyle birlesmektedir; sonbaharda yaprak yiizeyinin biiyiik
bir kism1 kirmiz1 hale gelmektedir ve bu kirmizi alan genellikle birinci ve ikinci
damarlar boyunca olusan dar bir yesil bant ile birbirinden ayrilmaktadir. Cok
siddetli enfeksiyonlarda ise yaprak yiizeyi koyu mor bir renk almaktadir.
Meyvelerin verim ve kalitesi diisiik olup genellikle ge¢ ve diizensiz bir sekilde
olgunlasmakta ve seker igerikleri diismektedir. Beyaz liziim ¢esitlerinde de ortaya
cikan simptomlar benzerdir; fakat yapraklar kirmizimsi yerine klorotik
sarimtiraktir. Enfekteli asmalar birgok tipte, olduk¢a farkli goriiniimde yaprak
kivrilma simptomu olusturabilmektedir. Enfekteli bitkilerde gelismis yapraklar
kalm, kirilgan bir hal almakta ve asagi dogru kivrilmaktadir. Bu simptomlar,
govdenin ucuna dogru sezon ilerledikge gelisim gostermektedir (Martelli ve
Boudon-Padieu, 2006).

Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili olan virlislerin tiimii asmalarin
floem dokularmmda bulunmakta ve bu viriislerin uzak alanlara yayilmasi oncelikli
olarak iiretim materyalleri ile ger¢ceklesmektedir. GLRaV-2, GLRaV-7 ve GLRaV-
Car haricindeki asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriislerin belirli bir alan



icerisinde yayilmalar1 ise Pseudococcidae ve Coccidae familyasina ait bazi tiirler
ile kismen de Cuscuta spp. araciligiyla olmaktadir (Martelli, 2014).

Baglarin en 6nemli viriis hastaliklarindan birisi olarak kabul edilen ve iiziim
verimini %14-40 oraninda azaltan, asmanin beslenme, as1 potansiyeli ve giliciinii
olumsuz olarak etkileyen asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili farkli virtisler
diinyada bagcilik yapan tiim tilkelerden bildirilmistir (Martelli, 2014). Giiniimiize
kadar rapor edilen asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili virtislerin sayis1 (Bkz.
Cizelge 1.3) goz Oniinde bulunduruldugunda odunsu bitkiler icerisinde bugiine
kadar aymi tipte ancak farkli virlisler tarafindan neden olunan bir hastalik ile
karsilagilmamstir (Martelli et al., 2012).

Gilinlimiize kadar diinyada rapor edilen asma yaprak kivrilma hastalig ile
iligkili virtislerin bulunuslariyla ilgili olarak yapilan ¢alismalar incelendiginde ilk
calismaninin 1984 yilinda Isvigre’de yapildigi, bu ¢alisma ile yaprak kivrilma
hastalig1 goriilen asma yapraklarindan 2200 nm (Tip 1) ve 1800 nm (Tip 2)
uzunlugunda Closterovirus benzeri partikiillerin elde edildigi ve ELISA
calismalarinda kullanilmak iizere poliklonal antiserum iiretilerek GLRaV-1’in
asma Orneklerinde tespit edildigi bildirilmistir (Gugerli et al., 1984; Martelli’den,
2014).

GLRaV-2 ile ilgili olarak gergeklestirilen ¢alismada ise etmenin Ortii
proteininin molekiiler agirliginin 26 kDa oldugu ve elde edilen antiserum ile asma
orneklerinde GLRaV-2’nin saptandigi bildirilmistir (Zimmermann et al., 1990).
Asma yaprak kivrilma hastaliginin sitopatolojisi iizerine yapilan bir caligmada ise
serolojik ¢alismalarla iliskili Closterovirus benzeri partikiillerin elde edildigi rapor
edilmistir. Ayrica arastiricilar New York izolatina karsi elde ettikleri antiserumun
asma Orneklerinde GLRaV-3’e kars1 da reaksiyon verdigini tespit etmisler ve
GLRaV-3’ti asma Orneklerinde saptamuslardir (Zee et al., 1987; Martelli’den,
2014).

Monoklonal antibodyler kullanilarak yapilan bir caligmada ise asmalarda
yaprak kivrilma hastahigir ile iligkili Closterovirus benzeri partikiillerin
karakterizasyonu gergeklestirilmis ve GLRaV-4 rapor edilmistir (Hu et al., 1990a;
Martelli’den, 2014).

Fransa’da gerceklestirilen bir ¢alismada ise asma yaprak kivrilma viriis

hastalig ile iligkili Closteroviriislerin ileri karakterizasyonu yapilmis ve GLRaV-5



bildirilmistir. Arastiricilar ayrica asmalarda GLRaV-1, -2, -3’lin yaygin olarak
gorildiiglinii ancak GLRaV-5’in yogunlugunun diisiik oldugunu, bazi asmalarin
indeksleme sonuglarinin pozitif olmasina karsin higbir antiseruma karsi reaksiyon
gostermediklerini, bu durumun hastalikla iligkili baska viriislerin de olabileceginin
bir gostergesi oldugunu belirtmislerdir (Walter and Zimmermann, 1991;
Martelli’den 2014).

GLRaV-6 ile ilgili olarak ise etmenin serolojik karakterizasyonunu yapilmis
ve GLRaV-6’nin tanist i¢in monoklonal antibody iiretimi gerceklestirip GLRaV-6
asma Orneklerinde belirlenmistir (Gugerli et al., 1997; Martelli’den 2014).

Yapilan bagka bir ¢aligmada ise asmada mekanik olarak tasimmayan GLRaV-
7 saptanmustir. Arastiricilar, bu viriisiin diger Closterovirus’lerin antiserumlariyla
reaksiyona girmedigini, virlisiin kapsid protein alt {inite molekiiler agirhigmin
yaklagik olarak 37 kDa, dsRNA bantlarinin ise 19,5 kbp oldugunu bildirmislerdir
(Choueiri et al., 1996).

Grapevine leafroll-associated virus-8 (GLRaV-8) ile ilgili olarak ise Monis
(2000), yaptig1 bir galismayla 37-kDa biiyiikligiinde asma yaprak kivrilma hastaligi
ile iligkili yeni bir viriis proteini buldugunu bu yeni viriise ait kilif proteininin
GLRaV-8’e ait oldugunu bildirmistir.

Alkowni et al. (2004), asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriislerin
tanis1 i¢in uygulanan RT-PCR ve DAS-ELISA testleri ile saptanamayan yeni bir
viriise ait elde ettikleri dsSRNA profilleri ve HSP70h genine ait gerceklestirdikleri
genomik ve filogenetik karakterizasyonlar sonucunda bu yeni viiriisiin Ampelovirus
cinsine ait olan GLRaV-9 oldugunu bildirmislerdir. Ayrica tasarladiklar1 spesifik
primerleri kullanarak RT-PCR yontemiyle viriisii asma 6rneklerinde saptamiglardir.

Yunanistan’da gergeklestirilen bir ¢alismada ise Maliogka et al. (2008a),
gerceklestirdikleri genomik ve filogenetik analizler sonucunda Ampelovirus cinsi
icerisinde yer alan asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili diger viriislerin farkl
gen bolgelerine ait amino asit dizilerinden %10’un iizerinde farklilik gosterdigini
belirledikleri GLRaV-Pr ve GLRaV-De viriislerini rapor etmislerdir.

Hastalikla iligkili son bildirilen virlis etmeni olan GLRaV-Car ise
Kaliforniya’dan rapor edilmis olup Ampelovirus cinsinden amino asit diizeyinde
%30 farklilik gdsterdigi bildirilmistir (Abou Ghanem-Sabanadzovic et al., 2010).
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2.2 Simptomatolojiye Dayalh Cahsmalar

Simptomatoloji, hastalik etmenlerinin tanilanmasinda ve
karakterizasyonunda onemli bir yere sahip olup oOzellikle tam1 yontemlerinin
kullanilacag1 zaman ve doku se¢iminin belirlenmesi gibi konularda 6nemli ipuglar1
saglamaktadir. Yapilan ¢aligmalar, asma yaprak kivrilma hastalii ile iliskili
virislerin genel olarak enfekte ettikleri asmalarda tipik bir¢ok simptom
gostermelerine ragmen grup i¢indeki bazi viriislere ve enfekte ettikleri bazi ¢esitlere

gore degigsmekle birlikte latent enfeksiyonlara da neden oldugunu géstermektedir.

Asma yaprak kivrilma virlis hastaligi simptomlarma c¢ok benzeyen ve
“rougeau” olarak adlandirilan bag hastaligi ilk kez Fransa’da Ravaz and Roos
(1905) tarafindan bildirilmistir. Daha sonra “rougeau” olarak adlandirilan bu

hastaligin etmeninin GLRaVs oldugu belirlenmistir.

Ulkemiz baglarmda simptomatolojik gdzlemlere dayanan bir calismada
Martelli (1987), GLRaVs, GFLV, rugose wood ve Grapevine fleck virus (GFkV)

etmenlerinin varligini ortaya koymustur.

[zmir, Manisa ve Tekirdag bag alanlarmnda yiiriitiilen bir calismada Azeri
(1990), simptomatolojik gézlemler ve biyolojik indeksleme ¢alismalar1 sonucunda
basta Gamay olmak tizere Emperor, Tokay, Alphonse, Papaz karasi, Semillion gibi
yerli ve yabanci gesitlerde GLRaVs’in %45-85 arasinda degisen oranlarda yaygin
oldugunu, meyve verim ve kalitesi lizerine olumsuz yonde etki gdsterdigini,
cekirdeksiz liziim ve Amerikan anaglarinda asma yaprak kivrilma viriis hastaliginin
tipik belirtilerine rastlanilmamasina ragmen viriisiin bu ¢esitlerde de bulundugunu

biyolojik indeksleme testleriyle tespit ettigini bildirmistir.

Asma yaprak kivrilma viriis hastaligmmin Emperor cesidinde gosterdigi
belirtiler ilizerine gerceklestirilen bir calismada Krake (1993), enfekteli omcalarin
sagliklilara gére meyvelerdeki seker igeriginin ciddi bir sekilde diistiigiinii, meyve
olgunlagsmasmin geciktigini ve meyve renginin tam olarak olusamadigini
bildirmistir. Ayrica asma yaprak kivrilma virlis hastaliginin yapraklarda kirmizi
ve/veya yesil damar olusumu ile damarlar arasinda nekroz olusumu gibi geside,
enfekte eden virlise ve bunlarin kombinasyonlarma gore farkli belirtiler

gosterebilecegini belirtmistir.
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Karaman, Konya ve Nevsehir illeri bag alanlarinda yapilan bir ¢alismada
Akbas ve Erdiller (1998), ilkbahar sonlarinda asma yapraklarinda asagir dogru
kivrilmalar ile renk degisiklikleri gordiiklerini, eyliil ay1 bagindan itibaren ise renkli
tizim ¢esitlerinde yaprak damarlar1 arasinda kirmizimsi renk olusumlari
gozlemlediklerini, ancak yaprak damarlarin yesil olarak kaldigmi ve yapraklarin
asagiya dogru kivrildigini bildirmislerdir. Beyaz liziim ¢esitlerinde ise yapraklarda
beyazimsi sar1 renk degisimi ile birlikte asagi dogru kivrilmalarin daha siddetli
oldugunu bu belirtileri gosteren asmalarda gelisme geriligi de tespit ettiklerini, bu
simptomlara Avrupa Nepoviriislerinin ve asma yaprak kivrilma hastalig ile iliskili

viirlislerin neden olabilecegini belirtmiglerdir.

Asma yaprak kivrilma viriis hastaliginin bazi saraplik ¢esitlerde olusturdugu
belirtiler lizerine yapilan bir ¢aliymada ise Naidu et al. (2008), Vitis vinifera cv.
Pinot Noir, Vitis vinifera cv. Cabernet Franc gibi bazi kirmizi ve Chardonnay gibi
bazi beyaz lizim ¢esitlerinde hasat doneminde yapraklarda tipik bir sekilde asagi
dogru kivrilma belirtisi goriildiigiinii, diger bazi ¢esitlerde ise bu belirtilerin ¢ok
belirgin olarak goriilmedigini bildirmislerdir. Arastiricilar, asma yaprak kivrilma
viriis hastaligi simptomlarmin ¢esitlerde, hatta ayni ¢esit icerisinde bile yliksek
derecede farklilik gosterdigini belirtmislerdir. Nitekim asma yaprak kivrilma virtis
hastaliginin simptomlarini tagiyan kirmizi iiziim ¢esitlerinde gerceklestirilen baska
bir calismada Al Rwahnih et al. (2015), s6z konusu belirtilerin goriildiigii asmalarda
GRSPaV enfeksiyonunun oldukga yiiksek oranda (%89) tespit ettiklerini
bildirmislerdir.

Asma yaprak kivrilma viriis hastaligi ve Grapevine red blotch-associated
virus (GRBaV)’iin asmalarda gosterdigi belirtiler {izerine yapilan bir ¢alismada ise
Naidu et al. (2015a), asma yaprak kivrilma viriis hastaligmin kirmizi iziim
cesitlerinde yapraklardaki tipik belirtilerinin yaprak damarlarinin yesil olarak
kalmasi, damarlar arasinin kizarmasi ve yapragin asagi dogru kivrilmasi seklinde
oldugunu; GRBaV i¢in ise ana damarlarin kizarmasi1 ve yaprak ayasinda diizensiz
kirmiz1 lekeler seklinde oldugunu belirtmislerdir. Ancak hastaliklara ait farkl tipte
olan bu belirtilere karsin enfekteli beyaz iiziim c¢esitlerinin higbirinde ve birgok
kirmiz1 tiziim ¢esidinde bu belirtilere rastlamadiklarii dolayisiyla bu viriislerin
teshisinin sadece Simptomatolojiye dayali olarak yapmanin zor oldugunu

vurgulamiglardir.

GLRaV-2 ile enfekteli Gamay ¢esidinde yiiriitiilen bir ¢alismada Gugerli and
Ramel (1993), yapraklarda ortaya ¢ikan kizarikligin GLRaV-1 ve GLRaV-3’ten
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farkli olarak tiim yaprak ayasini kapladigin1 bildirmislerdir. Italya’dan elde edilen
farkli GLRaV-2 izolatlariyla gergeklestirilen bir ¢alismada Bertazzon et al. (2010),
GLRaV-2 BD izolatinin arazideki hastalik simptomlarini degerlendirdiklerinde
ABD’den elde edilen GLRaV-2 PN ve Kaliforniya’dan elde edilen GLRaV-2 RG
izolatlarindan farkli olarak as1 uyusmazligma neden olmadigini ve nadiren asma
yaprak kivrilma viriis hastaligi simptomlarini gosterdigini dolayisiyla GLRaV-2

BD izolatinin GLRaV-2’nin iliml1 bir strain’i olabilecegini belirtmislerdir.

ABD’de saraplik bir ¢esit olarak kullanilan Sangiovese ¢esidinden elde edilen
farkli GLRaV-2 izolatlariyla yapilan baska bir ¢alismada ise Poojari et al. (2013),
GLRaV-2’nin strain’i olan GLRaV-2-SG’nin bu ¢eside ait enfekteli asmalarda
belirti gostermedigini dolayisiyla enfeksiyonun meyve verim ve kalitesi iizerinde
onemli bir etkisinin olmayacagmi bildirmislerdir. Ayrica asma yaprak kivrilma
viriis hastaligimin arazide tanis1 igin gorsel simptomlarm tek basma yeterli
olmayacagmi, GLRaV-2 SG’nin belirti gostermemesinden dolayr {retim
materyalleriyle kolaylikla yayilabilecegini, bunun oniine gecebilmek i¢in iiretim
yapilan fidanliklarin 6zenle test edilmesi gerektigini vurgulamiglardir. Benzer bir
sekilde ABD’de yerel ¢esitlerden Muscadine ve Summer’da gergeklestirilen bir
caligmada ise Abou Ghanem-Sabanadzovic and Sabanadzovic (2015), GLRaV-2 ile
enfekteli olarak tespit ettikleri orneklerin asma yaprak kivrilma viriis hastaligi

simptomlarmi géstermedigini bildirmislerdir.
2.3 Biyolojik indeksleme Calismalar:

Biyolojik indeksleme viriis hastaliklarimin tanisinda kullanilan en eski ve en
temel yontemlerden birisi olup virtislerle ilgili epidemiyolojik ¢aligsmalar agisindan
biiyiik 6nem tagimaktadir. Gliniimiizde daha ¢ok yeni ortaya ¢ikan viriislerin temel
Ozelliklerini belirleyebilmek, tasinma durumlarini ortaya cikarabilmek ve ileri
diizey ¢alismalar igin viriisii saf ve yiiksek konsantrasyonlarda ¢ogaltip geri

kazanabilmek amaciyla siklikla kullanilmaktadir.

Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili virtislerin timii as1 ile
taginabilmekte ve s6z konusu viriislerin cogu Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon,
Pinot Noir, Merlot, LN 33 gibi indikatorler {izerinde genel olarak hastaligin tipik
simptomlarini gostermektedir (Martelli, 1993; Krake et al., 1999; Martelli, 2014).
Indeksleme c¢aligmalar1 enfekteli kaynaklardaki viriislerin sayisi ve serotipi
hakkinda bilgi vermemekte, sadece saglikli ve hastalikli materyallerin ayirt
edilmesine yardimci olmaktadir (Martelli, 1993, 2014).
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Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriisler icerisinde GLRaV-2
simdiye kadar mekanik inokulasyon yoluyla otsu bitkilere tagmabilen tek
Closteroviriis’tiir (Rosciglione and Gugerli, 1989; Monette and Godkin, 1993;
Boscia et al., 1995; Castellano et al., 1995; Goszczynski et al., 1996; Abou
Ghanem-Sabanadzovic et al., 1997; Martelli, 2014). Yunanistan’dan rapor edilen
GLRaV-De ve GLRAV-Pr viriislerinin ise otsu indikatorlere tasinma ve odunsu

indikatorlerde simptom olusturma durumlar1 bilinmemektedir.

Asma yaprak kivrilma viriis hastaligi ile enfekteli omcalarda farkli otsu
indikatorler kullanilarak gerceklestirilen mekanik inokulasyon c¢alismasinda
Monette et al. (1990), topladiklar1 6rnekleri Nicotiana benthamiana, Nicotiana
clevelendii, Nicotiana glutinosa, Gomphrena globosa, Chenepodium amanticolor
ve Chenepodium quinoa’ya inokule etmislerdir. Indikatorlerden sadece N.
benthamiana’da yaprak damarlarinda renk agilmasi ve kiigiilme, yaprak yiizeyinde
damarlar arasi alanda sararma ve damar bantlagmasi belirtilerini gézlemlemislerdir.
Inokulasyonu bes kez tekrarlamislar; 1. ve 2. inokulasyonda iki bitkide, 3. ve 4.
inokulasyonda bir bitkide belirti ortaya ¢ikarken 5. inokulasyonda ise higbir bitkide
belirti gormediklerini bildirmislerdir.

Grapevine virus A (GVA), GLRaV-3, GLRaV-1, GLRaV-2, Grapevine virus
B (GVB) ve GFkV viriisleri ile enfekteli asma orneklerinde gergeklestirilen bir
makanik inokulasyon ¢alismasinda ise Ahmed et al. (2004), 300 asma 6rnegini C.
quinoa, C. amaranticolor, Cucumis sativus, N. benthamiana, Nicotiana cavicola,
N. clevelandii ve Nicotiana occidentalis’e inokule etmisler ancak indikator
bitkilerin higbirinde belirti tespit edemediklerini bildirmislerdir.

GVA, GLRaV-1, GFkV, GLRaV-3, GLRaV-2, GFLV ve Arabis mosaic virus
(ArMV) ile enfekteli asma 6rnekleri kullanilarak gerceklestirilen bagka bir mekanik
inokulasyon caligmasinda Mslmanieh et al. (2006), enfekteli asma 6rneklerini C.
quinoa, C. amaranticolor, C. sativus, N. benthamiana, N. cavicola, N. clevelandii,
N. occidentalis, Nicotiana tabacum’a inokule etmislerdir. Inokulasyon sonucunda
N. benthamiana, N. occidentalis ve C. quinoa’da belirti gordiiklerini ancak bu
indikatorlerde gergeklestirdikleri DAS-ELISA testleri sonucunda sadece GFLV,
ArMV ve GVA viriislerini tespit ettiklerini belirtmislerdir.

GLRaV-2’nin  otsu indikatorlere mekanik inokulasyonuyla ilgili
gerceklestirilen bir calismada Hu et al. (1990b), GLRaV-2’nin N. occcidentalis ve
N. benthamiana’ya mekanik olarak tagindigni, N. occidentalis’in inokule edilen
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yapraklarinda nekrotik lokal lezyonlar ve kivrilmalar, yeni olugan geng yapraklarda
ise sararma ve mozaik belirtilerin goriildiigiini; N. benthamiana’da ise yapraklarda
hafif siddette sararma belirtilerinin ortaya ¢iktigini bildirmislerdir. Ayrica Vinca
rosea, Datura stramonium, G. globosa, Cucurbita maxima ve C. sativus

indikatorlerinde ise simptom géremediklerini belirtmislerdir.

Kuzey Amerika’da GLRaV-2 varyantlari ile yapilan bir ¢alismada Abou
Ghanem-Sabanadzovic et al. (2000), Vitis rupestris’den elde ettikleri GLRaV-2’nin
H4 varyanti (GLRaV-2-H4) ile Semillion izolatim1 (GLRaV-2-Sem) mekanik
inokulasyon ile N. benthamiana, N. clevelendii, N. occidentalis, N. tabacum, C.
amanticolor ve C. quinoa indikatorlerine inokule etmislerdir. GLRaV-2-Sem
izolatinin sadece N. benthamiana’da sistemik damar agilmasi ve yapraklarda
kivrilma belirtisi gosterirken GLRaV-2-H4’{in bunun yaninda N. occidentalis’te
yapraklarda klorotik, nekrotik lokal lezyonlar ve siddetli damar agilmasi, apikal
nekrozlar ve bitkinin 6liimiine neden oldugunu; N. clevelendii’de ise yapraklarda
lokal nekrotik lezyonlara yol ag¢tigmi bildirmislerdir. Ayrica enfekteli N.
clevelendii’den N. benthamiana’ya yaptiklar1 geri inokulasyon sonucunda latent

sistemik enfeksiyon olusumunu tespit etmislerdir.

GLRaV-2’nin otsu indikatorlerden N. benthamiana’ya  mekanik
inokulasyonuyla ilgili gerceklestirilen diger calismalarda ise Castellano et al.
(1995), yapraklarda damar agilmasi belirtilerini gézlemlediklerini, Goszcynski et
al. (1996) ise damar agilmas1 simptomlariyla birlikte yapraklarda nekrotik lekelerin
de olustugunu bildirirken Voncina et al. (2010) ise inokulasyonunu
gergeklestirdikleri 16 izolatta herhangi bir simptomun ortaya c¢ikmadigini

belirtmislerdir.

Asmalarda yaprak kivrilma virlis hastaliginin  odunsu indikatorler
kullanilarak biyolojik indekslenmesi {izerine iilkemizde yapilan ilk caligsmada
Tekinel vd. (1971), Kilis baglarinda Alicante Bouschet ¢esidinde yaprak kivrilmasi
ve damar bantlasmasi simptomlarini rapor etmislerdir. Izmir ve Manisa bag
alanlarinda gergeklestirilen baska bir ¢alismada ise Azeri and Fidan (1988),
GLRaVs ve GFLV viriislerinin varligini ortaya koymuslardir.

Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii damizlik cesit ve anag parsellerinde
gerceklestirilen bir calismada ise Azeri ve Cigek (1995), asma yaprak kivrilma viriis

hastaliginin ve GFLV nin varligin bildirmislerdir.
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Asma yaprak kivrilma hastalig: ile iliskili viriislerin odunsu indikatorler
tizerinde gosterdigi belirtilerle ilgili yapilan ¢alismalarda Teliz et al. (1987) ve
Martelli (1993), hastaligin karakteristik belirtileri olan yapraklarda geriye dogru
kivrilmalar ve kizarmalarin farkli yogunluklarda ve siddette ortaya ¢iktigmni
bildirmislerdir.

Farkli odunsu indikatorler kullanilarak gergeklestirilen ¢calismalarda Kim et.
al. (2002), GLRaV-3 ve GFLV izolatlarmi LN33, Vitis rupestris St. George, Kober
5BB, Cabernet Franc, 110R, ve V. riparia Gloire indikatorlerine gbz asisiyla
inokule etmiglerdir. GLRaV-3 i¢in belirtilerin inokulasyondan 2 ay sonra ortaya
cikmaya basladigini ancak tipik belirtilerin geng ve yasli yapraklarda bir sonraki y1l
gorildiiglinii bildirmislerdir. Yapraklarda kizarma ve kivrilma belirtilerinin agustos
ayinda alt yapraklarda goriilmeye basladigini sonra yogunlasarak iist yapraklara
dogru ilerledigini belirtmislerdir. GLRaV-3 inokulasyonu sonucunda Cabernet
Franc, 110 R ve St. George indikatorlerinde simptom tespit edemediklerini; LN33
indikatoriinde, yapraklarda kivrilma ve kizarma; Kober 5BB indikatoriinde ise
yapraklarda mozaik belirtiler tespit ettiklerini en siddetli belirtilerin LN33
indikatoriinde gozlemlediklerini vurgulamiglardir. Buna karsin GLRaV-3’lin
biyolojik indekslemesiyle ilgili yapilan bagka bir ¢alismada Pathirana and
McKenzie (2005), GLRaV-3 i¢in Cabernet Sauvignon’un LN33’den daha duyarli

bir indikator oldugunu bildirmislerdir.

Karaman, Konya ve Nevsehir illeri bag alanlarinda asma yaprak kivrilma
virlis hastaligimmmin tanis1 amaciyla Cabernet Franc ve Cabernet Sauvignon
indikatorleri kullanilarak gerceklestirilen bir ¢alismada Akbas ve Erdiller (1998),
indikatorlerde yaprak damar aralarinda kirmizi renk degisimi ile birlikte
yapraklarda asagi dogru kivrilmalarm agilamadan 50-75 giin sonra goriilmeye
basladigmi, asilamanin ilerleyen giinlerinde bu belirtilerin daha siddetli ortaya

ciktigmi bildirmislerdir.

Cabernet Franc ve Cabernet Sauvignon indikatdrleri kullanilarak
gerceklestirilen baska bir ¢alismada ise Rowhani et al. (2005), GLRaV-2 ile
serolojik olarak iligkili olan RG varyantinin standart indikatorlerde herhangi bir
belirti gostermedigini, bu belirtileri asma anacglarinda gdsterdigini, buna karsin
GLRaV-2’nin ise bu iki standart indikatorde belirti gosterdigini ancak anaglarda
latent halde bulundugunu bildirmislerdir.
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Isvigre bag alanlarinda gerceklestirilen bir calismada Reynard et al. (2015),
GLRaV-4’iin farkl bir strain’i olan GLRaV-4 Ob’nin Gamay indikatorii tizerinde
asma yaprak kivrilma virlis hastaligmmn tipik simptomlarmma neden oldugunu

bildirmislerdir.

Cabernet Franc indikatorii kullanilarak gergeklestirilen ¢aligmalarda
Rowhani et al. (1997), GLRaV-1, 2, 3 ve 4 ile enfekteli asmalardan alinan
orneklerin indikatorler iizerinde olusturdugu belirtileri DAS-ELISA testleri ile
dogrulamislardir. ELISA testi ile biyolojik indeksleme sonuglari arasinda yiiksek

bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir.

GLRaV-9 ile ilgili yapilan bir ¢alismada Alkowni et al. (2004), viriisiin
indikator tlizerinde asma yaprak kivrilma viriis hastaliginin tipik simptomlar1 olan
yaprak ayasinda damarlar arast bdlgenin kizarmasi seklinde belirtiler
olusturdugunu bildirmislerdir. Naidu et al. (2014) ise bu indikatoriin asma yaprak
krvrilma virlis hastaliginin indekslenmesinde en ¢ok kullanilan odunsu indikator
oldugunu ve indikatorlerde gozlemledikleri hastalik simptomlarinin yaprak ayasi
iizerinde damarlar arasindaki alanlarin kizarmasi, ana damarlarin yesil olarak
kalmas1 ve yapraklarin asagi dogru kivrilmasi seklinde gorildiigiinii belirtmiglerdir.
Ayrica GLRaV-2’nin bazi strain’lerinin ve GLRaV-7’nin belirti gostermemesinin

biyolojik indekslemenin giivenilirligini sinirladigimni bildirmislerdir.

Gergeklestirilen diger bir ¢alismada ise Al Rwahnih et al. (2012), GLRaV-
7’nin asmalarda simptom gdstermedigini yaptig1 indekslemelerle dogrulamislar ve
belirti gostermeyen indikatorler lizerinde GLRaV-7’yi RT-PCR ile basarili bir
sekilde tespit ettiklerini bildirmislerdir. GLRaV-7’nin asmalarda simptom
gostermemesinden dolay1 saraplik, kurutmalik ve sofralik iiziim plantasyonlarinda
bulunma ihtimalinin yiiksek olabilecegini belirtmislerdir. Kaliforniya’da
gerceklestirilen baska bir ¢alismada ise Abou Ghanem-Sabanadzovic et al. (2010),
Vitis vinifera cv. Carnelian’dan elde ettikleri asma yaprak kivrilma hastaligi ile
iliskili yeni bir viriisiin (GLRaV-Car) indikatorler lizerinde hafif siddette belirtilere

neden oldugunu bildirmislerdir.

Pinot Noir indikat6rii kullanilarak gergeklestirilen ¢alismalarda Zimmermann
et al. (1990), GLRaV-1, -2, -3 ve 4 antiserumlariyla yaptiklar1 ELISA testleri
sonucunda asma yaprak kivrilma viriis hastaliginin tipik belirtilerini gdsteren
indikatdrlerin %95’ini asma yaprak kivrilma virlis hastaligi ile enfekteli olarak

bulduklarini; enfeksiyonlarin %70’ inin tek viriis, %24 iniin iki viriis ve %2,5’unun
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ise ii¢ viriis tarafindan meydana geldigini bildirmislerdir. indikatér bitkiler iizerinde
belirti veren ancak ELISA testleri sonucunda pozitif sonu¢ elde edemedikleri
indikatorleri elektron mikroskobu calismalarina almiglar ve bu bitkilerin g
tanesinde Closterovirus benzeri partikiilleri tespit etmislerdir. Yiriitiilen baska bir
calismada ise Akbas and Erdiller (1993), asma yaprak kivrilma viriis hastaliginin
inokulasyonundan sonra yapraklarin kizardigint ve kivrildigimi ancak ana

damarlarin yesil olarak kaldigini bildirmislerdir.
2.4 Sorvey ve Yayginhk Orani ile Tlgili Calismalar

Bagcilik yapilan tilkelerin cogunda bag viriisleriyle ilgili oldukc¢a fazla sayida
sorvey calismasi gerceklestirilmistir. Diinyada bagcilik yapilan farklh iilkelerde
yiiriitiilen ¢aligmalarda asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili virtislerin ve diger
bag viriislerinin degisen oranlarda saptandigi bildirilmis olup genel olarak asma
yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili virtislerin yaygimlik oraninin oldukca yiiksek

oldugu goze carpmaktadir.

Ulkemizde ise asma yaprak kivrilma hastahg: ile iliskili viriisler agisindan
yapilan ¢alismalar incelendiginde arastirmalarin farkli cografi bolgelerde yer alan;
Edirne, Tekirdag, Canakkale, Yalova, Izmir, Manisa, Denizli, Isparta, Ankara,
Konya, Karaman, Aksaray, Kirsehir, Nevsehir, Corum, Yozgat, Adana,
Kahramanmaras, Gaziantep, Adiyaman, Elazig, Sanlurfa, Diyarbakir ve Mardin
illeri bag alanlarinda yogunlastig1 goriilmektedir. Asma yaprak kivrilma hastaligi
ile iligkili viriislerden GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4, GLRaV-5,
GLRaV-6 ve GLRaV-7’nin illere gore degismekle birlikte farkli yaygmlik
oranlartyla iilkemiz baglarinda bulundugu farkli arastiricilar tarafindan rapor
edilmistir. Ulkemizde rapor edilen sdz konusu viriisler icerisinde, GLRaV-1 ve
GLRaV-3 Avrupa ve Akdeniz’e kiyis1 olan birgok tilkede de yaygin bir sekilde
tespit edilmistir (Martelli, 1986). Ulkemizde, yaprak kivrilma hastalig1 ile iliskili
GLRaV-9, GLRaV-Pr, GLRaV-De ve GLRaV-Car viriisleri acisindan ise

giiniimiize kadar herhangi bir calisma yapilmamustir.

Tekirdag, Yalova ve Manisa bag alanlarinda gercgeklestirilen bir ¢aligmada
Giirsoy (1991), DAS-ELISA testi ile GLRaV-1 ve GLRaV-3’ii klon adaylarinin

bazi omcalarida belirledigini bildirmistir.

Kahramanmaras bag alanlarinda gergeklestirilen bir ¢alismada Ozaslan vd.
(1991), 70 asma ornegine uyguladiklart DAS-ELISA testleri sonucunda GLRaV-3
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(%31), GLRaV-1 (%28,6), cesitli nepoviriisler (%25), GFLV (%18,6) ve GFkV
(%7,1)’yi belirtilen oranlarda tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Akdeniz ve Gilineydogu Anadolu Bolgesi bag alanlarinda yiiriitiilen bir
cahiymada ise Ozaslan ve Yilmaz (1995), biyolojik ve serolojik ydntemleri
kullanarak yaptiklar1 testler sonucunda GFLV (%24)’nin en yaygin viriis oldugunu
ve bunu sirasiyla GLRaV-3 (%17,5), GLRaV-1 (%12,5), GFkV (%7,5) ve ArMV

(%6,5) viriislerinin izledigini bildirmislerdir.

Cukuruva bdlgesi bag alanlarinda gergeklestirilen bir ¢alismada Ozaslan
(1998), topladiklar1 60 asma drneginden dordiiniin GVA, 15’inin ise GLRaV-3 ile
enfekteli oldugunu bildirmistir. Yaptig1 ¢aligmayla belirtilen viriislerin ortalama
olarak %37,88 civarinda verim kaybina neden oldugu tespit etmistir. Ayrica eski
cesitlerde verim kaybmin yeni ¢esitlere oranla daha az oldugu, buna karsin viriisle
enfekteli yerel g¢esitlerde tane tutumunun bolgeye yeni getirilen g¢esitlere oranla
daha az oldugunu bildirmistir. Ayrica Gaziantep ve Kilis bag alanlarinda daha 6nce
yapilan ¢alismalarda Strawberry latent ringspot virus (SLRSV), GFLV, GLRaV-1
ve GLRaV-3, ArMV ve GFkV’nin serolojik ve biyolojik indekslemelerle

saptandigmi belirtmistir.

Tirkiye’nin cesitli bolgelerine ait bag alanlarinda gergeklestirilen bir
caligmada ise Yilmaz et al. (1997), topladiklar1 84 asma Ornegine uyguladiklari
ELISA testleri sonucunda GLRaV-1 (%40), GLRaV-3 (%21) ve GLRaV-7 (%6)’yi

belirtilen oranlarda saptadiklarini bildirmislerdir.

Karaman, Konya ve Nevsehir bag alanlarinda Akbas ve Erdiller (1998),
topladiklar1 344 asma 6rneginde gergeklestirdikleri DAS-ELISA testleri sonucunda
orneklerin 247 (%71,2)’sinin enfekteli oldugunu belirlemislerdir. GFLV
(%39,5)’nin en yaygin viriis oldugunu, bunu Tomato black ring virus (TBRV)
(%37), GLRaVs (%33), ArMV (%24,4), SLRSV (%15) ve %4’lik bulunma
durumu ile Raspberry ringspot virus (RpRSV)’iin izledigini bildirmislerdir.

I¢ Anadolu Bélgesi bag alanlarinda gergeklestirilen baska bir caligmada ise
Akbas et al. (2007), DAS-ELISA ile 41 ¢esitten 21ini ve 622 6rnekten 95’ini en az
bir viriisle enfekteli olarak bulmuslardir. GLRaV-1 (%8,36)’in en yaygin viriis
oldugunu bunu GLRaV-3 (%5,78), GLRaV-7 (%3,86) ve GLRaV-2 (%2,41)’nin

izledigini bildirmislerdir.
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Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nin bag alanlarmi olusturan Sanlurfa, Mardin,
Diyarbakir, Adiyaman ve Elazig illerinde yiiriitiilen bir calismada Cigsar ve Yilmaz
(1998), topladiklar1 asma &rneklerine uyguladiklart DAS-ELISA testleri sonucunda
GLRaV-1 (%30,7)’in en yaygin viriis hastaligi oldugunu, bunu sirasiyla GVA
(%18,5), ArMV (%7,7), GLRaV-3 (%7), GFLV (%7) ve GFkV (%6,1) nin
izledigini, GLRaV-2"yi ise tespit edemediklerini bildirmislerdir.

Adryaman, Diyarbakir, Elazig, Mardin, Sanlurfa ve Nevsehir bag alanlarinda
gerceklestirilen baska bir ¢aligmada ise Cigsar (2002), asma 6rneklerine uygulanan
DAS-ELISA testleri sonucunda en yaygin viriisiin GVA (%41,2) oldugunu, bunu
GLRaV-1 (%38,1), GFLV (%8,1) ve GFkV (%5,4)nin izledigini bildirmistir.
Gaziantep bag alanlarinda Sarpkaya (2003), tarafindan yiiriitiilen baska bir
caligmada ise DAS-ELISA ile asma 6rneklerinde GLRaV-3 (%30) en yaygin viriis
olarak tespit edilmis, bunu GFLV (%24), ArMV (%15), GLRaV-1 (%10)’in

belirtilen oranlarda izledigi bildirilmistir.

Gilineydogu Anadolu ve Orta Anadolu’nun baslica bag alanlarinda
gerceklestirilen bagka bir ¢alismada Digiaro et al. (2000), DAS-ELISA ile GVA’nin
en yaygin virlis oldugunu ve bunu GLRaV-1, GFLV ve GFkV’nin takip ettigini
ortaya koymuslardir. Ayrica GLRaV-2, GLRaV-3 ve GLRaV-6 enfeksiyonlarinin
da digerlerine gére az olmakla birlikte mevcut oldugunu belirtmislerdir. Buzkan et
al. (2010Db) ise Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan Adiyaman, Gaziantep,
Sanlwrfa ve Diyarbakir illeri bag alanlarindan topladiklar1 31 asma ve 19 unlubit
(Planococcus ficus) 6rnegini RT-PCR ile GLRaV-5 agisindan testlemislerdir. Test
sonucunda bes unlubit ve bes asma orneginde GLRaV-5’i saptadiklarmni ve
GLRaV-5’in Tiirkiye i¢in ilk kayit niteliginde oldugunu bildirmislerdir.

Trakya bolgesi bag alanlarmda Koklii (1999), topladigi 421 asma 6rneginde
GLRaV-1’i en yaygin viriis (%37,05) olarak saptamis, bunu GLRaV-3 (%33,01),
GLRaV-2 (%7,83) ve GLRaV-7 (%4,03) nin izledigini; GVA, ArMV, GFkV ve
GFLV viriislerini de belirledigini bildirmistir. Ayrica GLRaV-2’nin orti
proteininin alt linite molekiiler agirhigini 21,5-22 kDa arasinda, GVA’nn alt iinite
molekiiler agirhigini ise 22 kDa olarak bulmustur. Elektron mikroskobu calismalar1
sonucunda GLRaV-3 ve GVA’nm partikiil uzunluklarmi sirastyla 1800-2100 nm
arasinda ve 800 nm olarak tespit etmistir. Ayrica GLRaV-3 viriisii ile ilgili Kokli
ve Baloglu (2001a ve 2001b), bitki dokusundan viriisii saflastirarak antiserum
liretme calismalar1 yapmislar ve GLRaV-3 i¢in dsRNA analiz g¢aligmalari
gerceklestirmislerdir. ELISA ve Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon kullanilarak



20

gerceklestirdikleri  biyolojik indeksleme sonuglarinin birbirleriyle uyumlu
oldugunu ve test edilen 30 bitkide en yaygin viriisin GLRaV-3 oldugunu
bildirmislerdir.

Misir’in bag alanlarinda gergeklestirdikleri calismada Ahmed et al. (2004),
664’1 gesit, 116’s1 anag olmak iizere toplam 780 asma 6rnegini DAS-ELISA ile
GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GVA, GVB, GFkV ve GFLV etmenleri agisindan
test etmislerdir. Cesitlerden alinan 664 6rnegin %29 unu bir; %49’unu ise birden
fazla viriisle enfekteli olarak bulmuslardir. ELISA testi sonucunda ¢esitlerde GVA
(%67,9), GLRaV-3 (%55,9), GLRaV-1 (%1,8), GLRaV-2 (%1,4), GVB (%0,6),
GFKV (%0,2), anaglarda ise GLRaV-3 (%5,2), GVA (%5,2) ve GVB (% 0,9)
virlislerini belirtilen oranlarda tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Iran bag alanlarinda yiiriitiilen bir calismada Rakhshandehroo et al. (2005),
1552 asma ornegini DAS-ELISA ile GFLV, GFkV, GVA, ArMV, GLRaV-3,
RpRSV ve Tobacco ringspot virus (TRSV)’lin varlig1 agisindan test etmislerdir.
DAS-ELISA testi sonucunda, GFLV (%11,1), GFKV (%8,6), GVA (%8,4), ArMV
(%6,6), GLRaV-3 (%6,4), RpRSV (%2,8) ve TRSV (%0,35) viriislerini belirtilen
oranlarda bulmuslardir. GFLV ve GVA disindaki viriislerin Iran icin ilk kayit

niteliginde oldugunu bildirmislerdir.

Suriye bag alanlarinda gergeklestirilen bir ¢alismada ise Mslmanieh et al.
(2006), 835 asma ornegini GFLV, ArMV, GVA, GVB, GLRaV-1, GLRaV-2,
GLRaV-3 ve GFkV viriisleri i¢in DAS-ELISA ile test etmislerdir. Test sonucunda
GVA (%54,7), GLRaV-1 (%47,3), GFKV (%29,8), GLRaV-3 (%23,9), GLRaV-2
(%9), GFLV (%0.,8), ArMV (%0,1) virlslerini belirtilen oranlarda tespit

etmislerdir.

Sili bag alanlarinda gergeklestirilen bir ¢caligmada Fiore et al. (2008), 2535
asma Ornegini GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-7, GFkV, GVA,
GVB, SLRSV, ToRSV ve ArMV i¢in DAS-ELISA yontemi ile GLRaV-2’nin RG
varyanti, GRSPaV ve negatif ELISA sonuglarin1 ise RT-PCR yontemi ile test
etmiglerdir. Test sonucunda GRSPaV (%24,15), GLRaV-2 (%16,05), GFkV
(%14,99), GLRaV-2-RG (%11,1), GLRaV-3 (%6,41), GFLV (%6,36), GVA
(%5,57), GLRaV-1 (%4,67), GVB (%0,78), GLRaV-7 (%0,26) viriislerini
belirtilen oranlarda tespit etmislerdir. Ayrica GVB, GFkV, GRSPaV, GLRaV-2 RG
ve GLRaV-7’nin $ili i¢in ilk kayit oldugunu bildirmislerdir.
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Hirvatistan bag alanlarinda yiiriitiilen bir ¢alismada ise Voncina et al. (2010),
1100 asma 6rnegini GLRaV-2 icin ELISA yontemiyle test etmisler ve 45 6rnegin
(%4,1) GLRaV-2 ile enfekteli oldugunu belirlemiglerdir. Arastiricilar yaptiklari bu
caligma ile Hirvatistan’da GLRaV-2’yi ilk kez tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Kaliforniya bag alanlarinda yiiriitiilen calismada Baraff (2011), asma yaprak
kivrilma viriis hastalig1 belirtisi gosteren 548 asma O0rnegini GLRaV-1, -2, -3, -4,
-5, -7 ve -9 acisindan multiplex RT-PCR ile test etmistir. Orneklerin %46’sinm en
az bir virlisle enfekteli oldugunu, karisik enfeksiyon oraninin %5’in altinda
oldugunu, testledigi orneklerde GLRaV-3 (%46), GLRaV-2 (%34), GLRaV-1
(%11), GLRaV-9 (%2) ‘u belirtilen oranlarda; GLRaV-7’yi ise sadece bir 6rnekte
belirledigini bildirmistir. Kaliforniya’da yiiriitiilen bagka bir ¢alismada Al Rwahnih
et al. (2015), genetik koleksiyon parselinde testlemis oldugu 70 asmanin 33’{iniin
GRSPaV (%41,4), GLRaV-1 (%37,1), GLRaV-2 ve GLRaV-3 (%32,9), GVA
(%27,1), GLRaV-4 (%17,1), Grapevine virus D (GVD) (%14,3), GVB (%12,9),
GFLV ve GFkV (%11,4), GLRaV-7 (%5,7), ToRSV (%1,4) etmenlerinden en az
biri ile belirtilen oranlarda enfekteli oldugunu; enfekteli oldugu belirlenen
orneklerde tekli (%6,1), ikili (%9,1), dortlii (%6,1), besli (%24,2), altil (%21,2),
yedili (%24,2) ve sekizli (%9,1) enfeksiyonlarin belirtilen oranlarda goriildiigiinii

bildirmistir.

Washington bag alanlarinda gergeklestirilen ¢alismada ise Naidu et al.
(2015a), GLRaV-3 ve GRBaV benzeri belirti gosteren asmalardan topladiklari
toplam 546 6rnegi RT-PCR ile test etmislerdir. Orneklerin %71’inin GLRaV-3,
%29’unun GRBaV viriisii ile enfekteli oldugunu karisik enfeksiyon oraninin ise
%18 oldugunu bildirmislerdir.

Virjinya bag alanlarinda gerceklestirilen bagka bir ¢caligmada ise Jones et al.
(2015), 415 asma Ornegini GLRaV-2, GLRaV-3 ve GFkV viriisleri agisindan RT-
PCR ile test etmislerdir. Test sonucunda GLRaV-2 (%8), GLRaV-3 (%25) ve
GFkV (%1) viriislerini belirtilen oranlarda tespit etmislerdir. Sorvey calismasimni
gerceklestirdikleri 77 bagdan %64’ liniin en az bir, %18’inin iKi, %3{iniin ise ¢
virisle de enfekteli oldugunu ve GLRaVs’in vektorleri olan Pseudococcus
maritimus ve Ferrisia gilli’yi enfekteli baglarda yogun olarak tespit ettiklerini
bildirmisglerdir.

Bat1 Avustralya bag alanlarinda yiiriitiilen bir ¢alismada Peake et al. (2004),

Cabernet Franc parselinden aldiklar1 on asma orneginde gerceklestirdikleri RT-
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PCR g¢aligmalar1 sonucunda bir 6rnekte GLRaV-9’u saptadiklarini bildirmislerdir.
Italya bag alanlarinda gerceklestirilen baska bir calismada ise Giampetruzzi et al.
(2011), dokuz asma orneginde gergeklestirdikleri deep sequencing analizleri ile
bazi oOrneklere ait dizileme verileri igerisinde GLRaV-9 genomunu tespit
etmislerdir. Ayrica spesifik primerler kullanarak gerceklestirdikleri RT-PCR

calismalar1 sonucunda da 9 6rnegin besinde GLRaV-9’u saptamislardir.

Ispanya bag alanlarinda gergeklestirilen bir calismada ise Padilla et al. (2013),
GLRaV-4-9 DAS-ELISA kiti ile enfekteli olarak belirledikleri 6rneklerde
gerceklestirdikleri Real-time RT-PCR ¢alismalar1 ile GLRaV-9’u saptamuslardir.
Aragtiricilar, her ii¢ ¢alismada da GLRaV-9’u belirtilen iilkeler igin ilk kayit olarak

rapor etmiglerdir.

Ispanya’nin Valencia bag alanlarinda yiiriittiikleri calismada Fiore et al.
(2012), 127 asma 6rnegini GFLV, GLRaV-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, GVA, GVB,
GVD, GFkV, GRSPaV, Grapevine rupestris vein feathering virus (GRVFV),
ArMV, Grapevine vein clearing virus (GVCV), Citrus exocortis viroid (CEVd) ve
Grapevine yellow speckle viroid-1 (GYSVd-1) acgisindan RT-PCR ile test
etmislerdir. Orneklerin %69,3’{inii bir ya da birden fazla etmenle enfekteli olarak
saptadiklarini, GRSPaV’nin %48,8 ile en yaygm viriis oldugunu; bunu GLRaV-2
(%15), GFKV (%10,2), GLRaV-3 (%8,7), GFLV (%7,9), GRVFV (%7,1),
GYSVd-1 (%6,3), GLRaV-5 (%3,2), GVA (%3,2) ve GLRaV-4 (%0,8)’lin
izledigini bildirmislerdir. Ayrica GLRaV-4 ve GLRaV-5’1 Valencia bolgesinde ilk
defa tespit ettiklerini ve test ettikleri 6rneklerde tekli enfeksiyon oraninin %37,8
oldugunu bunu srrastyla ikili (% 20,5), ticlii (%7,9) dortlii (%0,8) ve besli (%0,8)

enfeksiyonlarin izledigini belirtmislerdir.

Isvicre bag alanlarinda gerceklestirilen bir calismada ise Reynard and Gugerli
(2012b), 1800 asma 6rnegini GLRaV-1, 2, 3, 4, GFLV, ArMV, GFkV viriislerinin
varhigi agisindan DAS-ELISA ile GLRaV-7, GVA, GVB ve GRSPaV viriislerinin
varlig1 agisindan ise RT-PCR ile test etmislerdir. Lokasyon bazinda viriislerin
enfeksiyon oranlarini; GRSPaV (%100), GFKkV (%97), GLRaV-2 (%72), GLRaV-
3 (%67), GFLV (%57), GLRaV-1 (%37), GVB (%36), GLRaV-4 (%20), ArMV
(%13), olarak tespit ettiklerini, GLRaV-7 ve GVA etmenlerine ise rastlamadiklarini
bildirmisglerdir.

Ege Bolgesi’'nde Manisa, Denizli ve izmir illeri bag alanlarinda
gerceklestirilen bir ¢alismada Buzkan vd. (2010a), topladiklar: 146 asma 6rnegi ile
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unlubit (Planococcus ficus)’lerde gerceklestirdikleri RT-PCR ¢alismalariyla
Manisa’da yedi, izmir’de sekiz ve Denizli’de iki asma drneginde ve unlubitlerde
GLRaV-5’1 saptadiklarini; GLRaV-5’in tespit edildigi baglarin ayni zamanda
unlubit istilas: altinda olan baglar oldugunu bildirmislerdir. Manisa ve izmir bag
alanlarinda yiiriitiilen baska bir ¢alismada ise Kaya et al. (2012), asma 6rneklerinde
GLRaV-4-9 DAS-ELIS A kiti ile pozitif sonug veren sekiz 6rnegi, RT-PCR yontemi
ile GLRaV-4’¢ ait spesifik primerler kullanarak tanilamislar ve bu 6rneklerin
GLRaV-4 ile enfekteli oldugunu saptamiglardir. Arastiricilar elde ettikleri
bulgulara gore GLRaV-4’1in Tiirkiye i¢in ilk kayit oldugunu bildirmislerdir.

Manisa, Izmir, Denizli ve Canakkale bag alanlarinda gergeklestirilen bir
calismada ise Kaya ve Erilmez (2014), sonbahar doneminde topladiklar1 366
ornekte GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4-9, GLRaV-6 ve GLRaV-7
DAS-ELISA kitleri kullanarak testlemeler yapmislardir. DAS-ELISA sonuglarina
gore topladiklar1 O6rneklerin 18’inin GLRaV-1, 11’inin GLRaV-2, 143’iiniin
GLRaV-3, sekizinin GLRaV-4-9, dordiinin GLRaV-1, -3, 14’iinin GLRaV-2, -3
ve dordiiniin ise GLRaV-1, -2, -3 ile enfekteli oldugunu 164 6rnekte ise s6z konusu
virtisleri tespit edemediklerini bildirmislerdir. GLRaV-4-9 antiserumu ile pozitif
reaksiyon veren sekiz 6rnekte GLRaV-4 ve GLRaV-9’a ait spesifik primerler
kullanarak gergeklestirdikleri PCR analizleri sonucunda 6rneklerin GLRaV-4 ile
enfekteli oldugunu GLRaV-9 ile enfekteli Ornege ise rastlayamadiklarini

bildirmislerdir.

