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ABSTRACT

In this study, Grapevine fanleaf nepovirus (GFLV), Grapevine leafroll associated-virus 1 (GLRaV-1),
Grapevine leafroll associated-virus 2 (GLRaV-2) and Grapevine leafroll associated-virus 3 (GLRaV-3) which were
the most important viral diseases in Aegean viticulture production areas were determined with Syber Green I based
Real-time PCR methods in a rapid and reliable way. For this purpose, separately GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2 and
GLRaV-3 infected grapevine samples were used which were previously detected by DAS-ELISA and conventional
RT-PCR. Healthy plant sample was also used for negative control. The results of Syber Green I based Real-time
PCR were confirmed by melting curve analyses which were performed to each samples right after Real-time PCR
protocol. Result of melting curve analyses, non specific amplifications such as primer dimers were determined and
false positive results were ignored. Detection of all above virus agents were successfully performed after
optimisation assays with Syber Green I based Real-time PCR.
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OZET

Ege Bolgesi Bag Alanlarinda Sorun Olan Bazi Viral Etmenlerin Real-time PCR ile Teshisi

Bu caligma ile Ege Bolgesi bag alanlarinda sorun olan 6nemli bazi viral etmenlerden; Grapevine fanleaf
nepovirus (GFLV), Grapevine leafroll associated-virus 1 (GLRaV-1), Grapevine leafroll associated-virus 2
(GLRaV-2) ve Grapevine leafroll associated-virus 3 (GLRaV-3)’iin Syber Green I temelli Real-Time PCR yontemi
kullanilarak hizli ve giivenilir teshisleri ger¢eklestirilmistir. Bu amagla daha 6nceden serolojik (DAS-ELISA) ve
konvansiyonel RT-PCR tani1 yontemleriyle GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2 ve GLRaV-3 viriisleri agisindan enfekteli
oldugu tespit edilen 6rnekler kullanilmistir. Saglikli bitki drnekleri ise negatif kontrol olarak kullanilmistir. Syber
Green [ temelli Real-time PCR sonuglarinin dogrulanmasi ise Real-time PCR protokoliiniin hemen ardindan her bir
ornege uygulanan melting (erime egrisi) analizleri ile yapilmistir. Gergeklestirilen erime egrisi analizleri sonucunda
primer dimerleri gibi spesifik olmayan amplifikasyonlar tespit edilerek yalanci pozitif sonuglar bertaraf edilmistir.
Optimizasyon c¢aligmalarindan sonra, sézkonusu tiim virlis etmenlerinin Syber Green I temelli Real-time PCR
yontemi ile basarili bir sekilde teshisleri gergeklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, asma

* Bu ¢alisma 25-29 Agustos 2015 tarihleri arasinda Canakkale’de diizenlenen VII. Ulusal Bahge Bitkileri Kongresi’nde poster bildiri olarak
sunulmus olup kongre kitabinda kisa 6zet olarak basilmigtir.
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GIRiS

Ege Bolgesi, ililkemiz bag alanlarinin % 30’unu (140.598 ha.) igermekte ve toplam {iziim iiretimimiz olan
4.011.409 tonun 1.738.714 tonunu (% 43) tek basma saglayarak bagcilik sektoriinde iilke lideri konumunda
bulunmaktadir. (TUIK, 2013). Bélgenin alan ve iiretim degerlerindeki liderligine karsmn bolge bagciliginda iiretimi
tehdit eden ¢ok sayida fitopatolojik ajan bulunmaktadir. Uriin kalite ve kantite kayiplari hakkinda genel bir
degerlendirme yapildiginda viriislerin funguslardan sonra ikinci sirada yer aldig1 bilinmektedir. Diinyada bag viriis
ve virilis benzeri hastalik etmenleri ile ilgili ¢alismalar 1960’11 yillardan sonra hiz kazanmaya baglamis, yalnizca 2
tane olan viriis hastaliklarinin sayis1 1997°de 43’¢ 1998’de 46’ya ¢ikmustir. Son yillarda viriislerin tanisinda ileri
molekiiler yontemlerin kullanmilmasiyla giiniimiizde bu saymin 60’dan fazla oldugu bilinmektedir. Ulkemizde ise
bag virtisleri ile ilgili caligmalar 1950°1i yillarda baslamistir (Martelli and Boudon-Padieu, 2006).

