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Arastirma Makalesi
Canakkale Ili Bag Alanlarinda Grapevine Fanleaf Virus Izolatlarinin Tespiti
ve Molekiiler Karakterizasyonu

Aysenur SIRIN?, Ali KARANFIL!, Savas KORKMAZ*

(0Y/
Bag alanlarinda verim ve kaliteyi diisiiren en 6nemli faktorlerin basinda hastalik ve zararlilar gelmektedir.
Bunlarin igerisinde miicadelenin zor olmasi nedeni ile viriis hastaliklari biiyiik bir 6neme sahiptir. Bag
alanlarinda gerceklestirilen c¢aligmalar neticesinde ¢ok sayida virlis hastaligi tanimlanmistir. Bu viris
hastaliklarindan bir tanesi de grapevine fanleaf virus (GFLV)’dur. GFLV ile ilgili olarak iilkemizde ¢ok sayida
calisma yapilmasina ragmen, caligmalarin biiyiik bir kism1 viriistin tespitine yonelik olmustur. Bu ¢aligma
etmenin tespiti ve izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu amaci ile yiiriitiilmiistiir. Bu amagla Canakkale ili
ve ilgeleri bag iiretim alanlarinda viriis ve viriis benzeri simptom gosteren 60 bitkiden 6rnekler alinarak GFLV
spesifik primer cifti ile ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) kullanilarak testlenmistir.
Gergeklestirilen testlemeler sonucunda toplanilan 6rneklerin 34’iinde GFLV enfeksiyonu tespit edilmistir.
Toplanilan drneklerdeki GFLV enfeksiyon orani ise %56.66 olmustur. Enfekteli 6rneklerde en dikkat ¢eken
simptom tipi yapraklardaki sarimtirak klorozlar ve yaprak deformasyonlar1 olarak belirlenmistir. Izolatlarin
molekiiler karakterizasyonu amaci ile enfekteli olarak bulunan drneklerden elde edilen 4 izolat segilerek kendi
iclerinde ve diinya izolatlar1 ile kilif protein (CP) gen bolgesine gore gostermis olduklar1 benzerlik ve
filogenetik iliskileri arastirilmistir. Molekiiler karakterizasyon ¢alismalart sonucunda Tiirk ve diinya
izolatlarinin birbirleri ile %85 ve iizeri niikleotit ve amino asit benzerligi gosterdigi saptanmistir. Filogenetik
analizler sonucunda ise Tiirk izolatlarinin iki farkli gruba dagilim gosterdigi belirlenmistir.
Anahtar Kelimeler: GFLV, RT-PCR, Benzerlik, Filogenetik

Detection and Molecular Characterization of Grapevine Fanleaf Virus in Vineyards

of Canakkale Province
ABSTRACT
Diseases and pests are among the most important factors that reduce productivity and quality in vineyards.
Among these, virus diseases are very important because they are difficult to combat. As a result of studies
carried out in vineyard areas, many virus diseases have been identified. One of these virus diseases is grapevine
fanleaf virus (GFLV). Although many studies have been conducted on GFLV in Tiirkiye, most studies have
focused on detecting the virus. This study was carried out to identify the agent and molecular characterization
of its isolates. For this purpose, samples were taken from 60 plants showing virus and virus-like symptoms in
the vineyard production areas of Canakkale province and its districts and tested using reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) with GFLV-specific primer pair. As a result of the tests performed, GFLV
infection was detected in 34 of the samples collected. The GFLV infection rate in the collected samples was
56.66%. The most striking symptom type in infected samples was determined to be yellowish chlorosis and
leaf deformations on the leaves. For molecular characterization of the isolates, 4 isolates obtained from the
infected samples were selected and their similarities and phylogenetic relationships among themselves and
with world isolates were investigated based on the coat protein (CP) gene region. As a result of molecular
characterization studies, it was determined that Turkish and world isolates showed 85% or more sequence
similarity. As a result of phylogenetic analysis, it was determined that Turkish isolates were distributed into
two different groups.
Keywords: GFLV, RT-PCR, Similarity, Phylogenetic
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Giris