Ege, I¢ Anadolu, Dogu ve Bat1 Anadolu bag alanlarinda ise Ertunc and
Turkmen (2015), topladiklar1 213 6rnegi GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-
4-9, GLRaV-6 ve GLRaV-7 DAS ELISA Kkitleri ile test etmislerdir. 213 Grnegin
143 (%67,14)’linlin en az bir virlisle enfekteli oldugunu belirtmislerdir. Test
sonucunda GLRaV-4-9 (%81,12), GLRaV-3 (%50,35), GLRaV-7 (%48,95),
GLRaV-1 (%75), GLRaV-2 (%62) ve GLRaV-6 (%5) enfeksiyonlarini belirtilen
oranlarda saptadiklarini bildirmislerdir. Ayrica Marmara Bolgesi bag alanlarinda
GLRaV-1 (%69,23), GLRaV-2 (%53,85) ve GLRaV-3 (%57,69); Dogu Anadolu
Bolgesi’nde GLRaV-4-9 (%100) enfeksiyonlarmi belirtilen oranlarda; Ege
Bolgesi’'nde ise GLRaV-7’nin baskin oldugunu GLRaV-6'nin ise nadiren
saptandigini bildirmislerdir. Ayrica GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4-9
ve GLRaV-7’nin neden oldugu karisik enfeksiyonlarin sayilarinin oldukca fazla
oldugunu belirtmislerdir. Enfeksiyonlarin yerel c¢esitlerden ziyade saraplik
¢esitlerde yaygin oldugunu bununla beraber yerel gesitlerden Tahannebi, Okiizgdzii

ve Bogazkere ¢esitlerinde de enfeksiyon tespit ettiklerini bildirmislerdir.



24

Hindistan bag alanlarinda Rai et al. (2015), asma yaprak kivrilma viriis
hastaliginin belirtisini gosteren asmalardan topladiklar1 6rnekleri GLRaV-4-9
DAS-ELISA kiti ile test etmislerdir. Enfekteli olarak tespit ettikleri 23 Ornegi
GLRaV-4, -5, -6 ve 9’un ayirimi i¢in RT-PCR ile test etmislerdir. RT-PCR
sonucunda test ettikleri Orneklerde sadece GLRaV-4’i tespit edebildiklerini
bildirmislerdir.

2.5 Tam Yontemlerinin Duyarhhklar ile flgili Calismalar

Giinlimiizde bitki viriislerinin tanilanmasinda serolojik yontemlerden DAS-
ELISA, molekiiler yontemlerden ise RT-PCR baslica kullanilan yontemler arasinda
yer almaktadir. Serolojik tani yOntemlerinden DAS-ELISA giinimiizde rutin
laboratuvar Orneklerinin testlenmesi amaciyla standart test protokolii olarak
kullanilmakta ancak floemde lokalize olan ve diisiik viriis konsantrasyonuna sahip
orneklerde ve/veya kullanilan antiserumun akraba virlislerle capraz reaksiyon
gostermesi gibi bazi durumlarda zaman zaman giivenilir olmayan sonuglarin ortaya
¢ikmasina neden olabilmektedir (Borja and Ponz, 1992; Golino et al., 1992;
Rowhani et al, 1992). Zaman zaman yasanan bu olumsuzluklar testlerin
tekrarlanmasini1 ve/veya sonuclarin daha duyarli bir yontemle teyid edilmesini

zorunlu kilmaktadir.

Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriisler enfekteli asma dokularinda
cok diisiik konsantrasyonlarda bulunmakta olup elde edilmeleri ve saflagtiriimalar1
olduk¢a zordur (Ling et al., 2007). Bu amagla molekiiler yOontemlerden
konvansiyonel veya Real-time RT-PCR yontemi birgok laboratuvarda oldukga
spesifik bir yontem olarak bu amag i¢in kullanilmaktadir. Konuyla ilgili yapilan
calismalarda asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriislerin bitki i¢inde
dagilimlar1 ve konsantrasyonlar ile DAS-ELISA, konvensiyonel RT-PCR ve Real-
time RT-PCR’in asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriisleri tanilamadaki

hassasiyetleri iizerine yogunlasilmistir.

Hatay bag alanlarinda yiiriitiilen bir ¢alismada Pekekti vd. (2001), GLRV-1
ve GLRV-3’iin fenolojik donemlere ve organlara gore dagilimi DAS-ELISA testi
ile belirlemiglerdir. En uygun 6rnekleme donemlerinin Agustos, Eyliill ve Ekim
aylar1 oldugunu, en uygun organlarin ise kok, yash ve geng¢ yaprak, koruk, olgun
meyve ve kabuk dokusu oldugunu, dormant donemde viriisii sadece kabuk
dokusundan saptayabilirken ilkbahar doneminde ise sadece c¢icek salkiminda
saptayabildiklerini bildirmislerdir.
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Ormnekleme zamaniyla ilgili yapilan baska bir ¢alismada ise Osman et al.
(2012), GLRaV-1, -2, -3, -4, -5, -7, -9, GRSPaV, GVA, GVB, GFLV, GFkV, ve
ToRSV ile enfekteli asmalardan Mayis ayindan itibaren iki y1l boyunca ti¢ ayda bir
ornek almis ve konvansiyonel RT-PCR ve Real-time RT-PCR yontemi ile
testlemislerdir. Floemle sinirl viriisler i¢in en uygun 6rnekleme zamanimin Kasim-
Subat aylart oldugunu, floem dokularmin viriis testleri i¢in en uygun materyal
oldugunu, orneklerdeki viriis yogunluklarinin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
oldugu donemlerde bile Real-time RT-PCR’1n viriisleri tanilamada son derece hizl,
duyarli ve giivenilir bir yontem oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica asma yaprak
kivrilma hastalig ile iligkili viriislerin diger viriislere gére doku igerisinde oldukga
diizensiz bir sekilde dagildigini, dagilimin mevsimsel degiskenlik gosterdigini ve
bu durumun molekiiler tabanli hizli teshis protokollerinin sertifikasyon ve karantina
gibi rutin 6rnek testlenen laboratuvarlarda standart olarak oturtulmasinda en biiyiik
engel olusturdugunu vurgulamislardir. Buna karsin floemle smirli virtislerle
gerceklestirilen baska bir galismada Rakhshandehroo et al. (2005), GLRaV-3, GVA
ve GFkV virtsleri i¢in dormant donemde alinan siirglinlerdeki viriis
konsantrasyonunun bahar déneminde alman yapraklarla karsilastirildiginda daha
disik yogunlukta oldugunu ve s6z konusu viriislerin sezona bagli olarak

konsantrasyonlarinin degigskenlik gosterdigini belirtmislerdir.

Asma vyaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriislerin DAS-ELISA ile
tanillanmasiyla ilgili yiritiilen bir ¢alismada Dovas and Katis (2003), bitki
icerisinde diizensiz dagilan, diisilk ve mevsimsel olarak degisken konsantrasyona
sahip olan bu virtiislerin belirlenmesinde materyal olarak kabuk doku kullanimi
gerektigi i¢in s6z konusu metodun kullanimmin zor ve hassasiyetinin diisiik

olmasindan dolay1 giivenilir olmadigini bildirmislerdir.

DAS-ELISA’nin hassasiyeti ile ilgili gerceklestirilen baska bir ¢alismada
Bertazzon and Angelini (2004), asma 6rneklerini GLRaV-2 ve GLRaV-2’nin RG
ve BD varyantlar1 i¢in serolojik olarak ti¢ farkli DAS-ELISA kiti ve molekiiler
olarak ise RT-PCR ile 19 farkli primer ¢ifti kullanarak test etmislerdir. Bioreba
1999 antiserumunun tanilamada ¢ok diisiik diizeyde kaldigini, Bioreba 2003 ve
Agritest kitlerinin daha iyi sonuglar verdigini bildirmislerdir. RT-PCR ¢aligmalar1
sonucunda ise tasarladiklar1 V2dCPf2/V2CPrl primer ¢iftinin GLRaV-2 ve
GLRaV-2’nin RG ve BD varyantlarinmn tiimiinde pozitif sonu¢ verdigini
belirtmislerdir. RT-PCR ile enfekteli olarak tespit ettikleri o6rneklerin yaklasik
olarak %10’unu DAS-ELISA sonucunda negatif olarak tespit ettiklerini; buna
karsimn ELISA ile enfekteli tespit ettikleri baz1 drneklerde ise RT-PCR sonucunda
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pozitif sonu¢ elde edemediklerini bildirmislerdir. Karsilagilan bu durumun
izolatlarin niikleotit farkliliklarmin PCR’1 etkiledigini ancak bu farklili§in antijenik
varyasyonla ilgili olmadigi seklinde yorumlamislardir. Sonug olarak GLRAV-2’nin
tanisinda DAS-ELISA’dan ziyade RT-PCR kullaniminin ¢ok daha etkin oldugunu
vurgulamiglardir. Buna karsin Kaya ve Erilmez (2014), GLRaV-1, -2, -3, -4 ve
GFkV viriisleri acisindan DAS-ELISA sonucu enfekteli olarak tespit ettikleri
ornekleri RT-PCR ile test etmis ve DAS-ELISA ile paralel sonuglar elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Klasik RT-PCR ile SYBR Green Real-time PCR’in duyarliliklar1 {izerine
yapilan bir ¢alismada Beuve et al. (2007), GLRaV-2’de goriilen yiiksek derecedeki
genetik farkliliklarin molekiiler tanilama araglarinin gelistirilmesinde problemlere
yol agtigini; bazi durumlarda GLRaV-2 ile enfekteli baglarin biyolojik indeksleme,
serolojik ve molekiiler yontemlerde hatali negatif sonuglar verdigini bildirmislerdir.
Bu amacgla GLRaV-2’nin farkli strain’lerine ait sekans verileri ile tasarladiklari
primerleri kullanarak klasik RT-PCR ve SYBR Green Real-time RT-PCR
caligmalar1 yapmislardir. SYBR Green Real-time RT-PCR’mn 125.000 kat
sulandirilmig RNA 6rneklerinde bile pozitif sonug verdigini bu degerin klasik RT-
PCR i¢in en fazla 1000 kat oldugunu tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak asma
materyali igin SYBR Green Real-time RT-PCR’m klasik RT-PCR’dan 125 kat daha

hassas bir tan1 yontemi oldugunu vurgulamislardir.

GLRaV-1, -5 ve -9 viriislerinin tanilanmasiyla ilgili gergeklestirilen bir
calismada Osman et al. (2007), hedef viriis popiilasyonlarinda goriilen genetik
varyasyonun RT-PCR testlerinin spesifikligini ve giivenilirligini etkileyebilecegini
ve bu durumun yanlis negatif sonuglara yol acabilecegini bildirmislerdir.
Arastiricilar, PCR’in giivenilirligi arttrmak igin primerleri ve problar1 hedef
viriislere ait genomlarin korunmus bdlgelerinden tasarladiklarini belirtmislerdir.
Tanilamada kullanilan yontemlerin hassasiyeti iizerine yapilan diger bir calismada
ise Al Rwahnih et al. (2013), GLRaV-7’nin tanis1 i¢in HSP70h geni kullanilarak
tasarlanan primerlerin ve Real-time PCR yonteminin, CP geni kullanilarak
tasarlanan primerlere ve konvansiyonel RT-PCR yontemine gore tanida oldukga

duyarli oldugunu bildirmislerdir.

2.6 Genomik ve Filogenetik Analiz Cahismalari

Teknolojinin hizli bir sekilde gelismesi ve maliyetlerin diismesiyle birlikte

onceleri sadece tip biliminde kullanilabilen sekanslama yontem ve teknolojileri
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ozellikle 2000 yilindan sonra bitki virolojisinde de genom karakterizasyonu ve
filogenetik iligkilerin belirlenmesi amaciyla yogun olarak kullaniimaya
baglanmistir. Son yillarda asma yaprak kivrilma viriis hastalig: ile ilgili yapilan
uluslararas1 literatiir incelendiginde asma yaprak kivrilma hastaligr ile iligkili
viriislerin kismi veya tam genomlarma ait dizi analizlerinin yapildigi, elde edilen
verilerin NCBI gen bankasma girilerek diger arastiricilarla paylasildiglr ve

filogenetik iliskilerin belirlendigi goriilmektedir.

Filogenetik analizlerin viriislerin smiflandirmasinda 6nemli katkisinin
olmasinin yani sira GLRaV-Pr, GLRaV-De, GLRaV-Car gibi asma yaprak kivrilma
hastalig1 ile iliskili viriislerden niikleotit ve aminoisit icerigi agisindan farklilik
gosteren viriislerin ve/veya GRBaV gibi tamamen farkli 6zellikteki yeni viriislerin
ortaya ¢ikmasina da hizmet etmektedir. Asma yaprak kivrilma hastalig ile iliskili
viriislerle yapilan filogenetik calismalar incelendiginde genellikle GLRaV-2,
GLRaV-3 ve GLRaV-4’iin en ¢ok ¢alisilan virtisler oldugu goriilmektedir. 2015 yil1
itibartyla asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili virtislerin farkli bolgelerinin
kismi ve tiim genomuna ait dizi analizi kayitlarindan NCBI gen bankasina girilmis
toplam 1054 kayit bulunmaktadir (NCBI, 2015). NCBI gen bankasinda bu ¢alisma
kapsaminda yapilan kayitlarin haricinde Akbas ve Degirmenci tarafindan 2010 y1l1
icerisinde GLRaV-3 i¢in Ege Bolgesi’nden girilen iki kayit disinda hastalikla
iligkili virtisler acisindan rapor edilen herhangi bir kayit ve bolge baglarinda

yapilmis herhangi bir molekiiler karakterizasyon ¢alismas1 bulunmamaktadir.

GLRaV-1’in genetik c¢esitliliginin belirlenmesi amaciyla gercgeklestirilen
caligmalar incelendiginde Cin’de yiiriitiilen ¢alismada Fan et al. (2015), 43 izolatin
filogenetik analizini gergeklestirmislerdir. izolatlarin, 6rtii proteinlerinin analizi
sonucunda sekiz gruba dagildigini, diger izolatlardan farkl olarak ti¢ izolatin ise
hi¢cbir gruba dahil olmadigini bildirmislerdir.

Tirkiye’nin farkli bolgelerinde ii¢ nar ve dokuz asma Orneginde
gerceklestirilen bir ¢alismada ise Elgi et al. (2015), elde ettikleri drneklerin oOrtii
proteinlerinin  kismi  dizi analizi verileri ile filogenetik  analizini
gerceklestirmislerdir. Nardan elde edilen GLRaV-1 izolatlarinin, asmalardan elde
edilen izolatlarla niikleotit diizeyinde en az %91 oraninda benzerlik gosterdigini; en
yliksek benzerligi ise %94 ile Kaliforniya izolat1 ile gosterdigini bildirmislerdir.
Izolatlarin farkli lokasyonlardan toplanmis olmalarma ragmen filogenetik analiz

sonucunda bdlge ve izolatlarla ilgili bir korelasyonun ortaya ¢ikmadigmi, asma ve
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narlardan elde edilen izolatlarin Ortii proteinlerinin yiiksek oranda farklilik

gosterdigini belirtmislerdir.

GLRaV-2’nin genetik ¢esitliliginin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen
caligmalar incelendiginde karakterizasyonla ilgili yapilan bir ¢alismada Abou
Ghanem-Sabanadzovic et al. (1997), etmenin fizikokimyasal ve molekiiler
karakterizasyonunu yaparak viriisiin genomik 6zelliklerini Beet yellow virus (BYV)
ile kargilagtirmiglar ve etmenin bir Closterovirus oldugunu bildirmislerdir.

Italya bag alanlarinda yapilan bir calismada Bertazzon et al. (2010), GLRaV-
2’ye ait elde ettikleri BD izolatinin 6rtii proteinine ait sekans verisini ABD’den elde
edilen PN ve Kaliforniya’dan elde edilen RG izolatlariyla karsilastrmiglardir. BD
izolatinin diger izolatlardan niikleotit diizeyinde %25 oraninda farklilik gosterdigini

bildirmislerdir.

Hirvatistan’da yiiriitiilen bir ¢alismada Voncina et al. (2010), enfekteli yerel
cesitlerden elde ettikleri GLRaV-2 izolatlarmnin ortii proteinlerinin dizi analizlerini
yapmuslardir. izolatlarm &rtii proteinlerini kodlayan genin niikleotit diizeyinde
%97,9-%99,6 oraninda, amino asit diizeyinde ise %100 benzerlik gosterdigini tespit

etmislerdir.

ABD’de gergeklestirilen bir ¢alismada ise Abou Ghanem-Sabanadzovic and
Sabanadzovic (2015), yerel ¢esitler olan Muscadine ve Summer’dan elde ettikleri
yerel GLRaV-2 izolatlar1 olan GSM-1 ve MS-07'nin kendi aralarinda %75
niikleotit, %82 amino asit benzerligi gosterdigini, GSM-1 izolatinin NCBI Gen
bankasinda kayitli olan RG (AF314061) izolatiyla niikleotit diizeyinde %87 amino
asit diizeyinde ise %95°lik bir benzerlik gosterdigini, MS-07 izolatinin ise 93/955
(NC_007448.1) izolatiyla niikleotit diizeyinde %96, amino asit diizeyinde ise
%97’1ik benzerlik gosterdigini bildirmislerdir.

GLRaV-3’iin genetik cesitliliginin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen
caligmalar incelendiginde Yeni Zelanda baglarindan elde edilen izolatlarla yapilan
bir calisgmada Chooi et al. (2013), elde edilen iki farkli varyantin diger
izolatlarindan farklilik gdsterdigini, bu izolatlarin ticari olarak iiretilen antibodyler
ile ¢ok diisiik diizeyde reaksiyon gostermesinin Ortii proteinine ait amino asit
dizilimindeki modifikasyonla iliskili olabilecegini bildirmislerdir.
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Kaliforniya’da gerceklestirilen bir ¢alismada Baraff (2011), GLRaV-3’¢ ait
farkli strain’leri belirlemek amaci ile 24 baga ait 45 6rnegin filogenetik analizini
gerceklestirmistir. Filogenetik analiz sonucunda, 3g olarak belirttigi izolatlarin bir
bagda spesifik olarak goriildiigiinii ancak 3a, 3b ve 3c’nin ise farkli baglarda
goriildiiginii bildirmistir. Sonu¢ olarak etmenin strain’leri agisindan yiiksek
derecede bir genetik farkliligin goriildiigiinii bu durumun hali hazirda kullanilan
primerlerin sertifikasyon amagli testlerde etmeni tanilamada basarisiz olabilecegini

belirtmistir.

Giiney Afrika bag alanlarinda gerceklestirilen ¢alismada Jooste et al. (2015),
315 asma orneginde Real-time PCR yontemi ile yaptiklar1 High resolution melting
(HRM) analizleri sonucunda GLRaV-3’¢ ait 4 farkli varyanti (I, Il, 111 ve V) tespit
etmislerdir. En yaygin olarak goriilen varyantlarin I ve VI oldugunu bunun yaninda

orneklerin %56,25’inin birden fazla varyantla enfekteli oldugunu bildirmislerdir.

Giiney Afrika’da gergeklestirilen diger bir calismada ise Maree et al. (2015),
New Generation Sequencing (NGS) yontemi ile GLRaV-3’e ait tiim genomunu elde
ettikleri GH24 izolatin1 13’4 tiim genom sekansi olmak tizere 819 kayitla
karsilagtirmiglardir. Tiim genomlar arasinda yaptiklar1 analizlerde GH24 izolatinin,
etmenin bilinen strain’leriyle niikleotit diizeyinde %66’dan daha az bir benzerlik
gosterdigini ve bu izolatin etmenin oldukea yiiksek diizeyde farklilik gdsteren bir
varyant1 oldugunu bildirmislerdir. ABD, Italya ve Giiney Afrika’dan toplanan
izolatlara ait kismi sekanslar1 kullanarak yaptiklar1 analizler sonucunda ise
GH24’iin yiiksek derecede benzerlik gosterdigini dolayisiyla bu varyantin tiim

diinyada bulunabilecegini belirtmislerdir.

GLRaV-4’iin genetik cesitliliginin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen
calismalar incelendiginde Tiirkiye (Y253-TK) ve Israil (Y252-IL) izolatlariyla
gerceklestirilen bir ¢alismada Saldarelli et al. (2006), asma yaprak kivrilma viriis
hastaligina benzer belirtiler gosteren, mekanik olarak tasinmayan, hastalikla iliskili
viriisler acgisindan DAS-ELISA ve RT-PCR ile pozitif sonu¢ vermeyen ve
Closterovirus benzeri partikiillere sahip olan viriisleri arastirmiglardir. Dejenere
primerler kullanarak Y253-TK izolatinin HSP70h geninin bir kismini ¢ogaltmiglar
ve elde ettikleri fragmentin GLRaV-4 (%95), GLRaV-5 (%91), GLRaV-6 (%84),
GLRaV-9 (%90) ve diger asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili virtisler (%33-
%35) ile niikleotit diizeyinde belirtilen oranlarda benzerlik gosterdigini
bildirmislerdir. Ayrica Y253-TK ve Y252-IL’nin HSP70h genlerinin amino asit
diizeyinde %99, bu iki virlisiin referans GLRaV-4 ile %95 oraninda yiiksek bir
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benzerlik gosterdigini ve bu viriislerin GLRaV-4’iin varyantlar1 olabilecegini

bildirmislerdir.

Isvigre bag alanlarinda gergeklestirilen bir ¢alismada Reynard and Gugerli
(2012a), GLRaV-4’¢ ait saptadiklar1 yeni bir varyantin Ampelovirus cinsi igerisinde
yer alan GLRaV-4, 5, 6, 9, Car, De ve Pr viriisleriyle olan akrabalik iliskilerini
incelemislerdir. Yeni varyantn, HSP70 amino asit benzerlik oranlarina gore soz
konusu viriislerle %63-66 oraninda diisiik bir benzerlik gosterdigini dolayisiyla
GLRaV-4 grubu ile yiiksek oranda bir genetik farklilik gosterdigini bildirmislerdir.

Hindistan bag alanlarinda gergeklestirilen bir ¢calismada Rai et al. (2015), elde
ettikleri dokuz adet GLRaV-4 izolatinin filogenetik analizleri sonucunda niikleotit
diizeyinde %98 - %100, amino asit diizeyinde ise %97 - %100 benzerlik
gosterdigini; LR106 (FJ467503.1) numarali ABD izolatiyla ise niikleotit diizeyinde
%99, amino asit diizeyinde ise %97 - %98 benzerlik gosterdigini bildirmislerdir.

Isvigre bag alanlarinda gerceklestirilen bir calismada ise Reynard et al.
(2015), niikleotit ve amino asit diizeyinde yiiksek derecede farklilik gosteren
GLRaV-4’tin Ob strain’inin tim genom sekansmi elde etmislerdir. Ob’nin
Ampelovirus cinsi igerisinde ikinci alt grupta yer aldigini, genom biiytikligiiniin ve
yapisimnin  Ampelovirus cinsi ile benzerlik gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica
Ob’nin ortii proteininin daha kiigiik olmasi, amino asit benzerlik oranlarinin diisiik
olmasi ve sahip oldugu farkli serolojik 6zellikleri nedeniyle GLRaV-4’iin farkli bir

strain’i oldugunu belirtmislerdir.

GLRaV-7’nin genetik ¢esitliliginin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen
caligmalar incelendiginde 1967 yilinda Rusya’dan Japonya’ya getirilip dikilen
asma gesitlerinde gergeklestirilen bir caligmada Ito et al. (2012), etmenlere ait elde
ettikleri sekans verileriyle yaptiklar1 genomik analizler sonucunda GLRaV-4 ve
GLRaV-7’nin varyantlarini tespit ettiklerini bildirmislerdir.

GLRaV-7’nin smiflandirilmasiyla ilgili yapilan bir ¢alismada Martelli
(2014), Closteroviridae familyas: igerisinde cins diizeyinde smiflandirmasi
yapilmamis etmenin diger asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriislere gore
genom yapisindaki bazi temel farkliliklarla birlikte hafif siddette Simptom
gostermesi ve belirti gdstermeyen bazi asmalarda da tespit edilmesinden dolay1 yeni
bir cins olan Velarivirus cinsi igerisinde siniflandirildigini bildirmistir.



31

GLRaV-7 ile ilgili yiiriitiilen baska bir ¢alismada ise Reynard et al. (2015),
NCBI gen bankasina NC_ 016436 erisim numarasi ile GLRaV-7 olarak kayit edilen
AA4?2 izolatiyla ilgili molekiiler ve serolojik veriler incelendiginde ilgili izolatin
aslinda GLRaV-4’iin Ob strain’i ve GLRaV-7 ile enfekteli oldugunun agikca
goriildiigiini, bu durumun GLRaV-7’nin asma yaprak kivrilma hastalig ile iligkili
bir virlis etmeni olmasit durumunun yeniden degerlendirilmesi gerektigini

bildirmislerdir.

GLRaV-8’ ile ilgili ger¢eklestirilen ¢alismalar incelendiginde viriisiin ortaya
cikisiyla ilgili yapilan bir ¢alismada Monis (2000), karisik bir viriis enfeksiyonu
icinden Western blot analiziyle asma yaprak kivrilma viriis hastaligi ile iliskili 37-
kDa agirhigina sahip yeni bir virlis proteini buldugunu, bu yeni viriise karsi
monoklonal antibody gelistirdigini, bu viral proteine ait kismi niikleotit ve amino
asit dizilimini elde ettiklerini, amino asit diziliminin Closterovirus’lere ait
oldugunu elde ettikleri 37 kDa’lik proteinin ise yeni buldugu GLRaV-8 viriisii ile
ilgili oldugunu bildirmistir. Buna karsin yapilan baska bir calismada Bertsch et al.
(2009), Monis (2000) tarafindan rapor edilen ve NCBI gen bankasma Ortii
proteinine ait 273 niikleotitlik kismi dizi analizi verisi kayit edilen GLRaV-8’in
viral orijinli olmadigini, s6z konusu etmene ait oldugu iddia edilen genomun asma
genomuyla yiiksek oranda bir benzerlik gostermesinden dolay1 asma genomunun
bir pargasi oldugunu bildirmislerdir. Elde edilen bulgular sonucunda Martelli, et al.
(2012), GLRaV-8’¢ ait oldugu 6ne siiriilen genomun viral orijinli olmayip asma
genomunun bir pargasi olmasindan dolayr GLRaV-8’in iiyesi bulundugu
Ampelovirus cinsinden kaldirildigini, béylece asma yaprak kivrilma hastalig: ile

iligkili virtislerin sayisinin 11’°e diistiiglinii bildirmislerdir.

GLRaV-9’un genetik gesitliliginin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen bir
calismada Padilla et al. (2013), Ispanya bag alanlarindan elde ettikleri GLRaV-9
izolatlarinmn filogenetik analizleri sonucunda referans izolatlarla niikleotit
diizeyinde (%96,1-%97,2), amino asit diizeyinde ise (%95,7-%97,2) oranlarinda

benzerlik elde ettiklerini bildirmislerdir.

GLRaV-Pr, GLRaV-De ve GLRaV-Car viriislerinin ortaya ¢ikis1 ve genetik
cesitliliklerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen ¢alismalar incelendiginde ise
GLRaV-Pr ve GLRaV-De viriisleriyle ilgili yapilan bir ¢calismada Maliogka et al.
(2008a), GLRaV-Pr izolatinin HSP70 proteinini kodlayan geninin kismi sekansmin
Giiney Afrika’dan elde edilen WC-HSP-16 izolatiyla amino asit diizeyinde ytiksek
oranda (%93-%94) benzerlik gosterdigini; GLRaV-De izolatinin ise amino asit
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diizeyinde GLRaV-5 ile %86-%89, GLRaV-9 ile %87-%89 oraninda benzerlik
gosterdigini bildirmiglerdir. Sonu¢ olarak GLRaV-Pr ve GLRaV-De izolatlarinin
Ampelovirus cinsinin tiyelerinden amino asit bakimmdan %10’un {izerinde bir
farkliliga sahip oldugunu, bu yeni iki virlisin GLRaV-1 ve GLRaV-3’iin yer aldig1
ikinci alt grup’dan acik bir sekilde ayrilarak birinci alt grupta yer aldigini
bildirmislerdir.

GLRaV-Pr ile ilgili yapilan bir baska ¢alismada ise Maliogka et al. (2009),
Yunanistan’da rapor edilen GLRaV-Pr izolatinin tiim genomunun dizi analizini
yapmuslardir. Bu yeni viriisii, GLRaV-4, 5, 6 ve 9’u i¢inde bulunduran Ampelovirus
cinsine dahil etmiglerdir. Viriisiin Ortii proteininin genetik olarak GLRaV-4, 5, 6 ve
9’dan farkli oldugunu bildirmislerdir.

GLRaV-Car ile ilgili yapilan bir ¢aligmada ise Abou Ghanem-Sabanadzovic
et al. (2010), Kaliforniya’da Vitis vinifera cv. Carnelian iizerinde asma yaprak
krvrilma viriis hastaliginin hafif siddette simptomlarini gésteren yeni bir viriis tespit
edip karakterizasyonunu yapmislardir. Virlis genomunun 13.625 niikleotit
icerdigini; genetik olarak GLRaV-4,5,6,9 ve GLRaV-Pr ve GLRaV-De’nin de
icinde bulundugu Ampelovirus cinsinden amino asit diizeyinde %30 farklilik
gosterdigini, dolayisiyla Closteroviridae familyasinin yeni bir iiyesi olabilecegini

ongordiiklerini bildirmislerdir.

Asma yaprak kivrilma hastalig1 ile iliskili virtslerle ilgili son yapilan
taksonomik ¢aligmalarin degerlendirildigi bir ¢alismada ise Naidu et al. (2015b),
soz konusu viriislerin Closteroviridae familyasina bagh ii¢ cins igerisinde yer
aldigin1 bildirmiglerdir. GLRaV-1, -3, ve -4’tin Ampelovirus; GLRaV-2’nin
Closterovirus ve GLRaV-7’nin ise Velarivirus cinsi iginde yer aldigini; yakin
zamanda yapilan revizyonlarla GLRaV-5, -6, -9, -Pr, -De ve —Car’1n genom yapisi,
serolojik ve biyolojik karakteristiklerindeki benzerliklerinden dolay1 GLRaV-4’{in
farkli strain’leri olarak Ampelovirus cinsi iginde siniflandirildigini belirtmiglerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Cahismanin konusunu olusturan bitki 6rnekleri

Ege Bolgesi’nde bagcihigin yogun olarak yapildigi Manisa, Denizli, Izmir,
Usak ve Aydn illeri ve bu illere bagh ilgelerin bag alanlarinda asma yaprak
kivrilma hastaligi ile iligkili viriisler agisindan belirti goriilen asmalardan giidiimli,
belirti gorilmeyen asmalardan ise tesadiifi olarak alinan yaprak ve siirgiin 6rnekleri
caligmanin bitkisel materyalini olusturmustur.

3.1.2 Serolojik calismalarda kullanilan materyal

Serolojik ¢aligmalarda, Bioreba AG (isvigre) firmasindan temin edilen
antiserumlar, pozitif ve negatif kontroller, ekstraksiyon, kaplama, substrat ve
yikama tamponlar1 ile Nunc F96 Maxisorp marka 96 cukurlu ELISA plakalarini
iceren GLRaV-1+3, GLRaV-2, GLRaV-4-9, GLRaV-6 ve GLRaV-7 ticari DAS-
ELISA komple kitleri kullanilmistir. Ayrica Bioreba marka el tipi homojenizator
(Isvigre), Memmert marka IPP 500 model sogutmali inkiibatér (Almanya),
otomatik pipetler, pipet uglari, saf su, homojenizasyon posetleri ve eldivenler de
serolojik calismalarda kullanilan diger materyalleri olusturmustur. Test
sonuglarinin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesinde ise 405 nm dalga
boyunda okuma yapan Titertek marka Multiskan Plus MK IlI model ELISA
okuyucusu (Almanya) kullanilmistir.

3.1.3 Molekiiler calismalarda kullanilan materyal

3.1.3.1 Total RNA ekstraksivonu asamasinda kullanilan materval

Total RNA ekstraksiyonunda Zymo (ABD) firmasindan temin edilen filtreler,
koleksiyon tiipleri, DNase/RNase ari su, lysis, yikama ve RNA hazirlama
tamponlarini iceren Zymo ZR Plant RNA MiniPrep (R2024) ekstraksiyon kiti
kullanilmistir. Bunun yaninda %96’lik Ethanol, otomatik pipetler, pipet uclari,
homojenizasyon posetleri, eldivenler, steril mikrosantrifiij tiipleri, Bioreba marka
el tipi homojenizator (Isvigre), Hettich marka 320R model sogutmali santrifiij
(Almanya), Scotsman marka AF 80 model buz makinesi (Ingiltere) ve New
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Brunswick marka U410 model -80 °C derin dondurucu (Almanya) da total RNA

ekstraksiyonu agamasinda kullanilan diger materyalleri olusturmustur.

3.1.3.2 Komplementer DNA (cDNA) sentezinde kullanilan materyal

cDNA sentezinde Roche firmasindan (Almanya) temin edilen enzim,
reaksiyon buffer, RNase inhibitor, ANTP mix, DTT, DNase/RNase ari su, Random
hexamer ve Oligo(Dt)ig primerleri igeren Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis kiti kullanilmistir. Bunun yaninda otomatik pipetler, pipet uclari, steril
PCR tiipleri, eldiven, Bionicer Exispin vortex santrifiij (Kore), Roche
LightCycler® Nano Real-Time PCR sistemi (Almanya) ve sogutucu rack da cDNA

sentezinde kullanilan diger materyalleri olusturmustur.

3.1.3.3 Real-time PCR cahsmalarinda kullanilan materyal

Real-time PCR ¢aligmalarinda Roche firmasindan (Almanya) temin edilen
SYBR Green I igeren FastStart Essential DNA Green Master Mix ile LightCycler®
Nano Real-time PCR sistemi (Almanya) kullanilmistir. Bunun yaninda asma
yaprak kivrilma hastalig1 ile iliskili viriislere ait primerler, DNase/RNase ari su,
otomatik pipetler, pipet uglari, steril PCR tiipleri, eldiven, Bionieer Exispin vortex
santrifiij (Kore) ve sogutucu blok Real-time PCR ¢alismasinda kullanilan diger

materyalleri olusturmustur.

3.1.3.4 Cogaltilmis PCR iiriinlerinin analizinde kullanilan materyal

Real-time PCR calismalar1 sonucunda ¢ogaltilan PCR iiriinlerinin analizinde
Roche firmasindan (Almanya) temin edilen LightCycler® Nano V1.1.0
programinda bulunan otomatik kantitasyon ve melting (erime noktasi) analizi

uygulamalar1 kullanilmastir.
3.1.4 Biyolojik indeksleme ¢alismalarinda kullanilan materyal

Biyolojik indeksleme ¢alismalarinda N. occidentalis Weel., N. benthamiana
Domin., N. clevelandii, C. quinoa ve C. amaranticolor’un tohumlar1 otsu
indikatorleri; Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon ve Pinot Noir kalemleri ise
odunsu indikatorleri olusturmustur. Bunun yaninda bitki yetistirme harglari,
saksilar, fidan posetleri, fosfat tampon ¢ozeltisi, celite, eldiven, pamuklu cubuk, ika
marka T25 model ¢ubuk homojenizatoér (Almanya), Scotsman marka AF 80 model
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buz makinesi (ingiltere) de biyolojik indeksleme ¢alismasinda kullanilan diger

materyalleri olusturmustur.

3.1.5 DNA dizileme, genomik ve filogenetik analiz cahsmalarinda

kullanilan materyal

PCR iriinleri, PCR triinlerine ait dizi analizi verileri, NCBI BLASTnN
veritabani, ChromasPro 1.7.6, Bioedit 7.2.5, Clustal Omega ve Mega 6 programlari
DNA dizileme, genomik ve filogenetik analiz c¢aligmalarinda kullanilan

materyalleri olusturmustur.
3.2 Yontem
3.2.1 Sorvey ve ornek toplama cahsmalan

Sorvey ve Ornek toplama ¢aligmalar1 Ege Bolgesi’nin 6nemli bag iiretim
merkezleri olan Manisa, izmir, Denizli, Aydin ve Usak illerinden asma yaprak
krvrilma hastaligi ile iliskili viriisler i¢in asmalarda belirtilerin goriilmeye basladigi
dénem olarak bilinen Agustos ayr sonu ile Eylil ve Ekim aylarinda
gergeklestirilmistir. Bu amagla Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin il ve ilge
miidiirliiklerinin ilgili subeleri ile goristlmiis; oOncelikle viral belirtilerin
goriildiigii, 5-20 yaslar1 arasinda olan ve en az 2 da alan iizerine tesis edilmis
baglardan yapraklarda sararma, mozaik lekeler, damarlar arasinda renk agilmalari,
damar bantlasmasi, kizarmalar, klorotik beneklenmeler, kivrilmalar ve gelisme
geriligi goriilen omcalardan giidiimlii olarak yapilmustir. Ozellikle beyaz ve yerel
iizim cesitlerinde hastaligm zaman zaman simptom gdstermemesi ve
simptomlarmin ne sekilde olustugunun tam olarak bilinmemesi nedeniyle simptom

gostermeyen asmalardan da tesadiifi 6rneklemeler gerceklestirilmistir.
Her bir bagdan bagin biiyiikliigli g6z dniinde bulundurularak alinabilecek en
fazla 6rnek sayisi ise Bora ve Karaca (1970)’dan modifiye edilerek olusturulmustur

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Bir bagdan alinabilecek en fazla 6rnek sayisina ait bilgiler.

Bag Alam Bir Bagdan Ahnacak En Fazla Ornek Sayisi
5 dekara kadar 5
5-10 dekara kadar 7
10-15 dekara kadar 9
20 dekardan biiyilik 11
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izolat gesitliligini saglamak amaciyla baglarm biiyiikliikleri gdz o&niine
alinarak her bir bagdan alinabilecek en fazla 6rnek sayist bag biiyiiklikleri goz
oniine alarak smirlandirilmistir (Bkz. Cizelge 3.1). Ayrica 6rnek alimi illerin bag

yetistiriciligi yapan mevcut ilgelerini de temsil edecek sekilde gergeklestirilmistir.

Sorvey ve 0rnek toplama ¢aligmalari, yukarida belirtilen hastalik belirtileri ve
ornek sayilarina uygun olarak 2011 ve 2012 yillarinda gergeklestirilmigtir. 2011
yilinda gergeklestirilen sorvey c¢alismalarina ait bilgiler Cizelge 3.2°de, 2012
yilinda gergeklestirilen sorvey calismalarma ait bilgiler ise Cizelge 3.3’te yer

almaktadir.

Cizelge 3.2 2011 yilinda gergeklestirilen sorvey ¢alismalarina ait bilgiler.

il ilce incelenen Bag incelenen Bag Toplanan Ornek
Sayisi Alam (da) Sayisi
Kemalpasa 11 135 15
Torbal 2 30 3
Menderes 6 90 7
Urla 4 35 4
izmir | Cesme 1 10 2
Seferihisar 3 60 5
Menemen 6 190 8
Selguk 1 40 1
Toplam 34 590 45
Kusadasi 7 70 8
Aydin | Sultanhisar 3 15 3
Toplam 10 85 11
Manisa | Merkez 26 480 36
Esme 8 104 9
Ulubey 1 5 1
Usak Karahall1 5 40 5
Toplam 14 149 15
Genel Toplam 84 1.304 107

2011 yilinda 1.304 da alana sahip 84 bagda gergeklestirilen soérvey ¢alismalari
sonucunda izmir’den 45, Aydin’dan 11, Manisa il merkezinden 36 ve Usak’tan 15
olmak iizere toplam 107 6rnek toplanmistir (Cizelge 3.2).

2012 yilinda ise 3.355 da alana sahip 155 bagda gerceklestirilen sorvey
calismalar1 sonucunda Manisa’dan 191 ve Denizli’den 126 olmak {izere toplam 317

ornek toplanmustir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3 2012 yilinda gergeklestirilen sérvey ¢aligmalarina ait bilgiler.

il flce Incelenen Bag incelenen Bag Toplanan Ornek
Sayis1 Alam (da) Sayisi
Saruhanli 16 431 27
Turgutlu 21 513 32
Manisa Salihli 22 519 36
Alagehir 34 815 68
Sarigol 14 280 28
Toplam 107 2.558 191
Buldan 6 80 12
Giiney 5 115 12
.. | Bekilli 5 95 12
Denizll = vas 6 55 13
Cal 26 452 77
Toplam 48 797 126
Genel Toplam 155 3.355 317

Gergeklestirilen sérvey ¢alismalar1 kapsaminda 2011 ve 2012 yillarinda iller
bazinda toplanan toplam 6rnek sayilarmna iliskin bilgiler ise Cizelge 3.4’te yer

almaktadir.

Cizelge 3.4 2011 ve 2012 yillarinda gergeklestirilen sorvey ¢alismalarina ait bilgiler.

il Incelenen Bag Incelenen Bag Toplanan Ornek
Sayisi Alani (da) Sayisi
Manisa 133 3.038 227
Denizli 48 797 126
[zmir 34 590 45
Usak 14 149 15
Aydin 10 85 11
Toplam 239 4.659 424

2011 ve 2012 yillarinda 4.659 da alana sahip 239 bagda gerceklestirilen
sorvey calismalar1 sonucunda Manisa’dan 227, Denizli’den 126, izmir’den 45,

Usak’tan 15 ve Aydin’dan 11 olmak {izere toplam 424 6rnek toplanmistir (Cizelge

3.4).

Sorvey c¢aligmalar1 sirasinda toplanan 6rneklerin cesitlere gére dagilimi ise

Cizelge 3.5’te yer almaktadir.
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Cizelge 3.5 Sorvey ¢alismalari sirasinda toplanan 6rneklere ait ¢esit bilgileri.

Cesit Ad1 Toplanan Ornek Sayist
Sultani Cekirdeksiz 286
Cal Karasi 27
Alphonse Lavallée 21
Alicante Bouschet 14
Razaki 14
Cabernet Sauvignon 11
Merlot 10
Mevlana
Osmanca
Ekse Karasi
Syrah
Bogazkere
Red Globe
Superior Seedless
Cardinal
Fantasy Seedless
Foca Karasi
Kalecik Karasi
Macabeu
Michele Palieri
Pembe Salman
Pinot Noir
Royal
Sauvignon Blanc
Toplam

o~
l_l\gl—\l—\l—\l—‘l—‘l—‘l—‘l—‘l—‘l—‘l\)l\)l\)b(ﬂmm

Cizelge 3.5 incelendiginde toplanan Orneklerin  %67,45’ini  Sultani
Cekirdeksiz, %6,37’sini Cal Karasi, %4,95’ini Alphonse Lavallée, %3,3’{inii
Alicante Bouschet, %3,3’iinli Razaki, %2,6’sm1 Cabernet Sauvignon, %2,36’sin1
Merlot ve geriye kalan %9,67’sini ise diger ¢esitlerin olusturdugu goriilmektedir.

Sorvey ¢alismalar1 sirasinda 6rnek toplama islemleri asmalarin farkli
yoneylerinde bulunan bir yasgh siirgiinlerden geng yapraklar1 da igerecek sekilde
yapilmistir. Orneklerin alindigi baglarm koordinatlari, gergeklestirilecek olan
biyolojik indeksleme ¢alismalarinda enfekteli asmalarin bulunabilmesi amaciyla
GPS cihazina kaydedilip, Orneklerin alindigi omcalar ise sprey boya ile
isaretlenerek bag igerisinde asmanmn yeri kayit altina alinmigtir. Ayrica izolatlara
ozgiin simptomatolojik bilgileri olusturmak amaciyla da drnek toplama ¢aligmalari
sirasinda gdzlenen simptomlar fotograflanmistir. Ornek numarasi, cesit bilgisi,
simptomlar ve bag ile ilgili bilgiler de kayit alta alindiktan sonra toplanan bitki
ornekleri, polietilen torbalara konularak buz kutusu igine yerlestirilmis ve
laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen ornekler analizler yapilincaya
kadar buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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3.2.2 Serolojik test yontemi (DAS-ELISA)

Laboratuvara getirilen 424 6rnegin tiimii Bioreba (Isvigre) firmasindan temin
edilen GLRaV-1+3, GLRaV-2, GLRaV-4-9, GLRaV-6 ve GLRaV-7 DAS-ELISA
komple Kitleri ile serolojik bir tan1 yontemi olan DAS-ELISA ile test edilmistir.
Kullanilan ticari DAS-ELISA Kitleri ile asma yaprak kivrilma hastalig ile iligkili
hangi virlis ya da virlislerin testlendigine iliskin bilgiler Cizelge 3.6’da yer
almaktadir.

Cizelge 3.6 DAS-ELISA Kkitleri ile testlenen viriislere ait bilgiler.

Ticari Kit Ad1 Antibody Tipi Testlenen Viriisler

GLRaV-1+3 Poliklonal / Monoklonal | GLRaV-1 ve GLRaV-3 viriislerinden en az biri

GLRaV-2 Monoklonal GLRaV-2

GLRaV-4-9 Monoklonal GLRa\{—.4, -5, -6, -7 ve GLRaV-9 viriislerinden
en az biri

GLRaV-6 Poliklonal GLRaV-6

GLRaV-7 Monoklonal GLRaVv-7

DAS-ELISA yontemi caligmada kullanilan ELISA tani kitlerinin saglandigi
Bioreba (Isvigre) firmasmin 6nerdigi protokol uygulanarak gerceklestirilmistir. Son
asamada ise ELISA plakalarindaki her bir ¢ukura 50 pul 3 M NaOH eklenerek
reaksiyon durdurulup sonuglar ¢iplak goézle kontrol edilmis ve 405 nm dalga
boyunda Titertek marka Multiskan Plus MK II model ELISA Reader kullanilarak
405 nm dalga boyundaki absorbans degerleri Olgiilmiistiir. Yapilan Olgtimler
sonucunda negatif kontrol absorbans degerinin iki kat1 ve iizerine ulasan drnekler
soz konusu etmenler agisindan enfekteli olarak degerlendirilmistir (Clark and
Adams, 1977).

3.2.3 Molekiiler yontemler

3.2.3.1 Total RNA ekstraksiyonu

Laboratuvara getirilen 424 Ornegin tiimiine uygulanan total RNA
ekstraksiyonu, Zymo (ABD) firmasindan temin edilen Zymo ZR Plant RNA
MiniPrep (R2024) ekstraksiyon Kiti ile firma onerilerine ek olarak yapilan kii¢iik
modifikasyonlarla asagidaki protokol wuygulanarak gergeklestirilmis olup
ekstraksiyon protokolii iginde yer alan santrifiij islemlerinin tiimii +4°C’ye ayarli

sogutmali santriflij kullanilarak yapilmistir.
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Ufak pargalara ayrilmis yaprak damarlarini da iceren 150 mg yaprak dokusu
homojenizasyon posetleri igerisine konulmus ve tizerine 800 pl lysis buffer
eklenerek el tipi homojenizatoér yardimiyla homojenize edilmistir. Homojenize
olmus 6rnek 1,5 ml’lik mikro santrifiij tiipleri igerisine aktarilmis ve bu tiipler
12.000 g’de iki dk. santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan mikro santrifiij tiipleri
icinden alinan 400 pl siipernatant, koleksiyon tiipii lizerine yerlestirilmis Zymo spin
IIC filtresine pipetle aktarilmis ve 8.000 g’de bir dk. santrifiij edilerek sivinin
koleksiyon tiipline ge¢mesi saglanmistir. Santrifiijden sonra filtreden koleksiyon
tiipline gecen siviya 320 pl %96’ lik etil alkol eklenerek karistirilmis ve bu karisim
pipet yardimiyla, yeni bir koleksiyon tiipiine yerlestirilmis Zymo IIC filtresine
aktarilmustir. Aktarimdan sonra tiipler 12.000 g’de bir dk. santrifiij edilerek
koleksiyon tiipiine gecen sivi kisim dokiilmiis ve koleksiyon tiipline yerlestirilmis
Zymo IIC filtresi lizerine 400 pul RNA preb buffer eklenmistir. Tiipler 12.000 g’de
1,5 dk. santrifij edilmis; ardindan koleksiyon tiipiine gegen sivi dokiilerek
koleksiyon tiipiine yerlestirilmis Zymo IIC filtresi iizerine 800 pl RNA yikama
tamponu eklenmis ve bu tiipler 12.000 g’de bir dk. santriflij edilmistir. Santrifiijiin
ardindan koleksiyon tiipiine gegen sivi tekrar dokiilerek koleksiyon tiipiine
yerlestirilmis Zymo IIC filtresi lizerine 400 ul RNA yikama tamponu eklenmis ve
bu tiipler 6nce 12.000 g’de bir dk. ardindan 12.000 g’de 2,5 dk. santrifiij edilmis ve
koleksiyon tiipii igerisindeki siv1 ile birlikte atilmistir. Zymo IIC filtresi 1,5 ml’lik
mikro santrifiij tiipii igerisine yerlestirilmis ve filtre tizerine 35 pl DNase/RNase ari
su eklenerek bir dk. bekletilmistir. Son olarak bu tiipler 10.000 g’de bir dk. santrifiij
edildikten sonra Zymo 1IC filtresi atilmis ve mikro santrifiij tiipleri igerisine gegen

total RNA’lar bir sonraki asama i¢in kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

3.2.3.2 Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Total RNA ekstraksiyonu yapilan 6rnekler kullanilarak komplementer DNA
(cDNA) sentezi ger¢eklestirilmistir. Bu amag i¢cin Roche firmasindan temin edilen
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kiti kullanilmis ve firma onerileri
dogrultusunda asagidaki protokol uygulanarak CDNA sentezi gergeklestirilmistir.

Oncelikle -80 °C’de saklanan total RNA’lar ve -20 °C’de saklanan cDNA Kkiti
icerisindeki tiim reaktifler ¢ozdiiriilmiis, 1000 g’de kisa bir santrifiijiin ardindan buz
iizerine almarak kullanima hazir hale getirilmigtir. Steril PCR tiipleri i¢erisine 1 pl
Oligo(Dt)1s ve ornege ait 9,4 ul total RNA eklenerek Roche LightCycler® Nano
Real-Time PCR cihazinda 65 °C’de on dk. inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresi
bitiminde reaksiyonu durdurmak igin tiipler —20 °C’deki soguk rack tizerinde bir



41

dk. bekletilmistir. Bu islemin ardindan tiiplerin i¢ine 4 ul reaksiyon buffer, 0,5 ul
RNase inhibitor, 2 pl ANTP mix, 1 ul DTT ve 1,1 pl enzim eklenerek karistirilmis
ardindan kisa siireli santrifiij yapilmis ve tekrar PCR cihazina yerlestirilerek 55
°C’de 30 dk. ve ardindan 85 °C’de bes dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
tamamlanmasinin ardindan PCR tiipleri —20 °C’deki soguk rack iizerine alinmis ve
ardindan -20 °C’ye ayarl derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Yapilan cDNA
sentezi sonucunda Real-time PCR ¢aligmalarinda kullanilmak iizere toplam 20 ul

iirlin elde edilmistir.