Secoviridae familyasimin Nepovirus cinsine dahil olan Grapevine fanleaf virus (GFLV), baglarin en eski
viriis hastaliklarindan biri olup 6zellikle sofralik cesitlerde irili ufakli tane olusumu nedeniyle {iziimiin ticari
degerinin diismesiyle %80’lere varan oranlarda zarara neden olabilmektedir. Bunun yaninda yelpaze yaprak
olusumu, bogum aralarinin kisalmasi, anormal siiliikk ve yaprak olusumu, siirgiinlerde yassilagsma, yapraklarda derin
dilimlilik, dis olusumu ve kii¢iilmeler, sararma ve damar bantlagsmasi, siirgiinlerde zigzag yapi olusumlari sikca
rastlanan simptomlar1 arasinda yer almaktadir (Anonim, 1999).

Ulkemiz; Ege, Akdeniz, i¢ Anadolu, Giineydogu Anadolu Bélgeleri baglarinda yapilan bazi arastirmalar
sonucunda GFLV’iin %47’ye varan enfeksiyon orani ile ilk sirada bulundugu farkli arastiricilar tarafindan
bildirilmistir (Akdogan, 1956; Erdiller, 1982; Martelli, 1987; Azeri ve Fidan 1988; Ozaslan ve ark., 1991; Ozaslan,
1995; Akbas ve Erdiller, 1993; Azeri ve Cigek, 1995; Cigsar ve Yilmaz, 1998; Cigsar, 2002; Cigsar ve ark., 2002;
Kaya ve Erilmez, 2014).

Baglarin en o6nemli viriis hastaliklart arasinda yer alarak tiziim verimini %14-40 oraninda azaltan,
stirgiinlerde lignifikasyon gecikmesine neden olarak asi potansiyeli ve giiclinii olumsuz olarak etkileyen, kuru
maddenin %43’e varan oranda azalmasina ve meyvelerin diizensiz ve ge¢ olgunlasmasina neden olan Grapevine
leafroll-associated virus (GLRaV)’iin farkl serotipleri diinyada ve iilkemizde bagcilik yapilan farkli bolgelerden
bildirilmistir (Martelli, 1987; Teliz et al.,1987; Zee et al.,1987; Monette et al.,1989; Azeri, 1990; Hu et al.,1990;
Giirsoy, 1991; Ozaslan ve ark., 1991; Akbas ve Erdiller., 1993; 1998; Azeri ve Cigek., 1995; Ozaslan ve Yilmaz.,
1995; Yilmaz ve ark., 1997; Cigsar ve Yilmaz., 1998; Koklii, 1999; Digiaro et al., 2000; Kokli ve Baloglu., 2000;
Cigsar, 2002; Cigsar ve ark., 2002; Sarpkaya, 2003; Akbas ve ark., 2007; Buzkan ve ark., 2010; Kaya ve Erilmez,
2014; Onder ve Giimiis, 2014). Closteroviridae familyas1 iginde yer alan Grapevine leafroll-associated virus-1
(GLRaV-1) ve Grapevine leafroll-associated virus-3 (GLRaV-3) Ampelovirus cinsine dahil iken Grapevine leafioll-
associated virus-2 (GLRaV-2) ise Closterovirus cinsi i¢erisinde yer almaktadir.

Bag viriisleri acisindan iilkemizde yapilan sd6zkonusu ¢aligmalar incelendiginde bolge genelinde en yaygin
olarak goriilen viriislerin GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2 ve GLRaV-3 oldugu anlagilmaktadir. S6zkonusu viriis
hastaliklarinin hizli ve giivenilir tanisini gergeklestirebilmek c¢ok sayida oOrnekle calisan tani laboratuvarlari
acisindan biiyiikk 6nem tagimaktadir. Ayrica viriislerle ilgili giiniimiizde eradikasyon ve kiiltiirel 6nlemler disinda
herhangi bir miicadele yonteminin olmayisi, virlislerin tanisinin modern teknikler kullanilarak erken dénemde hizli
ve giivenilir tan1 yontemleriyle basarili bir sekilde yapilmasmin ne kadar &nemli oldugunu agik¢a ortaya
koymaktadir. Son zamanlarda basta zirai karantina laboratuvarlari olmak iizere bazi laboratuvarlar bitki viriislerinin
analizinde Real-time PCR sistemleri kullanimi konusunda ¢aligmalara baslamislardir. Real-time PCR ydntemi,
niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gdsteren floresan sinyalinin Sl¢iilmesiyle, kantitatif sonug
almabilen, 6zgiilligii son derece yliksek olan bir PCR yontemidir (Mackay et al., 2002).

