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OZET

CANAKKALE iLi BAG ALANLARINDA GRAPEVINE FANLEAF VIRUS’UN
TESPiTi VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Aysenur SIRIN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Savas KORKMAZ
13/07/2023, 45

Bag alanlarinda iiziim verimini ve kalitesini diisliren en 6nemli faktorlerin basinda
hastalik ve zararlhilar gelmektedir. Hastaliklar icerisinde ise viriislerin ekonomik diizeyde
onemli sorun olusturdugu bilinmektedir. Viriis hastaliklar1 ile miicadelenin zor olmasi
ekonomik kayiplari daha da arttirmaktadir. Bugiine kadar iilkemizde yapilan ¢aligmalar
kapsaminda bag iiretim alanlarinda birgok farkl viriis hastalig1 enfeksiyonu tespit edilmistir.
Enfeksiyonu tespit edilen bu viriis hastaliklarindan bir tanesi de grapevine fanleaf virus
(GFLV)’dur. GFLV ile ilgili olarak iilkemizde ¢ok sayida ¢alisma yapilmasina ragmen,
caligmalarin bliylik bir kismi viriisiin tespitine yonelik olmus ve teshis i¢in ¢ogunlukla
biyolojik yontemler ya da ELISA testi kullanilmistir. Viriisiin molekiiler karakterizasyonuna
yonelik bir ¢alisma yapilmamistir. Bu calisma ile Canakkale ili bag iiretim alanlarinda
GFLV’nin mevcut durumunun tespiti ve elde edilen belirli sayida GFLV izolatlarinin
molekiiler olarak kilif protein gen bolgesine gore karakterize edilmesi amaglanmistir. Bu
kapsamda Canakkale ili ve ilgeleri bag iiretim alanlarinda viriis ve viriis benzeri simptom
gosteren 60bitkiden ornekler alinarak GFLV spesifik primer gifti ile ters transkripsiyon-
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) kullanilarak testlenmistir. Testlemeler sonucunda
GFLYV ile enfekteli olarak bulunan 6rneklerden elde edilen 4 izolat secilerek kendi i¢lerinde
ve diinya izolatlar1 ile gostermis olduklar1 benzerlik ve filogenetik iligkileri aragtirilmistir.
Gergeklestirilen testlemeler sonucunda toplanilan 6rneklerin 34’tinde GFLV enfeksiyonu
tespit edilmistir. Toplanilan 6rneklerdeki GFLV enfeksiyon orani ise %56.66 olmustur.
Enfekteli 6rneklerde en dikkat ¢eken simptom tipi yapraklardaki sarimtrak klorozlar ve

yaprak deformasyonlar1 olarak belirlenmistir. Molekiiler karakterizasyon c¢aligsmalari



sonucunda ise Tiirk ve diinya izolatlarinin birbirleri ile %85 ve iizeri sekans benzerligi
gosterdigi saptanmistir. Filogenetik analizler sonucunda ise Tiirk izolatlarinin iki farkl

gruba dagilim gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bag, GFLV, RT-PCR, Sekanslama



ABSTRACT

DETECTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF GRAPEVINE
FANLEAF VIRUS IN VINEYARD GARDENS OF CANAKKALE PROVINCE

Aysenur SIRIN
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Plant Protection
Supervisor
Prof. Dr. Savas KORKMAZ
13/07/2023, 45

Diseases and pests are among the most important factors that lead to a reduction in
the yield from grape production areas and quality of the grapes from these areas. Among
such diseases, viruses are known to pose a significant economic problem. It is difficult to
control plant virus related diseases. Due to these difficulties, yield losses increase. Within
the scope of studies carried out in our country to date, many different viral disease infections
have been detected in vineyard production areas. One of these viral diseases, whose infection
has been detected, is grapevine fanleaf virus (GFLV). Although many studies on GFLV have
been done in our country, most of the studies focused on the detection of the virus and
biological methods or enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) tests were mainly used
for diagnosis. No studies have been conducted to date concerning the molecular
characterization of the virus. Determining the current status of GFLV in the vineyard
production areas of Canakkale Province and performing a molecular characterization of a
certain number of GFLV isolates according to the coat protein gene region were the aims of
this study. In this context, samples were taken from 60plants presenting virus and virus-like
symptoms in the vineyard production areas of Canakkale province and its districts. Sample
were tested using reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) using a GFLV
specific primer pair. Similarities and phylogenetic relationships between local samples and
world isolates were investigated. As a result of the tests that were performed, GFLV infection
was detected in 34 of the collected samples. The GFLV infection rate in the collected

samples was 56.66%. The most striking symptom type in these samples was yellowish

Vi



chlorosis and leaf deformations. As a result of molecular characterization studies, it was
determined that Turkish and world isolates showed 85% or more sequence similarity with
each other. As a result of phylogenetic analysis, it was determined that Turkish isolates could
be distributed into two different groups.

Keywords: Vineyard, GFLV, RT-PCR, Sequencing
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Asma (Vitis vinifera) anavatan1 Kafkasya Anadolu olup tarihi M.O. 5000-3500’lere
dayanan, diinyada iliman iklim kusaginda yetisen 6nemli bir kiiltiir bitkisidir. Jeolojik ve
arkeolojik caligmalar asmanin milyonlarca yillik bir ge¢mise sahip oldugunu ve diinyanin
her yerinde yetistiriciliginin yapildigin1 ortaya koymustur. Yapilan kazi caligmalari
sonucunda yaklasik 10.000 yi1l 6nceye ait bulunan Pres artig1 iiziim ¢ekirdekleri liziimiin
astrlarca alkollii icecek yapiminda kullanildiginin kanitidir. Anadolu’da bageilik faaliyetleri
de bu donemlerde baslamistir. Hititler doneminde kaya resimlerinde iiziim figiiriiniin
kullanilmas1 Anadolu’da bagciligin ne kadar énemli oldugunun kanitlarindandir. Bunun
yanida M.O. 1800-1550 yillarinda dini térenlerde ve bazi toplantilarda {iziim ve sarabin
tanrilara adak olarak sunulduguna dair bulunun kalintilarda Anadolu’da bagciligin ¢ok uzun
bir gegmisinin oldugunu géstermektedir. Asma ilk olarak M.O. 6000°li yillarda kiiltiire
alinmistir. Ulkemizde asma gen kaynaklarmin belirlenmesi ve korunmasma yonelik

calismalar 1965 yilinda baslatilmistir (Tekdal ve Sarlar, 2016).

Anadolu cografyasinda asma, binlerce yildir kiiltiire alinan ve {riinleri tiiketilen
bitkiler arasinda yer almistir. Meyve iiretiminde taze tiilketim amaciyla sofralik olarak,
saraplik olarak, ayrica kurutmalik, meyve suyu, pestil, pekmez ve konserve gibi iriinlerin
yapiminda da kullanilmaktadir. Asma meyvesi ve iiriinleri besin i¢erigi bakimindan olduk¢a
zengindir. Yapilan arastirmalar sonucunda A, B, B2 ve C vitaminlerini biinyesinde
bulundurmaktadir. Bunun yaninda insan sagligi iizerinde olumlu etkileri bulunmaktadir.
Asma ekonomik acidan da 6nemli bir bitkidir. Ulkemizde en fazla ihrag edilen iiriinler

arasinda yer almaktadir (Celik, 2014).

Asma, Rhamnales takiminin ii¢ familyasindan birisi olan Vitaceae familyasi
icerisinde bulunan bir bitkidir. Vitaceae familyasi igerisinde 12 cinsi ve 700’e yakin tiirii

barindirmaktadir. Kiltir asmalar1 Vitis cinsinde bulunmaktadir.



Diinyada FAO 2020 yil1 verilerine gore 6.950.930 da alanda 78.034.332 ton iiziim
iiretimi yapilmistir. Uziim iiretiminde birinci sirada 14.843.091 ton iiretim ile Cin, ikinci
sirada 8.222.360 ton iiretim ile Italya, {i¢iincii sirada 6.817.770 ton iiretim ile ispanya
bulunmaktadir. Bunlar1 Fransa, Amerika Birlesik Devletleri, Tiirkiye, Hindistan ve Sili takip
etmektedir. Ulkemiz 4.208.908 ton iiretim ile diinyada 6. sirada yer almaktadir. Bag alanlar
bakimindan birinci sirada 1.123.644 da alan ile Ispanya, ikinci sirada Cin, iigiincii sirada
Fransa bulunmaktadir. Bunlari Italya, Tiirkiye, Amerika, Sili ve Hindistan takip etmektedir
(Tablo 1). Ulkemiz 417.041 da bag alani ile 5. sirada yer almaktadir. Diinyada 2020 y1l1 kuru
lizlim ihracat oranlarna bakildigina toplam ihracat miktarmin (808 milyon ton) yaklasik

olarak %32’sini iilkemiz gergeklestirmistir (FAOSTATS, 2020).

Tablo 1

Diinyada {iziim iiretim miktar1 ve bag alanlar

No Ulkeler Uretim miktar1 (ton) Bag alan1 (da)
1 Cin 14.843.091 797.935

2 Italya 8.222.360 675.818

3 Ispanya 6.817.770 1.123.644

4 Fransa 5.388.679 752.837

5 Amerika 5.388.679 379.190

6 Tiirkiye 4.208.900 417.041

7 Hindistan 3.125.001 139.000

8 Sili 2.772.560 142.256
Toplam 78.034.332 6.950.930

Bagcilik faaliyeti lilkemiz ekonomisinde 6nemli bir yere sahiptir. Tiirkiye’ de 2019
yilinda 4.054.387 da alanda 4.100.000 ton, 2020 y1linda 4.009.979 da alanda 4.208.908 ton,
2021 yilinda neredeyse 4 milyon da alandan 3.67 milyon ton iiziim dretimi yapilmistir
(Tablo2). 2021 yilinda gergeklestirilen iiretiminin 1.85 milyon tonluk kismi sofralik olarak
yas tizim, 1.43 milyon tonluk kismi kuru tiziim veyaklasik 383 bin tonluk kism1 da saraplik
{iziim olarak degerlendirilmistir (TUIK, 2021).



Tablo 2

Tiirkiye 2019, 2020 ve 2021 yillar iztim iiretim miktarlar1 ve bag alanlar

Yil Bag alani (da) Uretim miktar1 (ton)
2019 4.054.387 4.100.000
2020 4.009.979 4.208.908
2021 3.902.211 3.670.000

Ulkemizde iiziim iiretimi bakimindan Manisa 1.308.370 ton iiretim ile birinci sirada,
Mersin 343.308 ton iiretim ile ikinci sirada, Denizli 324.974 ton iiretim ile tiglincii sirada yer
almaktadir. Bunlari Mardin, [zmir, Gaziantep, Diyarbakir, Nevsehir, Hatay, Konya,
Kahramanmaras, Kilis ve Canakkale takip etmektedir (Tablo 3). Canakkale’ de 2021 yilinda
45.655 da alanda 38.600 tonluk iiziim {iretimi yapilmistir. Canakkale iiziim {retimi
bakimindan 13. sirada yer alip iilkedeki iiziim iiretimin %1.05 ini karsilamaktadir. Ulkemiz

diinyada kuru ve yas lizim ihracatinda 6nemli bir yere sahiptir (Semerci vd., 2015).



Tablo 3

Illere gore iiziim iiretim miktarlar:

Mller Uretim miktar1 (ton)
Manisa 1.308.370
Mersin 343.308
Denizli 324.974
Mardin 165.210
[zmir 133.576
Gaziantep 126.229
Diyarbakir 100.727
Nevsehir 90.751
Hatay 85.879
Konya 81.183
Kahramanmaras 59.995
Kilis 51.685
Canakkale 38.600
Toplam 3.670.000

Asma vejetatif yollar ile ¢ogaltilan bir bitkidir ve ¢ok fazla sayida zararli ve
patojenler bu kiiltiir bitkisine zarar vermektedir (Tiirkmen, 2020). Bu patojen ve zararhlar
bag alanlarinda 6nemli 6l¢lide verimde azalmalara, iirlin kayiplarina ve asmalarda dmriin
kisalmasia sebep olmaktadir. Asmada birgok bitkide oldugu gibi hastalik ve zararlilar
onemli kayiplara neden olmaktadirlar. Bu hastalik ve zararlilardan bazilarina 6rnek olarak
bag antraknozu (Elsinoeampelina), bag mildiyosii (Plasmoparaviticola),kursuni kiif
(Botrytiscinerea), bag kiillemesi (Uncinulanecator) ve salkim giivesi (Lobesiabotrana)

verilebilir.

