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ABSTRACT
This study was conducted to determine virus diseases on grapes in Izmir and Manisa provinces in 2007-
2010 using serological and molecular methods. In addition to this,detection and identification of grapevine viruses
on samples from Canakkale and Denizli in 2009-2010 were performed.

To identify of viruses in grapevine production areas in the four provinces, the samples were collected from
plants showing virus symptoms. Sampling was done 2 times a year in the spring and in the autumn. In the spring,
shoot and leaf samples were taken from annual shoots of plants with virus like symptoms (yellow mosaic,vein
clearing, ringspot, vein banding, fasciations, zigzag growth, shortening of internodes, abnormal branching). In the
autumn, reddish and rolling downwards leaf samples from annual shoots were collected. Totally 746 samples were
taken from plants with virus like symptoms in surveyed area in 2007-2010.

Identification of viruses was performed using serological and molecular methods. DAS-ELISA test results
showed that the plants were infected with GFLV, GFkV, ArMV, GLRaV 1, 2, 3 and 4-9 viruses. PCR analysis
confirmed DAS-ELISA results. In PCR tests, bands for GFLV, GFkV, ArMV, GLRaV 1, 2, 3 and 4 were obtained.
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Ege Bolgesi Baglarinda Viriis Hastaliklarinin Belirlenmesi

OZET

Bu ¢alisma 2007 ve 2010 yillarinda izmir ve Manisa illerinde bag alanlardaki viriis hastaliklarim serolojik
ve molekiiler yontemlerle belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. Ayrica 2009 ve 2010 yillarinda Canakkale ve
Denizli illerinden gelen sorunlar nedeniyle bu illerden de 6rnek alinarak viriis tanilar1 yapilmstir.

Calisma alanim kapsayan 4 ilde baglarda bulunan viriisleri tanilamak igin viriis belirtisi gosteren bitkileri
toplamak amaciyla giidiimlii drnekleme yapilmistir. Ornekleme, ilkbahar ve sonbahar olmak iizere iki donemde
yapilmistir. {lkbahar déneminde, viriis benzeri belirti (mozaik, damarlarda renk agilmasi, halkali lekeler, damar
bantlagmasi, siirgiinlerde yassilagma, ¢atallagsma, sekil bozuklugu, gelisme geriligi) gdsteren asma bitkilerinin yillik
stirgiinlerinden yaprak ve siirgiin ornekleri toplanmigtir. Sonbahar déneminde ise yine yillik siirgiinlerde,
yapraklarda kizarma ve asagi dogru kivrilma (6zellikle alt yapraklar) gosteren drnekler toplanmistir. 2007 ve 2010
yillarinda survey alaninda viriis belirtisi gdsteren asma bitkilerinden toplam 746 6rnek alinmustir.

Hastalik etmenlerinin tanilanmasi serolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak yapilmistir. DAS-ELISA

testi sonucu asma bitkilerinde GFLV, GFkV, ArMV, GLRaV 1, 2, 3 ve 4-9 enfeksiyonu oldugu saptanmistir. PCR



analiz sonuglari, DAS-ELISA sonuglar ile paralel olmusg ve birbirini dogrulamistir. PCR calismalarinda, GFLV,
GFkV, GLRaV 1,2,3 ve 4’¢ ait bantlar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Asma, asma virlsleri, survey, ELISA, PCR.

GIRiS

Diinyada bagcilik i¢in en elverisli iklim kusaginda yer alan iilkemiz ¢ok eski ve koklii bir bagcilik kiiltiirtine
sahiptir. Arkeolojik bulgulara gdre, asma tiiriiniin ilk olarak Kafkasya ve Anadolu’da kiiltiire alindig1 ve zamanla
buradan diinyanin hemen her yerine dagildig: kabul edilmektedir.

Ulkemiz istatistiklere gore, diinya iilkeleri arasinda, bag alan1 yoniinden Ispanya, Fransa ve italya’dan sonra
4 s1rada (540.000 ha), yas iiziim iiretimi yéniinden ise 5. (3.923.040 ton) siradadir. Ulkemiz bdlgeleri arasinda ise;
gerek alan (1.416.747da), gerekse iiretim (1.517.968ton) agisindan ilk sirayr Ege Bolgesi almaktadir (% 29).
Tiirkiye bagcilig iller bazinda degerlendirildiginde ise, hem alan (563.496 da) hem de iiziim iiretimi (1.080.043
ton) yoniinden % 51 oram ile Manisa ilk sirada yer almaktadir. Bunu %33 ile Denizli ve %10 ile Izmir takip
etmektedir (TUIK, 2010).