Bu calismayla daha 6nce DAS-ELISA ve konvansiyonel RT-PCR ile GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2 ve
GLRaV-3 viriisleri tespit edilen bazi izolatlarin Syber Green I temelli Real-time PCR yo6ntemiyle hizli ve giivenilir
tanilarinin  gergeklestirilmesi ve sdzkonusu etmenler acisindan Real-time PCR yontemiyle ilgili optimizasyon
caligmalarinin yapilmasi amaglanmistir.
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MATERYAL VE METOT
Materyal

Calismada viriis kaynag1 ve negatif kontrol olarak 2012 ve 2013 yillarinda Ege Bolgesi bag alanlarindan elde
edilen GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2 ve GLRaV-3 etmenleri agisindan enfeksiyon durumlari DAS-ELISA ve
konvansiyonel RT-PCR ile dnceden tespit edilmis 6rnekler kullanilmistir. Calismada altt GFLV; dort GLRaV-1;
yedi GLRaV-2 ve yedi GLRaV-3 izolat1 kullanilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Real-time PCR ¢alismasinda kullanilan izolatlarin DAS-ELISA ve konvansiyonel RT-PCR sonuglari.

GFLV GLRaV-1 GLRaV-2 GLRaV-3
izolatlar DAS-ELISA  DAS-ELISA  DAS-ELISA  DAS-ELISA
RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR

P13 + X X X
R2 X X X
R3 - X X X
R9 + X X X
R13 + X X X
R22 + X X X
P4 X - X X
P9 X - X X
R49 X + X X
Y2 X + X X
i9 X X + X
i10 X X + X
23 X X + X
39 X X X
i41 X X - X
MI12 X X + X
R10 X X + X
D59 X X X -
37 X X X +
L6 X X X +
06 X X X +
08 X X X +
R23 X X X -
u6 X X X +

+: Ilgili etmen agisindan enfekteli, -: Ilgili etmen agisindan saglikli, x: Test edilmedi.