Bunlarin disinda baglarda 6nemli derecede ekonomik kayba neden olan bir diger
hastalik grubunu ise virlisler olusturmaktadir. Cok sayida viral etmenin {ilkemiz bag

alanlarinda enfeksiyonlar1 bugiine kadar yapilan calismalar ile bildirilmistir. Ulkemiz ve



diinyada bag alanlarinda enfeksiyona neden olan viriislerden bir tanesi de grapevine fanleaf

virus (GFLV)’dur.

Asmanin en eski viral hastaligi olarak bilinen GFLV 1950°1i yillarda kesfedilmistir.
Diinyada asma yetistiriciliginin yapildig1 her yerde goriilen ve ekonomik agidan énemli bir
viriistiir. GFLV’nin konukgular1 Vitis vinifera ve hibrit asma anaclar1 olarak bilinmektedir.
Tiim Vitis vinifera gesitleri GFLV’ye karst duyarli olup dayanikli olarak bilinen tek bir ¢esit
bulunmamaktadir. GFLV, Secoviridae familyasindan Nepovirus cinsine ait bir viriistiir.
Partikiilleri 30 nm c¢apindadir. Segmentli bir genom yapisina sahip olan GFLV, RNA1 ve
RNA2 olmak iizere iki parcali bir genom igcermektedir (Sekil 1). Viroinlar1 +(ss)RNA
yapisindadir.

RNA1(7342 nt)

1CVPe
o—j 1A 1B 1} 1D 1EP! —>(A)n
A A
C/A C/S G/E R/GIE
RNA2(3774 nt)
CPS
-
@—) 2A" | 2B ] 2CE —(A)n
A A Ev(aom
C/A R/G

Sekil 1.Grapevine fanleaf virus’iin genom yapisi (Demangeat vd., 2004)

Viriisiin  belirtileri iki farkli tipte goriilmektedir. Bu belirtilerden ilki sekil
bozukluklaridir. Asma yapraklarinin seklinde bozulmalar, biiziismeler ve dislenmeler
goriilmektedir. Yapraktaki sekil bozukluklarinin yaninda nadir olarak klorotik beneklenme
gorilebilir. Siirgiinlerde de anormal dallanmalar, ¢ift bogum olusumu, bogum aralarinin
kisalmasi, yassilagmalar ve zigzag biiyiime gibi deformasyonlar olugmaktadir. Salkimlarda
ise kiigiilme ve azalma goriilmektedir. Normalden kiiciik tane tutumuna neden
olabilmektedir. En tipik belirtilerinden biri ise yapraklarda sart mozaik olusumudur. Bahar
mevsimi ile birlikte yapraklarda parlak sarimtirak renk degisimleri goriiliir. Damarlarda veya
damarlar arasinda biiyiik lekeler goriilebilir. Yazin artan sicakliklar ile beraber bu lekeler

maskelenir. Bu iki tip belirtinin yaninda damarlarda bantlasmalar da goriilmektedir

5



(Stellmach, 1973). GFLV iiretim materyallerinden kalem, ana¢, mekanik yollar ve vektorler
ile tasinmaktadir. GFLV nin vektorii Longidoridae familyasina ait kamali nematodlar olarak

adlandirilan Xiphinema index ve X. italiae’dir (Tiilek, 2014).

GFLYV ile ilgili iilkemizin bag iiretim alanlarinda etmenin tanisina bazilarinda da
molekiiler karakterizasyonuna yonelik bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. Ancak Canakkale ilinde
hastaligin varligina ve genetik ¢esitliliginin belirlenmesine yonelik gegeklestirilmis bir
caligma bulunmamaktadir. Bu baglamda bu ¢alisma kapsaminda Canakkale ili ve ilgelerinde
GFLV benzeri belirti gosteren asmalardan 6rneklemeler yapilmistir. Bu 6rnekler RT-PCR
yontemi ile gen spesifik primer g¢iftleri kullanilarak GFLV enfeksiyonu agisindan
testlenmistir. Testlemeler sonucunda elde edilen izolat sayisina bagli olarak 4 izolatin kilif
protein (Coat protein; CP) genine gore genetik c¢esitliligine yonelik analizler

gerceklestirilmistir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

Asmalarm en 6nemli viriis hastaliklarindan biri olan grapevine fanleaf virus (GFLV)
ilk olarak 1840’11 yillarda Cazalis-Allut (1865) tarafindan Fransa’da tanimlanmistir. 1900’1
yillarin baglarinda Petri (1918) etmenin hastalikli bag topragindan bulastigini deneysel
olarak gdstermistir. Izleyen yillarda hastalik etmeni basta Avrupa, Asya, Afrika, Giiney ve
Kuzey Amerika, Avustralya ve Yeni Zelanda olmak {izere diinya da bagcilik yapilan bir ¢ok
kita ve iilkede tespit edilmistir (Boveyvd., 1990; Martelli ve Savino, 1990). Hewitt vd.,
(1958) ise GFLV’nin arazi kosullarinda asmadan asmaya ektoparazit bir nematod olan
Xiphinema index ile tasindigini saptamistir. 1950'lerin sonlarindan ve 1960'larin basindan
itibaren GFLV'nin ve nematod vektoriintin kesfinden bu yana, etmenin taginmasi, biyolojik
ve serolojik ozelliklerinin belirlenmesi, genom yapist ve ekspresyonu ile ilgili bir ¢ok
calisma yapilmis ve ayni zamanda miicadele yontemleri hakkinda yeni stratejiler
gelistirilmeye baslanmustir (Martelli vd., 2003). Ulkemizde ise bag viriisleri ile ilgili ilk
gozlemler 1940’11 yillarin ortalarinda yapilmistir (Akdogan, 1965). Bu yillarda Trakya
baglarinda fizyolojik belirtiler seklinde ortaya ¢ikan simptomlarin daha sonra soysuzlagsma
(GFLV) hastalig ile iliskili oldugu rapor edilmistir. Daha sonraki yillarda 1960’larda Ege
Bolgesi baglarinda (Kaskaloglu, 1965), 1970’lerde ise Akdeniz Bolgesi baglarinda (Tekinel
vd., 1972) GFLV simptomolojik olarak gdzlenmistir. GFLV ile ilgili ¢alismalar 1990’11

yillardan itibaren viriisiin biyolojik ve serolojik teshisine yonelik olarak hiz kazanmustir.

2.1. Diinyada GFLYV ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Walker vd. (1985) yaptiklar1 bir calismada GFLV’ye karst dayanikli olan asma
irklarini belirlemeyi amacglamislardir. Bu amacla bag alanlarindan Vitis tiirlerini, ¢esitlerini
ve melezlerini igeren 173 adet asma 6rnegini toplamislardir. Bu 6rnekleri enfekteli kalemler
tizerine asilamislar ve ELISA testi ile testlenmislerdir. Bu ¢alisma sonucunda, V. rotundifolia
cesidi olan Bountiful, VR hibritlerinden ve Ortadogu’dan bir V. vinifera jenerasyonu
GFLV’ye dayanikli bulunmustur. Ayrica bu ¢alisma sonucunda GFLV’nin konukg¢usu olan

V. vinifera asmalar1 viriise kars1 hassas oldugu tespit edilmistir.



Rowhani (1992), grapevine fanleaf virus’un (GFLV) ELISA ile tasinda mevsimsel
farkliliklarin, konuk¢u genotipinin, viriis izolatlarinin ve farkli doku orneklerinin etkisini
arastirmiglardir. Arastiricilar GFLV’nin serolojik olarak {i¢ farkli izolatin1 (yelpaze yaprak
deformasyonu, damar bantlasmasi ve sar1 mozaik) iki farkli asma gesidine inokule ederek
ELISA testlerinde kullanmislardir. Testleme ¢aligmalarinda inokule edilen bitkilerin silirglin
uglari, olgun yapraklar1 ve kambiyal dokular1 kullanilmistir. Ayni zamanda GFLV ile
enfekteli asma bitkilerinin durgun doneminde farkli dokular (kabuk, kambiyal doku, inaktif
tomurcuklar, uyanmis stirglinler, kokler ve kallus) alinarak testleme caligmalarina dahil
edilmistir. GFLV testlemelerinde viriis izolatlar1 ve farkli konukgular agisindan bir fark
goriilmemistir. Ancak farkli mevsimlerde yapilan testlemelerde 6nemli farklar olusmustur.
Enfekteli siinglinlerden alinan 6rneklerle yapilan calismalarda en yiiksek konsantrasyona
Mayis ayinda ulagilirken en diisiik konsantrasyon degeri ise Eyliil ayinda goriilmiistiir. Olgun
yapraklarda ise en yiiksek deger yine Mayis ayinda goriiliirken mevsim sonlaria dogru bu
degerler azalmistir. Kambiyal dokularda ise genellikle yiiksek degerler goriiliirken
mevsimsel olarak bu degerlerde ¢ok fazla bir degiskenlik gézlenmemistir. GFLV ile enfekte
olmus dormant siirgiinler test edildiginde, indiiklenmis aktif olarak biiyiiyen dokular en

yiiksek ELISA degerlerine ulagmistir.

Rowhani vd. (1993), yaptiklari ¢alismada bugiin viriislerin varliginin tespit edildigi
calismalarda basariylakullanilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) metodunu enfekteli
asma dokularindan GFLV varligm1 tespit etmek amaci ile gelistirmislerdir.

Gergeklestirdikleri bu yontem ile GFLV’in tanis1t miimkiin olmustur.

Anfoka vd. (2004), Urdiin'de asmalarin yaygin olarak yetistirildigi bolgelerde GFLV
ve grapevine leaf-roll associated virus-3 (GLRaV-3)’ii, DAS-ELISA ile tespit etmislerdir.
Spesifik primer ciftleri kullanarak, GLRaV-3'in RNA-bagimli RNA polimeraz (RdRp) geni
ve GFLV'nin kilif proteini (CP) geni bolgelerini Immunocapture-RT-PCR ile simptomatik
asma dokularindan amplifiye etmislerdir. Klonlama ve sekanslamadan sonra, amplifiye
edilen bolgelerin sekanslar1 Genbank'a yiiklenmistir. Yapilan benzerlik analizleri
sonucunda, Urdiin GFLV izolatinin (GFLV-JOR) CP geninin, diinyanin farkli bolgelerinden
11 GFLYV izolati ile %82 ile %88 arasinda sekans benzerligine sahip oldugunu, GLRaV-3'iin



(GLRaV-3-JOR) RdRp geninin ise Brezilya, ABD, Cek Cumhuriyeti ve Cin izolatlar

arasinda yiiksek bir sekans benzerligi (%95-99) gosterdigini saptamislardir.

Fattouch vd. (2005), yaptiklar1 ¢alismada Tunus’un Kuzey bolgesinde bulunan ve
dogal yollarla enfekte olmus Vitis vinifera tiirii asmalarda GFLV’nin genetik ¢esitliligini
arastirmiglardir. Bu bélgede V. vinifera tiiri asmalardan 6rnekler toplamislar ve bu 6rnekleri
DAS-ELISA yontemi ile testlemislerdir. Testlemeler sonucunda 20 6rnegin GFLV ile

enfekteli oldugunu bulmuslardir.

