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Bagcilik iilkemizde 6nemli bir tanm sektorudiir. Tirkiye’de toplam mevcut
bag uretim alam1 565.000 hektar ve ortalama tiretim 6.46 ton/ha dir. Ancak iretim
miktan diger Akdeniz iilkelerinden elde edilen rin miktarindan daha digiiktiir.
Bunun temel nedeni 6zellikle Asma kisa bogum virisit (GFLV) olmak iizere
bolgemizde baglara zarar veren viriis hastaliklandir. Bu hastaliklar igerisinde
GFLV en 6nemli yeri iggal etmekte, ast ve vektér nematodlarla taginmaktadir.
Ulkemizde baglarda vektor nematodlar ve viris-nematod iliskisi konusunda
yeterince detayh arastirma yapilmamugtir.

Bu caligmada Adana ve Mersin gevresindeki bag bitkilerinde ve vektor
nematodlarin biinyesinde GFLV’nin varh ve bulundugu alanlar serolojik ve
molekiiler yontemler ile aragtinlougtir. Araziden getirilen toplam 384 bag
omeginden 63 (% 16.4) tanesinin viriis ile bulagik oldugu DAS-ELISA yontemiyle
saptanmugtir.

Vektor nematod Xiphinema index Thorne et Allen’in bulundugu bag alanlan
ve bunlarin populasyon yogunluklart saptanmugtir. Baglarda bitkilerin rizosfer
bolgesinden alinan 307 adet toprak 6rneginden sirastyla 66’sinda (% 21.5) X. index
ve 275’inde (% 89.6) Xiphinema pachtaicum (Tulaganov) bulunmustur. GFLV
yalmzca X. index tirii nematodlarda serolojik olarak ve RT-PCR yéntemi ile
saptanmstir.

Buna ek olarak, laboratuvar kogullarnda GFLV mekanik inokulasyon
testleriyle ¢cok sayida otsu indikator bitki arasinda yalmzca Nicotiana benthamiana

Domin.’ya taginmgtir.

Anahtar kelimeler: Bag, GFLV, ELISA, PCR, Xiphinema,
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The production of grapevine is important agricultural sector in Turkey. The
total grapevine area is 565.000 hectare and the mean production is 6.46 ton/ha in
Turkey. But, the production is lower than the other Mediterranean countries. The
main reason of low yield is the effects of virus diseases on the host especially
grapevine fanleaf virus (GFLV) in our region. It has been the most important virus
among them and transmitted by graft and vector nematodes. There is not enough
detailed research on the vector nematode and virus relation in Turkey.

In this study, determination of GFLV and their occurrence areas were studied
by serological and molecular techniques in grapevine and vector nematodes in
Adana and Mersin Provinces. It is found that 63 (16.4 %) samples from total 384
grapevine samples collected from vineyards were infected with virus by DAS-
ELISA method. The occurrence areas of vector nematodes and their population
densities in the GFLV infected vineyards were detected. Of 307 soil samples
collected from the rhizosphere of grapevine, 66 (21.5 %) and 275 (89.6 %) were
positive for Xiphinema index Thome et Allen and X. pachtaicum Tulaganov,
respectively. GFLV is found only in X. iridex by DAS-ELISA and RT-PCR.

In addition to this, GFLV is transmitted only to Nicotiana benthamiana
Domin. among lots of weedy indicator plants by mechanical transmission.

Key Words: Grapevine, GFLV, ELISA, PCR, Xiphinema
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GVA Grapevine Virus A

IC-RT-PCR Immuno Capture Reverse Transcriptase PCR
kg/ha kilogram/hectare

KOAc Potassium acetate

MeBr methyl bromide

MgCl Magnesium Chloride
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M Molar

mm milimeter
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RNA Ribo Nucleic Acid

PBRSV Patato Black Ringspot Virus
PBS Phosphate Buffer Salt

PCR Polymerase Chain Reaction
Prl Primer 1

Pr2 Primer 2

pm round per minute

RT Reverse Transkriptase
RT-PCR Reverse Transcriptase PCR
SDS Sodium Dodecyl Sulphate
SLRV Strawberry Latent Ring Spot Virus
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1. GIiRiS Giilcan TARLA

1. GIRiS

Anavatam Anadolu olarak bilinen asmamn (Vitis vinifera L.) gecgmisi
arkeolojik bulgulara goére binlerce yil Oncesine dayanmaktadir. Asma bitkisinin
kiltiire alinmasi M.O. 6000-6500 yillarinda Anadolu ve Kafkasya’da baglamis ve
buradan da tim diinyaya yayilmstir (Celik ve ark., 1998). Ulkemizde bagcilik
tarimsal bir iskolu olarak onemini korumaktadir. Ulkemizde taze yada kuru iiziim
olarak veya bir ¢ok sanayii kolunda (pekmez, sarap, sitke vs.) hammadde olarak
tilketilen {iziim, seker, nitrojen, mineral maddeler ve vitamin igeren 6nemli bir gida
maddesidir.

Tiirkiye’de 2003 yih verilerine gdére mevcut bag alam 565.000 hektar ve
izim iiretimi de 3.6 milyon ton dolayindadir (Anonymous, 2003a). Ortalama
iiretim 6.46 ton/ha tretim ile diger Akdeniz iilkelerinden daha diisiiktiir. Ulkemizde
bagcihigin istatistiksel rakamlara gore son 30 yildir giderek geriledigi bilinen bir
gergektir. FAO kayitlarna gore ilkemiz 1970 yilinda diinyamn 3. buyik Gzim
ireticisi iken 1990'h yillarin baglaninda 12. siraya gerilemigtir. (Anonymous,
2003a).

Ulkemizde Akdeniz Boélgesi bag tretimi bakimndan ikinci swrada yer
almaktadir. Bolgenin yiltksek kesimi ge¢ yetisen gesitler ve denize yakin ova
kesimi ise erken yetigen gesitlerin {iretimi bakimindan 6nem kazanmustir. Bu bolge
iiziimlerin olgunlagmast bakimindan Tirkiye’nin en erkenci bélgesidir. Caligmanin
yiritilmis oldugu illerden biri olan Mersin yaklagik 19.000 ha ve 175.000 ton
iziim iiretimiyle bolge bagcihFinda 6nemli bir yere sahiptir (Anonymous, 2003b).
Diger bir il olan Adana ise yaklagik 5.000 ha ve 33.000 ton iiziim Uretimi ile
bolgeye katki saglamaktadir (Anonymous, 2003c).

Cok sayida aragtirmacinin rapor ettii tzere verim diigikliiginiin baghca
nedeni, bitkilerin bir ¢ok viriis ve viriis benzeri hastaliklardan etkilenmesidir.
Baglarda hijyenik 6nlemlerin (sanitasyon) zayif olmasi ise bu hastaliklarin
olugmasinda en énemli etkendir (Tekinel ve ark., 1971; Azeri, 1983; Martelli, 1987,
Ozaslan ve Yilmaz, 1995, Caglayan, 1997, Yilmaz ve ark, 1997, Akbas ve
Erdiller, 1998; Kéklii ve ark., 1998; Cigsar ve Yilmaz, 2000).



1. GIRiS Giilcan TARLA

Bitki virtislerinin biiyiikk gogunlugunun dogal konukgusu yabani bitkilerdir.
Ancak genellikle yalmzca kiiltiir bitkilerine tagindiklart zaman treticilerin yada
virologlarin  dikkatini gekmektedir. Virusler bitkiler arasinda taginmasinda
genellikle bir bdocek bazen bir fungus yada nematod gibi vektor organizmaya
gereksinim duymaktadir (Stuart, 2003). Ulkemizde baglarda iretimi simrlayan
faktorlerin baginda viriislerin ayni 6nemi vardir. Bazi patojenlerin neden olduklan
zararlar ihmal edilebilir olmasina ragmen sadece bilimsel merak nedeniyle
aragtirilmaktadir. Buna Kkarsiik ozellikle nepoviriisler verim ve kalite kaybina
neden olan Onemli hastalik etmenleridir (Martelli, 1999). Baglarda viriis
hastaliklarinin salkim ve dane agirhg: tzerine % 37.9 ile % 45.0 oranlarinda etki
yaptigh saptanmigtir (Ozaslan, 1998a). Viriisler infeksiyondan ¢ok uzun zaman
sonra ¢evre, konuk¢u ve patojen iligkilerine bagh olarak go6zle goriilebilir
simptomlar yada latent olarak infeksiyon olusturabilirler. Bu durumda omcanin
viriis yada viriislerle bulagik olup olmadig1 yapilacak detayh ve pahali laboratuvar
¢aligmalanyla ortaya konulabilmektedir.

Ulkemizde bag virisleriyle ilgili caligmalar 1950°li yillarda baglamigtir.
Serolojik ve biyolojik indekslemeler ile yapilan ¢aligmalarin sonucunda Tiirkiye’de
bu giine kadar baglarda 14 viriis hastabifimn bulundugu saptanmigtir (Akdogan,
1956; Erdiller, 1982; Martelli, 1987; Azeri ve ark., 1988; Girsoy, 1988, Akbag ve
Erdiller, 1993; Ozaslan, 1991, 1993, 1995; Cigsar, 2002). Akdeniz, ig Anadolu ve
Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan bazi illerimizdeki baglarda yapilan
aragtirmalar sonucunda Ozellikle yaygin olan viriis hastaliklart igerisinde Asma kisa
bogum viriisiiniin (GFLV) % 46.9’ya varan bulagiklik oram ile ilk sirada yer aldig
belirlenmigtir (Akdogan, 1956; 1958; 1965; Erdiller, 1982; Martelli, 1987; Azeri ve
Fidan, 1988; Giirsoy, 1988; Ozaslan ve ark., 1991, 1993, 1995; Akbas ve Erdiller,
1993; Azeri ve Cigek, 1995; Cigsar ve Yilmaz, 1998; Kokli, 1999; Cigsar, 2002;
Cigsar ve ark., 2002;). Asma kisa bogum viriisii diinyada V. vinifera’nm ekonomik
olarak en ¢ok 6neme sahip olan cift partikillii, pozitif yiiklii ve tek sira dizilimli bir
nepoviriisdiir (Goheen, 1977, 1989). Dinyada GFLV’nin genetiksel dizilimi
oldukga gesitlilik gosterir (Serghini ve ark., 1990; Sanchez ve ark., 1991,
Esmenjaud ve ark., 1994; Brandt ve ark., 1995). Nikleotid dizilimi % 8-12



1. GIiRIS Giilcan TARLA

arasinda olup amino asit dizilimi ise % 2-4 arasinda degigiklik gosterir. Bu durum
viriisiin  yelpaze yaprakliiktan, yapraklarda san mozaiklesme yada damar
bandlagmas1  gibi  simptomlarindaki  gesitliliginin = genetiksel  yapisindan
kaynaklanabilecegini desteklemektedir (Krake ve ark., 1999). Bagka bir aragtirmaya
gore ise V. vinifera’dan elde edilen GFLV’nin 14 farkl izolat1 arasinda niikleotid
diziliminde % 13 ve amino asit diziliminde ise yine % 13’e¢ varan farkhhk
kaydedilmigtir (Naraghi-Arani ve ark., 2001).

Asma kisa bogum viriisii tiim ¢esitler lizerinde genel olarak iriin kaybimna,
iiriniin kalitesinin bozulmasina ve bulasik olan bitkilerin émiirlerinin kisalmasina
neden olmaktadir (Cigsar, 2002; Fuchs, 2003). Ancak iilkemizde bu giine kadar
basariya ulagmug bir viriis hastalifi miicadele program: olusturulmamstir. Bunun
dogal sonucu olarak viriis hastaliklar1 bitkilerin 6mriiniin kisalmasima, {rtiniin
kalitesinde azalmalara, generatif siirenin ve materyallerin azalmasmna, agp tutma
oranimn azalmasina ve aym zamanda tirinde seker igeriginin dolayistyla da pazar
degerinin diigmesine neden olmaktadir (Inal, 1983; Martelli ve Savino, 1988;
Ozaslan ve ark., 1991; Akbas ve ark., 1993). Meyve verimi lizerine etkileri
konusunda iilkemizde yapilan ¢alismalarda verim diistkluginin Kahramanmarag ili
baglarinda % 45.4, Gaziantep’de % 37.8 ve Kilis’de ise % 43.0 dolayinda oldugu
bildirilmigtir (Ozaslan ve ark., 1991; 1993; 1998).

Ureticiler igin asil sorunu viriis vektérii nematodlar olusturmakta ve bunlarn
sayesinde viriisler ¢ok uzun yillar toprakta varhfm stirdirebilmektedir (Derek ve
Stuart, 2001). Baglarda GFLV’nin yayilmas:i bulagik materyal ve dogada yalmzca
vektoérleri olan nematodlar tarafindan gerceklestirilmektedir (Savino, 1998). Baz
ozel viriis izolatlarinin yalnizca belirli bir nematod tiri ile tagmmyor olabilmesi
hastahk etmeni ile vekt6riiniin arasinda birbirine o6zellesmenin var oldugunu
gostermektedir (Ploeg ve ark., 1992ab). Asma kisa bogum virisiinin
epidemiolojisinde vektor nematodlar virtisii bitkiden bitkiye yayarlar ve viriis yeni
bir gevreye (biotipe) bulagtifinda bir rezervuar olarak 6nemli rol oynarlar (Arias ve
ark., 2000). Ulkemizde daha énceden nematod tiirleri arasinda Xiphinema index
Thome et Allen’in GFLV’yi tajidig bildirilmesine ragmen (Martelli, 1991) bu
konuda detaylt herhangi bir ¢alisma yapilmamgtir (Yilmaz, 1999). Bitki virtislerinin
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bir nematod tarafindan taginmasina dair ilk kayit GFLV’nin X. index tarafindan
taginmasidir (Hewitt ve ark.,, 1958). Virlisiin taginmasi hem X. index hem de
Xiphinema italiae Meyl ile olmasina ramen X. index daha etkilidir (Martelli ve
Savino, 1988; Avgelis, 1997). Vektor nematodun 15 dakikadan az bir siire iginde
hastalikh bitki koéklerinde beslenmesiyle viriisii yeniden biinyesine almas: ve bunu
takiben hi¢ beslenmeksizin 8 aya kadar biinyesinde barnindirmasi miimkiin olmaktadir
(Taylor ve Robertson, 1975). Ancak, nematodlarin deri degistirme donemlerinde
kitikulasimin erimesi sirasinda virtis kaybolmakta ve erginlerde viriis yumurtalara
gegememektedir. Bunu takiben nematod her bir larva doneminde beslenme yoluyla
yeniden viriisii biinyesine almaktadir. Vektor X. index sorunu ile miicadele amaciyla
asma omcalan sokillerek uzaklagtirilmig olsa bile asma kéklerinin bir kismu toprakta
kalmakta ve bunun sonucu en az 5 yul sureyle bu kokler ve nematodlar hastalik
kaynag olarak hizmet etmeye devam etmektedir (Raski ve ark., 1965).

Bu cahgma ile, Adana ve Mersin illeri gevresindeki bag tiretim alanlarinda
zarara neden olan GFLV’nin ve wvektdor nematodlann yayilma alanlarn ile
yogunluklari belirlenmigtir. Ayrica bu hastalik bitkilerde ve vektér nematodlarin

biinyesinde serolojik ve molekiiler yontemler ile saptanmugtir.
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Asma Kisa Bogum Viriisiiniin Genel Ozellikleri

Asma kisa bogum viriisi Comoviridae familyasinda nepoviriis cinsine dahil
genellikle tek zincirli, pozitif duyarlikta, RNA-1 ve RNA-2 olarak isimlendirilen iki
adet RNA igeren, yaklagtk 30 nm ¢apinda (1 nm=10"" m, 1 pm=10° m) izometrik
yapiya sahip olup baglarda bilinen en eski virlis hastaliklarindan birisidir.
Ulkemizin hemen her bolgesinde yaygmn olarak bulunmaktadir. Viriis astyla,
mekanik inokulasyon ve nematodlar ile bulagabilmektedir. Ozellikle kumsal
topraklarda, sicak ve giinesli iklimlerde asmalan Olime gotiirebilecek kadar
tehlikeli olabilmektedir. Viriis ¢ogunlukla bulagik oldugu asmalarda hizhi geriye
oliim yerine yavag gelisen ve iiriin iizerinde Onemli kayiplara neden olan bir
infeksiyon seyrine sahiptir. Duyarh V. vinifera gesitlerinde Avrupa igin zarar
ortalama % 50, sofrahik ¢esitlerde ise irili ufakli dane olusumu nedeniyle tiziimiin
ticari degerinin diigmesiyle % 80’e kadar yikselebilmektedir (Anonymous, 1999).
Biitiin V. vinifera varyeteleri bu viriise karsi duyarhdir. Bu viriisiin bagh oldugu
gurup tarafindan baglarda olusturulan simptom tiplerine goére viris ilkbahar
sararmalan (mozayiklenme), damar bandlasmasi ve odun anormallikleri (yada
gercek FAN LEAF) olmak tizere 3 farkh irk altinda toplanabilmektedir (Martelli,
1991). Infekteli bitkilerde viriisin damar bandlagmasi meydana getiren ki bazi
asma varyetelerinin yapraklaninda san damar bandlagma belirtileri olusturmaktadir.
Bazi wrklan ise yaprak sararmalari, sart mozaik ve sekil bozulmalari yapmaktadir.
Yaprak damarlann anormal geliserek yapragin yelpaze goriiniimii almasina neden
olmaktadir. Yapraklarin sapinda yassilagsma ve birbirine yapigtk iki sap
olugabilmektedir. Bir noktadan birden fazla yaprak yada sap olusumu, sekonder
gozlerin siirmesi gibi anormallikler sikga rastlanan simptomlardir. Bazi asma
cesitlerinde yaprak sapmndaki siniis agisi biylyerek yaprak ufalmakta ve
darlagmaktadir. Siirgiinlerde ise daha kisa ve muntazam olmayan bogum aralan
olugmaktadir. Cubuklarda zigzag geligme, yassilasma ve gatallagmalar, ¢ift dal,
ikiden fazla dal olusumu, ¢ift koltuk olusumlan bu viriis igin karakteristik
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ozelliklerdir. Ayrica baglarda yan dallar ana dallardan yaklagik 90 derecelik bir
actyla ¢ikarken GFLV ile bulagk omcalarda bu agida daralmalar sonucu sapan
catali olusumlan da gozlenebilmektedir. Bitki ince ve sik siirgiinler verdigi igin
¢alimst bir goriiniim almaktadir. Ayrica bu hastalikta kargiikh ¢ift goz ile
salkimlarda, danelerde ve yaprak sapinda yassilasmalar yaygin olarak
gorilmektedir. Bu viriisiin gévde c¢ukurlagma (stem pitting ve wood pitting)
belirtileri olusturan wklart da bulunmaktadir. Salkimlarda dane silkme, dane
baglayamama ve irili ufakli dane olugumu (boncuklanma) ve danelerde seyrelmeler

goriilmektedir (Anonymous, 1999).
2.2. Asma Kisa Bogum Viriisii ile Dgili Ulkemizde Yapilan Cahismalar

Ulkemizde bag virtsleri ile ilgili simptomolojik, serolojik ve biyolojik
indeksleme ve az sayida da olsa son yillarda molekiiler diizeyde baz1 galigmalarin
yapilmistir. Ancak bu ¢ahigmalarda genellikle bag viriislerinin hangi bolgelerde ve
ne oranda bulunduklan aragtinlmig olup bu virislerin vektorleri, yayilma ve
taginma yollan hakkinda detayli aragtirma yapilmamgtir.