Ulkemizde iiretilen 3.923.040 ton yas iiziimiin yaklagik %25’i sofralik olarak tiiketilirken, %17,5’i
¢ekirdeksiz kuru liziim ve %15°1 ¢ekirdekli kuru iiziim olarak degerlendirilmektedir. Tiirkiye tiziim ihracat ile iilke
ekonomisi i¢in dnemli bir gelir kaynagini olusturmaktadir.

Asma bitkisi verim ve kaliteyi olumsuz etkileyen ¢ok sayida viriis ve viriis benzeri etmenlere konukguluk
etmektedir. Diinyada asmalarda 60’a yakin virlis hastalig1 kayithidir. Asma viriis hastaliklarinin bitki ve {irlin
tizerindeki etkisi virlisiin 1rkina, siddetine ve ¢evresel kosullara gore degiskenlik gosterir. Hafif irklar zararh etkiye
sebep olmazlar. Ancak siddetli irklar, asmanin zayiflamasina, 6liimiine, tiriinde verim ve kalite kaybina (% 60-80),
iretim materyali aliminda azalmaya ve pazar degerinin diismesine neden olurlar. Tiirkiye’de asmalarda en 6nemli
virlislerin Asma yelpaze yapraklilik viriisii (Grapevine fanleaf nepovirus-GFLV), Domates siyah halka leke viriisii
(Tomato ringspot nepovirus-ToRSV), Arabis mozaik viriisii (Arabis mosaic nepovirus-ArMV), Yildizims:1 mozaik
virisii, Govde ¢ukurlagsmasi viriisii, Asma flek virisii (Grapevine fleck vitivirus-GFkV), Asma A viriisii (Grapevine
A virus-GVA), Cilek latent halkali leke viriisti (Strawberry latent ringspot nepovirus-SLRSV), Ahududu halkaleke
virtisii (Raspberry ringspot nepovirus-RpRSV) ve Asma yaprak kivrilma virtsleri 1,2,3,5,6 ve 7 (Grapevine
leafroll associated closterovirus 1,2,3,5,6,7) oldugu bildirilmektedir (Kepsutlu ve ark., 1962; Tekinel ve ark., 1972;
Erdiller, 1982; Azeri, 1983; Giirsoy ve ark., 1988; Giirsoy, 1991; Azeri ve Cicek, 1995; Akbas ve Erdiller, 1993;
Ozaslan ve Yilmaz, 1994; Yilmaz ve ark., 1997; Caglayan ve Gazel, 1998; Koklii,1999; Koklii ve Baloglu, 2000;
Cigsar, 2002; Akbas ve ark., 2007; Buzkan ve ark., 2010).

Ulkemizde ve 6zellikle Ege bolgesinde gok eski zamanlardan beri asmanin yetistirilmesi viriis ve viriis
benzeri hastaliklarin durumunun incelenmesini 6nemli kilmaktadir. Asma gibi vejetatif olarak ¢ogaltilan bitkilerde
sistemik olarak bulunan bu hastalik etmenleri tiretim materyali ile yayilmaktadir.

Bu calisma ile 2007-2010 yillarinda Ege bélgesi bag alanlarimin % 60°mi1 olusturan Manisa, Izmir,
Canakkale ve Denizli illeri bag alanlarindan virlis belirtisi gosteren asma ornekleri toplanarak, serolojik ve

molekiiler yontemlerle incelenmis, bu hastaliklar agisindan son durumu ortaya konmustur.



MATERYAL VE METOT
MATERYAL
Calismanin ana materyalini, Manisa, Izmir, Canakkale ve Denizli illerinde baglarda viriis simptomlar1
gosteren asma bitkileri, asma viriislerinin tanisinda kullanilan ELISA kitleri, primerler ve molekiiler analiz i¢in
gerekli olan kimyasal maddeleri olusturmustur.
METOT

Survey :
Caligma alanim kapsayan 2 ilde (Manisa ve Izmir) baglarda bulunan viriisleri tanilamak icin viriis belirtisi

gosteren bitkileri toplamak amaciyla giidiimlii 6rnekleme yapilmistir (Hewitt and Gifford 1956, Bovey 1965, Bora
ve Karaca 1970). Tarim il miidiirliiklerinden alinan ekilis alanlari, ekolojik faktorler, isgiicli ve zaman faktorleri de
gbz Oniine almarak 2007-2010 yillarinda kontroller yapilmistir. Orneklemeler sirasinda ekolojik faktérlerden
dolay1 farkli viriisleri belirleyebilmek amaciyla birbirinden uzak ve degisik yonlerdeki yerlesim birimleri kontrol
edilmistir.