Pourrahim vd. (2007), Iran'm kuzey dogusunda bulunan iki farkli bélgeden elde
edilen bes farkli grapevine fanleaf virus (GFLV) izolatini, ortii proteini (CP) gen dizilerine
dayali olarak karakterize etmislerdir. Tiim izolatlarin CP geni kendi spesifik primerleri
kullanilarak RT-PCR ile amplifiye edilmis ve 1500 bp'lik bir amplikon elde edilmistir. Bu 5
izolat i¢in niikleotid dizileri belirlenmis ve bu izolatlarin Iran’in farkli bélgelerinden elde
edilen yedi izolat ve GenBank'ta bulunan bazi diger egzotik izolatlarla CP gen dizileri
karsilagtirilmistir. Analizler sonucunda bu izolatlarin GenBank’tan elde edilen egzotik
GFLYV izolatlarinin CP gen bélgeleriyle %83.7-87.5 homolojiye ve kuzeybati Iran'dan gelen
diger izolatlarla %83.0-87.1 homolojiye sahip oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada elde edilen
GFLV izolatlar1 kendi arasinda %98.6 ile %100 arasinda bir benzerlik gostermistir.
Olusturulan filogenetik agacta ise iki ana grup olusmustur. Birinci ana grupta diinya

izolatlar1 yer alirken ikinci ana grupta ise Iran izolatlarinin kiimelendigi goriilmiistiir.

Bashir ve Hajizadeh (2007), Iran’in Kuzey batisindaki bag alanlarinda 2003-2004
yil1 ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde yaptiklari bir ¢alismada tipik olarak GFLV benzeri
simptom gosteren asma bitkilerinden toplam 134 6rnek almislar ve bu 6rnekleri ELISA
yontemi ile testlemislerdir. Testlemeler sonucunda 134 6rnegin 31’1 grapevine fanleaf virus
ile enfekteli olarak bulunmustur. Enfekteli bulunan 6rnekler viriistin kilif protein gen bolgesi
icin gelistirilen iki primer seti ile RT-PCR yontemi kullanilarak test edilmis ancak bazi
izolatlar beklenen biiytikliikte bant olustururken bazi izolatlar negatif sonug vermistir. Pozitif
sonug veren izolatlar i¢cinden toplam 5 izolat secilerek kilif protein gen bolgesi ¢cogaltilarak

klonlanmis ve niikleotid dizileri elde edilmistir. Bu bes izolat kendi arasinda niikleotid



diizeyinde %84-95 oraninda, Genbank’tan elde edilen diinya izolatlar1 ile %84-91 oraninda

bir benzerlik gosterdigi gorilmiistiir.

Bashir vd. (2007), Iran'in kuzeybat1 bolgesindeki iiziim baglarindan alinan 126 asma
ornegini ELISA ile testlemisler ve toplam 33 6rnegi GFLV ile enfekteli bulmuslardir.
Enfekteli bulunan 6rnekler i¢inden 8 izolat secilerek viriistin kilif protein geni ve RNA 2'nin
3' kodlanmayan bolgesine karsilik gelen gen bolgesi RT-PCR ile analiz edilmistir. Analizler
sonucunda segilen ii¢ izolatin (B5, S1 ve SH3) PCR fiiriinleri klonlanmig ve her izolattan ii¢
klonun niikleotid dizileri belirlenmistir. Dizilemeler sonucunda, S1 izolatindan 1623 bp ve
B5 ve SH3 izolatlarindan 1629 bp'lik bir DNA fragmentinin ¢ogaltildig1 goriilmiistiir.
Niikleotid dizi analizlerinde her izolattan klonlar arasinda %99'un iizerinde ve farkli
izolatlardan klonlar arasinda %83-93 arasinda bir benzerlik oldugu goriilmiistiir. Iran
izolatlar1 ile daha 6nceden GenBank’ta bulunan diinya izolatlar1 arasinda ise benzerlik oran1
%83-94 arasinda bulunmugstur. CP dizilerine dayanan filogenetik analizlerde, S1 ve SH3
izolatlarinin ayr1 bir kiime olusturdugu, ancak B5 izolatinin daha 6nce bildirilen GFLV

izolatlar1 ile ayn1 grup iginde yer aldig1 goriilmiistiir.

Liebenberg vd. (2009), Giiney Afrika’nin Bati Cape Bolgesi’'nde dogal yollarla
enfekte olmus asmalarda GFLV’ nin genetik ¢esitliligini arastirmislar ve ayrica GFLV nin
tespitinde kullanilan ti¢ yontemin bazi 6zelliklerini analiz etmislerdir. Araziden toplanan
ornekleri DAS ELISA yontemi ile testlenmisler ve testlemeler sonucunda 12 6rnegi GFLV
ile enfekteli bulmuslardir. Pozitif bulunan 6rnekleri GFLV’nin kilif protein gen bdlgesi
kullanilarak RT-PCR yo6ntemi ile testlemislerdir. Sekans analizleri sonucunda izolatlarin
Giiney Afrika’daki farkli GFLV izolatlar1 ile niikleotid diizeyinde %8699, amino asit
diizeyinde %94-99 oraninda benzerlik gosterdigini gormiislerdir. Ayrica RT-PCR

yonteminin teshis i¢in en giivenilir yontem oldugu belirtilmistir.

Eichmeier vd. (2010), Cek Cumbhuriyeti’nin Giiney Moravia bolgesinden dogal
yollarla enfekte olmus asmalarda ve Bari’de bulunan asmalarda GFLV’nin genetik
cesitliligini karakterize etmislerdir. Bu bolgelerde bulunan asmalardan yapilan 6rnekleme

sonucunda Giiney Moravia’dan 4 Ornek, Bari’den ise 2 Ornek GFLV ile enfekteli
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bulunmustur. Enfekteli bulunan 6rnekler GFLV’nin kilif proteini gen bdlgesi kullanilarak
RT-PCR ile testlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda Cek izolatlar1 arasinda belirgin bir

benzerlik ve diinya izolatlar ile yiiksek oranda farkliliklar gosterdigi goriilmiistiir.

Cepin vd. (2010), asma yapragi dejencrasyonu hastaliginin etmeni olan grapevine
fanleaf virus’iin (GFLV) spesifik tanis1 ve nispi miktar tayini i¢in TagMan® tek adimli ters
transkripsiyon ger¢ek zamanlt PCR (RT-qPCR) testini gelistirmiglerdir. Testlemeler,
GFLV’nin RNA2 molekiiliiniin 2AHP geninde bulunan koruyucu bir bolge hedef alinarak
yapilmistir. Arastiricilar testin 6zgiilliiglinli, ¢ok cesitli cografi bolgelerden elde edilen
GFLV izolatlar1 ve asmalar1 enfekte eden diger viriisler lizerinde degerlendirmistir. GFLV
tanisi i¢in gelistirilen testin duyarliligi, geleneksel ELISA'nin duyarliligindan yaklasik 1000
kat daha yiiksek bulunmustur. Reaksiyon basina GFLV'nin 10 genom kopyasi kadar diisiik
konsantrasyonlar, RT-qPCR etkin ve hizli olarak tanilanmistir. Bu yeni yontem GFLV i¢in
giivenilir bir tanimlama yontemi olarak degerlendirilmis ve durgun donemdeki floem
kazimalar1 da dahil olmak iizere farkli asma gesitlerinde GFLV'nin teshisi i¢in basariyla

uygulanabilecegi belirtilmistir.

Fiore vd. (2011), Sili'de Atacama bolgesinde bulunan baglardaki viriislerin varligini
belirlemeyi amaglamiglardir. Viriis ve viriis benzeri simptomlar gosteren bitkilerden 1000
ornek alinmistir. Alman bu Ornekler RT-PCR yontemi ile testlenmistir. Bu calisma
sonucunda GLRaV-2 %46,8, GFKV i¢in %30,7, grapevine virus A (GVA) i¢in %12,3 GFLV
icin %9,6, GLRaV-3 %9,1 ve GLRaV-1 i¢in %8,8 oraninda pozitif 6rnek saptanmastir.

Sokhandan-Bashir vd. (2011), Iran’da bir ¢alisma yiiriitmiisler ve tipik simptom
gosteren 330 asma yapragi 6rnegini DAS-ELISA yontemi ile testlemislerdir. Testlemeler
sonucunda 330 Ornegin 89’u grapevine fanleaf virus (GFLV) ile enfekteli olarak
bulunmustur. Enfekteli bulunan 6rneklerden 16°s1 GVFL’nin 6rtii protein geninin tamamini
iceren bolgesi RT-PCR ile cogaltilmis ve 8 ornek ise klonlanmis ve sekanslanmistir.
Sekanslanan izolatlar kendi arasinda niikleotid diizeyinde %92 ile % 98 arasinda bir
benzerlik gostermislerdir. Filogenetik ¢calismalarda ise B-5 izolat1 disindaki Iran izolatlarinin

diger tilkelerin izolatlarindan farkli olarak ayr1 bir grup olusturdugu goriilmiistiir.
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Palomares-Rius vd. (2012), ispanya'nin giineyindeki Endiiliis bolgesinde 74 iiziim
baginda GFLV’nin varligin1 ve RNA2 iizerindeki kilif proteini (CP) geninin genetik
degiskenligini aragtirmiglardir. Arastirmada GFLV ile ortalama enfeksiyon orant %24.3
olarak bulunmus ve enfekteli bitkilerde genel olarak gelismede bir gerileme, yelpaze yapragi
deseni ve sar1 mozaik semptomlar1 gézlenmistir. Ayrica GFLV ile enfekteli bitkilerin kok
bolgelerinden alinan toprak 6rneklerinde viriise vektorliik yapan Xiphinema index’i ve ayni
zamanda potansiyel vektor adayi olan ve X. italiae 'nin varligi belirlenmistir. Enfekteli bitki
ve nematod vektorlerinden RT-PCR ile beklenen boyutta (555 bp) kismi CP gen iiriinii
basariyla elde edilmistir. Kismi GFLV CP geninin toplam 135 klonu, tek zincirli
konformasyonel polimorfizm kullanilarak dizi varyasyonu i¢in analiz edilmis ve 12 farkli
haplotip modeli igerdigi goriilmiistiir. Dizi analizleri sonucunda GFLV haplotiplerinin,
haplotipler icindeki dizi degiskenligi ve ayni dizili haplotip modelinde bazi varyantlarin
digerlerinden daha fazla oldugu saptanmistir. Sonug olarak, giiney Ispanya'daki GFLV nin,

diinyanin diger asma yetistirilen bolgelerinde bildirildigi gibi, bir "‘quasispecies’" olarak
tammlanmistir. Bu ¢alismanin, Ispanya'da Endiiliis bolgesinde GFLV'nin molekiiler

cesitliligi tizerine ilk bilgiler oldugu belirtilmistir.

Sokhandan-Bashir ve Melcher (2012), iran’da yaptiklar1 bir ¢aligmada optimize
ettikleri bir ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) protokolii ile RNA2
geni iizerinde bulunan hypothetical protein (2AHP ) bolgesini gogaltmislardir. Cogaltilan
bolgenin sekans analizleri sonucunda 2AHP bolgesi gen dizisinin gen bankasindan elde
edilen diger iilkelerin GFLV izolat/streynleri ile %82-86 arasinda bir benzerlik gosterdigini
belirtmislerdir. Iran izolatlarina en az benzeyen izolatin %82 benzerlik ile CAZINA1 (ABD)
olurken, en yakin izolatin ise %86 benzerlik ile Vol51C4 (Slovenya) oldugu goriilmiistiir.
Filogenetik analizlerde ise Iran izolatnin diinyanin diger bdlgelerinden elde edilen izolatlar
ile ayr1 bir grup olusturdugu ve bu ¢alisma ile ilk kez 2AHP genine dayali iran GFLV

izolatinin karakterizasyonunun yapildig: bildirilmistir.

Zarghani vd. (2013), GFLV'in Iran izolatlarinin genomik RNA2 segmentini
karakterize etmek ig¢in, farkli lokasyonlardaki enfekteli baglardan yaprak Ornekleri
toplamislardir. RT-PCR c¢aligsmalari sonucunda RT-PCR iiriinlerinin profilleri temelinde

klonlama ve dizileme i¢in dort izolat se¢ilmistir. Yapilan calismalar sonucu sekans verilerine

12



gore Iran GFLV izolatlarinin RNA2 genomunun daha &nce agiklanan tiim GFLV
izolatlarinki ile karsilastirildiginda en kisa genoma sahip oldugu belirlenmistir. GFLV
RNA2'nin tam uzunluktaki niikleotid dizilerine dayanan filogenetik agagta, Macar izolati
hari¢ tiim GFLV izolatlarinin iki grup halinde kiimelendigi, Iran izolatlariin ise ayr1 bir

kiime olusturdugu gorilmiistiir.