Asma vejetatif yollar ile cogaltilan bir bitkidir ve
cok fazla sayida zararli ve patojenler bu kiiltiir
bitkisine zarar vermektedir (Tiirkmen, 2020). Bu
patojen ve zararlilar bag alanlarinda 6nemli
Olciide verimde azalmalara, {iriin kayiplarina ve
asmalarda 6mriin kisalmasina sebep olmaktadir.
Baglarda hastalik etmenleri icinde viriis
hastaliklar1 6nemli derecede ekonomik kayba
neden olan 6nemli bir grubu olusturmaktadir.
Cok sayida viral etmenin iilkemiz bag
alanlarinda enfeksiyonlar1 bugiine kadar yapilan
caligmalar ile bildirilmistir. Ulkemiz ve diinyada
bag alanlarinda enfeksiyona neden olan
viriislerden bir tanesi de grapevine fanleaf virus
(GFLV)’diir.

Asmanin en eski viral hastalig1 olarak bilinen
GFLV 1950’li yillarda kesfedilmistir. Diinyada
asma yetistiriciliginin yapildigr her yerde
goriilen ve ekonomik agidan dnemli bir viriistiir.
GFLV’nin konukgular1 Vitis vinifera ve hibrit
asma anaglar1 olarak bilinmektedir. Ttim Vitis
vinifera cesitleri GFLV’ye karsit duyarli olup
dayanikli olarak bilinen tek bir g¢esit
bulunmamaktadir. GFLV, Secoviridae
familyasindan Nepovirus cinsine ait bir virtistiir.
Partikiilleri 30 nm c¢apindadir. Segmentli bir
genom yapisina sahip olan GFLV, RNAL ve
RNA2 olmak iizere iki pargali bir genom
icermektedir. Virionlar1 +(ss)RNA yapisindadir
(Demangeat ve ark., 2004).

Viriisiin belirtileri iki farkli tipte goriilmektedir.
Bu belirtilerden ilki sekil bozukluklaridir. Asma
yapraklarimin seklinde bozulmalar, biiziismeler
ve diglenmeler goriilmektedir. Yapraktaki sekil
bozukluklarmin yaninda nadir olarak klorotik
beneklenme goriilebilir. Siirgiinlerde de anormal
dallanmalar, ¢ift bogum olusumu, bogum
aralarinin  kisalmasi, yassilasmalar ve zigzag
bliylime gibi deformasyonlar olusmaktadir.
Salkimlarda ise  kiicilme ve  azalma
goriilmektedir. Normalden kiigiik tane tutumuna
neden olabilmektedir. En tipik belirtilerinden
biri ise yapraklarda sar1 mozaik olusumudur.
Bahar mevsimi ile yapraklarda parlak sarimtirak
renk degisimleri goriilir. Damarlarda veya
damarlar arasinda biiyiik lekeler goriilebilir.
Yazin artan sicakliklar ile bu lekeler maskelenir.

Bu iki tip belirtinin yaninda damarlarda
bantlagsmalar da goriilmektedir (Stellmach,
1973). GFLV iiretim materyallerinden kalem,
anag, mekanik yollar ve vektorler ile
taginmaktadir. GFLV’nin vektorii Longidoridae
familyasina ait kamali nematodlar olarak
adlandirilan Xiphinema index ve X. italiae’dir
(Avgelis and Tzortzakakis; Tilek, 2014;
Tiirkmen ve Ertung, 2019).