Surveyler sirasinda 4 ile bagli, 13 ilge smurlari igerisinde bulunan toplam 189 bag alaninda gozlemler
yapilarak yaprak ve siirgiin 6rnekleri alinmuistir.

Ornekleme, ilkbahar ve sonbahar olmak iizere iki dénemde yapilmustir. {lkbahar déneminde, viriis benzeri
belirti (mozaik, damarlarda renk acilmasi, halkali lekeler, damar bantlagmasi, siirgiinlerde yassilagma, catallagma,
sekil bozuklugu, gelisme geriligi) gosteren asma bitkilerinin bir yillik siirgiinlerinden yaprak ve siirgiin 6rnekleri
toplanmustir. Sonbahar doneminde ise yine bir yillik siirgiinlerde, yapraklarda kizarma ve asagi dogru kivrilma
(6zellikle alt yapraklar) gosteren bitkilerden ornekler toplanmistir. Kontrollerde omcalarin dort tarafinda yaprak,
stirgiin, salkim ve govdeleri incelenmis, 6rnekleme yapilmistir. Toplanan &rnekler polietilen torbalar iginde
etiketlenerek buz kutusunda laboratuvara getirilmis ve testleninceye kadar + 4°C’ de buzdolabinda saklanmustir.

Survey alaninda, Manisa ili ve ilgelerinde Yuvarlak cekirdeksiz, izmir ili Menemen ilgesinde Yuvarlak
¢ekirdeksiz, Kemalpasa ilcesinde Yuvarlak c¢ekirdeksiz ve saraplik gesitler, Urla ilgesinde saraplik cesitler
(Bogazkere, Okiizgdzii, Syrah, Cabarnet Sauvignon, Merlot, Bornova Misketi), Menderes ilgesi Oglananasi
beldesinde saraplik cesitler (Merlot, Syrah, Colombar, Okiizgdzii), Efem Cukuru beldesinde ise sofralik gesitlerden
(Alphonse Lavallee) ornek alinmistir. Canakkale ili Merkez ilgesinden saraplik cesitlerden, Denizli ili Cal
ilcesinden Cal karasi, Yuvarlak ¢ekirdeksiz, Bogazkere, Okiizgdzii, Kinikl1 ve Saraykdy ilgelerinden ise Yuvarlak

¢ekirdeksiz gesitlerinden 6rnek alinmistir.

Serolojik Yontemler (DAS-ELISA)

Survey g¢alismalar1 sonucunda ilkbaharda ve sonbaharda asma bitkilerinden alinan yaprak ve siirglinlerdeki
virisleri tespit etmek i¢in DAS- ELISA testi yapilmistir (Clark and Adams, 1977; Gonsalves, 1979; Ramsdell et
al., 1979; Engelbrecht, 1980; Shanmugathan and Fletcher, 1982). Asma 6rnekleri, ilkbahar doneminde Grapevine
fanleaf nepovirus (GFLV), Arabis mosaic nepovirus (ArMV), Tobacco black ring nepovirus (TBRV), Strawberry
latent ringspot nepovirus (SLRSV), Raspberry ringspot nepovirus (RpRSV), Tobacco ringspot nepovirus (TRSV),
Tomato ringspot nepovirus (TORSV), Grapevine fleck vitivirus (GFkV) ve Grapevine A vitivirus (GVA), sonbahar
doneminde ise Grapevine leafroll associated closterovirus 1,2,3,4-9,6,7 (GLRaV 1,2,3,4-9,6,7) tam Kkitleri ile
BIOREBA firmasinin prosediirlerine gore DAS-ELISA testleri gergeklestirilmistir. GLRaV-5 i¢in ADGEN

firmasinin 6nerdigi prosediire gére DAS-ELISA testleri yapilmustir.



Baglarda, ilkbaharda asmalarin viriis belirtisi gosteren gen¢ yapraklarindan ve siirglinlerin floem
kazintilarindan, sonbaharda ise belirti gosteren orta ve alt yapraklardan ve siirgiinlerin floem kazintilarindan 6rnek
hazirlanarak DAS-ELISA testleri ger¢eklestirilmistir.

Sonuglar E Max Precision Microplate Reader cihazi kullanilarak 405 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak degerlendirilmistir. Orneklerde saglikli kontroliin 3 kati olan absorbans degerleri enfekteli olarak

degerlendirilmistir (Erkan ve ark.,1994).