Zhou vd. (2015), Cin’de yaptiklar1 bir ¢alismada GFLV enfeksiyonu varligini ve
genetik ¢esitliligini arastirmiglardir. Calisma sonucunda elde ettikleri izolatlarin hareket
proteini (MP) ve kilif proteini (CP) PCR f{iriinleri klonlanmis ve sekanslanmistir. Benzerlik
analizlerinde her iki proteinin gerek niikleotit gerekse amino asit diizeyinde benzerlik
oranlart %94.9 ile %100 arasinda gergeklesmistir. Filogenetik analizlerde ise Cin GFLV

izolatlar1 Genbank’ta rapor edilen izolatlardan farkli bir grup olusturmustur.

Krebelj vd. (2015), farkli sezonlarda bitki dokularinda GFLV i konsantrasyonlari
ile iligkili bir ¢aligma yiriitmiislerdir. Arastiricilar ¢aligma kapsaminda, geng¢ yapraklarin
tim vejetatif donemi boyunca yiiksek virlis konsantrasyonuna sahip oldugunu, olgun
yapraklar, dallar ve ¢igek/meyve kiimelerinin sadece vejetatif donemin baglangicinda yiiksek
konsansantrasyon igerdigini diger zamanlarda bu konsantrasyonun diistiigiini
saptamislardir. Bununla birlikte, meyveler olgunlastiktan sonra tohumlarin yiiksek viriis
icerigini korudugunu belirtmislerdir. Floem dokular1 ile yapilan calismalarda ise bu
dokularin vejetatif periyot sirasinda diisiik konsantrasyona sahip oldugunu, vejetatif
periyodun basinda ve disinda konsantrasyonda bir artis gosterdigini bulmuslardir.
Cicek/meyve kiimelerinde, olgun yapraklarda ve dallarda, vejetatif donem boyunca GFLV
konsantrasyonunun énemli dl¢iide azaldigini saptamislardir. ELISA ile elde edilen yar1 nicel

sonuglarin, qPCR ile dogrulandigini belirtmislerdir.

M’Rabet vd. (2019), Kuzey Tunus'ta grapevine fanleaf virus’un etiyolojisi ile ilgili
bir ¢alisma yiirtitmuslerdir. Arastiricilar 2016-2017 yillarinda bag alanlarinda bir sérvey
caligmas1 yapmislar ve GFLV simptomu gosteren bitkilerden 178 6rnek toplamislardir.
Serolojik analiz sonucunda toplanan orneklerin %36’s1 GFLV ile enfekteli olarak

bulunmustur. Calismada Ilkbaharda arazide goriilen semptomlarla bu hastaligin serolojik
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tanis1 arasinda iliski gézlemlemislerdir. Ayrica polenin dogal kosullar altinda GFLV’in viral
partikiillerinin ¢ok etkili bir tasiyicisi oldugunu saptamislardir. Asma-vektor etkilesimi
calismasi kapsaminda ise, Xiphinema cinsine ait ektoparazitik nematodlarin farkli tizim
baglarinda homojen bir dagilima sahip oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica GFLV, enfekteli
asma bitkilerinin bulundugu toprak rizosfer tabakasindan elde edilen nematod vektoriinde

DAS-ELISA ile saptanmistir.

Shehu vd. (2019), yaptiklar1 ¢alismada Arnavutluk’un Durres bolgesindeki alanlar
ile Rrashbull, Synej, Arapaj ve Ramanat kdylerinde GFLV’ nin varligini arasgtirmiglardir.
Bolgedeki bag alanlarindan viriis ve viriis benzeri simptomlar gosteren 82 6rnek toplamiglar
ve bu ornekleri DAS-ELISA ile testlemislerdir. Bu ¢alisma sonucunda Rrashbull ve
Arapaj’dan alinan 6rneklerde GFLV enfeksiyonu tespit edildigini bildirmislerdir.

Rivadeneria vd. (2022), Arjantin'in kuzeybati bolgesindeki Calchaquies Vadilerinde
bulunan ticari iziim baglarinda sekiz asma viriisiiniin varligini belirlemeyi amaglamiglardir.
Calisma kapsaminda hi¢bir viriis benzeri semptom gostermeyen veya gosteren toplam 103
olgun asma siirgiin 6rnegini rastgele toplamiglardir. Toplanan 6rnekler, i¢lerinde GFLV’ 1inda
oldugu ¢ok sayida viral etmen agisindan testlenmistir. Gergeklestirilen testlemler sonucunda
%21 oraninda GFLV enfeksiyonu tespit edilmistir. Bu c¢alisma, Arjantinde Calchaquies
Vadileri bolgesinde asma viriislerinin varhigina iliskin ilk aragtirma raporu oldugu

vurgulanmistir.

2.2. Ulkemizde GFLYV ile Tlgili Yapilan Calismalar

Azeri (1983), yaptig1 calismada Izmir ve Manisa bolgesindeki baglarda bulunan
Sultani ¢ekirdeksiz cesidinde gozlemsel olarak viriislerin varligina yonelik bir c¢alisma
ylriitmiistiir. Bu ¢calismanin sonucunda GFLV’nin bolgede yogun olarak gorildiigii tespit

edilmis ve GFLV nin infeksiyon orani ¢ok yiiksek olarak saptanmustir.
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Azeri ve Fidan (1988), yaptiklari ¢alismada {zmir ve Manisa illerinde baglarda GFLV
varligim arastirilmiglardir. Bu c¢alisma sonucunda GFLV’nin varligmi indikator bitkiler

izerinde yapilan indekslemeler ile saptamiglardir.

Akbas ve Erdiller (1993),yaptiklart1 c¢alismada Ankara ilinde bag alanlarinda
grapevine fanleaf virus (GFLV)’un varligini arastirmislardir. Calisma sonucunda bag

alanlarinda GFLV varlig1 simptomolojik olarak ve serolojik yontemlerle tespit edilmistir.

Ozaslan vd. (1994), yaptiklar1 bir ¢alismada Kahramanmaras ili ve ilgelerinde
bulunan baglarda grapevine fanleaf virus (GFLV), arabis mosaic virus (ArMV), grapevine
fleck virus (GFkV), grapevine leafroll associated virus (GLRaV)-1 ve 3’iin varligini
aragtirmiglardir. Bag alanlarindan toplam 70 6rnek toplamislar ve 6rnekleri ELISA yontemi
ile testlemislerdir. Testlemeler sonucunda toplanan 70 6rnekten 31’inin bir ya da daha fazla
viriis ile enfekteli oldugunu bulmuslardir. Bu ¢alisma da GLRaV-3 ve 1’in en fazla bulunan
virisler oldugu bunlart ArtMV ve GFLV’nin izledigi belirtilmistir. Ayrica bu viriislerin

baglarda %45 oraninda {iriin kayiplarina neden oldugu gozlenmistir.

Ozaslan vd. (1995), iilkemizin Dogu Akdeniz ve Giiney Dogu Anadolu bélgelerinde
bag liretimi yapilan alanlarinda bag viriislerinin varligina yonelik bir ¢alisma yiriitmiislerdir.
Calisma kapsaminda tipik viriis simptomlar1 gosteren asma bitkilerinden siirgiin ve yaprak
ornekleri toplamislardir. Toplanan 190 ornek biyolojik ve serolojik yoOntemlerle test
edilmistir. Biyolojik testlemeler sonucunda 190 &rnegin 89’u grapevine fanleaf virus
(GFLV) ve grapevine leaf rugose virus (GLRV) ile enfekteli oldugu saptanmistir. Serolojik
testlemelerde ise 199 Ornekten 107°si bir ya da birden fazla viriis ile enfekteli olarak

bulunmustur. Calismada en fazla bulunan viriisiin GFLV oldugu belirlenmistir.

Akbas (1998), yaptig1 calismada Karaman, Konya ve Nevsehir illeri ve ¢evresinde
bulunan baglarda grapevine fanleaf virus (GFLV)’un varligin1 arastirmistir. Bag
alanlarindan 334 adet 6rnek toplamis ve bu Ornekler biyolojik ve serolojik testlere tabi
tutmustur. Bu caligmanin sonucunda en yaygin olarak goriilen viral hastaligin GFLV

oldugunu belirtmistir.
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Koklii vd. (1998), yaptiklari calismada Trakya Bolgesi’nde Tekirdag, Edirne illeri ve
Sarkoy ilgesinde bulunan baglarda GFLV ’nin varligini aragtirmiglardir. Bu bag alanlarindan
toplanan 65 asma Ornegi testlere tabi tutulmustur. Bu ¢alismanin sonucunda 6rneklerin
%92.7’sinde en az bir viriis hastalig1 enfeksiyonu tespit ederlerken, 6rneklerin %14.5’inde

ise GFLV enfeksiyonu tespit etmislerdir.

Cigsar vd. (2002), Gilineydogu Anadolu boélgesi ve Nevsehir ili bag {iretim
alanlarinda 1999-2002 yillar1 arasinda virlis ve viriis benzeri hastaliklarin durumunu
belirlemek amaciyla bir ¢alisma yiiriitmistiir. Alt1 ilde yapilan sérveyler sonucunda toplam
1001 yaprak 6rnegi toplayarak testlemistir. Testlemeler biyolojik ve serolojik yontemlerle
yapilmistir. Testlenen 6rneklerin %54,1'inin en az bir viriisle bulagik oldugu saptanmustir.
En yaygn viriis %41,2’lik oranla GVA olup bunu %38,1 ile GLRaV-1, %8,1 ile GFLV ve
%5,4 GFKV izlemistir.

Tarla (2005), yaptig1 calismada Adana ve Mersin ¢evresindeki bag alanlarinda
grapevine fanleaf virus (GFLV)’lin varligin1 aragtirmistir. Bu bag alanlarindan 384 6rnek
toplanmis ve bu drnekler DAS- ELISA yontemiyle testlenmistir. Testlemeler sonucunda 63

ornekte GFLV varlig1 tespit edilmistir.

Kaya ve Erilmez (2014) izmir, Denizli, Canakkale ve Manisa illeri bag alanlarinda
iki farkli yillarda bir arazi caligmasi yiirliterek virlis simptomlar1 gosteren bitkilerden
giidiimlii 6rnekleme yontemi kullanarak yaprak ve siirgiin 6rnekleri toplamislardir. Calisma
bag alanlarinda ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde olmak iizere iki farkli sezonda yapilmis
ve toplam 746 6rnek toplanmistir. Ornekler serolojik bir yontem olan ELISA ve molekiiler
bir yontem olan RT-PCR ile testlenmistir. Testlemeler sonucunda GFLV ile birlikte birgok
bag viriisii enfeksiyonu da tespit edilmistir. Ayrica arastirmacilar her iki tan1 yonteminin

birbiriyle paralel bir sonug verdigini belirtmistir.

Tiilek (2014), Trakya bolgesi bag alanlarinda grapevine fanleaf virus (GFLV)’un
varligin arastirmak ve vektor nematod Xiphinema index’in yayginlik durumunu belirlemek

amactyla bir ¢aligma yiiriitmistiir. Calisma kapsaminda tipik GFLV’nin simptomuna benzer
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simptom gosteren bitkilerden siirgiin, yaprak, petiol ve kambiyal doku ornekleri almistir.
Ayrica virlis benzeri simptom gosteren bitkilerin kdk bdlgesinden toprak ornekleri de
almistir. Iki yil siiresince toplam 152 &rnek alinmis ve ELISA yontemi ile GFLV acisindan
testlenmistir. Analizler sonucunda 35 6rnekte GFLV enfeksiyonu bulunmustur. Enfekteli
bulunan 38 6rnegin etrafindan alinan toprak orneklerinin 9’unda ise X. index nematoduna
rastlanilmistir. Ayrica ¢alismanin yapildigi bag alanlarinda diger bir nematod olan X.

pachtaicum un yaygin oldugu tespit edilmistir.