3.2.3.3 Real-time PCR yontemi

Laboratuvara getirilen bitki 6rneklerinin tiimii serolojik tani kiti bulunmayan
GLRaV-Pr ve GLRaV-De viriisleri ile GLRaV-1+3 ve GLRaV-4-9 DAS-ELISA
kitleri (Bkz. Cizelge 3.6) ile yapilan testler sonucu enfekteli oldugu tespit edilen
orneklerdeki viriislerin ayirimi1 amaciyla Cizelge 3.7°de yer alan spesifik primerler
ve dongii programlari kullanilarak Real-time PCR yontemi ile test edilmistir.

Cizelge 3.7 Real-time PCR testlerinde kullanilan primerler ve dongiilere ait bilgiler.

Primer Adi Primer Dizisi (5’ 3”) ve Referans Uriin Real-time PCR Déngiileri
Biiyiikliigii

GLRaV-1_417F GAGCGACTTGCGACTTATCGA 1 X (95°C 10 oK)

GLRaV-1_737R GGTAAACGGGTGTTCTTCAATTCT 320 bp 45 X (95°C 10 s /60°C 15 sn/72°C 32 5n)
(Osman et al., 2007) ’ ’ ’

GLRav-2_L2F ATAATTCGGCGTACATCCCCACTT X (95°C 10 dk

GLRaVv-2_U2/R GCCCTCCGCGCAACTAATGACAG 331bp i x( 95°C 10 Sh) 64°C 15:5n/72°C 335n)
(Osman et al., 2007) ’ ’ '

GLRav-3_LCLF CGCTAGGGCTGTGGAAGTATT 1 X (95 °C 10 ck)

GLRaVv-3_ LC2IR GTTGTCCCGGGTACCAGATAT 546 bp 45 X (95°C 10 61 /59°C 15 sn/72°C 55 5n)
(Osman and Rowhani, 2006) ’ ’ )

GLRaV-4_HSPVIF ACATTCTCCACCTTGTGCTTTT L% (95°C 10 dik

GLRaV-4_HSPC/R CATACAAGCGAGTGCAATTACA 319 bp i x( 95°C 10 ) 158°C 15 s1/72°C 32
(Osman et al., 2007) ( sn. sn- sn)

GLRaV-5_HSPVIF AACACTCTGCTTTTCTGCTGGCA X (95°C 10 dik

GLRaV-5_HSPC/R TCTCCAGAAGACGGACCAATGTAA 272 bp i x( 5 C 10 ) 163°C 15 51/72°C 27
(Osman et al., 2007) ( sn. sn. sn)

GLRaV-6_LR6Up CGATAGGTTTGGGGGCACT L% (95°C 10 dik

GLRaV-6_LR6do GGCACAGAACACACCGACAAAAC 283 bp i x( o5°C 10 ) 161°C 15 s1/72°C 28
(Maliogka et al., 2008b) ( sn. sn. sn)

GLRav-7_LR7/F TATATCCCAACGGAGATGGC L% (95°C 10 dik

GLRaV-7_LR7IR ATGTTCCTCCACCAAAATCG 502 bp i x( o5°C 10 ) 158°C 15 s1/72°C 50
(Engel et al., 2008) ( sn. sn- sn)

GLRav-8_F AGAAGAGAGGGATTGGATTGGAAT X (95°C 10 dik

GLRaVv-8 R AGTCTTCTCGGTGGCTTAAATTC 172 bp i x( 5 C 10 ) 159°C 15 s1/72°C 17
(Matus et al., 2008) ( sn. sn. sn)

GLRav-9_ LROIF CGGCATAAGAAAAGATGGCAC L X (95°C 10 )

GLRaV-9_ LR9/R TCATTCACCACTGCTTGAAC 393 bp oo .
(Alkowni et o 2004) 45 X (95°C 10 sn./56°C 15 sn./72°C 39 sn.)

GLRaV-Pr_LRPrup TCTTGTGTACAGGGATATAAAACG L X (95°C 10 dik

GLRaV-Pr_LRPrdo GAGCAAACGGAAAGAGACACTTG 243 bp i x( S5 C 10 ) 156°C 15 51/72°C 24
(Maliogka et al., 2008b) ( sn. sn. sn)

GLRav-De_LRDeup  GCTGGGAGAGGCGTTGAA L X (95°C 10 dik

GLRaV-De LRDedo  GCACAGAACAAACAGACAGAGTG 370 bp ( )

(Maliogka et al., 2008b) 45 X (95°C 10 sn./59°C 15 sn./72°C 37 sn.)
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Ayrica DAS-ELISA testleri sonucunda enfekteli oldugu tespit edilen tim
orneklere ve absorbans degerleri negatif kontroliin 1,5-2 kati1 arasinda olan
orneklere de Real-time PCR yontemi uygulanmistir. Bunlara ek olarak tiim 6rnekler
GLRaV-8 primeri (Bkz. Cizelge 3.7) kullanilarak da test edilmistir.

Real-time PCR caligmalar1 Roche LightCycler® Nano Real-time PCR sistemi
ve SYBR Green | floresan boyasi igeren Roche FastStart Essential DNA Green
Master Mix kullanilarak firma onerileri dogrultusunda asagidaki protokole gore

gergeklestirilmistir.

Steril PCR tiipleri igerisine 0,3 pl 20 uM forward primer, 0,3 pl 20 uM
reverse primer, 1 ul cDNA ve 10 pl 2x FastStart Essential DNA Green Master Mix
eklenerek DNase/RNase ari su ile son hacim 20 pl’ye tamamlanmistir. Her
kosumda 1 tiip olas1 kontaminasyon riskine kars1 drnek eklenmeden negatif kontrol
olarak ¢alismaya eklenmistir. Tiipler Roche LightCycler® Nano Real-time PCR
cthazma yerlestirildikten sonra etmenler icin spesifik dongli programlari

uygulanmistir (Bkz. Cizelge 3.7).

3.2.3.4 Melting (Erime noktasi) analizi

Real-time PCR calismalarinda kullanilan Roche FastStart Essential DNA
Green Master Mix, SYBR Green | floresan boyasi igermekte ve PCR sonucunda
amplifikasyonun ger¢eklesme durumu bu boyanin verdigi 1s1ma sayesinde
belirlenmektedir (Sekil 3.1). Ancak SYBR Green | kimyasal 6zelligi geregi PCR
sirasinda gergeklesen amplifikasyonlarin  hedef iirline ait olup olmadigina
bakmaksizin olusan her ¢ift zincirli DNA parcaciginin arasina girerek sinyal
olusumuna sebep olmaktadir. Spesifik olmayan iiriinlere ait sinyallerle hedef iiriine
ait olan sinyalleri ayirt edebilmek i¢in Real-time PCR’1n son dongiisiinden sonra
melting analizi gerceklestirilmistir.

Cift zincirli DNA
dNTP ,,;v, Primer — 3r§35|

wmmm

DNA kahhl SYBR Green | bovaﬂ

e s

Sekil 3.1 Amplifikasyon sirasinda SYBR Green I’in 151ma modeli.
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Real-time PCR sonug¢larmin yorumlanmasit PCR isleminden sonra Roche
LightCycler® Nano Real-time PCR sistemiyle gerceklestirilen melting analizine
gore yapilmustir (Chou et al., 1992; Zipper et al., 2004). Gergeklestirilen melting
analizi ile ¢ogaltilan DNA 6rneginin sicakligini yavas yavas artirilarak floresan
sinyalin sicakliga bagli degisimini gosteren bir grafik elde edilmis ve floresan
sinyalin ani disisiinden kaynaklanan pikler araciligryla DNA iplik¢iklerinin
birbirlerinden ayrildiklar1 sicaklik degerleri tespit edilmistir. Analiz sonucunda
primer dimerleri gibi spesifik olmayan firiinlerin yanlis pozitif verme durumlari
bertaraf edilmis ve Real-time PCR islemi sonucunda cogaltilan DNA’nin hedef
bolge olup olmadigi belirlenmistir.

Real-time PCR c¢alismalarinda kullanilan Roche FastStart Essential DNA
Green Master Mix protokoliinde belirtildigi tizere ¢ogaltilan PCR iiriinii, 65 °C’den
95 °C’ye kadar saniyede 0,1 °C’lik artislarla 1sitilmistir. Boylece PCR f{iriiniindeki
cift zincirli DNA parcaciklarmin  %350’sinin  hangi sicaklik derecesinde
denatiirasyona ugradigi, denatiirasyona ugrayan DNA zincirleri arasindan agiga
¢ikan SYBR Green | floresan boyanin verdigi 1s1ma sonucunda tespit edilmistir.
Melting analizi sonucunda ilgili etmenler agisindan belirlenen erime sicakligi
altinda kalan oOrnekler saglikli, tizerinde kalan oOrnekler ise enfekteli olarak

degerlendirilmistir.
3.2.4 Biyolojik indeksleme ¢calismalar

Uygulanan serolojik ve molekiiler tan1 yontemleri sonucunda, asma yaprak
kivrilma hastaligi ile iliskili farkli viriis ve/veya viriislerle enfekteli oldugu tespit
edilen ornekler arasmmdan GLRaV-2, GLRaV-Pr, GLRaV-De viriislerini iceren
ornekler ile GLRaV-8 primeriyle pozitif sonu¢ veren 6rneklerden segilenler otsu
indikator bitkilerden N. occidentalis, N. benthamiana, N. clevelandii, C. quinoa ve
C. amaranticolor’a mekanik inokulasyon ile inokule edilmistir.

Otsu indikator olarak kullanilacak bitkilere ait tohumlarin yetistirme ortami
olarak, steril edilmis toprak, torf ve perlit, 1:1:1 oraninda karistirilarak
kullanilmugtir. Indikator bitki tohumlari derinligi 10 cm olan 45 x 33 cm ebatlarinda
plastik tavalara ekilmis olup 2-3 yaprakli doneme ulagsmalariyla birlikte 400 ml’lik
plastik saksilara sasirtilmistir (Sekil 3.2). Ekim yapilan plastik tavalar ve sasirtilan
saksilar hizl1 bir sekilde gelismeleri amaciyla 23 °C sicaklik, 4000 liiks aydinlatma
ve % 60-70 nisbi neme ayarli cam seraya konulmus ve sasirtmadan 3-4 giin sonra

inokulasyon islemine ge¢ilmistir (Martelli, 1993).
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Sekil 3.2 Otsu indikatorlerin gelisme siirecine ait goriiniim a) Cimlenen otsu indikatorler
b) Sasirtilmaya hazir hale gelen otsu indikatdrler ¢) Otsu indikatorlerin saksilara sisirtma

islemi d) Saksilara sasirtilmis otsu indikatdrler.

Indikator bitkilerin besin maddesi igeriklerinin karsilanmasi amaciyla 15
giinde bir sulama sularma Cizelge 3.8’de yer alan bitki besin maddeleri eklenerek

verilmistir.

Cizelge 3.8 Indikator bitkilere verilen bitki besin maddeleri karisimina ait bilgiler
(Murashige and Skoog., 1962).

Bitki Besin Maddesi Adi Formiilii Miktar1 (mg/L)
Amonyum nitrat NH4NO3 1,65
Borik asit H3BOs 6,2
Kalsiyum klorid CaCl, - 2H,0 440
Magnezyum siilfat MgSQO, - 7H.0 370
Bakur stilfat CuSOq, - 5H,0 0,025
Potasyum fosfat KH2PO4 170
Demir sulfat FeSO, - 7H,0 27,8
Potasyum nitrat KNOs 1,90
Magnezyum siilfat MnSQO, - 4H,0 22,3
Potasyum iodin Kl 0,83
Sodyum molibdat Na;MoQO4-2H,0 0,25
Cinko siilfat ZnS0O,4-7H,0 8,6

Otsu indikatorlere uygulanan mekanik inokulasyon yonteminde enfekteli
orneklere ait yapraklar, yaprak saplar1 ve floem kazmtilar1 inokulum kaynagi olarak
kullanilmistir. Mekanik inokulasyon uygulanmasi amaciyla secilmis her bir izolat
icin otsu indikatdrlerin her birinden dorder adet bitki kullanilmig olup yine ayni
sayida bitki kontrol olarak c¢alismaya dahil edilmistir. Mekanik inokulasyon
bitkilerin dikkate
gergeklestirilmistir. Mekanik inokulasyon amaciyla segilen 6rneklerin her birinden

calismalar1  indikator gelisme  durumlari almarak

I’er gram doku tartilarak iizerlerine %2 nicotin igeren 10 m1 0,01 M Fosfat tamponu
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(pH:7,5) eklenmis ve Ornekler ¢ubuk homojenizator yardimiyla soguk ortamda
homojenize edilmistir (Cadman et al., 1960; Rowhani et al., 2005). Homojenize
edilen drnekler, indikator bitki yapraklari lizerine yaprak yiizeyini agindirici olarak

celite uygulandiktan sonra pamuklu c¢ubuk yardimiyla inokule edilmis ve

inokulasyona ait kalintilar saf su ile yikanarak yapraklardan uzaklastirilmistir (Sekil
3.3).

Sekil 3.3 Mekanik inokulasyon calismalarina ait goriiniim a) Orneklerin soguk ortamda homojenize
edilmesi b) Indikatérlere celite uygulamasi ¢) N. benthamiana’ya mekanik inokulasyon
uygulamast d) N. occidentalis’e mekanik inokulasyon uygulamasi e) N. clevelandii’ye
mekanik inokulasyon uygulamasi f) C. quinoa’ya mekanik inokulasyon uygulamasi g) C.
amaranticolor’a mekanik inokulasyon uygulamasi h) inokulasyondan sonra yapraklarin

suyla yitkanmasi.

Mekanik inokulasyonun ardindan serada muhafaza edilen bitkiler simptom
gelisimleri agisindan takip edilmis, olusan simptom tipleri fotograflanarak kayit

altina alimmis ve degerlendirilmistir.

Mekanik inokulasyon c¢alismalar1 gergeklestirilen viriisleri igeren 6rneklerin
yanida asma yaprak kivrilma hastalig ile iligkili farkli viriislerle enfekteli oldugu
belirlenen ve GLRaV-8 primeriyle pozitif sonug¢ veren Orneklerden segilenler
odunsu indikatorlerden Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, ve Pinot Noir’e as1
ile inokule edilmistir (Pearson and Goheen, 1988; Martelli, 1993; Krake et al.,
1999).

Odunsu indikatorlerle gergeklestirilen omega asi uygulamalari igin 6ncelikle
Manisa Bagcilik Arastirma Enstitiisi Mudiirliigii indikator parselinde bulunan
Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon ve Pinot Noir ¢esitlerinin her birinden 500
adet kalem alinmis ve 100°liik demetler halinde etiketlenmistir. Inokulum kaynag1
olarak secilen enfekteli 6rneklere ait kalemler ise sorvey calismasi sirasinda
koordinatlar1 belirlenen arazideki ana bitkilerden yine ayni tarihte alinmistir. Alinan
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tiim kalemler olas1 fungal bulagsmalar1 elemine etmek i¢in koruyucu amagla iki saat
%50 iprodione aktif maddesi iceren %5’lik ¢ozeltide bekletilmistir. Cozeltiden
cikarilan kalemler fazla sularmin siiziilmeleri amaciyla bir saat bekletildikten sonra
indikatorlere ait kalemlerin dstten ve alttan 1-2 cm’lik kisimlar1 kesilerek
uzaklastirilmis ve kalemler 30 cm olacak sekilde as1 i¢in hazirlanmistir. Enfekteli
orneklere ait kalemler ise birer goz icerecek sekilde 5 cm’lik pargalar halinde
kesilmistir. Secilen her izolattan her bir odunsu indikatore alt1 adet olmak tizere
omega as1 makinesi ile asilanmistir. Kullanilan her bir odunsu indikator ¢esidinden
altisar adet bitki de kendi ¢esitlerine ait saglikli as1 gozleriyle asilanarak ¢alismaya
kontrol grup olarak dahil edilmistir. Asilamas1 yapilan materyal etiketlenip, talas
iceren kasalara yerlestirildikten sonra asi1 noktasinda kallus tabakasinin olugmasi
amaciyla ti¢ hafta 26 °C sicaklik ve %80 nispi neme ayarli asi kaynastirma odasinda
muhafaza edilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Odunsu indikatérlere omega asi ile biyolojik indeksleme uygulamalarina ait gériiniim
a) Indikatérlere ait kalemler ile enfekteli bitkilere ait as1 gozleri b) Indikatérlere omega
as1 ile enfekteli bitkilere ait gozlerin agilanmasi ¢) Omega as1 uygulanan indikatorler
d) Asilanan indikatorlerin as1 kaynastirma odasinda kallus olusumu igin kasalarda

bekletilmesi €) As1 kaynastirma odasindan ¢ikan dikime hazir indikatorler.

As1 kaynastirma odasindan ¢ikarilan odunsu indikatorler talas, torf, perlit,
cam kabugu, toprak ve ¢iftlik giibresini (2:1:1:1:1:1) belirtilen oranlarinda igeren
har¢ karigimini (Ilgm vd., 1998) iceren tiiplere dikilmistir. Dikimi yapilan odunsu
indikator bitkiler etiketlendikten sonra gelisimleri i¢in 24°C sicaklik ve %70 nispi
neme ayarl iklim odasma konulmustur (Sekil 3.5).

Odunsu indikatorlerde gergeklestirilen biyolojik indekslemenin ardindan
iklim odasinda muhafaza edilen indikator bitkiler simptom gelisimleri agisindan

takip edilmis ve olusan simptomlar fotograflanarak degerlendirilmistir.



Sekil 3.5 Odunsu indikatérlerin dikim ve gelisim siireclerine ait goriiniim a) Indikatérlerin tiiplere
dikimi b) Dikimden sonra iklim odasina yerlestirilen indikatorler c) Iklim odasinda

siirglin gelisimi baslayan indikatorler.

3.2.5 DNA dizileme, genomik ve filogenetik analizler

Real-time RT-PCR ¢alismalari sonucunda asma yaprak kivrilma hastalig ile
iliskili farkl viriisler ile enfekteli olarak tespit edilen bazi izolatlar, kendi aralarinda
ve NCBI gen bankasindaki referans izolatlara ait kayitlarla genomik ve filogenetik
analizlerin yapilabilmesi amaciyla DNA dizileme caligmalarina alimmistir. Bu
amacla secilen PCR iiriinleri Macrogen (Kore) firmasinin Amsterdam’daki

laboratuvarina gonderilerek ¢ift yonlii kismi genom dizileme hizmeti alinmustir.

Sekans verilerine ait kromotogram dosyalari, ChromasPro 1.7.6
kromotogram analiz programiyla analiz edilmis ve forward - reverse primerlerle
yapilan sekans verilerinin birlestirilmesiyle okumalara ait konsensiis diziler elde
edilmistir. Elde edilen konsensiis diziler NCBI gen bankasi veri tabaninda BLASTn
analizleri ile karsilastirilmis ve veri tabaninda eslesme gdsteren kayitlardan secilen
izolatlarla genomik ve filogenetik analiz asamasma gecilmistir. Karsilastirmasi
yapilacak olan kayitlara ait diziler Bioedit 7.2.5 sekans hizalama programu ile
hizalanmig ve Clustal Omega programi ile niikleotit ve amino asit dizilerinin
benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Ayrica niikleotit ve amino asit dizilerinin Mega 6
programinda Neighbour Joining istatistik metodu ve Kimura 2 modeli kullanilarak
dendogramlar1 ¢izilmis, bootstrap analizleri ise 500 tekrarli olarak yapilmistur.
Ayrica yerel izolatlara ait olusturulan konsensiis diziler, NCBI gen bankasi veri

tabanina online olarak kayit edilerek erisim numaralari alinmastir.
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4. BULGULAR

4.1 Sorvey Cahsmalan Sirasinda Bitkilerde Gozlenen Simptomlar

2011 yilinda izmir, Aydimn, Manisa Merkez ve Usak illerinde, 2012 y1linda ise
Manisa’nin diger ilgeleri ve Denizli ilinde gergeklestirilen Ornek toplama
caligmalari, oncelikle belirti gosteren asmalardan gergeklestirilmis olup herhangi

bir belirtinin goriilmedigi baglarda ise tesadiifi olarak yapilmistir.

Sorvey caligmalari sirasinda ziyaret edilen 239 bagdan toplanan 424 6rnegin
320’sini beyaz tiziim ¢esitleri, 104’lindi ise renkli iziim gesitleri olusturmustur (Bkz.
Cizelge 3.5). Sorvey caligmasi sirasinda beyaz iiziim gesitlerinin yapraklarinda
damar bantlagmasi, klorotik ve mozaik renk ac¢ilmasi, benek olusumu, klorotik ve
mozaik sararma, genel ve kismi sararma, sekil bozuklugu, ice dogru kivrilma, ug
kisimlarda sararma goriiliirken bitki genelinde ise ¢alilasma tespit edilen
simptomlar arasinda yer almistir. Renkli iziim ¢esitlerinde ise ana damar haricinde
yaprak ayasinda kizariklik ve yapraklarda kivrilmalar, yaprak genelinde kizariklik,
yaprak ayasinda i¢i yesil kirmizi haleler, yaprak ayasinda kirmizi ve yesil mozaik
renk belirtileri ile karsilagilmastir.

Ornek toplama calismalar1 sirasmda beyaz ve renkli iiziim cesitlerinde
karsilagilan bazi 6nemli belirtilere ait fotograflar Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°’de yer
almaktadir. Beyaz ve renkli tiziim ¢esitlerinde goriilen s6z konusu belirtileri
baglarda goriilen birgok farkli viral etmenin veya farkli etkenlerin de
olusturabilecegi goz oniinde bulundurulmus ve sorvey calismalarinda toplanan

ornekleri bu belirtilerin goriildiigii asmalar olusturmustur.

Toplanan 6rneklerin 401’1 s6z konusu belirtilerden en az birine sahipken 23’1
ise simptom goézlenmeyen asmalardan alinmustir. Ayrica simptom goézlenmeyen
asmalarda daha sonra gergeklestirilen serolojik ve molekiiler testler sonucunda bu
tip 6rneklerin bir kismmin da asma yaprak kivrilma hastahigi ile iliskili viriisler

tarafindan enfekteli oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.1 Beyaz iiziim ¢esitlerinin yapraklarinda goriilen simptomlar a) Sultani Cekirdeksiz’de genel
sararma b) Sultani Cekirdeksiz’de uglardan merkeze dogru sararma c) Sultani
Cekirdeksiz’de klorotik renk agilmasi ve beneklenme d) Sultani Cekirdeksiz’de mozaik
renk agilmasi €) Sultani Cekirdeksiz’de damar bantlasmasi f) Sultani Cekirdeksiz’de
benek olusumu @) Razaki’da diizensiz klorotik lekeler ve damar bantlasmasi h) Sultani

Cekirdeksiz’de yaprakta sekil bozuklugu, damar bantlasmasi ve mozaik renk agilmasi.

Sekil 4.2 Renkli tiziim ¢esitlerinin yapraklarinda gériilen simptomlar a) Cabernet Sauvignon’da ana
damarlar haricinde ayada kizariklik b) Kalecik Karasi’nda genel kizariklik ¢) Alphonse
Lavallée’de ayada damarlarlarla smirlanmis kismi kizariklik d) Alphonse Lavallée’de
ana damarlarda ve ayada parcali kizariklik €) Ekse Karasi’nda kirmizi ve agik yesil
mozaik renk olusumlari f) Syrah’da i¢i yesil dist kirmizi hale olusumlar1 g) Alphonse
Lavallée’de yaprak uglarinda kismi kizariklik ve klorotik renk agilmasi h) Alicante

Bouschet’de ige dogru siddetli kivrilma ve ana damarlar haricinde siddetli kizariklik.
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4.2 Serolojik (DAS-ELISA) Testlerin Sonuglar:

Sérvey calismalar1 sonucunda Manisa, Denizli, Izmir, Usak ve Aydin
illerinden toplanan 424 asma 6rneginin tiimii GLRaV-1+3, GLRaV-2, GLRaV-4-
9, GLRaV-6 ve GLRaV-7 DAS-ELISA kitleri ile test edilmis olup elde edilen DAS-
ELISA sonuglar1 Cizelge 4.1°de yer almaktadir.

Cizelge 4.1 Toplanan 6rneklerin DAS-ELISA testi sonuglari.

? @
il ilce Testlenen Ornek | Enfekteli Ornek ; ; ;'r i ;
Sayisi Sayis1 SIEIEIE &
T ) [
Ol 0|0 |0
Merkez 36 2 111 - - -
Saruhanli 27 1 - -1 - -
Turgutlu 32 3 3 | - - - -
Manisa | Salihli 36 6 5 1
Alagehir 68 4 30 -111 - -
Sar1gol 28 - - - -] - -
Toplam 227 16 1211 |3 | - -
Buldan 12 1 1| - - - -
Giiney 12 - A e
Denizli Bekilli 12 2 2| - -1-1-
Tavas 13 1 1 - - - _
Cal 77 9 6 | - |3 |- | -
Toplam 126 13 10| - | 3| - -
Kemalpasa 15 4 2 |11 - -
Torbali 3 - - - - - -
Menderes 7 1 A T A -
Urla 4 - N N R I
Izmir | Cesme 2 - S I E I B
Seferihisar 5 - N T T T
Menemen 8 4 2| -12| - -
Selguk 1 - - - - -
Toplam 45 9 4 12| 3| - -
Esme 9 1 1 - - -
Ulubey 1 - N N R I
Usak Karahalli 5 - - - - -
Toplam 15 1 1| - - - -
Kusadasi 8 - - - - - -
Aydin | Sultanhisar 3 - N N R I
Toplam 11 - S R N N
Genel Toplam 424 39 2713 19| - | -

DAS-ELISA yontemi kullanilarak yapilan testler sonucunda Manisa ilinden
toplanan 227 6rnegin 12 (%5,29)’sinin GLRaV-1+3; ii¢ (%1,32)’iiniin GLRaV-4-9
ve bir (%0,44)’inin ise GLRaV-2 ile enfekteli oldugu belirlenmis olup GLRaV-6
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ve GLRaV-7 viriisleri ise tespit edilememistir. Manisa ilinde en fazla enfekteli
ornek Salihli ilgesinde tespit edilmis olup Sarigdl ilgesinde ise enfekteli 6rnek tespit

edilememistir.

Denizli ilinden toplanan 126 6rnegin ise on (%7,94)’unun GLRaV-1+3; {i¢
(%2,38)’tiniin ise GLRaV-4-9 ile enfekteli oldugu belirlenmis olup GLRaV-2,
GLRaV-6 ve GLRaV-7 virilisleri tespit edilememistir. Denizli ilinde en fazla
enfekteli ornek Cal ilgesinde tespit edilmis olup Giiney ilgesinde ise enfekteli 6rnek

tespit edilememistir.

[zmir ilinden toplanan 45 drnegin DAS-ELISA testi sonuglar1 incelendiginde
toplanan 6rneklerin dort (%8,89)’liniin GLRaV-1+3; ii¢ (%6,67) tliniin GLRaV-4-9
ve iKi (%4,44)’sinin ise GLRaV-2 ile enfekteli oldugu; GLRaV-6 ve GLRaV-7
viriisleri agisindan ise enfekteli ornek tespit edilemedigi goriilmektedir. izmir ilinde
en fazla enfekteli 6rnek Kemalpasa ve Menemen ilgelerinde tespit edilmis olup
Torbali, Urla, Cesme, Seferihisar ve Selguk il¢elerinde ise enfekteli 6rnek tespit

edilememistir.

Usak ilinde ise toplanan 15 6rnekten sadece Esme ilgesinden alinan bir 6rnek
GLRaV-1+3 ile enfekteli olarak tespit edilmistir.

Aydin ilinde ise toplanan 11 6rnegin higbirisinde s6z konusu viriisler

acisindan enfekteli 6rnek tespit edilememistir.

Gergeklestirilen DAS-ELISA testleri acisindan genel bir degerlendirme
yapildiginda ise test edilen 424 6rnegin 39 (%9,20)’unun ilgili viriisler agisindan
enfekteli olarak tespit edildigi, GLRaV-1+3’iin (%6,37) en yogun goriilen viriis
oldugu bunu GLRaV-4-9 (%2,12) ve GLRaV-2 (%0,71)’nin izledigi, GLRaV-6 ve
GLRaV-7 viriislerinin ise bulunmadigi belirlenmistir. Ayrica DAS-ELISA
testlerinde GLRaV-1+3 i¢in 30, GLRaV-2 i¢in 46, GLRaV-4-9 i¢in 43 ve GLRaV-
6 igin ise iki Ornegin 405 nm dalga boyundaki spektrofotometrik okuma
sonuglarinda negatif kontroliin 1,5-2 kat1 arasinda degerler elde edilmis olup ilgili
etmenler i¢in s6z konusu Ornekler spesifik primerlerle hassas tanilama amaciyla

Real-time RT-PCR ¢aligmalarma alinmistir.

DAS-ELISA testleri sonucunda Izmir’den alinan iki drnekte ise karisik
enfeksiyon tespit edilmis olup karisik enfeksiyon saptanan orneklere ve enfekte

eden viriislere ait bilgiler Cizelge 4.2’de yer almaktadir.
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Cizelge 4.2 DAS-ELISA testi sonucu saptanan karisik enfeksiyonlara ait bilgiler.

™ ™ o
+ ¥
S| FY
Ornek No | Alndig i1/ flge Cesit Adi =1 =z2
oo X o
| I |
OO0 | 00
9 Izmir / Kemalpasa | Alicante Bouschet +
137 [zmir / Menemen Sultani Cekirdeksiz +

GLRaV-1+3, GLRaV-2, GLRaV-4-9, GLRaV-6 ve GLRaV-7 DAS-ELISA
kitleri kullanilarak gergeklestirilen serolojik testler sonucunda enfekteli olarak
tespit edilen bazi 6rneklerde goriilen simptomlara ait fotograflar Sekil 4.3’te yer
almaktadir.

Sekil 4.3 incelendiginde GLRaV-1+3 ve GLRaV-2 ile enfekteli Alicante
Bouschet ¢esidinde ana damarlar haricinde yaprak ayasinda kizariklik (Sekil 4.3 a),
GLRaV-1+3 ve GLRaV-4-9 ile enfekteli Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde yaprakta
mozaik renk agilmalar1 (Sekil 4.3 b), GLRaV-4-9 ile enfekteli Sultani Cekirdeksiz
cesidinde yaprakta mozaik renk agilmasi (Sekil 4.3 c), GLRaV-2 ile enfekteli
Alphonse Lavallée ¢esidinde ana damarlar haricinde yaprak ayasinda pargali ve
biitiin kizariklik (Sekil 4.3 d), GLRaV-1+3 ile enfekteli Sultani Cekirdeksiz
¢esidinde yaprak damarlar1 arasinda diizensiz sararmalar (Sekil 4.3 e), GLRaV-1+3
ile enfekteli Syrah ¢esidinde ana damarlar haricinde yaprak ayasinda kizariklik
(Sekil 4.3 ), GLRaV-4-9 ile enfekteli Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde yaprak ucunda
klorotik renk agilmasi (Sekil 4.3 g) ve GLRaV-1+3 ile enfekteli Cal Karasi
cesidinde ana damarlar haricinde yaprak ayasinda kizariklik (Sekil 4.3 h)

simptomlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.3 DAS-ELISA testleri sonucu enfekteli oldugu belirlenen bazi orneklere ait yaprak
simptomlar1 a) GLRaV-1+3 ve 2 (Alicante Bouschet) b) GLRaV-1+3 ve GLRaV-4-9
(Sultani Cekirdeksiz) ¢) GLRaV-4-9 (Sultani Cekirdeksiz) d) GLRaV-2 (Alphonse
Lavallée) €) GLRaV-1+3 (Sultani Cekirdeksiz) f) GLRaV-1+3 (Syrah) g) GLRaV-4-9
(Sultani Cekirdeksiz) h) GLRaV-1+3 (Cal Karasz).

4.3 Molekiiler (Real-time RT-PCR) Testlerin Sonuglari

Uygulanan DAS-ELISA testleri sonucunda enfekteli oldugu tespit edilen tiim
orneklerle absorbans degerleri negatif kontroliin 1,5-2 kat1 arasinda olan 6rnekler
de spesifik primerler (Bkz. Cizelge 3.7) kullanilarak Real-time PCR ile test
edilmistir. Ayrica serolojik tani kiti bulunmayan GLRaV-Pr ve GLRaV-De
virtislerinin  tanis1 da spesifik primerler kullanilarak Real-time PCR ile
gerceklestirilmistir. Bunlara ek olarak tiim 6rnekler GLRaV-8 primeriyle de test

edilmistir.

GLRaV-1+3 DAS-ELISA kitiyle gerceklestirilen testler sonucunda enfekteli
oldugu belirlenen 27 Ornek ile absorbans degerleri negatif kontroliin 1,5-2 kat1
arasinda olan 30 Oornek GLRaV-1 ve GLRaV-3 viriislerinin belirlenebilmesi
amaciyla spesifik primerler (Bkz. Cizelge 3.7) kullanilarak Real-time PCR yontemi

ile test edilmistir.

GLRaV-1 ve GLRaV-3 viriislerinin tanis1 i¢in Real-time PCR ¢aligmalar1
sirasinda gerceklestirilen melting analizi sonucunda GLRaV-1 etmeni agisindan
saglikli oldugu tespit edilen izolatlarn 75,5 °C’de denatiire oldugu enfekteli
izolatlarda ise bu degerin 82 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4 a). GLRaV-1 igin
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82 °C’de pik veren izolatlar enfekteli olarak degerlendirilirken bu degerin altinda
pik veren izolatlar ise saglikli olarak degerlendirilmistir. GLRaV-3 etmeni
acisindan ise saglikli izolatlarin 76,5 °C’de denatiire oldugu enfekteli izolatlarda ise
bu degerin 84 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4 b).

saginkh Enfaktoli

Sajlad

Erduktali

Sekil 4.4 GLRaV-1 ve GLRaV-3’e ait melting analizi grafikleri a) GLRaV-1’in melting analizi
grafigi b) GLRaV-3’ilin melting analizi grafigi.

GLRaV-3 i¢in 84 °C’de pik veren izolatlar enfekteli olarak degerlendirilirken

bu degerin altinda pik veren izolatlar ise saglikli olarak degerlendirilmistir.

GLRaV-1+3 tam kiti kullanilarak gerceklestirilen DAS-ELISA testleri
sonucunda enfekteli olarak tespit edilen Orneklerin GLRaV-1 ve GLRaV-3
virtislerine ait Real-time PCR sonuglar1 Cizelge 4.3’te yer almaktadir.

GLRaV-1+3 DAS-ELISA tani kiti ile enfekteli bulunan 27 6rnegin 26’sinin
GLRaV-3 ile birinin ise hem GLRaV-1 hem de GLRaV-3 ile enfekteli oldugu
belirlenmis olup GLRaV-1 agisindan tekli enfeksiyon ise tespit edilememistir
(Cizelge 4.3).

DAS-ELISA testleri sonucunda absorbans degerleri negatif kontroliin 1,5-2
kat1 arasinda olan 30 6rnegin GLRaV-1 ve GLRaV-3 i¢in elde edilen Real-time
PCR sonuglar1 ise Cizelge 4.4’te yer almaktadir.
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Cizelge 4.3 DAS-ELISA ile GLRaV-1+3 agisindan enfekteli oldugu belirlenen 6rneklere
ait Real-time PCR sonuglari.

] ) Tgstlenen E[]fekteli GLRaV-1
1 Iige Ornek Ornek GLRaV-1 | GLRaV-3
GLRaVv-3
Sayisi Sayisi
Merkez 1 1 - 1 -
Turgutlu 3 3 - 3 -
Manisa | Salihli 5 5 - 5 -
Alagehir 3 3 - 3 -
Toplam 12 12 - 12 -
Buldan 1 1 - 1 -
Bekilli 2 2 - 2 -
Denizli | Tavas 1 1 - 1 -
Cal 6 6 - 5 1
Toplam 10 10 - 9 1
Kemalpasa 2 2 - 2 -
izmir | Menemen 2 2 - 2 -
Toplam 4 4 - 4 -
Esme 1 1 - 1 -
Usak Toplam 1 1 - 1 -
Genel Toplam 27 27 - 26 1

Cizelge 4.4 DAS-ELISA ile GLRaV-1+3 agisindan negatif olarak tespit edilen bazi

orneklerin Real-time PCR sonuglari.

il flge Testlenen Ornek Enfekteli Ornek GLRaV-1 | GLRaV-3
Sayisi Sayisi
Merkez 8 2 - 2
Manisa Saruhaph 1 1 - 1
Alasehir 3 2 - 2
Toplam 12 5 - 5
Tavas 2 - - -
Denizli | Cal 4 1 - 1
Toplam 6 1 - 1
Menderes 1 1 - 1
Urla 2 - - -
Izmir | Seferihisar 2 - - -
Menemen 2 1 - 1
Toplam 7 2 - 2
Esme 3 - - -
Usak Toplam 3 - - -
Kusadasi 2 2 1 1
Aydmn Toplam 2 2 1 1
Genel Toplam 30 10 1 9

DAS-ELISA testleri sonucunda absorbans degerleri negatif kontroliin 1,5-2
kat1 arasinda olan 30 &rnegin dokuzunun GLRaV-3 ile birinin ise GLRaV-1 ile
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enfekteli oldugu belirlenmis olup s6z konusu 6rneklerde GLRaV-1 ve GLRaV-3
acisindan karigik enfeksiyon ise tespit edilememistir (Bkz. Cizelge 4.4).

Genel bir degerlendirme yapildiginda ise GLRaV-1 ve GLRaV-3 etmenleri
acisindan yapilan Real-time PCR calismalari sonucunda testlenen 57 Ornegin
35’inin GLRaV-3, 1’inin GLRaV-1, 1’inin ise GLRaV-1 ve GLRaV-3 ile enfekteli
oldugu belirlenmis olup 20 6rnek ise GLRaV-1 ve GLRaV-3 viriisleri agisindan
saglikli olarak tespit edilmistir.

GLRaV-2 DAS-ELISA tani kiti ile enfekteli oldugu belirlenen 3 6rnek ile
absorbans degerleri negatif kontroliin 1,5-2 kat1 arasinda olan 46 6rnek GLRaV-2
icin spesifik primerler (Bkz. Cizelge 3.7) kullanilarak Real-time PCR ile test

edilmistir.
GLRaV-2 viriisiiniin tanis1 i¢in Real-time PCR c¢alismalar1 sirasinda

gergeklestirilen melting analizi sonucunda saglikli izolatlarin 79 °C’de denatiire

oldugu enfekteli izolatlarda ise bu degerin 84 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5).

Enfekteli

Saghkh

Sekil 4.5 GLRaV-2’nin melting analizi grafigi.

GLRaV-2 icin ger¢eklestirilen melting analizi sonucunda 84 °C’de pik veren
izolatlar enfekteli olarak degerlendirilirken bu degerin altinda pik veren izolatlar ise

saglikli olarak degerlendirilmistir.

GLRaV-2 DAS-ELISA tani kiti ile enfekteli oldugu belirlenen 3 Grnegin
tamami Real-time PCR c¢alismalarinda da enfekteli olarak tespit edilmistir.
Absorbans degerleri negatif kontroliin 1,5-2 kat1 arasinda olan 46 6rnegin GLRaV-
2 i¢in elde edilen Real-time PCR sonuglari ise Cizelge 4.5’te yer almaktadir.
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Cizelge 4.5 DAS-ELISA ile GLRaV-2 agisindan negatif olarak tespit edilen bazi 6rneklerin
Real-time PCR sonuglari.

il ilge Testlenen Ornek Sayis1 | GLRaV-2 | Saglikh Ornek Sayisi

Merkez
Saruhanli
Turgutlu
Salihli
Alagehir
Toplam
Buldan
Bekilli
Denizli | Tavas
Cal
Toplam
Kemalpasa
Menderes
fzmir | Urla
Menemen
Toplam
Esme
Toplam
Genel Toplam

Manisa

VN R

Usak

N Pl P
Sla|rlolo|r|r|vEIB|wv|k| 5 lo|lo|w| |-
INIFN

w = =
N ENE I R P RIS N NS S N

DAS-ELISA testleri sonucunda absorbans degerleri negatif kontroliin 1,5-2
kat1 arasinda olan 46 6rnegin 9’unun GLRaV-2 ile enfekteli oldugu, 37 6rnegin ise
saglikli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Genel bir degerlendirme yapildiginda ise GLRaV-2’nin Real-time PCR ile
tanilanmasi sonucunda testlenen 49 6rnegin 12’sinin GLRaV-2 ile enfekteli oldugu,

37 6rnegin ise saglikli oldugu belirlenmistir.

GLRaV-4-9 DAS-ELISA kitiyle gerceklestirilen testler sonucunda enfekteli
oldugu belirlenen 9 6rnek ile absorbans degerleri negatif kontroliin 1,5-2 kat1
arasimda olan 43 6rnek; GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-6, GLRaV-7 ve GLRaV-9
virlislerinin belirlenebilmesi amaciyla spesifik primerler (Bkz. Cizelge 3.7)

kullanilarak Real-time PCR yontemi ile test edilmistir.

GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-6, GLRaV-7 ve GLRaV-9 viriislerinin tanis1
i¢in Real-time PCR ¢alismalar1 sirasinda gergeklestirilen melting analizi sonucunda
GLRaV-4 etmeni agisindan saglikli oldugu tespit edilen izolatlarin 75 °C’de
denatiire oldugu enfekteli izolatlarda ise bu degerin 82 °C oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.6 a). GLRaV-4 i¢in 82 °C’de pik veren izolatlar enfekteli olarak
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degerlendirilirken bu degerin altinda pik veren izolatlar ise saglikli olarak

degerlendirilmistir.

GLRaV-5 etmeni agisindan ise saglikli izolatlarin 78 °C’de denatiire oldugu
enfekteli izolatlarda ise bu degerin 82 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6 b).
GLRaV-5 i¢in 82 °C’de pik veren izolatlar enfekteli olarak degerlendirilirken bu

degerin altinda pik veren izolatlar ise saglikli olarak degerlendirilmistir.

Enfekteli Enfekteli

Seglikh

Sekil 4.6 GLRaV-4 ve GLRaV-5’¢ ait melting analizi grafikleri a) GLRaV-4’{in melting analizi
grafigi b) GLRaV-5’in melting analizi grafigi.

GLRaV-6 etmeni acisindan saglikli oldugu tespit edilen izolatlarin 78 °C’de
denatiire oldugu tespit edilmis, GLRaV-6 ile enfekteli 6rnek ise tespit edilememistir
(Sekil 4.7 a).

GLRaV-7 etmeni agisindan ise saglikli izolatlarin 75 °C’de denatiire oldugu
enfekteli izolatlarda ise bu degerin 81,5 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7 b).
GLRaV-7 i¢in 81,5 °C’de pik veren izolatlar enfekteli olarak degerlendirilirken bu

degerin altinda pik veren izolatlar ise saglikli olarak degerlendirilmistir.
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Saglikl Enfakteli

sagiikh

Sekil 4.7 GLRaV-6 ve GLRaV-7’e ait melting analizi grafikleri a) GLRaV-6’iin melting analizi
grafigi b) GLRaV-7’in melting analizi grafigi.

GLRaV-9 etmeni agisindan ise saglikli izolatlarin 77,5 °C’de denatiire oldugu
enfekteli izolatlarda ise bu degerin 83 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8).

Saglikh

Enfekteli

Sekil 4.8 GLRaV-9’un melting analizi grafigi.

GLRaV-9 i¢in 83 °C’de pik veren izolatlar enfekteli olarak degerlendirilirken

bu degerin altinda pik veren izolatlar ise saglikli olarak degerlendirilmistir.

GLRaV-4-9 tami kiti kullanilarak gergeklestirilen DAS-ELISA testleri
sonucunda enfekteli olarak tespit edilen drneklerin GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-
6, GLRaV-7 ve GLRaV-9 viriislerine ait Real-time PCR sonuglar1 Cizelge 4.6’da

yer almaktadir.
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Cizelge 4.6 DAS-ELISA ile GLRaV-4-9 ag¢isindan enfekteli oldugu belirlenen 6rneklere
ait Real-time PCR sonuglari.

. < Yo [{e] M~ (2] <t O
. . Testlenen Enfekteli SIS SIS (LS
1 Iige Ornek Ornek § § § § § § §
Sayis1 Sayis1 - - | 4 4] 44
O O] OO0l 0|00
Saruhanli 1 1 - - 1
Manisa Salihli 1 1 - 1 -
Alagehir 1 1 1 -
Toplam 3 3 1 1 1
.. | Cal 3 3 3
Denizli Toplam 3 3 3
Kemalpasa 1 1 1
izmir | Menemen 2 2 2
Toplam 3 3 3
Genel Toplam 9 9 7 1 1

GLRaV-4-9 DAS-ELISA tam kiti ile enfekteli bulunan dokuz o6rnegin
yedisinin GLRaV-4 ile birinin GLRaV-9 ile birinin ise hem GLRaV-4 hem de
GLRaV-9 ile enfekteli oldugu belirlenmis olup GLRaV-5, GLRaV-6 ve GLRaV-7

virtisleri ile enfekteli 6rnek tespit edilememistir (Cizelge 4.6).

DAS-ELISA testleri sonucunda absorbans degerleri negatif kontroliin 1,5-2
kat1 arasinda olan 43 o6rnegin GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-6, GLRaV-7 ve
GLRaV-9 i¢in elde edilen Real-time PCR sonuglar1 ise Cizelge 4.7°de yer
almaktadir.

DAS-ELISA testleri sonucunda absorbans degerleri negatif kontroliin 1,5-2
kat1 arasinda olan 43 Ornegin ikisinin GLRaV-4, ikisinin GLRaV-9, birinin
GLRaV-5 ve birinin GLRaV-7 ile enfekteli oldugu belirlenmis olup s6z konusu
orneklerde GLRaV-6 ve karigik enfeksiyon tespit edilememistir (Cizelge 4.7).

Genel bir degerlendirme yapildiginda ise GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-6,
GLRaV-7 ve GLRaV-9 etmenleri agisindan yapilan Real-time PCR c¢aligmalar1
sonucunda testlenen 52 6rnegin dokuzunun GLRaV-4, {igliniin GLRaV-9, birinin
GLRaV-5; birinin GLRaV-7 ve birinin ise hem GLRaV-4 hem de GLRaV-9 ile
enfekteli oldugu belirlenmis olup GLRaV-6 agisindan enfekteli drnek tespit
edilememistir. Real-time PCR calismalar1 sonucunda 37 Ornek ise s6z konusu

virlisler agisindan saglikli olarak tespit edilmistir.



61

Cizelge 4.7 DAS-ELISA ile GLRaV-4-9 agisindan negatif olarak tespit edilen bazi

orneklerin Real-time PCR sonuglari.

S| LT

il 1 Testlenen Ornek | EnfekteliOrnek | = | = | = | = | =
se Sayisi Sayisi x| o x| o

T e e [

OjloOo |0 |0 |0

Merkez 8 1 1 - - - -
Turgutlu 3 - - - - - -
Manisa | Salihli 5 1 1 - - - -
Alasehir 4 1 - - - - 1
Toplam 20 3 2 - - - 11

Buldan 1 - - - - - -

Bekilli 2 - - - - - -

Denizli | Tavas 3 1 - 1 - - -
Cal 9 1 - - - - |1
Toplam 15 2 - 1| - - 11
Kemalpasa 2 - - - - - -

izmir Menderes 1 1 - - - 1 -
Menemen 2 - - - - - -
Toplam 5 1 - - - 1 -

Esme 2 - - - - - -

Usak Karahall1 1 - - - - - -
Toplam 3 - - - - -

Genel Toplam 43 6 2 |1 - 1] 2

Sorvey caligmast sonucunda toplanan tiim Ornekler serolojik tami kiti
bulunmayan GLRaV-Pr ve GLRaV-De viriislerinin belirlenebilmesi amaciyla
spesifik primerler (Bkz. Cizelge 3.7) kullanilarak Real-time PCR yontemi ile test

edilmistir.

GLRaV-Pr ve GLRaV-De viriislerinin tanis1 i¢in Real-time PCR ¢alismalar1
sirasinda gerceklestirilen melting analizi sonucunda GLRaV-Pr viriisiiniin tanisi
icin Real-time PCR ¢alismalar1 sirasinda gergeklestirilen melting analizi sonucunda
saglikli izolatlarin 75 °C’de denatiire oldugu enfekteli izolatlarda ise bu degerin
84,5 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9 a). GLRaV-Pr igin gergeklestirilen melting
analizi sonucunda 84,5 °C’de pik veren izolatlar enfekteli olarak degerlendirilirken

bu degerin altinda pik veren izolatlar ise saglikli olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.9 GLRaV-Pr ve GLRaV-De’ye ait melting analizi grafikleri a) GLRaV-Pr’nin melting
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Enfekteli

Saghkh

analizi grafigi b) GLRaV-De’nin melting analizi grafigi.

GLRaV-De virlisiiniin tanisi i¢in Real-time PCR ¢aligmalar1 sirasinda
gergeklestirilen melting analizi sonucunda saglikli izolatlarin 77 °C’de denatiire
oldugu enfekteli izolatlarda ise bu degerin 84 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9
b). GLRaV-De i¢in gerceklestirilen melting analizi sonucunda 84 °C’de pik veren

izolatlar enfekteli olarak degerlendirilirken bu degerin altinda pik veren izolatlar ise

saglikli olarak degerlendirilmistir.

GLRaV-Pr ve GLRaV-De viriislerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen
Real-time PCR testlerinin sonuglar1 Cizelge 4.8’de yer almaktadir. Cizelge 4.8
incelendiginde gergeklestirilen Real-time PCR calismalar1 sonucunda test edilen
424 ornegin 71’inin GLRaV-Pr, 51’inin ise GLRaV-De viriisleri ile enfekteli

oldugu anlasilmaktadir.

Enfekteli

Cizelge 4.8 GLRaV-Pr ve GLRaV-De viriislerine ait Real-time PCR sonuglari.

i Tige Testlenen Ornek Sayis1 | GLRaV-Pr | GLRaV-De

Merkez 36 3 1
Saruhanl 27 4 7
Turgutlu 32 3 8

Manisa | Salihli 36 12 10
Alagehir 68 15 9
Sarigol 28 2 1
Toplam 227 39 36
Buldan 12 3 -
Giiney 12 - -

Denizli Bekilli 12 5 -
Tavas 13 1 -
Cal 77 16 12
Toplam 126 25 12




Cizelge 4.8 (devam)
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il

Tige

Testlenen Ornek Sayist

GLRaV-Pr

GLRaV-De

Izmir

Kemalpasa

15

3

Torbal1

Menderes

1 | el B

Urla

Cesme

Seferihisar

Menemen

Selcuk

Toplam

Usak

Esme

Ulubey

RO [P

Karahalli

Toplam

Aydin

Kusadasi

Sultanhisar
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Toplam

Genel Toplam

424

Son yapilan taksonomik siniflandirma sonucunda asma yaprak kivrilma
hastaligi ile iligskili olarak kabul edilen viriislerin yaninda soérvey calismasi

sonucunda toplanan tiim 6rnekler GLRaV-8 primeri (Bkz. Cizelge 3.7) kullanilarak

da Real-time PCR yontemi ile test edilmistir.

GLRaV-8 primeri kullanilarak gergeklestirilen Real-time PCR ¢aligmalarinda
GLRaV-8 primeriyle reaksiyon vermeyen orneklerin 74,5 °C’de denatiire oldugu
GLRaV-8 primeriyle pozitif sonug veren drneklerde ise bu degerin 78,5 °C oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.10). GLRaV-8 primeri kullanilarak gergeklestirilen Real-
time PCR caligmalar1 swrasinda gergeklestirilen melting analizi sonucunda 78,5
°C’de pik veren izolatlar GLRaV-8 pozitif olarak degerlendirilirken bu degerin

altinda pik veren izolatlar ise GLRaV-8 negatif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.10 GLRaV-8 primeriyle gergeklestirilen Real-time PCR ¢alismasina ait melting analizi

grafigi.