Molekiiler Yontemler
Total Niikleik Asit (TNA) Ekstraksiyonu

TNA ekstraksiyonunda kullanilan tiim malzemeler yapisina uygun olarak ekstrakte edilmistir. Her izolat
icin yaklasik 100 mg yaprak kullanilarak, 1 ml %1 mercapto-ethanol igeren eckstraksiyon tampon ¢ozeltisi
varliginda steril 6rnek posetleri iginde ezilmistir. Tiipler 1siticidda 70 °C 10 dakika bekletildikten sonra 5 dakika
buzda bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis, st sividan 300 pl alinarak
yeni tiiplere aktarilmistir. Tiplere 150 pl ethanol, 300 ul 6M Nal, 50 pl silika siispansiyonu eklenerek 10 dakika
oda sicakliginda birakilmistir. Tiipler 6000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra {ist stvi atilmig tiipiin i¢inde
kalan silika partikiillerinin yikanmasi i¢in 500 pl yikama tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Bu islemden sonra tiipler
6000 rpm’de santrifiij edilmistir. Yikama islemi iki kere yapilmistir. Yikamadan sonra silika partikiilleri iceren
tiiplere 150 pul RNAse’dan ari steril su eklenmistir. Tiipler 70 °C ’ de 4 dakika inkube edilen tiipler 13000 rpm’de 3
dakika santrifiij edilmistir. Tipiin st kisminda kalan sividan 100ul alinarak yeni tiiplere aktarilmis ve TNA
ekstraksiyonu tamamlanmistir. Ornekler cDNA sentez ve PCR uygulamalari yapilincaya kadar -80°C’de derin

dondurucuda saklanmistir (Foissac et al., 2000).

Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

TNA ekstraksiyonu yapilmis olan 6rneklerden komplementer DNA (cDNA) sentezi gerceklestirilmistir. Bu
amacla Fermentas firmasindan temin edilen cDNA sentez kiti firmanin belirttigi prosediir dogrultusunda
kullanilmistir. Calismada ilk olarak ependorf tiiplerinin igerisine 2 ul TNA, 1 pl Oligo(dt) primer konulmus ve
RNAse free su ile 12ul’ye tamamlanmistir. 65 °C’de 5 dakika inkubasyon uygulandiktan sonra tiipler buz iizerine
konulmus ve i¢lerine sirasiyla 4 pl 5X reaction buffer,1 pul Ribolock Ribonuclease inhibitorii, 2 pl 10mM dNTP,
1 ul M-MuLV reverse transcriptase eklenerek toplam 20 pl hacme ulagilmistir.

Kisa siireli santrifiij uygulandiktan sonra 42 °C’de 60 dakika ve 70 °C’de 5 dakika inkubasyon uygulanarak

cDNA sentez agsamasi tamamlanmustir.

PCR Yontemi
PCR ¢alismalarinda, GFLV, GFkV, GLRaV-1, 2, 3.4 ve 9 igin kullanilan primerler Cizelge 1’de verilmistir.

PCR islemi Fermentas firmasinin 6nerdigi prosediire gore 50 pl hacimde yapilmustir. Steril PCR tiiplerine 25 pl 2x
PCR master mix, 1 pl primerl, 1 ul primer 2, 2 pl cDNA ve 21 pl nuclease free su eklenmistir. Tiipler PCR
cihazina yerlestirilerek test edilecek viriis i¢in spesifik olan program uygulanmistir. Tiim islemler boyunca eldiven
kullanilmis ve herhangi bir kontaminasyon olasiligini belirlemek i¢in de niikleik asit eklemeden sadece karisimin

yer aldigt bir tiipte ( su kontrol) PCR programinda 6rneklerle birlikte cogaltma iglemine tabi tutulmustur.



Cizelge 1. Molekiiler yontemle testlenen asma viriisleri, primerleri ve PCR programlari