Tarla ve Asil Yilmaz (2015), Adana ve Mersin illeri bag iiretim alanlarinda 2002-
2003 yillarinda bir caligma yiiriiterek virilis simptomlari gdsteren bitkilerden yaprak ve kabuk
dokular1 almiglardir. Calisma kapsaminda toplam 384 o6rnek alinmis ve bu ornekler
grapevine fanleaf virus (GFLV)’un varligini belirlemek amaciyla ELISA yontemi ile
testlenmistir. Testlemeler sonucunda 63 6rnek enfekteli bulunmus ve enfeksiyon orani %
16.4 olarak gerceklesmistir. Caligsma kapsaminda ayrica mekanik inokulasyon denemeleri de
yapilmistir. inokulasyonlar sonucunda Nicotiana benthamiana bitkisinde lokal lezyonlar

goriilmiistiir. Diger otsu bitkilerde herhangi bir simptom gozlenmemistir.

Onder vd. (2016a), Ulkemiz baglarinda sorun olusturan ve yaygin olarak bulunan
grapevine fanleaf virus (GFLV)’u klasik RT-PCR ve ger¢ek zamanli RT-PCR kullanarak
teslemislerdir. Calisma kapsaminda daha onceden serolojik yontemlerle test edilmis
enfekteli bulunan ve saglikli Ornekler kullamilmistir. Elde edilen sonuglar birbiriyle
kiyaslandiginda her iki molekiiler yonteminde GFLV nin teshisinde basariyla kullanildig:
belirtilmistir. Bununla birlikte real-time RT-PCR’in ¢ok daha hizli ve giivenilir bir yontem
oldugu, klasik PCR’dan sonraki jel elektroforez ve goriintiilenme asamasina gereksinim

duyulmadig: icin olas1 bulasiklik riskini de ortadan kaldirdig: vurgulanmstir.

Onder vd. (2016b), bir baska calismada Ege bdlgesi bag iiretim alanlarinda iki yil
stireli yaptiklar1 bir sérveyde farkli asma cesitlerinden virlis ve virlis benzeri simptom
gosteren toplam 423 6rnek almiglardir. Alinan yaprak ve siirglin 6rnekleri grapevine fanleaf
virus (GFLV)’un varligin1 belirlemek amaciyla serolojik bir yontem olan ELISA ile

testlemisler ve 6rneklerin 88’inin GFLYV ile enfekteli oldugunu tespit etmislerdir. Ornekleme
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yapilan Manisa, Denizli ve Izmir illerinde GFLV tespit edilirken Usak ve Aydin illerinde ise
virilise rastlanilmamistir. Cesit bazinda ise en yliksek enfeksiyon orani Sultani ¢ekirdeksiz

cesidinde goriilmiistiir.

Balsak (2016), yaptig1 c¢alismada Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu
Bolgelerinde bulunan baglarda yerli asma g¢esitleri tizerinde grapevine fanleaf virus
(GFLV)’iin tanilamasimi gergeklestirmistir. Bu bag alanlarindan 206 6rnek toplanmig ve
ornekler virlis spesifik primerle RT-PCR yontemiyle testlenmistir. Bu ¢aligma sonucunda
RT-PCR testlerinde ilgili gen bolgelerine karsilik istenilen biiyiikliikte DNA bantlarini elde

edilmistir.

Erilmez ve Kaya (2016), baglarda sorun olusturan viriis hastaliklarinin tanisinda
serolojik bir yontem olan ELISA ve molekiiler bir yontem olan RT-PCR’1 ayni1 6rnekler igin
kullanarak yontemlerin duyarhiliklarini birbiriyle kiyaslamiglardir. Bu amagla Ege
bolgesinin bag iiretimi yapilan iki onemli ilinden viriis hastaliklart simptomlar1 gosteren
toplam 50 ornek toplamislardir. Toplanan Ornekleri birgok viral etmen agisindan

testlemislerdir. Testlemeler sonucunda GFLV enfeksiyonunu da tespit etmislerdir.

Karadeniz vd. (2018), Tokat ili ve ilgelerinde 2015 yilinda bag liretimi yapilan
alanlarda bagda virlis hastaliklarinin varligim1 belirlemek amaciyla bir arazi caligmasi
yiirtitmiislerdir. Calisma kapsaminda baglarda tipik virlis hastaligi simptomu gosteren
bitkilerden 6rnekler toplamiglar ve toplanan 6rnekleri birgok bag viriis hastaliklar1 etmenleri
acisindan testlemislerdir. Testlemeler sonucunda toplanilan 6rneklerde birgok viriis hastaligi
enfeksiyonu tespit ettiklerini bildirmislerdir. GFLV enfeksiyonunu ise %0.3 oraninda

belirlediklerini bildirmislerdir.

Tirkmen (2020), Orta Karadeniz Bolgesi’nde bag iiretimi yapilan Amasya, Corum
ve Tokat illerinde 2017 yil1 liretim sezonu icerisinde toplam 418 yaprak ve siirgiin 6rnegi
toplayarak bu ornekleri grapevine fanleaf virus (GFLV) ve grapevine pinot gris virus
(GPGYV) i¢in ELISA yontemi ile testlemistir. Testlenen 6rneklerin 84’tinde GFLV pozitif

olarak bulunmustur. Daha sonra tiim 6rnekler RT-PCR yo6ntemi ile testlenmis ve 32 drnegin
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daha GFLYV ile enfekteli oldugu bulunmustur. Toplam enfeksiyon orani ise % 28 olarak
gergeklesmistir. GPGV ile enfekteli 6rnek sayisi ise 20 olarak bulunmustur. Filogenetik
analizlerde GFLV izolatlarinin 12 Iran izolati ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigi

gorilmistir.

19



UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arazi Calismalar

Arazi calismalari Canakkale ili ve ilgelerinde 2021-2022 yilli igerisinde bag
alanlarinda gergeklestirilmistir.Bu kapsamda Canakkale Merkez, Bayramig, Eceabat,
Lapseki ve Bozcaada ilgelerinde orneklemeler yapilmistir. Bag alanlarindaki bitkiler
ilkbahar ve sonbahar aylarinda yapilanarazi ¢alismalarinda gorsel olarak incelenmistir. Viriis
ve virlis benzeri simptom gosteren bitkilerden yaprak ve/veya odun dokusu Ornekleri
toplanmistir. GFLV ile enfekteli oldugu diistiniilen 6rnekler uygun saklama kosullarinda

iiniversitemizin viroloji laboratuvarina getirilmistir.

3.2. Viriis Tanllama Calismalari

Arazi galismalar1 sonucu toplanan 6rneklerdeki GFLV enfeksiyonu RT-PCR testleri
ile belirlenmistir. Bu dogrultuda ilk olarak toplanan 6rneklerden total RNA izolasyonu
gergeklestirilmis, daha sonrasinda RT-PCR analizleri yapilmistir. RT-PCR testlerinde
GFLV’e spesifik primer c¢iftleri kullanilmistir. Elde edilen test sonuglari agaroz jel
elektroforezi ile degerlendirilerek viriis tanilama ¢alismalar1 sonlandirilmistir. Ayrica virlis
tanilama calismalarinda Bioreba GFLV pozitif kontrol (Art. Nr.: 120453, Isvicre) ve negatif

kontrol (Steril saf su) testlerin dogrulugu amaci ile kullanilmigtir.

3.2.1. Total RNA izolasyonu

Arazide GFLV enfeksiyonu agisindan silipheli olarak goriilen ve toplanan
orneklerden total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla Li vd. (2008)’in belirttigi
CTAB metodu ile total RNA izolasyonu yapilmistir. Bu amagla total RNA izolasyonunda
ilk olarak her bir bitki 6rneginden 1 g tartilarak ayr1 ayr1 porselen havanlara konulup, tizere

I ml CTAB buffer ve 20 ul DDT eklenerek ezilme islemi gergeklesmistir. Elde edilen

20



karsimlar 6rnek numaralandirilmis steril olan eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Eppendorf
tipleri 1 dk vorteksleme islemi yapilmis ve derin dondurucuda (-20 °C) 20 dk bekletilmistir.
Derin dondurucudan alinan homojenatlar vorteks yapilarak ¢oziinme saglanmistir. Céziinen
ornekler “dry blok heating/cooling thermostta” cihazi ile 65 °C 15 dk inkiibe edilmistir. Bu
islem sirasinda eppendorf tiipleri esit 1s1 dagilmasi i¢in her 3 dk da bir kisa siireli vorteksleme
yapilmistir. Inkiibe edilen 6rnekler 12.000 rpm’de 6 dk santrifiij edilmistir. Bu islem sonunda
eppendorf tiiplerinde 2 fazli bir karisim olusmustur, bu karsimin siipernatant kismindan 500
ul aliip yeni steril olan eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Siipernatant bulunan tiiplerin
icerisine 650 pl 24:1 oraninda hazirlanan kloroform:izoamilalkol eklenmistir. Bu karisim
12.000 rpm’de 10 dk santrifiij islemi yapilmistir. Islem sonrasi olusan siipernatantlarin her
bir tiipii igerisinde 175 pl -20 °C *den ¢ikarilan soguk izopropanol bulunan yeni eppendorf
tiiplerine aktarilmis ve 12.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Bu islemler sonrasinda olusan
siipernatant ve pelet kisimlarindan pelet kismina dikkat edilerek siipernatantin bir kismi
dokiilerek kalan kisimlari ise pipet yardimiyla uzaklagtirilmistir. Bu islem sonrasinda
eppendorf tiiplerinde sadece pelet kismi kalmistir. Igerisinde sadece pelet kalan tiiplerin 750
ul %70’lik etil alkol ile yikama islemi gergeklesmistir. Yikama sonrast tiiplerin i¢inde bulan
%70’lik etil alkol dokiiliip, 12.000 rpm’de santrifiij edilerek uzaklastirilmistir. Yikama
islemi sonunda 5-10 dk 25 °C’de tiiplerin kurumasi saglamistir. Kuruma islemi sonunda
olusan peletlere 35 pl Tris-HCI (20 mM, Ph: 8) eklenip, 2500 rpm’de ¢ozdiiriilmiistiir. Elde

edilen ¢ozelti bir sonraki asamaya kadar -80 °C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2.2. Denatiirasyon Asamasi

Bu amagla ilk olarak PCR tiiplerine etiketleme yapilmistir. Etiketleme yapilan PCR
tiiplerine elde edilen total RNA’lardan 2 ul, dNTP karigimindan 1 ul, random primer’den 1
ul ve steril sudan 3 ul eklenerek toplamda 10 ul’lik bir denatiirasyon karigimi hazirlanmistir.
Hazirlanan bu karisim PCR cihazinda 65 °C’de 5 dk bekletilerek denatiirasyon asamasi
tamamlanmistir. Bu islemi takiben hizli bir sekilde 6rnekler buzda 2 dk bekletilerek bir
sonraki asamaya gegilmistir. Denatiirasyon asamasinda kullanilan kitler Thermo Scientific
firmasindan alman RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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3.2.3. Ters Transkripsiyon Asamasi (RT)

Denaturasyon asamasini takiben elde edilen bu denatiire edilmis RNA’lardan
tamamlayict DNA’lar (Complimentary DNA; cDNA) sentezlenmistir. Bu amagla Thermo
Scientific firmasindan alinan RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit iiretici firmanin
oOnerileri dogrultusunda RT asamasi tamamlanmistir. Toplam reaksiyon hacmi 20 pl olacak
sekilde RT karisim hazirlanmistir. Kitlerin saglandigi firmanin 6nerileri dogrultusunda PCR

cihazi uygun sicaklik derecelerine ayarlanarak cDNA’lar elde edilmistir.