Akdogan (1956; 1958, 1965), Trakya ilinde Tekirdag-Miirefte baglarinda
yaygin olarak bulunan viriis bastahim fizyolojik problemlerden ayirmak igin
cesitli aragtirmalar yapmug, hastaliktan korunma yollani ve simptomolojisi ile ilgili
bilgiler vermistir. Aragtinci s6z konusu baglarda zararh GFLV’yi simptomolojik
olarak saptamig ve onu ‘Bulagik Soysuzlagma’ olarak adlandirmugtir.

Tekinel ve ark. (1971), biyolojik indeksleme ile Kilis iline ait baglarda
Burdur, Siyah Dimriti, Azezi, Dimgki ve Izmir Cekirdeksizi gesitlerinden bazt
bitkilerde dejeneratif infeksiyonla, Mersin iline ait baglarda Royal Terheyden
cesidinde enasyon, Izmir Cekirdeksizi gesidinde GFLV ve Vein Banding viriis ve
viriis benzeri hastahiklannt ortaya koymuglardur.

Azeri (1983), Izmir ve Manisa baglarinda Sultani cekirdeksiz gesidinde
gozlemsel olarak yaptigi galigmalarda bir gok viriis hastalifimn yan sira GFLV’yi
de saptamustir ve bu viriisiin infeksiyon oramm % 100 olarak belirlemistir. Ayrica

otsu ve odunsu test bitkileri iizerinde indeksleme ¢alismalan da yapmgtir.
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Inal (1983), Yapincak gesidinden GFLV ile infekteli ve saghkli klonlarin
gesiti Amerikan asma anaglan {izerine agilanarak, asmalarin gelisme durumu ve
{iriin miktanim arastirmug ve infekteli asmalann sagliklilara gore % 6.4-88.9 oranda
daha az gelistigini, tiriin kaybiuin da % 49.8-95.1 arasinda degistigini bildirmistir.

Martelli (1987), iilkemizde Ankara, Kalecik, Nevsehir, Adana, Pozanti,
Tarsus, Gaziantep, Burdur, Dinar, Izmir, Efes, Bornova, Menemen, Kemalpasa,
Bergama, Canakkale, Tekirdag, Sarkoy, Havza ve Edirne c¢evresindeki bag
alanlaninda yaprus oldugu genis kapsaml bir survey ¢aligmasinda, baglarda GFLV,
Yaprak kivrilmasi (GLRaV), Odun kinisikhig (Rugose Wood Complex), Govde
cukurlagmas1 (Stem Pitting), Damarlarda renk agilmasi (Grapevine Fleck Virus) ve
Enasyon hastaliklannin varhgim simptomolojik olarak saptamugtir.

Azeri ve Fidan (1988), Izmir ve Manisa illerinde GFLV ve GLRYV viriislerini
indikator bitkiler iizerinde yaptiklan indekslemelerle ortaya koymuslardur.

Ozaslan ve ark. (1991), Kahramanmarag iline ait baglarda yaptiklan
galigmalarda GFLV, GLRV-I, GLRV-III, GFkV ve AMV’iini ELISA testleriyle
saptamiglardir. Bolgede en yaygmn viriisin GFLV oldugunu, bunu GLRV-III’iin
izledigini ve bu virislerin baglarda yaklagtk olarak % 45.0 oramnda iriin
kayiplarina neden oldugunu saptammslardar.

Akbas ve Erdiller (1993), Ankara ilinde yapms olduklan aragtirmalar
sonucunda baglarda bir ¢ok viriis hastahfinin yam sira GFLV’nin de varligum
ortaya koymuglardir. Arastincilar GLRV-III'in Vitis indikator bitkilerine
indeksleme ¢aligmalant yapmig ve GFLV’yi ise serolojik ve simptomolojik olarak
belirlemiglerdir.

Ozaslan ve ark. (1993), Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki
illerde yetigtirilmekte olan baglarda yaptiklan ¢aligmalarda GFLV, GLRV-],
GLRV-III, GFkV ve ArMV wvirislerini ELISA ve Vitis indikatorleri iizerine
indekslemelerle saptamuglardir.

Azeri ve Cigek (1995), Tekirdag’da Bagcihik Aragtirma Enstitiisi’nde
bulunan ve anag olarak iiretilen gesitlerde GFLV ve GLRaV’nin varlifin odunsu
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indikator bitkiler {izerine yapmug olduklann indeksleme c¢aligmalanyla ortaya
koymuglardir.

Nogay ve ark. (1995), Marmara Bolgesi’nde yapmus olduklan ¢aligmalarinda,
ticari bag alanlan ve Amerikan asma anagliklarinda virtis hastabklan ile bunlarn
yayginlk oranlanm aragtrmuglardir. Gozlemsel olarak yaptiklan sayimlar
sonucunda, hastalik orammn % 11.1 oldugunu ve test edilen 71 adet 6rnekten 35’
inde GFLYV ile ArMV hastalik etmenlerinin saptarmiglardir.

Ozaslan (1995), Adana, Tarsus, Gaziantep, Sanhurfa ve Adiyaman illerinde
yetistirilen baglarda zararh viriis hastaliklarinin serolojik ve biyolojik yontemlerle
saptanmasi konusunda yapmig oldugu doktora ¢alismasinda, bag alanlarinda GFLV,
GLRV-II, GLRV-I, GNV, AMV ve GFkV hastaliklarim indeksleme ve ELISA
testiyle saptamugtir. Tim illerden alinan ornekler igerisinde en yaygin viriis
hastaliginin GFLV oldugunu ortaya koymustur.

Ozaslan ve Yilmaz (1995), Adana, Tarsus, Gaziantep, Adiyaman ve Sanlurfa
illerindeki baglarda yapmig olduklari ¢ahsmalann sonucunda en yaygin viris
hastahgnin GFLV oldugunu belirlemiglerdir.

Yilmaz ve ark. (1997), Cukurova bolgesinde baglarda yaptiklan siirvey
caligmalan sonucunda GFLV, AMYV, Grapevine Leafroll-associated viruses
(GLRaV-1,-3,-7), Strawberry latent ringspot virus (SLRV), Fleck virus (GFkV),
Corky Bark ve GVA viriislerini saptamglardir.

Akbas ve Erdiller (1998), Karaman, Konya ve Nevsehir illeri ve gevresinde
344 adet ornekte yapmug olduklan biyolojik ve serolojik olarak testlemeler
sonucunda bag émeklerinin ArtMV, GFLV, GLRYV, RpRSV, SLRSV ve TBRY ile
infekteli oldugunu ve en yaygm olan virisin GFLV (% 39.5) oldugunu
bildirmiglerdir.

Cigsar ve Yimaz (1998), Giineydogu Anadolu Bolgesi'nde bag wviriis
hastaliklarimn ELISA ile saptanmasiyla ilgili olarak yaptiklann aragtirmalarinda en
yaygin viriis hastaliklarnmin srastyla GLRaV-1, GVA, GLRaV-3, GFLV ve GFkV

oldugunu saptamglardir.
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Kokli ve ark. (1998), Trakya Bolgesi’'nde yaptiklan bir surveyde ELISA
yontemiyle 165 adet oOmegin % 14.5’inin GFLV ile bulagik oldugunu
bildirmiglerdir.

Kokl (1999), Trakya Bolgesi baglarinda Asma yaprak kivrilma viriis
hastab@imin karakterizasyonu ve surveyi lizerine ¢aligma yapmustir. Bu bolgede
bulunan bag alanlarinda en 6nemli 6 iziim ¢egidinde diger bazi viriis hastaliklarimn
yam sira GFLV’yi de saptamugtir.

Buzkan ve Walker (2001), infekteli asma bitkilerinde GFLV’nin giivenilir
teshisi i¢in iki farkli RNA ekstraksiyon yontemini kiyaslamiglardir. Caligmalar
sonucunda silika partikiil siispansiyonu yOnteminin asmalarda daha bagarili
oldugunu ortaya koymuslardir.

Cigsar (2002), Giineydogu Anadolu Bolgesi ve Nevsehir ili baglarinda 1999-
2002 yillan arasinda bag viriis ve viriis benzeri hastaliklar iizerine yapmus oldugu
doktora g¢alismasinda almis oldugu 1001 adet 6rnegin % 8.1°inin GFLYV ile bulagik
oldugunu bildirmigtir. Aragtiric1 ayrica, Elazig ilinde bu viriisiin yogun oldugunu
(% 46.9) ve topladig tiim gegitlere ait 6rneklerin bu viriisle belirli oranlarda bulagik
oldugunu saptarmgtir. Ayrica aragtirict otsu konukgulara yaptigi mekanik
inokulasyonlar sirasinda biri Nevgehir (N-66), digeri Adiyaman (A-34) orjinli
nepoviriis cinsine giren iki yeni viriis izole etmistir.

Cigsar ve ark. (2002), Giineydogu ve I¢ Anadolu bélgelerinde baz1 bag viriis
ve viriis benzeri hastaliklannn varligim arastirmak {izere yiiriitmis olduklan

calismalarinda GFLV nin yaygmhgini % 10.7 olarak saptamuglardir.
2.3 Asma Kisa BoBum Viriisii ile Tlgili Dis Ulkelerde Yapilan Calismalar

Ulkemizde ve diinyada uzun yillardan beri baglarda zararh viriis hastahklar
ile ilgili ¢ok sayida c¢aligmalar bulunmaktadir. Bu gahgmalar ozellikle 1960°h
yillardan sonra yogunluk kazanmugtir. Baglarda 1998’e kadar saptanan viriis sayist
46 civarindadir. Bunlara ek olarak 5 viroid ve 4 viriis benzeri hastalik etmeni daha

saptanmugtir (Martelli; 1987, 1991, 1999).
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Hewitt (1953, 1954), Amerika’da ilk olarak Santa Clara vadisinde 1948
yilinda ortaya ¢tkan ve giderek artan ciicelesme, siirgiinlerde kisalma, yapraklarda
beneklesme, sekil bozukluklan, ¢igek dékiimleri, ilk donemlerde bogumlar arasinda
kisalma, zigzag siirgiin ve ¢ift nodyum olusumu gibi belirtiler olusturan etmenin
GFLV oldugunu ancak ¢ift nodyum olusumu ve kisa bogumun bazen normal
asmalarda da gorillebildigi halde o6zellikle 8-11’inci bogumlardaki bu kisalmanin
GFLYV igin tipik simptom oldugunu belirtmistir.

Hewitt ve ark. (1965), Kaliforniya’da sarn mozaik ve damar bantlagmasi
hastaliklarinin GFLV oldugunu saptarmglardir.

Hewitt ve Gifford (1965), baglarda GFLV’nin ana¢ ve agt kalemleri ile
yayildigim ve baglann temiz topraklarda ve viriisten ari gubuklarla kurulmas:
gerektigini bildirmiglerdir.

Cory ve Hewitt (1968), baglarda GFLV ile infekteli bitkilerden topladig
polen ve tohumlarla yapmus oldugu testlerden pozitif sonug aldigim bildirmigtir.

Hewitt (1968a), Amerikan Vitis tirlerinin ve bunlarin V. vinifera ile
melezlerinin GFLV’nin de igerisinde bulundugu Avrupa kokenli nepoviriislere
karg1 dayamkhhk gostermedigini saptamigtir.

Hewitt ve ark. (1970), GFLV’nin otsu ve odunsu indikator bitkiler tizerine
zorda olsa inokule edilebilecegini ve serolojik testlerle belirlenebilecegini
bildirmislerdir.

Rives (1970), Vitis rupestris cv. Du LOT (Saint George) bitkisinde GFLV’nin
eliminasyonu c¢aligmalarinda infekteli bitkinin 163 giin sireyle 38 °C’de
termoterapiye tutuldugunda basart saglandigim otaya koymustur.

Vuittenz (1970), GFLV’nin dinyanin butin bolgelerinde rapor edildigini
bildirerek, bu viriisin mekanik olarak otsu test bitkilerine taginabildigini ancak
bunun her zaman miimkiin olamadifimi ve en iyi otsu konukgu test bitkisinin
Chenopodium quinoa Wild. oldugunu belirtmistir. Bu viriisiin indekslenmesinde V.
rupestiris x V. riparia melezlerinin kullamlabilecegini, Vitis indikatorleri tizerinde
ciicelesme, siniis agisinda biiyiime, yaprak deformasyonlan, zigzag siirgiin

olusumlar,, nodyumlarda sigme ve karakteristik petiolar agik yaprak gorinimi
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olusturdufunu rapor etmigtir. Bu virlis partikiillerinin nepoviriis grubuna bagl,
yaklagik 30 nm capinda oldugunu ve X. index ile tagindifin bildirmigtir.

Saric ve Wricher (1975), GFLV’nin Chenopodium amaranthicolor Coste et
Reyn. yapraklaninda lokal lezyon veren kisimlarinda az, ancak sistemik olarak
infekteli kisimlarinda ise ¢ok sayida viris partikillerinin  bulundugunu
bildirmiglerdir.

Abrasheva (1976), GFLV ile bulagpik baglarda saglikliya oranla siirgiin
vzunlugunun % 40 ve verimin % 60 azaldigim saptamiglardir.

Quacquaralli ve ark. (1976), GFLV’nin saf preparasyonunda serolojik olarak
aynilmayan sedimentasyon katsayis1 50; T (top), 86; M (medium) ve 120 S; B
(bottom) olan komponentlerini saptamugtir. Bunlardan M ve B komponentlerinin %
0.30 ve % 42 oranlarinda RNA igerdigini belirlemis ve infeksionun genellikle B
komponenti ile olustufunu ve RNA’min tek sarmalli (single strained) 2.4x10°
(RNA-1) ve 1.4x10° (RNA-2)’den olustufunu rapor etmislerdir. Buna ilaveten
kapsid proteinin tek par¢ga ve molekiler agihgmn 54 000 dalton oldugunu
belirlemiglerdir.

Uyemoto (1976), GFLV igin C. guinoa’nin duyarl bir test bitkisi oldugunu
belirtmigtir.

Goheen (1977), ABD, Avrupa, Gilney Afrika, Avustralya, Yeni Zelanda,
Meksika ve Giiney Amerika’da baglarda GFLV ile bulagik bitkilerin meyvelerinin
diizensiz olgunlagifini ve agi yoluyla hastabfn tagindiim bildirmigtir. Ayrnica
hastalikla bulagik bitkilerde zamanla ¢alilagma egiliminin oldugunu bildirmistir.

Murant (1981), nepoviriislerin cografik olarak dagihminin sinirh olmakla
birlikte grubun hemen biitiin iiyelerinin 6nemli ekonomik kayiplara neden oldugunu
saptamugtir.

Dodds ve ark. (1984), bitkilerde virtis hastaliklannin saptanmasinda gesitli
yontemler kullanmuglardir, Konukgu bitkiler Gizerinde olugan hastalik belirtilerinin,
konukgu sayisimn, hastahBa neden olan viriisiin in vitro vektor iligkilerinin ve diger
tasinma ozelliklerinin veya farkh tipte serolojik testlerin yami sira son yillarda
viriisin capsid protein ve genom yapisiun viriislerin taninmasinda kullanilan

metodlar oldugunu belirtmiglerdir.
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Walter ve ark. (1984), GFLV’nin ELISA testiyle testlenebilecegini
saptamuglardir.

Monet (1985), GFLV’nin ELISA testiyle tamlanmasinda asma siirgiinlerinin
iyi bir kaynak olabilecegini bildirmistir.

Savino ve ark. (1985), Tunus’da baglarda GFLV benzeri simptom olusturan
ve mekanik inokulasyon ile tagmnan bir viriis hastalifim rapor etmiglerdir.
Aragtiricilar bu viriis hastaligimn GFLV ve AMV ile serolojik olarak iligkili
oldugunu ancak GFLV’nin serolojik bir varyant1 olarak kabul edilen yeni bir viriis
oldugunu saptamiglardir.

Huss ve ark. (1987), GFLV’nin monoklonal antiserumunu ireterek viriisiin
wrklarm saptammglardir. Bu ¢alismada 41 ayni izolati belirlemiglerdir.

Walter ve Etienne (1987), vegetasyon periyodu diginda GFLV’nin ve
ArMV’nin ELISA testi ile teghisi igin yapraklar, sagak kokler ve kabuk dokusunun
kullamlabilecegini  bildirmiglerdir. Testlerde ekstraksiyon sirasinda nikotin
solisyonu yerine PBS yada Tris-HCl tamponunun kullamlabilecegini
bildirmiglerdir.

Martelli ve Savino (1988), baglarin GFLV ile bulagik olmasi sonucu dmriiniin
kisaldigim, iiriiniin kalitesinde ve verimde % 80’¢ varan azalmalara neden
oldugunu saptanuglardir.

Tanaka (1988), Japonya’da baglarda zararh viriis hastaliklanndan GFLV,
GFkV ve GLRV’yi sera kosullarinda baz Vitis tiirlerine ait indikatorler Gizerinde
yaptiklani indekslemelerle belirlemiglerdir. Ayrica GFLV’nin otsu indikatorlerden
C. quinoa ve Gomphrena globosa L. lzerine mekanik inokulasyonunun ¢ok zor
oldugunu bildirmigtir.

Fortusini ve ark. (1989), mantarimsi kabuk ve/veya gévde gukurlagmasi
belirtisi gosteren toplam 16 adet asma bitkisinde nepoviruslere ve closteroviruslere
ait partikiiller saptamiglardir.

Fuchs ve ark. (1989), GFLV’nin baz izolatlanmin satellit viriise sahip
oldugunu belirtmiglerdir. Nepovirislerin teghisinde ELISA’mn yaygin olarak
kullaniidizim, PCR ve molekiiler hibridizasyon yo6ntemlerinin de g¢ok uygun
yontemler oldugunu bildirmiglerdir.

12



2. ONCEKI CALISMALAR Giilcan TARLA

Ohtsu (1989), GFLV ile indekslenen indikator Sz. George bitkisinde farkh
kosullarda meydana gelen simptom gelisimlerini incelemigtir. Bitkilerin 20/17 °C
(giindiiz/gece) sicakliklarda simptom olusturmadigim fakat inokulasyondan 40-50
giin sonra yapraklarin asimetrik oldugunu ve tipik yelpaze gortinimlii yapraklarin
olustugunu bildirmigtir. Caligmamn sonucunda GFLV indekslemesi igin uygun
sicaklik kogullarimn 28/23 °C (giindiiz/gece) oldugunu saptamugtir.

Walter ve ark. (1990), baglarda viriis hastaliklanmin indekslenmesinde yesil-
agilama tekniginin normal agilamadan daha hizhi oldugunu, hastalik belirtilerinin
daha kisa siirede ortaya ¢iktigim, bu teknifin zaman, iggiicii ve yer kullanmmm
azalttigim belirtmiglerdir.