GFLYV ile ilgili iilkemizin bag liretim alanlarinda
etmenin tanisina yonelik birgok caligsma
yaptlmistir (Kaya ve Erilmez, 2014; Tiilek,
2014; Onder ve ark., 2016; Karadeniz ve ark.,
2018). Ancak molekiiler karakterizasyonuna
yonelik son derece sinirli sayida calisma oldugu
goriilmektedir (Tirkmen, 2020). Canakkale
ilinde ise hastaligin varligina ve genetik
cesitliliginin belirlenmesine yonelik
geceklestirilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu baglamda bu ¢alisma kapsaminda Canakkale
ili ve ilgelerinde GFLV benzeri belirti gosteren
asmalardan  orneklemeler yapilmistir. Bu
ornekler RT-PCR yontemi ile gen spesifik
primer ¢iftleri kullanilarak GFLV enfeksiyonu
acgisindan testlenmistir. Testlemeler sonucunda
elde edilen izolat sayisina bagli olarak 4 izolatin
kilif protein (Coat protein; CP) genine gore
genetik  cesitliliine  yonelik  analizler
gerceklestirilmistir.

Materyal ve Metot

Arazi Calismalan

Arazi calismalart Canakkale ili ve ilgelerinde
2021-2022 yillan1 igerisinde bag alanlarinda
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda Canakkale
Merkez, Bayramig, Eceabat, Lapseki ve
Bozcaada ilgelerinde drneklemeler yapilmustir.
Bag alanlarindaki bitkiler ilkbahar ve sonbahar
aylarinda  yapilan  arazi  ¢alismalarinda
simptomatolojik olarak incelenmistir. Viriis ve
viriis benzeri simptom gosteren bitkilerden
yaprak ve/veya odun dokusu Ornekleri
toplanmistir. GFLV ile enfekteli oldugu
diisiiniilen 6rnekler uygun saklama kosullarinda
iiniversitemizin viroloji laboratuvarina
getirilmistir.
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Viriis Tanilama Calismalari

Arazi ¢aligmalar1 sonucu toplanan drneklerdeki
GFLV enfeksiyonu RT-PCR testleri ile
belirlenmistir. Bu dogrultuda ilk olarak toplanan
orneklerden total niikleik asit (TNA) izolasyonu
gergeklestirilmig, daha sonrasinda RT-PCR
analizleri yapilmigtir. RT-PCR testlerinde
GFLV’e spesifik primer ¢ifti kullanilmigtir. Elde
edilen test sonuglar1 agaroz jel elektroforezi ile
degerlendirilerek viriis tanilama ¢alismalari
sonlandirilmigtir. ~ Ayrica  viriis  tanilama
caligmalarinda Bioreba GFLV pozitif kontrol
(Art. Nr.: 120453, Isvigre) ve negatif kontrol
(Steril saf su) testlerin dogrulugu amaci ile
kullanilmgtir.

Total Niikleik Asit izolasyonu

Arazide GFLV enfeksiyonu agisindan siipheli
olarak goriilen ve toplanan orneklerden TNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagcla Li ve

ark. (2008)’in belirttigi CTAB metodu ile TNA
izolasyonu yapilmistir. Bu amagla total TNA
izolasyonunda ilk olarak her bir bitki 6rneginden
1 g tartilarak ayr1 ayrn porselen havanlara
konulup, tizere 1 mL CTAB buffer ve 20 pL
DDT eklenerek Li ve ark. (2008)’in belirttigi
sekilde izolasyon asamalar1 yerine getirilmistir.

RT-PCR Calismalari

Gergeklestirilen RT-PCR calismalari
kimyasallarin saglandig firmalarin ve GFLV’1n
CP gen bolgesinin kismi dizilerine spesifik
Rowhani ve ark. (1993)’in belirttigi primer ¢ifti
(Cizelge 1) ve RT-PCR kosullar1 da dikkate
almarak gergeklestirilmistir.

PCR reaksiyonlarinda Takara (Japonya)
firmasindan  saglanan PCR  mastermiks
kullanilarak ve MJ Mini (Bio-Rad, ABD) PCR
cihazinda gergeklestirilmistir.