3.2.4. PCR Asamasi (Amplifikasyon)

Sentezlenen cDNA Kkiitiiphanelerinde GFLV’ye ait viral genom varligmm
arastirilmasi amaci ile PCR karigimi hazirlanmistir. Bu karisim toplam hacim 25 ul olacak
sekilde Takara (Japonya) firmasindan saglanan 2X yogunluktaki EmeraldAmp MAX PCR
Master Mix kiti kullanilarak iiretici firmanin onerileri ve kullanilan GFLV gen spesifik
primer ciftinin Tm degeri dikkate alinarak reaksiyonlar olusturulmustur. Bu amagla GFLV
gen spesifik primer ¢iftlerinin her birinden (20pmol) 0.5 ul (Tablo 4), 2X master mix’den
12.5 pl, cDNA’lardan 2 pl ve steril sudan 9.5 ul eklenerek olusturulmustur.

Tablo 4

Molekiiler ¢alismalarda kullanilan primer ciftleri

Kod Primer Dizisi Yo6n Uriin Referans
CCAAAGTTGGTTTCCCAAGA Tleri Rowhani

GFLV _ 321 be
ACCGGATTGACGTGGGTGAT Gerli vd.(1993)
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3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR reaksiyonlar1 sonucunda toplanan orneklerdeki GFLV enfeksiyonunun
belirlenmesi amac1 ile istenilen biiylikliikte RT-PCR iiriinlerinin elde edilip edilmedigi
agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. Bu amagla elde edilen RT-PCR iiriinleri uygun
biiyiikliikkte DNA markoérleriyle birlikte %1°lik agaroz jelinde 100 voltta, 45 dk ayristirilip

ethidyum bromiir ile boyandiktan sonra Major Science UVDI jel goriintiileme cihazinda bant

olusumu varsa fotograflanmistir (Sekil 2). Agaroz jel elektroforezinde ayrica marker olarak

“Thermo Scientific™ SM0313 DNA Ladder” kullanilmustir.

Sekil 2. Agaroz jel elektroforezinde kuyucuklara RT-PCR iiriinlerinin yiiklenmesi

3.3. Biyoinformatik Analizler

Agaroz jel elektroforezi sonucunda GFLV enfeksiyonu tespit edilen ornekler
belirlenerek, bu izolatlarin molekiiler karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu amagcla

enfekteli Ornekler arasindan 4 GFLV izolat1 segilerek, viriis tanilama c¢alismalarinda
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kullanilan primer ¢ifti ve RT-PCR kosullar ile izolatlarin CP genleri gogaltilmistir.
Cogaltilan CP genlerinin kontrolii agaroz jel elektroforezi ile yapilmistir. Agaroz jel

elektroforezinde ayrica marker olarak “SGMO04 (BioBasic, Kanada)” kullanilmistir.

Secilen GFLV izolatlarina ait CP genlerinin diziliminin belirlenmesi amaci ile BM
Labosis firmasindan (Ankara) sekanslama hizmeti alinmistir. Sekanslama c¢ift yonlii olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen ham sekans verileri CLC Main Workbench

programinda birlestirilerek ileri analizler i¢in hazir hale getirilmistir (Ek 1-8).

Canakkale ili GFLV izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu amaci ile izolatlarin
kendi i¢lerinde ve diinyadaki diger izolatlar ile benzerlik oranlar1 ve filogenetik iligkilerinin
belirlenmesi amaci ile analizler ger¢eklestirilmistir. Bu amagla ilk olarak gen bankas1 veri
tabaninda GFLV izolatlarinin hedef CP genlerine karsilik gelen bolgeyi igeren izolatlar gen
bankasindan alinmistir (Tablo 5). Almman bu izolatlar ile birlikte Canakkale GFLV
izolatlarina ait Sequence Demarcation Tool programinda (Kumar vd. 2018) ¢oklu dizileme
yapilarak izolatlarin niikleotit (Sekil 3) ve amino asit (Sekil 4) diizeyinde birbirleri ile

gostermis olduklar1 benzerlik oranlar1 belirlenmistir.

Izolatlarin filogenetik iliskileri de CLC Main Workbench programinda belirlenmistir.
Bu amagla ilk olarak GFLV sekans verileri Clustal W ile dizilenmistir. Daha sonra bu diziler
neighbor-joining metodu ile 1000 tekrarlt bootstrap degeri uygulanarak GFLV izolatlarinin
filogenetik iligkilerini gosteren agaclar olusturulmustur. Ayrica filogenetik agacta agacin
dogrulugunu arttirmak amaciyla dis grup olarak olive latent ringspot virus (OLRV)

kullanilmastir.
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Tablo 5

Biyoinformatik analizlerde kullanilan bazi grapevine fanleaf virus (GFLV) izolatlarina ait

bilgiler

Erigim Numarast Izolat Adi Orijin
GU972571 CAZINA1l ABD
GU972572 CAZINA2 ABD
GU972573 CAZINA3 ABD
GU972576 CACSB1 ABD
GU972577 CACSB2 ABD
GU972579 CACSB4 ABD
GU972581 CACSC1 ABD
GU972582 CACSC2 ABD
NC003623 F13 Fransa
EF426852 GHu Macaristan
JN793478 MEnd Cekya
AY780901 Al7d Fransa
AY780902 AlOa Fransa
AY780903 B19a Fransa
AY780899 Al7a Fransa
JX513895 3138-01 ABD
JX513890 1050-02 Kanada
DQ922661 Vol50c2 Slovenya
DQ922663 Vol51c2 Slovenya
DQ922667 Vol52cl Slovenya
DQ922669 Vol54¢2 Slovenya
DQ922671 Vol55c1 Slovenya
DQ922674 Vol57cl Slovenya
DQ922676 Vol57¢3 Slovenya
DQ922677 Vol57¢c4 Slovenya
DQ922678 Vol57¢5 Slovenya
DQ922679 Vol57¢6 Slovenya
KU522585 SDHN Cin
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Avreoon2t HEMTCCHTT cHECEGGEHN GicH

avrsosse 1 TIBMTCCHRTE cBEcEccoil Hich
crvs HINENGGHEET ccllcicceic
orLv-11 ENEBGCHATE Golcicceic
crLv-19 TENBEGCETT coliciccelc THT GGHT i{d

avreosot 1 REBNTGCHET cHEETcccic N HcRACHATTE IIGIIIGIGI IGIII-II Illllll

AT lgsll

nc_ooze23 1 HMNEGGHTE cANNfcccic l IIGIIIGIGI GGIIIII II Illlﬂ
cuor2s711 TIBNTCGHTT CHENTGGGEG
cuer2s771 FEBBEGGS!
Dag26781 ENNGECH
pas2ses TEBNGGCH
Dag22671.1 HERNGE
DQe226671 HEBEGE!
6u9725821 HEMETG!
cugr2s721 ENETGCH
AY780903 1 |||.Ge||| enleesls
pa9zers 1 TENNTGGHTT Gllslessls
nasee31 IENNNGGHTN cllciceelc
DQ922674.1 Illlleslll sﬂeleesls
Dagere EMNEGGHEE cRNcEGGcEG
pa9zer71 TENETGGHETT GENcEGGeEGc N
Dag26611 HENENCCHTE

Tcccll cHETGceTc

GFLVAT ||_ss||| selelesem;

er4268521 TTABTGGGET CREETGGGTE

cuer2sett TIBBTGGEET cHBETGGGEc

n6138951 THENTCCHER Gnelseels
wrea4s 1 THEN

G- 660
BBTAGTcH AcETREAGTA TRMERBETIT G- IIIII IIIGGIIII -II- G 119
cHTAcTGE GGIIIIIGII IIII-IGI IIG THEAAR ATTcc@TTAT HEA

s -TTARED BTTCCATRA

Consewmn
%

60 80
| |
GFLV-8 (+3) EEcGHAMNER STTIISPIII BETCHTGNNKE EAABWQANME %0
GFLV-19 (+3) CGHAMIVER
GFLV-11 (+3) ECGHAMNER
AY780902.1 (+3) EECGHAMWER
AY780899.1 (+3) 1 ECGHAMWER

JX513890.1 (+3)
AY780901.1 (+3)
DQY22678.1 (+3)
DQY22667.1 (+3)
DQ922669.1 (+3)
DQY22671.1 (+3)
GUOT2581.1 (+3)
EF426852.1 (+3)
GUIT25821 (+3)
GUOT2572.1 (+3)
DQY22676.1 (+3)
DQY22661.1 (+3)
DQY22663.1 (+3)
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Sekil 4. Grapevine fanleaf virus izolatlarinin amino asit diizeyinde ¢oklu dizi

karsilastirmalari
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Arazi ve Viriis Tamlama Calismalari

Gergeklestirilen arazi ¢alismalar1 kapsaminda Canakkale Merkez ve Bayramicg’ten
13, Eceabat’tan 7, Lapseki’den 4 ve Bozcaada’dan 23 viriis ve viriis benzeri belirti gosteren
bitkilerden yaprak 6rnekleri alinmistir. Bu kapsamda toplamda 60 6rnek toplanmistir. Alinan
orneklerin RT-PCR ile GFLV enfeksiyonu agisindan testlenmesi sonucunda ise 34 ornekte
GFLV enfeksiyonu bulunmustur. GFLV enfeksiyonunun ilgelere gore dagilimi ise su
sekildedir: Bayramig¢’te 5 bitkide, Eceabat’ta 7 bitkide, Lapseki’de 4 bitkide ve
Bozcaada’dan ise 18 bitkide tespit edilmistir. Merkez ilgede toplanan 6rneklerde ise GFLV

enfeksiyonu tespit edilememistir (Tablo 6).

Toplanilan 6rneklerdeki GFLV enfeksiyon oranlarina bakildiginda ise toplanilan tiim
orneklerdeki enfeksiyon oranit %56.66 olarak belirlenmistir. Toplanilan 6rneklerdeki en
yiiksek enfeksiyon orant %100 ile Gelibolu ve Lapseki il¢elerinden elde edilirken, en az
enfeksiyon orani ise %38.46 ile Bayramic ilgesinden elde edilmistir. Bozcaada ilgesinde
tespit edilen enfeksiyon orani ise %78.26 olarak belirlenmistir. Daha 6nce de belirtildigi gibi

Canakkale Merkez ilgede GFLV enfeksiyonu tespit edilememistir (Tablo 6).

Calisma kapsaminda ilge bazinda alinan 6rneklerde enfeksiyon oranlari arasinda
homojen bir dagilim olmadig1 goriilmiistiir. Eceabat ve Lapseki’den alinan tiim 6rnekler
enfekteli ¢ikarken Merkez ilgeden aliman 13 Ornekte enfekteli bitkiye rastlanilmamustir.
Canakkale’de bagcilik cok eskiden beri yapilan bir iiretim faaliyetidir. Ancak bag alanlar
Bozcaada disinda modern bir iiretim sekline sahip degildir. Cogunlukla goble sistemi
seklinde tliretim yapilmaktadir ve yine Bozcaada disinda asma bitkileri oldukca yaghdir.
Ayrica ilge bazinda da toprak yapilar1 ve arazi yiikseltileri de birbirinden farklidir. Tim bu
bilgilerin 1s1nda ¢esit ozellikleri, baglarda uygulanan kiiltiirel islemler, toprak ve iklim

yapilarindan kaynaklanan farklilar, asma bitkilerinin yast ve viriisii tagtyan nematodlarin
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toprakta bulanma durumu gibi faktorler géz 6niinde bulunduruldugunda her ilgeden alinan

orneklerdeki enfekteli bitki sayisinda farklilik gostermektedir.