Conti (1991), bag viriislerinin purifikasyonunda asma dokusunun yiiksek
oranda okside edici maddeler bulundurmasit nedeniyle zorluk ¢ekildigini
bildirmistir.

Luisoni (1991), baglarda viriislere uygulanan DAS-ELISA tekniginin bagaril
bir yontem oldugunu bildirmistir.

Milne (1991), elektron mikroskop preparatlariin hazirlanmas: ile
nepovirislerin gozlenmesinde dikkat edilecek hususlar ve elektron mikroskop
tekniklerini ortaya koymustur.

Walter (1991), nepoviriislerin teghisinde ELISA’nin yaygin olarak kullamlan
giivenilir bir metot oldugunu belirtmistir. PCR ve molekiler hibridizasyon
yontemlerininde ¢ok uygun yéntemler oldugunu ortaya koymustur.

Walter ve Bernard (1991), Fransa’da baglarda GFLV ve ArMV gibi
nepoviriislerle miicadele etmek amaciyla klonal seleksiyon yoluyla bu viriislere
dayanmikli kiiltir asmalari elde etmek Uzere baz gesitler alarak viriisten
armdirlmgtir. Daha sonra bu aday bitkilerin testlendigini ve vektoriin bulunmadif
kumlu topraklarda gogZaltilarak ticari olarak turetim yapan fidancilik igletmelerine
dagiildigim bildirmiglerdir.

Esmenjaud ve ark. (1994), vektor X. index igerisinde hem serolojik yontemle
(ELISA) hem de RT-PCR metoduyla GFLV’nin kihf protein geninin (CP) bir
boéliimiiniin saptanmasi iizerine bir ¢aliyma yapmuglardir. Aragtinicilar 10 adetten

daha az sayida nematod bireyi kullanilmasimn ELISA igin givenilir olmadigim ve
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negatif sonug¢ alinabilecegini beliftnlislerdir. Bunun yarusira bir yada birkag adet
viriisle bulagik vektér nematod bireyinden total RNA ekstraksiyonu yapilarak RT-
PCR metoduyla GFLV’nin kilif protein geninin (CP) bir bolimiinin
¢ogaltilabildigini ortaya koymuslardir.

Rowhani (1992), GFLV ve GLRaV-3’un infekteli dokularda varligim
ELISA’min bir modifikasyonu olan F(ab")2 antibody fragmentleri kullanarak
saptamglardir.

Rowhani ve ark. (1992), nepoviriislerin teshisinde ELISA’mn yaygin olarak
kullanilan giivenilir bir metod oldugunu bildirmistir.

Fresno ve Arias (1993), ELISA metodu ile yil boyunca bag bitkilerinin biitiin
organlarinda nepoviriislerin  varhiimin ortaya konulabilecegini, fakat taze
yapraklann viriis yogunlugunun yiiksek olmasi ve kolay ezilmesi nedeniyle test igin
en uygun oldugunu bildirmigtir. Aynca bu yontemle nematod biinyesinde viriisiin
varligim saptamiglardir.

Grenan ve ark. (1993), ELISA’nin nepoviriislerin teghisinde giivenilir bir
metod oldugunu bildirmislerdir.

Walter (1993), nepoviriislerin teshisinde ELISA yonteminin yaygin olarak
kullanildigim rapor etmistir.

Boscia ve ark. (1997), ELISA’nin nepovirlslerin tamsinda kullamlan
giivenilir bir metod oldugunu belirtmiglerdir.

Minafra ve ark. (1997), nepovirislerin molekiiler teshisinde PCR ve
molekiiler hibridizasyon yontemlerinin ¢ok uygun yoOntemler oldugunu
saptamiglardir.

Walter ve Martelli (1997), GFLYV ile bulagik bitkilerde yaprak simptomlarnin
yamsira bazen bogumlar arasinda kisalma ve diizensiz geligmeler, ¢ift boZum,
yassilagma gibi siirgiin anormallikleri, salkim sayisinda azalma ve kiigiilmeler, irili
ufakli dane olusumu gibi simptomlann olustugunu ortaya koymuslardir.

Krake ve ark. (1999), GFLV’nin bitki ¢esidi ve iklim kosullarina bagh olarak
meydana getirdigi simptomlarin degistigini belirtmiglerdir. Baglangigtaki benekler
yada mozaik simptomlarn yerine yazin (hastaligin kronik devresinde) yapraklarda
sintis agisinin genisledigini, derinlegtigini ve dis sayisimn arttigim saptamslardir.

14



2. ONCEKi CALISMALAR Giilcan TARLA

Buzkan ve Walker (2001), viriislerle infekteli asma bitkilerinden yiiksek
kalitede ve miktarda viral RNA elde etmek igin iki farkh RNA ekstraksiyon
yontemini mukayese etmislerdir. Bunlardan silika partikiil stispansiyonu metodunu
ozellikle gii¢ ekstrakte edilen bitkilerde giivenle uygulanabilen bir yontem olarak
bagarih bulmuglardir.

Naraghi-Arani ve ark. (2001), V. vinifera’dan elde edilen GFLV’nin 14 farkh
izolatimn genetik dagilmmi tammlamglardir. Izolatlar arasmda nikleotid
diziliminde % 13’e kadar ve aminoasit diziliminde ise % 9’e¢ kadar farklihk
oldugunu ortaya koymuslardir.

Dar-Issa ve Iraki (2002), GFLV’yi RT-PCR ve IC-TR-PCR yontemleriyle
testlediklerinde kilif protein primerleri kullanmalan halinde her iki metod arasinda
biiyiik bir farklilik olmadigim saptamiglardir.

Finetti-Sialer ve ark. (2002), Italya’da Palagiano baglarinda GFLV’yi tespit
etmek igin fluorescent RT-PCR metodunu uygulamustir. Kullandig: fluorescent
problarn viriisiin saptanmasinda faydah oldugunu belirtmigtir.

Elleuch ve ark. (2003), Tunus’ta turunggil ve bag alanlarinda ¢ farkh
viroidin tamsi igin en uygun protokol olarak RT-PCR’t belirtmislerdir. Bu metodun
hastaliklardan ari sertifikali bitki materyallerinin iiretilmesi i¢in kullamlmasinin
gerektigini bildirmiglerdir.

Izadpanah (2003), GFLV igin potansiyel kaynak bitki olarak kopek disi ayng
(Cynodon dactylon L.) tizerinde galismugtir. Virisle infekteli kopek digi ayng
bitkilerinden C. quinoa indikatérlerine mekanik inokulasyon yapmugtir. Inokule
edilen 29 C. quinoa’dan 17 adedine viriis taginabilmiy ve bunlardan ancak 5
tanesinde simptom meydana gelmigtir. Digerlerinde ise simptom geligimi
gbzlenmemistir. Buna benzer bir difer denemesinde ise 43 adet virisle infekteli
kopek digi ayngindan C. quinoa’ya mekanik inokulasyon yapmustir. Bunlardan da
14 adedinde viriis taginabilmis ancak yalmzca 3 adedinde simptom geligimi
gozlenmistir.

Maliogka ve ark. (2004), Comoviridae tiirlerinin ve diger ¢ift partikiillii bazs
viriislerin tanilanmasi ve tespit edilmesine i¢in nested RT-PCR metodunu kullanmig

ve tandanmanmn  duyarliiim  arttirdiim  belirtmiglerdir. Bu  metodla
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siniflandirmada Potato black ringspot virus (PBRSV) ve Cherry leafroll virus
(CLRV) etmenlerini nepovirus cinsine dahil etmisler ve Arracacha virus (AVB)

etmeninin bunlardan farkl oldugunu saptamuglardir.
2.4. Baglarda Zararh Vektor Xiphinema’larm Genel Ozellikleri

Xiphinema tirleri Dorylaimida takimimn Longidoridae familyasina bagh olup
kamali nematodlar olarak bilinirler. Bu cinse ait ¢ogu ergin bireylerin genel olarak
en 6nemli karakteristik Ozellikleri; ince ve uzun yapida viicutlu olmasi, tabam
tokmak geklinde uzun styletli olmalar1 ve dinlenme halindeyken C seklinde bir
goriiniime sahip olmalandir (Mai ve Mullin, 1996). Bitki patojeni olan tirlerin
konuk¢u dizilimi (bir ¢ok meyve agaglari, ¢ayirr ve mera bitkileri vs.) oldukga
genigtir. Konukgusunda kok aksaminda dogrudan beslenerek ve bazi viriisleri
tagimasiyla vektor olarak 6nemli zarar olusturmaktadir. Toprakta yogunluklan az
oldugundan dolay1 dogrudan zaran gogu zaman Onemsenecck diizeyde olmasa da
viriis vektoérii olarak bilinen X. index viriis hastahig ile birlikte baglarda zayiflama,
durgunluk ve verimde azalma meydana getirereck % 40’a varan oldukg¢a 6nemli
oranlarda kayiplara neden olabilmektedir (Anonymous, 1999). Ik olarak GFLV nin
X. index ile tagindift Hewitt ve ark. (1958) tarafindan rapor etmistir. Bu
nematodlarda agiz boslugu ile sindirim kanali arasinda muhtelif farkli bolgelerde
viriis partikiilleri tutulmaktadir. Viriis X. index’in hem larvalan ile hem de erginleri
ile aktif olarak taginmaktadir. Nematod birkag dakika beslenmesi sonucunda
biinyesine aldigi viriisii deri degistirmezse hi¢ beslenmeksizin aylar sonra bile
beslendigi saglikli bitkilere aktarabilmektedir (Dropkin, 1988).

2.5. Vektor Nematodlar ile Migili Ulkemizde ve Dis Ulkelerde Yapilan

Cahsmalar

Hewitt ve ark. (1958), GFLV ile nematod iliskilerini aragtumig ve viriisiin
Bacco 22 ve Mission LOT indikatorleri Uizerine agt yoluyla ve X index ile

tagindigim ilk olarak saptamuglardir.
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Kagkaloglu (1965), Ege Bolgesi baglarinda yaptifa surveyler sonucunda viriis
hastaliklarimin verimi etkiledigini ve GFLV’nin X .index ve Longidorus spp. ile
tagindigint ortaya koymustur.

Yiiksel (1966), Izmir ve Manisa illerindeki baglarda énemli diizeyde zarar
yapan GFLV’nin baglarda varligim ve X. index ile tagindifini saptamugtir.

Hewitt ve Raski (1967), X. index’in GFLV’nin yaninda San mozaik, Damar
bantlagmasi ve Arabis mozaik viriislerinin de vektori oldugunu bildirmiglerdir.

Cohn ve Orion (1970), sakst denemelerinde X. index’in bag bitkilerinde alt1
ayda gelismeyi % 34 diizeyinde azalttigim: ortaya koymuglardir.

Weischer (1973), GFLV’nin konukg¢usu bulunmayan topraklarda vektor X
index tizerinde 8 ay canhlifim korudugunu belirtmigtir. Ayrica GFLV’nin vektorii
olan X. index ve X. italiae’nin konukgu bulunmayan topraklarda alti hafta sonra
viriis tagima oranlarinin % 10°a kadar distigiing bildirmigtir. Ayrica baglara zarar
veren viris hastaliklarinin 7 tanesinin nematodlarla tagindigim saptamugtir.

Taylor ve Robertson (1975), viriis vektori olan nematodun 15 dakikadan az
bir zaman hastalikli bitki koklerinde beslenmesi sonucu virtisii biinyesine aldigim
ve bunu takiben hi¢ beslenmese bile 8 aya kadar viriisii biinyesinde barindirmasinin
miimkiin oldugunu bildirmiglerdir. Milkus ve ark. (1977), Ukrayna’da GFLV’nin
ii¢ wrkinin kalem asist ve mekanik agilamayla otsu bitkilere tagmabildigini ve X
index ile de tagindigim bildirmiglerdir. Aynica, Ukrayna, Fransa ve Federal Alman
rklan arasinda serolojik akrabalik oldugunu ortaya koymuslardir.

Boquet (1981), X. index ile inokule edilen Muscadine ¢egidi asmamn
GFLV’ye karsi reaksiyonlarim aragtirmugtir. Nematod ile taginan Muscadine
¢esidinin GFLV’ye karst tolerant oldufunu, aym viriisiin aym asma ¢esidine agi
yoluyla bulagtiniidifinda bir toleranshigin olugmadigim belirlemistir. Sonugta bu
¢esidin GFLV’ye kargi tolerant bir ¢egit olmadiBint bildirmisgtir.

Raski ve ark. (1983), dayamkliligin 1slal ¢ahsmalanyla GFLV’ye tolerant ve
X. index’e dayanikli V. vinifera varyetelerinin yada V. vinifera’dan bagka Vitis
spp.’nin  bulunabilecegini  belirtmiglerdir. Dayanikh tiir ve  varyetelerin
geligtirilmesinin nematodla agir bulagik, degerli bag alanlarinda viriis ve vektér

nematodlarin miicadelesi konusunda umut verici olduBunu rapor etmiglerdir.
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Caudwell ve Dalmasso (1985), baglara zarar veren viriis ve viriis benzeri
hastalik etmenleriyle ilgili olarak 1984 yilina kadar yapilan ¢aligmalan 6zetleyerek
bu hastallk etmenlerinin vektorleriyle olan iligkilerini ve epidemiolojilerini
anlatmuglardir.

Raski (1988), diinyada bag tiretimi yapilan alanlarda Xiphinema cinsine dahil
onun izerinde tir bulundugunu bildirmistic. Bunlarin Xiphinema americanum
Cobb, X. nigeriense Luc, X. brevicolle Lordello et Da Cossta, X. diversicaudatum
(Micoletzky) Thome, X. index, X. italiae, X. pachtaicum Tulaganov, X. turcicum
Luc ve Dalmasso ve X vuittenezi Luc, Lima, Weischer et Flegg oldugunu
saptanmstir.

Raski ve Goheen (1988), baglarda iiriin iizerinde 6nemli bir etkisi bulunan
zararlh GFLV degenerasyon kompleksi ile vektor X. index’in 1,3 dichloropropene
(DP) ve methyl bromide (MeBr) uygulamasiyla miicadelesine iligkin ¢aligmalar
yapmuglardir. Siddetli hastalik gosteren asmalarn bulundugu bir bagda toprak 448
kg/ha oraninda MeBr ile fiimige edilmis ve bir bagka uygulamada ise 672 kg/ha
oramnda MeBr kullanilmig ancak burada toprak yiizeyi polietilen ortii ile
ortiilmemigtir. Bir bagka parselde de 1560 kg/ha DP uygulanarak toprak yiizeyi
kapatilmamugtir. Iki yetigtirme sezonu sonunda uygulama géren topraklarn yansina
yeni ve saglikli asma bitkileri, difer yansina da uygulamadan 6 yil sonra saghkh
bitkiler dikildiginde MeBr uygulanan topraklarm % 5’inde ve DP uygulanan
topraklarin % 36'sinda GFLV’nin varhigi saptanmmstir. Fakat her ti¢ uygulamanin da
verime olumlu etkisi oldugunu bildirmiglerdir.

Esmenjaud ve ark. (1992)’mn Fransa’da GFLV ile bulagik 3 bag alaminda
topragin farkh derinliklerinden X. index’in yogunluklarim arastumslardir. En
diigiik nematod yogunlugunu kiregli topraktan 0-25 cm derinliginden ve kumlu olan
topraklardan ise 0-40 cm derinlikte elde etmiglerdir. Kiregli topraktan en yiiksek
nematod populasyon yogunlugunu 1 kg toprakta 5 ile 120 arasinda degisen sayida
55-70 cm derinlikten bulundugunu saptamglardir.

Brown ve ark. (1994), Avrupa’da nepoviruslerin ve tobravirislerin varhigimn
kiigik alanlarda lokalize oldugunu, Kuzey Amerika’da ise bu virislerin ve
vektorlerinin varh@inin genig alanlarda yaygin oldugumu belirlemiglerdir. Viriis
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tasimada Ozellesmenin varligi ile virds ile tespit edilen vektorinin arasinda
kuvvetli bir iligkinin oldugunu ortaya koymuslardir. Nematod-viriis-bitki kompleks
etkilesiminin taginma spesifitesinin varhZim etkiledigini belirlemiglerdir.

Elekcioglu ve Uygun (1994), Dogu Akdeniz Béolgesi’'nde yetistirilen
iiriinlerde bitki paraziti nematodlanin varlii ve dagihm iizerinde yaptiklan
aragtirmalarda baglarda en yaygn tirlerin sirasiyla X. pachtaicum, X. index ve X.
italiae oldugunu saptamuglardir.

Elek¢ioglu ve ark. (1994), Dogu Akdeniz Bélgesi’nde yetistirilen 12 farkl
bitkide 36 adet nematod tiirii izole etmislerdir. Baglarda X. index, X. pachtaicum ve
X. italige tiirlerinin bulundugunu ortaya koymuslardir.

Garcia-Benavides ve ark. (1994), Ispanya’da baglarda GFLV ile X. index
arasindaki iligkiyi aragtirmuslardir. Aragtirmalann  sonucunda testledikleri bag
orneklerinin % 12.8 inde GFLV’nin varligim saptamuglardir. Bu viriisle bulagik
olan bitkilerin ise % 31’inde ise viriis vektorii nematoda rastlamiglardir.

Philis (1994), Kibnis’ta X. index miicadelesi igin kiltiirel yontemleri
aragtummgtir. ' Yaptigt denemelerde, bag tesis edilmeden 40-52 ay o6nce yalmzca
yada rotasyon halinde arpa yetistirilmesinin lokal alanlarda GFLV’nin dogal
vekt6rii olan bu nematodun populasyonunu belirlenemeyecek kadar azalttifim
bildirmistir.

Vovlas ve Larizza (1994), viriis vektorii X. index’in embriogenik safhalari ve
gelisme donemleri {izerinde ¢aligmalar yapmuglardir. Nematodun farkh hayat
donemlerinde viicut uzunlugunun, odontostylet uzunlugunun ve konumunun farkh
oldugunu saptanuslardir.

Nogay ve ark. (1995), Marmara Bolgesi’'nde yapmusg olduklan caligmalan
sonucu bag topraklaninin X. index, X. pachtaicum ve Longidorus spp. ile bulagik
oldugunu belirlemiglerdir.

Avgelis ve Tzortzakakis (1997), 1995 ve 1996 yillan ilkbahaninda
Yunanistan’in Samos adasindaki 160 farkli bagda Xiphinema cinsi bitki parazitik
nematodlar ile GFLV’nin varh@ ve dagihmim aragtirmuglardir. Inceledikleri bitki
orneklerin % 49’unun X. pachtaicum, % 15’inin X. index ve % 7’sinin X. italiae ile

bulagtk oldugunu belirlemiglerdir. Asma kisa bofum virisinin bulundugu
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bolgelerdeki  dagimmn X index’in  varhg ile iligkili oldugunu ortaya
koymusglardir.

Martelli (1999), nepoviriislerin her durumda triinde kalitenin ve miktariun
diismesine, asmamn Omriiniin kisalmasina, a1 tutma ve koklenmenin azalmasina,
olumsuz iklim kosullarina kargt duyarliigin artmasina neden oldugunu ve ayrica
bag icerisinde Xiphinema ve Longidorus gibi, Longidoridae familyasina dahil
nematodlarla yayildigini rapor etmistir.