Cizelge 1. PCR caligmalarinda kullanilan primer ¢ifti

Primer Yonii | Sekans (5°- 3°) Uriin bityiikliigii | Referans
Ileri ACCGGATTGACGTGGGTGAT | 321 be Rowhani ve ark. (1993)
Geri CCAAAGTTGGTTTCCCAAGA

Sekans Analizleri belirlenmesi amacl ile analizler

Agaroz jel elektroforezi sonucunda GFLV
enfeksiyonu tespit edilen ornekler belirlenerek,
bu izolatlarin molekiiler karakterizasyonlari
gerceklestirilmistir.  Bu  amagla  enfekteli
ornekler arasindan 4 GFLV izolati secilerek,
viriis tanilama calismalarinda kullanilan primer
cifti ve RT-PCR kosullar1 ile izolatlarin CP
genleri ¢ogaltilmistir. Cogaltilan CP genlerinin
kontrolii agaroz jel elektroforezi ile yapilmustir.
Agaroz jel elektroforezinde ayrica marker olarak
“SGMO04 (BioBasic, Kanada)” kullanilmistir.
Secilen GFLV izolatlarima ait CP genlerinin
diziliminin belirlenmesi amaci ile BM Labosis
firmasindan (Ankara) sekanslama hizmeti
almmustir. Sekanslama ¢ift yonlii olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Elde edilen ham sekans
verileri CLC Main Workbench programinda
birlestirilerek ileri analizler i¢in hazir hale
getirilmistir.

Canakkale ili GFLV izolatlarinin molekiiler
karakterizasyonu amaci ile izolatlarin kendi
iclerinde ve diinyadaki diger izolatlar ile
benzerlik oranlart ve filogenetik iligkilerinin

gergeklestirilmistir. Bu amagla ilk olarak gen
bankast veri tabaninda GFLV izolatlarinin hedef
CP genlerine karsilik gelen bolgeyi igeren
izolatlar gen bankasindan alinmistir (Cizelge 2).
Aliman bu izolatlar ile Canakkale GFLV
izolatlarina ait veriler Sequence Demarcation
Tool (SDT) programinda (Muhire ve ark., 2014)
coklu dizileme yapilarak izolatlarin niikleotit ve
amino asit diizeyinde birbirleri ile gostermis
olduklar1 benzerlik oranlar1 belirlenmistir.,

Izolatlarin filogenetik iligkileri de CLC Main
Workbench (V.20) programinda belirlenmistir.
Bu amagla ilk olarak GFLV sekans verileri
Clustal W ile dizilenmistir. Daha sonra bu diziler
neighbor-joining metodu ile 1000 tekrarl
bootstrap degeri uygulanarak GFLV
izolatlarinin filogenetik iligkilerini gosteren agag
olusturulmugtur. Ayrica filogenetik agacta
agacin dogrulugunu arttirmak amaciyla dig grup
olarak olive latent ringspot virus (OLRV)
kullanilmstir.
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Cizelge 2. Biyoinformatik analizlerde kullanilan bazi grapevine fanleaf virus (GFLV) izolatlarina

ve Molekiiler Karakterizasyonu

ait bilgiler

Izolat Erisim Numaras1 | izolat Erisim Numarast
CAZINA1 GU972571 Al7a AY780899
CAZINA2 GU972572 3138-01 JX513895
CAZINA3 GU972573 1050-02 JX513890
CACSB1  GU972576 Vol50c2 DQ922661
CACSB2  GU972577 Vol51c2 DQ922663
CACSB4  GU972579 Vol52c1 DQ922667
CACSC1  GU972581 Vol54c2 DQ922669
CACSC2  GU972582 Vol55c1 DQ922671
F13 NC003623 Vol57¢l DQ922674
GHu EF426852 Vol57¢c3 DQ922676
MEnd JN793478 Vol57c4 DQ922677
Al7d AY780901 Vol57c5 DQ922678
AlOa AY780902 Vol57c6 DQ922679
B19a AY780903 SDHN KU522585