Tablo 6

Canakkale ili ve ilgeleri bag iiretim alanlarindan toplanilan ve grapevine fanleaf virus

(GFLV) ile enfekteli bulunan 6rnek sayilar1 ve GFLV enfeksiyon orani

flgeler Enfekteli Omek | Toplanan Ormnek | Enfeksiyon Orani (%)
Sayisi Sayis1

Bayramig 5 13 38.46
Eceabat 7 7 100.00
Lapseki 4 4 100.00
Bozcaada 18 23 78.26
Merkez - 13 -

Toplam 34 60 56.66

Canakkale de bag iiretimi yapilan alanlarda (GoOkgeada harig) hem ilkbahar
doneminde hem de sonbahar doneminde hemen hemen tiim bag alanlarina arazi ¢ikislar
yapilarak bitkiler gorsel olarak incelenmistir. Cok fazla bag alanlari gorsel olarak
incelenmesine ragmen sadece 60 bitkiden 6rnek alinmigstir. Her ne kadar 6rnek alinan bitkiler
icinde hastalikl1 bitki oran1 yiiksek olarak goriinse de (56.66) bu toplanan 6rnekler i¢indeki
hastalikli bitki oranini ifade etmektedir. Bununla birlikte bag alanlarinda GFLV benzeri
simptom gésteren bitki sayis1 oldukca azdir. Ulkemizde yapilan bir ¢ok calismada da farkli
enfeksiyon oranlar1 bildirilmistir. Ozaslan vd. (1995), iilkemizin Dogu Akdeniz ve Giiney
Dogu Anadolu bolgelerinde bag iiretimi yapilan alanlarinda bag viriislerinin varligina
yonelik yaptiklari bir galismada biyolojik testlemeler sonucunda 190 6rnegin 89’unu (%438)
grapevine fanleaf virus (GFLV) ile enfekteli bulurken, Cigsar (2002), Giineydogu Anadolu
bolgesi bag alanlarinda viriis ve virlis benzeri hastaliklarin durumunu belirlemek amaciyla
yiiriittiigii bir ¢alismada topladiklar1 1001 6rnekte GFLV ile enfeksiyon oranini%8,1 olarak
bulmuslardir. Bir bagka ¢alismada ise Karadeniz vd. (2018), Tokat ili ve ilgelerinde bag
liretimi yapilan alanlarda bagda viriis hastaliklarinin varligini belirlemek amaciyla yaptiklar
serolojik testler sonucunda GFLV enfeksiyon oranint % 0.3 olarak bulmuslardir. Bu

sonuglardan da anlasildig1 gibi GFLV enfeksiyon orani lilkemizin farkli bélgelerinde yapilan

28



bir¢cok caligmada farkli oranlarda tespit edilmistir. Tiim bu ¢alismalar bizim ¢alismamizda

farkli il¢elerde farkli enfeksiyon oranlarinin ortaya ¢ikmasini destekler niteliktedir.

GFLV ile enfekteli olarak bulunan Orneklerdeki en tipik virlis simptomlari
yapraklardaki glimiis renge donen sararmalar olarak gézlenmistir. Ayrica bu sararmalarin
bazen yapragin tamamini kapladigi bazen de sadece yaprak kenarlarinda olustugu
goriilmiistiir (Sekil 5). Ancak s6zii edilen bu belirtilere ilkbahar baglangicinda rastlanilmistir.
Sonbahar aylarinda yapilan Orneklemelerde c¢ok tipik simptom olusumu gozlenmedigi
durumlarda da GFLV enfeksiyonu tespit edilebilmistir. Bu baglamda etmenin ilkbahar
aylarinda olduk¢a karakteristik simptomlara neden olmasina ragmen, vejetasyon

periyodunun sonuna dogru bitki i¢indeki konsantrasyonunun arttig1 diistiniilmektedir.
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Sekil 5. Grapevine fanleaf virus ile enfekteli asma bitkilerinde gozlenen sararma belirtileri

Bu c¢aligmada araziden toplanan Ornekler RT-PCR yontemiyle test edilmistir.
Testlemeler siiresince yontem agisindan herhangi bir zorlukla karsilasilmamistir. Enfekteli
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ornekler RT-PCR sonucunda agaroz jelde beklenen biiyiikliikte bantlar olusturmustur (Sekil
6). GFLV floemde sinirl1 bir viriistiir. Bu nedenle dokulardaki konsantrasyonu mevsimsel
olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Ozellikle teshis amacli serolojik ydntemler
kullanildiginda bazen beklenen diizeyde iyi sonuglar vermeyebilmektedir. Bu kapsamda tani

ve teshis icin molekiiler bir yontem olan RT-PCR her zaman ¢ok daha duyarli bir yontem

olmasi nedeniyle birgok arastirici tarafindan basariyla kullanildig1 gériilmektedir (Rowhani
vd.,1993; Pourrahim vd.,2007; Eichmeier vd.,2010; Onder vd., 2015; Cepin vd., (2021).

Sekil 6. Toplanilan 6rneklerin RT-PCR ile testlenilmesine ait jel fotoraglar1 (M: Marker;
250-10.000 bg, NK: Negatif kontrol; su, PK: Pozitif kontrol; Bioreba GFLV pozitif kontrol)

Nitekim Onder vd., (2016a), iilkemiz baglarinda sorun olusturan ve yaygin olarak
bulunan grapevine fanleaf virus (GFLV)’u klasik RT-PCR ve ger¢ek zamanli RT-PCR
kullanarak teslemislerdir. Calisma kapsaminda daha onceden serolojik yontemlerle test
edilmis enfekteli bulunan ve saglikli 6rnekler kullanilmistir. Elde edilen sonuglar birbiriyle
kiyaslandiginda her iki molekiiler yonteminde GFLV nin teshisinde basariyla kullanildig:
belirtilmistir. Bu ¢calismada GFLV nin tanisinda molekiiler metotlarin basari ile tan1 amaclh

olarak kullanilabilecegini destekler niteliktedir.

GFLV ile enfekteli olarak bulunan bitkilerde gozlenen simptomlar {ilkemizde
simdiye kadar yapilan bircok c¢alismadan elde edilen sonuclar ile de benzerlik
gostermektedir. Kaya ve Erilmez (2014), Ege bolgesi bag alanlarinda viriis hastaliklarinin
belirlenmesi amaci ile gerceklestirdikleri ¢alismalarinda GFLV ile enfekteli bitkilerin

yapraklarinda sararma ve yelpaze seklini alma seklinde belirtilerin oldugunu belirtmislerdir.
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Tirkmen (2020), tarafindan Bat1 Karadeniz bdlgesinde gergeklestirilen bir ¢alismada da
GFLYV ile enfekteli bitkilerin yaprak damarlarinda renk acgilmalar1 oldugunu belirtmistir. Bu
baglamda bu ¢alisma ve belirtilen diger ¢alismalardan elde edilen GFLV belirtileri birbirleri

ile oldukga paralel olarak bulunmustur.

4.2. Biyoinformatik Analizler

Canakkale ili ve ilgelerinde tespit edilen GFLV izolatlarinin molekiiler
karakterizasyonlar1 amaci ile 4 GFLV izolati secilerek molekiiler karakterizasyonu
gergeklestirilmistir. Bu amagla GFLV enfeksiyonu tespit edilen her bir ilgeden bir izolat
olacak sekilde GFLV izolati belirlenmistir. Bozcaada’dan GFLV-8, Bayramig¢’ten GFLV-
11, Eceabat’tan GFLV-17 ve Lapseki’den GFLV-19 izolati se¢ilmistir. Se¢ilen bu izolatlarin
CP gen bolgesinin 321 bg’lik kismi1 RT-PCR ile ¢ogaltilmustir (Sekil 7).

Sekil 7. Grapevine fanleaf virus izolatlarinin RT-PCR ile kilif protein genlerinin

cogaltilmasini gosteren agaroz jel elektroforez sonucu (M: Marker; 100-5.000 bg)

Ulkemizde gerceklestirilen bir calismada da Rowhani vd. (1993)’nin tasarlanmis
olduklar1t GFLV spesifik primer ¢ifti ile GFLV enfeksiyonunun tanisi1 gergeklestirilmistir.
GFLYV enfekteli bitkilerden hedef 321 bg kilif protein geninin kismi dizilerine karsilik gelen
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bantlar elde edilmistir (Kaya ve Erilmez, 2014). Bu baglamda bu primer ¢iftinin basarili bir
sekilde GFLV enfeksiyon tanilama ¢alismalarinda ileriki yillarda da yapilmasi muhtemel

diger ¢alismalarda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Canakkale ili GFLV izolatlarinin kendi i¢lerinde niikleotit diizeyinde gostermis
olduklar1 benzerlik oranlarina bakildiginda %83-98 oraninda sekans benzerligi gosterdigi
belirlenmistir. Canakkale GFLV izolatlarindan 8, 11 ve 19 numarali sirasiyla Bozcaada,
Bayrami¢ ve Lapseki il¢elerinden elde edilen izolatlarin birbirleri ile oldukg¢a yakin sekans
benzerligine sahip oldugu goriilmiistiir. Eceabat’tan elde edilen 17 numarali izolatin ise diger
Canakkale izolatlar1 ile sahip oldugu sekans benzerlik oraninin genel olarak %83 diizeyinde

oldugu belirlenmistir (Sekil 8).

Diinya izolatlar1 ile niikleotit diizeyinde Canakkale GFLV izolatlarinin gostermis
olduklart sekans benzerlik oranlarina bakildiginda ise izolatlarin %76-90 arasinda bir
benzerlige sahip oldugu goriilmektedir. Niikleotit diizeyindeki benzerlik matriksi detayli
olarak incelendiginde bazi diinya izolatlarinin birbirleri ile %100 sekans benzerligi
gosterdigi de goriilmektedir. Ancak Canakkale GFLV izolatlar1 ile bu oranda sekans
homolojisi gdsteren izolat varlig1 olmadig1 goriilmektedir. Canakkale 8, 11 ve 19 numarali
sirastyla Bozcaada, Bayrami¢ ve Lapseki ilgelerinden elde edilen izolatlarin AY780901
erisim numarali, A17d kodlu Fransa orijinli izolat ile en yiiksek benzerlik oranini (%90)
gosterdikleri belirlenmistir. Eceabat izolat1 olan 17 numarali GFLV izolatinin ise en yiiksek
sekans benzerlik oranin1 EF426852 erisim numarali, GHu kodlu Macaristan izolat: ile %83
sekans benzerlik orani ile gosterdigi goriilmektedir. Genel olarak Tiirk izolatlarina sekans
benzerligi agisindan en uzak GFLV izolatinin ise JN793478 erisim numarali, MEnd kodlu
Cekya izolatinin oldugu belirlenmistir. Bu izolat ile Canakkale GFLV izolatlarinin sekans

benzerlik oran1 %76 olarak belirlenmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Grapevine fanleaf virus izolatlarinin niikleotit diizeyinde birbirleri ile gostermis

olduklar1 sekans benzerlik oranlari

Canakkale ili GFLV izolatlarinin amino asit diizeyindeki benzerlik oranlari
incelendiginde izolatlarin kendi iglerinde %93-98 arasinda benzerlikler gosterdigi
belirlenmistir. GFLV 8,11 ve 19 numarali siras1 ile Bozcaada, Bayrami¢c ve Lapseki
ilgelerinden elde edilen izolatlarin birbirleri ile %98 oraninda sekans benzerligi gosterdigi
belirlenmistir. Eceabat’tan elde edilen 17 numarali izolatin ise diger Canakkale
izolatlarindan sekans benzerligi acisindan oldukga farkli oldugu goriilmiistir. GFLV-17
numarali Eceabat izolatinin diger izolatlar ile sekans benzerlik oraninin %83 olarak

bulunmustur (Sekil 9).

Canakkale ili GLFV izolatlar1 ile diinya izolatlarinin amino asit diizeyindeki sekans
benzerlik oranlar1 karsilastirildiginda izolatlarin birbirleri %90-97 oraninda benzerlikler
gosterdigi belirlenmistir. Canakkale ili izolatlarina sekans benzerlik orani agisindan en yakin

izolatlar AY780901 erisim numarali A17d kodlu, NC003623 erisim numarali F13 kodlu ve
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AY780903 erisim numarali B19a kodlu Fransa izolatlari, GU972571 erisim numarali
CAZINAZ1 kodlu ve JX513895 erisim numarali 3138-01 kodlu ABD izolatlar1 %97 benzerlik
orani ile belirlenmistir. Canakkale ili GFLV izolatlarina en uzak olan izolat ise GU972577
erigsim numarasi ile CACSB2 kodlu ABD izolati %90 benzerlik orani ile belirlenmistir
(Sekil 9).
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Sekil 9. Grapevine fanleaf virus izolatlarinin amino asit diizeyinde birbirleri ile gostermis

olduklar1 sekans benzerlik oranlari

Pourrahim vd. (2007), Iran'm kuzey dogusunda bulunan iki farkli bolgeden elde
edilen bes farkli Grapevine fanleaf virus (GFLV) izolatini, ortii proteini (CP) gen dizilerine
dayali olarak karakterize etmislerdir. Biyoinformatik analizler sonucunda bu izolatlarin
genbankasinda bulunan diger GFLV izolatlar1 ile CP gen bdlgeleriyle %83.7-87.5
homolojiye ve kuzeybati Iran'dan gelen diger izolatlarla %83.0-87.1 homolojiye sahip

oldugunu belirtmistir. Bu ¢alismada elde edilen GFLV izolatlar1 kendi arasinda %98.6 ile
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%100 arasinda bir benzerlik gostermistir. Gergeklestirilen bu ¢alisma ile Pourrahim ve ark.