Wood (1999), asma nepoviriislerinin uzak mesafelere tiretim materyali ile
taginirken bag igerisinde ise vektér nematodlara bagmmli olduklarindan sinirli bir
cografi dagilim gosterdigini bildirmiglerdir.

Fresno ve ark. (2002), Kanarya Adalari’nda 10 yildan uzun bir siireyle
baglarda GFLV’nin taginmasim etkileyen faktorleri aragtirmuglardir. Toprakta
nemin yiiksek olmasmmn ve su serbest filmi tabakasmin bulunmasimin 6zellikle
nematod vektorlerin daha kolay hareket etmesi agisindan onem tagidigim
saptamuglardir.

Elleuch ve ark. (2003), Tunus’ta turunggil ve bag alanlarinda tg¢ farkls
viroidin tams1 igin en uygun protokol olarak RT-PCR’t kullanmiglardir. Bu
metodun hastaliklardan ari sertifikalh bitki materyallerinin iretilmesi igin
kullamlmasimn gerektigini bildirmislerdir.

Stuart (2003), bitki viriis hastaliklarimin nematodlar tarafindan taginmasinda
molekiiler bulgular ile ilgili olarak yapmus oldugu bir derlemesinde viriis
hastaliklarina kargt iiriniin korunmasinda en etkili ve giivenilir yolun bitki viriis
hastaliklarinin taginma mekanizmalanmn anlagiimasi oldugunu bildirmiglerdir.

Hubschen ve ark. (2004), X. diversicaudatum, X. index ve X. vuittenezi ig¢in
guvenilir bir molekiiler teshis saglayan tiire spesifik primerlerin duyarliigim ve
segiciligini aragtumuglardir. Bu metod kullamlarak 200 degisik nematod tiiriin
arasinda tek bir hedef tiiriin tanilanmasinin miimkiin olabilecegini belirtmiglerdir.
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Moliogka ve ark. (2004), Comoviridae tiirlerinin ve diger ¢ift partikiillii baz
virislerin tamlanmast ve tespit edilmesine i¢in nested RT-PCR metodunu

kullanmuglar ve tamlanmanin duyarlih@im arttirdiim belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Viriis Caliymalarinda Kullanilan Materyaller

Caligmanin ana materyalini Adana ve Mersin illerine ait bag alanlani, GFLV
ile bulagik bitki aksamlan (yaprak, sirgin, meyve), bu Ornekleri laboratuvara
getirmek icin kullamlan polyetilen torbalar, etiketler, bag makas:;, buz kutusu,
derindondurucu, buzdolabi, omcalan igaretlemek igin kirmizi sprey boya, bisturi,
DAS-ELISA testleri i¢in tampon c¢ozeltiler (EK I), antiserum kitleri, ELISA
plateleri, havanlar, cam malzemeler, mikropipetler ve pipet uglan olusturmustur.

Aynca laboratuvar ¢ahgmalannda otsu indikatdr bitkilerden Nicotiana
benthamiaona Domin., N. rustica L., N. tabaccum L., G. globosa , C.
amaranticolor, C. quinoa ve Cucumis sativus L. materyal olarak kullamlmugtir.
Gerek bag bitki dokusunda gerekse olast vektor nematodlarin biinyesinde
GFLV’nin varligimin saptanmasinda MWG-Biotech AG firmasindan satin alinan
GFLV’nin F13 wkina ait spesifik deoksiribo niikleotid primerler (oligoniikleotidler)
kullamlmigtir. Bu primerlerin niikleotid dizilimi asagida verilmigtir.

5>-CAA CAA AGA GTT AGC GGC AG-3’ (ABF2)
5°-CCA CTA TGC AAT CCA TGG CA-3’ (ABR2)

Bunlara ek olarak reverse transkriptase (RT) ve DNA polymerase (Taq)
enzimleri, RT buffer, Tag buffer, INTP, RNA inhibit6rii, MgCl ve steril distile su
da kullanilmugtir.

Molekiiler ¢gahgmalarda elde edilen PCR iiriniiniin elektroforez yontemi ile
testlenmesi i¢in agaroz, TAE buffer (Ek 1), marker (4000 bp), loading dye (orange

blue) ve boyama igin de etidium bromide soliisyonu kullamlmgtir.
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3.1.2. Nematod Cahsmalan icin Gerekli Materyaller

Arazide bag omcasmin kok kismumin yakimindaki (rizosfer) toprak 6rnegini
almak i¢in burgu aleti, bel, toprak 6rmegini laboratuvara getirmek igin polyetilen
(naylon) torbalar, etiketler, laboratuvara getirilen bu toprak oOrneklerinde
nematodlarin elde edilmesi i¢in tiglii ¢elik elek seti (50, 90 ve 140 mesh’lik), petri
kabi, plastik kovalar, igikli mikroskop, lam, lamel, olgu silindiri ve diger cam

malzemeler, gliserin ve immersiyon yagi kullamimgtir.
3.2. Metod
3.2.1. Asma Kisa Bofum Virisii ile Digili Cahsmalar
3.2.1.1. Arazide Gézlemler ve Ornek Toplama Calismalari

Arastirma Adana ve Mersin illeri ve bu illere ait baz ilgelerde (Sekil 3.1)
2002-2003 yillarinda ozellikle yash ve yiksek terbiye kaplama baglarda
yuriitilmistir. Ornekler 6ncelikle gelisme geriligi, meyvelerde irili ufakl
gelismeler, yapraklarda sararmalar, mozaik lekelenmeler ve damar bandlagmalan,
sirgiinlerde gigkin yada ikiz bogumlann tegekkilin ve yassilagmasi, bogum
aralanimin kisalmasi ve zigzag gelisim gibi GFLV belirtileri olabilecek simptomlar
gosteren viriisle infekteli oldugu siipheli baglardan alinmustir. Ornekleme yapilan
bag omcalan kirmuzi sprey boya ile isaretlenmigtir. Omekler Nisan-Mayis
déneminde meyvelerden, taze yaprak ve surginlerden, Eylil déneminde ise
cubuklardan alinarak naylon torbalar igerisine konulduktan sonra etiketlenerek buz
kutusu igerisinde laboratuvara getirilmigtir. Hastaligin  serolojik olarak
saptanmasinda asma taze yapraklan ve vegetasyon periyodu disinda kabuk dokusu
kullanilmugtir.

Aragtirmada ozellikle yash baglar dikkate alinarak caligma siiresince
Seyhan(Balcali) (104 adet), Saimbeyli (20 adet), Ceyhan (10 adet), Pozant1 (7 adet),

Karaisali (9 adet) ve Kozan (10 adet) olmak iizere Adana merkez ve ilgelerinden,
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Mersin (114 adet) ve Tarsus’tan (110 adet) olmak iizere toplam 384 adet 6rnek

getirilmigtir.

Sekil 3.1. Aragtirmada 6rneklerin ahindigt il ve ilgeler.

3.2.1.2. Laboratuvar ve Sera Calismalar:

3.2.1.2.(1). DAS-ELISA

Testlemelerde kullanmilan ELISA kitleri, bufferlar ve konsantrasyonlar Loewe
ve AGDIA ticari firmasi tarafindan onerildigi sekilde hazirlanmigtir. Havanlarin
iginde bir gram bitki materyali 5 mililitre (ml) ornek tamponu (extract buffer)
icerisinde ezilerek test edilen bitkilerin 6zsuyu elde edilmigtir. Her bir drnegin
testlenmesi polystyrene ELISA plakalarinda ¢ift kuyucukla (iki tekerriirlii)
yapilmigtir. Sonuglar 405 nm dalga boyunda ELISA okuyucusu kullamlarak
okunmugtur. Yapilan teslemelerde pozitif sonug veren 6érneklerde plate iizerinde
gozle goriilebilen sart renk olugumu gozlenmistir (Sekil 3.2). Aym 6rnege ait ¢ift
kuyucuktan elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi aym plaka iizerinde
negatif kontrol olarak konulan 6rnegin ortalama degerinin iki katindan daha yiiksek

¢ikmasi halinde drnek viriisle infekteli olarak kaydedilmigtir. Testlemelerde pozitif
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¢ikan bitki 6rnekleri yeniden testlenmis ve ikinci defa pozitif sonug alinanlar GFLV
ile bulagik olarak kaydedilmigtir. Caligmada kullamilan bitkilerden hastalikla
bulagik olarak kaydedilen drnekler her testlemede iki tekerriirlii olarak ¢aligtimugtir.

Sekil 3.2. DAS-ELISA ile teslemelerde pozitif sonug¢ veren Omeklerin plate
iizerinde gozle goriilebilen sar renk olusumu.

3.2.1.2.(2). Otsu Konukgulara Mekanik inokulasyon

Otsu indikator bitkileri C.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii’ne ait
25+1 °C’de ve 12 saat aydinlatmali iklimlendirme odasinda yetistirilmistir (Sekil
3.3). Saksilara dnceden iizeri sera naylonu kapatilarak methyl bromide (MeBr) ile
steril edilen 1:3 kum, 1:3 torf ve 1:3 toprak karigimi konulmugtur. Mayis-2002 ve
Mayis-2003 déneminde araziden getirilen ve laboratuvarda GFLV ile bulagik
oldugu serolojik olarak belirlenen baglardan otsu indikator bitkilere (Cizelge 3.1)
mekanik inokulasyon yapilmistir. Daha sonra bu bitkilere viriisin taginip
taginmadigi DAS-ELISA ile kontrol edilmistir.

inokulasyon yapmak igin taze asma yapraklant % 2.5 nikotin igeren 0.1 M,
pH=7.2 olan fosfat tamponu igerisinde ezilmistir. Elde edilen bu ekstrat
karborandum tozu ile tozlanan otsu indikator bitkilerin yapraklarina hafifce
striilmiigtiir. Birkag dakika bekledikten sonra bitkiler ¢esme suyuyla zarar
verilmeden yikanmistir. inokule edilen bitkiler iklimlendirme odasinda bir ay
siireyle tutularak viriis simptomlari olabilecek belirtilerinin olusup olugmadig:
giinliik olarak gozlenmistir (Dijkstra ve Jager, 1998).
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Sekil 3.3. Mekanik inokulasyonlarda kullanilmak iizere iklimlendirme odasinda
yetistirilen otsu indikator bitki fideleri.

Cizelge 3.1. Mekanik inokulasyonlarda kullanilan otsu indikatér bitkiler

Familya Tiir

Amaranthaceae Gomphrena globosa L.

) Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn.
Chenopodiaceae

Chenopodium quinoa Wild.
Cucurbitaceae Cucumis sativus L. ' -
e — —
Nicotiana benthamiana Domin.
Solanaceae Nicotiana rustica L.

Nicotiana tabaccum L.

3.2.1.3. Baglarda Viriis ile Tlgili Molekiiler Calismalar
3.2.1.3.(1). Total RNA Ekstraksiyonu
Aragtirma siiresince yapilan DAS-ELISA testleriyle viriisle bulagik oldugu

serolojik olarak belirlenen bag bitkilerinden total RNA ekstraksiyon calismalari

Buzkan ve Walter (2001)’e gore asagidaki sekilde yapilmistir ;
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Sivi azot igerisinde -180 °C’de dondurulan bitki ve nematod 6rnekleri
ekstraksiyon buffer (1/1000 oramnda 2-mercapto-ethanol ilave edilen)
igerisinde pargalanarak ezilmistir.

Bitki ornekleri ekstrakti +4 °C”de 14000 rpm de 3 dakika (dk) siireyle
santrifiij edilerek bitkiye ait olan kaba partikiillerin 1 ml’lik eppendorf tiipii
igerisinde ¢okelmesi saglanmig ve daha sonra pellet uzaklagtirilmigtir.
Siipernatanta 50 pl % 20’lik Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) ekleyerek
vorteks yapilmigtir.

Tiipler 65 °C’de ki su banyosunda 30 dk bekletilmistir.

Su banyosundan g¢ikarilan 6rneklere 250 pl Potasyum asetat (KOAc) ilave
edilerek vorteks yapilmigtir.

Tiipler 20 dk buzda bekletilmisgtir.

+4 °C’de 14000-20000 rpm de 15 dk sireyle santrifiij edilmis ve daha sonra
pellet uzaklastirtlmustir.

Tiiplere 1 pl % 100’lik ethanol ilave edilerek yeni bir eppendorf tip setine
alinmustir. Her bir eppendorf tiipiine 50 pl Sodyum asetat (NaOAc) eklenerek
vorteks yapilmisgtir.

Yeni bir eppendorf setine her bir materyalin 500 pl si alinarak bir gece +4
°C’de (buzdolabinda) bekletilmistir. Kalan kismi ise -20 °C’de saklanmugtir.
Buzdolabindan alinan 6rnekler +4 °C’de 14000 rpm de 15 dk siireyle santrifiij
edildikten sonra siipernatanti uzaklastirilmigtir.

Tiipler filtre kagidi izerinde birkag dk kurutulmustur.

Her bir eppendorf tiipii igerisine 1 ml % 70’lik ethanol eklenmistir.

Ornekler +4 °C’de 14000 rpm de 5 dk siireyle santrifiij edilmistir.

Ethanol uzaklagtiilmis ve eppendorf tiipleri bir filtre kagidi tizerinde
kurutulmugtur.

Kurutulan pelletler 50 pl RNAase free su ile resuspanse edilmig ve vorteks
edilmistir.

Yeni bir eppendorf seti hazirlanmmg ve resuspanse orneklerden 15 pl alimarak
hemen kullanilmak tizere yeni tiipe konulmustur. Kalan kismi ise (35 pl) -20

°C’de saklanmustir.
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3.2.1.3.(2). Reverse Transkription

Gerek bag yaprak dokusu orneklerinde gerekse bitkilerin rizosfer kismindan
elde edilen X. index vektor nematodlarin binyesinde GFLV’nin varligit RT-PCR
teknigi ile molekiller diizeyde Esmenjaud ve ark. (1994)’min yontemine gore
belirlenmigtir. Bu c¢aligmalarin ilk asamasi olan Reverse Transkription (RT)
kisminda kullanilmak iizere bir RT karigimi hazirlanmigtir. Iki adet nematod 6rnegi,
bir adet otsu indikatér bitki rnegi ve bir su 6rnegi (negatif kontrol olarak) igin bu

karigima konulan maddelerin miktarlar1 dort kat olarak agagida verilmistir.

RNA 1l

dNTP 1plX4 apl
RT 0.125p1 X 4 0.5ul
RT buffer 5ul X 4 20ul
RNA inhibitor ~ 0.3pul X 4 1.2pul
H20 15p1 X 4 60ul
Prl 1pl X4 4ul
Pr2 1ul X4 4ul

Bu karigim RNA eklenmeden hazirlanmig olup her bir 6rnek igin etiketlenen
eppendorf tiiplerine (4 tane) paylastirilmistir En son asamasinda her o6rnegin
RNA’st omek tiplerine ayr1 ayrt eklenerek Thermal Cycler cihazina
yerlestirilmistir. Daha sonra 42 °C’de 1 saat tutulduktan sonra g¢ikarilarak PCR

islemine tabi tutulmustur.

3.2.1.3.(3). PCR

Bu caligmalarin ikinci agamasi olan PCR kisminda kullanilmak tizere bir PCR
karisimi hazirlanmustir. iki adet nematod ornegi, bir adet otsu indikator bitki 6rnegi

ve bir su 6rnegi (negatif kontrol olarak) i¢in bu karigitma konulan maddelerin

miktarlari dort kat olarak asagida verilmistir.
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cDNA 1ul

dNTP 1 ul X4 4ul
Taq 03ul X4 1.2pl
Taq buffer 2.5u1X 4 10ul
MgCl 1.5u1 X 4 6l
H20 15ul X 4 60ul
Prl lul X 4 4ul
Pr2 lul X 4 4ul

Hazirlanan PCR kanigimi RT driinii olan cDNA eklenmeden hazirlanmig olup
her bir 6rnek i¢in etiketlenen dort eppendorf tiplerine (4 tane) paylastinlmistir. En
son agamasinda her ornegin ¢DNA’st (RT drinii) 6rnek tiiplerine ayn ayn
eklenerek Thermal Cycler cihazina yerlestirilmistir. Kullanilan PCR dongiileri

sirastyla asagida verildigi sekilde uygulanmstir.

Once 95 °C’de 2 dk ornekler 1sitilmmsgtir. Daha sonra

95 °C’de 30 dk

54 °C’de 30 dk

ve 72 °C’de 3 dk olmak iizere 35 dongii uygulanmugtir. En son 72 °C’de 10

dk bekletilerek iglem sonlandirilmistir.