Sonuclar ve Tartisma

Gergeklestirilen arazi calismalar1 kapsaminda
Canakkale Merkez ve Bayramic¢’ten 13,
Eceabat’tan 7, Lapseki’den 4 ve Bozcaada’dan
23 virlis ve viriis benzeri belirti gosteren
bitkilerden yaprak o&rnekleri alinmistir. Bu
kapsamda toplamda 60 ornek toplanmustir.
Almman  Orneklerin  RT-PCR ile GFLV
enfeksiyonu agisindan testlenmesi sonucunda ise

34 ornekte GFLV enfeksiyonu bulunmustur.
GFLYV enfeksiyonunun ilgelere gore dagilimi ise
su sekildedir: Bayramic’te 5 bitkide, Eceabat’ta
7 bitkide, Lapseki’de 4 bitkide ve Bozcaada’dan
ise 18 bitkide tespit edilmistir. Merkez ilgede
toplanan Orneklerde ise GFLV enfeksiyonu
tespit edilememistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Canakkale ili ve ilgeleri bag iiretim alanlarindan toplanilan ve grapevine fanleaf virus
(GFLYV) ile enfekteli bulunan 6rnek sayilar1 ve GFLV enfeksiyon orant

Tlgeler Enfekteli Ornek Sayis1 | Toplanan Ornek Sayis1 | Enfeksiyon Orani (%)
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
Calisgma kapsaminda ilge bazinda alinan Ornekte enfekteli bitkiye rastlanilmamustir.
ormeklerde  enfeksiyon oranlar1 arasinda Canakkale’de bagcilik ¢ok eskiden beri yapilan

homojen bir dagilim olmadigr goriilmiistiir.
Eceabat ve Lapseki’den alinan tim Ornekler
enfekteli ¢ikarken Merkez ilceden alinan 13

bir {retim faaliyetidir. Ancak bag alanlan
Bozcaada disinda modern bir iiretim sekline
sahip degildir. Cogunlukla goble sistemi
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seklinde tiretim yapilmaktadir ve yine Bozcaada
disinda asma bitkileri oldukca yashidir. Ayrica
ilce bazinda da toprak yapilar1 ve arazi
yiikseltileri de birbirinden farklidir. Tim bu
bilgilerin 1s18inda ¢esit oOzellikleri, baglarda
uygulanan kiiltiirel islemler, toprak ve iklim
yapilarindan kaynaklanan farkliliklar, asma
bitkilerinin yas1 ve viriisii tagiyan nematodlarin
toprakta bulanma durumu gibi faktorler goz
oniinde bulunduruldugunda her ilgeden alinan
ormeklerdeki enfekteli bitki sayis1 farklilik
gostermektedir. Canakkale’de bag iiretimi
yapilan alanlarda (Gokgeada haric¢) hem ilkbahar
doneminde hem de sonbahar doneminde hemen
hemen tiim bag alanlarina arazi ¢ikiglar
yapilarak bitkiler gorsel olarak incelenmistir.
Cok fazla bag alanlar1 gorsel olarak
incelenmesine ragmen sadece 60 bitkiden drnek
almmustir. Her ne kadar 6rnek alinan bitkiler
icinde hastalikli bitki oram1 yiiksek olarak
goriinse de (%56.66) bu toplanan ornekler
icindeki hastalikli bitki oranini ifade etmektedir.
Bununla birlikte bag alanlarinda GFLV benzeri
simptom gdsteren bitki sayist olduk¢a azdir.
Ulkemizde yapilan bircok calismada da farkl
enfeksiyon oranlar1 bildirilmistir. Ozaslan ve
ark. (1995), iilkemizin Dogu Akdeniz ve Giiney
Dogu Anadolu bolgelerinde bag iiretimi yapilan
alanlarinda bag viriislerinin varligina yonelik
yaptiklar1 bir calismada biyolojik testlemeler
sonucunda 190 6rnegin 89 unu (%48) GFLV ile
enfekteli bulurken, Cigsar (2002), Gilineydogu
Anadolu bolgesi bag alanlarinda virilis ve viriis