Hedef Primer Dizilimi Baz Uzunlugu Referans
Viriis/Primer

GFLV-V1-F ACC GGATTG ACG TGG GTG AT 321 bp Rowhani et al.,1993
GFLV-C1-R CCAAAGTTG GTT TCC CAAGA
GFkV-F TTCCTCTTCATGAACATGACCGTGG 262 bp Matus et al.,2008
GFkV-R ACAACACAATCCAGAAGGATAC
GLRaVv1-F CGACCCCTTTAT TGT TTG AGT ATG 401 bp Martin et al.,2005
GLRaV1-R GTT ACGGCCCTTTGT TTATTATGG
GLRaV 2-F ATA ATT CGG CGT ACATCC CCACTT 332bp Martin et al.,2005
GLRaV 2-R GCC CTC CGC GCA ACT AAT GAC AG
GLRaV3-F CGC TAG GGC TGT GGA AGT ATT 546 bp Turturo et al.,2005
GLRaV3-R GTT GTC CCG GGT ACC AGA TAT
GLRaV4up CCAACTGTCGTGGGTATAAGGAAT 243 bp Maliogka et al.,2008
GLRaV4do CCCAGACACCGGTCCTATACTIA
GLRaV9-F CGGCATAAGAAAAGATGGCAC 393 bp Alkowni et al.,2004
GLRaV9-R TCATTCACCACTGCTTTGAAC

Agaroz Jel Elektroforez Yontemi
100 ml 1X TAE tamponu icine 1,5 g agaroz konularak mikrodalga firinda 3.5 dakika tutulmus ve

eritilmistir.
Elektroforez kosumu, 100 V’da, yatay diizenekte 60 dakika siireyle ve 1X TAE c¢ozeltisi igerisinde
uygulanmustir. Jel yiikkleme yapilmadan 6nce drneklere (10pl 6rnege) 2l yiikleme tamponu eklenmistir.
Elektroforez isleminden sonra etidium bromide ile boyama islemi gergeklestirilmistir. Etidium boyamadan

sonra jel goriintiileme cihazi ile goriintiilenmis ve fotografi ¢ekilmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Survey Calismalarina iliskin Bulgular

2007 ve 2010 yillar1 arasinda gerceklestirilen survey c¢aligmalarinda, Manisa, Izmir, Denizli ve Canakkale
illerinden 13 ilge ve 189 bagda kontroller yapilmis ve 746 omcadan 6rnek alinmigtir. Surveyler sirasinda kontrol

edilen il ve ilgeler, bag sayilar1 ve alinan 6rnek miktarlart Cizelge 2°de gosterilmistir.

Bag Alanlarindaki Asmalarda Gériilen Belirtiler

Survey yapilan biitiin bag alanlarinin bilyiikk bir kisminda virlis hastaliklarinin belirtilerini gdsteren omcalara
rastlanmustir. Tlkbahar déneminde, asmalarin yapraklarinda damar agilmasi, damar bantlasmasi, deformasyon, sari
lekelenme, sararma, anormal dislenme, yelpaze seklini alma ve kiigiilme; siirglinlerde bogum aralarinda kisalma,
zig zag gelisme, catallanma, ¢ift siirgiin olusumu ve yassilagsma; salkim ve danelerde kiiglilme, seyrek dane
olusumu en ¢ok karsilagilan belirtiler olmustur (Sekil 1).

Sonbahar déneminde, yapraklarda ige dogru kivrilma, yaprak damarlar1 yesil kalip yaprak ayalarinda kirmizilasma
(kirmiz1 asma cesitlerinde), yaprak ayalarinda sararma (beyaz asma gesitlerinde); salkim ve danelerde gec ve

diizensiz olgunlasma, danelerin normal rengini alamamasi en 6nemli belirtiler olarak gézlenmistir (Sekil 2).




Cizelge 2. 2007-2010 yillarinda Manisa, izmir, Denizli ve Canakkale illerindeki baglarda drnekleme yerleri ve

alian ornek sayilari

il ilge Orneklenen Alinan érnek sayisi
bag sayisi Ilkbahar Sonbahar
Ahmetli 10 13 10
MANISA Alasehir 35 97 72
Salihli 20 18 16
Sar1gol 29 37 28
Turgutlu 15 20 16
Toplam 109 185 142
o Kemalpasa 20 51 50
IZMIR Menderes 10 49 73
Menemen 20 29 24
Urla 7 25 26
Toplam 57 154 173
Cal 5 5 5
DENIZLI Kiniklt 2 4 6
Saraykdy 7 10 15
Toplam 14 19 26
CANAKKALE Merkez 9 22 25
Genel Toplam 189 746

Sekil 1. GFLV ile enfekteli asma yapraklarinda sar1 lekelenme ve sararma, siirgiinlerinde bogum aralarinda

kisalma ve catallanma

Sekil 2. GLRaV ile enfekteli asma yapraklarinda kizarma ve ige dogru kivrilma (kirmizi gesit), sararma ve
ice dogru kivrilma (beyaz gesit)



DAS-ELISA Testlerinden Elde Edilen Bulgular

Baglarda, ilkbaharda asmalarin viriis belirtili geng yapraklarindan ve siirglinlerin floem kazintilarindan, sonbahar

da ise viriis belirtili orta ve alt yapraklar ile siirgiinlerin floem kazintilarindan 6rnek hazirlanarak DAS-ELISA

testleri gergeklestirilmistir.