3.2.1.3.(4). Elektroforez

Caligmada elde edilen PCR duriiniine % 1’lik agaroz jel elektroforez (Ek III)
uygulanmigtir (Gallitelli, 1991). Elektrik akimu (100 volt) yardimiyla GFLV’ye ait
kilif protein genin spesifik fragmentleri molekiler agirliklarina gore jel iizerinde
akim dogrultusunda hareket etmeleri saglanmistir. Jel daha sonra etidium bromide ile
boyanmig ve g¢esme suyu ile yikanmugtir. Daha sonra UV transilliminatér aleti
tizerinde polaroid kamera ile fotografi ¢ekilmis ve jel tizerinde olusan bandlar marker

ile kiyaslamasi yapilmugtir.
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3.2.2. Nematodlar ile ilgili Caligmalar
3.2.2.1. Viriis Vektorii Nematodlar ile ilgili Arazi Cahsmalar

Aragtirmanin yiirtitilmis oldugu alanlarda ozellikle hastalik belirtisi gosteren
yagh bag alanlarindan olmak tizere farkll baglardan bagi temsil edebilecek sayida
toprak ornekleri alinmugtir. Viriisle infekteli oldugu laboratuvarda ELISA testi ile
belirlenmig olan bag omcalarinin ve GFLV simptomlart gosteren hastalikli olmast
muhtemel bitkilerden kilcal koklerle birlikte rizosferden bel yardimiyla 30-40 cm
derinlikten yaklagtk olarak 2 kg toprak ornegi alinmigtir. Ornekler polietilen
torbalara konularak etiketlenmis ve incelenmek iizere laboratuvara getirilmigtir.
Ornekler temiz biiyiik bir kiivet igerisinde dikkatlice karigtirilarak bunun yarsi

galigmalarda kullamilmig ve kalan diger yarisi ise muhafaza edilmistir.
3.2.2.2. Nematodlarla ilgili Laboratuvar Cahsmalar
3.2.2.2.(1). Nematodlarin Topraktan izolasyonu

Asma kisa bogum viriisii ile infekteli oldugu ELISA testi ile belirlenen
hastalikli bag omcalarinin rhizosferinden (toprak+kok) alinan toprak orneklerinde
soz konusu viriisiin dogal vektérii olabilecek nematodlar aragtirnilmigtir. Her bir
ornekteki  vektor nematod bireyleri sayilarak  populasyon yogunluklari
belirlenmigtir. Yaklastk 40 kadar ornekte, Xiphinema ve Longidorus tirleri gibi
oldukga bilyiik nematod tiirlerinin izole edilmesi i¢in 6nce petri dish yontemi
kullamilmugtir. Ancak bu metodla sz konusu viriis vektorii nematodlarin viicut
yapilariin daha iri olmasi nedeniyle yalmzca kismen elde edilebilmistir. Daha
sonra galigmalarimizda Xiphinema tiirii nematodlarin izolasyonu amaciyla 6nerilen
Baermann Huni ve Cobb elek yonteminin bir kombinasyonu modifiye edilerek
kullanilmugtir (Flegg, 1967). Bu metod ile getirilen 2 kg toprak ¢rneginin yarisi
ufalanarak yaklagik olarak 2 litre kadar soguk suda birkag dakika elle

kangtinlmigtic.  Boylelikle soguk suyun nematodlar tzerinde sok etkisi
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yapmasindan yararlamlarak kendilerini suya birakmalan saglamustir. Su igerisinde
kok pargaciklarimin (izerindeki topraklar da elle ezilerek kilcal kokler etrafindaki
bireylerin su igerisine gegmeleri saglanmistir. Bu siispansiyon o6nce kaba
artiklannin  uzaklagtinlmasi igin 50 mesh’lik gozenekleri olan bir elekten
gegirilerek bagka bir 10 litrelik plastik kaba doldurulmustur. Plastik kap igerisine
bir miktar su eklenerek elle yavag yavas kangtirdmg ve boylelikle tiim partikillerin
iyice erimesi saglanmugtir. Daha sonra yaklagtk 10 saniye kadar siispansiyonun
durulmasina izin verilerek 140 pm mesh'lik diger elekten suzdirulmisgtiir. Elegin
iizerinde kalan nematodlar tazyikli akmayan su ile durulanarak bir toplama kabina
aktanlmigtir. Yine aymi gekilde birkag kez su temiz oluncaya kadar aym elekten
yikama iglemi tekrarlandiktan sonra elegin iizerinde kalan nematodlar bir toplama
kabinda toplanmigtir. Elde edilen bu siispansiyon 90 mesh’lik bir elekten suzilerek
iizerinde kalan tortu ile beraber cam bir petri kabi igerisine almmug ve bu sekilde
yaklagik olarak 16 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda elek kaldirilarak cam petri
icerisindeki suya gegen nematodlar 100 cc’lik bir 6lgi silindire alinnmgtir. Burada
dort saat kadar bekletildikten sonra 6lgii silindirin icerisindeki suyun st kismi
tabanda 10 cc kalincaya kadar yavagga uzaklastinlmug ve kalan kismu ise suyun
dibine goken nematodlar ile birlikte 15 cc’lik bir cam tiipe alinmgtir. Bu cam tiip
yaklagtk 1-2 saat bekletildikten sonra uste kalan su bir pastor pipeti yardimyla
tahliye edilmigtir. Tiipin dibinde 1 cc su igerisinde toplanan Xiphinema cinsi
nematodlar mikroskobik yontemlerle incelenmeye alinmugtir. Boylelikle Xiphinema
tiirlerinin bulundugu alanlar tespit edilmistir.

3.2.2.2.(2). Nematodlarin Biinyesinde Viriisiin Serolojik Testlerle

Belirlenmesi

Aragtrmanin  yiriitiildiigi alanlardan Kasim-2002 doéneminde almman ve X
index ile bulagik oldugu belirlenen toprak omeklerinden izole edilen nematod
populasyonlarindan her bir ornek igin 240 adet birey 1kkh mikroskop altinda tek
tek toplanmugtir. Bu nematod populasyonlarindan elde edilen bireylerin

viicutlarinda viriis bulundurup bulundurmadift DAS-ELISA ile test edilmigtir.
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Aragtirmanmn  yiritildigii alanlarda GFLV’nin direk bitki dokusu igerisinde
aragtirilmasiin yam sira, bu viriisiin taginmasinda vektor olarak gorev yapabilen
nematodlann biinyesinde viriisiin bulunup bulunmadif serolojik testler yapilarak

aragtinlmugtir (Fresno ve Arias, 1993).
3.2.2.2.(3). Nematodlarda Viriisler ile figili Molekiiler Caliymalar

Arastirma siiresince yapilan DA S-ELISA testleriyle viriisle bulagik oldugu
serolojik olarak belirlenen bag bitkilerin rizosferinden elde edilen vektér nematod
Orneklerinden total RNA ekstraksiyonu Buzkan ve Walter (2001)’e gore
yapilmigtir. Bu ¢aligmada kullanilan yontem yukanda “3.2.1.3. Baglarda Viriis ile
Ilgili Molekiiler Caligmalar” isimli béliimde verilmistir.

3.2.2.2.(4). Nematodlarim Daimi Preparatlarmm Yapilmasi1 ve Teshis

Edilmesi

Cahgilan bolgede bag alanlarindan getirilen topraklardan izole edilen
nematodlarin tiir diizeyinde teghis karakterlerinin belirlenmesi amaciyla Hooper
(1986)’1n yontemine gore daimi preparatlan yapilmistir. Bu amagla topraktan izole
edilen nematodlar 65-70 °C’de 30 saniye sireyle isitilarak oldiralmiis ve 7 ml
formalin (% 40 formaldehyde) +2 ml triethanolamin +91 ml saf sudan olusan TAF
¢ozeltisi icerisinde fikse edilmigtir. Fikse edilen nematodlar 6nce 20 kisim ethanol
(% 96°1lik), bir kisim gliserin ve 79 kisim saf sudan olugan birinci ¢ozeltiye alinarak
oda sicakhginda bir petri igerisinde agzt yan kapall olarak bir giin siireyle
bekletilmistir. Ertesi giin 5 kisim gliserin ve 95 kisim ethanol igeren ikinci ¢ozelti
icerisinde agz yan kapali olarak bir giin siireyle tutulmustur. Petri kabindaki sivi
kisim tamamen ugtuktan sonra saf gliserin igerisine alman nematodlar 1gikh
mikroskop altinda 10x10 mm biyiitmede bir bambu gubugu yardimyla tek tek
alinarak lam iizerinde etrafi parafilm halka ile gevrili bir damla gliserin igerisinde
sabitlestirilip tir teghisi igin hazir hale getirilmigtir.

Nematodlarn tiir teshisleri Prof. Dr. 1. Halil Elekgioglu tarafindan yapilmagtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Asma Kisa Bogum Viriisii ile ligili Cahsymalar
4.1.1. Arazide Gézlemler ve Ornek Toplama Cahsmalan

Caligmanin kapsam igerisindeki illerde bag alanlarinda Nisan-Mayis ve
Eylil-Ekim aylarinda olmak iizere yilda iki kez sirvey caligmalan yapilmugtir.
Baglarda viriis hastahii olabilecek belirtiler gozlenmistir. Bu baglardan 2002 ve
2003 willarinda toplam 384 adet bitki Ornegi toplanmustir. Virlis simptomlan
gosteren, ozellikle yagh baglar dikkate alinarak Adana merkez ve ilgelerinden
olmak iizere Seyhan’da 104, Saimbeyli’de 20, Ceyhan’da 10, Pozant’’da 7,
Karaisal’’da 9 ve Kozan’da 10 adet ve ayrica Mersin’de 114 ve Tarsus’ta ise 110
adet ornek almmustir. Ornek toplama swasinda diigitk verim, geligme gel'iIigi,
meyvelerde irili ufakh geligmeler, yapraklarda sararmalar, mozaik desenler ve
damar bandlagmalan, siirgiinlerde giskin yada ikiz bogumlarm tesekkuli,
yassilagmasi, bogum aralarimin kisalmasi ve zigzag gelisim gibi simptomlarn
olugtugu gozlenmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 44 ve 4.5). Aynca o6mek toplama
amactyla yiiriitillen galigmalar sirasinda baglarda yelpaze yapraklilik, sarni mozaik
ve damar bandlagmasi gibi simptomlar g6z Oniinde bulundurulmustur. Bu
farkhbklann virisiin degisik izolatlarnimin genetiksel yapisinin birbirinden farkli
olmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmigtir (Krake ve ark., 1999).

Aragtrma swrasinda  hastalikh  bitkilerde gozlemlenen simptomlari bagka
aragtirmacilar da rapor etmiglerdir. Hewitt (1953, 1954), Amerika’da ilk olarak
Santa Clara vadisinde 1948 yilinda ortaya ¢ikan ve giderek artan ciicelegme,
siirgiinlerde kisalma, yapraklarda beneklesme, sekil bozukluklan, gigek dokiimleri,
ilk donemlerde 6zellikle 8-11’inci bogumlardaki bu kisalma, zigzag siirgiin ve ¢ift
nodyum olugumu gibi tipik belirtiler olusturan etmenin GFLV oldugunu

bildirmigtir.
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Sekil 4.1. Asma kisa bogum virisii ile bulagtk asma stirgiiniinde zigzag goriinim ve
bogum kisalmasi.

Sekil 4.2. Asma kisa bogum viriisii ile bulagik asma siirgiiniinde yassilagma.

Krake ve ark. (1999), GFLV’nin bitki gesidi ve iklim kosullarina bagl olarak
meydana getirdi§i simptomlarin degistigini belirtmiglerdir. Ilkbahar aylarmdaki
benekler yada mozaik simptomlann yerine yazin (hastabin kronik devresinde)
yapraklarda siniis agisimn genigledigini, derinlestifini ve dis sayismin arttifim
belirtmiglerdir. Bu ¢aligmada da ilkbaharda (Nisan-Mayis) hastalikli bitkilerin
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yapraklarinda goriillen mozaik desenlerle beneklenmelerin yazin hava sicakliklarinin

artmasiyla giderek kayboldugu gézlenmistir.

Sekil 4.3. Asma kisa bogum viriisia ile bulagik bitki yapraginda sararma (A),
yaprakta sekil bozuklugu ve kenar dig sayisinin artmas: (B).

Sekil 4.4, Asma kisa bogum viriisi ile bulagik omcada salkimlarin seyrek tutumu
ve irili ufakh dane tegekkiilii (boncuklanma).

Walter ve Martelli (1997), GFLYV ile bulagik bitkilerde yaprak simptomlaruun
yani sira bazen bogumlar arasinda kisalma ve diizensiz gelismeler, ¢ift bogum,

yassilagma gibi siirgiin anormallikleri, salkim sayisinda azalma ve kigiilmeler, irili
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ufakli dane olusumu gibi simptomlarin olustugunu bildirmiglerdir. Akdogan (1956,
1958, 1965), baglarda zarar olugturan GFLV’yi simptomolojik olarak saptamus ve
adim1 “‘Bulagik Soysuzlagma® koymugtur.

Sekil 4.5. Asma kisa bogum viriisii ile bulagik yaprakta tipik mozaiklesme (A),
damar bandlagmast ve simetri bozulmasi (B).

Aragtrma  stresince bag alanlarmda yiritilmis olan Ornek toplama
caligmalarinda benzer simptomlara rastlanmustir. Bunlardan alman 6rneklerin
serolojik testlemeleri sonucunda gogunlukla GFLYV ile bulagik oldugu saptanmugtir.
Ancak aym tip simptomlara sahip olup GFLV ile bulagik ¢ikmayanlann ise bagka
tur virlis ve benzeri diger hastaliklarla enfekteli oldugu diigiiniilmektedir. Serolojik
ve biyolojik indekslemeler ile yapilan c¢alismalarin sonucunda Tirkiye’de bu giine
kadar baglarda 14 viris hastabiinin bulundugu saptanmigtir (Akdogan, 1956;
Erdiller, 1982; Martelli, 1987, Azeri ve ark., 1988, Giirsoy, 1988; Akbas ve
Erdiller, 1993; Ozaslan, 1991, 1993, 1995; Cigsar, 2002).

4.1.2. Laboratuvar Cahsmalan
4.1.2.1. DAS-ELISA
Asma kisa bogum viriisiniin de tyesi oldugu nepoviriislerin cografi dagilim

sinirht olmasma ragmen bu grubun hemen hemen tim iiyeleri 6nemli ekonomik

kayiplara neden olmaktadir (Murrant, 1981). Araziden getirilen bitki dokusu
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orneklerinde GFLV’nin varh@ Clarks ve Adams (1977)’in yontemi kullamlarak
DAS-ELISA (Ek II) ile belirlenmistir. Aragtirmanm yaritildiagi  alanlardaki
baglardan toplanarak testlenen 6rneklerde saptanan GFLV’nin bulagiklik oranlan
Cizelge 4.1°de verilmigtir. Karaisali ve Kozan’dan alman bag 6mekleri GFLV ile
bulagik gikmamustir. Adana-Balcali’dan 20 adet 6rnek (% 19.2), Pozanti’dan 2 adet
ornek (% 28.6), Ceyhan’dan 2 adet drnek (% 20.0), Saimbeyli’den 5 adet 6rnek (%
25.0), Mersin’den 17 adet 6rnek (% 14.9) ve Tarsus’tan 17 adet 6rnek (% 15.5)
GFLYV ile bulasik olarak belirlenmigtir. Goriildagi izere araziden getirilen toplam
384 bitki 6mneginden 63 (% 16.4) tanesinde DAS-ELISA yoOntemiyle viriis
saptanmugtir.

Aragtirmamn yiritildigi alanlarda GFLV ile bulagik oldugu DAS-ELISA
yontemi ile tespit edilen 6rneklerden elde edilen optik densiteler gizelgeler halinde
verilmigtir (Ek IV-A, IV-B, IV-C, IV-D, IV-E, IV-F, IV-G ve IV-H).

Cizelge 4.1. Omeklerin ahndig: yerlere gore 2002-2003 yillarinda toplam alman
ornek sayisi, Asma kisa bogum virasi ile bulasik 6rnek sayis1 ve

bulagiklik orani (%).
Ornek alman Ornek Bulasik drnek Bulas:khik
yer sayisi sayisi orani (%)
Adana-Balcah 104 20 19.2
Pozant1 7 2 28.6
Ceyhan 10 2 20.0
Karaisal 9 — —
Saimbeyli 20 5 25.0
Kozan 10 - -
Mersin 114 17 14.9
Tarsus 110 17 15.5
Toplam 384 63 16.4
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Aragtirma sirasinda 2001 wyilinda ilkbahar ve sonbahar aylarinda Mersin-
Tarsus’a bagh Tekke, Bagcilar, Kiirkgti, Nacarli ve Yanpar koylerine ait olan 177
adet yaprak ve siirgiin 6meklerinden LOEWE firmasindan satin  aldigimz
antiserumla yaptigimz testlerden pozitif sonu¢ alinamamustir. Bu Omeklerden
teslemelerde negatif gibi goriinen (reaksiyon géstermeyen) 56 tanesi hem LOEWE
firmasindan satm aldigimzla hem de elimizdeki ikinci bir antiserumla (Dr. ilyas
Cigsar’dan temin edilen) yeniden testlemeye tabii tutulmugtur. Hastahkla bulasik
olan 5 ormnek yalmzca ikinci antiseruma pozitif reaksiyon gostermigtir. ikinci
antiserumla acik bir sekilde pozitif reakstyon gostermesi sonucu Loewe firmasmnin
antiserumlarimn  kullamlmasindan vazgegilmistir. Aragtirmada 2001 yiinda Loewe
firmasmmin  antiserumlant  ile testlenen 177 adet o©mek degerlendiriimeye
alinmamustir. Serolojik testlemelere 2002-2003 yillarinda araziden getirilen yeni
orneklerle AGDIA firmasindan getirilen digiincii bir antiserum ile devam edilmigtir.
Tarsus bélgesine ait 2002 yilinda alnan toplam 9 adet 6rnek (5+4) GFLYV ile
bulastk olarak saptanmmstir. Aym testleme sirasinda daha 6nceden pozitif olarak
degerlendirdigimiz ancak titeri diigiik buldugumuz Pozant1 ve Ceyhan’dan getirilen
ornekler de (2+2) yine GFLV saptanmigtir. Boylelikle Mayts 2002 doneminde her
iki antiserumdan (ikinci ve iigiincil) elde edilen sonuglarin birbirine benzer oldugu
sonucuna varlmigtir.

Calisma sonuglan incelendiginde GFLV bulagiklik oranlarin en yiikksek %
28.6 ile Pozant’’da oldugu ve Karaisah ve Kozan’dan alman bag orneklerinin
GFLV ile bulagik olmadig belirlenmistir (Cizelge 4.1). Viriisle bulagik olan
alanlann arasinda oransal bakimdan gok biiyiik farklilik olmadigi serolojik testler
ile belirlenmigtir. Bu viriisiin tanilanmasinda serolojik testlerin uygun ve basarih
oldugu daha 6nceden bir ¢ok arastirict tarafindan da bildirilmigtir. Dar-Issa ve Iraki
(2002)’de serolojik testlerin GFLV’nin tamlanmasi i¢in kullamlan en iyi testler
oldugunu bildirmiglerdir. Benzer sekildle GFLV’nin ELISA ile testlenebilecegi
Walter ve ark. (1984) tarafindan da bildirilmistir. Yine bu viriisiin serolojik
yontemlerle etkili bir gekilde belirlendigi ve kullamlan ELISA teknikleri igerisinde
DAS-ELISA yonteminin bagarili oldugu bir ¢ok aragtinict tarafindan bildirilmigtir
(Luisoni, 1991, Rowhani, 1992; Grenan ve ark., 1993; Walter, 1993; Boscia ve
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ark., 1997). Hastahgin serolojik olarak saptanmasinda asfna taze yapraklann iyi
sonug verdigi ve kabuk dokusunun kullamlmasiyla da viriisin kolaylikla tespit
edilebildigi belirtilmigtir (Monette, 1985; Martelli, 1991; Fresno ve Arias, 1993).

Nogay ve ark. (1995), Marmara Bolgesi’'nde DAS-ELISA testi kullanarak
yapmig olduklan aragtirmalan sonucunda hastalik orammn % 11.1 oldugunu ve test
edilen 71 adet oOmekten 35’inde GFLV ile ArMV hastalik etmenlerinin
bulundugunu bildirmiglerdir. Akbag wve Erdiller (1998), Karaman, Konya ve
Nevsehir illerinde bulunan bag alanlaninda yaptiklan c¢aliymada DAS-ELISA
yontemiyle testledikleri 344 adet 6rnekte en yaygmn viris hastabfinm GFLV
oldugunu (% 39.5) ve bunu swrasiyla TBRV ile GLRaVs’lerin izledigini
belirtmiglerdir. Kokli ve ark. (1998), Trakya Boélgesi’'nde yaptiklan surveyde
ELISA yontemiyle 165 adet 6megin % 14.5’inin GFLV ile bulagik oldugunu
bildirmiglerdir. Cigsar ve ark. (2002), Giineydogu ve I¢ Anadolu bélgelerinde bazi
bag viriis ve viriis benzeri hastaliklarm varh@m aragtirmak tizere yuritmiig
olduklann ¢aligmalarinda GFLV’nin yayginhigm ELISA testi ile % 10.7 olarak
saptamiglardir. Cigsar (2002), Giineydogu Anadolu Bolgesi ve Nevsehir ili
baglaninda 1999-2002 yillann arasinda virils ve viriis benzeri hastaliklar {zerine
yapmis oldugu gahigmasinda ELISA testi sonuglarina gore almis oldugu 1001 adet
ornegin % 8.1’inin GFLV ile bulagik oldugunu bildirmigtir.