benzeri hastaliklarin  durumunu belirlemek
amaciyla ylriittigli bir calismada topladiklari
1001 o6rnekte GFLV enfeksiyon oranin1 %8,1
olarak bulmustur. Bir baska calismada ise
Karadeniz ve ark. (2018), Tokat ili ve il¢elerinde
bag diretimi yapilan alanlarda bagda viriis
hastaliklarinin  varligin1 belirlemek amaciyla
yaptiklar1 serolojik testler sonucunda GFLV
enfeksiyon oranint %0.3 olarak bulmuslardir. Bu
sonuclardan da anlasildigt gibi  GFLV
enfeksiyon orani iilkemizin farkli bdlgelerinde
yapilan bir¢ok ¢aligmada farkli oranlarda tespit
edilmistir. Tim bu  c¢alismalar  bizim
calismamizda farkl il¢elerde farkli enfeksiyon
oranlarinin  ortaya  ¢ikmasim  destekler
niteliktedir.

GFLYV ile enfekteli olarak bulunan 6rneklerdeki
en tipik viriis simptomlar1 yapraklardaki glimiis
renge donen sararmalar olarak gozlenmistir.
Ayrica bu sararmalarin bazen yapragin tamamini
kapladigi bazen de sadece yaprak kenarlarinda
olustugu goriilmiistiir (Sekil 1). Ancak sozil
edilen bu belirtilere ilkbahar baglangicinda
rastlanilmigtir. Sonbahar aylarinda yapilan
orneklemelerde ¢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 igindeki
konsantrasyonunun arttig1 diisiiniilmektedir.
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P —

Sekil 1. Grapevine fanleaf virus ile enfekteli asma bitkilerinde gbzlenen sararma ve yaprak

deformasyonu belirtileri

GFLV ile enfekteli olarak bulunan bitkilerde
gozlenen simptomlar iilkemizde bu zamana
kadar yapilan bircok calismadan elde edilen
sonuclar ile de benzerlik gostermektedir. Kaya
ve Erilmez (2014), Ege bolgesi bag alanlarinda
virlis hastaliklarinin  belirlenmesi amac1 ile
gergeklestirdikleri ¢alismalarinda GFLV ile
enfekteli bitkilerin yapraklarinda sararma ve
yelpaze  seklinde  belirtilerin = oldugunu
belirtmislerdir. Tiirkmen (2020), tarafindan Bat1
Karadeniz bdlgesinde gergeklestirilen  bir
calismada da GFLV ile enfekteli bitkilerin
yaprak damarlarinda renk acilmalar1 oldugunu
belirtmigtir. Bu baglamda bu c¢alisma ve
belirtilen diger ¢caligsmalardan elde edilen GFLV
belirtileri birbirleri ile oldukga paralel olarak
bulunmustur.

Bu caligmada araziden toplanan Ornekler RT-
PCR yontemiyle test edilmistir. Testlemeler
stiresince yontem agisindan herhangi bir zorlukla
karsilagilmamistir. Enfekteli 6rnekler RT-PCR
sonucunda agaroz jelde beklenen biiyiikliikte
bantlar olusturmustur. GFLV floemde sinirli bir
viristiir. Bu nedenle dokulardaki
konsantrasyonu mevsimsel olarak degiskenlik

gosterebilmektedir. Ozellikle teshis amach
serolojik  yontemler 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 goriilmektedir (Rowhani ve ark.,
1993; Pourrahim ve ark., 2007; Eichmeier ve
ark., 2010; Cepin ve ark., 2021).