Manisa, izmir, Denizli ve Canakkale bag alanlarinda asma bitkilerinden alman érneklerde viriislerin saptanmasi

amaciyla DAS-ELISA testleri gerceklestirilmis ve sonuglar Cizelge 3, 4, 5’de gosterilmistir.

Cizelge 3. 2007-2010 yillarinda Manisa ili ve ilgelerinden alinan 6rnek sayilar1 ve DAS-ELISA testi sonucu asma

orneklerinde saptanan viriislerin dagilimi

Ilkbahar Sonbahar

Viriislii 6rnek sayis1 _ Viriislii 6rnek sayis1 _

w v

> >

3 b

% %

= =

St S

@ IS :: ::

2 = £

> > = =

TS £ g

L < = e =N

Ol g g = | ~§f o | < v o ~ s

> > > t| 2 2| = > > > > > > 2

212022 22 =23z <z 2|2 E| 2| &8 & &E8E ¢ E

L g S mf 5 o L & 2 4 L[| LW » [t J0 a0 g 4 4 4 4 @ Y OFE

O| H < | »| x| O] = Ol Of O | O Ol O O] O] O O] O] =] |
5

e | 13 | 5 | -|-|-|-1-1-1-|-1-1-1-18 |10 |- -|4/ - -]1-1-]-/-|-1S6s
=
<
—
£

G| o7 |48 |- |a|-|-|-|7]|-|-|-|7 |7|28]| 72 |0|-|32|3|-|-|-|-|-]-]27
<
< =

L= | 18 [0 |-|-|-|-1-1-]-1-1-|-1-|181 16 |- |-|8/|-|-|-|-1-]-]-/]f3s
Zl 8
=
'::o‘b

2 T v A 0 [ [ I e e L e e e I N /oI - O N O N N [ [ S [ (O ¥ 1
A
=

S| 2 |5 | -|-|-|-]-|-|-1-1-|a/ -{1a] 16 |- |-|-|-|-|-]|-/-|-1]-]au6
2

Genel | g5 | g5 |- |a|-|-|-|7]-|-|-|1|7]7a] 242 |20]|-]62|3|-|-|-]-|-|-]|c¢8
Toplam




Cizelge 4. 2007-2010 yillarinda Izmir ili ve ilcelerinden alinan 6rnek sayilari ve DAS-ELISA testi sonucu asma
orneklerinde saptanan viriislerin dagilimi

ilkbahar Sonbahar
Viriislii 6rnek sayisi - Viriislii 6rnek sayisi _
172} 172}
> >
g b
22 2
P D
=] =
St S
H=) H=)
=| &£|5 A 5
’ =3 & =3 &
o o
= >>E = E
Xl 5| € S
Ll <l = P =%
o 5| 2 Sl S 23333 >
> > > Il 3 2 2
2 2| 2122 2 =2z <z 23 2 ERARIEEEE 2| £
w| Sl S| o I o 0| x|t 2] 4| w| w| » _J_|_|_|_|_|_|f25‘25§>
Ol H| <l Hl ol Ol - O] O] O] O (O] BNG) Ol O Ol O O] ol |
<
)
T§51 15 2 4 30 50 [ 2| 2 | 19 1] 1 25
o
2
g
§4912-8-------3-267356345----9410
Q
=
&
o
=
Nl <
£
e | 29 |1 -1 - f-1-1-11]-]-]-|1f(-116)] 24 (-] 2 |w0O]-]-]-]-/- 12
D
=
©
%25--4---------21261111----34 6
Genel
Toplam 154 | 38 - 2 1-f(-1-131-1-|-18]-]93 173 | 8| 12 | 74 |5 -|-|-14] 14 |4] 53