Aragtirmanin  yiiriitiildiigi = alanlarda  hastalikli  bitkilerin  siirgiin
uzunluklarinda saglkhlara gore belirgin kisalmalar goriilmigtiir. Abrasheva (1976),
yaptigi ¢aligmasinda GFLYV ile bulagik baglarda oransal olarak siirgiin uzunlugunun
% 40.0 ve verimin 2.5 kat azaldigim saptamistr. Bu gozlemler meyve verimi
izerinde de gorilmiigtir. Martelli ve Savino (1988), baglarn GFLYV ile bulagik
olmast sonucu émriiniin kisaldifini, Grtiniin kalitesinde ve verimde % 80’e varan
azalmalara neden oldugunu ortaya koymustur. Ozaslan ve ark. (1993, 1998),
Gaziantep’te % 37.8 ve Kilis’de ise % 43.0 dolayinda verim diisiikligiinin
oldugunu bildirilmigtir. Martelli (1999), nepoviriislerin her durumda iiriinde kalite
ve miktarin diigmesine, asmanin émriiniin kisalmasina, ag1 tutma ve kodklenmenin
azalmasma, olumsuz iklim kosullarina karst duyarliligin artmasina neden oldugunu

rapor etmigtir.
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Elde edilen sonuglar daha énce GFLYV ile ilgili yapilms olan arastirmalar ile
kargilagtinldiginda  bulagtkhk oranlan  bakumindan biyiikk farklilk olmadig:
anlagilmaktadir. Benzer ¢aligmalar wapilmasi durumunda uygun antiserum
kullantlmasi, elde edilecek sonuglarin giivenilirligi agisindan bityiikk  6nem
tagimaktadir. Baglann bu viriis ile bulasik olmasi sonucu bitki gelisimi ve tiriinde

onemli kayiplara neden oldugu anlagilmaktadir.

4.1.2.2. PCR

Laboratuvar caliymalann sonucunda viriis ile enfekteli oldugu saptanan bag
bitki 6megi ve bu bag bitkilerinin rhizosfer kismindan alinan olasi vektor
nematodlann biinyesinde GFLV’nin varligi Polimerase Chain Reaction (PCR)
teknigi ile molekiler duzeyde de arastinlmuigtir. Bu gcalismada enfekteli bag
bitkisinde ve iki nematod érmeginde GFLV’nin F-13 irkimn RNA-2 sinin 780 bp
uzunlugundaki bir sekanst gogaltilmistir. Agaroz jel (% 1) elektroforezde, RNA
preparat1 band olusturmugtur (Sekil 4.6). Gerek GFLYV ile infekteli bag bitkisinden
gerekse vektor nematodlardan elde edilen ekstrakt kullamlarak yiiriitilen PCR
testlerinde GFLV’nin F-13 wrkina 6zgii 780 bp uzunlugundaki DNA bandlan elde
edilmistir (Sekil 4.6).

Moliogka ve ark. (2004), Comoviridae tiirlerinin ve diger ¢ift partikiillii bazi
virislerin tamlanmasi ve tespit edilmesine igin nested RT-PCR metodunu
kullanmglar ve tamlanmamn duyarbh@m arttirdigim belirtmiglerdir. Elleuch ve
ark. (2003), Tunus’ta turuncgil ve bag alanlarinda ii¢ farkh viroidin tams: igin en
uygun protokol olarak RT-PCR’1 belirtmiglerdir. Bu metodun hastaliklardan ari
sertifikali  bitki materyallerinin  uretilmesi igin kullanilmasinin  gerektigini
bildirmiglerdir. Dar-Issa ve Iraki (2002), GFLV’yi RT-PCR ve IC-TR-PCR
yontemleriyle testlemiglerdir. Kilif protein primerleri kullanmalan halinde her iki
metod arasinda biyitk bir farklilik goriilmedigini bildirmiglerdir. Finetti-Sialer ve
ark. (2002), Italya’da Palagiano baglaninda GFLV’yi tespit etmek igin fluorescent
RT-PCR metodunu uygulamugtir. Kullandigs fluorescent problarin  viriisiin

tespitinde faydali oldugunu belirtmigtir. Nepoviriislerin teshisinde PCR ve
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molekiiler hibridizasyon yontemlerinin de ¢ok uygun yontemler oldugu
bildirilmigtir (Minafra ve ark. 1997, Walter, 1991; Fuchs ve ark., 1989). Cigsar
(2002), Giineydogu Anadolu bélgesi ve Nevsehir ili baglarinda 1999-2002 yillar
arasinda bag virlis ve viriis benzeri hastaliklar (izerine yapmus oldugu doktora
caligmasinda birgok nepoviriisiin tamsinda ve karakterizasyonunda PCR yontemini
kullanmstir. Bu yoOntemin nepoviriislerin teshisinde uygun oldugu bildirmistir
Dodds ve ark. (1984), bitkilerde wvirtis hastaliklanmn saptanmasinda ¢esitli
teknikleri kullanmiglardir. Konukgu bitkiler Gizerinde olugan hastalik belirtilerinin,
konuk¢u sayisimn, viriisiin in vitro vektor iligkilerinin ve dier taginma
Ozelliklerinin veya farkl tipte serolojik testlerin yam sira son yillarda viriisiin
capsid protein ve genom yapisiun virdslerin tanmmasinda kullamlan metodlar

oldugunu belirtmiglerdir.

780 bp

4000 bp

M 1 2 3 4

Sekil 4.6. Adana-Balcali’dan alinan, bagdan ve 2 nematod 6rneginden ekstrakte
edilen GFLV F-13 wrkimn RNA-2 preparatimn RT-PCR ile gogaltilan
780 bp’lik bir sekansimn agaroz jel (% 1) elektroforezde olusturdugu
bandlar; 1 ve 2: Xiphinema index, 3: saglikli 6rnek (negatif kontrol), 4:
bag 6rnekleri, M: Marker.

Viriisiin  tamsinda kullamlan RT-PCR yontemi ahgila gelmig diger

simptomolojik (gozlemsel) veya indekslemeye dayah olan yada serolojik metodlara
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gore daha avantajhdir. Bunlar simptomolojik ¢ahgmalardaki yamlmalann
olmamasi, biyolojik indeksleme c¢aligmalarinda kullamlan ¢ok sayida bitkiye ve
duyulmamasidir. Buna ek olarak serolojik testlemelerde bulagik bitkide wviriis
yogunlufunun az olmasi nedeniyle negatif yada siipheli sonuglann alinmasi
miimkiin degildir. PCR metoduyla hedeflenen organizmamn varligma dair kisa

zamanda ve kesin sonug¢ alinmaktadir.

4.1.3. Mekanik inokulasyon Calismalan

Yapilan testler sonucu GFLV ile bulagik oldugu belirlenen 6rneklerden 57
tanesi biyolojik indekslemeye tabii tutulmustur. Bu Omekler Adana-Balcali
bolgesine (19 6rnek), Mersin bolgesine (20 adet 6rnek) ve Tarsus bolgesine (18
Ornek) aittir. Mekanik olarak inokule edilen bu otsu indikatérlerden 13 adedinde
pozitif sonug¢ alnmustir. Indikator bitkilerde GFLV bulagikhifi serolojik olarak da
belirlenmigtir (Ek IV-H). Bu ¢aligmalar sonucunda her 6rnek igin dort tekerriir ve
bir kontrol olarak asilanan otsu indikatér bitkilerden yalmzca N. benthamiana larm
yapraklarinda belirgin klorotik lokal lezyonlara rastlanmistir (Sekil 4.7 ve 4.8). Bu
simptomlar ise bitki gelisimi ile birlikte yaklasik 8-10 giin igerisinde kendiliginden
kaybolmugtur. Kullanilan diger indikator bitkilerde ise viriisten kaynaklanabilecek
belirgin siptomlar izlenmemigtir.

Bu giine kadar bir ¢ok aragtinct GFLV’nin otsu ve odunsu indikatér bitkilere
mekanik inokulasyon ¢aligmalarinin sonuglanim bildirmiglerdir (Uyemoto 1976;
Tanaka, 1988; Ozaslan, 1995; Cigsar, 2002). Vuittenez (1970), GFLV nin mekanik
olarak otsu test bitkilerine taginabildigini ancak bunun her zaman miimkiin
olamadiini ve en iyi otsu konukgu test bitkisinin C. quinoa oldugunu belirtmigtir.
Asma kisa bogum viriisiiniin indekslenmesinde V. rupestiris x V. riparia
melezlerinin  kullamilabilece@ini, Vitis indikatorleri izerinde -ciicelesme, siniis
agisinda bilyiime, yaprak deformasyonlan, zigzag siirgiin olusumlar, nodyumlarda
sisme ve karakteristik petiolar agik yaprak goriiniimii olusturdugunu rapor etmistir.

Uyemoto (1976), GFLV icin C. quinoa’mn duyarh bir test bitkisi oldugunu
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belirtmigtir. Tanaka (1988), Japonya’da baglarda zarar olusturan viriis
hastaliklarini, sera kosullarinda bazi Vitis spp. ait indikatorler iizerinde yaptiklan
indekslemelerle GFLV, GFkV ve GLRV’yi saptamuglardir. Aym sekilde mekanik
inokulasyon ¢aligmalari sonucunda GFLV’nin otsu indikatorlerden C. quinoa ve G.

globosa uzerine zorlukla tagindigim bildirmigtir.

Sekil 4.7. Asma kisa bogum virisii ile agilanan Nicotiana benthamiana test
bitkilerinin yapraklarinda klorotik lokal lezyonlar.

Sekil 48. Asma kisa bogum virtisii ile asilanan Nicotiana benthamiana test
bitkisinin yapraginda klorotik lokal lezyonlanin yakindan goriiniimii.
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Hewitt ve ark. (1970), aym sekilde otsu ve odunsu indikatér bitkiler Gizerine
GFLV’nin zorlukla tagindigini belirtmiglerdir. Saric ve Wricher (1975), GFLV nin
C. amaranthicolor yapraklarinda lokal lezyon veren kisimlarinda az, ancak sistemik
oldugunu, infekteli kisimlarinda ise ¢ok sayida viriis partikiillerinin bulundugunu
bildirmistir. Izadpanah (2003), GFLYV igin potansiyel rezervuar bitkisi olarak kopek
disi ayng (Cynodon dactylon L.) tizerinde aragtirmalar yapmustir. Viriisle infekteli
Kopek disi ayngi bitkilerinden C. quinoa indikatorlerine mekanik inokulasyon
yapmstir. Inokule edilen 29 C. quinoa’dan 17 adedine viriis taginabilmiy ve
bunlardan ancak 5 tanesinde simptom meydana geldigini bildirmistir. Digerlerinde
ise simptom gelisimi gozlenmemistir. Buna benzer bir diger denemesinde ise 43
adet viriisle infekteli kopek disi ayngindan C. quinoa’ya mekanik inokulasyon
yapmigtir. Bunlardan da 14 adedinde viriis tasinabilmiy ancak yalmzca 3 adedinde
simptom gelisimi gozlenmigtir. Buna gore serolojik ¢ahsmalann daha kolay ve
verimli oldugu goriilmiigtiir. Bu nedenle biyolojik ¢aligmalara paralel olarak
serolojik ¢aligmalarinda yapilmasi uygun gorilmiistir.

Goriildagii tizere bu viriisiin otsu indikator bitkilere mekanik inokulasyonlar
ile tasnmas1 oldukga guctiir. Inokule edilen bitkilerde olugan simptomlar ise bitki
geligimi ile birlikte kisa siire sonra kendiliginden kaybolmaktadir.

4.2. Nematodlar ile ilgili Calismalar
4.2.1. Viriis Vektirii Nematodlar ile ilgili Arazi Calismalar

Aragtirmamn yiriitildiigii alanlarda daha onceden gerek GFLYV ile bulagik
oldugu saptannmg olan gerekse bulagik oldugu bilinmeyen alanlardan o6rnekler
almmugtir. Ozellikle yash baglar dikkate alinarak yapilan ¢aligmada, bag bitkilerinin
rhizosferinden 6rnek alimi sirasinda nematod ile bulagik bitkilerde ozellikle kilcal
koklerinin azaldifi, kahverengilestigi ve soyuldugu gozlenmistir (Sekil 4.9). Aynca
digiik verim, baglarda yer yer kurumalar veya cilizlagmalar, gelisme geriligi ve

sararmalar gibi nematod kaynakh olabilecek simptomlara da rastlanmgtir.
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Asma kisa bogum viriisii nepoviriis grubuna dahil ve longidorid nematod olan
X. index ile tasinmaktadlr (Avgelis, 1997; Martelli ve Savino, 1988). Bu nematodun
bitkilerde beslenmesi ¢ok ciddi zararlara ve hatta kok sisteminin tamamen
ciriiyerek 6lmesine neden olabilmektedir. K6k uglarimin 6lmesinin hemen ardindan
bitkinin yeni kok uglannin dallanmasi goriliir. Ancak yeni kok uglan da nematod
tarafindan saldirtya ugramaktadir. Bu durum asmamn verimini ve giiciini azaltir.
Asma koklerinin X. index i¢in toprakta iyi bir besin ve viris inokulum kaynag:
olmalari ve uzun bir siire yagayabilen yapilanmin bulunmasi, pestisitlerin zayif
penetre olmast ve dagihminin yine zayif olmasi, toprakta vektoriin daha derin
kesimlerde bulunmast gibi pek ¢ok nedenden dolayr vektor miicadelesinde
nematisit ve fungisit kullamm baganisiz olmaktadir (Raski ve ark., 1983; Raski ve
Goheen, 1988). |

Sekil 4.9. Nematod ile bulagik bag bitkilerde kilcal koklerinin azalmas.

Nematodlarin  bitkilerin kok aksaminda beslenmeleri sonucu meydana
getirdikleri zarardan dolay: bitki geligimi geri kalmaktadir. Cohn ve Orion (1970),
yapmug olduklan saksi denemelerinde X. index’in bag bitkilerinde alt1 ay siiresinde
gelismeyi % 34 diizeyinde azalttigini belirlemiglerdir. Raski ve ark. (1983), ise bitki
geligimi ile ilgili olarak dayamklihgm islali ¢aligmalanyla GFLV’ye tolerant ve X.
index’e dayamkh V. vinifera varyetelerinin yada V. vinifera’nin dan baska Vitis

spp.’nin bulunabilecegini belirtmiglerdir. Bunlarin geligtirilmesinin nematodla agir
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infekteli bag alanlarinda viriisten ve vektor nematodlardan kaynaklanan sorunun

¢6ziimii konusunda umut verici oldugunu bildirmislerdir.

4.2.2. Laboratuvar Cahsmalan

4.2.2.1. Nematodlarin Topraktan izolasyonu

Gerek GFLV ile infekteli oldugu ELISA testi ile belirlenen hastalikli
bitkilerin rhizosferinden alinan gerekse tesadifi olarak baglardan alinarak
laboratuvara getirilen toprak 6meklerinde so6z konusu virisiin dogal vektorii
olabilecek Xiphinema tiirleri ve bunlarn bulundugu alanlar belirlenmistir (Cizelge
4.2,4.3,4.4ve4.5).

Arastirmanin yiiriitiildiigii alanlarda 2002 ve 2003 yillarinda alinan toplam
307 adet toprak 6rneginin 66’sinin (% 21.5) X. index ile, 275™inin (% 89.6) ise X.
pachtaicum ile bulagik oldugu saptanmigtir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Aragtirmanin yiritildigi alanlarda 2002-2003 yillarinda baglardan
alinan toprak 6rneklerinde saptanan Xiphinema cinsi nematod tiirleri
ve bulagiklik oranlan (%).

Ornek alman 'I:'oplall(n Xiphinema index Xiphinema pachtaicum

yer orne Bulagtk | Bulapkbk | Bulapk | Bulamkbk
Say’st | grneksayisi| (%) | orneksayisi| (%)
Adana-Balcali 87 21 24.1 83 95.4
Pozanti 2 - ——- 2 100.0
Ceyhan 2 -— - 2 100.0
Saimbeyli 4 - — 2 50.0
Tufanbeyli 10 --- -—- 9 90.0
Kozan 10 -—- - 8 50.0
Mersin 103 20 194 926 93.2
Tarsus 89 25 28.1 73 82.0
Toplam 307 66 21.5 275 89.6
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Gorildigi lizere X. index ile en ¢ok bulagpiklik 25 6mek ile (% 28.1)
Tarsus’ta saptanmigtir. Bunu Adana-Balcali (% 24.1) ve Mersin (% 19.4)
izlemektedir. Ceyhan, Saimbeyli, Tufanbeyli ve Kozan’dan almman toprak
omeklerinde X. index’e rastlanmamugtir.

Ayrica yine Cizelge 4.2°de goriildagii tzere X. pachtaicum ile en ¢ok bulagik
bag alanlarina 2’ser 6rnek ile (% 100.0) Pozant1 ve Ceyhan’da saptanmistir. Bunu
Adana-Balcali (% 95.4), Mersin (% 93.2), Tufanbeyli (% 90.0), Tarsus (% 82.0),
Saimbeyli (% 50.0) ve Kozan (% 50.0) izlemektedir.

Mersin ilinden Resul, Evrenli, Musali, Celebili, Doruklu, Buluklu, Kerimler
koylerinden ve Alata Aragtirma Istasyonu’ndan 2002-2003 yillarinda bag
alanlarindan alinan toplam 103 adet toprak 6rneginin 20’sinin (% 19.4) X index ile
ve 96°sinin (% 93.2) X. pachtaicum ile bulasik oldugu saptanmustir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Mersin ilinde 2002-2003 yillarinda bag alanlarindan alinan toprak
omeklerinde saptanan Xiphinema cinsi nematod tiirleri ve

bulagiklik oranlari (%).
Ornek Toplam Xiphinema index Xiphinema pachtaicum
alinan yer ornek Bulasik | Bulagikhk Bulagik | Bulagikhk
SayISl | srnek sayis1| (%)  |ornek sayisi (%)
Resul kéyit 29 9 31.0 27 93.1
Evrenli kéyii 8 - -—- 7 87.5
Musali kéyii 5 - -- 4 80.0
Celebili koyi 6 4 66.7
Doruklu kdyii 6 4 66.7 6 100.0
Buluklu kéyii 16 2 12.5 16 100.0
Kerimler koyii | 27 5 18.5 26 96.3
Alata Ars ist. 6 -—- -- 6 100.0
Toplam 103 20 19.4 96 93.2

Resul (% 31.0), Doruklu (% 66.7), Buluklu (% 12.5) ve Kerimler kdylerinden
(% 18.5) getirilen toprak Orneklerinin X. index ile bulagtk oldugu ortaya
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konulmustur. Yine Doruklu ve Buluklu koylerinden ve Alata Arastirma
Istasyonu’ndan bag alanlarindan getirilen toprak érneklerinin tamaminin (% 100.0)
X. pachtaicum ile bulagik oldugu ortaya konulmustur.

Tarsus ilgesinde 2002-2003 yillarinda bag alanlarindan alinan toplam 89 adet
toprak omeginin 25’inin (% 28.1) X. index ile ve 73’tiniin (% 82.0) X. pachtaicum
ile bulagik oldugu saptanmustir (Cizelge 4.4). Bagcilar, Evci ve Nacar kéylerinden
getirilen 6rneklerde sirasiyla % 36.7, % 36.4 ve % 37.5 oraninda X. index ile
bulagik oldufu saptanmigtir. Bagcilar, Camhiyayla, Tekke ve Yanpar koylerinden
getirilen 6rneklerin tamaminin (% 100.0) X. pachtaicum ile bulagik oldugu ortaya

konulmustur.