(2007)’nin elde ettigi sonuglar kismen birbirini destekler niteliktedir.

Canakkale ili GFLV izolatlar ile diinyanin farkli {ilkelerinden elde edilen GFLV
izolatlar1 kullanilarak olusturulan filogenetik agacta tiim izolatlarin 5 farkli gruba dagilim
gosterdigi goriilmiistiir. Canakkale ili GFLV izolatlarinin ise bu gruplardan ikisine dagilim
gosterdigi belirlenmistir. Canakkale ili izolatlarindan GFLV-§, 11 ve 19 numarali sirasiyla
Bozcaada, Bayrami¢ ve Lapseki il¢elerinden elde edilen izolatlarin 1. grupta, 17 numarali
Eceabat’tan elde edilen izolatin ise V. grupta yer aldigi belirlenmistir. Canakkale ili
izolatlarindan 8, 11 ve 19 numarali sirasiyla Bozcaada, Bayrami¢ ve Lapseki il¢elerinden
elde edilen izolatlara en yakin olarak bulunan izolat AY780901 erisim numarali, A17d kodlu
Fransa izolat1 olurken, 17 numarali Eceabat izolatina en yakin olarak bulunan izolat ise

EF426852 erisim numarali GHu kodlu Macaristan izolat1 olmustur (Sekil 10).
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Sekil 10. Grapevine fanleaf virus izolatlarinin niikleotit diizeyinde birbirleri ile gostermis

olduklar filogenetik iliskiler
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Pourrahim vd. (2007), iran'm kuzey dogusunda bulunan iki farkli bolgeden elde
edilen bes farkli grapevine fanleaf virus (GFLV) izolatini, ortii proteini (CP) gen dizilerine
dayali olarak karakterize etmislerdir. Filogenetik analizler sonucunda ise agagta iki ana grup
olustugunu belirtmislerdir. Birinci ana grupta diinya izolatlar1 yer alirken ikinci ana grupta
ise Iran izolatlarinin kiimelendigi bulunmustur. Gergeklestirilen bu ¢alismada 5, Pourrahim
vd. (2007)’nin ¢alismasinda ise 2 grup olusumunun kullanilan izolat sayis1 ve farkliligindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Gergeklestirilen bu calisma kapsaminda Canakkale ili ve ilgeleri bag iiretim
alanlarindan viriis ve viriis benzeri belirti gésteren 60 asma bitkisinden yaprak ve siirgiin
ornekleri alinmistir. Alinan 6rneklerin RT-PCR ile GFLV enfeksiyonu agisindan testlenmesi
sonucunda 34 bitkide etmenin enfeksiyonu tespit edilmistir. Bu sonugla toplanilan
orneklerde GFLV enfeksiyonu genel olarak %54.66 olarak belirlenmistir. Ornekleme
yapilan Canakkale Merkez il¢e disinda tiim ilgelerde GFLV enfeksiyonu tespit edilmistir.

GFLV  enfeksiyonunun tanilanmanasinda RT-PCR  metotunun  giivenle
kullanilabilecegi goriilmiistiir. Enfekteli olarak bulunan 6rneklerde tipik GFLV simptomlart
olan asma yapraklarindaki cesitli renk acgilmalar1 dikkat c¢ekmistir. Ayrica yapilan
gozlemlere dayali olarak sonbahar aylarinda yapilan érneklemelerde GFLV enfeksiyonunun

tespitinin daha giivenilir oldugu goriilmiistiir.

Canakkale ili GFLV izolatlarinin kendi iglerinde niikleotit diizeyinde gostermis
olduklar1 benzerlik oranlarina bakildiginda ise %83-98 oraninda sekans benzerligi gosterdigi
belirlenmistir. Canakkale 1li GFLV izolatlarinin amino asit diizeyindeki benzerlik oranlari
incelendiginde izolatlarin kendi iglerinde %93-98 arasinda benzerlikler gosterdigi

gorilmiistiir.

Diinya izolatlar ile niikleotit diizeyinde Canakkale GFLV izolatlarinin géstermis
olduklar1 sekans benzerlik oranlarina bakildiginda ise izolatlarin %76-90 arasinda bir
benzerligesahip oldugu goriilmiistiir. Canakkale ili GLFV izolatlar ile diinya izolatlarinin
amino asit diizeyindeki sekans benzerlik oranlar1 karsilastirildiginda izolatlarin birbirleri

%90-97 oraninda benzerlikler gosterdigi belirlenmistir.

Canakkale ili GFLV izolatlar ile diinyanin farkl {ilkelerinden elde edilen GFLV

izolatlar1 kullanilarak olusturulan filogenetik agacta tiim izolatlarin 5 farkli gruba dagilim
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gosterdigi goriilmiistiir. Canakkale ili GFLV izolatlarinin iki farkl filogenetik gruba dagilim

gosterdigi belirlenmistir.

Gergeklestirilen bu c¢alisma ile GFLV’nin Canakkale ilinde bag iiremi yapilan
alanlarinda varligt RT-PCR yontemi kullanilarak belirlenmistir. GFLV iilkemizde ve
diinyada yaygin olan ve iiretimde énemli ekonomik kayiplara neden olan bir viriistiir. Bu
nedenle Canakkale ilinde yeni kurulacak olan bag alanlar1 GFLV’nin vektorleri olan
nematodlar agisindan kontrol edilmeli ve temiz olan alanlarda bag tesis edilmelidir. Ayrica
tim c¢ok yillik ve tek yillik bitkilerde oldugu gibi bag iretiminde de saglikli {iretim

materyalleri ile yeni baglar kurulmalidir.

Bu calisma kapsaminda sadece 4 izolatin kismi kilif protein gen bolgesine gore
molekiiler karakterizasyon yapilmistir. Bundan sonraki ¢aligmalarda kilif protein genin
tamami Ve hatta viriisiin tiim genom dizi analizleri sekanslanarak tilkemize 6zgii izolatlara

ait tim genom bilgileri ortaya ¢ikarilmali ve bilim camiasinin hizmetine sunulmalidir.

Ulkemizde GFLYV ile ilgili bu zamana kadar yapilan ¢alismalar daha ¢ok biyolojik,
serolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak viriisiin teshisine yoneliktir. Bundan sonra bu
caligmalara ilaveten viriis-vektor iliskileri, dayaniklik ¢alismasi vb. gibi calismalar da

yapilarak viriisiin kontroliine yonelik yeni stratejiler gelistirilmelidir.
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EKLER

EK1

Canakkale ili Grapevine Fanleaf Virus izolatinin (GFLV-8) Niikleotit Sekans

Dizilimleri

TTACCGGATTGGCGTGGGTGATGAGCTTTGATGCTTATAATAGGATTACTAGT
AGAATTACTGCTAGTGCGGATCCTGTGTACACTCTGTCAGTCCCTCACTGGCT

TATCCACCATAAGTTGGGCACGTTTTCTTGTGAGATAGACTATGGAGAATTGT
GCGGTCATGCCATGTGGTTTAAGTCTACAACATTTGAATCTCCGCGGTTGCAT

TTCACATGTTTAACGGGCAACAACAAGGAGTTGGCGGCAGACTGGCAAGCTG
TCGTGGAACTATATGCTGAATTGGAAGAGGCCGCCTCTTTTCTTGGGAAACCC
AACTTTGG

EK 2

Canakkale li Grapevine Fanleaf Virus izolatinin (GFLV-11) Niikleotit Sekans

Dizilimleri

TTACCGGATTGGAGTGGGTGATGAGCTTTGATGCTTATAATAGGATTACTAGT
AGAATTACTGCTAGTGCAGATCCTGTGTACACTCTGTCAGTCCCTCACTGGCT

TATCCACCATAAGTTGGGCACGTTTTCTTGTGAGATAGACTATGGAGAATTGT
GCGGTCATGCCATGTGGTTTAAGTCCACAACATTTGAATCTCCACGGTTGCAT
TTTACATGTTTAACGGGCAACAACAAGGAGTTGGCGGCAGACTGGCAAGCTG
TCGTAGAACTATATGCTGAATTGGAAGAGGCCGCCTCTTTTCTTGGGAAACCC
AACTTTGG



EK3

Canakkale li Grapevine Fanleaf Virus izolatinin (GFLV-17) Niikleotit Sekans

Dizilimleri

TTACCGGATTGGCGTGGGTGATGAGTTTTGATGCTTACAATCGGATAACTAGT
AGGATAACTACTAGTGCCGACCCCATATACACCTTGTCAGTCCCACATTGGCT
TATCCACCATAAGTTGGGTACATTTACTTGTGAAATTGATTATGGAGAATTAT
GTGGCCATGCTATGTGGTTCAAGTCCACAACATTTGAGTCTCCAAGGTTGCAT
TTCACGTGCCTGACAGGTAATAATAAAGAGTTGGCGGCAGACTGGCAAGCTG
TCGTTGAATTGTATGCTGAGCTGGAAGAGGCCACATTTTTTCTTGGGAACCCC
AACTTTGG

EK 4

Canakkale ili Grapevine Fanleaf Virus izolatinin (GFLV-19) Niikleotit Sekans

Dizilimleri

TTACCGGATTGGCGTGGGTGATGAGCTTTGATGCTTATAATCGGATAACTAGT
AGAATTACTGCTAGTGCAGATCCTGTGTACACTCTATCAGTCCCTCATTGGCT
TATCCACCAGAAGTTGGGCACGTTTTCTTGTGAGATAGACTATGGAGAATTGT
GCGGTCATGCCATGTGGTTTAAGTCCACAACGTTTGAATCTCCACGGTTGCAT
TTCACATGTTTAACGGGCAACAACAAGGAGTTGGCGGCAGACTGGCAAGCTG
TCGTAGAACTATACGCCGAATTGGAAGAGGCCGCCTCTTTTCTTGGGAAACC
CAACTTTGG



EKS

Canakkale li Grapevine Fanleaf Virus izolatinin (GFLV-8) Amino Asit Sekans

Dizilimleri

TGLAWVMSFDAYNRITSRITASADPVYTLSVPHWLIHHKLGTFSCEIDYGELCGH
AMWEFKSTTFESPRLHFTCLTGNNKELAADWQAVVELYAELEEAASFLGKPNF

EK6

Canakkale ili Grapevine Fanleaf Virus izolatimin (GFLV-11) Amino Asit Sekans

Dizilimleri

TGLEWVMSFDAYNRITSRITASADPVYTLSVPHWLIHHKLGTFSCEIDYGELCGHA
MWFKSTTFESPRLHFTCLTGNNKELAADWQAVVELYAELEEAASFLGKPNF

EK7

Canakkale ili Grapevine Fanleaf Virus izolatimm (GFLV-17) Amino Asit Sekans

Dizilimleri

TGLAWVMSFDAYNRITSRITTSADPIYTLSVPHWLIHHKLGTFTCEIDYGELCGHA
MWFKSTTFESPRLHFTCLTGNNKELAADWQAVVELYAELEEATFFLGNPNF



EK 8

Canakkale ili Grapevine Fanleaf Virus izolatimin (GFLV-19) Amino Asit Sekans

Dizilimleri

TGLAWVMSFDAYNRITSRITASADPVYTLSVPHWLIHQKLGTFSCEIDYGELCGH
AMWEFKSTTFESPRLHFTCLTGNNKELAADWQAVVELYAELEEAASFLGKPNF
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