Enfekteli

saghkh
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GLRaV-8 primeri kullanilarak gergeklestirilen Real-time PCR caligsmalar1
sonucunda testlenen 424 6rnegin 322’sinin GLRaV-8 primeri ile pozitif sonug
verdigi 102 6rnegin ise s6z konusu primerle negatif sonu¢ verdigi belirlenmistir.
Ayrica GLRaV-8 primerinin pozitif sonu¢ verdigi asma ornekleri simptomatolojik
acidan degerlendirildiginde simptom gozlenen asmalarin yaninda simptom
gbzlenmeyen 24 asma orneginin 16’sinda tek basina, tiglinde GLRaV-De virlisiiyle
ikisinde ise GLRaV-Pr viriisii ile birlikte tespit edilmistir. Pozitif sonug¢ veren
orneklerde asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriisler agisindan karigik
enfeksiyonlarm goriilme durumu incelendiginde ise s6z konusu 6rneklerden 213
tanesinin sadece GLRaV-8 primeri ile pozitif sonug verdigi, 109 6rnekte ise asma
yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili virtislerle tekli ve coklu enfeksiyonlarin
goriildiigi belirlenmistir.

GLRaV-8 primeri ile pozitif bulunan orneklerin 42’sinde GLRaV-Pr,
33’tinde GLRaV-De, besinde GLRaV-3, ikisinde GLRaV-4 ve birinde ise GLRaV-

2 virtisleri saptanmustir.

Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriisler tarafindan olusturulan
coklu enfeksiyonlarda GLRaV-8 primerinin pozitif sonu¢ verme durumu
incelendiginde ise ikili enfeksiyonlarda 11 6rnekte GLRaV-Pr, -De; bes Ornekte
GLRaV-3, -Pr; iki ornekte GLRaV-2, -3 ve birer ornekte GLRaV-2, -Pr; GLRaV-
3, -De ve GLRaV-9, -Pr viriisleri ile birlikte GLRaV-8 primeri ile de pozitif sonug
elde edilmistir. Uclii enfeksiyonlarda ise birer rnekte GLRaV-1, -3, -9; GLRaV-2,
-3, -4; GLRaV-2, -3, -De; GLRaV-3, -4, -9 ve GLRaV-3, -4, -Pr viriisleri ile birlikte
GLRaV-8 primerinin de pozitif sonug verdigi belirlenmistir.

GLRaV-8 primeriyle pozitif olarak belirlenen o6rneklerin elde edildigi
cesitlerle ilgili bir degerlendirme yapildiginda ise sorvey caligsmasi sirasinda 24
farkli gesitten toplanan orneklerden (Bkz. Cizelge 3.5) Fantasy Seedless, Kalecik
Karasi, Macabeu, Pembe Salman ve Pinot Noir ¢esitlerine ait higbir 6rnegin
GLRaV-8 primeriyle pozitif sonu¢ vermedigi, bunlarin disindaki 19 farkl: ¢esitten
alinan 6rneklerden Bogazkere, Superior Seedless, Cardinal, Foga Karasi, Michele
Palieri, Royal ve Sauvignon Blanc ¢esitlerine ait 6rneklerin tamaminin GLRaV-8
primeriyle pozitif sonu¢ verdigi, diger 12 ¢eside ait orneklerin ise bazilarmin
GLRaV-8 primeriyle pozitif sonu¢ verdigi, bazilarinin ise GLRaV-8 primeriyle
pozitif sonug vermedigi tespit edilmistir.
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Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriisler agisindan gerceklestirilen
Real-time PCR yontemi sonuglarina gore karisik enfeksiyonlar dikkate alinmadan
genel bir degerlendirme yapildiginda GLRaV-Pr’nin %16,8’lik bulunma
durumuyla en yaygin virlis oldugu belirlenmistir. Bunu GLRaV-De (%12),
GLRaV-3 (%8,5), GLRaV-2 (%2,8), GLRaV-4 (%2,4), GLRaV-9 (%0,9), GLRaV-
1 (%0,5), GLRaV-5 (%0,2) ve GLRaV-7 (%0,2) belirtilen oranlarda izlemis,
GLRaV-6 agisindan ise enfekteli 6rnek tespit edilememistir (Sekil 4.11).

450
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Sekil 4.11 Real-time PCR yontemi genel sonuglari.

Real-time PCR yontemi sonuglarina goére testlenen 424 Ornegin 133
(%31,4)’tiniin asma yaprak kivrilma hastalig1 ile iligkili virtislerden en az biri ile
enfekteli oldugu belirlenmis olup 291 Ornekte (%68,6) ise hastalikla iliskili
viriislere rastlanilmamistir. Bununla birlikte enfekteli oldugu saptanan 133 6rnegin
109’unun simptomlu, altisini simptomsuz asmalardan olmak {izere 115’inin beyaz
tiziim gesitlerine, 18 simptomlu 6rnegin ise renkli {iziim gesitlerine ait oldugu ve
renkli iiziim cesitlerine ait simptomsuz asmalarda hastalikla iligkili viriislerin
saptanmadig1 belirlenmistir. Buna karsmn hastalikla iligkili viriisler acisindan
saglikli oldugu belirlenen 291 6rnegin 192’sinin simptomlu, 13’{inlin simptomsuz
asmalardan olmak tizere 205’inin beyaz {iziim gesitlerine, 82’sinin simptomlu ve
dordiiniin ise simptomsuz asmalardan olmak tiizere 86’smmm da renkli iiziim

cesitlerine ait oldugu tespit edilmistir.

Manisa, Denizli, izmir, Usak ve Aydn illerinden toplanan &rneklerin asma
yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili virlisler agisindan enfeksiyon durumlar ise
Sekil 4.12°de yer almaktadir.
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Sekil 4.12 illere gore toplanan 6rneklerdeki GLRaVs enfeksiyon sayilari.

Sekil 4.12 incelendiginde Manisa’dan alinan 227 6rnegin 73 (%32,2)’{iniin,
Denizli’den alman 126 drnegin 43 (% 34,1)’iiniin, Izmir’den alinan 45 drnegin 12
(%26,7)’sinin, Usak’tan alman 15 6rnegin ti¢ (%20)’iiniin ve Aydin’dan alinan 11
ornegin iki (%18,2)’sinin asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriislerden en

az biri ile enfekteli oldugu anlasilmaktadir.

[llere gore asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriisler ve bu viriislerin
bulunma durumlar1 degerlendirildiginde Manisa ilinin tiim il¢elerinde hastalikla
iliskili viriislerin neden oldugu enfeksiyonlarin tespit edildigi goriilmektedir

(Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9 Manisa ilinde asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriislerin Real-time

PCR yontemine gore bulunma durumu.

c Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriisler (GLRaVs)
2
gz 8
£5 | L
ilgeler ~ 2 D-_ u:
3 £ o | 8|l | & |&|& |«
£.5 N . a) T g o o o i
e @8 | % - Y YT @
c — - — - - - - - -
w S I S AR TR B B R R R I I I (Y
Merkez 5/36 1 1 1 1 - - 1 -
Saruhanli 11/27 - - 3 6 - 1 - 1 - -
Turgutlu 11/32 - 2 1 5 - 2 1 - -
Salihli 21/36 - 2 5 6 1 1 1 4 - 1 -
Alagehir 23/68 - 1 11 | 6 1 - 1 1 1 1
Sarigél 2/28 - - 1 - - - 1 - -
Toplam 731227 1 6 | 22 23] 1 3 1 9 2 1 1 1 1 1

Ayrica il genelinde hastalikla iligkili virlisler tarafindan olusturulan tekli
enfeksiyonlarin yaninda ikili, ti¢lii, dortlii ve besli enfeksiyonlar da belirlenmistir.

Manisa genelinde belirlenen viriis enfeksiyonlar1 agisindan bir degerlendirme
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yapildiginda ise GLRaV-De’nin %10,1’lik enfeksiyon orani ile en yaygin viriis
oldugu bunu GLRaV-Pr (%9,7), GLRaV-Pr, -De (%4), GLRaV-3 (%2,6), GLRaV-
3,-Pr (%1,3), GLRaV-2,-3,-De (%0,9) ve birer enfekteli 6rnekle diger viriislerin
neden oldugu tekli ve karisik enfeksiyonlarin izledigi anlasilmaktadir (Bkz. Cizelge
4.9).

Manisa ilinde viriis enfeksiyonlarinin bulunma durumlari agisindan ilgelere
gore bir degerlendirme yapildiginda ise Alasehir (%10,1)’in ilk sirada yer aldigi
bunu Salihli (%9,3), Saruhanli ve Turgutlu (%4,9), Merkez (%2,2) ve Sarigol
(%0,9) ilgelerinin izledigi belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.9).

Manisa ilinde goriilen karisik enfeksiyonlar acisindan ilgelere gore bir
degerlendirme yapildiginda ise Salihli (%38,1)’nin ilk sirada yer aldigi bunu
Alasehir (%23,8), Turgutlu (%14,3), Saruhanli ve Merkez (%9,5) ile Sarigél
(%4,8)’lin izledigi belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.9).

Denizli ilinde asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriislerin
belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen Real-time PCR yontemi test sonuglari

Cizelge 4.10°da yer almaktadir.

Cizelge 4.10 Denizli ilinde asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriislerin Real-time

PCR yo6ntemine gore bulunma durumu.

Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriisler (GLRaVs)

: Enfekteli / Testlenen L

. [a)

llgeler Ornek Sayisi — & a e ¥ .

™ o [ty) " o o )

— <4 - — -

™ < o o o o o %) a i o o
Buldan 3/12 - - 2 - - - - 1
Giiney 0/12 - - - - - - - -
Bekilli 6/12 1 - 4 - - - - 1

Tavas 2/13 - - 1 - - - 1 - - - -

Cal 32/77 1 2 111 9 1 1 - 2 2 1 1 1

Toplam 43/126 2 2 18] 9 1 1 1 4 2 1 1 1

Cizelge 4.10 incelendiginde il genelinde hastalikla iliskili viriisler tarafindan
olusturulan tekli enfeksiyonlarin yaninda ikili ve {i¢lii enfeksiyonlarin da tespit
edildigi goriilmektedir. Denizli genelinde belirlenen viriis enfeksiyonlar1 agisindan
bir degerlendirme yapildiginda ise GLRaV-Pr (%14,3) en yaygin viriis olarak
belirlenmis olup bunu %7,1 ile GLRaV-De, %3,2 ile GLRaV-3, -Pr, %1,6 ile
GLRaV-3, GLRaV-4 ve GLRaV-Pr,-De ve birer enfekteli 6rnekle diger viriislerin

neden oldugu karisik enfeksiyonlar izlemistir.
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Denizli ilinde asma yaprak kivrilmas: hastaligi ile iligkili viris
enfeksiyonlarinin bulunma durumlari1 agisindan ilgelere gore bir degerlendirme
yapildiginda ise Cal (%25,4)’1n ilk sirada yer aldigi bunu Bekilli (%4,8), Buldan
(%2,4) ve Tavas (%1,6) ilgelerinin izledigi belirlenmistir. Giiney ilgesinden
toplanan Orneklerde ise hastalikla iligkili virlisler agisindan herhangi bir

enfeksiyona rastlanilmamstir (Bkz. Cizelge 4.10).

Denizli ilinde goriilen karisik enfeksiyonlar acisindan ilgelere gore bir
degerlendirme yapildiginda ise Cal (%75)’1n ilk sirada yer aldigi bunu %8,3 ile
Buldan, Bekilli ve Tavas’in izledigi belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.10).

[zmir ilinde asma yaprak kivrilma hastalig: ile iliskili viriislerin belirlenmesi
amaciyla gergeklestirilen Real-time PCR yontemi test sonuglar1 Cizelge 4.11°de yer

almaktadir.

Cizelge 4.11 izmir ilinde asma yaprak kivrilma hastalig: ile iliskili viriislerin Real-time

PCR yontemine gore bulunma durumu.

Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriisler (GLRaVs)
j5]
flgeler Enfekteli / Testlenen Du_
Ornek Sayisi ~ a
™ < ™ <
S - -
™ < o (3] ) N )
Kemalpasa 6/15 - 1 3 2
Torbali 0/3 - - - - - -
Menderes 217 - - 1 - - 1
Urla 0/4 - - - - - -
Cesme 0/2 - - -
Seferihisar 1/5 - - 1 - - - -
Menemen 3/8 1 - - - 1 - 1
Selguk 0/1 - - - - - - -
Toplam 12 /45 1 1 5 2 1 1 1

Cizelge 4.11 incelendiginde il genelinde hastalikla iliskili viriisler tarafindan
olusturulan tekli enfeksiyonlarin yaninda ikili, ticli ve dortlii enfeksiyonlarin da
tespit edildigi goriilmektedir. Test edilen orneklerde GLRaV-Pr (%11,1) il
genelinde en yaygin goriilen viriis olarak belirlenmis olup bunu GLRaV-2, -3
(%4,4) ve birer enfekteli 6rnekle diger virlislerin neden oldugu tekli ve karigik

enfeksiyonlar izlemistir.

Izmir ilinde hastalikla iliskili viriis enfeksiyonlarimin bulunma durumlar:

acisindan ilgelere gore bir degerlendirme yapildiginda ise Kemalpasa (%13,3)’nin
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ilk sirada yer aldigi bunu Menemen (%6,7), Menderes (%4,4) ve Seferihisar (%2,2)
ilgelerinin izledigi belirlenmistir. Torbali, Urla, Cesme ve Selguk ilgelerinden
toplanan orneklerde ise hastalikla iligkili viriislerle ilgili herhangi bir enfeksiyona
rastlanilmamustir. {zmir ilinde goriilen karisik enfeksiyonlar agisindan ilgelere gore
bir degerlendirme yapildiginda ise %40 ile Kemalpasa ve Menemen’in ilk sirada
yer aldigi bunu Menderes (%20)’in izledigi belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.11).

Usak ilinde asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriislerin belirlenmesi
amaciyla gergeklestirilen Real-time PCR yOntemi test sonuglar1 Cizelge 4.12°de yer

almaktadir.

Cizelge 4.12 Usak ilinde asma yaprak kivrilma hastalig: ile iligkili viriislerin Real-time

PCR yo6ntemine gore bulunma durumu.

X Enfekteli / Testlenen Asma yaprak kivrilma hastahgi ile iliskili viriisler (GLRaVs)
ligeler Ornek Sayist Pr De -3, -De
Esme 3/9 1 1 1
Ulubey 0/1 - - -
Karahalli 0/5 - - -
Toplam 3/15 1 1 1

Usak ilinde hastalikla iligkili virlis enfeksiyonlarinin bulunma durumlar1
acisindan ilgelere gore bir degerlendirme yapildiginda %20’1ik enfeksiyon oraniyla
Esme, hastalikla iligkili virtislerin tespit edildigi tek ilge olurken enfekteli olarak
belirlenen ti¢ 6rnegin ikisinde GLRaV-Pr ve GLRaV-De tarafindan olusturulan
tekli enfeksiyonun, bir 6rnekte ise GLRaV-3, -De tarafindan olusturulan ikili
enfeksiyonun saptandigi belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Aydm ilinde asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriislerin belirlenmesi
amaciyla gergeklestirilen Real-time PCR yOntemi test sonuglar1 Cizelge 4.13°te yer

almaktadir.

Cizelge 4.13 Aydin ilinde asma yaprak kivrilma hastalig ile iligkili viriislerin Real-time

PCR yontemine gore bulunma durumu.

. Enfekteli / Testlenen | Asma yaprak kivrilma hastahgr ile iligkili viriisler (GLRaVs)
Ilceler o
Ornek Sayisi 1 i
Kusadasi 2/8 1 1
Sultanhisar 0/3 - -
Toplam 2/11 1 1




70

Aydin ilinde hastalikla iligkili viriis enfeksiyonlarinin bulunma durumlari
acisindan ilgelere gore bir degerlendirme yapildiginda %18,2’lik enfeksiyon
orantyla Kusadasi, hastalikla iligkili viriislerin tespit edildigi tek ilge olurken
enfekteli olarak belirlenen iki o6rnekte GLRaV-1 ve GLRaV-3 tarafindan
olusturulan tekli enfeksiyonun saptandig1 belirlenmis olup karisik enfeksiyona ise

rastlanilmamustir (Bkz. Cizelge 4.13).

Ege Bolgesi genelinde asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriisler
tarafindan olusturulan tekli ve karigik enfeksiyon sayilariyla ilgili bir degerlendirme
yapildiginda ise testlenen 424 6rnegin 94 (%22,2)’tiniin bir, 39 (%9,2)’unun ise
birden fazla viriisle enfekteli oldugu belirlenmistir. Karisik enfeksiyon tespit edilen
39 ornek igerisinde bir degerlendirme yapildiginda ise 6rneklerin 27 (%69,2)’sinin
iki, dokuz (%23,1)’unun iig, iki (%5,1)’sinin dort ve bir (% 2,6)’inin ise hastalikla
iligkili bes farkl1 viriisle enfekteli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.14).

Illere gore testlenen toplam oOrnek sayilar1 icinde coklu enfeksiyonlar
degerlendirildiginde ise Izmir (%11,1)’in ilk sirada yer aldig1 bunu Denizli (%9,5),
Manisa (%9,3) ve Usak (%6,7)’1n izledigi belirlenmis olup Aydin ilinde ise karigik

enfeksiyona rastlanilmamustir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14 Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriisler tarafindan olusturulan tekli

ve ¢oklu enfeksiyon sayilari.

Enfeksiyon Sayisi
. Testlenen Ornek | Enfekteli Ornek ]
Iige —_ =
Sayisi Sayisi 2 == E| 5
IR
Manisa 227 73 52 |14 5|11
Denizli 126 43 31 |9 (3] -] -
Izmir 45 12 7 311
Usak 15 3 2 1] - -
Aydin 11 2 2 -] - -] -
Toplam 424 133 94 27| 9|2 |1
Bolge  genelinde  virlisler  bazinda  olusturulan  enfeksiyonlar
degerlendirildiginde ise tekli enfeksiyonlarin alt1 farkli etmen tarafindan

gerceklestirildigi ve GLRaV-Pr’nin 46 ornekte tekli enfeksiyona neden olarak ilk
sirada yer aldigi, bunu GLRaV-De, GLRaV-3, GLRaV-4, GLRaV-2 ve GLRaV-

I’in izledigi belirlenmistir (Sekil 4.13 a).
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Ikili enfeksiyonlarin ise yedi farkli viriisiin neden oldugu sekiz farkl
kombinasyon tarafindan gergeklestirildigi ve bu kombinasyonlar arasinda GLRaV-
Pr, -De kombinasyonunun 11 6rnekte ikili enfeksiyona neden olarak ilk sirada yer
aldigi, bunu GLRaV-3, -Pr; GLRaV-2, -3; GLRaV-3, -4; GLRaV-3, -De; GLRaV-
3, -5; GLRaV-2, -Pr ve GLRaV-9, -Pr viriislerinin izledigi tespit edilmistir (Sekil
4.13 b).

50 46 12 11
10
40 33 7
20 10 g I 11 1 1 1
10 - 3 1 1 0 W W W W
’ 3 ) ™ : ? ,Qe%g‘ 'v:b %«»‘ o ‘fo g‘o)g‘
< : : O AT o 7T W
& @406 & & & & a AT R & & & b
> & ¢ ¢ & & N R A e

Sekil 4.13 Tekli ve ikili enfeksiyonlara neden olan asma yaprak kivrilma hastaligy ile iligkili virtisler

a) Tekli enfeksiyonlara neden olan viriisler b) ikili enfeksiyonlara neden olan viriisler.

Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriisler tarafindan olusturulan ti¢li
enfeksiyonlarin ise sekiz farkli viriisiin neden oldugu yedi farkli kombinasyon
tarafindan gerceklestirildigi tespit edilmistir. Bu kombinasyonlar igerisinde
GLRaV-2, -3, -De kombinasyonunun ii¢ 6rnekte tiglii enfeksiyona neden olarak ilk
sirada yer aldigi, bunu GLRaV-2, -3, -7; GLRaV-2, -3, -4; GLRaV-1, -3, -9;
GLRaV-3, -4, -9; GLRaV-3, -4, -Pr ve GLRaV-3, -9, -Pr viriislerinin izledigi
belirlenmistir (Sekil 4.14).

® » 2
AT LR LR T L )
:\, \\ﬂ/‘ v \\:\" Y N Q?)‘ A"J
K K K I R O
& ¢ o o ¢ o

Sekil 4.14 Uglii enfeksiyonlara neden olan asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriisler.

Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriisler tarafindan iki 6rnekte
ortaya ¢ikan dortli enfeksiyonun GLRaV-3, -4, -Pr, -De; bir 6rnekte goriilen besli
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enfeksiyonun ise GLRaV-2, -3, -4, -Pr, -De viriisleri tarafindan olusturuldugu

belirlenmistir.
4.4 Biyolojik Testlerin Sonuclar
4.4.1 Otsu bitkilere yapilan mekanik inokulasyon sonug¢lar

Asma yaprak kivrilma hastalig1 ile iligkili viriislerin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR tani1 yontemleri sonucunda s6z
konusu viriislerle enfekteli oldugu tespit edilen Ornekler arasindan segilen ve
detaylar1 Cizelge 4.15’te yer alan 13 izolat, otsu indikatorlerin gelisme durumlari

dikkate alinarak mekanik inokulasyon ile inokule edilmistir.

Cizelge 4.15 Mekanik inokulasyon amaciyla segilen izolatlara ait bilgiler.

. Lokasyon . Tespit Edilen Viriisler ve GLRaV-8
Izolat No i/ il)g/:e Cesit Pl:imeriyle Reaksiyon Durumu
M-12 Manisa / Merkez | Alphonse Lavallée GLRaV-2 / GLRaV-8 Pozitif
B-21 Manisa / Turgulu | Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-2, -3, -De / GLRaV-8 Pozitif
C-31 Manisa / Salihli Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-3, -4, -Pr / GLRaV-8 Pozitif
D-12 Manisa / Alagehir | Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-3, -9, -Pr
D-24 Manisa / Alasehir | Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-2, -3, -4, -Pr, -De
0-8 Denizli / Bekilli Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-3, -Pr
R-10 Denizli / Cal Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-2, -3, -4 / GLRaV-8 Pozitif
R-23 Denizli / Cal Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-2, -Pr / GLRaV-8 Pozitif
R-75 Denizli / Cal Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-De / GLRaV-8 Pozitif
i-9 Izmir / Kemalpasa | Alicante Bouschet GLRaV-2, -3/ GLRaV-8 Pozitif
1-37 Izmir / Menemen | Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-3, -4, -Pr, -De
U-5 Usak / Esme Alphonse Lavallée GLRaV-De / GLRaV-8 Pozitif
U-6 Usak / Esme Syrah GLRaV-3, -De / GLRaV-8 Pozitif
Mekanik inokulasyondan 13 giin sonra otsu indikatorlerde yapilan

kontrollerde GLRaV-De viriisiinii igeren ve GLRaV-8 primeriyle de pozitif sonug
veren U-5 numarali izolatin inokule edildigi dort N. benthamiana indikatoriiniin
ticiinde klorotik halkali leke simptomlarinin ortaya ¢iktigi gézlenmistir (Sekil 4.15).

N. benthamiana indikatériinde U-5 numarali izolat tarafindan olusturulan
simptomlarin etmenini belirlemek amaciyla simptom goézlenen N. benthamiana
indikatori ile saglikli N. benthamiana’dan alman yaprak 6rneklerinden total RNA
ve cDNA’lar elde edildikten sonra GLRaV-De viriisiine ait primerler ve GLRaV-8
primerleri (Bkz. Cizelge 3.7) kullanilarak Real-time PCR yontemi ile test edilmistir.
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Sekil 4.15 U-5 numarali izolat ve negatif kontroliin mekanik inokulasyon sonuglari a), b), ¢) U-5
numarali izolatin N. benthamiana otsu indikatoriiniin yapraklarinda neden oldugu
klorotik halkali leke simptomlar1 d) Fosfat tampon ¢ozeltisi uygulanan saghkli N.

benthamiana.

Real-time PCR testleri sonucunda gergeklestirilen melting analizlerinde U-5
numarali izolatin inokule edildigi N. benthamiana indikat6riiniin GLRaV-8 primeri
ile pozitif sonug verdigi tespit edilirken (Sekil 4.16 a), ayn1 6rnekte GLRaV-De
viriisi tespit edilememistir (Sekil 4.16 b). Mekanik inokulasyon ve ardindan
gerceklestirilen Real-time PCR galigmalar1 sonucunda GLRaV-8 primeri ile hem
inokulasyonda kullanilan ana bitkide (U-5: Alphonse Lavallée) hem de indikator
bitkide (N. benthamiana) GLRaV-8 primeriyle pozitif sonug elde edildigi buna
karsin negatif kontrol olarak kullanilan indikat6r bitkide (N. benthamiana) GLRaV-

8 primeriyle sonug¢ alinamadigi belirlenmistir.

» us: o U5: A. Lavalleé
&———= N. henthamiana Pozitif kontol
{——= U5 A lavalled

o Pozitif kontol “

N. benthamiana

o N (Saglikli)
&= Su kontrol us-
o L N. benthamiana
Vs \<:x N benthamiana
/ (Saglikh) Su kontrol

' A o
-~ \
- - \
\ a b

Sekil 4.16 U-5 numaral1 izolatin inokule edildigi N. benthamiana’da gergeklestirilen Real-time
PCR’a ait melting analizi grafikleri a) GLRaV-8’in melting analizi grafigi b) GLRaV-

De’nin melting analizi grafigi.

Otsu indikatorlere gerceklestirilen mekanik inokulasyonlar sonucunda U-5
numarali izolatin diger indikator bitkilerinde ve inokulasyonu yapilan diger 12
izolata ait indikator bitkilerde ise herhangi bir simptom tespit edilememistir.
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benthamiana’ya tagmmadig1 saptanmustir.

4.4.2 Odunsu bitkilere yapilan biyolojik indekslemelerin sonuclari

Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili virtislerin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen DAS-ELISA ve Real-time PCR tani yontemleri sonucunda s6z
konusu viriislerle enfekteli oldugu tespit edilen ornekler arasindan segilen ve
detaylar1 Cizelge 4.16°da yer alan 25 izolat, Manisa Bagcilik Arastirma Enstitiisii
Midiirligi indikator parselinde bulunan odunsu indikatorler (Cabernet Franc,
Cabernet Sauvignon ve Pinot Noir)’den alinan kalemlere omega as1 ile asilanarak
tiiplii fidan olarak dikilmistir.

Cizelge 4.16 Biyolojik indeksleme amaciyla secilen izolatlara ait bilgiler.

. Lokasyon . Tespit Edilen Viriisler ve GLRaV-8
Izolat No i/ il)g/:e Cesit Pl:imeriyle Reaksiyon Durumu

M-12 Manisa / Merkez Alphonse Lavallée GLRaV-2 / GLRaV-8 Pozitif
M-21 Manisa / Merkez Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-3, -4, -Pr, -De

B-21 Manisa / Turgulu Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-2, -3, -De / GLRaV-8 Pozitif
B-23 Manisa / Turgulu Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-3

C-29 Manisa / Salihli Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-2, -3

C-31 Manisa / Salihli Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-3, -4, -Pr / GLRaV-8 Pozitif
D-11 Manisa / Alasehir Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-3, -Pr / GLRaV-8 Pozitif
D-12 Manisa / Alasehir Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-3, -9, -Pr

D-24 Manisa / Alasehir Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-2, -3, -4, -Pr, -De

D-26 Manisa / Alasehir Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-2, -3, -De

L-6 Denizli / Buldan Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-3, -Pr / GLRaV-8 Pozitif
0-8 Denizli / Bekilli Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-3, -Pr

P-3 Denizli / Tavas Razaki GLRaV-8 Pozitif

R-10 Denizli / Cal Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-2, -3, -4 / GLRaV-8 Pozitif
R-23 Denizli / Cal Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-2, -Pr / GLRaV-8 Pozitif
R-49 Denzili / Cal Cal Karasi GLRaV-1, -3, -9 / GLRaV-8 Pozitif
R-52 Denizli / Cal Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-Pr/ GLRaV-8 Pozitif

R-73 Denizli / Cal Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-4 / GLRaV-8 Pozitif

R-75 Denizli / Cal Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-De / GLRaV-8 Pozitif

I-1 Izmir / Kemalpasa | Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-4

I-9 Izmir / Kemalpasa | Alicante Bouschet GLRaV-2, -3/ GLRaV-8 Pozitif

1-23 Izmir / Menderes Razaki GLRaV-2, -3, -7

1-37 Izmir / Menemen Sultani Cekirdeksiz | GLRaV-3, -4, -Pr, -De

U-5 Usak / Esme Alphonse Lavallée GLRaV-De / GLRaV-8 Pozitif

U-6 Usak / Esme Syrah GLRaV-3, -De / GLRaV-8 Pozitif

Biyolojik indeksmele ¢aligmalarinin ardindan 24°C sicaklik ve %70 nispi
neme ayarli iklim odasinda mufafaza edilen odunsu indikatorlerde simptomlar
indekslemeden yaklasik olarak on ay sonra ortaya ¢ikmaya baslamistir. Odunsu

indikatorlerde gézlenen simptom gelisimlerinin degerlendirilebilmesi i¢in Bora ve
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Karaca (1970)’dan modifiye edilen ve Cizelge 4.17°de detaylar1 yer alan 0-3 skalas1

kullanilmaistir.

Cizelge 4.17 Odunsu indikatorlerde olusan simptomlarin degerlendirilmesinde kullanilan 0-3

skalast.

Skala Degeri Aciklama
0- Yok Hig belirti yok (Sekil 4.17 a).
1- Zayif Yaprak alanmin %10’una kadar hafif beneklenme seklinde kizariklik

(Sekil 4.17 b).
2_0 Yaprak alanmimn %10-50’sini kaplayacak sekilde beneklenme ve kizariklik

—Orta R

(Sekil 4.17 c).

Yaprak alanmm %50’sinden fazlasini kaplayacak sekilde kizariklik veya yaprak
3 - Siddetli alaninin %50’sinden fazlasim kaplayacak sekilde kizarikliga ek olarak yaprak

uclarmda veya genelinde i¢e dogru kivrilma.
(Sekil 4.17 d).

Sekil 4.17 Odunsu indikatorlerde gozlenen simptomlarin 0-3 skalasina gore degerlendirilmesi a) 0-
Yok b) 1-Zayif ¢) 2-Orta d) 3-Siddetli.

Biyolojik indeksleme calismalar1 sonucunda 25 izolatin tamaminin odunsu
indikatorlerin en az birinde simptom olusumuna neden oldugu belirlenmis olup
izolatlarm, simptom olusturdugu odunsu indikatorler ve skalaya gore
degerlendirilen simptom siddetleri Cizelge 4.18’de yer almaktadir.

Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, ve Pinot Noir iizerine indekslemesi
yapilan izolatlar bazi indikatorler iizerinde zayiftan siddetliye kadar degisen
derecelerde simptom olusumuna neden olurken bazi indikatorler iizerinde ise

simptom gozlenmemistir (Cizelge 4.18).

Izolatlardan M21, B23, D12 ve R10 ii¢ odunsu indikatér {izerinde de degisen
derecelerde simptom olusumuna neden olurken dort izolat Cabernet Franc ve
Cabernet Sauvignon, dokuz izolat Cabernet Sauvignon ve Pinot Noir, alt1 izolat
sadece Cabernet Sauvignon, iki izolat ise sadece Pinot Noir indikatoriinde simptom
olusturmustur (Cizelge 4.18).
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Cizelge 4.18 izolatlarin odunsu indikatérlerde simptom olusturma dereceleri.

izolat No Tespit Edilen Viriisler ve GLRaV-8 Indikatérlerdeki Simptom Derecesi
Primeriyle Reaksiyon Durumu Cabernet Franc | Cabernet Sauvignon Pinot Noir

M-12 GLRaV-2 / GLRaV-8 Pozitif 2 1 0
M-21 GLRaV-3, -4, -Pr, -De 1 1
B-21 GLRaV-2, -3, -De / GLRaV-8 Pozitif 0 3 3
B-23 GLRaV-3 1 3 2
C-29 GLRaV-2, -3 0 2 0
C-31 GLRaV-3, -4, -Pr / GLRaV-8 Pozitif 0 0 2
D-11 GLRaV-3, -Pr/ GLRaV-8 Pozitif 0 1 0
D-12 GLRaV-3, -9, -Pr 1 2 1
D-24 GLRaV-2, -3, -4, -Pr, -De 0 1 3
D-26 GLRaV-2, -3, -De 0 3 2
L-6 GLRaV-3, -Pr/ GLRaV-8 Pozitif 0 3 0
0-8 GLRaV-3, -Pr 2 1 0
P-3 GLRaV-8 Pozitif 0 1 2
R-10 GLRaV-2, -3, -4 /| GLRaV-8 Pozitif 1 2 3
R-23 GLRaV-2, -Pr/ GLRaV-8 Pozitif 0 2 3
R-49 GLRaV-1, -3, -9/ GLRaV-8 Pozitif 1 2 0
R-52 GLRaV-Pr / GLRaV-8 Pozitif 0 1 0
R-73 GLRaV-4/ GLRaV-8 Pozitif 1 2 0
R-75 GLRaV-De / GLRaV-8 Pozitif 0 2 3
I-1 GLRaV-4 0 0 3
-9 GLRaV-2, -3/ GLRaV-8 Pozitif 0 3 0
-23 GLRaVv-2, -3, -7 0 3 3
1-37 GLRaV-3, -4, -Pr, -De 0 1 3
U-5 GLRaV-De / GLRaV-8 Pozitif 0 3 0
U-6 GLRaV-3, -De / GLRaV-8 Pozitif 0 1 3

Ug indikatérde de simptom olusturan izolatlar arasinda bir degerlendirme
yapildiginda GLRaV-3’ii i¢eren B-23 numarali izolatla GLRaV-2, -3, -4 viriislerini
iceren ve GLRaV-8 primeri ile pozitif sonug veren R-10 numarali izolatin sSimptom
degerlendirmesinde her {i¢ indikatorde de alabildikleri en yiiksek simptom
derecelerini aldiklar1 goriilmektedir. Buna karsin GLRaV-3, -4, -Pr, -De viriislerini
iceren M-21 numarali izolat ise tiim indikatorlerde bir ile en diisik simptom

derecesini almistir (Cizelge 4.18).

GLRaV-2, -3, -De viriislerini igeren ve GLRaV-8 primeriyle pozitif sonug
veren B-21 numarali izolatla GLRaV-2, -3, -7 viriislerini iceren [-23 numarali
izolat, Cabernet Sauvignon ve Pinot Noir {izerinde siddetli simptom olusumuna
neden olurken Cabernet Franc’da simptom olusturmamistir. GLRaV-3, -Pr
virlislerini iceren ve GLRaV-8 primeriyle pozitif sonug¢ veren D-11 ve L-6 numarali
izolatlar sadece Cabernet Sauvignon indikatorii iizerinde farkli derecelerde
simptom olusumuna neden olurken GLRaV-De virlisiinii igeren ve GLRaV-8
primeriyle pozitif sonu¢ veren R-75 ve U-5 numarali izolatlardan R-75 Cabernet
Sauvignon ve Pinot Noir’da, U-5 ise sadece Cabernet Sauvignon’da simptom
olusturmustur (Cizelge 4.18).
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Indekslenmesi yapilan 25 izolatin simptom olusturduklar1 indikator
kombinasyonlar1 goz dniine alinmadan tek olarak degerlendirildiginde ise 23’liniin
Cabernet Sauvignon, 15’inin Pinot Noir ve sekizinin ise Cabernet Franc {izerinde
simptom olusumuna neden oldugu belirlenmistir. Buna gore Cabernet Sauvignon
en fazla simptom gozlenen indikator olurken bunu Pinot Noir ve Cabernet Franc

izlemistir.

Indikatér bitkiler {izerinde gozlenen simptomlarin skala derecelerine gore
dagilimi ise Cizelge 4.19°da yer almaktadir.

Cizelge 4.19 Odunsu indikatoérlerde olugan simptomlarin derecelerine gore dagilimi.

. Simptom Dereceleri
Indikatorler . -
0—BelirtiYok | 1-Hafif | 2-Orta | 3- Siddetli
Cabernet Franc 17 6 2 -
Cabernet Sauvignon 2 9 7 7
Pinot Noir 10 2 4 9

Hafif siddette simptomlar en fazla Cabernet Sauvignon indikatériinde
goriiliirken bunu Cabernet Franc ve Pinot Noir indikatorleri izlemistir. Orta siddette
belirtiler ise en ¢ok Cabernet Sauvignon’da goriiliirken bunu Pinot Noir ve Cabernet
Franc izlemistir. Siddetli simptomlar ise en ¢ok Pinot Noir’da goriilirken bunu
Cabernet Sauvignon izlemis; Cabernet Franc’da ise siddetli simptom
gbzlenmemistir (Cizelge 4.19).

Odunsu indikatorler tizerinde izolatlarin olugturdugu simptomlardan bazilar1
Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da yer almaktadir. Sekil 4.18 incelendiginde, I-23 numarali
izolatin C. Sauvignon indikatoriiniin yapraginda olusturdugu ana damarlar
haricinde yaprak ayasinin kizarmasi sonucunda ortaya ¢ikan siddetli simptom
(Sekil 4.18 a), i-23 numarali izolatin P. Noir indikatdriiniin yapraginda olusturdugu
ana damarlar haricinde yaprak ayasmnin kizarmasi sonucunda ortaya ¢ikan siddetli
simptom (Sekil 4.18 b), B-21 numarali izolatin C. Sauvignon indikatoriiniin
yapraginda olusturdugu yaprak ayasmin ve ana damarlarin kizarmasi sonucu
meydana gelen siddetli simptom (Sekil 4.18 c), B-21 numarali izolatin P. Noir
indikatoriiniin yapraginda olusturdugu ana damarlar haricinde yaprak ayasinin
kizarmasi sonucu ortaya ¢ikan siddetli simptom (Sekil 4.18 d), C-29 numarali

izolatin C. Sauvignon indikatdriiniin yapraginda olusturdugu ana damarlar
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haricinde yaprak uglarinda yogunlasan kizarmalarin neden oldugu orta siddette
simptom (Sekil 4.18 e), R-75 numarali izolatin C. Sauvignon indikatoriiniin
yapraginda olusturdugu ana damarlar haricinde yaprak uglarinda yogunlasan
kizarmalarin neden oldugu orta siddette simptom (Sekil 4.18 f), R-75 numarali
izolatin P. Noir indikatoriiniin yapraginda olusturdugu ana damarlar haricinde
yaprak ayasinda kizarmalarin ve yaprak uglarinda kivrilmalarm neden oldugu
siddetli simptom (Sekil 4.18 g) ve U-5 numarali izolatin C. Sauvignon

indikatoriiniin yapragmda olusturdugu ana damarlar haricinde yaprak ayasinda

kizarmalarin neden oldugu siddetli simptom (Sekil 4.18 h) goriilmektedir.

Sekil 4.18 Odunsu indikatorlerde izolatlarin olusturdugu simptomlar a) I-23/C. Sauvignon b) i-23/
P. Noir ¢) B-21/C. Sauvignon d) B-21/P. Noir e¢) C-29/C. Sauvignon f) R-75/C.
Sauvignon g) R-75/ P. Noir h) U-5/C. Sauvignon.

Sekil 4.19 incelendiginde ise B-23 numarali izolatin C. Franc indikatoriiniin
yapraginda olusturdugu ana damarlar haricinde yaprak kenarinda ortaya g¢ikan
kizarmalarmn neden oldugu zayif simptom (Sekil 4.19 a), B-23 numarali izolatin C.
Sauvignon indikatoriiniin yapraginda olusturdugu yaprak ayasiyla birlikte kismen
ana damarlarm da kizarmasi sonucu ortaya ¢ikan siddetli simptom (Sekil 4.19 b),
B-23 numarali izolatin P. Noir indikatoriiniin yapraginda olusturdugu ana damarlar
haricinde yaprak ayasinin kizarmasi sonucu meydana gelen orta siddette simptom
(Sekil 4.19 c), 1-9 numarali izolatin C. Sauvignon indikatoriiniin yapraginda
olusturdugu ana damarlar haricinde yaprak ayasinin kizarmasi sonucu olusan
siddetli simptom (Sekil 4.19 d), R-10 numarali izolatin C. Franc indikatoriiniin
yapraginda olusturdugu ana damarlar haricinde yaprak kenarinda beneklenme
seklinde kizarmalarin neden oldugu zayif simptom (Sekil 4.19 e), R-10 numarali

izolatin C. Sauvignon indikatdriiniin yapraginda olusturdugu yaprak uclarina dogru



79

yogunlasan ve kismen de ana damarlarda goriilen kizarmalarin neden oldugu orta
siddette simptom (Sekil 4.19 f), R-10 numarali izolatin P. Noir indikatoriiniin
yapraginda olusturdugu ana damarlar haricinde yaprak ayasinin kizarmasi ve
yaprak uglarinda kivrilmalarm neden oldugu siddetli simptom (Sekil 4.19 g), D-11
numarali izolatin C. Sauvignon indikatdriiniin yapraginda olusturdugu ana damarlar

haricinde yaprak ayasinda ve yaprak ucunda beneklenme seklinde ortaya ¢ikan

kizarmalarin neden oldugu zayif simptom (Sekil 4.19 h) goriilmektedir.

Sekil 4.19 Odunsu indikatérlerde izolatlarn olusturdugu simptomlar a) B-23/C. Franc b) B-23/C.
Sauvignon c) B-23/P. Noir d) i-9/C. Sauvignon e) R-10/C. Franc f) R-10/C. Sauvignon
g) R-10/P. Noir h) D-11/C. Sauvignon i) M-21/ C. Franc J) M-21/C. Sauvignon k) M-
21/P. Noir I) L-6/C. Sauvignon.

M-21 numarali izolatin C. Franc indikatdriiniin yapraginda olusturdugu ana
damarlar haricinde yaprak ucunda beneklenme seklinde ortaya ¢ikan kizarmalarin
neden oldugu zayif simptom Sekil 4.19 i’de, M-21 numaral1 izolatin C. Sauvignon
indikatoriiniin yapragmda olusturdugu ana damarlar haricinde yaprak kenarinda
beneklenme seklinde ortaya ¢ikan kizarmalarin neden oldugu zayif simptom Sekil
4.19 j’de, M-21 numarali izolatin P. Noir indikatdriiniin yapraginda olusturdugu
ana damarlar haricinde yaprak kenarlarinda beneklenme seklinde ortaya cikan

kizarmalarin neden oldugu zayif simptom Sekil 4.19 k’da ve L-6 numarali izolatin



80

C. Sauvignon indikatoriiniin yapraginda olusturdugu ana damarlar haricinde yaprak
ayasmin kizarmasi sonucu olusan siddetli simptom ise Sekil 4.19 I’de yer
almaktadir.

Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da goriildiigii iizere biyolojik indekslenmesi yapilan
izolatlar odunsu indikatorlerde farkli tipte ve siddette belirtilere neden olmustur.
Ancak odunsu indikatorlerde gozlenen simptomlarla izolatlar arasinda bir iligki
kurulamamistir. G6zlenen belirtiler izolatlarda tespit edilen viriis ve/veya viriislerin

cinsine, yogunluguna ve mevsime gore degiskenlik gosterebilmektedir.

Odunsu indikatorlere biyolojik indekslemesi gergeklestirilen izolatlar
arasinda sadece GLRaV-8 primeri ile pozitif sonu¢ verdigi tespit edilen P-3
(Razaki) numarali izolatmn indekslendigi C. Sauvignon ve P. Noir indikatori
iizerinde de asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriislerin olusturduklarmna
benzer simptomlar gézlenmis olup sézkonusu simptomlar Sekil 4.20°de yer
almaktadir. Sekil 4.20 incelendiginde P-3 numarali izolatm C. Sauvignon
indikatoriiniin yaprak ayasinda olusturdugu hafif kirmizi beneklenme sonucunda
ortaya ¢ikan zayif simptom (Sekil 4.20 a) ve P. Noir indikat6riiniin yaprak ayasinda
ise damarlar arasinin kizarmasi sonucunda meydana gelen orta siddette simptom
(Sekil 4.20 b) goriilmektedir.

Sekil 4.20 GLRaV-8 primeri ile pozitif sonu¢ veren P-3 numarali izolatin odunsu

indikatorlerde olusturdugu simptomlar a) P-3/C. Sauvignon b) P-3/P. Noir

4.5 DNA Dizileme, Genomik ve Filogenetik Analiz Sonuglari

Real-time RT-PCR analizleri sonucunda asma yaprak kivrilma hastaligi ile
iliskili farkli viriisler agisindan enfekteli olarak saptanan orneklerden 27 izolat
secilerek PCR firiinlerinden ¢ift yonlii kismi DNA dizilemesi yaptirilmis ve 23
izolata ait farkli biiyiikliikte niikleotit dizileri elde edilmistir (Cizelge 4.20). DNA
dizilemesi sonucunda GLRaV-7 viriisiine ait {-23 numarali izolatla GLRaV-9
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virlisiine ait C-26, D-12 ve R-49 numarali izolatlara ait sekans verileri kromotogram
dosyalarmin kismen bozuk olmasindan dolay: elde edilememistir. Yerel izolatlara
ait elde edilen 23 sekans verisi NCBI gen bankasina kayit edilerek erisim

numaralar1 alimmistir (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20 DNA dizilemesi yaptirilan ve NCBI gen bankasina kayit edilen izolatlara ait bilgiler.

izolatin Elde . Dizilenen Gen
Viriis / izolat No | Edildii Lokasyon lf:fi"i'l’c‘ltii'f E‘df" Bilgesi ve NEC Bl Gen Bankas:
i1/ flge gi Cesit Biiyiikliigii (bp) risim Numarasi

GLRaV-1/R-49 | Denizli/ Cal Cal Karasi HSP70h / 257 KMO034909
GLRaV-2 /M-12 | Manisa/Merkez | Alphonse Lavallée HSP70h / 270 KM210292
GLRaV-2 /B-21 | Manisa/ Turgutlu | Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 270 KMO034910
GLRaV-2 / R-10 | Denizli/ Cal Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 270 KP144363
GLRaV-2/1-9 izmir / Kemalpasa | Alicante Bouschet HSP70h / 270 KM034908
GLRaV-3/C-29 | Manisa/ Salihli Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 489 KP144364
GLRaVv-3/0-8 Denizli / Bekilli Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 489 KP144367
GLRaV-3/1-9 Izmir / Kemalpasa | Alicante Bouschet HSP70h / 489 KP144365
GLRaV-3/1-23 Izmir / Menderes | Razaki HSP70h / 489 KP144366
GLRaV-3/ U-6 Usak / Esme Syrah HSP70h / 489 KP144368
GLRaV-4/C-31 | Manisa/ Salihli Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 319 KP144369
GLRaV-4 / R-73 | Denizli / Cal Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 319 KP144371
GLRaV-4 /-1 Izmir / Kemalpasa | Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 319 KP144370
GLRaV-5/ P-4 Denizli / Tavas Razaki HSP70h / 270 KP144372
*GLRaV-7/1-23 | Izmir / Menderes | Razaki - -
*GLRaV-9/ C-26 | Manisa/ Salihli Sultani Cekirdeksiz --- -—-
*GLRaV-9/ D-12 | Manisa / Alasehir | Sultani Cekirdeksiz -—- -—-
*GLRaV-9/ R-49 | Denizli/ Cal Cal Karasi -—- -—-
GLRaV-Pr/ C-31 | Manisa/ Salihli Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 242 KP144373
GLRaV-Pr/ D-12 | Manisa / Alasehir | Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 242 KP144374
GLRaV-Pr/ 0O-8 Denizli / Bekilli Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 242 KP144376
GLRaV-Pr/ R-23 | Denizli / Cal Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 242 KP144377
GLRaV-Pr / 1-37 Izmir / Menemen | Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 242 KP144375
GLRaV-De / B-21 | Manisa/ Turgutlu | Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 370 KP144378
GLRaV-De / D-24 | Manisa / Alasehir | Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 370 KP144379
GLRaV-De / R-75 | Denizli / Cal Sultani Cekirdeksiz HSP70h / 370 KP144380
GLRaV-De /U-5 | Usak/Esme Alphonse Lavallée HSP70h / 370 KP144381

* {lgili izolatlara ait sekans verileri elde edilememistir.

Elde edilen niikleotit dizilerinin amino asit ¢evrimleri yapildiktan sonra hem
niikleotit diizeyinde hem de amino asit diizeyinde genomik ve filogenetik analizleri
gergeklestirilmistir. Asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili her bir viris
acisindan en az ¢ sekans verisi bulunan yerel izolatlarm 6nce kendi aralarinda
niikleotit ve amino asit diizeyindeki genomik ve filogenetik analizleri yapilmastir.
Ardindan yerel izolatlara ait asma yaprak kivrilma hastalig: ile iliskili viriislerin
sekans verileriyle NCBI gen bankasindan segilen farkli benzerlik oranlar1 gosteren
diinya izolatlarina ait sekans verileri kullanilarak genomik ve filogenetik analizler
gerceklestirilmistir.
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4.5.1 GLRaV-1 ile ilgili sonuglar

R-49 numarali GLRaV-1 izolatiyla NCBI gen bankasindan alinan dort
referans izolatin HSP70h genine ait niikleotit ve amino asit dizilerine iliskin elde
edilen benzerlik oranlar1 Cizelge 4.21°de yer almaktadir.

Cizelge 4.21 Diinyadaki GLRaV-1 izolatlar1 ile R-49 numarali izolatin HSP70h genine ait niikleotit

ve amino asit dizilerinin benzerlik oranlari.

izolat No: Lokasyon - Cesit Adi RI\-IA_]E).(OD;:)nlzll,Cal-Ca'lAI;a(Ezs)l
EF103901:Giiney Afrika 94,16 96,47
EF195136:Kalifornia, ABD 92,61 94,12
AF195822: Avustralya 91,05 95,29
AY644650:Cek Cumhuriyeti-Pinot Blanc 95,98 96,55

NT: Niikleotit AA: Amino asit

Cizelge 4.21 incelendiginde genel olarak izolatlarm niikleotit ve amino asit
acisindan %90’ iizerinde yiiksek bir benzerlige sahip oldugu, R-49 numaral
izolatin niikleotit (%95,98) ve amino asit (%96,55) diizeyinde en yiiksek benzerligi
AY 644650 (Cek Cumhuriyeti-Pinot Blanc) izolatiyla gosterdigi anlasilmaktadir.
Niikleotit diizeyinde en diisiik benzerlik oran1 (%91,05) AF195822 (Avustralya) ile
elde edilirken amino asit diizeyinde en diisiik benzerlik orami (%94,12) ise
EF195136 (Kaliforniya, ABD) izolatiyla elde edilmistir.

R-49 numarali GLRaV-1 izolatiyla NCBI gen bankasindan alinan 4 referans
izolatin HSP70h genine ait niikleotit dizilerine iligskin filogenetik soy agaci Sekil
4.21°de amino asit dizilerine iliskin filogenetik soy agaci ise Sekil 4.22’de yer

almaktadir.

o EF103901:Giney Afrika
—:49:Denizli,(;al-Cal Karasi
— AY644650:Cek Cumhuriyeti-Pinot Blanc

,— EF195136:Kaliforniya,ABD

90 AF195822:Awstralya

—
0.01

Sekil 4.21 Diinyadaki GLRaV-1 izolatlar1 ile R-49 numarali izolatin HSP70h genine ait niikleotit

dizilerinin filogenetik soy agact.
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.| EF103901:Glney Afrika

| @ R-49:Denizli,Cal-Cal Karasi

T AF195822:Awstralya
vo | AY644650:Cek Cumhuriyeti-Pinot Blanc
EF195136:Kaliforniya, ABD

0.005

Sekil 4.22 Diinyadaki GLRaV-1 izolatlar1 ile R-49 numarali izolatin HSP70h genine ait amino asit

dizilerinin filogenetik soy agaci.

Sekil 4.21 ve Sekil 4.22 incelendiginde R-49 numarali izolatin birinci grupta,
EF103901 (Giiney Afrika) izolatiyla ayni alt grupta yer aldigi goriilmektedir.

4.5.2 GLRaV-2 ile ilgili sonuglar
B-21, 1-9, M-12 ve R-10 numarali yerel GLRaV-2 izolatlarmin HSP70h

genine ait niikleotit ve amino asit dizilerine iliskin elde edilen benzerlik oranlar1
Cizelge 4.22°de yer almaktadir.