Nitekim Onder ve ark. (2016), iilkemiz
baglarinda sorun olusturan ve yaygin olarak
bulunan GFLV’yi klasik RT-PCR ve gergek
zamanli RT-PCR kullanarak testlemislerdir.
Calisma kapsaminda daha Onceden serolojik
yontemlerle test edilmis enfekteli bulunan ve
saglikli ornekler kullanilmigtir. Elde edilen
sonuglar birbiriyle kiyaslandiginda her iki
molekiiler yonteminde GFLV’nin teshisinde

basariyla  kullanildigr  belirtilmistir.  Bu
calismada GFLV’nin tanisinda molekiiler
metotlarin  bagar1 ile tam1 amagli olarak

kullanilabilecegini destekler niteliktedir.
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Canakkale ili ve ilcelerinde tespit edilen GFLV
izolatlarinin ~ molekiiler  karakterizasyonlari
amaci ile 4 GFLV izolat1 secilerek molekiiler
karakterizasyonu ger¢eklestirilmistir. Bu amagla
GFLYV 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 izolat1 seg¢ilmistir.
Secilen bu izolatlarin CP gen boélgesinin 321
be¢’lik kismi1 RT-PCR ile ¢ogaltilmistir.

Canakkale ili GFLV izolatlarinin kendi i¢lerinde

niikleotit ~ diizeyinde  gdstermis  olduklari
benzerlik oranlarma bakildiginda 9%83-98
oraninda  sekans  benzerligi  gosterdigi

belirlenmistir. Canakkale GFLV izolatlarindan
8, 11 ve 19 numarali sirasiyla Bozcaada,
Bayrami¢ ve Lapseki ilcelerinden elde edilen
izolatlarin birbirleri ile olduk¢a yakin sekans
benzerligine  sahip  oldugu  gorilmiistir.
Eceabat’tan elde edilen 17 numarali izolatin ise
diger Canakkale izolatlar1 ile sahip oldugu
sekans benzerlik oraninin genel olarak %83
diizeyinde oldugu belirlenmistir (Sekil 2).

Diinya izolatlar1 ile niikleotit
Canakkale GFLV izolatlariin  gostermis
olduklari 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
gosteren izolat yoktur. 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 oranim
(%90) gosterdikleri belirlenmistir. Eceabat
izolat1 olan 17 numarali GFLV izolatinin ise en
yiiksek sekans benzerlik oranmi EF426852
erisim numarali, GHu kodlu Macaristan izolati
ile %83 sekans benzerlik oram ile gosterdigi
goriilmektedir. Genel olarak Tiirk izolatlara
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 oran1i %76 olarak gerceklesmistir
(Sekil 2).

diizeyinde
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Sekil 2. Grapevine fanleaf virus izolatlarinin kilif protein gen bolgesine gore niikleotit diizeyinde
birbirleri ile gdstermis olduklart sekans benzerlik oranlari

Canakkale ili GFLV izolatlarinin amino asit
diizeyindeki benzerlik oranlarn incelendiginde
izolatlarin kendi iclerinde %93-98 arasinda
benzerlikler gosterdigi belirlenmistir. GFLV
8,11 ve 19 numarali sirasi ile Bozcaada,
Bayrami¢ 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 oldukca farkli oldugu goriilmiistiir.
GFLV-17 numarali Eceabat izolatinin diger
izolatlar ile sekans benzerlik oranmnin %83
olarak bulunmustur (Sekil 3).