Cizelge 3, 4, 5 incelendiginde, 2007-2010 yillarinda, Manisa ilinde, virlis slipheli asma bitkilerinden
ilkbahar doneminde alinan 185 &rnegin, % 46’st GFLV, % 2.16’st ArMV, % 3.78’i GFkV ile enfekteli
bulunmustur. Ayrica 6rneklerin % 6’sinda GFLV ve GFkV’nin, % 3.80’inde GFLV ve ArMV’nin birlikte
bulundugu karisik enfeksiyonlar saptanmustir. {lkbahar dénemlerinde baglardan alinan &rneklerde test sonuglarina
gbre % 46 oraniyla en yaygin viriis olarak GFLV belirlenmistir. Izmir ilinde ise ilkbahar doneminde alman 154
ornegin, % 24.67°si GFLV, % 7.79'u ArMV, % 1.94’i GFkV ile enfekteli bulunmustur. Ayrica drneklerin %
5.19’unda GFLV ve GFkV’nin birlikte bulundugu karisik enfeksiyonlar saptanmustir. {lkbahar donemlerinde
baglardan alinan 6rneklerde test sonuglarina gore % 24.67 oraniyla en yaygin viriis olarak GFLV belirlenmistir.
Canakkale ilinden viriis siipheli asma bitkilerinden ilkbahar déneminde alinan 22 6rnegin, % 19’u GFLV, ve %
19°u GFKV ile enfekteli bulunmustur. {lkbahar dénemlerinde baglardan alinan drneklerde test sonuglarina gore
yaygin virisler olarak GFLV ve GFkV belirlenmistir. Sonbahar donemlerinde ise % 20 orami ile GLRV-3
saptanmustir. Denizli ilinden ise viriis stipheli asma bitkilerinden ilkbahar déneminde alman 19 6rnegin % %53’
GFLV ve % 15.8’i GFkV ile enfekteli bulunmustur. Sonbahar doneminde ise % 11.54’ oraninda GLRV-3
saptanmistir. Bolgemizde asma viriisleri ile ilgili yiiriitillen ¢alismalarda; Ege bolgesinde Akdogan (1958) ve

Kepsutlu ve ark.(1962), makroskobik gozlemlerde asmalarda verimsizlik ve durgunlugun bulasik soysuzlasma




hastaligindan (GFLV) kaynaklandigini bildirmistir. Azeri (1983), Izmir ve Manisa illerinde Sultani ¢ekirdeksiz
asmalarin % 100 Yelpaze yaprak viriisii ile bulasik oldugunu saptamistir. Giirsoy ve ark. (1988), bolgemizde iyi
gelisme gosteren asmalarda bile GFLV enfeksiyonu oldugunu bildirmistir. Yaprak kivrilma hastaliklar1 (GLRaV)
ile ilgili yapilan galismalarda da, Azeri (1990) izmir, Manisa ve Tekirdag illeri bag alanlarinda iiretilen Alphonse,
Emperior, Gamay, Papaz karasi, Semillon ve Tokay gibi ¢esitlerde GLRaV’nin % 45-85 oraninda bulundugunu ve
hastaligin meyve ve verim kalitesinde azalmalara yol a¢tigini bildirmistir. Yilmaz ve ark. (1997) Bozcaada,
Canakkale, Izmir, Manisa ve Nevsehir yoresindeki bag sahalarinda yapmis olduklar1 surveylerde, GLRaV’nin 1, 3
ve Ttiplerinin oldugunu ortaya koymuslardir. Giineydogu Anadolu bolgesinde bag alanlarinda yapilan ¢alismada da
ELISA yontemi ve biyolojik indeksleme sonucunda GFLV, GLRaV, AtMV ve GFkV viriisiinii tespit etmislerdir
(Ozaslan ve Yilmaz,1994).Akbas ve ark. (2007 ve 2009), i¢ Anadolu bélgesinde asmalarda en sik karsilasilan
viriisi GLRaV-1 oldugunu, bunu GLRaV-3, 7 ve 2’nin izledigini belirtmislerdir. Trakya bolgesinde de asma
yaprak kivrilma viriislerinden GLRaV-1 ve GLRaV-3 en yaygin olarak saptanmistir (Koklii ve Baloglu, 2000). Bu
¢alismadan ve konu ile ilgili yapilan diger ¢alismalardan da goriildiigii gibi, bolgemizde, kisa bogum, bulasik
soysuzlagma ya da yelpaze yapraklilik olarak adlandirilan GFLV, yaprak kivrilma hastaliklarindan GLRaV 1 ve

3’lin yaygin ve 6nemli oldugu goriilmektedir.

Cizelge 5. 2009-2010 yillarinda Canakkale ve Denizli illeri ve ilgelerinden alinan 6rnek sayilart ve DAS-ELISA
testi sonucu asma orneklerinde saptanan viriislerin dagilimi
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MolekiilerTestlerden Elde Edilen Bulgular

Izmir ve Manisa illerinden toplanan ve DAS-ELISA testi sonucunda GFLV ile enfekteli bulunan asma bitki
orneklerinden, PCR ¢aligmalart sonucunda 321 baz ¢ifti biiyiikligiinde DNA bantlar1 elde edilmistir. GLRaV-3 ile
enfekteli asma bitki 6rneklerinden ise 546 baz ¢ifti biiyiikliigiinde bantlar gériintiilenmistir(Sekil 3).