Cizelge 4.22 Yerel GLRaV-2 izolatlarinin HSP70h genine ait niikleotit ve amino asit dizilerinin

benzerlik oranlari.

B-21 i-9 M-12
izolat No: Lokasyon - Cesit Ad1 NT AA NT AA NT AA
(%) (%) () | (90) | (%) | (%)

B-21:Manisa, Turgutlu-S. Cekirdeksiz

1-9:1zmir,Kemalpasa-A. Bouschet 99,63 | 98,89
M-12:Manisa, Yuntdagi-A. Lavallée 99,26 98,89 | 99,63 | 100,00
R-10:Denizli, Cal-S. Cekirdeksiz 98,89 97,78 | 99,26 | 97,78 | 98,89 | 97,78

NT: Niikleotit AA: Amino asit

Cizelge 4.22 incelendiginde genel olarak yerel izolatlarin niikleotit ve amino
asit agisindan %95’in tizerinde yiiksek bir benzerlige sahip oldugu goriilmektedir.
Niikleotit diizeyinde en yiiksek benzerligi (%99,63) I-9’un B-21 ve M-12 ile
gosterdigi, amino asit diizeyinde ise en yiiksek benzerligi (%100) 1-9’'un M-12
numarali izolatla gosterdigi anlasilmaktadir. Niikleotit diizeyinde en diisiik
benzerlik orani (%98,89) R-10 ile B-21 ve M-12 arasinda, amino asit diizeyinde en
diisiik benzerlik oran1 (%97,78) ise R-10 ile B-21, 1-9 ve M-12 numaral: izolatlar

arasinda elde edilmistir.
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Yerel GLRaV-2 izolatlarmin HSP70h genine ait niikleotit dizilerine iliskin
filogenetik soy agaci Sekil 4.23’te amino asit dizilerine iliskin filogenetik soy agaci1
ise Sekil 4.24°te yer almaktadir.

@ B-21:Manisa, Turgutlu-Sultani Gekirdeksiz

M-12:Manisa, Yuntdagi-Alphonse Lavallee

@ i-9:izmir,Kemalpasa-Alicante Bouchet

R-10:Denizli,Cal-Sultani Cekirdeksiz

0.001

Sekil 4.23 Yerel GLRaV-2 izolatlarmm HSP70h genine ait niikleotit dizilerinin filogenetik soy

agacl.

76 | @ 1-9:1zmir,Kemalpasa-Alicante Bouchet
4' M-12:Manisa, Y untdagi-Alphonse Lavallee
@ B-21:Manisa, Turgutlu-Sultani Gekirdeksiz

R-10:Denizli,Cal-Sultani Cekirdeksiz

0.002

Sekil 4.24 Yerel GLRaV-2 izolatlarinin HSP70h genine ait amino asit dizilerinin filogenetik soy

agacl.

Sekil 4.23 ve Sekil 4.24 incelendiginde B-21, M-12 ve I-9 numarali izolatlarin
birinci grupta, R-10 numarali izolatin ise iKinci grupta yer aldig1 goriilmektedir.

Yerel GLRaV-2 izolatlartyla NCBI gen bankasindan alinan 30 referans
izolatin HSP70h genine ait niikleotit ve amino asit dizilerine iliskin elde edilen

benzerlik oranlar1 Cizelge 4.23’te yer almaktadir.

Cizelge 4.23 incelendiginde genel olarak yerel GLRaV-2 izolatlarinin diinya
izolatlariyla niikleotit diizeyinde %82,71 ile %100 arasinda, amino asit diizeyinde
ise %87,50 ile %100 arasinda benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Niikleotit
diizeyinde en yiiksek benzerlik oran1 (%100) i-9 ile KF417616 (Virginia, ABD-C.
Sauvignon), KF417612 (Teksas, ABD-Lenoir), JQ771955 (Oregon, ABD-P. Noir),
GU457404 (ABD-P. Noir), GU457402 (ABD-P. Noir), EU760776 (ABD-C.
Sauvignon), EF122997 (Fransa-Hamburg Misketi) ve Y14131 (italya) numarali

izolatlarla elde edilmistir.
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Cizelge 4.23 Diinyadaki GLRaV-2 izolatlari ile yerel izolatlarn HSP70h genine ait niikleotit ve

amino asit dizilerinin benzerlik oranlari.

B-21 . i-9 M-12 R-10
Manisa, Izmir, Manisa, Denizli,

bt Nos Lotasyon- G| (JUOo, | Koo | V| bt
NT AA NT AA NT AA NT AA

@) | @) | @) | ) | %) | %) | %) | %)

KF417616:Virjinya, ABD-C. Sauvignon | 99,63 | 98,89 | 100,00 | 100,00 | 99,63 | 100,00 | 99,26 | 97,78
KF417612:Teksas,ABD-Lenoir 99,63 | 98,89 | 100,00 | 100,00 | 99,63 | 100,00 | 99,26 | 97,78
JQ771955:0regon,ABD-P. Noir 99,63 | 98,89 | 100,00 | 100,00 | 99,63 | 100,00 | 99,26 | 97,78
GU457404:ABD-P. Noir 99,63 | 98,89 | 100,00 | 100,00 | 99,63 | 100,00 | 99,26 | 97,78
GU457402:ABD-P. Noir 99,63 | 98,89 | 100,00 | 100,00 | 99,63 | 100,00 | 99,26 | 97,78
EU760776:ABD-C. Sauvignon 99,63 | 98,89 | 100,00 | 100,00 | 99,63 | 100,00 | 99,26 | 97,78
EF122997:Fransa-H. Misketi 99,63 | 98,89 | 100,00 | 100,00 | 99,63 | 100,00 | 99,26 | 97,78
Y14131:ltalya 99,63 | 98,89 | 100,00 | 100,00 | 99,63 | 100,00 | 99,26 | 97,78
KF417620:Virjinya, ABD-Chardonnay 99,26 | 98,88 99,63 100,00 | 99,26 | 100,00 | 98,89 | 97,75
KF417623:Virjinya, ABD-Vidal Blanc 99,26 | 97,78 99,63 98,89 | 99,26 | 98,89 | 98,89 | 96,67
KF417617:Virjinya, ABD-Seyval Blanc | 99,26 | 98,89 99,63 100,00 | 99,26 | 100,00 | 98,89 | 97,78
HQ162301:Cin 99,26 | 97,78 99,63 98,89 | 99,26 | 98,89 | 98,89 | 96,67
EU760827:ABD-C. Sauvignon 99,26 | 97,78 99,63 98,89 | 99,26 | 98,89 | 98,89 | 96,67
EF123013:Fransa-Chaouch Rose 99,26 | 98,89 99,63 100,00 | 99,26 | 100,00 | 98,89 | 97,78
EF122996:Fransa-H. Misketi 98,89 | 96,67 99,26 97,78 | 98,89 | 97,78 | 98,52 | 95,56
EU760784:ABD-C. Sauvignon 98,15 | 96,67 98,52 97,78 | 98,15 | 97,78 | 97,78 | 95,56
HQ162306:Cin 98,14 | 98,88 98,51 100,00 | 98,14 | 100,00 | 97,77 | 97,75
EF123035:Fransa-Moscato 98,14 | 98,88 98,51 100,00 | 98,14 | 100,00 | 97,77 | 97,75
EF123031:Fransa-Arinto 97,77 | 97,75 98,14 98,88 | 97,77 | 98,88 | 97,40 | 96,63
HQ162303:Cin 97,41 97,78 97,78 98,89 97,41 | 98,89 97,04 | 96,67
EF123036:Fransa-Morrastel 97,40 | 96,63 97,77 97,75 | 97,40 | 97,75 | 97,03 | 9551
HQ162300:Cin 97,03 | 97,75 97,40 98,88 97,40 | 98,88 96,65 | 96,63
HQ162307:Cin 96,65 | 96,63 97,03 97,75 96,65 | 97,75 96,28 | 95,51
EF123018:Fransa-Cinsaut 88,72 93,18 89,10 94,32 88,72 | 94,32 88,35 | 92,05
KF417619:Virjinya,ABD-C. Sauvignon | 87,21 | 91,86 87,60 93,02 87,21 | 93,02 | 86,82 | 90,70
Y15890:italya 86,47 93,18 86,84 94,32 86,47 | 94,32 86,09 | 92,05
EU760791:ABD-C. Sauvignon 84,21 90,91 84,59 92,05 84,96 | 92,05 83,83 | 89,77
EU760795:ABD-C. Sauvignon 83,83 | 89,77 84,21 90,91 84,59 | 90,91 83,46 | 88,64
EU760793:ABD-C. Sauvignon 83,83 | 90,91 84,21 92,05 84,59 | 92,05 83,46 | 89,77
EU760802:ABD-C. Sauvignon 83,08 | 88,64 83,46 89,77 83,83 | 89,77 82,71 | 87,50

NT: Niikleotit AA: Amino asit

Amino asit diizeyinde ise en yiiksek benzerlik orani 1-9 numaral izolatin
niikleotit diizeyinde gostermis oldugu yiiksek benzerlik oranina sahip yukaridaki
izolatlara ek olarak, KF417620 (Virjinya, ABD-Chardonnay), KF417617 (Virjinya,
ABD-Seyval Blanc), EF123013 (Fransa-Chaouch Rose), HQ162306 (Cin) ve
EF123035 (Fransa-Moscato) numarah izolatlarla i-9 ile M-12 numarali izolatlar
arasinda %100 olarak elde edilmistir. Niikleotit (%82,71) ve amino asit (%87,50)
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diizeyinde en diisiik benzerlik orani ise EU760802 (ABD-C. Sauvignon) ile R-10

numarali izolat arasinda belirtilen oranlarda elde edilmistir.

Yerel GLRaV-2 izolatlartyla NCBI gen bankasindan alinan 30 referans
izolatin HSP70h genine ait niikleotit dizilerine iliskin filogenetik soy agaci Sekil
4.25’te amino asit dizilerine iliskin filogenetik soy agaci ise Sekil 4.26°da yer

almaktadir.

KF417620:Virjinya,ABD-Chardonnay

—— EF122996:Fransa-Hamburg Misketi
EU760776:ABD-Cabernet Sauvignon
JQ771955:0regon,ABD-Pinot Noir

|— @ B-21:Manisa, Turgutlu-Sultani Gekirdeksiz
KF417616:Virjinya,ABD-Cabernet Sauvignon
GU457404:ABD-Pinot Noir

— KF417623:Virjinya,ABD-Vidal Blanc
GU457402: ABD-Pinot Noir

Y14131:italya

—— © R-10:Denizli,Cal-Sultani Cekirdeksiz
KF417612:Teksas,ABD-Lenoir

— HQ162301:Cin
EF122997:Fransa-Hamburg Misketi

@ i-9:izmir,Kemalpasa-Alicante Bouschet
— EF123013:Fransa-Chaouch Rose

— © M-12:Manisa,Yuntdagi-Alphonse Lavallee

72 EU760784:ABD-Cabernet Sauvignon
— EU760827:ABD-Cabernet Sauvignon
T~ KF417617:Virjinya,ABD-Seyval Blanc
EF123036:Fransa-Morrastel

LE HQ162300:Cin

S EF123031:Fransa-Arinto
HQ162303:Cin
HQ162306:Gin
EF123035:Fransa-Moscato
HQ162307:Cin
EF123018:Fransa-Cinsaut

99

98

Y15890:italya
KF417619:Virjinya,ABD-Cabernet Sauvignon

— ‘ EU760791:ABD-Cabernet Sauvignon

99 EU760795:ABD-Cabernet Sauvignon
s EU760793:ABD-Cabernet Sauvignon
o EU760802:ABD-Cabernet Sauvignon

0.02

Sekil 4.25 Diinyadaki GLRaV-2 izolatlar1 ile yerel izolatlarin HSP70h genine ait niikleotit

dizilerinin filogenetik soy agaci.

Sekil 4.25 ve Sekil 4.26 incelendiginde, yerel izolatlarin tamammim birinci
grupta, KF417620 (Virjinya, ABD-Chardonnay) ve KF417617 (Virjinya, ABD-
Seyval Blanc) izolatlariyla sinirh olan alt grup iginde oldugu goriilmektedir.
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@ B-21:Manisa, Turgutlu-Sultani Gekirdeksiz
_|_— R-10:Denizli,Gal-Sultani Cekirdeksiz
KF417620:Virjinya,ABD-Chardonnay
GU457402:ABD-Pinot Noir
KF417616:Virjinya,ABD-Cabernet Sauvignon

M-12:Manisa, Yuntdagi-Alphonse Lavallee
GU457404:ABD-Pinot Noir
Y14131:ltalya

KF417623:Virjinya,ABD-Vidal Blanc
HQ162306:Cin
EF123035:Fransa-Moscato
EF123013:Fransa-Chaouch Rose

HQ162301:Cin

wo EF122996:Fransa-Hamburg Misketi
@ i-9:1zmir,Kemalpaga-Alicante Bouschet
JQ771955:0regon,ABD-Pinot Noir
r| EF122997:Fransa-Hamburg Misketi

HQ162303:Cin
KF417612:Teksas,ABD-Lenoir
EU760776:ABD-Cabernet Sauvignon
KF417617:Virjinya,ABD-Seyval Blanc

4|7 EU760784:ABD-Cabernet Sauvignon
EF123031:Fransa-Arinto

EF123036:Fransa-Morrastel
| EU760827:ABD-Cabermet Sauvignon

r HQ162300:Cin

— HQ162307:Cin

EF123018:Fransa-Cinsaut
KF417619:Virjinya, ABD-Cabernet Sauvignon

Y15890:Italya
.. | EU760791:ABD-Cabernet Sauvignon
EU760795:ABD-Cabernet Sauvignon

82 EU760793:ABD-Cabernet Sauvignon
. EU760802:ABD-Cabernet Sauvignon

0.008

Sekil 4.26 Diinyadaki GLRaV-2 izolatlar1 ile yerel izolatlarmm HSP70h genine ait amino asit

dizilerinin filogenetik soy agact.
4.5.3 GLRaV-3 ile ilgili sonug¢lar

C-29, 1-9, 1-23, O-8 ve U-6 numarali yerel GLRaV-3 izolatlarinin HSP70h
genine ait niikleotit ve amino asit dizilerine iliskin elde edilen benzerlik oranlari

Cizelge 4.24°te yer almaktadir.

Cizelge 4.24 incelendiginde genel olarak yerel izolatlarin niikleotit ve amino
asit agisindan %90°1n {izerinde yliksek bir benzerlige sahip oldugu goriilmektedir.
Niikleotit ve amino asit diizeyinde en yiiksek benzerlik oranmin (%100) I-9 ile U-
6 numarali izolat arasinda oldugu belirlenmistir. Niikleotit (%93,25) ve amino asit
(%97,55) diizeyinde en diisiik benzerlik ise C-29 ile 1-23 izolatlar1 arasinda

belirtilen oranlarda elde edilmistir.
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Cizelge 4.24 Yerel GLRaV-3 izolatlarinin HSP70h genine ait niikleotit ve amino asit dizilerinin

benzerlik oranlari.

C-29 i-9 i-23 0O-8
Manisa, Salihli | izmir, Kemalpasa | izmir, Menderes Denizli, Bekilli
izolat No: Lokasyon - S. Cekirdeksiz A. Bouschet Razaki S. Cekirdeksiz
Cesit Ad1 NT AA NT AA NT AA NT AA
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
C-29:Manisa,Salihli-
S.Cekirdeksiz
[-9:1zmir,Kemalpasa-
A.Bouschet 93,87 98,16
1-23:1zmir,Menderes- 93.25 97,55 99.18 99.39
Razaki
0-8:Denizli,Bekilli-
S.Cekirdeksiz 99,80 99,39 94,07 98,77 93,46 98,16
g};f;}fsakﬁsme' 9387 | 9816 | 100,00 | 10000 | 9918 | 9939 | 9407 | 9877

NT: Niikleotit AA: Amino asit

Yerel GLRaV-3 izolatlarmin HSP70h genine ait niikleotit dizilerine iliskin
filogenetik soy agaci Sekil 4.27°de amino asit dizilerine iliskin filogenetik soy agaci
ise Sekil 4.28°de yer almaktadir.

u-_| 1-9:1zmir,Kemalpasa-Alicante Bouschet
U-6:Usak,Esme-Syrah

@ i-23:izmir,Menderes-Razaki
,—. C-29:Manisa, Salihli-Sultani Cekirdeksiz
100I 0-8:Denizli,Bekilli-Sultani Cekirdeksiz

0.005

Sekil 4.27 Yerel GLRaV-3 izolatlarmin HSP70h genine ait niikleotit dizilerinin filogenetik soy

agacl.

Sekil 4.27 ve Sekil 4.28 incelendiginde 1-9, U-6 ve i-23 numarali izolatlarin
birinci grupta, C-29 ve O-8 numarali izolatlarin ise ikinci grupta yer aldigi

goriilmektedir.

@ i-23:izmir,Menderes-Razaki
' U-6:Usak,Esme-Syrah
|-9:1zmir,Kemalpaga-Alicante Bouschet
l—‘ C-29:Manisa,Salihli-Sultani Cekirdeksiz
90 0-8:Denizli,Bekilli-Sultani Cekirdeksiz

A
0.002

Sekil 4.28 Yerel GLRaV-3 izolatlarnm HSP70h genine ait amino asit dizilerinin filogenetik soy

agacl.
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Yerel GLRaV-3 izolatlartyla NCBI gen bankasindan alinan 30 referans
izolatin HSP70h genine ait niikkleotit ve amino asit dizilerine iliskin elde edilen
benzerlik oranlar1 Cizelge 4.25’te yer almaktadir.

Cizelge 4.25 Diinyadaki GLRaV-3 izolatlari ile yerel izolatlarn HSP70h genine ait niikleotit ve

amino asit dizilerinin benzerlik oranlari.

C-29 i-9 i-23 0-8 U-6
Manisa,Salihli izmir,Kemalpasa | izmir,Menderes Denizli,Bekilli Usak,Esme
izolat No: Lokasyon — S. Cekirdeksiz A. Bouschet Razaki S. Cekirdeksiz Syrah
Coit Ad: Y NT AA NT AA NT AA NT AA NT AA
i (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
KF417606:ABD- 100,00 | 100,00 | 9387 | 9816 | 9325 | 97,55 | 99,80 | 9939 | 9387 | 9816
Chardonnay
KC953919:Ispanya- 100,00 | 100,00 | 9364 | 9803 | 9298 | 97,37 | 9978 | 9934 | 9364 | 98,03
Tempranillo

FJ195747: ABD-Riesling 100,00 | 100,00 | 9460 | 97,89 | 93,90 | 97,18 | 99,77 | 99,30 | 94,60 | 97,89
JX282319:Hindistan- 99,80 | 99,39 | 9407 | 9877 | 9346 | 9816 | 100,00 | 100,00 | 94,07 | 9877
Sharad Seedless
KF417601:Virginia, ABD- 99,80 | 99,39 | 94,07 | 9877 | 9346 | 9816 | 100,00 | 100,00 | 9407 | 9877
Traminette

KC953927:Ispanya-Mencia__| 99,78 | 99,34 | 93,86 | 98,68 | 93,20 | 98,03 | 100,00 | 100,00 | 93,86 | 98,68
FIBB3768:ABD- 9977 | 99,30 | 9437 | 97,18 | 9366 | 9648 | 99,53 | 9850 | 9437 | 97,18
Chardonnay:Unlubit
KF417600:Virginia, ABD-

99,59 99,39 93,87 98,77 93,25 98,16 99,80 | 100,00 | 93,87 98,77

Vidal Blanc

6Q352632:Gliney Afrika- 9959 | 99,39 | 9387 | 9877 | 9325 | 9816 | 99,80 | 100,00 | 9387 | 9877
Ruby Cabernet

FJ883764:ABD-Chardonnay | 99,30 | 99,30 | 94.60 | 9850 | 93,90 | 97,89 | 99,53 | 100,00 | 94,60 | 98,59
AJ748516:Suriye 99,18 | 99,39 | 93,25 | 9755 | 9264 | 96,03 | 98,98 | 98,77 | 9325 | 97,55
GQ344818:ABD-Merlot 98,76 | 98,12 | 92,53 | 96,25 | 91,91 | 9562 | 98,55 | 97,50 | 9253 | 96,25
HM245755:Merkez, Manisa | 97,64 | 9504 | 91,04 | 92,01 | 90,80 | 92,91 | 97,41 | 9433 | 91,04 | 92,01
AJ748510:Avusturya 97,55 | 99,39 | 96,32 | 98,77 | 9571 | 9816 | 97,34 | 98,77 | 9632 | 98,77
HM636875:Sili-Perlette 96,11 | 98,77 | 97,75 | 99,39 | 97,14 | 98,77 | 96,32 | 99,39 | 97,75 | 99,39

KC933917:Ispanya- 9516 | 9801 | 98,68 | 100,00 | 98,02 | 9934 | 9538 | 9868 | 98,68 | 100,00
Brancellao

K(C953914:Ispanya-Albarino 94,52 98,03 99,12 100,00 | 98,46 99,34 94,74 98,68 99,12 100,00
AJ748511:Avusturya 94,27 98,16 99,59 100,00 | 98,98 99,39 94,48 98,77 99,59 100,00

GQ344810:ABD-
Chardonnay 9419 | 9812 | 9606 | 9875 | 9544 | 9812 | 9398 | 9750 | 96,06 | 98,75
gn‘;zsgsze:v"g'“'a' ABD- 1 9403 | 9815 | 100,00 | 100,00 | 99,79 | 100,00 | 9424 | 9877 | 100,00 | 100,00
X559645:Kanada 94,03 | 98,15 | 100,00 | 100,00 | 99,79 | 100,00 | 94,24 | 9877 | 100,00 | 100,00
HM636873:Sili-Red Glabe 94,03 | 98,15 | 100,00 | 100,00 | 99,79 | 100,00 | 94,24 | 98,77 | 100,00 | 100,00
DQ780890:ABD 94,03 | 98,15 | 100,00 | 100,00 | 99,79 | 100,00 | 94,24 | 9877 | 100,00 | 100,00
AJ748515:Suriye 94,03 | 98,15 | 100,00 | 100,00 | 99,79 | 100,00 | 94,24 | 9877 | 100,00 | 100,00
GQ344827:ABD- 9395 | 98,11 | 100,00 | 100,00 | 99,79 | 100,00 | 94,15 | 9874 | 100,00 | 100,00
C. Sauvignon

GQ344817:ABD-Merlot 93,95 | 98,11 | 100,00 | 100,00 | 99,79 | 100,00 | 94,15 | 98,74 | 100,00 | 100,00
HM636879:Sili- 93,83 | 9815 | 99,79 | 100,00 | 99,59 | 100,00 | 94,03 | 9877 | 99,79 | 100,00
Crimson Seedless

KF029729:Polonya 9342 | 98,15 | 99,38 | 100,00 | 99,18 | 100,00 | 93,62 | 98,77 | 99,38 | 100,00
AF037268:ABD 92,80 | 96,30 | 98,77 | 9815 | 9856 | 9815 | 93,00 | 9691 | 9877 | 9815

K(C953936:Ispanya-Mencia 93,64 98,03 100,00 | 100,00 | 99,12 99,34 93,86 98,68 100,00 | 100,00

NT: Niikleotit AA: Amino asit

Cizelge 4.25 incelendiginde genel olarak yerel GLRaV-3 izolatlarinin diinya
izolatlariyla niikleotit diizeyinde %90,80 ile %100 arasinda, amino asit diizeyinde
ise %92,91 ile %100 arasinda yiiksek bir benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

C-29 numarali izolat igin niikleotit ve amino asit diizeyinde en yiiksek
benzerlik oranmin KF417606 (ABD-Chardonnay), KC953919 (ispanya-
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Tempranillo) ve FJ195747 (ABD-Riesling) numarali izolatlarla %100 oldugu

belirlenmistir.

I-9 ve U-6 numaral izolatlar igin ise KF417602 (Virjinya, ABD-Sangiovese),
JX559645 (Kanada), HM636873 (Sili-Red Globe), DQ780890 (ABD), AJ748515
(Suriye), GQ344827 (ABD-C. Sauvignon), GQ344817 (ABD-Merlot) ve
KC953936 (ispanya-Mencia) numarali izolatlarla niikleotit ve amino asit
diizeyindeki bezerlik oranlarmmn %100 oldugu tespit edilmistir. I-9 ve U-6 numarali
izolatlarin niikleotit ve amino asit diizeyinde %100 benzerlik gosterdigi yukaridaki
izolatlara ek olarak KC953917 (Ispanya-Brancellao), KC953914 (Ispanya-
Albarino), AJ748511 (Avusturya), HM636879 (Sili-Crimson Seedless) ve
KF029729 (Polonya) izolatlariyla amino asit diizeyinde %100 benzerlik gosterdigi

belirlenmistir.

0O-8 numarali izolat i¢in ise JX282319 (Hindistan-Sharad Seedless),
KF417601 (Virjinya, ABD-Traminette) ve KC953927 (ispanya-Mencia) numarali
izolatlarla niikleotit ve amino asit benzerliklerinin %100 oldugu belirlenmistir. O-
8 numarali izolatin niikkleotit ve amino asit diizeyinde %100 benzerlik gosterdigi
yukaridaki izolatlara ek olarak KF417600 (Virjinya, ABD-Vidal Blanc),
GQ352632 (Giiney Afrika-Ruby Cabernet) ve FJ883764 (ABD, Chardonnay)
izolatlartyla amino asit diizeyinde %100 benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

[-23 numarali izolatin ise KF417602 (Virjinya, ABD-Sangiovese), JX559645
(Kanada), HM636873 (Sili-Red Globe), DQ780890 (ABD), AJ748515 (Suriye),
GQ344827 (ABD-C. Sauvignon), GQ344817 (ABD-Merlot), HM636879 (Sili-
Crimson Seedless) ve KF029729 (Polonya) numarali izolatlarla amino asit
diizeyinde %100 benzerlik gosterdigi belirlenmigtir.

Niikleotit (%90,80) ve amino asit (%92,91) diizeyindeki en diisiik benzerlik
oranlar1 ise 1-23 numarali izolat ile HM245755 (Manisa, Merkez) numarali izolat
arasinda belirtilen oranlarda tespit edilmistir. Ayrica i-9 ve U-6 numaral izolatlar
da HM245755 (Manisa, Merkez) numaral izolatla amino asit diizeyinde %92,91

ile en diisiik benzerlik oranini géstermislerdir.

Yerel GLRaV-3 izolatlartyla NCBI gen bankasindan alinan 30 referans
izolatin HSP70h genine ait niikleotit dizilerine iliskin filogenetik soy agact Sekil
4.29°da amino asit dizilerine iligkin filogenetik soy agaci ise Sekil 4.30°da yer

almaktadir.
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AF037268:ABD
|-9:izmir,Kemalpasa-Alicante Bouschet
GQ344817:ABD-Merlot
AJ748515:Suriye
AJ748511:Awsturya
DQ780890:ABD
|— @ i-23:izmir,Menderes-Razaki
“H HM636873:Sili-Red Globe
— KF029729:Polonya
JX559645:Kanada
— HM636879:Sili-Crimson Seedless
90 | | KF417602:Virjinya,ABD-Sangiovese
GQ344827:ABD-Cabernet Sauvignon
KC953936:Ispanya-Mencia
U-6:Usak,Esme-Syrah
KC953917:Ispanya-Brancellao
“-I_KC953914:ispanya-AIbarino
HM636875:Sili-Perlette
GQ344810:ABD-Chardonnay

100

AJ748510:Awsturya

FJ883764:ABD-Chardonnay

— KF417600:Virjinya, ABD-Vidal Blanc

— GQ352632:Gliney Afrika-Ruby Cabernet
0O-8:Denizli,Bekilli-Sultani Cekirdeksiz

KC953927:Ispanya-Mencia

KF417601:Virjinya, ABD-Traminette

JX282319:Hindistan-Sharad Seedless

KF417606:ABD-Chardonnay

L1 KC953919:ispanya-Tempranillo

FJ195747:ABD-Riesling

@ C-29:Manisa,Salihli-Sultani Gekirdeksiz
FJ883768: ABD-Chardonnay:Unlubit

HM245755:Merkez,Manisa

AJ748516:Suriye
83 GQ344818:ABD-Merlot

—
0.005

Sekil 4.29 Diinyadaki GLRaV-3 izolatlar1 ile yerel izolatlarin HSP70h genine ait niikleotit

dizilerinin filogenetik soy agaci.

Sekil 4.29 incelendiginde 1-9, 1-23 ve U-6 numarali izolatlarin birinci grup
icerisinde AF037268 (ABD) ve HM636875 (Sili-Perlette) izolatlar1 ile smirli olan
alt grup icerisinde yer aldigi O-8 ve C-29 numarali izolatlarin ise ikinci grupta
FJ883764 (ABD-Chardonnay) ve GQ344818 (ABD-Merlot) izolatlariyla simirlt
olan alt grup i¢inde yer aldig1 goriilmektedir.
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AF037268:ABD

U-6:Usak,Esme-Syrah
@ 1-23:1zmir,Menderes-Razaki
1-9:1zmir,Kemalpasa-Alicante Bouschet
KC953936:ispanya-Mencia
GQ344817:ABD-Merlot
GQ344827:ABD-Cabernet Sauvignon
AJ748515:Suriye
— DQ780890:ABD
HM636873:Sili-Red Globe
KF417602:Virjinya,ABD-Sangiovese
AJ748511:Awusturya
KC953914:ispanya-Albarino
KC953917:ispanya-Brancellao
JX559645:Kanada
HM636879:Sili-Crimson Seedless

KF029729:Polonya
GQ344810:ABD-Chardonnay

HM636875:Sili-Perlette
JX282319:Hindistan-Sharad Seedless
KF417601:Virjinya,ABD-Traminette
KC953927:Ispanya-Mencia
KF417600:Virjinya,ABD-Vidal Blanc
GQ352632:Gliney Afrika-Ruby Cabernet
FJ883764:ABD-Chardonnay

0O-8:Denizli,Bekilli-Sultani Cekirdeksiz
— AJ748510:Awsturya
KF417606:ABD-Chardonnay

KC953919:Ispanya-Tempranillo
@ C29:Manisa,Salihli-Sultani Cekirdeksiz
FJ883768:ABD-Chardonnay: Unlubit

GQ344818:ABD-Merlot

FJ195747:ABD-Riesling
AJ748516:Suriye

HM245755:Merkez Manisa

0.01

Sekil 4.30 Diinyadaki GLRaV-3 izolatlar1 ile yerel izolatlarm HSP70h genine ait amino asit

dizilerinin filogenetik soy agact.

Sekil 4.30 incelendiginde tiim yerel izolatlarin birinci grup icerisinde

AF037268 (ABD) ve FJ195747 (ABD-Riesling) izolatlariyla sl olan alt grup
icerisinde yer aldigi, HM245755 (Merkez, Manisa) izolatmin ise ikinci grupta

bulundugu goriilmektedir.
4.5.4 GLRaV-4 ile ilgili sonuglar

C-31, i-1 ve R-73 numarali yerel GLRaV-4 izolatlarmmn HSP70h genine ait
niikleotit ve amino asit dizilerine iliskin elde edilen benzerlik oranlar1 Cizelge
4.26°da yer almaktadir.
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Cizelge 4.26 Yerel GLRaV-4 izolatlarinin HSP70h genine ait niikleotit ve amino asit dizilerinin

benzerlik oranlari.

C-31 i1
. . Manisa,Salihli izmir,Kemalpasa
Izolat No: Lokasyon - Cesit Adt S. Cekirdeksiz S. Cekirdeksiz

NT (%) | AA(%) | NT (%) | AA (%)

C-31:Manisa,Salihli-Sultani Cekirdeksiz
I-1:1zmir,Kemalpasa-Sultani Cekirdeksiz 94,98 98,11
R-73:Denizli,Cal-Sultani Cekirdeksiz 95,92 98,11 94,67 98,11

NT: Niikleotit AA: Amino asit

Cizelge 4.26 incelendiginde genel olarak yerel izolatlarin niikleotit ve amino
asit agisindan %90’1n {izerinde yliksek bir benzerlige sahip oldugu goriilmektedir.
Niikleotit (%95,92) ve amino asit (%98,11) diizeyinde en yiiksek benzerlik orani
C-31 ile R-73 numarali izolatlar arasinda belirtilen oranlarda tespit edilirken diger
tiim izolatlar da birbirleriyle amino asit diizeyinde %98,11°lik benzerlik oranini
gostermistir. Niikleotit diizeyindeki en diisiik benzerlik orani ise I-1 ve R-73

numarali izolatlar arasinda %94,67 olarak tespit edilmistir.

Yerel GLRaV-4 izolatlarmin HSP70h genine ait niikleotit dizilerine iliskin
filogenetik soy agaci Sekil 4.31’de amino asit dizilerine iliskin filogenetik soy agaci1
ise Sekil 4.32°de yer almaktadir.

@ C-31:Manisa,Salihli-Sultani Cekirdeksiz
@ R-73:Denizli,Gal-Sultani Gekirdeksiz

I-1:Izmir,Kemalpasa-Sultani Gekirdeksiz

0.005

Sekil 4.31 Yerel GLRaV-4 izolatlarmin HSP70h genine ait niikleotit dizilerinin filogenetik soy

agacl.

@ C-31:Manisa,Salihli-Sultani Cekirdeksiz
@ R-73:Denizli,Cal-Sultani Cekirdeksiz

I-1:1zmir,Kemalpasa-Sultani Cekirdeksiz

0.002

Sekil 4.32 Yerel GLRaV-4 izolatlarinin HSP70h genine ait amino asit dizilerinin filogenetik soy

agacl.
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Sekil 4.31 ve Sekil 4.32 incelendiginde C-31 ve R-73 numaral izolatlarin
birinci grupta yer aldigi I-1 numarali izolatin ise ikinci grupta yer aldigi

goriilmektedir.

Yerel GLRaV-4 izolatlartyla NCBI gen bankasindan alinan 14 referans
izolatin HSP70h genine ait niikkleotit ve amino asit dizilerine iliskin elde edilen
benzerlik oranlar1 Cizelge 4.27°da yer almaktadir.

Cizelge 4.27 Diinyadaki GLRaV-4 izolatlari ile yerel izolatlarmn HSP70h genine ait niikleotit ve

amino asit dizilerinin benzerlik oranlari.

C-31 i-1 R-73

Manisa, Salihli | izmir, Kemalpasa Denizli, Cal
izolat No: Lokasyon - Cesit Ad S. Cekirdeksiz S. Cekirdeksiz S. Cekirdeksiz

NT AA NT AA NT AA

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
JN226663:Cin-Autumn Royal 97,87 | 100,00 | 97,16 100,00 | 97,87 | 97,87
IN226662:Cin-Autumn Royal 97,22 | 100,00 | 96,53 100,00 | 97,22 | 97,92
GQ849394:Cin-Autumn Royal 96,20 | 100,00 | 96,20 100,00 | 97,34 | 98,85
FJ467503:ABD 95,91 99,06 95,91 99,06 96,86 | 99,06
AF039553:ABD 95,91 99,06 95,91 99,06 96,86 | 99,06
GU735409:ispanya,BalearicAdalari-Gorgollosa | 96,41 | 100,00 95,38 100,00 95,90 98,46
KC202814:Brezilya-Ruby Cabernet 95,36 98,00 95,36 99,00 96,36 98,00
GQ246624:Cin-Autumn Royal 95,91 98,11 95,28 98,11 96,86 | 98,11
EU746619:Sili-Thompson Seedless 95,91 99,06 95,28 99,06 96,86 99,06
KC202815:Brezilya-Merlot 95,03 98,00 95,03 99,00 96,03 | 98,00
EU746618:Sili-Thompson Seedless 95,57 99,05 94,94 99,05 97,15 99,05
KC113198:ABD,Benton County-Concord 90,07 89,36 92,20 89,36 90,07 89,36
AM162280:Israil 89,44 89,36 91,55 89,36 89,44 | 89,36
DQ325516:Tiirkiye 89,94 93,40 88,68 93,40 89,62 | 94,34

NT: Niikleotit AA: Amino asit

Cizelge 4.27 incelendiginde genel olarak yerel GLRaV-4 izolatlarinin diinya
izolatlartyla niikleotit diizeyinde %88,68 ile %97,87 arasinda, amino asit diizeyinde
ise %89,36 ile %100 arasinda bir benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

Niikleotit diizeyinde en yiiksek benzerlik oran1 C-31 ve R-73 ile JN226663
(Cin-Autumn Royal) izolatlar1 arasinda %97,87 olarak tespit edilmistir. Amino asit
diizeyinde ise en yiiksek benzerlik oran1 C-31 ve i-1 ile IN226663 (Cin-Autumn
Royal), JN226662 (Cin-Autumn Royal), GQ849394 (Cin-Autumn Royal) ve
GU735409 (Ispanya, Balearic Adalar1-Gorgollasa) izolatlar1 arasmda %100 olarak
belirlenmistir. Niikleotit diizeyinde en diisiik benzerlik orani ise 1-1 ile DQ325516
(Tirkiye) izolat1 arasinda %88,68 olarak belirlenirken amino asit diizeyinde en
diisiik benzerlik oram1 C-31, I-1 ve R-73 ile KC113198 (ABD, Benton County-
Concord) ve AM 162280 (Israil) izolatlar1 arasmda %89,36 olarak belirlenmistir.
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Yerel GLRaV-4 izolatlartyla NCBI gen bankasindan alinan 14 referans
izolatin HSP70h genine ait niikleotit dizilerine iliskin filogenetik soy agac1 Sekil
4.33’te amino asit dizilerine iliskin filogenetik soy agaci ise Sekil 4.34’te yer
almaktadir.

_ 1IN226663:Cin-Autumn Royal
JN226662:Cin-Autumn Royal
KC202814:Brezilya-Ruby Cabernet
KC202815:Brezilya-Merlot
EU746619:Sili-Thompson Seedless
GQ849394:Cin-Autumn Royal
GQ246624:Cin-Autumn Royal
EU746618:Sili-Thompson Seedless

70

GU735409:ispanya,Balearic Adalar-Gorgollosa
@ C-31:Manisa,Salihli-Sultani Cekirdeksiz
@ R-73:Denizli,Gal-Sultani Gekirdeksiz

FJ467503:ABD

AF039553:ABD

i-1:izmir,Kemalpasa-Sultani Gekirdeksiz

l AM162280:israil

100 KC113198:ABD,Benton County-Concord
86 DQ325516: Tirkiye

0.01

Sekil 4.33 Diinyadaki GLRaV-4 izolatlar1 ile yerel izolatlarin HSP70h genine ait niikleotit

dizilerinin filogenetik soy agact.

Sekil 4.33 incelendiginde yerel izolatlarin tiimiiniin birinci grupta yer aldigi
goriilmektedir. Yerel izolatlardan C-31 ve R-73, IN226663 (Cin-Autumn Royal) ve
AF039553 (ABD) izolatlartyla smirlanmis alt grup igerisinde yer alirken I-1

numarali izolatin bu alt gruptan ayr1 bir alt grupta yer aldig1 goriilmektedir.

w KC202814:Brezilya-Ruby Cabernet

— KC202815:Brezilya-Merlot

I-1:izmir,Kemalpaga-Sultani Gekirdeksiz
@ C-31:Manisa,Salihli-Sultani Gekirdeksiz
EU746619:Sili-Thompson Seedless
GQ246624:Cin-Autumn Royal
70| AF039553:ABD
GQ849394:Cin-Autumn Royal
JN226663:Cin-Autumn Royal
JN226662:Cin-Autumn Royal
FJ467503:ABD
GU735409:ispanya,Balearic Adalar-Gorgollosa
EU746618:Sili-Thompson Seedless
4@ R-73:Denizli,Gal-Sultani Gekirdeksiz

KC113198:ABD Benton County-Concord

‘ AM162280:israil
| DQ325516: Turkiye

0.02

Sekil 4.34 Diinyadaki GLRaV-4 izolatlar1 ile yerel izolatlarm HSP70h genine ait amino asit

dizilerinin filogenetik soy agaci.
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Sekil 4.34 incelendiginde yerel izolatlarin tiimiiniin birinci grupta yer aldig1
goriilmektedir. Yerel izolatlardan 1-1 ve C-31, KC202814 (Brezilya-Ruby
Cabernet) ve EU746618 (Sili-Thompson Seedless) izolatlariyla sinirlanmis alt grup
icerisinde yer alwrken R-73 numarali izolatin farkli bir alt grupta yer aldigi

gorilmektedir.
4.5.5 GLRaV-5 ile ilgili sonuglar

P-4 numarali GLRaV-5 izolatryla NCBI gen bankasindan alinan 14 referans
izolatin HSP70h genine ait niikkleotit ve amino asit dizilerine iliskin elde edilen

benzerlik oranlar1 Cizelge 4.28’de yer almaktadir.

Cizelge 4.28 Diinyadaki GLRaV-5 izolatlari ile P-4 numarali izolatin HSP70h genine ait niikleotit

ve amino asit dizilerinin benzerlik oranlari.

izolat No: Lokasyon - Cesit Adi P-4:Denizli, Tavas-Razaki
NT (%) AA (%)
HM208622:Ispanya-Estaladina 97,53 96,30
HM?208616:Ispanya-Mandon 97,53 96,30
JX559639:Kanada 96,30 98,89
AF039552:ABD 96,30 98,89
HM?208620:Ispanya, Balearic Adalari-Galop Negre 96,30 96,30
AF233934:ABD 95,93 98,89
FR822696:Fransa, Colmar-White Emperor 95,56 98,89
JX513893:Kanada 95,19 97,78
JQ821314:Brezilya-Cardinal 95,19 98,89
HM208618:ispanya, La Rioja-Tempranillo 95,06 92,59
KM252726:italya-Sangiovese 95,02 97,26
IN226661:Cin-Hamburg Misketi 94,12 97,06
IN226660:Cin-Hamburg Misketi 94,12 97,06
EUB15935:Arjantin-Red Globe 82,38 87,36

NT: Niikleotit AA: Amino asit

Cizelge 4.28 incelendiginde P-4 numarali izolatin diinya izolatlariyla
niikleotit diizeyinde %82,38 ile %97,53 arasinda amino asit diizeyinde ise %87,36
ile %98,89 arasinda benzerlik gosterdigi goriilmektedir. P-4 numarali izolatin
niikleotit diizeyinde en yiiksek benzerligi HM208622 (ispanya-Estaladina) ve
HM208616 (ispanya-Mandon) izolatlariyla %97,53 oraninda gdsterdigi
belirlenmistir. Amino asit diizeyinde ise P-4 numarali izolatin JX559639 (Kanada),
AF039552 (ABD), AF233934 (ABD), FR822696 (Fransa, Colmar-White Emperor)
ve JQ821314 (Brezilya-Cardinal) numarali izolatlarla %98,89 oraninda benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Niikleotit (%82,38) ve amino asit (%87,36) diizeyinde
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en diistiik benzerlik oran1 ise EU815935 (Arjantin-Red Globe) izolati ile belirtilen

oranlarda elde edilmistir.

P-4 numarali GLRaV-5 izolatiyla NCBI gen bankasindan alinan 14 referans
izolatin HSP70h genine ait niikleotit dizilerine iliskin filogenetik soy agaci Sekil
4.35’te amino asit dizilerine iliskin filogenetik soy agaci ise Sekil 4.36°da yer

almaktadir.

AF233934:ABD

KM252726:Italya-Sangiovese
AF039552:ABD
o2 FR822696:Fransa,Colmar-White Emperor
JIX5659639:Kanada
HM208622:Ispanya-Estaladina
@ P-4:Denizli, Tavas-Razaki
HM208620:Ispanya,Balearic Adalari-Calop Negre

<3 JQ821314:Brezilya-Cardinal
HM208616:Ispanya-Mandon
HM208618:Ispanya,La Rioja-Tempranillo
| JN226661:Cin-Hamburg Misketi

781 JN226660:Cin-Hamburg Misketi

JX513893:Kanada

EUB15935:Arjantin-Red Globe

0.02

Sekil 4.35 Diinyadaki GLRaV-5 izolatlari ile P-4 numarali izolatin HSP70h genine ait niikleotit

dizilerinin filogenetik soy agact.

Sekil 4.35 incelendiginde P-4 numarali izolatin birinci grup iginde AF233934
(ABD) ile HM208618 (ispanya, La Rioja-Tempranillo) izolatlartyla smirlanmas alt

grup igerisinde yer aldig1 goriilmektedir.

r HM208620:Ispanya Balearic Adalar-Calop Negre
{0 P-4:Denizli, Tavas-Razaki
JIN226660:Cin-Hamburg Misketi
AF039552:ABD
HM208622:ispanya-Estaladina
JX559639:Kanada

KM252726:italya-Sangiovese
JN226661:Cin-Hamburg Misketi
HM208616:Ispanya-Mandon

AF233934:ABD

3 FR822696:Fransa, Colmar-White Emperor

JQ821314:Brezilya-Cardinal

HM208618:ispanya,La Rioja-Tempranillo

JX513893:Kanada

EU815935: Arjantin-Red Globe

Sekil 4.36 Diinyadaki GLRaV-5 izolatlari ile P-4 numarali izolatin HSP70h genine ait amino asit

dizilerinin filogenetik soy agaci.
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Sekil 4.36 incelendiginde P-4 numarali izolatin birinci grup igerisinde,
HM208620 (Ispanya, Balearic Adalari-Calop Negre) ile JQ821314 (Brezilya-

Cardinal) numaral1 izolatlarla sinirlanmis alt grupta yer aldig1 goriilmektedir.
4.5.6 GLRaV-Pr ile ilgili sonugclar
C-31, D-12, i-37, O-8 ve R-23 numarali yerel GLRaV-Pr izolatlarinin

HSP70h genine ait niikleotit ve amino asit dizilerine iliskin elde edilen benzerlik
oranlar1 Cizelge 4.29°da yer almaktadir.

Cizelge 4.29 Yerel GLRaV-Pr izolatlarinin HSP70h genine ait niikleotit ve amino asit dizilerinin

benzerlik oranlar1.

C-31 D-12 i-37 0-8
izolat No: Lokasyon — Manisa, Salihli Manisa, Alasehir izmir, Menemen Denizli, Bekilli
Ce.sit Ads S. Cekirdeksiz S. Cekirdeksiz S. Cekirdeksiz S. Cekirdeksiz
NT AA NT AA NT AA NT AA
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
C-31:Manisa, Salihli-
S. Cekirdeksiz
D-12:Manisa, Alasehir- 93,80 96.25

S. Cekirdeksiz
[-37:1zmir, Menemen-
S. Cekirdeksiz
0O-8:Denizli, Bekilli-
S. Cekirdeksiz
R-23:Denizli, Cal-

S. Cekirdeksiz

94,63 96,25 95,04 97,50

93,80 97,50 95,87 98,75 95,87 98,75

99,17 98,75 92,98 95,00 94,63 95,00 93,80 96,25

NT: Niikleotit AA: Amino asit

Cizelge 4.29 incelendiginde yerel GLRaV-Pr izolatlarinin niikleotit
diizeyinde %92,98 ile %99,17 arasinda, amino asit diizeyinde ise %95,00 ile

%98,75 arasinda yiiksek bir benzerlik oranma sahip oldugu goriilmektedir.

Niikleotit (%99,17) ve amino asit (%98,75) diizeyinde en yiiksek benzerlik
orant C-31 ile R-23 numarali izolatlar arasinda belirtilen oranlarda tespit edilirken
D-12 ile O-8 ve 1-37 ile O-8 numaral izolatlar arasinda da amino asit diizeyinde
%98,75°lik yiiksek bir benzerlik orani belirlenmistir. Niikleotit (%92,98) ve amino
asit (%95,00) diizeyinde en diisiik benzerlik orani ise D-12 ile R-23 numarali
izolatlar arasinda belirtilen oranlarda tespit edilirken 1-37 ile R-23 numarali
izolatlar arasinda da amino asit diizeyinde %95,00’lik bir benzerlik orani tespit

edilmistir.

Yerel GLRaV-Pr izolatlarinin HSP70h genine ait niikleotit dizilerine iliskin
filogenetik soy agaci Sekil 4.37°de amino asit dizilerine iliskin filogenetik soy agac1
ise Sekil 4.38’de yer almaktadur.
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72 D-12:Manisa,Alasehir-Sultani Cekirdeksiz
@ 0-8:Denizli,Bekilli-Sultani Gekirdeksiz

@ 1-37:izmir,Menemen-Sultani Gekirdeksiz

— @ C-31:Manisa,Salihli-Sultani Cekirdeksiz
100 S R-23:Denizli,Gal-Sultani Cekirdeksiz

0.005

Sekil 4.37 Yerel GLRaV-Pr izolatlarmm HSP70h genine ait niikleotit dizilerinin filogenetik soy

agaci.

Sekil 4.37 incelendiginde D-12, O-8 ve 1-37 numarali izolatlarin birinci
grupta yer aldigi, birinci grupta yer alan 1-37 numarali izolatin diger iki izolattan
ayrilarak farkli bir alt grupta yer aldigi, C-31 ve R-23 numarali izolatlarm ise iKinci
grupta yer aldig1 goriilmektedir.

J—— © D-12:Manisa,Alasehir-Sultani Gekirdeksiz
91— @ i-37:izmir, Menemen-Sultani Cekirdeksiz
@ 0-8:Denizli,Bekilli-Sultani Gekirdeksiz

@ C-31:Manisa,Salihli-Sultani Gekirdeksiz
R-23:Denizli,Cal-Sultani Cekirdeksiz

0.005

Sekil 4.38 Yerel GLRaV-Pr izolatlarinin HSP70h genine ait amino asit dizilerinin filogenetik soy

agacl.

Sekil 4.38 incelendiginde D-12, 1-37 ve O-8 numarali izolatlarin birinci
grupta yer aldigi, birinci grupta yer alan O-8 numarali izolatin diger iki izolattan
ayrilarak farkli bir alt grupta yer aldigi, C-31 ve R-23 numarali izolatlarm ise ikinci
grupta yer aldig1 goriilmektedir.

Yerel GLRaV-Pr izolatlariyla NCBI gen bankasindan alinan dort referans
izolatin HSP70h genine ait niikleotit ve amino asit dizilerine iliskin elde edilen
benzerlik oranlar1 Cizelge 4.30°da yer almaktadir.

Cizelge 4.30 incelendiginde genel olarak yerel GLRaV-Pr izolatlarmin diinya
izolatlariyla niikleotit diizeyinde %90,08 ile %95,04 arasinda, amino asit diizeyinde
ise %95,00 ile %100 arasinda yiiksek bir benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

Niikleotit (%95,04) ve amino asit (%100) diizeyinde en yiiksek benzerlik
oran1 C-31 numarali izolatla AM745347 (Yunanistan-Prevezianiko) numarali izolat

arasinda belirtilen oranlarda tespit edilmistir.
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Cizelge 4.30 Diinyadaki GLRaV-Pr izolatlar1 ile yerel izolatlarin HSP70h genine ait niikleotit ve

amino asit dizilerinin benzerlik oranlari.

C-31 D-12 i-37 0O-8 R-23
Manisa,Salihli | Manisa,Alasehir |izmir,Menemen | Denizli,Bekilli Denizli,Cal
izolat No: Lokasyon - S. Cekirdeksiz S. Cekirdeksiz S. Cekirdeksiz | S. Cekirdeksiz | S. Cekirdeksiz
Cesit Adr NT AA NT AA NT AA NT AA NT AA

o) | (%) (%) ) | B) | () | (%) | (%) | () | (%)
95,04 | 100,00 | 93,80 | 9625 | 92,98 | 96,25 | 93,80 | 97,50 | 94,21 | 98,75

AM745347:Yunanistan-
Prevezianiko
AM745348:Yunanistan-

92,98 | 96,25 92,98 97,50 | 91,74 | 95,00 | 93,39 | 96,25 | 92,15 | 95,00

Mantilaria
AMI182328:Yunanistan- | o, 15 | 9595 | 9215 | 97,50 | 91,74 | 9500 | 92,56 | 96,25 | 91,32 | 95,00
Mantilaria
&“2524689”(“’“5' 90,50 | 97,50 | 90,50 | 98,75 | 91,32 | 9625 | 91,32 | 97,50 | 90,08 | 96,25

NT: Niikleotit AA: Amino asit

Niikleotit (%90,08) diizeyinde en diisiik benzerlik oran1 R-23 ile FM244689
(Kibris-Mavro) numarali izolat arasinda, amino asit (%95,00) diizeyindeki en diisiik
benzerlik orami ise 1-37 ve R-23 ile AM745348 (Yunanistan-Mantilaria) ve
AM182328 (Yunanistan-Mantilaria) izolatlar1 arasinda belirtilen oranlarda tespit

edilmistir.