Metot
Total RNA Ekstraksiyonu

GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2 ve GLRaV-3 etmenleri agisindan enfekteli ve saglikli oldugu bilinen asma
orneklerinden toplam RNA’lar ZR Plant RNA MiniPrep™ RNA ekstraksiyon kiti (Zymo, katalog no: R2024)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon amaciyla 150 mg yaprak dokusu lysis tiipleri igerisine konulmus ve
tizerlerine 800 pl lysis buffer eklenerek homojenize edilmistir. Homojenizasyonun ardindan lysis tiipleri 12.000 g’de
2 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan lysis tiipleri i¢inden alinan 400 pl siipernatant, koleksiyon tiipii
iizerine yerlestirilmis Zymo spin IIIC filtresine pipetle aktarilmis ve 8.000 g’de 1 dk santriifiij edilerek sivinin
koleksiyon tiipiine gegmesi saglanmustir. Santrifiijden sonra filtreden koleksiyon tiipiine gegen siviya 320 pl %96’lik
etil alkol eklenerek karigtirilmis ve bu karigim pipet yardimiyla Zymo IIC filtresine aktarilmistir. Aktarimdan sonra
tiipler 12.000 g’de 1 dk. santrifiij edilerek koleksiyon tiipiine gegen sivi kisim dokiilmiis ve Zymo IIC filtresi {izerine
400 ul RNA preb buffer eklenmistir. Tiipler 12.000 g’de 1,5 dk. santrifiij edilmis, ardindan koleksiyon tiipiine gecen
stvi dokiilerek Zymo IIC filtresi iizerine 800 pl RNA wash buffer eklenmis ve bu tiipler 12.000 g’de 1 dk. santrifiyj
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edilmistir. Santrifiijiin ardindan koleksiyon tiipiine gegen sivi dokiilerek Zymo IIC filtresi iizerine 400 pul RNA wash
buffer eklenmis ve bu tiipler 6nce 12.000 g’de 1 dk. arindan 12.000 g’de 2,5 dk. santrifiij edilmis ve koleksiyon tiipii
icerisindeki sivi ile birlikte atilmistir. Zymo IIC filtresi 1,5 ml’lik eppendorf tiip icerisine yerlestirilmis ve filtre
tizerine 35 ul nuclease free su eklenmis ve 1 dk beklenmistir. Son olarak bu tiipler 10.000 g’de 1 dk. santrifiyj
edilmis ve elde edilen Total RNA’lar bir sonraki asama i¢in kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen Total RNA’lardan komplementer DNA (¢cDNA)’lar Thermo Scientific RevertAid H Minus First
Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Fermentas, katalog no: K1632) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amagcla, 6 pl Total
RNA, 1 pl oligo (dT),g primer ve 7 pl nuclease free su PCR tiipleri igerisine eklenmis ve vortex yardimiyla
karistirildiktan sonra 1000 rpm’de 5 sn. santrifiij edilmistir. Tiipler PCR cihazina yerlestirildikten sonra 65 °C’de 5
dk. inkiibe edilmis ve buz lizerine alinarak 1 dk. bekletilmistir. Tiiplerin igerisine sirasiyla 1 pl RiboLock RNase
Inhibitor (20 v/ pl), 1 pul RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/ pl), 2 pl 10 mM dNTP Mix ve
4 ul 5X Reaction buffer eklenerek vortex yardimiyla karistirilmig ve 1000 rpm’de 10 sn. santrifiijiin ardindan tekrar
PCR cihazina yerlestirilerek 6nce 42 °C’de 60 dk. inkiibe edilmis ardindan reaksiyonu sonlandirmak amaci ile
70 °C’de 5 dk. inkiibe edilmistir. Elde edilen cDNA’lar kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmuistir.

Real-time PCR Asamasi

Real-time PCR c¢alismalari, Roche LightCycler® Nano Real-Time PCR sistemi ve Roche FastStart Essential
DNA Green Master Mix kullanilarak gergeklestirilmistir. Cizelge 1°de detaylari yer alan GFLV, GLRaV-1, GLRaV-
2 ve GLRaV-3 viriis izolatlarina ait cDNA’lar Cizelge 2’de yer alan spesifik primer dizileri kullanilarak ilgili
etmenler acisindan Syber Green I temelli Real-time PCR yontemi ile test edilmistir. Bu amagla PCR tiipleri icerisine
0,3 ul 20 uM forward primer, 0,3 ul 20 uM reverse primer, 1 ul cDNA ve 10 pl 2x FastStart Essential DNA Green
Master Mix eklenerek nuclease free su ile son hacim 20 pl’ye tamamlanmistir. Her kosumda 1 tiip olasi
kontaminasyon riskine kars1 6rnek eklenmeden negatif kontrol olarak ¢aligmaya eklenmistir. Tiipler Real-time PCR
sistemine yerlestirildikten sonra Cizelge 2’de yer alan etmenler i¢in spesifik dongii programlari uygulanmistir.

Cizelge 2. Real-time PCR ¢alismasinda kullanilan primerler ve Real-time PCR déngiileri.

Hedef viriis / primer Oligoniikleotid dizisi (5’ 3”) ve referans bu}[]fl?li@ Real-time PCR dongiileri
GFLV_CP2_671fl1 GTTGTGTGTTAGGTATGGGAGGTACTATTA
GFLV_CP2_671f2 TGTGTTTTGGGTATGGGAGGTACTATTA 1 X (95°C 10 dk)
GFLV_CP2_822r TTCCACATACACCCCGGGATA ISTbp 45X (959C 10'sn/59°C 15 sn /72 °C 15 sn)

(Osman and Rowhani, 2006)

GLRaV-1_LRI1 417F GAGCGACTTGCGACTTATCGA
GLRaV-1_LR1737R  GGTAAACGGGTGTTCTTCAATTCT 320 bp
(Osman et al., 2007)