Cizelge 4.4. Tarsus ilgesinde 2002-2003 yillarinda bag alanlarindan alinan toprak
omeklerinde saptanan Xiphinema cinsi nematod tiirleri ve bulasiklik
oranlari (%).

| Ornek ahnan| Toplam Xiphinema index Xiphinema pachtaicum

yer ornek Bulagik |Bulagikhk| Bulagik | Bulagikhk
S2yIS! | srnek sayisi (%) | orneksayisi| (%)
Bagcilar koyt; 30 11 36.7 30 100.0
Evci koyi 22 8 36.4 17 72.3
Eliyegiller 6 -—- ~—- 2 333
Camliyayla 4 - ~— 4 100.0
Dedeler koyi 4 -—- - 3 75.0
Tekke Koy 1 1 100.0
Nacar Koyt 16 6 37.5 11 68.8
Kiitkgs Koya| 4 3 75.0
Yanpar Kéyii 2 — -~ 2 100.0
Toplam 89 25 28.1 73 82.0

Adana-Balcalr’da C.U. Doner Sermaye bag alanlarindan 2002-2003 yillarinda

alinan toplam 87 adet toprak 6rneginin 21’inin (% 24.1) X index ile ve 83 uiniin (%
95.4) X. pachtaicum ile bulagik oldugu saptanmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Adana-Balcali’da 2002-2003 yillarinda bag alanlarindan alinan
toprak orneklerinde saptanan Xiphinema cinsi nematod tiirleri ve
bulagiklik oranlan (%).

. Toplam| Xiphinema index Xiphinema pachtaicum
Ornek aliman | 6rnek

yer sayisi Bulagik |Bulagikhk Bulasik | Bulajikhk
ornek sayisi (%) ornek sayisi (%)
Adana-Balcali 87 21 24.1 83 95.4

Ayrica GFLV’nin vektérii olan X. index’in 2002-2003 yillarinda populasyon
yogunlugu saptanmistir (Cizelge 4.6). 1k yilda vektor nematodla bulagik olarak
saptanan 26 adet 6mekte nematod yogunlugu ortalama 37.516.64 birey/kg ve ikinci
yilda ise 40 adet 6rnekte nematod yogunlugu ortalama 34.8 + 6.83 birey/kg nematod
olarak belirlenmistir. Her iki yilda toplam 66 adet toprak 6megi X. index ile bulagik
bulunmustur. Bu érneklerin 25 adedi Tarsus’tan, 21 adedi Adana-Balcali’dan ve 20

adedi Mersin’den alinmugtir.

Cizelge 4.6. Aragtirmanin yuratildaga alanlarda 2002-2003 yillarinda Xiphinema
index ile bulagik toprak érneklerinde populasyon (ortalama =+ standart
hata) yogunlugu (t-testi, p=0.05).

Ortalama
Yil N .
(birey/kg toprak)
2002 06 37.516.64
(Max-Min) (3-124)
2003 40 34.846.83
(Max-Min) (3-241)

Ulkemizde ve yurtdiginda daha énceden bir gok arastirici Xiphinema cinsi
nematodlar ile ilgili degisik aragtirmalar yapmiglardir. Bu aragtirmalarda elde edilen
populasyon yogunluklar1 bizim ¢aligmamizda saptanan sonuglara yakin

degerlerdedir. Ulkemizde yapilanlar genellikle siirvey amagh olup ¢ok az sayidadir.
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Yiiksel (1966), Izmir ve Manisa illerindeki baglarda énemli zarar yapan
GFLV’nin X. index ile tagindigim ve aragtirma bolgesindeki baglarda varhigim
bildirmistir.

Hewitt ve Raski (1967), X. index’in GFLV’nin yaminda Sant mozaik, Damar
bantlagmasi ve Arabis mozaik virtislerinin de vekto6rii oldugunu bildirmislerdir.

Weischer (1973), GFLV’nin konukgusu bulunmayan topraklarda vektér X
index tlzerinde 8 ay canlibifimi korudugunu belirtmistir. Asma kisa bogum
viriisii’niin vekt6rii olan X. index ve X. italiae’nin konukgu bulunmayan topraklarda
altt hafta sonra viriis tagima oranlarnmn % 10’a kadar diigttigiinii bildirmigtir. Ayrica
baglara zarar veren viriis hastaliklannin 7 tanesinin nematodlarla tagindigimi rapor
etmigtir.

Taylor ve Robertson (1975), virits vektorii olan nematodun 15 dakikadan az
bir zaman hastahkli bitki koklerinde beslenmesi sonucu virisii biinyesine aldigim
ve bunu takiben hi¢ beslenmese bile 8 aya kadar viriisii biinyesinde barindirmasinmn
mimkin oldugunu bildirmiglerdir Raski (1988), diinyada bag uretimi yapilan
alanlarda Xiphinema cinsine dahil onun tzerinde tir bulundugunu bildirmistir.
Bunlann X. americanum, X. brevicolle, X. diversicaudatum, X. index, X. italiae, X.
mediterraneum, X. pachtaicum, X. turcicum ve X. vuittenezi oldugunu belirtmigtir.

Gerek baglarin koklerinde ektoparazit olarak gerekse viriis vektorii olarak
zarar olusturan X. index ve diger Xiphinema tirleriyle kimyasal ila¢g kullamlarak
miicadele edilmesi oldukga giigtiir. Raski ve Goheen (1988), baglarda iiriin iizerinde
oénemli diizeyde zarar olugturan GFLV degenerasyon kompleksi ile vektér X.
index’in 1,3 dichloropropene (DP) ve MeBr uygulamasiyla miicadelesine iliskin
¢aliymalar yapmuglardir. $iddetli hastalik gosteren asmalarin bulundugu bir bagda
toprak 448 kg/ha oraninda MeBr ile fumige edilmis ve bir bagka uygulamada ise
672 kg/ha oraminda MeBr kullamlmig ancak burada toprak yiizeyi polietilen 6rtii ile
ortilmemis, bir bagka parselde de 1560 kg/ha DP uygulanarak toprak yiizeyi
kapatilmamgtir. Iki yetistirme sezonu sonunda uygulama goéren topraklann yansina
yeni ve saghkh asma bitkileri, diger yansina da uygulamadan 6 yil sonra saglkli

bitkiler dikildiginde MeBr uygulanan topraklann % 5 inde ve DP uygulanan
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topraklarin % 36'sin da GFLV’nin varlig1 saptanmugtir. Fakat her ti¢ uygulamanin
da verime olumlu etkisi oldugu bildirilmi gtir.

Esmenjaud ve ark. (1992), Fransa’da GFLV ile bulasgtk 3 bag alaminda
topragm farkli derinliklerinden X. imdex’in yogunluklarim arastirmiglardir. En
diisitk nematod yogunlugunu kiregli toprakta 0-25 cm derinliginden ve kumlu olan
topraklarda ise 0-40 cm derinlikten elde etmislerdir. Kiregli toprakta en yiksek
nematod populasyon yogunlugunun 5 ile 120 (birey/kg toprak) arasinda degisen
sayida 55-70 c¢m derinlikte bulundugunu saptamglardir. Bu ¢aligmada da gorildigi
tizere alinan o6rneklerde nematod populasyon yogunluklan toprak yapisina ve
derinligine bagh olarak biyik farkhlik gostermektedir. Aragtirmacilann
belirledikleri populasyon yogunluklart bu galismamn sonucu elde edilen sonuglara
yakin degerler igermektedir.

Elekgioglu ve Uygun (1994), Dogu Akdeniz bolgesinde yetistirilen basat
griinlerde bitki paraziti nematodlann varlig ve dagihmu izerinde yaptiklan
aragtirmalarda baglarda en yaygin tirlerin sirastyla X. pachtaicum, X. index ve X.
italiae oldugunu bildirmigtir. Elekgioglu ve ark. (1994), Dogu Akdeniz Bolgesi’nde
yetigtirilen 12 farkli bitkide 36 adet nematod tiurd belirlemiglerdir. Baglarda X
index, X. pachtaicum ve X. italiae tiirlerinin bulundugunu saptamuslardir.

Garcia-Benavides ve ark. (1994), Ispanya’da baglarda GFLV ile X. index
arasindaki iligkiyi aragtirmuglardir. Arastirmalann  sonucunda testledikleri bag
orneklerinin % 12.8’inde GFLV’nin varliim tespit etmisler ve bu viriisle bulagik
olan bitkilerin % 31’inde ise viriis vektérii nematoda rastlanmuglardir.

Philis (1994), Kibns’ta X. index mucadelesi igin kiltirel yontemleri
aragtirmigtir. Yaptift denemelerde, bag tesis edilmeden 40-52 ay once yalmzca
yada rotasyon halinde arpa yetigtirilmesinin lokal alanlarda GFLV’nin dogal
vektorii olan bu nematodun populasyonunu belirlenemeyecek kadar azalttifim
belirtmigtir.

Nogay ve ark. (1995), Marmara Bolgesi’nde yapms olduklan ¢aligmalaninda,
bag topraklanmn X. index, X. pachtaicum ve Longidorus spp. ile bulagik oldugunu
bildirmiglerdir.
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Avgelis ve Tzortzakakis (1997), 1995 ve 1996 yillan ilkbaharinda
Yunanistan’in Samos adasindaki 160 bagda Xiphinema cinsi bitki parazitik
nematodlar ile GFLV’nin varlig ve dagihmmi aragtrmiglardir. Inceledikleri bitki
orneklerinin % 15 inde X. index ve ©% 7 sinde X. italiae ile bulagik oldugunu
belirlemiglerdir. Asma kisa bogum viriisiinin bulundugu bolgelerdeki dagiliminin
X. index in varh ile iligkili oldugunu bildirmislerdir.

Fresno ve ark. (2002), Kanarya Adalan’nda 10 yildan uzun bir sireyle
baglarda GFLV’nin taginmasmm etkileyen faktorleri arastirrmslardir. Toprakta
nemin yiiksek olmasmin ve su serbest filmi tabakasiun bulunmasinin 6zellikle
vektor nematodlarin daha kolay hareket etmesi agisindan o6nem tagidigim

belirtmiglerdir.

4.2.2.2. Serolojik Calhigmalar

Nematoloji laboratuvarindaki caligmalar sonucunda Bahar-2002 déneminde
Adana-Balcal’da C.U. Doner Sermaye Isletmesine ait bag alanlarmdan GFLV
bulagik bitkilerin rhizosferinden getirilen 7 adet toprak oOrneginden nematod
izolasyon ¢alismalan sonucunda hem X. index hem de X. pachtaicum nematodlan
elde edilmistir. X. index populasyonlarina ait bireylerden igikll mikroskop altinda
tek tek olmak iizere her bir 6mek igin 20 adet alinarak viicutlannda wviriis
bulundurup bulundurmadign DAS-ELISA ile test edilmistir. Aym 7 adet 6rnekten
ve GFLYV ile infekteli ancak X. index bulagik olmayan farkli 27 adet 6rnekten izole
edilen X. pachtaicum populasyonlarna ait bireylerden yine aym yontemle her 6rnek
icin 100-200 adet ahnarak birlikte testlenmigtir. Ancak bu testlemelerden negatif
sonu¢ ahnmustir. Olast vektdér nematodlardan serolojik yontemlerle GFLV’nin
tamlanmas: ile ilgili ¢aligmalara Bahar-2003 doneminde de devam edilmigtir. Bu
dénemde Mersin, Tarsus ve Adana-Balcali bolgesine ait toplam 40 adet toprak
orneginin X. index ile bulagik oldugu saptanmug olup bunlardan 7 adedinde aym
zamanda bitkide de GFLV saptanmugtir. Hem GFLV hem de X. index bulagik olan
bu orneklerin 5 tanesinden X. index populasyonlan elde edilmistir. Bu nematod
orneklerinden 1s1ikh mikroskop altinda tek tek olmak tizere 5, 17, 29, 179 ve 240
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adet birey toplanmugtir. Bu ornekler DAS-ELISA ile ¢ift tekerrtirli olarak test
edilmigtir. Bu 5 adet 6rnekten yalmizca 2 tanesinden pozitif reaksiyon gozlenmigtir
(Ek IV-G). Diger 3 adet 6rnek negatif sonug vermigtir.

Baglarda viriis hastaliklarindan GFLV’nin X index ile tasindifi bir gok
aragtinic1 tarafindan bildirilmigtir (Hewitt ve ark., 1958; Dias ve Harrison, 1963;
Kagkaloglu, 1965; Yiiksel, 1966; Milkus ve ark., 1977; Elek¢ioghu ve Uygun, 1994,
Martelli, 1999). Fresno ve Arias (1993), DAS-ELISA yontemi ile vektér nematod
bitnyesinde GFLV’yi tespit etmiglerdir. Viriisiin tagmmast hem X. index hem de X.
italiae ile olmasina ragmen X. index daha etkilidir (Avgelis, 1997, Martelli ve
Savino, 1988).

Esmenjaud ve ark. (1994), vektor X. index igerisinde hem serolojik yontemle
(ELISA) hemde RT-PCR metoduyla GFLV’nin kilif protein geninin (CP) bir
béliimiiniin saptanmasi iizerine ¢aligma yapmuslardir. Aragtincilar 10 adetten daha
az sayida nematod bireyi kullamlmasmin ELISA i¢in giivenilir olmadifim ve
negatif sonu¢ alinabilecegini belirtmislerdir. Bu ¢aliymada da fazla sayida vektor
nematod bireyi kullanildiginda pozitif sonug alinmustir.

Brown ve ark. (1994), Avrupa’da nepoviruslerin ve tobravirislerin varliginin
kiigiik alanlarda lokalize oldugunu ancak Kuzey Amerika’da ise bu viriislerin ve
vektorlerinin  varhigimn genis alanlarda yaygin oldugunu saptamuglardir. Viriis
taginma 6zellesmesiyle viriis ile vektortiniin arasinda kuvvetli bir iligkinin oldugunu
ortaya koymusglardir. Nematod-viriis-bitki kompleks etkilesiminin  taginma

Ozellegmesini etkiledigini belirtmiglerdir.

4.2.2.3. Nematodlarda Viriisler ile igili Molekiiler Calismalar

Laboratuvar calismalarinda araziden getirilen hastalikh bag bitkilerinin
rhizosfer kismindan elde edilen olast vektér nematodlarin biinyesinde GFLV’nin
varlifn PCR teknigi ile molekiiler diizeyde de arastinlmistir. Boylece yukanda
“4.1.2.2. PCR” baghg altinda ve Sekil 4.6 verildigi gibi DAS-ELISA testinden
pozitif sonu¢ alnan iki adet vektér X. index orneginden (179 ve 240 adet) elde
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edilen ekstrakt kullamlarak yiritilen PCR testlerinde 780 bp ¢iftlik GFLV’nin F-
13 wrkina 6zgii DNA bandlan elde edilmigtir.

Esmenjaud ve ark. (1994), vektor X. index igerisinde hem serolojik yontemle
(ELISA) hemde RT-PCR metoduyla GFLV’nin kibf protein geninin (CP) bir
boliminiin saptanmasi iizerine ¢alisma yapmuslardir. Aragtiricillar bir yada birkag
adet viriisle bulagik vektor nematod bireyinden total RNA ekstraksiyonu yapilarak
RT-PCR metoduyla GFLV’nin kihif protein geninin (CP) bir boliimiiniin
cogaltilabildigini rapor etmiglerdir.

Elleuch ve ark. (2003), Tunus’ta turunggil ve bag alanlarinda u¢ farkli
viroidin tanist igin en uygun protokol olarak RT-PCR’1 belirtmiglerdir. Bu metodun
hastaliklardan ari sertifikali bitki materyallerinin Gretiminde kullamlmasinin
gerektigini bildirmislerdir. Dar-Issa ve Iraki (2002), GFLV’yi RT-PCR ve IC-TR-
PCR yontemleriyle testlemiglerdir. Kilif protein primerleri kullanmalan halinde her
iki metod arasinda biiyikk bir farkhhk gorilmedigini bildirmiglerdir. Finetti-Sialer
ve ark. (2002), Italya’da Palagiano baglarinda GFLV’yi saptamak icin fluorescent
RT-PCR  metodunu uygulamugtir. Kullandigi fluorescent problarin viriisiin
belirlenmesinde faydali oldugunu belirtmigtir. Nepoviriislerin teshisinde PCR ve
molekiiler hibridizasyon yontemlerinin ¢ok uygun yontemler oldugu bildirilmigtir
(Mmnafra ve ark., 1997, Walter, 1991; Fuchs ve ark., 1989). Cigsar (2002),
Giineydogu Anadolu Bolgesi ve Nevsehir ili baglarinda 1999-2002 yillan arasinda
bag viriis ve virlis benzeri hastaliklar (izerine yapmus oldugu doktora ¢aligmasinda
nepoviriislerin tamsinda ve karakterizasyonunda PCR yontemini kullanmigtir.

Stuart (2003), bitki viriis hastaliklarimn nematodlar tarafindan taginmasinda
molekiiler bulgular ile ilgili olarak yapmug oldugu bir derlemesinde viriis
hastaliklarina karst kiiltiir bitkilerinin korunmasmin en etkili ve giivenilir yolunun
bitki viriis hastaliklannin  taginma mekanizmalanmn anlagilmast  oldugunu
belirtmiglerdir.

Boylece yapilan bu doktora galigmasiyla ile iilkemizde ilk defa GFLV’nin
vektér nematodu olan X. index’in biinyesinde viriisiiniin varligi PCR teknigi ile

molekiiler diizeyde belirlenmigtir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Meveut bilgilerin 1giginda, bu ¢ahgmadan elde edilen sonuglarin ve onceki
caligmalardan elde edilen bulgularmn birlikte degerlendirilmesiyle asagidaki goriis,
sonug ve Onerilere varilmugtir.

1- Yiriitilen arazi go6zlemleri sonucu baglarda GFLV’nin olusturdugu
simptomlar belirlenmigtir. Virtis hastahkh omcalarda genellikle gelisme
geriligi, meyvelerde irili ufakh gelismeler ile dane tutumunun az olmasi,
yapraklarda sararmalar, mozaik lekelenmeler, deformasyonlar ve damar
bandlagmalari, siirgiinlerde ise siskin yada ikiz bogumlann tesekkilii ve
yassilagmasi, bogum aralanmin kisalmasi ve zigzag gelisim gibi degisik
simptomlar olusturmaktadir. Bununla birlikte virlis higbir belirti vermeden
de (latent) bitki biinyesinde varligim siirdiirebilmektedir.

2- Aragtirmanin yiiriitiildiigii bag alanlarnindan toplanarak testlenen 384 adet
bitki orneginden 63 (% 16.4) tanesinin DAS-ELISA yontemiyle GFLYV ile
bulagik oldugu saptanmustir. Arazideki gozlemlere gore bitkilerde yitksek
oranda GFLV varliinin tahmin edilmesine ragmen bu rakam gercekte %
16.4 oraninda olmasi, bize aragtirmamn yirttildigi bag alanlarinda viris
belirtileri gosteren farkli viriis yada viriis benzeri patojenlerin de yaygin
olabilecegi sonucunu vermektedir.