Yerel GLRaV-Pr izolatlariyla NCBI gen bankasindan alinan doért referans
izolatin HSP70h genine ait niikleotit dizilerine iligskin filogenetik soy agac1 Sekil
4.39’da amino asit dizilerine iliskin filogenetik soy agaci ise Sekil 4.40’da yer
almaktadir.

99 @ C-31:Manisa,Salihli-Sultani Gekirdeksiz
o L R-23:Denizli,Cal-Sultani Cekirdeksiz
AM745347:Yunanistan-Prevezianiko

— AM745348:Y unanistan-Mantilaria
olb— AM182328:Yunanistan-Mantilaria

@ i-37:izmir,Menemen-Sultani Gekirdeksiz
D-12:Manisa,Alasehir-Sultani Gekirdeksiz

@ 0-8:Denizli,Bekilli-Sultani Cekirdeksiz
FM244689:Kibris-Mawro

0.01

Sekil 4.39 Diinyadaki GLRaV-Pr izolatlar1 ile yerel izolatlarm HSP70h genine ait niikleotit

dizilerinin filogenetik soy agact.

Sekil 4.39 incelendiginde yerel izolatlarin tamaminin birinci grupta yer aldigi
goriilmektedir. Yerel izolatlardan C-31 ve R-23 numaral izolatlar AM745347
(Yunanistan-Prevezianiko), AM745348 (Yunanistan-Mantilaria) ve AM182328
(Yunanistan-Mantilaria) numarali izolatlarla birlikte ayr1 bir alt grupta yer alirken,
[-37, D-12 ve O8 numarali izolatlarm ise ayri bir alt grupta yer aldigi, FM244689
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(Kibris-Mavro) numarali izolatin ise tek olarak ikinci grupta yer aldig:

goriilmektedir.

87 | AM745348:Y unanistan-Mantilaria

I AM182328: Y unanistan-Mantilaria
D-12:Manisa,Alagehir-Sultani Cekirdeksiz

4|—0 1-37:1zmir,Menemen-Sultani Cekirdeksiz
@ 0-8:Denizli,Bekilli-Sultani Gekirdeksiz

o

FM244689:Kibris-Mavro
@ C-31:Manisa,Salihli-Sultani Gekirdeksiz
AM745347:Yunanistan-Prevezianiko

R-23:Denizli,Cal-Sultani Cekirdeksiz

72

0.005

Sekil 4.40 Diinyadaki GLRaV-Pr izolatlar1 ile yerel izolatlarn HSP70h genine ait amino asit

dizilerinin filogenetik soy agaci.

Sekil 4.40 incelendiginde D-12, i-37 ve O-8 numarali yerel izolatlarin
AMT745348 (Yunanistan-Mantilaria) ve FM244689 (Kibris-Mavro) izolatlariyla
siirli olan birinci grup icerisinde yer aldigi, C-31, R-23 ve AM745347
(Yunanistan-Prevezianiko) izolatlarmin ise ikinci grupta yer aldig1 goriilmektedir.
Ayrica birinci grupta yer alan izolatlardan FM244689 (Kibris-Mavro) ve ikinci
gruptayer alan izolatlardan R-23 yer aldiklar1 grupta bulunan diger izolatlardan ayr1

bir alt grup icerisinde yer almistir.
4.5.7 GLRaV-De ile ilgili sonuclar
B-21, D-24, R-75 ve U-5 numarali yerel GLRaV-De izolatlarmin HSP70h

genine ait niikleotit ve amino asit dizilerine iliskin elde edilen benzerlik oranlar1
Cizelge 4.31°de yer almaktadir.

Cizelge 4.31 Yerel GLRaV-De izolatlarinin HSP70h genine ait niikleotit ve amino asit dizilerinin

benzerlik oranlari.

B-21 D-24 R-75
Manisa, Turgutlu | Manisa, Alasehir Denizi, Cal
izolat No: Lokasyon - Cesit Adi S. Cekirdeksiz S. Cekirdeksiz S. Cekirdeksiz
NT AA NT AA NT AA
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

B-21:Manisa, Turgutlu-S. Cekirdeksiz
D-24:Manisa, Alagehir-S. Cekirdeksiz 98,38 98,37
R-75:Denizli, Cal-S. Cekirdeksiz 98,92 98,37 99,46 100,00
U-5:Usak, Esme-A. Lavallée 93,24 97,56 93,78 99,19 94,32 99,19

NT: Niikleotit AA: Amino asit
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Cizelge 4.31 incelendiginde yerel GLRaV-De izolatlarmin niikleotit
diizeyinde %93,24 ile %99,46 arasinda, amino asit diizeyinde ise %97,56 ile %100

arasinda yiiksek bir benzerlik oranina sahip oldugu goriilmektedir.

Niikleotit (%99,46) ve amino asit (%100) diizeyinde en yiiksek benzerlik
orani D-24 ve R-75, niikleotit (%93,24) ve amino asit (%97,56) diizeyinde en diisiik
benzerlik orani ise B-21 ve U-5 numarali izolatlar arasinda belirtilen oranlarda
tespit edilmistir.

Yerel GLRaV-De izolatlarinin HSP70h genine ait niikleotit dizilerine iligkin
filogenetik soy agaci Sekil 4.41°de amino asit dizilerine iliskin filogenetik soy agaci
ise Sekil 4.42°de yer almaktadir.

93 @ B-21:Manisa, Turgutlu-Sultani Gekirdeksiz
ﬂjmﬂanisa,Ala§ehir-Sultani Cekirdeksiz

|. R-75:Denizli,Cal-Sultani Cekirdeksiz

@ U-5:Usak,Esme-Alphonse Lavallee

0.005

Sekil 4.41 Yerel GLRaV-De izolatlarinmn HSP70h genine ait niikleotit dizilerinin filogenetik soy

agaci.

Sekil 4.41 incelendiginde yerel izolatlardan B-21, D-24 ve R-75’in birinci
grupta yer aldigi, R-75in birinci grupta bulunan diger iki izolattan ayr1 bir alt grupta
yer aldig1, U-5 numarali izolatin ise iKinci grupta yer aldigi goriilmektedir.

I‘ R-75:Denizli,Gal-Sultani Cekirdeksiz

4| @ U-5:Usak,Esme-Alphonse Lavallee
D-24:Manisa,Alasehir-Sultani Cekirdeksiz

@ B-21:Manisa, Turgutlu-Sultani Gekirdeksiz

0.002

Sekil 4.42 Yerel GLRaV-De izolatlarinin HSP70h genine ait amino asit dizilerinin filogenetik soy

agacl.

Sekil 4.42 incelendiginde R-75, U-5 ve D-24 numarali izolatlarin birinci
grupta yer aldigi, D-24’tin birinci grupta bulunan diger iki izolattan ayr1 bir alt
grupta yer aldigi, B-21 numarali izolatin ise iKinci grupta yer aldig1 goriilmektedir.
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Yerel GLRaV-De izolatlartyla NCBI gen bankasindan alinan iki referans
izolatin HSP70h genine ait niikkleotit ve amino asit dizilerine iligkin elde edilen
benzerlik oranlar1 Cizelge 4.32’de yer almaktadir.

Cizelge 4.32 Diinyadaki GLRaV-De izolatlar1 ile yerel izolatlarin HSP70h genine ait niikleotit ve

amino asit dizilerinin benzerlik oranlari.

B-21 D-24 R-75 U-5
izolat No: Lokasyon - Cesit Manisa, Turgutlu | Manisa, Alasehir Denizli, Cal Usak, Eyme
Ad1 S. Cekirdeksiz S. Cekirdeksiz Sultani Cekirdeksiz A. Lavallée
NT AA NT AA NT AA NT AA
AM494935:Yunanistan 90,27 94,31 91,89 95,93 91,35 95,93 92,70 | 96,75
AM745349:Yunanistan-Debina 89,46 93,50 89,46 95,12 90,00 95,12 92,43 | 94,31

NT: Niikleotit AA: Amino asit

Cizelge 4.32 incelendiginde genel olarak yerel GLRaV-De izolatlarinin
diinya izolatlariyla niikleotit diizeyinde %89,46 ile %92,70 arasinda, amino asit
diizeyinde ise %93,50 ile %96,75 arasinda benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

Niikleotit (%92,70) ve amino asit (%96,75) diizeyinde en yiiksek benzerlik
orani U-5 ve AM494935 (Yunanistan) izolatlar1 arasinda belirtilen oranlarda tespit
edilmistir. Niikleotit (%89,46) ve amino asit (%93,50) diizeyinde en diisiik
benzerlik orani ise B-21 ve AM745349 (Yunanistan-Debina) izolatlar1 arasinda
belirtilen oranlarda tespit edilirken D-24 numarali izolat da niikleotit diizeyinde
AM745349 (Yunanistan-Debina) izolat1 ile %89,46 oraninda bir benzerlik

gostermistir.

Yerel GLRaV-De izolatlariyla NCBI gen bankasindan alinan iki referans
izolatin HSP70h genine ait niikleotit dizilerine iligskin filogenetik soy agac1 Sekil
4.43’te amino asit dizilerine iliskin filogenetik soy agaci ise Sekil 4.44’te yer

almaktadir.
81 @ B-21:Manisa, Turgutlu-Sultani Cekirdeksiz
100 @ R-75:Denizli,Gal-Sultani Gekirdeksiz
v D-24:Manisa,Alasehir-Sultani Cekirdeksiz
AM494935: Y unanistan
’,— @ U-5:Usak,Esme-Alphonse Lavallee
AM745349:Y unanistan-Debina

0.01

Sekil 4.43 Diinyadaki GLRaV-De izolatlar1 ile yerel izolatlarm HSP70h genine ait niikleotit

dizilerinin filogenetik soy agaci.
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Sekil 4.43 incelendiginde yerel GLRaV-De izolatlarinin tamaminin
AM494935 (Yunanistan) izolatiyla birlikte birinci grupta yer aldigi, bu grupta yer
alan U-5 numarali izolatin birinci grupta bulunan diger izolatlardan ayr1 bir alt grup
icinde yer aldigi, AM745349 (Yunanistan-Debina) numarali izolatin ise iKinci
grupta yer aldig1 goriilmektedir.

@ B-21:Manisa, Turgutlu-Sultani Gekirdeksiz
v D-24:Manisa,Alasehir-Sultani Cekirdeksiz
vl @ R-75:Denizli,Gal-Sultani Gekirdeksiz

’, L @ U-5:Usak,Esme-Alphonse Lavallee

AM494935:Yunanistan
AM745349:Y unanistan-Debina

0.005

Sekil 4.44 Diinyadaki GLRaV-De izolatlar: ile yerel izolatlarin HSP70h genine ait amino asit

dizilerinin filogenetik soy agact.

Sekil 4.44 incelendiginde Yyerel GLRaV-De izolatlarinin tamaminin
AM494935 (Yunanistan) izolat1 ile birinci grupta yer aldigi ve bu izolatin diger
izolatlardan ayr1 bir alt grup ile ayrildigi; AM745349 (Yunanistan-Debina)
izolatinin ise ikinci grupta yer aldigi goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Diinya ftiretiminin biyiik bir kismi iliman iklim kusag: lizerinde yer alan
iilkelerde gergeklestirilen iizlim, diinyanin altinci biiyiikk iizim {reticisi olan
iilkemizde de en degerli meyve olarak goriilmekte olup iilkemiz bag alanlarmin
1/3’1inii olusturan, lizim iiretimimizin ise yarisini kargilayan Ege Bdlgesi iilkemiz

bagciliginda ayr1 bir 6neme sahiptir.

Bagcilikta {iretimi sinirlayan unsurlarin igerisinde hastaliklar ve zararhlar
gerekli Onlemler alinmadigi takdirde iiriin kayiplarma neden olan en Onemli
faktorlerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Baglarda goriilen virlis ve viriis
benzeri hastalik etmenleri gerek sayilarinin olduk¢a fazla olmasi ve hizli yayilim
gostermeleri, gerekse kolay ve hizli sonu¢ veren bir miicadele yonteminin
bulunmamasi nedeniyle {iziimiin kalite parametrelerine olan olumsuz etkileri ve
neden olduklari {irtin kayiplarindan dolay1 hastaliklar ve zararhlar i¢erisinde 6nemli
bir yere sahiptir.

Gilintimiizde asma bitkisinin 65°den fazla virlis ve virlis benzeri hastaliga
konukguluk ettigi bilinmekte olup bunlardan bir kismi enfekteli asmalarda latent
olarak bulunmaktadir. Yapilan son smiflandirmayla giiniimiizde sayilar1 11 olarak
bildirilen (Bkz. Cizelge 1.3) asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriisler
asmanin konukguluk yaptig1 viral etmenler igerisinde ayni hastaliktan sorumlu en
biiyiik etmen grubunu olusturmakta olup odunsu bitkiler i¢erisinde bugiine kadar
ayni tipte ancak farkli viriisler tarafindan neden olunan bir hastalik ile
karsilagilmamistir (Martelli et al., 2012).

Yiiriitillen tez c¢alismasi kapsaminda gerceklestirilen sorvey c¢alismalari
sirasinda beyaz {izlim ¢esitlerinin yapraklarinda damar bantlagsmasi, klorotik ve
mozaik renk agilmasi, benek olusumu, klorotik ve mozaik sararma, genel ve kismi
sararma, sekil bozuklugu, i¢ce dogru kivrilma, u¢ kisimlarda sararma goriiliirken
bitki genelinde ise galilagsma tespit edilen simptomlar arasinda yer almistir (Bkz.
Sekil 4.1). Renkli iiziim cesitlerinde ise ana damar haricinde yaprak ayasinda
kizariklik ve yapraklarda kivrilmalar, yaprak genelinde kizariklik, yaprak ayasinda
ici yesil kirmizi haleler, yaprak ayasinda kirmizi ve yesil mozaik renk belirtileri ile
karsilagilmistir (Bkz. Sekil 4.2). Beyaz ve renkli tiziim gesitlerinde gozlenen s6z
konusu belirtilerin bircogu asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili virtisler
tarafindan olusturulan simptomlarla biiyiik 6lgiide benzerlik gostermesine ragmen

bu tip belirtileri baglarda goriilen diger viriis ve viriis benzeri hastalik etmenleri ile
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abiyotik faktorlerin de olusturabilecegi géz oniinde bulundurularak 6rneklemeler
gerceklestirilmistir.

Sorvey c¢alismasi sirasinda toplanan Orneklerin 301’1 beyaz iiziim
cesitlerinden ve 100’1 renkli tiziim ¢esitlerinden olmak tizere 401’°ini s6z konusu
simptomlarin en az birini gésteren asmalar olusturmusken 6zellikle beyaz tiziim
cesitlerinde latent enfeksiyonlarin goriilme ihtimaline karsi 19°u beyaz iiziim
cesitlerinden ve dordii renkli tiziim gesitlerinden olmak tizere 23 6rnek ise simptom
gdzlenmeyen asmalardan tesadiifi olarak alinmistir. S6z konusu 6rneklerde asma
yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriislerin saptanmasi amaciyla gercgeklestirilen
DAS-ELISA ve Real-time RT-PCR testleri sonucunda ise 109’u simptomlu, altisi
simptomsuz olmak {izere beyaz iiziim gesitlerinden alinan 115 6rnekle renkli tiziim
cesitlerinden alinan simptomlu 18 6rnegin s6z konusu viriislerden en az biri ile
enfekteli oldugu belirlenmistir. Buna karsin beyaz tiziim gesitlerinden alinan 192°si
simptomlu, 13°i simptomsuz 205 6rnek ile renkli {iziim ¢esitlerinden alinan 82’si
simptomlu, dérdi simptomsuz 86 6rnek ise s6z konusu viriisler agisindan saglikli

olarak saptanmustir.

Beyaz ve renkli tiziim ¢esitlerinde gézlenen simptomlarla DAS-ELISA ve
Real-time RT-PCR sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde beyaz {iziim ¢esitlerinde
hastalikla iligkili viriisler tarafindan olusturulan latent enfeksiyonlarin da tespit
edildigi buna karsin renkli lziim gesitlerinde tespit edilen enfeksiyonlarin
tamamiin simptomlu asmalardan alinan Orneklerde saptandigi goriilmektedir.
Bununla birlikte simptom gozlenen 192°si beyaz, 82’si renkli liziim ¢esitlerine ait
ornekler ise hastalikla iligkili viriisler agisindan saglikli olarak belirlenmistir. Latent
enfeksiyonlarin goriildiigii ¢esitler ve bu ¢esitlerde saptanan viriisler incelendiginde
ise goriilen latent enfeksiyonlarm tamammin Sultani Cekirdeksiz cesidine ait
oldugu; ti¢ 6rnegin GLRaV-De, iki 6rnegin GLRaV-Pr, bir 6rnegin ise GLRaV-3
ile enfekteli oldugu, Karisik enfeksiyonlardan kaynaklanan latent enfeksiyonlara ise
rastlanilmadigi belirlenmistir. Bu durum, diger tiim hastaliklar ve zararlilarda
oldugu gibi simptomatolojinin arazi kosullarinda viriis hastaliklarinin 6n tanisi igin
biiyiik 6nem tasidigini ancak kesin taninin mutlaka spesifik laboratuvar analizleri
ile yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir. Nitekim asma yaprak kivrilma
hastaligi ile iligkili viriislerle gergeklestirilen ¢alismalarda Azeri (1990),
cekirdeksiz liziim ve Amerikan asma anaglarinda asma yaprak kivrilma viriis
hastaligmnin tipik belirtilerine rastlanilmamasina ragmen hastalikla iliskili viriislerin
bu ¢esitlerde de bulundugunu biyolojik indeksleme testleriyle tespit ettigini; Krake

(1993), asma yaprak kivrilma viriis hastaliginin tipik simptomlarmin ¢eside, enfekte
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eden viriise ve bunlarin kombinasyonlarina gore farkl belirtiler gosterebilecegini,
Naidu et al. (2008), Pinot Noir, Cabernet Franc gibi bazi kirmizi ve Chardonnay
gibi bazi beyaz iiziim ¢esitlerinde hasat doneminde yapraklarda tipik bir sekilde
asag1 dogru kivrilma belirtisi goriildiigiinii, diger bazi ¢esitlerde ise bu belirtilerin
cok belirgin olarak goriilmedigini simptomlarinin gesitlerde, hatta ayni c¢esit
icerisinde bile yiiksek derecede farklilik gosterdigini; Abou Ghanem-Sabanadzovic
et al. (2010), Kaliforniya’da renkli bir tiziim ¢esidi olan Carnelian’da saptadiklari
hastalikla iligkili GLRaV-Car virlisiniin asmalarda hafif siddette simptom
olusturdugunu; Bertazzon et al. (2010) ve Poojari et al. (2013), GLRaV-2’nin bazi
strain’lerinin asmalarda simptom gostermedigini; Al Rwahnih et al. (2012),
GLRaV-7’nin asmalarda simptom gdstermedigini; Al Rwahnih et al. (2015),
GLRaVs belirtilerinin gorildiigii asmalarda GRSPaV enfeksiyonunun oldukga
yiikksek oranda (%89) tespit edildigini; Naidu et al. (2015a) ise GLRaVs ile
GRBaV ’nin belirtilerinin farkli olmasina ragmen enfekteli beyaz iiziim ¢esitlerinin
hi¢birinde ve bir¢ok kirmizi {iziim ¢esidinde belirtilere rastlamadiklarini dolayisiyla
bu virlislerin teshisinin sadece simptomatolojiye dayali olarak yapmanin zor

oldugunu bildirmislerdir.

Elde edilen simptomatolojik bulgular ile ©nceki c¢aligmalar Dbirlikte
degerlendirildiginde 6zellikle latent enfeksiyonlarin tiimiiniin Sultani Cekirdeksiz
tiziim ¢esidinde goriilmesi bu ¢esitte hastalikla iliskili viriisler agisindan latent
enfeksiyon goriilme potansiyelinin yiiksek olabilecegini diisiindiirmektedir.
Simptom goriilen ancak GLRaVs enfeksiyonu tespit edilemeyen o6rneklerdeki
belirtilerin, calisma kapsamina dahil edilmeyen hastalikla iliskili yeni bir viriis olan
GLRaV-Car ve/veya GLRaVs’e olduk¢a benzer simptomlar gésteren GRSPaV gibi
baglarda goriilen diger virlis ve virlis benzeri etmenler tarafindan olusturulma

ihtimalinin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir.

Sorvey c¢alismalar1 sirasinda toplanan 424 asma 6rneginde gergeklestirilen
DAS-ELISA testleri sonucunda 27 6rnegin GLRaV-1+3; dokuz 6rnegin GLRaV-
4-9; li¢ ornegin ise GLRaV-2 tani kitleri ile pozitif reaksiyon verdigi, GLRaV-6 ve
GLRaV-7 tam kitleriyle yapilan testlerde ise enfekteli 6rnege rastlaniimadigi
belirlenmistir. Buna karsin GLRaV-1+3 tani kiti ile 30, GLRaV-4-9 tani kiti ile 43
ve GLRaV-2 tani kiti ile 46 6rnege ait absorbans degerlerinin negatif kontroliin 1,5-
2 kat1 arasinda oldugu ancak absorbans degerlerinin, pozitif degerlendirme kosulu
olan negatif kontroliin iki katma ulagsmadigi tespit edilmistir. S6z konusu bu
ornekler DAS-ELISA testlerinde negatif olarak degerlendirilmis ve Real-time RT-
PCR c¢aligmalarmma almmistir. Spesifik primerler (Bkz. Cizelge 3.7) kullanilarak
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gerceklestirilen Real-time RT-PCR c¢alismalarinda ise GLRaV-1+3 i¢in testlenen
30 o6rnegin on (%33,3)’u; GLRaV-4-9 i¢in testlenen 43 ornegin alt1 (%14)’s1 ve
GLRaV-2 i¢in testlenen 46 6rnegin dokuz (%19,6)’u enfekteli olarak belirlenmistir.
Bununla birlikte DAS-ELISA sonucunda s6z konusu etmenlerle enfekteli oldugu
belirlenen 6rneklerin tiimii Real-time RT-PCR tan1 yontemi sonucunda da enfekteli

olarak saptanmustir.

GLRaV-4’iin strain’leri olarak bildirilen GLRaV-Pr ve GLRaV-De
virislerini tanilamada ise GLRaV-4-9 DAS-ELISA Kkiti ile negatif sonuglar
alimmigtir. Ayrica GLRaV-7 DAS-ELISA tami kitiyle negatif reaksiyon veren
orneklerden birinin Real-time RT-PCR sonucunda GLRaV-7 ile enfekteli oldugu
belirlenmistir. S6z konusu orneklerde gergeklestirilen DAS-ELISA ve Real-time
RT-PCR test sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde ise Real-time RT-PCR, asma
yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili viriislere gore degismekle birlikte %14 ile
%33,3 arasinda daha fazla drnekte s6z konusu viriisleri saptayabilmistir. Nitekim
Borja and Ponz (1992), Golino et al. (1992) ve Rowhani et al. (1992), DAS-ELISA
yonteminin floemle sinirli ve diisiik konsantrasyona sahip Orneklerde ve/veya
kullanilan antiserumun akraba viriislerle ¢apraz reaksiyon gostermesi gibi bazi
durumlarda zaman zaman giivenilir olmayan sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden
olabilecegini; Dovas and Katis (2003), bitki igerisinde diizensiz dagilan, diisiik ve
mevsimsel olarak degisken konsantrasyona sahip olan GLRaVs’in belirlenmesinde
materyal olarak kabuk doku kullanimi gerektigi icin DAS-ELISA yonteminin
kullaninminin zor ve hassasiyetinin diisiik olmasindan dolay1 giivenilir olmadigini;
Bertazzon and Angelini (2004), GLRaV-2 ve GLRaV-2’nin RG ve BD varyantlari
icin RT-PCR ile enfekteli olarak tespit ettikleri 6rneklerin yaklasik olarak %10 unu
DAS-ELISA sonucunda negatif olarak tespit ettiklerini, GLRAV-2’nin tanisinda
DAS-ELISA’dan ziyade RT-PCR kullaniminimn ¢ok daha etkin oldugunu; Beuve et
al. (2007), GLRaV-2 i¢in SYBR Green Real-time RT-PCR’m 125.000 kat
sulandirilmig RNA 6rneklerinde bile pozitif sonug verdigini bu degerin klasik RT-
PCR i¢in en fazla 1000 kat oldugunu, asma materyali i¢in SYBR Green ile Real-
time RT-PCR’m klasik RT-PCR’dan 125 kat daha hassas bir tan1 yontemi
oldugunu; Osman et al. (2012), GLRaVs’in diger viriislere goére doku igerisinde
olduk¢a diizensiz bir sekilde dagildigini, dagilimin mevsimsel degiskenlik
gosterdigini, floemle smurl viriisler i¢in 6rneklerdeki viriis yogunluklarinmn ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda oldugu dénemlerde bile Real-time RT-PCR’1n viriisleri
tanillamada son derece hizli, duyarli ve giivenilir bir yontem oldugunu

bildirmislerdir.
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S6z konusu viriisler agisindan elde edilen DAS-ELISA ve Real-time PCR test
sonuglar1 ile Onceki ¢aligmalar birlikte degerlendirildiginde, DAS-ELISA tani
yonteminin s6z konusu virlislerle enfekteli oldugu bu yontem ile saptanan asma
orneklerinde, Real-time RT-PCR yontemi ile paralel sonuglar verdigi
goriilmektedir. Elde edilen bu sonugla ilgili yiiriitiilen bir ¢calismada da Kaya ve
Erilmez (2014), GLRaV-1, -2, -3, -4 ve GFkV viriisleri agisindan DAS-ELISA
sonucu enfekteli olarak tespit ettikleri 6rnekleri RT-PCR ile test etmis ve DAS-
ELISA ile paralel sonuglar elde ettiklerini bildirmislerdir. Ancak DAS-ELISA tan1
yontemi sonucunda negatif reaksiyon gosteren bazi 6rneklerde Real-time PCR’1n
%14 ile %33,3 arasinda daha fazla 6rnekte s6z konusu viriisleri saptayabilmesi,
DAS-ELISA’nin floemle sinirli olan asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili
viriislerin tanilanmasinda tek basina yeterli duyarlilikta bir tan1 yontemi olmadigini
ve molekiiler tan1 yontemlerinden biri ile desteklenmesi gerektigini gostermektedir.
Elde edilen bu sonugla ilgili olarak yapilan bir ¢alismada da Valverde et al. (1990),
bitkilerde goriilen viriis hastaliklarinin tanilanmasinda birden fazla yontem

kullaniminin daha dogru sonuglar saglayacagini bildirmislerdir.

Ege Bolgesi bag alanlarinda yiiriitiilen bu calismada testlenen 424 6rnegin
133 (%31,4)’linlin asma yaprak kivrilma hastalig ile iliskili viriislerden en az biri
ile enfekteli oldugu belirlenmis olup 291 ornekte (%68,6) ise hastalikla iligkili
virtislere rastlanilmamistir. GLRaVs, diinya bag alanlarinda bugiine kadar rapor
edilen 65°den fazla viriis ve virlis benzeri hastalik etmenlerinden 11’ini
olusturmaktadir. Orneklerde saptanan %31,4’lik GLRaVs enfeksiyonu GLRaV-
Car hari¢ asma yaprak kivrilma hastalig1 ile iliskili diger viriisler tarafindan
olusturulmus olup test edilen 6rneklerde saptanan simptomlar ve baglarda goriilen
diger viriislerin de bulunma ihtimalleri degerlendirildiginde hi¢ kuskusuz
enfeksiyon oranmin ¢ok daha yiiksek degerlere ulasabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica Ege Bolgesi ililkemiz iiziim iiretiminde birinci sirada olmasinin yani sira
tilkemiz 2011 ve 2012 yillar1 ortalamasi olan 8.258.038 adet asma fidani {iretiminin
%79,4™ini gergeklestirerek asma fidani tiretiminde de lider durumdadir (Celik,
2013). Bolgede faaliyet gosteren fidan {ireticileri, asma fidani tretimlerinin
neredeyse tamamma yakinini bolge baglarindan sagladiklari yerel iiretim
materyallerini kullanarak gergeklestirmekte olup standart asma fidani iiretiminde
yiirlirliikte olan yasal mevzuat cergevesinde viriis hastaliklar1 agisindan herhangi
bir kontrol yapilmamaktadir. Ulkemiz iiziim iiretiminde lider bdlge olan Ege
Bolgesi’nin asma fidani1 iretimindeki potansiyeli, tretim siirecindeki yasal

mevzuatlar ve baglarda goriilen viriislerin liretim materyalleri ile tasiniyor olmasi
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elde edilen enfeksiyon oranlariyla birlikte degerlendirildiginde saptanan enfeksiyon

oraninin bolge i¢in olusturdugu tehdidin ne kadar biiylik oldugu anlagilmaktadir.

Real-time RT-PCR sonuglarma gore Ege Bolgesi genelinde karigik
enfeksiyonlar dikkate alinmadan viriisler bazinda bir degerlendirme yapildiginda
testlenen 424 6rnek igerisinde GLRaV-Pr’nin %16,8’lik bulunma durumuyla en
yaygin viriis oldugu, bunu %12 ile GLRaV-De’nin izledigi belirlenmistir. GLRaV-
Pr ve GLRaV-De viriisleri Yunanistan bag alanlarindan rapor edilmis olup GLRaV-
4’lin genetik olarak farkli strain’leri olarak tanimlanmis ve hastalikla iliskili
GLRaV-4, -5, -6, -9 ve —Car viriislerinin yer aldigi Ampelovirus cinsi igerisinde
smiflandirilmistir (Maliogka et al., 2008a; Maliogka et al., 2009; Naidu et al.,
2015b). Ancak literatiir taramalar1 sonucunda GLRaV-Pr ve GLRaV-De
virlislerinin yaygmnlik durumlar: ile ilgili yapilmis herhangi bir ¢alismaya ise
rastlanilmamistir. S6z konusu virlislerin bolgemiz bag alanlarinda en yaygmn iki
viriis olarak saptanmasi ve ¢aligmanin yiiriitiildiigii Aydin ili hari¢ olmak {izere
Manisa, Denizli, izmir ve Usak illerinde yetistiriciligi yapilan yerli ve yabanci
iiziim gesitlerinde tekli ve karisik enfeksiyonlar seklinde varolmasi, GLRaV-Pr ve
GLRaV-De viriislerinin Ege Bdlgesi bag alanlarinda uzun zamandan beri var
olabilecegini gostermektedir. Nitekim 6rneklemelerin yapildig1 baglar genel olarak
5-20 (ortalama 17) yas araligia sahip olup baglarin tesisinde kullanilan fidanlarin

temininin ise yerel asma fidani tireticilerinden saglandigi bilinmektedir.

GLRaV-3 agisindan bir degerlendirme yapildiginda ise %8,5’luk bulunma
orani ile GLRaV-Pr ve GLRaV-De’den sonra {igiincii sirada yer aldigi saptanmustir.
Kaya ve Erilmez (2014), Manisa, Izmir, Denizli ve Canakkale bag alanlarinda
GLRaV-3’iin bulunma oranin1 %45,1 olarak; Ege, I¢ Anadolu, Dogu ve Bati
Anadolu bag alanlarinda gergeklestirilen baska bir ¢alismada ise Ertunc and
Turkmen (2015), GLRaV-3’tin bulunma oranin1 %50,35 olarak saptadiklarini
bildirmislerdir. GLRaV-3’{in bulunma durumuyla ilgili Tiirkiye’nin I¢ Anadolu
Bolgesi, Giineydogu Anadolu Bolgesi ile Iran ve Sili bag alanlarmda yapilan
calismalar incelendiginde saptanan bulunma oranlarinin bu calisma kapsaminda
saptanan orandan daha diisiik (%5,78 - %7) oldugu farkli orastiricilar tarafindan
bildirilmistir (Akbas et al., 2007; Cigsar ve Yilmaz, 1998; Rakhshandehroo et al.,
2005; Fiore et al., 2008). Buna karsin Tiirkiye’nin gesitli cografik bolgeleri ile
Misir, Suriye, Ispanya, Kaliforniya, Washington ve Virjinya’da gergeklestirilen
calismalarda ise GLRaV-3’iin bulunma oraninin bu c¢alisma kapsaminda
saptanandan daha yiiksek (%8,7 - %71) oldugu farkli arastiricilar tarafindan
bildirilmistir (Ozaslan vd., 1991; Ozaslan ve Y1lmaz, 1995; Ozaslan, 1998; Yilmaz
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et al., 1997; Sarpkaya, 2003; Koklii, 1999; Ahmed et al., 2004; Mslmanieh et al.,
2006; Baraff, 2011; Fiore et al., 2012).

Onceki ¢alismalardan anlasildig1 iizere GLRaV-3’iin testlenen drneklerde
%5,78 ile %71 arasinda degisen oranlarda bulundugu anlagilmaktadir. Bununla
birlikte Onceki c¢alismalara ait bulunma oranlarinin ortalamalari1 tizerinden bir
degerlendirme yapildiginda ise GLRaV-3’tin %28,52’lik bulunma oraniyla
hastalikla iliskili viriislerle yapilan caligmalar arasinda ilk sirada yer aldigi
anlagilmaktadir. Bu ¢aligma kapsaminda GLRaV-3’iin bulunma durumuna iliskin
bulgular, ulusal ve uluslararasi literatiir bildirisleri ile birlikte degerlendirildiginde
ise %38,5 olarak saptanan bulunma oranmin %5,78 ile %71 arasinda yer aldig1 ancak
onceki caligmalarm ortalamasi olan %28,52 nin ise altinda oldugu goriilmektedir.
Ayrica incelenen literatiir bildirislerinde GLRaV-Pr ve GLRaV-De viriisleriyle
ilgili bir ¢calisma yapilmamis olup bu ¢alismada da GLRaV-Pr ve GLRaV-De
virtisleri ile ilgili elde edilen sonuglar goz ardi edildiginde GLRaV-3’1in hastalikla
iliskili en yaygin viriis olacagi anlasilmaktadir.

Gergeklestirilen bu ¢alismada GLRaV-2, Ege Bolgesi bag alanlarinda %2,8
bulunma orani ile dordiincii sirada yer almistir. Kaya ve Erilmez (2014), Manisa,
[zmir, Denizli ve Canakkale bag alanlarinda GLRaV-2’nin bulunma oranini %7,92
olarak saptadiklarmi; buna karsin Ertunc and Turkmen (2015), Ege, I¢ Anadolu,
Dogu ve Bati Anadolu bag alanlarinda gergeklestirdikleri bir c¢aligmada
GLRaV-2’nin bulunma oranini diger ¢calismalara gore oldukga yiiksek bir oranda
(%62) tespit ettiklerini bildirmislerdir. GLRaV-2’nin bulunma oranlarina iliskin
Tiirkiye’nin i¢ Anadolu Bélgesi ile Misir’da yapilan ¢alismalar incelendiginde bu
calismada saptanan orandan daha diisiik (%]1,4 - %2,41) olarak belirlendigi farkli
arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Akbas et al., 2007; Ahmed et al., 2004). Buna
karsin Tirkiye’nin Trakya bolgesi bag alanlar1 ile Suriye, Sili, Hirvatistan,
Kaliforniya, Ispanya ve Virjinya’da ise bu ¢alismada saptanan orandan daha yiiksek
(%4,1 - %34) olarak tespit edildigi farkli arastiricilar tarafindan bildirilmistir
(Kokli, 1999; Mslmanieh et al., 2006; Fiore et al., 2008; Voncina et al., 2010;
Baraff, 2011; Fiore et al., 2012; Al Rwahnih et al., 2015; Jones et al., 2015).
Bununla birlikte Cigsar ve Yilmaz (1998) ise Giineydogu Anadolu Bolgesi bag
alanlarinda GLRaV-2 enfeksiyonu tespit edemediklerini bildirmislerdir.

Onceki calismalarda GLRaV-2’nin testlenen orneklerde %1,4 ile %62
arasinda degisen oranlarda bulundugu goriilmektedir. Bununla birlikte onceki

caligmalara ait bulunma oranlarinin ortalamalar1 lizerinden bir degerlendirme
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yapildiginda ise GLRaV-2’nin %17,64’lik bulunma oraniyla hastalikla iliskili
viriislerlerle yapilan ¢aligmalar arasinda tiglincii sirada yer aldigi anlagilmaktadir.
GLRaV-2'nin Ege Bolgesi’nde bulunma oranima ait elde edilen bulgular 6nceki
caligmalarin sonuglariyla birlikte degerlendirildiginde %2,8 olarak saptanan
bulunma oraninin %1,4 ile %62 arasinda yer aldig1 ancak %17,64 olarak belirlenen

ortalamanin ise altinda oldugu goriilmektedir.

GLRaV-4 ise Ege Bolgesi bag alanlarinda %2,4 bulunma orani ile besinci
sirada yer almustir. Kaya ve Erilmez (2014), Manisa, izmir, Denizli ve Canakkale
bag alanlarinda GLRaV-4’lin bulunma oranimi %2,2 olarak saptamislardir. Buna
karsin Ertunc and Turkmen (2015), Ege, i¢ Anadolu, Dogu ve Bat1 Anadolu bag
alanlarindan topladiklar1 6rneklerde GLRaV-4-9 DAS-ELISA kiti kullanarak
gerceklestirdikleri testler sonucunda %81,12 oraninda GLRaV-4-9 enfeksiyonu
saptadiklarin1  bildirmisler ~ancak s6z konusu virlislerin  ayrimlarimni
gerceklestirmemislerdir. (Y. Tirkmen, 2015, kisisel goriisme). Fiore et al. (2012),
Valencia bag alanlarinda %0,8; Al Rwahnih et al. (2015) ise Kaliforniya genetik
koleksiyon parselinde %17,1 oraninda GLRaV-4 enfeksiyonu saptadiklarini
bildirmislerdir. Buna karsin Baraff (2011) ise Kaliforniya bag alanlarinda
GLRaV-4’u belirleyemediklerini bildirmistir.

Onceki ¢alismalardan da anlasilacag iizere GLRaV-4’iin bulunma oraninin
%0,8 ile %17,1 arasinda saptandig1 goriilmektedir. Onceki caligmalara ait bulunma
oranlarmin ortalamalari lizerinden bir degerlendirme yapildiginda ise GLRaV-4’lin
%6,7°1ik bulunma oraniyla hastalikla iliskili viriislerle yapilan ¢alismalar arasinda
altinct sirada yer aldig1 anlasilmaktadir. GLRaV-4’{in bulunma durumuna iligkin
elde edilen bulgular literatiir bildirisleri ile birlikte degerlendirildiginde %2,4 olarak
saptanan bulunma oranimnimn %0,8 ile %17,1 arasinda yer aldig1 ancak %6,7 olarak

belirlenen ortalamanin ise altinda oldugu goriilmektedir.

GLRaV-9’un bulunma durumu incelendiginde ise toplanan orneklerin
dordiinde saptanarak %0,9 bulunma orani ile altinci sirada yer aldigi belirlenmistir.
Kaya ve Erilmez (2014), Manisa, Izmir, Denizli ve Canakkale bag alanlarinda
GLRaV-4-9 DAS ELISA kiti ile pozitif sonug veren sekiz Ornekte
gergeklestirdikleri RT-PCR testleri sonucunda GLRaV-9’u saptayamadiklarini
bildirmislerdir. Buna karsin Ertunc and Turkmen (2015) ise Ege, i¢ Anadolu, Dogu
ve Bat1 Anadolu bag alanlarindan topladiklar1 6rneklerde GLRaV-4-9 DAS-ELISA
Kiti kullanarak gerceklestirdikleri testler sonucunda %81,12 oraninda GLRaV-4-9

enfeksiyonu  saptamiglar ancak  s6z  konusu  virlislerin  ayrimlarini
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gerceklestirmemislerdir (Y. Tiirkmen, 2015, kisisel goriisme). GLRaV-9un
bulunma oranlarina iligkin yapilan diger ¢alismalar incelendiginde Baraf (2011),
Kaliforniya bag alanlarinda GLRaV-9’u %2 oraninda saptadigini bunun yaninda
Peake et al. (2004), Bat1 Avustralya bag alanlarinda Cabernet Franc parselinden
aldiklar1 on asma Orneginin birinde; Giampetruzzi et al. (2011) ise italya bag
alanlarindan elde ettikleri dokuz 6rnegin besinde GLRaV-9’u tespit ettiklerini
bildirmiglerdir. Buna karsmm Rai et al. (2015) ise Hindistan bag alanlarinda
GLRaV-4-9 DAS-ELISA Kkiti ile pozitif reaksiyon veren asma Orneklerinde
gerceklestirdikleri RT-PCR testleri sonucunda GLRaV-9’u saptayamadiklarimni
bildirmislerdir.

Onceki ¢alismalarda da goriildiigii iizere GLRaV-9’a iliskin gerceklestirilen
calisma sayisinin ve test edilen 6rneklerde enfeksiyon oranmin hastalikla iligkili
diger viriislere nazaran diisiik seviyelerde oldugu anlasiimaktadir. Onceki
calismalara ait saptanan %2’lik bulunma oraniyla GLRaV-9’un hastalikla iliskili
viriislerle yapilan ¢aligmalar arasinda sekizinci sirada yer aldigi anlasilmaktadir.
GLRaV-9 i¢in %0,9 olarak saptanan bulunma oraninin 6nceki ¢alismalarin altinda
kaldig1 ancak ¢aligmalarda genel olarak saptanan diisiik bulunma oraniyla benzerlik

gosterdigi anlasilmaktadir.

GLRaV-1 acgisindan bir degerlendirme yapildiginda ise testlenen 6rneklerin
ikisinde saptanarak hastalikla iliskili virtisler arasinda %0,5’lik bulunma orani ile
yedinci srrada yer aldig1 belirlenmistir. Kaya ve Erilmez (2014), Manisa, Izmir,
Denizli ve Canakkale bag alanlarinda GLRaV-1’in bulunma oranin1 %7,1 olarak
saptamuslardir. Buna karsm Ege, i¢ Anadolu, Dogu ve Bat1 Anadolu bag alanlarinda
gerceklestirilen bir calismada Ertunc and Turkmen (2015), GLRaV-1’in bulunma
oranin1 diger c¢aligmalara gore olduk¢a yiiksek oranda (%75) saptadiklarini
bildirmiglerdir. GLRaV-1’in bulunma durumlarmma iliskin Tirkiye’nin ¢esitli
cografik bolgeleri ile Misir, Suriye, Sili ve Kaliforniya’da yapilan caligmalar
incelendiginde ise bu ¢alismada saptanan orandan daha yiiksek (%1,8 - %47,3)
oranda tespit edildigi farkl arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Ozaslan vd., 1991;
Ozaslan ve Yilmaz, 1995; Yilmaz et al., 1997; Akbas et al., 2007; C1gsar ve Yilmaz,
1998; Cigsar, 2002; Sarpkaya, 2003; Koklii, 1999; Ahmed et al., 2004; Mslmanieh
et al., 2006; Fiore et al., 2008; Baraff, 2011; Al Rwahnih et al., 2015). Buna karsin
Fiore et al. (2012), Ispanya’nin Valencia bag alanlaridan topladiklari 127 drnekte
GLRaV-1 enfeksiyonu saptayamadiklarini bildirmislerdir.
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Onceki calismalardan da anlasilacagi iizere GLRaV-1’in asma &rneklerinde
%1,8 ile %75 arasinda degisen oranlarda bulundugu gériilmektedir. Onceki
caligmalara ait bulunma oranlarinin ortalamalar1 {izerinden bir degerlendirme
yapildiginda ise GLRaV-1’in %25,95’lik bulunma oraniyla hastalikla iligkili
viriislerle yapilan calismalarda ikinci sirada yer aldigi anlasilmaktadir. Onceki
caligmalarin aksine bu c¢alisma kapsaminda GLRaV-1 enfeksiyonu sadece iki
ornekte belirlenmis olup %0,5 olarak saptanan bulunma oranmin literatiir
bildirislerinde en diisiik bulunma orani olan belirtilen %1,8’in de altinda oldugu
goriilmektedir.

GLRaV-5 ise sadece bir ornekte saptanarak %0,2’lik bulunma orani ile
hastalikla iligkili viriisler arasinda sekizinci sirada yer almistir. Buzkan vd. (2010a),
Ege Bolgesi’nde Manisa, Denizli ve Izmir bag alanlarinda GLRaV-5’in bulunma
oranin1 %11,6 olarak saptamislardir. Buna karsin Kaya ve Erilmez (2014), Manisa,
[zmir, Denizli ve Canakkale bag alanlarinda GLRaV-5 i¢in gergeklestirdikleri
DAS-ELISA testi sonuglaria gore GLRaV-5’1 saptayamadiklarini bildirmislerdir.
Ancak GLRaV-4-9 DAS-ELISA kitiyle pozitif sonug elde ettikleri sekiz drnegi
sadece GLRaV-4 ve GLRaV-9 i¢cin RT-PCR ile test etmislerdir. Benzer sekilde
Ertunc and Turkmen (2015), Ege, i¢ Anadolu, Dogu ve Bati Anadolu bag
alanlarindan topladiklar1 Orneklerde GLRaV-4-9 DAS-ELISA Kkiti kullanarak
gerceklestirdikleri testler sonucunda %81,12 oraninda GLRaV-4-9 enfeksiyonu
saptamiglar ancak GLRaV-4-9 DAS-ELISA kiti ile enfekteli olarak saptadiklari s6z
konusu viriislerin ayrimlarini gergeklestirmemislerdir (Y. Tiirkmen, 2015, kisisel
goriisme). GLRaV-5’in bulunma oranlarina iliskin yapilan diger calismalar
incelendiginde ise Buzkan et al. (2010b), Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde %16,1;
Fiore et al. (2012) ise Valencia’da %3,2 oraninda GLRaV-5 enfeksiyonu
saptadiklarini  bildirmislerdir. Buna karsin Baraff (2011), Kaliforniya bag
alanlarindan elde ettikleri Orneklerde; Rai et al. (2015) ise Hindistan bag
alanlarindan topladiklar1 ve GLRaV-4-9 DAS-ELISA kitiyle pozitif sonug veren 23
ornekte  gergeklestirdikleri  RT-PCR  testleri  sonucunda  GLRaV-5’i
saptayamadiklarini bildirmislerdir. Onceki ¢alismalardan da anlasilacag: iizere
GLRaV-5’in testlenen orneklerde %3,2 ile %16,1 arasinda degisen oranlarda

saptandig1 goriilmektedir.

Onceki calismalara ait bulunma oranlarmin ortalamalar1 iizerinden bir
degerlendirme yapildiginda ise GLRaV-5’in %10,3’liik bulunma oraniyla
hastalikla iliskili viriislerle yapilan c¢alismalarda dordiincii swrada yer aldigi
anlagilmaktadir. Bu c¢aligma kapsaminda GLRaV-5’in 9%0,2 olarak saptanan
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bulunma oraninin literatiir bildirislerinde en diisiikk bulunma oran1 olan belirlenen

%3,2’nin de altinda oldugu goriilmektedir.

GLRaV-7 agisindan bakildiginda ise testlenen Orneklerin sadece birinde
saptanarak hastalikla iligkili viriisler arasinda %0,2 bulunma orani ile GLRaV-5 ile
birlikte sekizinci sirada yer aldig1 belirlenmistir. Kaya ve Erilmez (2014), Manisa,
[zmir, Denizli ve Canakkale bag alanlarinda GLRaV-7 DAS-ELISA kiti kullanarak
gerceklestirdikleri DAS-ELISA  testi  sonuglarma  gore  GLRaV-7’yi
saptayamadiklarmni bildirmislerdir. Ancak GLRaV-4-9 DAS-ELISA kitiyle pozitif
sonug elde ettikleri sekiz 6rnegi sadece GLRaV-4 ve GLRaV-9 i¢in RT-PCR ile
test etmislerdir. Buna karsm Ege, I¢ Anadolu, Dogu ve Bati Anadolu bag
alanlarinda gergeklestirilen bir ¢alismada ise GLRaV-7’nin bulunma oraninin
%48,95 olarak diger caligmalara gore olduk¢a yiiksek diizeyde oldugu ve
GLRaV-7’nin Ege Bolgesi’nde hastalikla iliskili diger viriislere gére daha baskin
oldugu bildirilmistir (Ertunc and Turkmen, 2015). GLRaV-7 enfeksiyonlarinin
bulunma oranlarmna iliskin yapilan calismalar incelendiginde Tiirkiye nin cesitli
cografik bolgeleri ile Sili ve Kaliforniya bag alanlarinda GLRaV-7’nin bulunma
oranlarinin %0,18 ile %6 arasinda tespit edildigi farkli arastiricilar tarafindan
bildirilmistir (Yilmaz et al., 1997; Akbas et al., 2007; Kokli, 1999; Fiore et al.,
2008; Baraff, 2011; Al Rwahnih et al., 2015). Buna karsm Fiore et al. (2012),
Ispanya’nin Valencia bag alanlarindan topladiklar1 127 6rnekte; Reynard and
Gugerli (2012b) ise Isvigre bag alanlarinda topladiklar1 1800 asma orneginde
gerceklestirdikleri RT-PCR calismalar1 sonucunda GLRaV-7’yi

saptayamadiklarin bildirmiglerdir.

Onceki calismalar incelendiginde GLRaV-7’nin asma 6rneklerinde bulunma
oranmnin  %0,18 ile %48,95 oraninda olduk¢a genis bir aralikta saptandigi
goriilmektedir. Onceki calismalara ait bulunma oranlarinm ortalamalari {izerinden
bir degerlendirme yapildiginda ise GLRaV-7’nin %9,85’lik bulunma oraniyla
hastalikla iliskili diger viriislerle yapilan ¢alismalarda besinci sirada yer aldigi
anlasilmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda GLRaV-7’nin bulunma durumuna iliskin
bulgular literatiir bildirisleri ile birlikte degerlendirildiginde %0,2 olarak saptanan
bulunma oranmnin %0,18 ile %48,95 arasinda yer aldigi ancak %9,85 olarak
belirlenen ortalamanin ise altinda oldugu goriilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda
GLRaV-7, Ege Bolgesi bag alanlarinda %0,2 olarak belirlenen diisiikk bulunma
orantyla Ertunc and Turkmen (2015)’in elde ettigi bulgular hari¢ olmak {izere genel

olarak onceki ¢calismalarla benzer sonuglar vermistir.
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Ege Bolgesi bag alanlarinda yiiriitiilen bu c¢alisma kapsaminda GLRaV-6
enfeksiyonu ise saptanamamistir. GLRaV-6 enfeksiyonlarmin bulunma oranlarina
iliskin yapilan ¢alismalar incelendiginde Ertunc and Turkmen (2015), Ege, Ic¢
Anadolu, Dogu ve Bat1 Anadolu bag alanlarinda GLRaV-6’nin bulunma oranimni %5
olarak saptamislardir. Ayrica arastiricilar GLRaV-6’nin Ege Bolgesi’nde hastalikla
iligkili diger viriislere oranla nadiren goriildiigiinii belirtmislerdir. Bununla birlikte
Kaya ve Erilmez (2014), Manisa, izmir, Denizli ve Canakkale bag alanlarmdan
topladiklar1 6rneklerde GLRaV-6 i¢in gergeklestirdikleri DAS-ELISA testi
sonuglarina  goére GLRaV-6’y1 saptayamadiklarini  bildirmislerdir. Ancak
GLRaV-4-9 DAS-ELISA kitiyle pozitif sonug elde ettikleri sekiz 6rnegi sadece
GLRaV-4 ve GLRaV-9 i¢in RT-PCR ile test etmislerdir. Buna karsin Fiore et al.
(2012), ispanya’nin Valencia bag alanlarindan topladiklari 127 drnekte ve Rai et al.
(2015) ise Hindistan bag alanlarindan topladiklar1 ve GLRaV-4-9 DAS-ELISA
kitiyle pozitif sonu¢ veren 23 Ornekte gergeklestirdikleri RT-PCR testleri
sonucunda GLRaV-6’y1 saptayamadiklarini bildirmislerdir.