546 bp

L; 100 bp DNA ladder, 1-4; GLRV-3 ile enfekteli 6érnekler, 5-8;, GFLV ile enfekteli
érnekler, W; su kontrol

Sekil 3. GLRaV-3 ve GFLV ig¢in uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintilleme sisteminde ¢ekilmis fotografi.

PCR c¢alismalar1 sonucunda, GLRaV-2 ile enfekteli asma bitki orneklerinde 332 baz ¢ifti, GLRaV-1 ile
enfekteli asma bitki 6rneklerinden 401 baz gifti biyiikliiklerinde DNA bantlari elde edilmistir (Sekil 4,5).

1000 ll
500 bp o1
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L; 100 bp DNA ladder, 1-4; GLRV-2 enfekteli 6mekler, H; saglikii kontrol, W; su kontrol
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500 bp 101 bp

- . D e
300 bp
e

100 bp

L; 100 bp DNA ladder, 1-4; GLRV-1 ile enfekteli drnek, H; saghkh
kontrol, W; su kontrol

Sekil 4. GLRaV-2 i¢in uygulanmis olan RT-PCR testi Sekil 5. GLRaV-1 i¢in uygulanmus olan RT-PCR testi sonucunun jel
sonucunun jel goriintiileme sisteminde ¢ekilmis fotografi goriintiileme sisteminde ¢ekilmis fotografi

PCR analizleri ile, GFkV ile enfekteli asma bitki drneklerinden 262 baz ifti biiyiikliigiinde DNA bantlar1
elde edilmistir (Sekil 6).

DAS-ELISA testinde GLRaV 4-9 antiserumu ile pozitif reaksiyon veren asma bitki 6rneklerine GLRaV-4 ve
GLRaV-9’a ait primerler kullanilarak PCR analizleri yapilmistir. PCR c¢alismalar1 sonucunda, asma bitki
orneklerinde GLRaV-4 i¢in 204 baz ¢ifti biiyiikliigiinde DNA bantlar1 elde edilmistir (Sekil 7). GLRaV-9

primerleri ile yapilan PCR analizlerinde ise bant elde edilmemistir.



1

300 bp

100 bp

L, 100 bp DNA ladder, 1-7, GFkV enfekteli érmekler, w; su kontrol L; 100 bp DNA ladder, 1,2,3,6,7 ;GLRV 4 enfekteli srekler, w; su kontrol

Sekil 6. GFkV i¢in uygulanmis olan RT-PCR testi Sekil 7. GLRaV-4 i¢in uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun
sonucunun jel goriintiileme sisteminde ¢ekilmis fotografi jel goriintiileme sisteminde gekilmis fotografi

Asma viriislerinin tanilanmasinda biyolojik indeksleme, serolojik testler (DAS-ELISA), dsRNA, RT-PCR,
nested PCR ve Real Time PCR yontemleri kullanilmaktadir (Gugerli et al. 1984, Rowhani 1992, Habili et al. 1992,
Boscia et al. 1997, Acheche,et al., 1999, Digiaro et al. 2000, Rowhani et al.,2000, Dovas and Katis 2003, Maliogka
et al. 2008). Bu ¢alismada asma viriislerinin teshisinde DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri kullanilmistir. Analiz
sonuglaria gore, testlenen Orneklerde DAS-ELISA testleri ve RT-PCR sonuglar birlikte degerlendirildiginde,
sonuglarin birbirleri ile paralel oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada da Buzkan ve Walker (2001)’in bildirdigi gibi,
viral RNA’y1 elde etmede kullanilan silika yontemi etkili bulunmus, virlisiin bitki dokusunda disiik
konsantrasyonda olmasi ve diizensiz dagilmasina ragmen yiiksek kalitede RNA elde edilmistir.

PCR c¢aligmalarinda, GFLV Rowhani et al (1993), Buzkan ve Walker (2001); GLRaV-3 Turturo et al (2005);
GLRaV-1 ve 2 Martin et al (2005); GFkV, Matus et al. (2008) ve GLRaV-4 Maliogka et al. (2008)’un 6nerdigi

primerler kullanilarak RT-PCR yontemi uygulanmis ve ayni sonuglar elde edilmistir.
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