3- Bag alanlanindan alinan omeklerden DAS-ELISA yontemi kullamlarak
GFLV ile bulasik oldugu belirlenmis olanlardan 57 adedinin otsu
indikator bitkilere mekanik inokulasyon cahismalan yapilmgtir. Inokule
edilmig indikator bitkilere yapilan serolojik testler sonucunda bunlarn 23
adedinde GFLV’nin varh@ saptanmigtir. Ancak yalmzca agilanan N.
benthamiana test bitkilerinin yapraklarinda gegici bir siire klorotik lokal
lezyonlara rastlanmmgtir. Diger indikator bitkilerde ise viriisten
kaynaklanabilecek belirgin simptomlara rastlanmamgtir.

4- Caligma alanlarinda Xiphinema tirleri ve bunlann yaygin oldugu alanlar
belirlenmigtir. Alinan toplam 307 adet toprak orneginin 66’smun (% 21.5)
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X. index ile, 275’inin (% 89.6) ise X. pachtaicum ile bulagik oldugu
belirlenmigtir.

5- Nematod tiirlerin viriisii tagiyip tagimadify alman bag topragindan ekstrakte
edilen nematodlar kullamlmak suretiyle serolojik testlerin yami sira
molekiiler diizeyde c¢ahigilmigtir. Baglarda ve vektér nematodlann
bunyesinde GFLV’nin varligi RT- PCR teknigi ile molekiiler diizeyde de
belirlenmigtir Asmanin anavatam olarak kabul edilen iilkemizde
araghrmamn yoritiildogi Adana ve Mersin ilerinde daha 6nceden yapilan
caligmalarda GFLV’nin tamsinda yalmzca serolojik yontemlerle otsu ve
odunsu indikatér bitkiler kullamlmugtr. Bu ¢alismada GFLV’nin
saptanmasimnda molekiiler yontemler de kullamlarak daha ileri teghis
metodu uygulanmugtir. Testler sonucu GFLV’nin yalmzca X. index’in
biinyesinde bulundugu belirlenmistir. Bu konu ile ilgili olarak baz
aragtiricilarin - yapmug olduklann c¢alismalarda, serolojik testlemelerde
GFLV’nin tespitinde giivenilir bir sonug alabilmek igin 10 adetten daha
cok sayida ergin vektor nematod bireyine ihtiya¢ duyulmasina ragmen bu
metodla yalmzca tek bir ergin nematod bireyinin yeterli olabilecegi
belirtilmigtir. Bu durum gelecekte gerek heniiz bilinmeyen diger vektor
nematodlarda gerekse X. index’te viriisin biinyeye alinmasi ve tutulmasi
ile ilgili hassas ¢aligmalann yapilabilmesi igin umut vericidir.

6- Bu aragtirma siiresince yapilan gozlemler sonucu galigmanin yiiriitildiigi
illerdeki bag alanlarinda tiretim tekniklerinin hala geleneksel yontemlerle
yapildigi gozlenmigtir. Gerek viriis hastaliklarinin gerekse diger hastahk
etmenlerinin yogun olarak gorilmesiyle, ireticilerin yetigtiriciligin her
agamasinda hijyenden uzak olduklan izlenmistir. Ozellikle iireticilerin
yeni kurulan baglarda kullandiklart fidanlari civarda bulunan eski ve yagh
baglardaki hastalikli anaglardan almalart hastabklarin insan eliyle
yayilmasina en iyi 6rnek olugturmaktadir.

7- Yalmzca ticari baglarda degil aym zamanda Tanm II Miidirliiklerinin
fidanhiklarindan alinan bag o6rneklerinde de GFLV ile bulagik bitkiler

saptanmugtir. Bu durum bag iireticilerine dagitilan Amerikan asma anaclan
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izerine agih bag fidanlanmn da yine eski usul yontemlerle yetistirildigini
gostermektedir.

8- Viriis vektorii nematodlar ile ilgili arazi ¢aligmalan sonucunda X. index ile
bulasik omcalarin kék ve toprak istii aksaminda nematodlann olugturdugu
simptomlar belirlenmistir.

9- Aragtirmanin yiratildigi illerdeki bag alanlanmin icerisinde veya 6zellikle
smirlarda incir agaglarmm dikili oldugu gorilmiistiir. Incir agaglarmm kok
kismindan alinan toprak 6rneklerinden vektor nematod olan X. index ile
bulagik oldugu saptanmugtir. Bir bitki hastaligimn yayilmasinda vektor
gorevi goren organizmalann yam sira hastaliga konukguluk yapan diger
otsu yada odunsu bitkilerde biiyiik rol almaktadir. Bu bitkiler ekonomik
agidan onem tagimasalar bile hastahk etmeninin bolgede devamhliginin
saglamasi ve saglikh konukgu kultiir bitkilerine bulagtirmalan bakimindan
biiyiik 6nem arz etmektedir. Ayrica bunlar hastalig: tagtyan vektorleri igin
de besin ve barmnak olugturmaktadir. S6z konusu nematodlara konukgu
olabilecek bitki tiirleri belirlenmeli ve bu faktérler géz Oniine alinarak
yeni bag alanlan tesis edilmelidir. Ayrica bag alanlarinda bulunan yabanci
otlar ile micadele edilmesi gerekmektedir. Yakin zamanda yapilan
caligmalarda, 6megin kopek disi ayngmm GFLV’nin konukgusu oldugu
belirlenmigtir. Bu nedenle bag alanlarinda yaygmn olan yabanci otlarin bu
viriisin konukgusu olup olmadigimn belirlenmesi ile ilgili ¢aligmalarin
yapimasi gerekmektedir.

10-Aragtrmamin  yurutildogi alanlarda yada ulkemizin bag yetigtiriciligi
yapilan diger butin bolgelerinde eski usul yetistirme yontemlerinden
vazgegcilmesi gerektifi sonucuna varilmaktadir. Baglarda gorillen viriis
hastaliklarmmin ¢ogunlugu bu geleneksel yetistirme yontemleri yiiziinden
diger bitkilere ve uzak mesafelere kolaylikla tagmnabilmektedir. Yeniden
tesis edilen baglarda anag olarak saglikli Giretim materyalleri kullanilmasi,
hastaliklarin bulagmamasi i¢in hijyen kogullarma uyulmas: ve tiim tilkemizi
icine alan bitki sertifikasyon programuna bir an 6nce gegilmesi artik bir
zorunluluk haline gelmigtir. Bitki hastahiklariyla miicadelede yalmzca
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patojeni hedef alan savag yontemleriyle basanya ulagmak miimkiin
olmamaktadir. Hastalikla miicadelede patojenin aktivitesi {izerine etki eden
igerisinde bulundugu tim diger kosullan da diigiinerek buna gore miicadele
edilmelidir.

Sonu¢ olarak, GFLV’nin sorun olusturdugu alanlarda bilindigi gibi viriis
hastaliklarinin kontrolii igin saglikhi {iretim materyali kullanilmas: diginda heniiz
uygun bir metod bulunamamstir. Ulkemizde bagciligin yeniden canlandinlmas: ve
geligtirilmesi i¢in klasik retim metodlarmin yerine modern bagciik sistemi
Ozendirilerek yerlestirilmelidir. Bunun yam swra baglardaki zararlh ve hastalik
etmenlerinin ve bu etmenlerin yakin ve uzak mesafelere yayilmasinda etkin rol
oynayabilen vektoérlerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bazi arastirmacilar yapmug
olduklan g¢aligmalarda viriisler i¢in kullanilan molekiler yontemin benzerini X
index’in de iginde bulundugu bazi viriis vektorii nematodlarin tir diizeyinde
tamlanmas: i¢in kullanmuglardir. iki yiiz kadar farkh tir icerisinde hedef nematod
tirlerinin segici ve duyarh bir gekilde tanilanabilmesine izin veren bu yoéntem
viriislerle miicadelede kolayliklar saglayacaktir. Yeni bag tesis edilecek alanlarn
onceden yapilacak toprak tahlilleriyle viriis vektéri nematodlarla bulagik olup
olmadig1 belirlenebilmektedir. Boylece GFLV gibi 6nemli diizeyde ekonomik
kayiplara yol agabilen viriislere vektér oldugu bilinen nematodlarla bulagik alanlara
bag tesisinden vazgegilerek temiz alanlara bag tesis edilmelidir. Guniimiizde
Avrupa Birligi, ABD ve diger baz iilkelerde oldugu gibi, iilkemizde de iireticilere
saglikh fidan ve iiretim materyalinin temini, bunlarin fidan Ureticilerine dagitimast
ve fidan Uretiminin her agamasimn kontrol edilmesine dayanan sertifikasyon
programlarinin uygulamaya bir an 6nce koyulmas:1 gerekmektedir. Bu sertifikasyon
caligmalaninin viriis hastaliklanmn yayilmasma hizmet eden dogal vektorler olan
nematodlarla bulagik olmayan bolgelerde yiiriittilmesi gerekmektedir. Viriis vektorii
nematodlann ilkemizde varligi ve dagilimimn aragtinlarak viriis-vektor iligkisinin
ortaya konulmasi, sertifikasyon caligmalari igin bir 6n kosul olup alt yapinn
hazirlanmasina temel olusturmaktadir. Nematodlara dayanikh anag elde edilmesi
konusunda transgenik bitki yetistirilmesi ile ilgili gelismeler nematod ile miicadele

bakimindan umut vermektedir. Buna kargin muhtemelen insan sagligmna zarar
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verebilecegi  konusunda  kuskular  bulunmaktadwr.  Giiniimizde baglarda
sertifikasyon caligmalarinin bagartyla uygulandig tlkelerde bu ¢abalar sonucunda
giderek artan oranda dretim ve kalite saglanmugtir. Gerekli 6nlemler bir an énce
almarak uygulamaya gecilmezse, Tirk kiiltiiriniin geleneginin bir pargasi olan

bagcilik 6li bir iskolu olarak kaybolan degerlerimiz arasinda yerini alacaktir.
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EK1

DAS-ELISA TESTLERINDE KULLANILAN TAMPON COZELTILER

1. Phosphate Buffer Saline (PBS) (1 1, pH=7.4)

NaCl 80g

KH,PO, 02g

Na,HPO4 29g

KCl1 02g

NaNj3 02g

2. Kaplama Tampenu (1 1, pH=9.6)
Na,COs 1.59g

NaHCOs 293¢

NaNj; 02g

3. Konjuguate Tamponu (11,, pH=7.4)
PBS(1X) 11

Tween-20 0.5 ml

PVP 200g

BSA 20g

4. Ekstraksiyon Tamponu
PBS(1X) 11

Tween-20 0.5 ml

PVP 200g
Tris-HCL 600g

S. Substrat Tamponu
Diethanolamine 97 ml.

NaNj3 02g
5. Yikama Tampenu
PBS(1X) 11
Tween-20 0.5 ml
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EKH

DAS-ELISA (Clark ve Adams, 1977)

Plate tizerindeki her gukura 100 ul kaplama tamponu (pH=9.6) igerisinde seyreltilmig
IgG eklenir ve 37 °C’de 4 saat inkiibe edilir.
y
Yikamr.

Her gukura 100 pl ekstraksiyon tamponu (pH=7.4) icerisinde 6rnek eklenir ve 4
°C’de 1 gece inkiibe edilir.
{
Yikanir.
s
Her gukura 100 pl konjuguate tamponu (pH=7.4) igerisinde ornek seyreltilmig
alkaline fosfataz enzimi ile isaretli IgG eklenir ve 37 °C’de 4 saat inkiibe edilir.
2
Yikanir.
\
Her gukura 100 pl substrat tamponu (pH=9.8) igerisinde heniiz hazirlanmmg P-
nitrophenyl phosphate substrat: eklenir.

\2
Oda sicakhgmda 30 dakika bekletilir.
l

405 nm’de fotometrik 6l¢iim yapilir.
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EK III
ELEKTROFOREZ (AGAROZ JEL) ile RNA ANALIZi

1 gr agaroz 99 ml 1 x TAE tampon ¢ozelti igerisinde ¢oziindiriliir. Karigim bir
mikrodalga firnda yada isitici alet Gzerinde eriyinceye kadar sitiir. Hacim tekrar
olgiilir ve kaybolan sivi su eklemek suretiyle yeniden tamamlamr. Cozelti biraz
sogumaya birakilir. Ilyinca hava kabarcigi olusturmadan jel kivetine doékiliir ve
tarak yerlestirilir. Bir saat kadar donmasi beklenir. lyice donunca tarak dikkatlice
¢ikartilarak 6mnek kuyucuklant olugturulur. Jel igerisinde TAE buffer dolu olan
elektrofotez tankina yerlestirilir. Buffer miktan jeli ortecek kadar olmalidir. Cihaz
sabit 100 voltta 1 saat galigtirilir. Daha sonra tankin igerisinden ¢ikarilan jel bir kiivet
icerisinde % 0.1 lik ethidium bromid soliisyonu ile shaker iizerinde boyanir. Cesme
suyu ile fazla boya yikanir ve UV transilliminator aleti tizerinde polaroid kamera ile
fotografi cekilir.

Asagida elektroforez igleminde kullamlan tampon ¢ozeltiler ve pH degerleri
verilmektedir.

a-Agaroz Jel (% 1’lik)

Agarose 1gr
TAE tamponu 99 ml
b-TAE Tamponu (pH=7.2)
Tris 40 mM
Sodium Acetate 20 mM
EDTA 1 mM
c-Yiikleme (Loading) Tamponu
Ficoll % 10
SDS % 0.5
Bromophenol Blue % 0.06
Orange-G % 0.06

d-Boyama (Staining) Soliisyonu
Ethidium bromide 1mg/1

76



EK IV-A. Adana-Balcal’daki baglardan 2002-2003 willarinda alinan
orneklerden Asma kisa bogum viriisii ile bulagik olanlarin
optik densitesi

Ornek ELISA okuma Negatif kontrol Pozitif kontrol
numarasi degeri (ODags) ortalamasi (ODa4os) | ortalamasi {ODaos)
1 0.211 0.232 2.511
2 0.852 0.232 2.511
3 0.544 0.232 2.511
4 0.898 0.232 2.511
5 0.913 0.232 2.51
6 0.842 0.232 2.511
7 _ 0.711 0.232 2.511
8 1.422 0.232 2.51
9 1.877 0.232 2511
10 0.517 0.057 3.241
11 1.750 0.057 3.241
12 0.144 0.057 3.241
13 0.161 0.057 3.241
14 2.247 0.057 3.241
15 0.219 0.081 0.597
16 0.561 0.081 0.597
17 0.306 0.081 0.597
18 0.411 0.081 0.597
19 0.354 0.081 0.597
20 0.268 0.081 0.597
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EK IV-B. Pozanti ilgesine ait baglardan 2002-2003 yillaninda alinan
orneklerden Asma kisa bogum virisii ile bulagik olanlarin

optik densitesi
Ornek ELISA okuma Negatif kontrol Pozitif kontrol
numarast | degeri (ODs«s) | ortalamasi (ODsws) | ortalamasi (ODaos)
1 0.117 0.048 2.563
2 0.504 0.048 2.563

EK IV-C. Ceyhan ilgesine ait baglardan 2002-2003 yillarinda alman
orneklerden Asma kisa bogum viriisii ile bulagik olanlarin

optik densitesi

Ornek ELISA okuma Negatif nontrol Pozitif kontrol
numaras) | dederi (ODaos) | ortalamasi (ODaos) ortalamasi (ODaos)
1 0.262 0.048 2.563
2 0.314 0.048 2.563

EK IV-D. Saimbeyli ilgesine ait baglardan 2002-2003 yillarinda alinan
orneklerden Asma kisa bogum viriisii ile bulagik olanlarn

optik densitesi
Ornek ELISA Okuma Negatif kontrol Pozitif kontrol
numarasi | dederi (ODss) | ortalamast (ODsss) | ortalamasi (ODass)
1 0.128 0.048 0.544
2 0.124 0.048 0.544
3 0.126 0.048 0.544
4 0.130 0.048 0.544
5 0.096 0.048 0.544
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EK IV-E. Igel ilindeki baglardan 2002-2003 yillarinda alinan 6érneklerden
Asma kisa bogum viriisii ile bulagik olanlarm optik densitesi

Ornek | ELISA okuma| Negatif kontrol Pozitif kontrol
numarasi | degeri (OD4os)| ortalamasi (ODaos) ortalamasi (ODacs)
1 0.342 0.069 2.924
2 0.191 0.069 2.924
3 0.176 0.069 2.924
4 0.181 0.069 2.924
5 0.165 0.069 2.924
6 0.255 0.069 2.924
7 0.142 0.069 2.924
8 0.178 0.069 2924
9 0.229 0.069 2.924
10 1.239 0.069 2.924
11 0.144 0.069 2.924
12 0.164 0.069 2.924
13 0.139 0.069 2.924
14 0.150 0.069 2.924
15 1.684 0.069 2.924
16 0.207 0.069 2.924
17 0.354 0.069 2.924
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EK IV-F, Tarsus ilgesine ait baglardan 2002-2003 willarinda alinan
orneklerden Asma kisa bogum viriisii ile bulagik olanlarin

optik densitesi
Ornek ELISA okuma Negatif kontrol Pozitif kontrol
numarasi degeri (OD«s) | ortalamast (ODacs) ortalamasi (ODaas)

1 0.918 0.211 1.944

2 0.542 0.211 1.944
3 0.511 0.211 1.944
4 0.802 0.211 1.944
5 0.912 0.211 1.944
6 0.844 0.211 1.944
7 0.747 0.211 1.944
8 1.558 0.211 1.944
9 1.311 0.211 1.944
10 0.162 0.081 0.597
11 0.347 0.081 0.597
12 0.173 0.081 0.597
13 0.308 0.081 0.597
14 0.185 0.081 0.597
15 0.236 0.081 0.597
16 0.202 0.081 0.597
17 0.192 0.081 0.597
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EK IV-G. Adana-Balcal’daki 2002-2003 yillarinda Asma kisa bogum
virtisii ile bulagik baglardan alinan toprak omeklerden izole
edilen Xiphinema index’in optik densitesi

Ornek ELISA okuma | Negatif nontrol Pozitif kontrol
numarasi | dederi (ODws) | ortalamasi {ODaos) ortalamasi (ODaos)

1 0.235 0.057 3.241

2 0.354 0.057 3.241

EK IV-H. Adana-Balcali’daki 2002-2003 yillaninda Asma kisa bogum
viriisii ile inokule edilen otsu indikator bitki Nicotiana
benthamiana’lann optik densitesi

Ornek ELISA okuma | Negatif nontrol Pozitif kontrol
numaras: | degeri (ODass) | ortalamasi (ODass) ortalamasi (ODaos)
1 0.388 0.057 3.241
2 0.483 0.057 3.241
3 0.344 0.089 1.5M11
4 0.454 0.089 1.511
5 0.283 0.089 1.511
6 0.622 0.089 1.511
7 0.244 0.089 1.511
8 0.281 0.089 1.511
9 0.312 0.089 1.511
10 0.355 0.089 1.511
12 0.477 0.089 1.511
13 0.511 0.089 1.511
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