Onceki caligmalara ait %5°lik bulunma oramyla GLRaV-6’nm hastalikla
iliskili viriislerle yapilan ¢aligmalarda yedinci sirada yer aldig1 anlasilmakta olup

bu ¢alisma kapsaminda GLRaV-6 enfesiyonu bolge baglarinda saptanamamustir.

Hastalikla iligkili  viriislerin = bulunma durumlarma iliskin  yapilan
arastirmalarda aynm1 bolgede ylriitillen c¢aligmalarda bile farkli oranlarin
saptanabildigi anlasilmaktadir. Bu durumun biiyiik oranda ¢alismalar kapsaminda
alman ornek sayilariyla ve 6rnekleme yontemiyle ilgili oldugu diistiniilmektedir.
Yapilan c¢aligmalarda hastalikla iligkili viriislerin  bulunma durumlarinin
ortalamalari tizerinden bir degerlendirme yapildiginda ise genel olarak daha anlamli

bulgularm elde edildigi goriilmektedir.

Ege Bolgesi bag alanlarinda illerin enfeksiyon oranlarina gore bir
degerlendirme yapildiginda ise Manisa ilinde toplam 227 adet 6rnekte %32,2
oraninda, Denizli ilinde toplam 126 adet 6rnekte % 34,1 oraninda, izmir ilinde
toplam 45 adet 6rnekte %26,7 oraninda, Usak ilinde toplam 15 6rnekte %20
oraninda ve Aydn ilinde toplam 11 adet 6rnekte %18,2 oraninda asma yaprak
kivrilma hastaligr ile iligkili viriisler tarafindan olusturulan enfeksiyonlar
saptanmustir (Bkz. Sekil 4.12). Kaya ve Erilmez (2014), Manisa’dan topladiklar1
142 ornegin 74 (%52,1)’{iniin, Izmir’den topladiklar1 173 &rnegin 120
(%69,4)’sinin  Denizli’den topladiklar1 26 0Ornegin li¢ (%11,5)’lniin ve
Canakkale’den topladiklar1 25 6rnegin bes (%20)’inin GLRaV-1, -2, -3 ve -4
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viriislerinden en az biri ile enfekteli oldugunu bildirmislerdir. Tki calismada da ortak
olarak yer alan Manisa, Denizli ve Izmir illerinin enfeksiyon oranlar1
degerlendirildiginde her iki ¢aligmada da illere gore enfeksiyon oranlarinda

farkliliklarin bulundugu goriilmektedir.

Calisma kapsaminda Manisa ilinden toplanan 6rneklerde Real-time RT-PCR
analiz sonuglarmma gore %32,2 oraninda viriis enfeksiyonu oldugu belirlenmistir.
Iicelere gore enfeksiyon oranlari agisindan bir degerlendirme yapildiginda ise
Alasehir (%10,1)’in ilk sirada yer aldig1 bunu Salihli (%9,3), Saruhanli ve Turgutlu
(%4,9), Merkez (%2,2) ve Sarigol (%0,9) ilgelerinin izledigi belirlenmistir. Kaya
ve Erilmez (2014), GLRaV-1, -3 ve -4 viriislerinden en az birinin neden oldugu
enfeksiyonlarin Manisa’nin ilgeleri olan Alasehir’de %31,7; Sarigél’de %12;
Salihli’de %5,6; Ahmetli’de %2,8; oldugunu, GLRaV-2, -9, -5, -6 ve -7’ye ise
rastlamadiklarini bildirmiglerdir. Her iki ¢alismada da Alasehir ilgesi enfeksiyon
orani acisindan ilk sirada yer almaktadir. Alasehir, Manisa’nm ilgeleri arasinda
lizlim Uretimi agisindan %23,5’luk payla ilk swrada yer almakta olup ozellikle
ihracata yonelik iiretimiyle one ¢ikmaktadir (TUIK, 2013). Her iki ¢alismada da
Alasehir’in enfeksiyon orani agisindan ilk sirada yer almasi iiretim ve ihracat
potansiyeli lizerine olusturabilecegi riskler agisindan endise vericidir. Buna karsin
bu ¢alismada enfeksiyon oranlar1 agisindan Saruhanh ve Turgutlu %4,9 ile li¢lincii
sirada yer alirken Kaya ve Erilmez (2014), Turgutlu’da hastalikla iligkili s6z konusu

viriisler agisindan enfeksiyon tespit edemediklerini bildirmislerdir.

Bu c¢alisma kapsaminda Manisa ilinde belirlenen virlis enfeksiyonlari
acisindan bir degerlendirme yapildiginda ise saptanan enfeksiyonlarin %22,9’unun
bir, %9,3’iiniin ise birden fazla viriis tarafindan olusturuldugu belirlenmis olup
Manisa, karigik enfeksiyon orani agisindan %9,3 ile Ege Bolgesi’nde li¢iincii sirada
yer almistir. Manisa ilinde saptanan virlislerden GLRaV-De’nin %10,1’lik
enfeksiyon orani ile en yaygin viriis oldugu bunu GLRaV-Pr (%9,7), GLRaV-Pr, -
De (%4), GLRaV-3 (%2,6), GLRaV-3,-Pr (%1,3), GLRaV-2,-3,-De (%0,9) ve birer
enfekteli ornekle GLRaV-2; GLRaV-2, -3; GLRaV-9, -Pr; GLRaV-3, -4, -9;
GLRaV-3, -4, -Pr; GLRaV-3, -9, -Pr; GLRaV-3, -4, -Pr, -De ve GLRaV-2, -3, -4, -
Pr, -De viriislerin neden oldugu tekli ve karisik enfeksiyonlarin izledigi
anlagilmaktadir (Bkz. Cizelge 4.9). Buna karsin Kaya ve Erilmez (2014), Manisa
ilinden topladiklar1 ve GLRaV-1, -3, -4 viriisleri ile enfekteli olarak saptadiklari
orneklerde karisik enfeksiyona rastlamadiklarini = bildirmislerdir. Caligma

kapsaminda Manisa ilinde goriilen karisik enfeksiyonlar incelendiginde ise ¢oklu
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enfeksiyonlarin GLRaV-Pr, GLRaV-De, GLRaV-2, GLRaV-4 ve GLRaV-9

virtisleri ile GLRaV-3 arasinda oldugu goriilmektedir.

Denizli ilinde %34, 1 oraninda viriis enfeksiyonu oldugu saptanmistir. flgelere
gore bir degerlendirme yapildiginda ise Cal (%25,4)’n ilk sirada yer aldigi bunu
Bekilli (%4,8), Buldan (%2,4) ve Tavas (%1,6) il¢elerinin izledigi belirlenmistir.
Gliney ilgesinden toplanan Orneklerde ise hastalikla iliskili viriisler agisindan
herhangi bir enfeksiyona rastlanilmamuistir. Cal, Denizli’nin ilg¢eleri arasinda tiziim
tiretimi agisindan %35,1°lik payla ilk sirada yer almakta olup 6zellikle kurutmalik,
sofralik ve saraplik iiziim iiretimiyle 6ne ¢ikmaktadir (TUIK, 2013). Ayn1 zamanda
Cal, Denizli ilinin en eski bag iiretim alanlarindan biri olmakla birlikte baglarin
cogu 25-30 yas iizerinde yer bagi seklindedir. Denizli ilgeleri arasinda Cal’in
enfeksiyon orani agisindan ilk sirada yer almasi, s6z konusu viriislerin taginmasinin
iretim materyalleri 1ile gerceklestigi g6z Oniinde bulunduruldugunda
enfeksiyonlarin ¢ok eski zamanlardan beri bdlgede var olup tiretimi tehdit ettigini
gostermektedir. Kaya ve Erilmez (2014), Denizli’nin Saraykdy il¢esinde
GLRaV-3’iin enfeksiyon oraninin %11,5 oldugunu, Cal ve Kinikli (Merkez)
ilcelerinde ise GLRaV-1, -2, -3, -4, -5, -6, 7 ve -9 enfeksiyonlarina rastlamadiklarini
bildirmislerdir. Bu ¢alisma kapsaminda Cal, %25,4 olarak saptanan enfeksiyon
orani ile Denizli’nin ilgeleri arasinda ilk sirada yer alirken Kaya ve Erilmez (2014),
Cal’dan topladiklar1 bes Ornekte s6z konusu virlislere rastlamadiklarini
bildirmislerdir. Iki calisma arasinda elde edilen farkli sonucun o6rnekleme

sayisindan kaynaklandig diistiniilmektedir.

Bu c¢alisma kapsaminda Denizli ilinde belirlenen virlis enfeksiyonlari
acisindan bir degerlendirme yapildiginda ise saptanan enfeksiyonlarm %24,6’smin
bir, %9,5’inin ise birden fazla viriis tarafindan olusturuldugu belirlenmis olup
Denizli, karisik enfeksiyon orani agisindan %9,5 ile Ege Bolgesi’nde ikinci sirada
yer almaktadir. Denizli ilinde saptanan viriislerden GLRaV-Pr (%14,3) en yaygin
viriis olarak belirlenmis olup bunu %7,1 ile GLRaV-De, %3,2 ile GLRaV-3, -Pr,
%1,6 ile GLRaV-3; GLRaV-4 ve GLRaV-Pr,-De ve birer enfekteli ornekle
GLRaV-2, -3; GLRaV-2, -Pr; GLRaV-3, -5; GLRaV-1, -3, -9; GLRaV-2, -3, -4 ve
GLRaV-2, -3, -De viriislerin neden oldugu karisik enfeksiyonlar izlemistir (BKkz.
Cizelge 4.10). Buna karsin Kaya ve Erilmez (2014), Denizli ilinde karisik

enfeksiyona rastlamadiklarini bildirmislerdir.

[zmir ilinden alman &rneklerde gergeklestirilen Real-time RT-PCR

yontemleri ile yapilan analiz sonuglarina gore hastalikla iliskili viriisler agisindan
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%26,7 oraninda enfeksiyon belirlenmistir. Ilgelere gore bir degerlendirme
yapildiginda ise Kemalpasa (%13,3)’nin ilk sirada yer aldigi bunu Menemen
(%6,7), Menderes (%4,4) ve Seferihisar (%2,2) ilgelerinin izledigi belirlenmistir.
Torbali, Urla, Cesme ve Selcuk ilgelerinden toplanan orneklerde ise hastalikla
iliskili virtisler agisindan herhangi bir enfeksiyona rastlanilmamistir. Kaya ve
Erilmez (2014), GLRaV-1, -2, -3 ve -4 viriislerinden en az birinin neden oldugu
enfeksiyonlarin [zmir’in ilgeleri olan Menderes’te %36,4; Kemalpasa’da %14,5;
Urla’da %11,6; Menemen’de %6,9 oldugunu; GLRaV-5, -6 ve -7’ye ise
rastlamadiklarini bildirmislerdir. Her iki calismada da illere gore enfeksiyon
oranlarinda farkliliklarin bulundugu bunun yaninda bu calismada Urla’da
enfeksiyon saptanamamisken Kaya ve Erilmez (2014),’in Urla’daki enfeksiyon
oranini %1 1,6 olarak bildirdigi goriilmektedir. S6z konusu bu farkliligin 6rnekleme

sayilarindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Izmir ilinde belirlenen viriis enfeksiyonlar1 agisindan bir degerlendirme
yapildiginda ise saptanan enfeksiyonlarin %15,6’sinm bir, %11,1’inin ise birden
fazla viriis tarafindan olusturuldugu belirlenmis olup Izmir, karisik enfeksiyon
oran1 agisindan %11,1 ile Ege Bolgesi’nde ilk sirada yer almaktadir. izmir ilinde
GLRaV-Pr (%11,1) en yaygin goriilen viriis olarak belirlenmis olup bunu GLRaV-
2, -3 (%4,4) ve birer enfekteli 6rnekle GLRaV-3; GLRaV-4; GLRaV-3, -4;
GLRaV-2, -3, -7 ve GLRaV-3, -4, -Pr, -De viriislerinin neden oldugu tekli ve karigik
enfeksiyonlar izlemistir (Bkz. Cizelge 4.11). Kaya ve Erilmez (2014) ise Manisa,
[zmir, Denizli ve Canakkale bag alanlarmmda gerceklestirdikleri calismada
GLRaV-2, -3’iin neden oldugu 14; GLRaV-1, -3’iin ve GLRaV-1, -2, -3’{in neden
oldugu dorder karisik enfeksiyonu sadece Izmir ilinde saptadiklarini
bildirmislerdir. Benzer bir sekilde bu ¢alismada da Izmir, karisik enfeksiyonlarin

en yiiksek oranda goriildiigii il olarak saptanmustir.

Usak ilinde ise toplanan orneklerde %20 oraninda viriis enfeksiyonu
saptanmis olup enfeksiyonlarin %13,3’{liniin bir, %6,7’sinin ise birden fazla viriis
tarafindan olusturuldugu belirlenmistir. Usak, karisik enfeksiyon orani agisindan
%6,7 ile Ege Bolgesi'nde dordiincii srada yer almaktadir. Ilgelere gore bir
degerlendirme yapildiginda ise %20’lik enfeksiyon oraniyla Esme, hastalikla
iligkili virtislerin tespit edildigi tek ilce olurken enfekteli olarak belirlenen iig
ornegin ikisinde GLRaV-Pr ve GLRaV-De tarafindan olusturulan tekli
enfeksiyonun, bir ornekte ise GLRaV-3, -De tarafindan olusturulan ikili
enfeksiyonun saptandigi belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.12).
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Aydm ilinde ise toplanan Orneklerde hastalikla iligkili virtisler agisindan
%18,2 oraninda viriis enfeksiyonu saptanmis olup ilgelere gore bir degerlendirme
yapildiginda %18,2’lik enfeksiyon oraniyla Kusadasi, hastalikla iligkili virtislerin
tespit edildigi tek il¢e olurken enfekteli olarak belirlenen iki 6rnekte GLRaV-1 ve
GLRaV-3 tarafindan olusturulan tekli enfeksiyon belirlenmis olup karigik
enfeksiyona ise rastlanilmamistir (Bkz. Cizelge 4.13).

Caligma kapsaminda saptanan tekli ve karisik enfeksiyon sayilariyla ilgili bir
degerlendirme yapildiginda ise testlenen 424 6rnegin 94 (%22,2)’iniin bir, 39
(%9,2)’unun ise birden fazla viriisle enfekteli oldugu belirlenmistir. Karisik
enfeksiyon tespit edilen 39 6rnek igerisinde bir degerlendirme yapildiginda ise
orneklerin 27 (%69,2)’sinin iki, dokuz (%23,1)’unun g, iKi (%5,1)’sinin dort ve
bir (% 2,6)’inin ise hastalikla iliskili bes farkli viriisle enfekteli oldugu tespit
edilmistir (Bkz. Cizelge 4.14).

Kaya ve Erilmez (2014), Manisa, izmir, Denizli ve Canakkale bag alanlarinda
testlenen Orneklerin %55,2sinin GLRaV-1, -2, -3 ve -4 viriislerinden en az biri ile
enfekteli oldugunu; enfekteli olarak saptanan 6rneklerde tekli (%49,2), ikili (%4,9)
ve tg¢lii (%]1,1) enfeksiyonlara rastladiklarmi bildirmislerdir. Ertunc and Turkmen
(2015), Ege, I¢ Anadolu, Dogu ve Bati Anadolu bag alanlarmda GLRaV-1,
GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4-9 ve GLRaV-7’nin neden oldugu karigik

enfeksiyonlarin sayilarinin oldukga fazla oldugunu belirtmislerdir.

Ahmed et al. (2004), Misir’in bag alanlarinda GLRaV-1, GLRaV-2,
GLRaV-3, GVA, GVB, GFkV ve GFLV etmenlerinin saptanmasi amaciyla
gerceklestirdikleri DAS-ELISA testleri sonucunda o&rneklerin %29’unu  bir;
%49’unu ise birden fazla viriisle enfekteli olarak bulmuslardir. Buna karsin Baraff
(2011), Kaliforniya bag alanlarinda GLRaV-1, 2, 3, 4, 5, 7 ve 9 viriislerinin tespiti
icin gerceklestirdigi multiplex RT-PCR ¢alismalar1 sonucunda orneklerin
%46’smin en az bir viriisle enfekteli oldugunu, karigik enfeksiyon oranmim %35’in
altinda oldugunu bildirirken; Kaliforniya’da yiiriitiillen bagka bir calismada ise
Al Rwahnih et al. (2015), GRSPaV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GVA,
GLRaV-4, GVD, GVB, GFLV, GFkV, GLRaV-7 ve ToRSV etmenlerinin tanisi
amaciyla gerceklestirdigi RT-PCR c¢alismalar1 sonucunda 6rneklerin %47,14 {iniin
s0z konusu viriislerden en az biri ile enfekteli oldugunu; enfekteli oldugu belirlenen
orneklerde tekli (%6,1), ikili (%9,1), dortli (%6,1), besli (%24,2), altil1 (%21,2),
yedili (%24,2) ve sekizli (%9,1) enfeksiyonlarin belirtilen oranlarda goriildiigiinii
bildirmislerdir.
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Fiore et al. (2012), Ispanya’nin Valencia bag alanlarinda GRSPaV,
GLRaV-2, GFKV, GLRaV-3, GFLV, GRVFV, GYSVd-1, GLRaV-5, GVA ve
GLRaV-4 viriislerinin neden oldugu tekli enfeksiyon oraninin %37,8 oldugunu
bunu sirastyla ikili (% 20,5), Ggli (%7,9) dortli (%0,8) ve besli (%0,8)
enfeksiyonlarm izledigini belirtmislerdir. Naidu et al. (2015a) ise Washington bag
alanlarinda GLRaV-3 ve GRBaV viriislerinin RT-PCR ile tanilama sonuglarinda
orneklerdeki karisik enfeksiyon oraninin %18 oldugunu bildirmislerdir.
Jones et al. (2015), Virjinya bag alanlarinda GLRaV-2, GLRaV-3 ve GFkV
viriislerinin -~ RT-PCR  ile tamlama sonuglarinda sorvey calismasini
gerceklestirdikleri 77 bagdan %64 iiniin en az bir, %18’inin iKi, %3’liniin ise g

viriisle de enfekteli oldugunu bildirmislerdir.

Bu ¢alisma kapsaminda testlenen 424 6rnegin %22,2’sinin bir, %9,2’sinin ise
birden fazla etmenle enfekteli oldugu saptanmis olup Ege Bolgesi’nde ve diinyada
bagciligin yogun olarak yapildigi iilkelerde gergeklestirilen ¢aligmalarda da benzer

sekilde degisen oranlarda karisik enfeksiyonlara rastlanildigi anlasilmaktadir.

Monis (2000), karisik bir viriis enfeksiyonu i¢ginden Western blot analiziyle
asma yaprak kivrilma viriis hastaligi ile iliskili 37-kDa agirligina sahip yeni bir
viriis proteini buldugunu ve bu yeni viriisiin GLRaV-8 oldugunu bildirmistir. Ancak
Bertsch et al. (2009), GLRaV-8’e ait oldugu 6ne siiriilen genomun asma genomuyla
yilksek oranda benzerlik gostermesinden dolayr s6z konusu genomun asma
genomunun bir pargasit oldugunu rapor etmislerdir. S6z konusu gelismelerin
tizerine Martelli, et al. (2012), GLRaV-8’in Ampelovirus cinsinden ¢ikartildigini
bildirmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda toplanan 424 asma 6rneginin tiimii GLRaV-8 primeri
(Bkz. Cizelge 3.7) kullanilarak Real-time RT PCR yontemi ile test edilmis olup
orneklerin 322 (%75,9)’sinin GLRaV-8 primeri ile pozitif sonu¢ verdigi 102
Ornegin ise s6z konusu primerle negatif sonu¢ verdigi belirlenmistir. Ayrica
GLRaV-8 primerinin pozitif sonu¢ verdigi asma ornekleri simptomatolojik agidan
degerlendirildiginde ise simptom gozlenen asmalarin yaninda simptom
gozlenmeyen 24 asma orneginin 16’sinda tek basina, liglinde GLRaV-De virlisiiyle

ikisinde ise GLRaV-Pr viriisii ile birlikte pozitif reaksiyon verdigi belirlenmistir.

GLRaV-8 primeriyle pozitif olarak belirlenen o6rneklerin elde edildigi
cesitlerle ilgili bir degerlendirme yapildiginda ise Fantasy Seedless, Kalecik Karasi,
Macabeu, Pembe Salman ve Pinot Noir cesitlerine ait Orneklerin hi¢birinin



122

GLRaV-8 primeriyle pozitif sonu¢ vermedigi; Bogazkere, Superior Seedless,
Cardinal, Foga Karasi, Michele Palieri, Royal ve Sauvignon Blanc ¢esitlerine ait
orneklerin ise tamaminmn GLRaV-8 primeriyle pozitif sonu¢ verdigi; Sultani
Cekirdeksiz, Cal Karasi, Alphonse Lavallée, Alicante Bouschet, Razaki, Cabernet
Sauvignon, Merlot, Mevlana, Osmanca, Ekse Karasi, Syrah ve Red Globe
cesitlerinden ise ayni ¢eside ait 6rneklerin bazilarinin GLRaV-8 primeriyle pozitif
sonu¢ verdigi, bazilarinin ise GLRaV-8 primeriyle pozitif sonu¢ vermedigi tespit

edilmistir.

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde 6zellikle GLRaV-8 primerinin ayni
ceside ait farkli Orneklerin bazilarinda pozitif sonu¢ vermesi Bertsch et al.
(2009)’un elde ettigi sonuglarn aksine GLRaV-8 primerinin ¢ogalttigr bdlgenin
asma genomunun bir pargasi oldugu teziyle celismektedir. Ayrica GLRaV-8
primeriyle pozitif sonu¢ veren orneklerin 213 tanesinin sadece GLRaV-8 primeri
ile pozitif sonug verdigi, 109 ornekte ise asma yaprak kivrilma hastalig ile iliskili

viriislerle tekli ve ¢coklu enfeksiyonlarin goriildiigli belirlenmistir.

GLRaV-8 primerinin de pozitif sonu¢ verdigi tekli enfeksiyonlarda
GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4, GLRaV-Pr ve GLRaV-De viriisleri saptanirken
coklu enfeksiyonlarda bunlara ek olarak GLRaV-1 ve GLRaV-9 viriisleri de
saptanmustir. Elde edilen bulgular degerlendirildiginde GLRaV-8 primerinin pozitif
sonu¢ verdigi orneklerde saptanan hastalikla iliskili farkli viriislerle GLRaV-8

primeri arasinda herhangi bir iliski kurulamamustir.

Bununla birlikte otsu bitkilere gergeklestirilen biyolojik indeksleme
calismalarinda GLRaV-De viriisii ile enfekteli oldugu saptanan ve GLRaV-8
primeriyle de pozitif sonu¢ veren U-5 (Alphonse Lavallée) numarali izolatin
inokule edildigi dort N. benthamiana indikatoriiniin tigiinde klorotik halkali leke
simptomlarinin (Bkz. Sekil 4.15) ortaya ¢iktig1 gozlenmistir. Buna karsin Monette
et al. (1990), asma yaprak kivrilma virlis hastaligi saptanan asma orneklerinde
N. benthamiana’da yaprak damarlarinda renk agilmasi ve kii¢iilme ile yaprak
yiizeyinde damarlar arasi alanda sararma ve damar bantlagsmasi; Hu et al. (1990b),
GLRaV-2’nin N. benthamiana’da yapraklarda hafif siddette sararma; Castellano et
al. (1995), yapraklarda damar agilmasi; Goszcynski et al. (1996) ise damar agilmasi
ve nekrotik leke simptomlarmi gozlediklerini bildirmiglerdir. Bununla birlikte
Mslmanieh et al. (2006), GVA, GLRaV-1, GFkV, GLRaV-3, GLRaV-2, GFLV ve
ArMV ile enfekteli asma orneklerinde gergeklestirdikleri mekanik inokulasyon
caligmalarinda N. benthamiana, N. occidentalis ve C. quinoa’da belirti gordiiklerini
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ancak bu indikatorlerde gerceklestirdikleri DAS-ELISA testleri sonucunda sadece
GFLV, ArMV ve GVA viriislerini tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Elde edilen bulgularla 6nceki ¢alisma sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde
mekanik inokulasyon yoluyla otsu indikatdrlere tagmabilen tek Closteroviriis olan
GLRaV-2’nin N. benthamiana’da bir¢ok farkli belirti olusturdugu ancak saptanan
belirtiler arasinda bu c¢alisma sonucunda elde edilen klorotik halkali leke
simptomlarinin bildirilmedigi bununla birlikte GFLV, ArMV ve GVA viriislerinin
de bu tip benzer belirtilere neden olabilecegi anlasilmaktadir. Buna karsin U-5
(Alphonse Lavallée) numarali izolatin inokule edildigi otsu indikatérlerde yapilan
Real-time RT-PCR testleri sonucunda ise testlenen 6rnekler GLRaV-De viriisii
acisindan negatif olarak saptanmis olup GLRaV-8 primeri, simptom gozlenen
N. benthamiana indikatorlerinde pozitif, kontrol (saglikli) N. benthamiana’da ise
negatif sonu¢ vermistir (Bkz. Sekil 4.16).

Bertsch et al.’un (2009) GLRaV-8’¢ ait oldugu 6ne siiriilen genomun asma
genomunun bir parcasi oldugu tezine karsin bu c¢alisma kapsaminda GLRaV-8
primerinin Klorotik halkali leke simptomlarmnin goézlendigi N. benthamiana’larda
(Bkz. Sekil 4.15) da pozitif sonu¢ vermesi ise sasirticidir. Bu durum, konunun
Bertsch et al.’un (2009) bakis a¢isiyla degerlendirildiginde GLRaV-8 primerinin
N. benthamiana genomunu da amplifiye edebilme ihtimalinin olabilecegini
disiindiirmektedir. Ancak NCBI taramalar1 sonucunda c¢ogaltilan bdlgenin

N. benthamiana genomuyla ilgili olmadig1 anlasilmaktadir.

Bununla birlikte odunsu indikatorler kullanilarak yapilan biyolojik
indekslemelerde sadece GLRaV-8 primeri ile pozitif sonug¢ verdigi tespit edilen
P-3 (Razaki) numarali izolatin indekslendigi C. Sauvignon ve P. Noir indikatori
iizerinde de asma yaprak kivrilma hastalig1 ile iliskili viriislerin olusturduklarina
benzer simptomlar gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.20). Abou Ghanem-Sabanadzovic et
al. (2010), Vitis vinifera cv. Carnelian’dan elde ettikleri asma yaprak kivrilma
hastalig1 ile iligkili yeni bir virlistin (GLRaV-Car) indikatorler tlizerinde hafif
siddette belirtilere neden oldugunu; Al Rwahnih et al. (2015) ise asma yaprak
kivrilma virlis hastaligmm simptomlarmi tasiyan kirmizi iiziim c¢esitlerinde
GRSPaV enfeksiyonunun oldukga yiiksek oranda (%89) tespit ettiklerini
bildirmisglerdir.

Elde edilen bulgular Onceki c¢alismalarin  sonuglartyla  birlikte
degerlendirildiginde P-3 numarali izolatin indekslendigi C. Sauvignon ve P. Noir
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indikatoriinde gozlenen simptomlara, ¢alisma kapsaminda incelenmeyen GLRaV-
Car ve/veya GRSPaV viriislerinin sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu
caligma kapsamimda GLRaV-8’e iliskin elde edilen Real-time RT-PCR sonuglar1
ve Ozellikle de biyolojik indeksleme bulgularin aydinlatilmasi noktasinda net bir
sonuca vartlamamig olup konunun, yapilacak daha detayli arastirmalarla

incelenmesinin gerekli oldugu diistiniilmektedir.

Calisma kapsaminda asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili farkl virtisleri
icerdigi saptanan 13 izolat (Bkz. Cizelge 4.15) N. occidentalis, N. benthamiana,
N. clevelandii, C. quinoa ve C. amaranticolor’a mekanik inokulayon ile inokule
edilmistir. Inokulasyon sonucunda sadece GLRaV-De viriisiinii igeren Ve
GLRaV-8 primeriyle de pozitif sonug¢ veren U-5 numarali izolatin inokule edildigi
dort N. benthamiana indikatoriiniin {iglinde klorotik halkali leke simptomlarinin
ortaya ¢iktigr  gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.15). Simptom = gozlenen
N. benthamiana’larda gerceklestirilen Real-time RT-PCR testleri sonucunda ise
GLRaV-De viriisii agisindan negatif sonug elde edilmis olup GLRaV-De viriisiiniin
mekanik olarak asmadan N. benthamiana’ya taginamadig1 saptanmustir.

Nitekim bir¢ok arastirici, asma yaprak kivrilma hastahig: ile iligkili viriisler
icerisinde GLRaV-2’nin simdiye kadar mekanik inokulasyon yoluyla otsu bitkilere
tagiabilen tek Closteroviriis oldugunu bildirmistir (Rosciglione and Gugerli, 1989;
Monette and Godkin, 1993; Boscia et al., 1995; Castellano et al., 1995;
Goszczynski et al., 1996; Abou Ghanem-Sabanadzovic et al., 1997; Martelli, 2014).
Ancak mekanik inokulasyon ¢aligsmalar1 i¢in seg¢ilen 6rneklerden altisi GLRaV-2
virtisii agisindan da enfekteli olarak saptanmasina karsin mekanik inokulasyon
calismalar1 sonucunda otsu indikatorlerde herhangi bir simptom gozlenmemistir.
Nitekim Monette et al. (1990), asma yaprak kivrilma virlis hastalig1 saptanan
orneklerde Nicotiana benthamiana, Nicotiana clevelendii, Nicotiana glutinosa,
Gomphrena globosa, Chenepodium amanticolor ve Chenepodium quinoa
indikatorleri kullanarak gerceklestirdikleri mekanik inokulasyon caligmalarinda
inokulasyonu bes kez tekrarladiklarini, belirtileri sadece N. benthamiana’da
gozlemlediklerini, birinci ve ikinci inokulasyonda iki bitkide, tigiincii ve dordiincii
inokulasyonda bir bitkide yaprak damarlarinda renk agilmasi ve kiiglilme, yaprak
ylizeyinde damarlar arasi alanda sararma ve damar bantlagmasi belirtileri ortaya
¢ikarken besinci inokulasyonda ise higbir bitkide belirti gormediklerini; Ahmed et
al. (2004), GVA, GLRaV-3, GLRaV-1, GLRaV-2, GVB ve GFkV viriisleri ile
enfekteli asma Orneklerinde C. quinoa, C. amaranticolor, C. sativus, N.
benthamiana, N. cavicola, N. clevelandii ve N. occidentalis kullanarak
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gerceklestirdikleri mekanik inokulasyon g¢aligmalarinda higbir indikator bitkide
belirti ortaya ¢ikmadigini; Voncina et al. (2010) ise 16 GLRaV-2 izolat1 kullanarak
N. benthamiana’ya gergeklestirdikleri mekanik inokulasyon ¢aligmalari sonucunda
herhangi bir simptomun ortaya ¢ikmadigini belirtmiglerdir. Buna karsin Mslmanieh
et al. (2006) ise GVA, GLRaV-1, GFkV, GLRaV-3, GLRaV-2, GFLV ve ArMV
ile enfekteli asma orneklerinde C. quinoa, C. amaranticolor, C. sativus,
N. benthamiana, N. cavicola, N. clevelandii, N. occidentalis, N. tabacum kullanarak
gerceklestirdikleri mekanik inokulasyon c¢alismalarinda N. benthamiana,
N. occidentalis ve C. quinoa’da belirti gordiiklerini ancak bu indikatorlerde
gerceklestirdikleri DAS-ELISA testleri sonucunda sadece GFLV, ArMV ve GVA
viriislerini saptayabildiklerini bildirmislerdir.

Elde edilen bulgular 6nceki ¢calisma sonuclariyla birlikte degerlendirildiginde
cogu ¢aligmada oldugu gibi bu ¢alismada da GLRaV-2 ile enfekteli oldugu saptanan
orneklerin inokule edildigi indikatdrlerde herhangi bir simptom goézlenmemistir.
GLRaV-2’nin asmalardan otsu indikatorlere mekanik inokulasyon ile aktarimmnin
cogu zaman basarisiz olmasmin nedeninin asmanin icerdigi yiiksek fenolik
bilesenlerin viriisii inhibe etmesi ve Ling et al.’un (2007) da bildirdigi gibi asma
yaprak kivrilma hastalig ile iligkili viriislerin enfekteli asma dokularinda ¢ok diistik
konsantrasyonlarda  bulunmalarindan  dolay1  elde  edilmelerinin  ve

saflastirilmalarinin olduk¢a zor olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Calisma kapsaminda asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili farkl virtisleri
icerdigi saptanan 25 izolat (Bkz. Cizelge 4.16), odunsu indikatorlerden Cabernet
Franc, Cabernet Sauvignon ve Pinot Noir’e asilanmis ve izolatlarin tamami odunsu
indikatorlerin en az birinde zayiftan siddetliye (Bkz. Cizelge 4.18) kadar farkli
derecelerde ve sekillerde hastaligin tipik simptomlarina neden olmustur (Bkz. Sekil
4.18 ve Sekli 4.19).

Odunsu indikatorlerde ana damarlar haricinde yaprak ayasinda ve/veya
uclarinda goriilen farkli sekilde ve siddette kizarmalar ile zaman zaman yapraklarda
goriilen kivrilmalar, ana damarlarla birlikte yaprak ayasinda ve/veya uglarinda
goriilen farkl: sekilde ve siddette kizarmalar baslica gozlenen simptomlar olmustur.
Nitekim Teliz et al. (1987) ve Martelli (1993), hastaligin karakteristik belirtileri
olan yapraklarda geriye dogru kivrilmalar ve kizarmalarmn odunsu indikatorler

iizerinde farkli yogunluklarda ve siddette ortaya ¢iktigini bildirmislerdir.
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izolatlardan M21, B23, D12 ve R10 ii¢ odunsu indikatdr iizerinde de degisen
siddetlerde simptom olusumuna neden olurken dort izolat Cabernet Franc ve
Cabernet Sauvignon, dokuz izolat Cabernet Sauvignon ve Pinot Noir, alt1 izolat
sadece Cabernet Sauvignon, iki izolat ise sadece Pinot Noir indikatoriinde simptom
olusturmustur (Bkz. Cizelge 4.18). Ancak yapilan degerlendirmeler sonucunda
hastalikla iligkili farkli viriislerin odunsu indikatorlerde simptom olusum siddeti ve
hangi viriisiin hangi indikatorde belirti olusturup olusturmadigiyla alakali bir iligki
kurulamamistir. Nitekim GLRaV-3, -4, Pr, -De viriisleriyle enfekteli M-21
numarali izolat {i¢ indikator bitkide de zayif derecede simptom olusturmusken ayni
viriislerle enfekteli 1-37 numarali izolat C. Sauvignon’da zayif, Pinot Noir’de
siddetli simptom olusturmus C. Franc’ta ise simptom olusturmamistir. Benzer bir
sekilde GLRaV-De viriisiiyle enfekteli ve GLRaV-8 primeriyle pozitif sonug veren
R-75 numarali izolat C. Sauvignon’da orta siddetli, Pinot Noir’de siddetli simptom
olusturmusken C. Franc’ta simptom olusturmamis buna karsin ayni enfeksiyonun
tespit edildigi U-5 numarali izolat ise sadece C. Sauvignon’da siddetli simptom
olusumuna neden olmus diger iki indikatdrde ise simptom gézlenmemistir. Benzer
sekilde Martelli (1993, 2014), Indeksleme calismalarmm enfekteli kaynaklardaki
viriislerin sayis1 ve serotipi hakkinda bilgi vermedigini, sadece saglikli ve hastalikli
materyallerin ayirt edilmesine yardimci oldugunu bildirmistir. Buna karsin Abou
Ghanem-Sabanadzovic et al. (2010), Vitis vinifera cv. Carnelian’dan elde ettikleri
asma yaprak kivrilma hastah@: ile iliskili yeni bir viriisin (GLRaV-Car)
indikatorler tizerinde hafif siddette belirtilere neden oldugunu; Al Rwahnih et al.
(2012) ise GLRaV-7’nin baglarda simptom gostermedigini odunsu indikatorler
iizerinde yaptiklar1 indekslemelerle dogrulamislar ve belirti gostermeyen
indikatorler lizerinde GLRaV-7’yi RT-PCR ile basaril1 bir sekilde tespit ettiklerini
bildirmislerdir.

Tez caligmas1 kapsaminda indekslenmesi yapilan 25 izolatin simptom
olusturduklar1 indikatér kombinasyonlar1 goz Oniline alinmadan tek olarak
degerlendirildiginde ise 23’iiniin Cabernet Sauvignon, 15’inin Pinot Noir ve
sekizinin ise Cabernet Franc iizerinde simptom olusumuna neden oldugu
belirlenmistir. Buna gore Cabernet Sauvignon en fazla simptom gozlenen indikator
olurken bunu Pinot Noir ve Cabernet Franc izlemistir. Bununla beraber hafif
siddette simptomlar en fazla Cabernet Sauvignon indikatériinde goriiliirken bunu
Cabernet Franc ve Pinot Noir indikatorleri izlemistir. Orta siddette belirtiler ise en
cok Cabernet Sauvignon’da goriiliirken bunu Pinot Noir ve Cabernet Franc
izlemistir. Siddetli simptomlar ise en ¢ok Pinot Noir’da goriiliirken bunu Cabernet
Sauvignon izlemis; Cabernet Franc’da ise siddetli simptom gozlenmemistir (Bkz.
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Cizelge 4.19). Nitekim Pathirana and McKenzie (2005), GLRaV-3 igin
C. Sauvignon’un LN33’den daha duyarl bir indikator oldugunu; Akbas ve Erdiller
(1998), asma yaprak kivrilma viriis hastaligminin Cabernet Franc ve Cabernet
Sauvignon indikatorlerinde yaprak damar aralarinda kirmizi renk degisimi ile
birlikte yapraklarda asagi dogru kivrimalarin asilamadan 50-75 giin sonra
goriilmeye basladigini, ilerleyen gilinlerinde bu belirtilerin daha siddetli ortaya
ciktigmi; Naidu et al. (2014) ise Cabernet Franc’in asma yaprak kivrilma viriis
hastaliginin indekslenmesinde en cok kullanilan odunsu indikatér oldugunu ve
indikatorlerde gozlemledikleri hastalik simptomlarinin yaprak ayasi lizerinde
damarlar arasindaki alanlarm kizarmasi, ana damarlarin yesil olarak kalmasi ve
yapraklarin asagi dogru kivrilmasi seklinde goriildiigiinii; ayrica GLRaV-2’nin bazi
strain’lerinin ve GLRaV-7’nin belirti gdstermemesinin biyolojik indekslemenin
givenilirligini smirladigini  bildirmislerdir. Buna karsmm Kim et. al. (2002),
GLRaV-3 inokulasyonu sonucunda Cabernet Franc, 110 R ve St. George
indikatorlerinde simptom tespit edemediklerini; LN33 indikatoriinde, yapraklarda
kivrilma ve kizarma; Kober 5SBB indikatoriinde ise yapraklarda mozaik belirtiler
tespit ettiklerini en siddetli belirtilerin LN33 indikatoriinde gozlemlediklerini
bildirmislerdir.

Odunsu indikatorlerle gerceklestirilen biyolojik indeksleme sonuglarmna ait
bulgular 6nceki ¢alismalarin sonuglariyla birlikte degerlendirildiginde gozlenen
belirtiler ve indikatorlerin reaksiyonlar1 agisindan genel olarak benzer sonuglarin
alindig1 bununla birlikte 6zellikle indikator reaksiyonlarinda elde edilen bazi farkl
sonuglarin viriislerin cinsine, yogunluguna ve indekslemenin gerceklestigi

mevsime gore farklilik gosterdigi diistiniilmektedir.

Real-time RT-PCR analizleri sonucunda asma yaprak kivrilma hastaligi ile
iligkili farkl virtislerle enfekteli olarak saptanan orneklerden segilen 27 izolata,
izolatlarin kendi iclerinde ve referans izolatlarla olan filogenetik iliskilerinin
belirlenebilmesi amaciyla kismi DNA dizilemesi uygulanmistir. Ancak DNA
dizilemesi sonucu GLRaV-7 ve GLRaV-9 viriislerini igeren dort izolata ait DNA
dizileme verileri, kromotogram dosyalarindaki okumalarm bozuk olmasindan
dolay1 elde edilememistir (Bkz. Cizelge 4.20). Real-time PCR testleri sonucunda
spesifik primerler kullanilarak pozitif sonu¢ elde edilen s6z konusu izolatlarda
DNA dizileme islemi iki kez tekrarlanmis olmasma ragmen benzer sonuglar
alinmistir. Karsilasilan bu sorunun, ¢alisma kapsaminda DNA dizilemesi i¢in PCR
iriinlerinin dogrudan kullanilmis olmasi, DNA dizilemesinden 6nce klonlama

isleminin yapilmamasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Nitekim Al Rwahnih
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et al. (2012), GLRaV-7’nin; Alkowni et al. (2004) ise GLRaV-9’un kismi genom
dizileme ¢aligmalarinda PCR iiriinlerini bakteriye aktarip klonladiktan sonra DNA

dizilemesi islemine gectiklerini bildirmislerdir.

Gergeklestirilen genomik ve filogenetik analizler sonucunda, R-49 numarali
GLRaV-1 izolatmm HSP70h genine ait taranan 257 baz ¢iftlik bolgenin referans
izolatlarla niikleotit diizeyinde %91’in iizerinde, amino asit diizeyinde ise %94 iin
tizerinde yiiksek bir benzerlik gosterdigi saptanmustir (Bkz. Cizelge 4.21). Saptanan
yiiksek benzerlik oranlarina karsin dendogramlarda R-49 numarali izolatm birinci
grupta yer aldig1 goriilmektedir. Bu durum izolatlar arasinda goriilen yiiksek
benzerlik oraninda bile bir varyasyonun olabilecegini gostermektedir. Ancak
izolatlara ait ¢esit ve lokasyon bilgileri incelendiginde bu varyasyonun cografik
veya biyolojik etkenlerden kaynaklandigma dair bir iligki kurulamamaigstir. Bununla
birlikte niikleotit dizilerine iliskin dendogramda (Bkz. Sekil 4.20) EF195138
(Kaliforniya, ABD) numarali izolatla AF195822 (Avustralya) numarali izolatinin
diger izolatlardan ayrilarak ikinci grupta; amino asit dizilerine iliskin dendogramda
(Bkz. Sekil 4.21) ise sadece EF195138 (Kaliforniya, ABD) numarali izolatmin
diger izolatlardan ayrilarak ikinci grupta yer aldigi goriilmektedir. Karsilasilan bu
durumun AF195822 (Avustralya) numarali izolat agisindan ayni kodon igerisinde
meydana gelen kismi niikleotit degisikliklerinin amino asit ¢evrimine etkisinin
olmamasmdan, EF195138 (Kaliforniya, ABD) numarali izolat iginse sz konusu
durumun amino asit ¢evrimine etkili olmasindan kaynaklandigi anlasilmaktadir.

Ayrica R-49 numarali izolatin niikleotit ve amino asit dizilerine iliskin
dendogramda ortak olarak EF195136 (Kaliforniya) numarali izolatla farkli ana
gruplarda yer aldig1 goriilmektedir. Buna karsin Elgi et al. (2015), Nardan elde
ettikleri GLRaV-1 izolatlariyla asmalardan elde edilen izolatlarin ortii proteinlerine
ait niikleotit dizilerinin en az %91 oraninda benzerlik gosterdigini, en yiiksek
benzerligin ise Kaliforniya izolat1 (%94) ile elde edildigini bildirmislerdir. Fan et
al. (2015) ise Cin’den elde ettikleri izolatlarin 6rtii proteinlerinin analizi sonucunda
sekiz gruba dagildigini, ti¢ izolatin diger izolatlardan farkli olarak hi¢bir gruba dahil
olmadigini bildirmislerdir.

GLRaV-2 ile ilgili yapilan ¢aligmalarda ise B-21, -9, M-12 ve R-10 numarali
GLRaV-2 izolatlarnin HSP70h genine ait taranan 270 baz ¢iftlik bolgenin kendi
aralarinda niikleotit diizeyinde %98’in, amino asit diizeyinde ise %97 nin lizerinde
yiiksek bir benzerlik gosterdigi ve 1-9 numarali izolatla M-12 numarah izolatin

amino asit diizeyindeki benzerlik oraninin %100 olmasindan dolay1 ayni oldugu
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saptanmistir (Bkz. Cizelge 4.22). Benzer bir sekilde Voncina et al. (2010),
Hirvatistan’da enfekteli yerel asma cesitlerinden elde ettikleri izolatlarin ortii
proteinlerini kodlayan genin niikleotit diizeyinde %97,9-%99,6 oraninda, amino
asit diizeyinde ise %100 benzerlik gosterdigini; buna karsmm Abou Ghanem-
Sabanadzovic and Sabanadzovic (2015), ABD’nin yerel gesitleri olan Muscadine
ve Summer’dan elde ettikleri yerel izolatlar olan GSM-1 ve MS-07’nin kendi
aralarinda %75 niikleotit, %82 amino asit benzerligi gosterdigini, GSM-1 izolatinin
NCBI Gen bankasinda kayitl olan RG (AF314061) izolatiyla niikleotit diizeyinde
%87 amino asit diizeyinde ise %95°lik bir benzerlik gosterdigini, MS-07 izolatinin
ise 93/955 (NC _007448.1) izolatiyla niikleotit diizeyinde %96, amino asit
diizeyinde ise %97’lik benzerlik gosterdigini bildirmislerdir.

Saptanan yiiksek benzerlik oranlarma karsm niikleotit (Bkz. Sekil 4.23) ve
amino asit (Bkz. Sekil 4.24) dizilerine iliskin dendogramlarda R-10 numarali
izolatin diger izolatlardan ayr1 bir ana grupta yer aldigi goriilmektedir. Bu durum
izolatlar arasinda goriilen yiiksek benzerlik oraninda bile bir varyasyonun
olabilecegini gostermektedir. Izolatlarn elde edildigi iller gdz Oniinde
bulunduruldugunda birinci grupta yer alan izolatlarin ikisinin Manisa birinin ise
Izmir’den elde edildigi; ikinci grupta yer alan R-10 numarali izolatm ise
Denizli’den elde edildigi goriilmektedir. Dolayisiyla bu varyasyonda ayirt edici

cografik bir etkinin s6z konusu olabilecegi diistiniilmektedir.

Yerel izolatlarin referans izolatlarla olan niikleotit diizeyindeki dendogrami
(Bkz. Sekil 4.25) incelendiginde KF417619 (Virjinya, ABD) numarali izolatin
diger bazi izolatlarla ikinci grupta yer aldigi, amino asit diizeyindeki dendogrami
(Bkz. Sekil 4.26) incelendiginde ise KF417619 (Virjinya, ABD) numarali izolatin
birinci grupta yer aldigi goriilmektedir. Karsilagilan bu durumun KF417619
(Virjinya, ABD) numarali izolat agisindan ayni kodon igerisinde meydana gelen
kismi niikleotit degisikliklerinin amino asit ¢evrimine etkisinin olmamasindan
kaynaklandigi anlagilmaktadir. Yerel izolatlarin referans izolatlarla niikleotit
diizeyinde %82’nin iizerinde, amino asit diizeyinde ise %87 nin iizerinde genel
olarak yiiksek bir benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.23). Benzer
bir sekilde Bertazzon et al. (2010), italya’dan elde ettikleri BD izolatmin rtii
proteinine ait sekans verisini ABD’den elde edilen PN ve Kaliforniya’dan elde
edilen RG izolatlariyla karsilastirmiglardir. BD izolatinin diger izolatlardan
niikleotit diizeyinde %25 oraninda farklilik gosterdigini bildirmislerdir.
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Amino asit benzerlik oranlarma gore 1-9 ve M-12 numarali izolatlarm,
KF417616 (Virginia, ABD-C. Sauvignon), KF417612 (Teksas, ABD-Lenoir),
JQ771955 (Oregon, ABD-P. Noir), GU457404 (ABD-P. Noir), GU457402 (ABD-
P. Noir), EU760776 (ABD-C. Sauvignon), EF122997 (Fransa-Hamburg Misketi),
Y 14131 (italya), KF417620 (Virjinya, ABD-Chardonnay), KF417617 (Virjinya,
ABD-Seyval Blanc), EF123013 (Fransa-Chaouch Rose), HQ162306 (Cin) ve
EF123035 (Fransa-Moscato) numarali izolatlarla ayni oldugu saptanmistir. Buna
karsin I-9 ve M-12 numarali izolatlarla amino asit diizeyinde %97°nin altinda
benzerlik gosteren izolatlarm EF123018 (Fransa-Cinsault), KF417619 (Virjinya,
ABD-C. Sauvignon), Y15890 (italya), EU760791 (ABD-C. Sauvignon),
EU760795 (ABD-C. Sauvignon), EU760793 (ABD-C. Sauvignon) ve EU760802
(ABD-C. Sauvignon) oldugu goriilmektedir (Bkz. Cizelge 4.23). S6z konusu iki
grup izolat incelendiginde birbirinin ayni olan ve %97’nin altinda benzerlik
gosteren izolatlarin birgogunun elde edildigi lokasyonun ve ¢esidin ayni oldugu
anlasilmaktadir. Dolayisiyla izolatlar arasinda gézlenen varyasyonlarda cografik ve
biyolojik agidan bir iliski kurulamamustir. Nitekim niikleotit (Bkz. Sekil 4.25) ve
amino asit (Bkz. Sekil 4.26) dizilerine iliskin dendogramlar incelendiginde de

benzer bulgularmn elde edildigi goriilmektedir.

GLRaV-3 ile ilgili yiiriitiilen ¢alismalarda ise C-29, 1-9, I-23 ve O-8 numarali
GLRaV-3 izolatlarmm HSP70h genine ait taranan 489 baz ¢iftlik bolgenin kendi
aralarinda niikleotit diizeyinde %93’{in, amino asit diizeyinde ise %97 nin {izerinde
yiiksek bir benzerlik gosterdigi ve 1-9 numaral izolatla U-6 numarali izolatin
benzerlik oranlarmmin %100 olmasindan dolayr ayni1 oldugu saptanmistir (Bkz.
Cizelge 4.24). Buna karsin Baraff (2011), Kaliforniya baglarinda etmene ait farkli
strain’leri belirlemek amaci ile 24 baga ait 45 Ornegin filogenetik analizini
gerceklestirmistir. Sonugta etmenin strain’leri agisindan yiiksek derecede bir
genetik farklihgmn gorildigiini; Jooste et al. (2015) ise Giiney Afrika bag
alanlarinda 315 asma Orneginde Real-time PCR yontemi ile yaptiklar1 High
resolution melting (HRM) analizleri sonucunda etmene ait dort farkli varyanti (I,
I1, 11 ve VI) saptadiklarmi bildirmislerdir.