Canakkale ili GLFV izolatlar1 ile diinya
izolatlariin amino asit diizeyindeki sekans
benzerlik oranlar karsilastirildiginda izolatlarin
birbirleri  %90-97  oraninda  benzerlikler
gosterdigi  belirlenmigtir. ~ Canakkale  ili
izolatlarina sekans benzerlik orani agisindan en
yakin izolatlar AY780901 erisim numarali A17d
kodlu, NC003623 erisim numarali F13 kodlu ve
AY780903 erisim numarali B19a kodlu Fransa
izolatlar,  GU972571 erisim  numarah
CAZINA1 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
erisim numarasi ile CACSB2 kodlu ABD izolati
%090 benzerlik orani ile belirlenmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Grapevine fanleaf virus izolatlarinin kilif protein gen bolgesine gére amino asit diizeyinde
birbirleri ile gdstermis olduklari sekans benzerlik oranlari

Pourrahim ve ark. (2007), iran'm kuzey
dogusunda bulunan iki farkli bolgeden elde
edilen bes farkli GFLV izolatini, 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 ve
kuzeybati [ran'dan gelen diger izolatlarla %83.0-
87.1 homolojiye sahip oldugunu belirtmistirler.
Bu calismada elde edilen GFLV izolatlar1 kendi
arasinda %98.6 ile %100 arasinda bir benzerlik
gostermistir.  Gergeklestirilen bu g¢alisma ile
Pourrahim ve ark. (2007)’nin elde ettigi sonuglar
kismen birbirini destekler niteliktedir.

Canakkale ili GFLV izolatlari ile diinyanin farkli
iilkelerinden elde edilen GFLV izolatlarn

kullanilarak olusturulan filogenetik agagta tiim
izolatlarin 5 farkli gruba dagilim gosterdigi
goriilmistiir. Canakkale ili GFLV izolatlarinin
ise bu gruplardan ikisine dagilim gosterdigi
belirlenmistir. Canakkale ili izolatlarindan
GFLV-8, 11 ve 19 numarali sirasiyla Bozcaada,
Bayrami¢ ve Lapseki ilgelerinden elde edilen
izolatlarin 1. grupta, 17 numarali Eceabat’tan
elde edilen izolatin ise 5. grupta yer aldig
belirlenmistir. Canakkale ili izolatlarindan 8, 11
ve 19 numarali sirasiyla Bozcaada, Bayramic ve
Lapseki ilgelerinden 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 4).
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Sekil 4. Grapevine fanleaf virus izolatlarinin kilif protein gen bdlgesine gore niikleotit diizeyinde
birbirleri ile gostermis olduklar1 filogenetik iligkiler

Oliver ve ark. (2010) Kaliforniya ve diinya
GFLYV izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu
amaci ile yiirlitmis olduklar1 g¢aligmalarinda
GFLV izolatlarinin CP gen bdlgesine gore 9
filogenetik gruba ayrildigi belirtmislerdir.
Gergeklestirilen bu ¢alismada 5, Oliver ve ark.
(2010)’nin g¢aligmasinda ise 9 grup olusumunun
kullanilan izolat sayist ve farkliligindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Gergeklestirilen bu ¢alisma ile GFLV’nin
Canakkale ilinde bag iiretimi yapilan alanlarinda
varhgi ~ RT-PCR  yontemi  kullanmilarak
belirlenmistir. GFLV iilkemizde ve diinyada
yaygin olan ve iretimde 6nemli ekonomik
kayiplara neden olan bir viriistiir. Bu nedenle
Canakkale ilinde yeni kurulacak olan bag
alanlar1 GFLV’nin vektorleri olan nematodlar
acisindan kontrol edilmeli ve temiz olan
alanlarda bag tesis edilmelidir. Ayrica tiim ¢ok
yillik ve tek yillik bitkilerde oldugu gibi bag
iretiminde de saglikli iiretim materyalleri ile
yeni baglar kurulmalidir.

Ulkemizde GFLV ile ilgili bu zamana kadar
yapilan caligmalar daha ¢ok biyolojik, serolojik
ve molekiiler yontemler kullanilarak virlsiin

teshisine  yoneliktir. Bundan sonra bu
calismalara ilaveten viriis-vektor iligkileri,
dayaniklik calismast vb. gibi calismalar da
yapilarak viriisiin kontroliine yonelik yeni
stratejiler gelistirilmelidir.
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