Yerel izolatlarda saptanan yiiksek benzerlik oranlarina kargin niikleotit (Bkz.
Sekil 4.27) ve amino asit (Bkz. Sekil 4.28) dizilerine iliskin dendogramlarda C-29
ve O-8 numarali izolatlarin [-9, U-6 ve I-23 numarali izolatlardan ayr1 bir ana grupta
yer aldig1 goriilmektedir. Bu durum izolatlar arasinda goriilen yiiksek benzerlik
oraninda bile varyasyonun olabilecegini gostermektedir. Gerek birbirleriyle ayni
gerekse varyasyonlarin saptandigi izolatlar, elde edildikleri iller ve cesitler
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acisindan incelendiginde saptanan varyasyonlarda ve birbiriyle ayni oldugu
belirlenen izolatlarda ayirt edici cografik bir etkinin olmadigs; ikinci grupta yer alan
izolatlarin ise ayni gesitten elde edildigi i¢cin kismen biyolojik kdkenli bir etkinin

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Yerel izolatlarin referans izolatlarla olan niikleotit dizilerine iliskin
dendogrami (Bkz. Sekil 4.29) incelendiginde O-8 ve C-29 numarali yerel izolatlarla
birlikte referans olarak alinan 15 izolatin diger izolatlardan ayrilarak ikinci grupta
yer aldig1; amino asit dizilerine iliskin dendogrami (Bkz. Sekil 4.30) incelendiginde
ise s0z konusu izolatlardan sadece HM245755 (Merkez, Manisa) numarali referans
izolatin ikinci grupta yer aldig1 goriilmektedir. Karsilagilan bu durumun niikleotit
diizeyindeki dendogramda HMZ245755 (Merkez, Manisa) numarali izolat harig
ikinci grupta yer alan diger tiim izolatlarin ayni1 kodon igerisinde meydana gelen
kismi niikleotit degisikliklerinin amino asit ¢evrimine etkisinin olmamasindan
kaynaklandig1 anlasilmaktadir. Yerel izolatlarin referans izolatlarla niikleotit
diizeyinde %90’ n tizerinde, amino asit diizeyinde ise %92 nin tizerinde yiiksek bir
benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.25). Bunun yaninda C-29
numarali izolatmn {i¢, I-9 ve U-6 numarali izolatlarm 13, 1-23 numarali izolatin
dokuz ve O-8 numarali izolatin ise alt1 referans izolatla amino asit diizeyinde %100
benzerlik gostermesinden dolay1r ayni oldugu saptanmistir (Bkz. Cizelge 4.25).
Buna karsin Maree et al. (2015), Giiney Afrika’da New generation sequencing
(NGS) yontemi ile tim genomunu elde ettikleri GH24 izolatin1 13’0 tiim genom
sekans1t olmak tiizere 819 kayitla karsilastrmiglardir. Tiim genomlar arasinda
yaptiklar1 analizlerde GH24 izolatinin, etmenin bilinen strain’leriyle niikleotit
diizeyinde %66’dan daha az bir benzerlik goésterdigini ve bu izolatin etmenin
oldukea yiiksek diizeyde farklilik gosteren bir varyant1 oldugunu bildirmislerdir.

GLRaV-3’¢ ait tiim izolatlarin elde edildikleri lokasyon ve gesit bilgileri
incelendiginde gerek ayni olan izolatlar gerekse varyasyon saptanan izolatlarda
genel olarak cografik veya biyolojik kokenli ayirt edici bir etkinin gézlenmedigi
belirlenmistir. Buna karsin ilging bir sekilde bes yerel izolatin da amino asit
diizeyinde en diisiik benzerlik oranm1 HM245755 (Merkez, Manisa) numarali
referans izolatla gosterdigi saptanmustir (Bkz. Cizelge 4.25). Nitekim amino asit
dizilerine iligkin elde edilen dendogram (Bkz. Sekil 4.30) incelendiginde
HM245755 (Merkez, Manisa) numarali izolatin diger izolatlardan ayr1 olarak ikinci
grupta yer almasmin bu durumu dogrular nitelikte oldugu goriilmektedir. Ortaya
cikan bu durum, birbirine ¢ok yakin bolgelerden elde edilen izolatlarda bile

varyasyonlarin ortaya ¢ikabilecegini gostermektedir.
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GLRaV-4 ile ilgili gergeklestirilen calismalarda ise C-31, I-1 ve R-73
numarali GLRaV-4 izolatlarinin HSP70h genine ait taranan 319 baz ¢iftlik bolgenin
kendi aralarinda niikleotit diizeyinde %94’iin, amino asit diizeyinde ise %98’in
tizerinde yiiksek bir benzerlik gosterdigi saptanmistir (Bkz. Cizelge 4.26). Benzer
sekilde Saldarelli et al. (2006), Tiirkiye (Y253-TK) ve Israil (Y252-1L) den elde
ettikleri iki virtisin HSP70h genlerinin amino asit diizeyinde %99, referans
GLRaV-4 ile %95 oraninda yiiksek bir benzerlik gosterdigini ve bu viriislerin
GLRaV-4’iin varyantlar1 olabilecegini; Rai et al. (2015) ise Hindistan bag
alanlarindan elde ettikleri dokuz izolatmin filogenetik analizleri sonucunda
orneklerin kendi aralarinda niikleotit diizeyinde %98 - %100 amino asit diizeyinde
ise %97 - %100 benzerlik gosterdiklerini, LR106 (FJ467503.1) numarali ABD
izolatiyla ise niikleotit diizeyinde %99 amino asit diizeyinde %97 - %98 benzerlik

gosterdigini bildirmislerdir.

Yerel izolatlarda saptanan yliksek benzerlik oranlarina karsm niikleotit (Bkz.
Sekil 4.31) ve amino asit (Bkz. Sekil 4.32) dizilerine iliskin dendogramlarda i-1
numarali izolatin C-31 ve R-73 numarali izolatlardan ayr1 bir ana grupta yer aldig1
goriilmektedir. Bu durum izolatlar arasinda goriilen yiiksek benzerlik oraninda bile
varyasyonun olabilecegini gdstermektedir. Varyasyonlarin saptandigi izolatlar,
elde edildikleri iller ve ¢esitler agisindan incelendiginde saptanan varyasyonlarda
ayirt edici cografik bir etkinin olmadigi; izolatlarin elde edildigi ¢esitlerin ayni
olmasina ragmen i-1 numaral izolatm diger izolatlardan ayrildig1 dolayisiyla

biyolojik bir etkinin de olmadig1 goriilmektedir.

Yerel izolatlarin referans izolatlarla niikleotit diizeyinde %88’in iizerinde,
amino asit diizeyinde ise %89’un iizerinde genel olarak yiiksek bir benzerlik
gosterdigi belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.27). Bunun yaninda C-31 ve I-1 numarali
yerel izolatlarin IN226663 (Cin-Autumn Royal), IN226662 (Cin-Autumn Royal),
GQ849394 (Cin-Autumn Royal) ve GU735409 (Ispanya, Balearic Adalari-
Gorgollasa) numarali referans izolatla amino asit diizeyinde %100 benzerlik
gostermesinden dolay1 ayni oldugu saptanmistir. Buna karsin Reynard et al. (2015),
Isvigre bag alanlarindan elde ettikleri niikleotit ve amino asit diizeyinde yiiksek
derecede farklilik gosteren Ob strain’inin Ampelovirus cinsi igerisinde ikinci alt
grup iginde yer aldigini, Ob’nin Ortii proteininin daha kiigiik olmasi, amino asit
benzerlik oranmin diisiik olmasi ve sahip oldugu farkli serolojik 6zellikleriyle
birlikte degerlendirildiginde GLRaV-4’tin farkli bir strain’i  oldugunu
bildirmislerdir.
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Ayrica C-31, I-1 ve R-73 numarali yerel izolatlarm tiimiiniin KC113198
(ABD, Benton County-Concord), AM162280 (israil) ve DQ325516 (Tiirkiye)
izolatlar1 ile %95’in altinda bir benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Bkz. Cizelge
4.27). Ozellikle C-31 ve i-1 numarali izolatlarla ayn1 oldugu saptanan referans
izolatlar incelendiginde lokasyon olarak Cin, cesit olarak ise Autumn Royal
cesidinin dikkat ¢ektigi goriilmektedir. Ancak yerel izolatlarin elde edildigi ¢esitler
incelendiginde ¢esidin Sultani Cekirdeksiz oldugu anlagilmaktadir. Bununla
birlikte Cin’de yine Autumn Royal’den elde edilen GQ246624 numarali izolat ile
yerel izolatlarin amino asit diizeyinde %98,11°lik bir benzerlik gosterdigi
goriilmektedir. Ortaya ¢ikan bu durum ayirt edici biyolojik bir etkiden s6z
edilemeyecegini, cografik etkinin ise kismen etkin olabilecegini gdstermektedir.
Nitekim niikleotit (Bkz. Sekil 4.33) ve amino asit (Bkz. Sekil 4.34) dizilerine iliskin
elde edilen dendogramlar da bu durumu dogrular niteliktedir. Ayrica DQ325516
(Tirkiye) izolatmin dendogramlarda yerel izolatlardan ayrilarak ikinci ana grupta
yer almasi ise ayni cografik bolgeye ait izolatlarda bile varyasyonlarin ortaya

cikabilecegini gostermektedir.

GLRaV-5 ile ilgili yapilan ¢alismalarda ise P-4 numarali GLRaV-5 izolatinin
HSP70h genine ait taranan 270 baz ¢iftlik bolgenin referans izolatlarla niikleotit
diizeyinde %82’nin tizerinde, amino asit diizeyinde ise %87’nin iizerinde genel
olarak yiiksek bir benzerlik gosterdigi saptanmustir (Bkz. Cizelge 4.28). Buna karsin
Reynard and Gugerli (2012a), Isvicre bag alanlarinda tespit ettikleri GLRaV-4’iin
yeni bir varyantimin Ampelovirus cinsi igerisinde yer alan GLRaV-4, -5, -6, -9,
-Car, -De ve -Pr viriisleriyle olan akrabalik iligkilerini incelemislerdir. Bu
varyantin, HSP70 amino asit benzerlik oranlarina gore s6z konusu viriislerle %63-
66 oraninda diisiik bir benzerlik gésterdigini dolayisiyla GLRaV-4 grubu ile yiiksek
oranda bir genetik farklilik gosterdigini bildirmislerdir.

Bu ¢aligmada P-4 numarali izolat, referans izolatlarla gosterdigi en diisiik
benzerligi EU815935 (Arjantin-Red Globe) izolat1 ile gostermistir. Nitekim
niikleotit (Bkz. Sekil 4.35) ve amino asit (Bkz. Sekil 4.36) dizilerine iliskin
dendogramlarda s6z konusu izolatin diger tiim izolatlardan ayr1 olarak ikinci ana
grupta yer almig olmasi da bu durumu dogrular niteliktedir. Izolatlarin elde edildigi
lokasyon ve cesit bilgileri incelendiginde niikleotit ve amino asit diizeyinde
gozlenen varyasyonlarin cografik veya biyolojik etkenlerden kaynaklandigma dair

ayirt edici bir iligki ise kurulamamistir.
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GLRaV-Pr ile ilgili ger¢eklestirilen calismalarda ise C-31, D-12, i-37, O-8 ve
R-23 numarali GLRaV-Pr izolatlarinm HSP70h genine ait taranan 242 baz ¢iftlik
bolgenin kendi aralarinda niikleotit diizeyinde %92’nin, amino asit diizeyinde ise
%395 ve lizerinde yiiksek bir benzerlik gosterdigi saptanmistir (Bkz. Cizelge 4.29).

Yerel izolatlarda saptanan yiiksek benzerlik oranlarma karsmn niikleotit (Bkz.
Sekil 4.37) ve amino asit (Bkz. Sekil 4.38) dizilerine iliskin dendogramlarda C-31
ve R-23 numarali izolatlarin ikinci ana grupta yer alarak D-12, I-37 ve O-8 numarali
izolatlardan ayrildig1 goriilmektedir. Bu durum izolatlar arasinda goriilen yiiksek
benzerlik oraninda bile bir varyasyonun olabilecegini gostermektedir.
Varyasyonlarin saptandigi izolatlar, elde edildikleri iller ve cesitler acisindan
incelendiginde ise saptanan varyasyonlarda ayirt edici cografik ve biyolojik bir
etkinin saptanamadigi, ayni gesitlerden ve ayni1 bolgeden elde edilen izolatlarda bile
varyasyonun ortaya ¢iktigi anlasilmaktadir. Yerel izolatlarin referans izolatlarla
olan niikleotit dizilerine iliskin dendogrami (Bkz. Sekil 4.39) incelendiginde sadece
FM244689 (Kibris-Mavro) numarali izolatin diger tiim izolatlardan ayrilarak ikinci
ana grupta yer aldigi; amino asit dizilerine iliskin dendogrami (Bkz. Sekil 4.40)
incelendiginde ise FM244689 (Kibris-Mavro) numarali izolatin birinci ana grupta,
C-31, R-23 ve AM745347 (Yunanistan-Prevezianiko) numarali izolatlarin ise
ikinci ana grupta yer aldigi goriilmektedir. Karsilagilan bu durumun niikleotit
dizilerine iliskin dendogramda ikinci ana grupta yer alan FM244689 (Kibris-
Mavro) numarali izolatin kodon igerisinde meydana gelen kismi niikleotit
degisikliklerinin amino asit ¢evrimine etkisinin olmamasindan, C-31, R-23 ve
AMT745347 (Yunanistan-Prevezianiko) numarali izolatlarda ise ayni kodonda yer
alan niikleotitlerdeki kismi degisiklikliklerin amino asit g¢evrimine etkisinin
olmasindan kaynaklandig1 anlasilmaktadir.

Yerel izolatlarin referans izolatlarla niikleotit diizeyinde %90’1n iizerinde,
amino asit diizeyinde ise %95’in lizerinde yiiksek bir benzerlik gosterdigi
belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.30). Benzer sekilde Maliogka et al. (2008a),
GLRaV-Pr izolatinin HSP70 proteinini kodlayan geninin kismi sekansmnin Giiney
Afrika’dan elde edilen WC-HSP-16 izolatiyla amino asit diizeyinde yiiksek
oraninda (%93-%94) benzerlik gosterdigini bildirmislerdir. Yerel izolatlardan
C-31’in AM745347 (Yunanistan-Prevezianiko) numarali izolatla amino asit
diizeyinde %100 benzerlik gosterdigi icin bu iki izolatin ayn1 oldugu saptanmistir.
Nitekim amino asit dizilerine iligkin dendogram (Bkz. Sekil 4.40) incelendiginde
C-31 ve R-23 numarali izolatlarn AM745347 (Yunanistan-Prevezianiko) numarali
izolatla ikinci ana grupta yer aldig1, D-12, 1-37 ve O-8 numarali izolatlarin ise diger
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referans izolatlarda birinci ana grupta yer aldig1 goriilmektedir. Izolatlarm elde
edildigi cesit ve lokasyon bilgileri incelendiginde ise dendogramda goriilen bu
varyasyonda ayirt edici biyolojik bir etkinin goriilmedigini, ayn1 sekilde cografik
bir etkiyle de iliski kurulamadig1 anlagilmaktadir.

GLRaV-De ile ilgili yiiriitiillen ¢alismalarda ise B-21, D-24, R-75 ve U-5
numarali GLRaV-De izolatlarmin HSP70h genine ait taranan 370 baz g¢iftlik
bolgenin kendi aralarinda niikleotit diizeyinde %93’tin, amino asit diizeyinde ise
%97 nin tizerinde yiiksek bir benzerlik gosterdigi ve D-24 numarali izolatla R-75
numarali izolatin amino asit diizeyindeki benzerlik oranlarmim %100 olmasindan
dolayr ayni oldugu saptanmustir (Bkz. Cizelge 4.31). Yerel izolatlarda saptanan
yiiksek benzerlik oranlarina karsin niikleotit dizilerine iliskin dendogramda (Bkz.
Sekil 4.41) U-5 numarali izolatm, amino asit dizilerine iliskin dendogramda (Bkz.
Sekil 4.42) ise B-21 numarali izolatin ikinci ana grupta yer alarak diger yerel
izolatlardan ayrildig1 goriilmektedir. Karsilagilan bu durumun U-5 numarali izolat
acisindan ayni kodon igerisinde meydana gelen kismi niikleotit degisikliklerinin
amino asit ¢evrimine etkisinin olmamasindan, B-21 numarali izolat iginse s6z
konusu durumun amino asit ¢evrimine etkili olmasindan kaynaklandigi
anlasilmaktadir. Amino asit dizilerine iliskin dendogramda izolatlarin elde edildigi
il ve c¢esit bilgileri incelendiginde saptanan varyasyonlarda ayirt edici cografik ve
biyolojik bir etkinin gbzlenmedigi, aym1 ¢eside ve bolgeye ait izolatlarda bile

varyasyonun ortaya ¢iktigi anlagilmaktadir.

Yerel izolatlarin referans izolatlarla niikleotit diizeyinde %89 un iizerinde,
amino asit diizeyinde ise %93’lin flizerinde yiiksek bir benzerlik gosterdigi
belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.32). Saptanan yiiksek benzerlik oranina karsin
niikleotit (Bkz. Sekil 4.43) ve amino asit (Bkz. Sekil 4.44) dizilerine ait
dendogramlar incelendiginde AM745349 (Yunanistan-Debina) numarali izolatin
diger izolatlardan ayrilarak ikinci ana grupta yer aldig1 goriilmektedir. Bu durum
yiiksek benzerlik oranlarinda bile izolatlar arasinda varyasyonlarin olabilecegini
gostermektedir. Ancak varyasyonlarin goriildiigii izolatlarin elde edildigi lokasyon
ve ¢esit bilgileri incelendiginde cografik agidan ayirt edici bir etkinin gézlenmedigi
biyolojik agidan ise Debina gesidine ait izolatin ikinci ana grupta yer almasindan
dolay1 diisiik de olsa biyolojik bir etkinin olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ege Bolgesi'nde bagcihigin yogun olarak yapildigi Manisa, Denizli, Izmir,
Usak ve Aydin illeri bag alanlarmmda 2011-2015 yillar1 arasinda yiiriitiilen bu
caligma ile GLRaV-Car hari¢ asma yaprak kivrilma hastaligi ile iliskili on farkl
virtisiin serolojik yontemlerden DAS-ELISA ve molekiiler yontemlerden Real-time
RT-PCR kullanilarak bulunma durumlarmin saptanmasi, secilen bazi 6rneklerin
biyolojik indeksleme ile otsu ve odunsu indikatorlerde olusturdugu simptomlarin
belirlenmesi ve elde edilen DNA dizileme verileriyle yerel izolatlarin birbirleriyle

ve diinya izolatlartyla olan filogenetik iliskileri ortaya konulmaya ¢alisilmistir.

Yiiriitiilen arastrmanin ilk bolimiinde DAS-ELISA ve Real-time PCR
yontemleri ile yapilan analizler sonucunda test edilen 424 asma 6rneginin %31,4’1
hastalikla iligkili viriisler ile enfekteli olarak saptanmustir. Bununla birlikte
testlenen 424 6rnegin %22,2’sinin bir, %9,2’sinin ise hastalikla iliskili birden fazla
viriisle enfekteli oldugu belirlenmistir. Ulkemizde hastalikla iliskili &nceden
saptanan ve calisilan viriislere karsin Yunanistan’dan rapor edilen GLRaV-Pr
viriisiiniin %16,8’lik bulunma durumuyla en yaygin viriis oldugu, ikinci sirada ise
yine Yunanistan’dan rapor edilen GLRaV-De viriisiiniin %12’lik bulunma
durumuyla yer aldigi tespit edilmistir. Ayrica gergeklestirilen DAS-ELISA testleri
sonucunda negatif oldugu tespit edilen GLRaV-1+3 i¢in testlenen 30 6rnegin on
(%33,3)’u; GLRaV-4-9 icin testlenen 43 6rnegin alt1 (%14)’s1 ve GLRaV-2 i¢in
testlenen 46 Ornegin dokuz (%19,6)’u spesifik primerler kullanilarak
gerceklestirilen Real-time RT-PCR c¢alismalar1 sonucunda enfekteli olarak

belirlenmistir.

Calismanin ikinci boliimiinde biyolojik indeksleme i¢in segilen izolatlarin
otsu indikatorlerden sadece U-5 numarali izolatin inokule edildigi
N. benthamiana’da simptom olusumuna neden oldugu, odunsu indikatorlerle
yapilan biyolojik indeksleme ¢aligmalarinda ise segilen tiim izolatlarin Cabernet
Franc, Cabernet Sauvignon ve Pinot Noir indikatdrlerinin en az birinde degisen

siddetlerde simptom olusturdugu tespit edilmistir.

Ayrica asma genomunun bir pargasi oldugu icin Ampelovirus cinsinden
¢ikartilan GLRaV-8 ile ilgili olarak da GLRaV-8 primeriyle testlenen 424 asma
orneginin %75,9 unun pozitif sonug verdigi, ayni ¢esitlere ait 6rneklerin bazilarmin
GLRaV-8 primeriyle pozitif sonu¢ verdigi, bazilarinin ise GLRaV-8 primeriyle

pozitif sonu¢ vermedigi tespit edilmistir. Bunun yaninda U-5 numarali izolatin
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inokule edildigi simptom goézlenen N. benthamiana’larm GLRaV-8 primeriyle
pozitif sonug¢ verdigi, ayn1 zamanda GLRaV-8 primeriyle pozitif sonu¢ veren P-3
numarali izolatin odunsu indikatorlerden C. Sauvignon ve P. Noir iizerinde asma
yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriislerin olusturduklarina benzer simptomlar

gozlendigi belirlenmistir.

Caligmanin ti¢ilincii boliimiinde ise hastalikla iligkili saptanan farkli viriislere
ait HSP70h gen bolgesinin kismi dizileme verisi elde edilen izolatlar 6nce kendi
aralarinda sonra ise NCBI gen bankasindan segilen referans izolatlarla filogenetik
iliskileri agidan analiz edilmis ve genel olarak izolatlarin kendi iglerinde ve referans
izolatlarla yiiksek oranda benzerlik gosterdigi saptanmistir. Bunun yaninda elde
edilen dizileme verileri NCBI gen bankasina kayit edilerek veriler arastiricilarin

kullanimina sunulmustur.
Yukaridaki sonuglardan yola ¢ikarak;

¢ Bolgemiz baglarinda asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili viriislerden
bulunma orani agisindan ilk iki sirada saptanarak iilkemiz i¢in ilk kayit olarak
bildirilen ve serolojik tanmi1 kiti bulunmayan GLRaV-Pr ve GLRaV-De
virtisleri ile bu ¢alisma kapsamina alinmayan ancak tilkemiz baglarinda da
bulunmasi ihtimal dahilinde olan GLRaV-Car viriisiiniin “Meyve ve Asma
Fidan1 ile Uretim Materyallerinde Bitki Sagligi Standartlar1 Talimat1” ve
“Bitki Karantinast YoOnetmeligi” kapsaminda molekiiler yontemler ile

analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.

% Birgok farkl arastirici tarafindan da bildirildigi tizere bu ¢alisma kapsaminda
da DAS-ELISA yonteminin asma yaprak kivrilma hastaligi ile iligkili
viriisleri tanilamada hassasiyetinin diisiik oldugu saptanmistir. Dolayisiyla
basta karantina hizmeti veren kurumlar ile “Meyve ve Asma Fidani ile Uretim
Materyallerinde Bitki Sagligi Standartlar1 Talimat1” kapsaminda kontrol
kurulusu olarak gorevli olan kurumlarmn s6z konusu hastalikla iliskili
virlislerin analizlerinde metot birlikteligine vararak segecekleri molekiiler
yontemleri kullanmalar1 yanlis negatif sonuglarin 6nlenmesi agisindan biiyiik

Onem tagimaktadir.

e

AS

Ege Bolgesi’nin asma fidani iiretiminde de lider olmasinin yaninda fidan
tireticilerinin iiretim materyallerinin biiyiik bir kismimni bolgedeki iiretim

baglarindan sagliyor olmas1 6zellikle de beyaz {iziim ¢esitlerinde hastalikla
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iligkili virlisler agisindan latent enfeksiyonlarin goriilme potansiyeliyle
birlikte degerlendirildiginde virlis hastaliklarinin kontrolsliz bir sekilde
yayilmasi agisindan endise vericidir. Dolayisiyla asma fidani {retimi
amaciyla bolge baglarindan iiretim materyali saglanmasinin 6niine gegilmeli,
iretim materyalleri fidan ireticilerinin kuracagi virlisten ari damizlik
parsellerinden saglanmalidir. Nitekim bu amagla Manisa Bagcilik Arastirma
Enstitisit Midirligi liderliginde 2012 yilinda tamamlanan 107G116
numarali “Ulkemizde Yetistiriciligi Yapilan Ekonomik Oneme Sahip Bazi
Uziim Cesit ve Amerikan Asma Anaclar1 ile Klonlarinin Viriisler ve
Agrobacterium vitis Yoniinden Arindirilmasi, Tanimlanmasi ve Yeni Uziim
Cesitlerinin Gelistirilmesi” baslikli TUBITAK 1007 projesi ile arindirma
caligmalarina baglanilmistir. Bu kapsamda 2015 yili itibariyla 12 farkli anag
ve 30 farkli {iziim ¢esidine ait viriisten ari materyal elde edilmistir. Bunlardan
sekiz ana¢ ve 14 ceside ait iiretim materyallerini ti¢ nolu damizlik tretim
parseli kurmak amaciyla 2014 ve 2015 yillarinda Fidan Ureticileri Alt Birligi
(FUYAB) iiyesi 6zel bir firma satm almugtir.

Ureticilere sertifikali fidan arzmin gerceklestirilmeye baslanmasiyla birlikte
standart asma fidaninin {iretimi ve satis1 planlanacak bir program dahilinde
durdurulmali ve tesis edilecek yeni baglar sertifikali asma fidanlariyla

kurulmalidrr.

Genel olarak bag viriislerinin uzak alanlara taginmasi tiretim materyalleri (as1
gozii, kalem, fidan) ile olmakta, sinirli bir alan igerisinde yayilmalar1 ise
vektorler ve vektorlere konukguluk eden yabanci otlar ile olmaktadir. Ayrica
GLRaV-2 gibi bazi asma viriisleri ayrica mekanik olarak da
tagimabilmektedir. Dolayisiyla s6z konusu viriislerle miicadelede koruyucu
Onlemler biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bu amagla vektor boceklerle miicadele
thmal edilmemeli, baglarda kullanilan budama alet ve ekipmanlar1 asmadan
asmaya gecerken dezenfekte edildikten sonra kullanilmali, budama artiklar1

ise toplanarak imha edilmelidir.

Asma genomunun bir pargast oldugu i¢in Ampelovirus cinsinden ¢ikartilan
GLRaV-8 ile ilgili olarak ¢aliyma kapsaminda saptanan bulgular yapilacak

kapsamli ¢aligmalarla ortaya konulmalidur.

Calisma kapsamina hastalikla iligkili saptanan farkli viriislere ait tek bir gen
bolgesinin  kismi dizileme verileri elde edilerek filogenetik analizler
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gerceklestirilmis olup genel olarak yliksek benzerlik oranlarina ragmen
izolatlar arasinda varyasyonlar saptanmistir. Ancak elde edilen kismi
dizileme verileri genomun kii¢iik bir kismini temsil etmektedir. Farkli gen
bolgelerine ait hatta tiim genomu kapsayacak sekilde elde edilecek dizileme
verileriyle yapilacak olan filogenetik analizlerin muhtemel varyasyonlarin
saptanmasinda daha detaylli ve giivenilir bulgular saglayacagi

distiniilmektedir.

Protein kodlayan genlere ait dizileme verilerinde ayni1 kodon igerisinde
meydana gelen bazi niikleotit degisikliklerinin zaman zaman amino asit
cevimine etkisinin olmamasindan dolay filogenetik analizlerde niikleik asit
dizilerine ait sekans verilerinin kullanimiyla birlikte amino asit dizi
verilerinin  de  kullanilmasmim  benzerliklerin  ve  farkliliklarin
yorumlanmasinda daha dogru ve destekleyici sonuglar verecegi

distiniilmektedir.
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EKLER

Ek 1 Yerel GLRaVs izolatlarinin niikleotit ve amino asit dizileri



> GLRaV-1 izolat R-49 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

TTGTCGGGATTCACGGAGTTAGTTATTTTTCCCAAAGGTCATCCGATA
CCGTCGGTATATGAAACGAGCTTTCAAATATCAGGAAGCACTATGGA
GTACGGCATTTTTGAGGGCGAGTCTAATCGCACCTGGTTGAATGAGAT
CGCTTTTAAGGGGACGGACTACAGACCGTCTAATGAAAGGAAGAGTG
ATAAAGTTAAATACGAGATATCAGTGGACGGAAAATTGAAACTGAGC
GTCGATGGCAGAGAATTGAA

LSGFTELVIFPKGHPIPSVYETSFQISGSTMEYGIFEGESNRTWLNEIAFKG
TDYRPSNERKSDKVKYEISVDGKLKLSVDGREL

> GLRaV-2 izolat M-12 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

ATCCCCACTTACCTCTATCTCTTCTCCGATTCTAACCACATGACTTTTG
GTTACGAGGCCGAATCACTGATGAGTAATCTGAAAGTTAAAGGTTCT
TTTTATAGAGATTTAAAACGTTGGGTGGGTTGCGATTCGAGTAACCTC
GACGCGTACCTTGACCGTTTAAAACCTCATTACTCGGTCCGCTTGGTT
AAGATCGGCTCTGGCTTGAACGAAACTGTTTCAATTGGAAACTTCGG
GGGCACTGTTAAGTCTGAGGCTCATCTGCCA

IPTYLYLFSDSNHMTFGYEAESLMSNLKVKGSFYRDLKRWVGCDSSNLD
AYLDRLKPHYSVRLVKIGSGLNETVSIGNFGGTVKSEAHLP

> GLRaV-2 izolat B-21 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

ATCCCCACTTACCTCTATCTCTTCTCCGATTCTAACCACATGACTTTTG
GTTACGAGGCCGAATCACTGATGAGTAATCTGAAAGTTAAAGGTTCG
TTTTATAGAGATTTAAAACGTTGGGTGGGTTGCGATTCGAGTAACCTC
GACGCGTACCTTGACCGTTTAAAACCTCATTACTCGGTCCGCTTGGTT
AAGATCGGCTCTGGCTTGAACGAAACTGTTTCAATTGGAAACTTCGG
GGGCACTGTTAAGGCTGAGGCTCATCTGCCA

IPTYLYLFSDSNHMTFGYEAESLMSNLKVKGSFYRDLKRWVGCDSSNLD
AYLDRLKPHYSVRLVKIGSGLNETVSIGNFGGTVKAEAHLP



> GLRaV-2 izolat R-10 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

ATCCCCACTTACCTCTATGTCTTCTCCGATTCTAACCACATGACTTTTG
GTTACGAGGCCGAATCACTGATGAGTAATCTGAAAGTTAAAGGTTCG
TTTTATAGAGATTTAAAACGTTGGGTGGGTTGCGATTCGAGTAACCTC
GACGCGTACCTTGACCGTTTAAAACCTCATTACTCGGTCCGCTTGGTT
AAGATCGGCTCTGGCTTGAACGAAACTGTTTCAATTGGAAACTTCGG
GGGCACTGTTAAGTGTGAGGCTCATCTGCCA

IPTYLYVFSDSNHMTFGYEAESLMSNLKVKGSFYRDLKRWVGCDSSNLD
AYLDRLKPHYSVRLVKIGSGLNETVSIGNFGGTVKCEAHLP

> GLRaV-2 izolat I-9 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

ATCCCCACTTACCTCTATCTCTTCTCCGATTCTAACCACATGACTTTTG
GTTACGAGGCCGAATCACTGATGAGTAATCTGAAAGTTAAAGGTTCG
TTTTATAGAGATTTAAAACGTTGGGTGGGTTGCGATTCGAGTAACCTC
GACGCGTACCTTGACCGTTTAAAACCTCATTACTCGGTCCGCTTGGTT
AAGATCGGCTCTGGCTTGAACGAAACTGTTTCAATTGGAAACTTCGG
GGGCACTGTTAAGTCTGAGGCTCATCTGCCA

IPTYLYLFSDSNHMTFGYEAESLMSNLKVKGSFYRDLKRWVGCDSSNLD
AYLDRLKPHYSVRLVKIGSGLNETVSIGNFGGTVKSEAHLP

> GLRaV-3 izolat C-29 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

TATCCAGACCCTGTTATTGCTGTTATGACTGGGGGGTCAAGTGCTCTA
GTTAAGGTCAGGAGTGATGTGGCCAATTTGCCGCAGATATCTAAGGT
TGTGTTCGACAATACTGATTTTAGGTGTTCGGTAGCCTGTGGGGCTAA
GGTTTACTGTGATATTTTGGCAGGTAATAGCGGACTGAGACTGGTGG
ACACTTTGACGAATACGCTAACGGACGAGGTGGTGGACTTTCAACCG
GTGGTAATTTTCCCGAAAGGTAGTCCAATACCCTGTTCATACACTCAC
AGATACACAGTGGGTAGTGGAGATGTGGTGTACGGTATATTTGAAGG
GGAGAATAACAGGGCTTTTCTAAATGAACCGACGTTCCGGGGCGTAT
CGAAACGTAGGGGAGACCCAAAAGAGACCGACGTAGCGCAATTTAA
TTTATCCACAGACGGTACGGTATCTGTTATTGTTAACGGTGAGGAAGT
AAAGAATGAATATCTG



YPDPVIAVMTGGSSALVKVRSDVANLPQISKVVFDNTDFRCSVACGAKYV
YCDILAGNSGLRLVDTLTNTLTDEVVDFQPVVIFPKGSPIPCSYTHRYTVG
SGDVVYGIFEGENNRAFLNEPTFRGVSKRRGDPKETDVAQFNLSTDGTV
SVIVNGEEVKNEYL

> GLRaV-3 izolat O-8 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

TATCCAGACCCTGTTATTGCTGTTATGACTGGGGGGTCAAGTGCTCTA
GTTAAGGTCAGGAGTGATGTGGCCAATTTGCCGCAGATATCTAAGGT
TGTGTTCGACAATACTGATTTTAGGTGTTCGGTAGCCTGTGGGGCTAA
GGTTTACTGTGATATTTTGGCAGGTAATAGCGGACTGAGACTGGTGG
ACACTTTGACGAATACGCTAACGGACGAGGTGGTGGACTTTCAACCG
GTGGTAATTTTCCCGAAAGGTAGTCCAATACCCTGTTCATACACTCAC
AGATACACAGTGGGTGGTGGAGATGTGGTGTACGGTATATTTGAAGG
GGAGAATAACAGGGCTTTTCTAAATGAACCGACGTTCCGGGGCGTAT
CGAAACGTAGGGGAGACCCAAAAGAGACCGACGTAGCGCAATTTAA
TTTATCCACAGACGGTACGGTATCTGTTATTGTTAACGGTGAGGAAGT
AAAGAATGAATATCTG

YPDPVIAVMTGGSSALVKVRSDVANLPQISKVVFDNTDFRCSVACGAKV
YCDILAGNSGLRLVDTLTNTLTDEVVDFQPVVIFPKGSPIPCSYTHRYTVG
GGDVVYGIFEGENNRAFLNEPTFRGVSKRRGDPKETDVAQFNLSTDGTV
SVIVNGEEVKNEYL

> GLRaV-3 izolat I-9 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

TACCCAGACCCGGTTATTGCTGTTATGACTGGGGGGTCAAGTGCTCTA
GTTAAGGTCAGGAGTGATGTGGCTAATTTGCCGCAGATATCTAAGGT
CGTGTTCGACAGTACCGATTTTAGATGTTCGGTGGCTTGTGGGGCTAA
GGTTTACTGCGATATTTTGGCAGGTAATAGCGGACTGAGACTGGTGG
ACACTTTAACGAATACGCTAACGGACGAGGTAGTGGATTTTCAGCCG
GTGGTAATTTTCCCGAAAGGTAGTCCAATACCCTGTTCATATACTCAT
AGATACACAGTGGGTGGTGGAGATGTGGTATACGGTATATTTGAAGG
GGAGAATAACAGAGCTTTTCTAAATGAACCGACGTTCCGGGGCGTAT
CGAAACGTAGGGGAGACCCAGTAGAGACCGACGTGGCGCAGTTTAAT
CTCTCCACGGACGGAACGGTGTCTGTTATCGTTAATGGTGAGGAAGT
AAAGAATGAATATCTG



YPDPVIAVMTGGSSALVKVRSDVANLPQISKVVFDSTDFRCSVACGAKV

YCDILAGNSGLRLVDTLTNTLTDEVVDFQPVVIFPKGSPIPCSYTHRYTVG
GGDVVYGIFEGENNRAFLNEPTFRGVSKRRGDPVETDVAQFNLSTDGTV

SVIVNGEEVKNEYL

> GLRaV-3 izolat I-23 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

CTACCAGACCCGGTTATTGCTGTTATGACTGGGGGGTCAAGTGCTCTA
GTTAAGGTCAGGAGTGATGTGGCTAATTTGCCGCAGATATCTAAGGT
CGTGTTCGACAGTACCGATTTTAGATGTTCGGTGGCTTGTGGGGCTAA
GGTTTACTGCGATATTTTGGCAGGTAATAGCGGACTGAGACTGGTGG
ACACTTTAACGAATACGCTAACGGACGAGGTAGTGGATTTTCAGCCG
GTGGTAATTTTCCCGAAAGGTAGTCCAATACCCTGTTCATATACTCAT
AGATACACAGTGGGTGGCGGAGATGTGGTATACGGTATATTTGAAGG
GGAGAATAACAGAGCTTTTCTAAATGAACCGACGTTCCGGGGCGTAT
CGAAACGTAGGGGAGACCCAGTAGAGACCGACGTGGCGCAGTTTAAT
CTCTCCACGGACGGAACGGTGTCTGTTATCGTTAATGGTGAGGAAGT
AAAGAATGAATATCTG

LPDPVIAVMTGGSSALVKVRSDVANLPQISKVVFEDSTDFRCSVACGAKV
YCDILAGNSGLRLVDTLTNTLTDEVVDFQPVVIFPKGSPIPCSYTHRYTVG
GGDVVYGIFEGENNRAFLNEPTFRGVSKRRGDPVETDVAQFNLSTDGTV
SVIVNGEEVKNEYL

> GLRaV-3 izolat U-6 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

TACCCAGACCCGGTTATTGCTGTTATGACTGGGGGGTCAAGTGCTCTA
GTTAAGGTCAGGAGTGATGTGGCTAATTTGCCGCAGATATCTAAGGT
CGTGTTCGACAGTACCGATTTTAGATGTTCGGTGGCTTGTGGGGCTAA
GGTTTACTGCGATATTTTGGCAGGTAATAGCGGACTGAGACTGGTGG
ACACTTTAACGAATACGCTAACGGACGAGGTAGTGGATTTTCAGCCG
GTGGTAATTTTCCCGAAAGGTAGTCCAATACCCTGTTCATATACTCAT
AGATACACAGTGGGTGGTGGAGATGTGGTATACGGTATATTTGAAGG
GGAGAATAACAGAGCTTTTCTAAATGAACCGACGTTCCGGGGCGTAT
CGAAACGTAGGGGAGACCCAGTAGAGACCGACGTGGCGCAGTTTAAT
CTCTCCACGGACGGAACGGTGTCTGTTATCGTTAATGGTGAGGAAGT
AAAGAATGAATATCTG



YPDPVIAVMTGGSSALVKVRSDVANLPQISKVVFDSTDFRCSVACGAKV

YCDILAGNSGLRLVDTLTNTLTDEVVDFQPVVIFPKGSPIPCSYTHRYTVG
GGDVVYGIFEGENNRAFLNEPTFRGVSKRRGDPVETDVAQFNLSTDGTV

SVIVNGEEVKNEYL

> GLRaV-4 izolat C-31 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

TTCTCCACCTTGTGCTTTTCGGCGGGGCGGGGAATTGACGGTTGTGTT
CCAGAAAGTGATACCATATACATACCAACTGTCGTAGGTATAAGGAA
TGATGGAACATATACCATTGGGCTTGGTGCTCTACTAGAGAAGGATG
TGCTGGTCTACAGAGATATAAAGAGGTATTTCGGTATGAACAAGTTC
AATGCTAATACCTACATGATGAAGCTTAGACCTAAATTTGAGGTCTTG
GTCAAAGACTGGTCAGTGAGTATAGGACCGGTTTCCGGGGAGAAAGG
TAAAACAAGGAGTGTAATTGCACTCGCTTGTATGA

FSTLCFSAGRGIDGCVPESDTIYIPTVVGIRNDGTYTIGLGALLEKDVLVY
RDIKRYFGMNKFNANTYMMKLRPKFEVLVKDWSVSIGPVSGEKGKTRS
VIALACM

> GLRaV-4 izolat R-73 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

TTCTCCACCTTGTGCTTTTCGGCGGGGCGGGGAGTTGACGGTTGTGTT
CCAGAGAGTGATACCATATACATACCGACCGTTGTGGGTATAAGGAA
TGATGGAACATATACCATTGGACTTGGTGCTCTACTAGAGAAGGATG
TACTGGTTTACAGGGACATAAAGAGGTATTTCGGTATGAACAAGTTC
AATGCTAGTACCTACATGATGAAGCTTAGACCTAAATTTGAGGTCTTG
GTCAAAGACTGGTCAGTGAGTATAGGACCGGTTTCCGGAGAGAAAGG
TAAAACAAGGAGTGTAATTGCACTCGCTTGTATGA

FSTLCFSAGRGVDGCVPESDTIYIPTVVGIRNDGTYTIGLGALLEKDVLVY
RDIKRYFGMNKFNASTYMMKLRPKFEVLVKDWSVSIGPVSGEKGKTRS
VIALACM

> GLRaV-4 izolat I-1 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi
TTCTCCAACCTGTGCTTTTCGGCGGGGAGGGGAGTTGACGGTTGTGTT

CCGGAGAGTGATACCATATACATACCAACCGTTGTAGGTATAAGGAA
TGATGGAACGTATACCATTGGGCTTGGTGCTCTACTAGAGAAGGACG



TGCTAGTTTACAGAGATATAAAAAGGTATTTCGGTATGAACAAGTTC
AATGCTAATACCTACATGATGAAGCTTAGACCTAAATTTGAGGTCTTG
GTCAAAGACTGGTCGGTGAGTATAGGACCGGTTTCTGGAGAGAAAGG
TAAAACAAGGAGTGTAATTGCACTCGCTTGTATGA

FSNLCFSAGRGVDGCVPESDTIYIPTVVGIRNDGTYTIGLGALLEKDVLVY
RDIKRYFGMNKFNANTYMMKLRPKFEVLVKDWSVSIGPVSGEKGKTRS
VIALACM

> GLRaV-5 izolat P-4 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

ACACTCTGCTTTTCTGCTGGCAGAGGCGTAGATGGTTGTGTTCCTGAG
AGCGACACCGTGTATATACCAACAGTCGTTGGTATACGAAAAGACGG
AACATACACAATAGGTTTGGGGGCTTTGCTAGAAAAGGATGTACTCG
TTTATCGAGACATAAAAAGATATTTTGGTATGAACAAGTTCAATGCCG
AAGTATACAGGAAAAAGCTAAAACCTAAATTTGAGGTCATAGTGAAG
AACTGGTCGGCTTACATTGGTCCGTCTTCTGGA

TLCFSAGRGVDGCVPESDTVYIPTVVGIRKDGTYTIGLGALLEKDVLVYR
DIKRYFGMNKFNAEVYRKKLKPKFEVIVKNWSAYIGPSSG

> GLRaV-Pr izolat C-31 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit
dizisi

CTTGTGTACAGGGATATAAAACGATACTTCGGGATGAATAAATTCAA
TGCTGATTCTTACTTGAAGAAGCTCAAGCCGAACTTTGAAGTAATCGT
AAAGACGTGGTCAGCTTACATCGGGCCTGTGTCTGGTGAGAGGGGAA
AGACGCGTAGTGTTATTGCCCTGGCTTGCATGTTTGTGTCCGCGTTGG
CTCGGATGGCCGTGCAAATTACAGGAACGCAAGTGTCTCTTTCCGTTT
GCTC

LVYRDIKRYFGMNKFNADSY LKKLKPNFEVIVKTWSAYIGPVSGERGKT
RSVIALACMFVSALARMAVQITGTQVSLSVCS



> GLRaV-Pr izolat D-12 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit
dizisi

CTTGTGTACAGGGATATAAAACGATACTTCGGGATGAATAAATTCAA
TGCTGATTCTTACATGAAGAAGCTCAAGCCGAATTTTGAAGTAGTCGT
GAAGACTTGGTCAGCTTACATCGGACCTGTATCTGGTGAGAGAGGGA
AGACGCGTAGTGTTATCGCCTTAGCTTGTATGTTTGTGTCCGCGTTGG
TTCGGATGGCCGTGCAAATTACAGGGACGCAAGTGTCTCTTTCCGTTT
GCTC

LVYRDIKRYFGMNKFNADSYMKKLKPNFEVVVKTWSAYIGPVSG
ERGKTRSVIALACMFVSALVRMAVQITGTQVSLSVCS

> GLRaV-Pr izolat O-8 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

CTTGTGTACAGGGATATAAAACGCTACTTCGGGATGAATAAGTTTAAT
GCTGATTCTTACTTGAAGAAGCTCAAGCCGAATTTTGAAGTAGTCGTG
AAGACTTGGTCAGCTTACATCGGGCCTGTATCTGGTGAGAGAGGGAA
GACGCGTAGTGTTATTGCCTTAGCTTGCATGTTCGTATCCGCGTTGGT
TCGGATGGCCGTGCAAATTACAGGAACGCAAGTGTCTCTTTCCGTTTG
CTC

LVYRDIKRYFGMNKFNADSY LKKLKPNFEVVVKTWSAYIGPVSG
ERGKTRSVIALACMFVSALVRMAVQITGTQVSLSVCS

> GLRaV-Pr izolat R-23 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit
dizisi

CTTGTGTACAGGGATATAAAACGCTACTTCGGGATGAATAAATTCAG
TGCTGATTCTTACTTGAAGAAGCTCAAGCCGAACTTTGAAGTAATCGT
AAAGACGTGGTCAGCTTACATCGGGCCTGTGTCTGGTGAGAGGGGAA
AGACGCGTAGTGTTATTGCCCTGGCTTGCATGTTTGTGTCCGCGTTGG
CTCGGATGGCCGTGCAAATTACAGGAACGCAAGTGTCTCTTTCCGTTT
GCTC

LVYRDIKRYFGMNKFSADSYLKKLKPNFEVIVKTWSAYIGPVSG
ERGKTRSVIALACMFVSALARMAVQITGTQVSLSVCS



> GLRaV-Pr izolat i-37 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

CTTGTGTACAGGGATATAAAACGCTACTTCGGGATGAATAAGTTCAA

TGCTGATTCTTACTTGAATAAGCTCAAGCCGAACTTCGAAGTAGTCGT
GAAGACTTGGTCGGCTTACATCGGACCTGTATCTGGTGAGAGAGGAA
AGACGCGTAGTGTTATTGCCTTGGCTTGCATGTTTGTGTCCGCGTTGG

TTCGGATGGCCGTGCAAATTACAGGAACGCAAGTGTCTCTTTCCGTTT
GCTC

LVYRDIKRYFGMNKFNADSYLNKLKPNFEVVVKTWSAYIGPVSG
ERGKTRSVIALACMFVSALVRMAVQITGTQVSLSVCS

> GLRaV-De izolat B-21 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit
dizisi

GCTGGGAGAGGCGTTGAAGGTTGCGTTCCTGAGAGTGACACAATCTA
CATACCAACTGTGGTTGGTATCAGAAGGGATGGGACATACACGATAG
GTCTGGGAGCGTTGCTGGAACCGGACGTGATGGTATACCGAGATATC
AAGAGGTATTTTGGTATGAACAAATTTAACGCTGAGAGCTACAGAAG
CAAGCTGAAACCTAAGTTTGAAGTGATAGTTAAAAATTGGTCGGCTT
ACATCGGACCAACCTCTGGGGAAAAAGGGAAGGCTAGGAGCGTCAT
AGCTCTGACCTGTATGTTCGTATCAGCTTTAGCAAAAATGGCATCTTC
TATGACTGGGAGTGCCGTCACTCTGTCTGTTTGTTCTGTGC

AGRGVEGCVPESDTIYIPTVVGIRRDGTYTIGLGALLEPDVMVYRDIKRY
FGMNKFNAESYRSKLKPKFEVIVKNWSAYIGPTSGEKGKARSVIALTCM
FVSALAKMASSMTGSAVTLSVCSV

> GLRaV-De izolat D-24 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit
dizisi

GCTGGGAGAGGCGTTGAAGGTTGCGTTCCTGAGAGTGACACAATCTA
CATACCAACTGTGGTTGGTATCAGAAAGGATGGGACATACACGATAG
GTCTGGGAGCGTTGCTGGAACCGGACGTGATGGTATACCGAGATATC
AAGAGGTATTTTGGTATGAACAAATTTAACGCTGAGAGCTACAGAAG
CAAGCTGAAACCTAAGTTTGAAGTGATAGTTAAAAATTGGTCGGCTT
ACATCGGACCAACCTCTGGAGAAAAAGGGAAGGCTAGGAGTGTCATA



GCTCTGACCTGTATGTTCGTATCGGCTTTAGCAAAAATGGCAGTTTCT
ATGACTGGGAGTGCCGTCACTCTGTCTGTTTGTTCTGTGC

AGRGVEGCVPESDTIYIPTVVGIRKDGTYTIGLGALLEPDVMVYRDIKRY
FGMNKFNAESYRSKLKPKFEVIVKNWSAY IGPTSGEKGKARSIALTCMF
VSALAKMAVSMTGSAVTLSVCSV

> GLRaV-De izolat R-75 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit
dizisi

GCTGGGAGAGGCGTTGAAGGTTGCGTTCCTGAGAGTGACACAATCTA
CATACCAACTGTGGTTGGTATCAGAAAGGATGGGACATACACGATAG
GTCTGGGAGCGTTGCTGGAACCGGACGTGATGGTATACCGAGATATC
AAGAGGTATTTTGGTATGAACAAATTTAACGCTGAGAGCTACAGAAG
CAAGCTGAAACCTAAGTTTGAAGTGATAGTTAAAAATTGGTCGGCTT
ACATCGGACCAACCTCTGGGGAAAAAGGGAAGGCTAGGAGTGTCATA
GCTCTGACCTGTATGTTCGTATCAGCTTTAGCAAAAATGGCAGTTTCT
ATGACTGGGAGTGCCGTCACTCTGTCTGTTTGTTCTGTGC

AGRGVEGCVPESDTIYIPTVVGIRKDGTYTIGLGALLEPDVMVYRDIKRY
FGMNKFNAESYRSKLKPKFEVIVKNWSAYIGPTSGEKGKARSIALTCMF
VSALAKMAVSMTGSAVTLSVCSV

> GLRaV-De izolat U-5 HSP70h genine ait kismi sekans verisi ve amino asit dizisi

GCTGGGAGAGGCGTTGAAGGTTGCGTTCCTGAGAGTGATACAATCTA
CATACCGACTGTGGTTGGTATCAGAAAAGATGGAACATACACGATAG
GTCTGGGAGCCTTGTTGGAACCGGACGTGATGGTATACCGGGATATC
AAGAGGTATTTTGGTATGAACAAATTCAATGCTGAGAGTTACAGGAA
CAAGCTGAAACCTAAGTTCGAAGTGATAGTGAAAAATTGGTCGGCTT
ACATTGGACCGACCTCTGGGGAGAAAGGCAAGGCTAGGAGTGTCATA
GCTCTGACCTGTATGTTCGTATCAGCTTTGGCAAAAATGGCTGTTTCT
ATGACTGGGAGCGCCGTCACTCTGTCTGTTTGTTCTGTGC

AGRGVEGCVPESDTIYIPTVVGIRKDGTYTIGLGALLEPDVMVYRDIKRY
FGMNKFNAESYRNKLKPKFEVIVKNWSAY IGPTSGEKGKARSVIALTCM
FVSALAKMAVSMTGSAVTLSVC