1 X (95 °C 10 dk)
45X (95°C 10 sn /60 °C 15 sn /72 °C 32 sn)

GLRaV-2_LR2-L2/F  ATAATTCGGCGTACATCCCCACTT 1 X (95 °C 10 dk)

GLRaV-2_ LR2-U2/R  GCCCTCCGCGCAACTAATGACAG 331 bp 45X (95°C 10 sn/64°C 15 sn /72 °C 33 sn)
(Osman et al., 2007)

GLRaV-3_LCI/F CGCTAGGGCTGTGGAAGTATT 1 X (95°C 10 dk)

GLRaV-3_LC2/R GTTGTCCCGGGTACCAGATAT 546 bp

(Osman and Rowhani, 2006) 45X (95°C10sn/59°C 15sn /72°C 55 sn)

Melting (Erime egrisi) Analizleri

Syber Green I temelli Real-time PCR sonuglarinin yorumlanmast PCR isleminden sonra Roche
LightCycler® Nano Real-Time PCR sistemiyle gerceklestirilen erime egrisi analizlerine gore yapilmistir.
Gergeklestirilen erime egrisi analizleri ile ¢ogaltilan DNA 06rneginin sicakligini yavas yavas artirilarak floresan
sinyalin sicakliga bagli degisimini gdsteren bir grafik elde edilmis ve floresan sinyalin ani diisiisiinden kaynaklanan
pikler araciligiyla, DNA iplik¢iklerinin birbirlerinden ayrildiklart sicaklik degerleri tespit edilmistir. Analiz
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sonucunda primer dimerleri gibi spesifik olmayan iiriinlerin yanls pozitif verme durumlari bertaraf edilmis ve Real-
time PCR islemi sonucunda g¢ogaltilan DNA’nin hedef bolge olup olmadig1 belirlenmistir (Chou ve ark., 1992;
Zipper ve ark., 2004). Bu amagla, Real-time PCR calismalarinda kullanilan Roche FastStart Essential DNA Green
Master Mix protokoliinde belirtildigi iizere ¢ogaltilan PCR {iriinii 60-65 °C’den 95 °C’ye kadar saniyede 0,1 °C’lik
artiglarla 1sitilmig ve PCR iiriiniindeki ¢ift zincirli DNA’nin hangi sicaklik derecesinde denatiirasyona ugradigi
kullanilan Roche FastStart Essential DNA Green Master Mix igerisindeki Syber Green I florosan boyanin verdigi
1s1ma sonucunda tespit edilmistir. Erime egrisi analizleri sonucunda belirlenen erime sicakligi altinda kalan 6rnekler
negatif, tizerinde kalan 6rnekler ise pozitif olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA
Real-time PCR ve Melting (Erime egrisi) Analizi Sonuclar1

GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2 ve GLRaV-3 etmenleri agisindan gergeklestirilen Real-time PCR analizi
sonuglarimin yorumlanmasinda dncelikle s6z konusu izolatlarda amplifikasyonun gergeklesip gerceklesmedigi,
gergeklestiyse eger kaginei dongii sonunda basladigi tespit edilmistir.

Real-time PCR analizi sonucu elde edilen Quantitation cycle (Cq) degerleri Cizelge 3’te yer almaktadir.
Real-time PCR analizi sonucu Cq degerleri elde edilemeyen izolatlar ilgili etmenler agisindan saglikli olarak
degerlendirilmistir. Cq degerleri elde edilen izolatlar ise amplifikasyon sonucu elde edilen iriiniin hedef {iriin olup
olmadiginin tespit edilmesi amaciyla, etmen bazinda her bir izolat igin gerceklestirilen erime egrisi analizi
sonuglarina gore belirlenmistir.

Real-time PCR analizi sonucunda gergeklestirilen erime egrisi analizi sonuglarinda GFLV etmeni agisindan
saglikli izolatlarin 76,5 °C’de denatiire oldugu enfekteli izolatlarda ise bu degerin 80,5 °C oldugu belirlenmistir
(Sekil 1). GFLV igin gergeklestirilen erime egrisi analizi sonucunda 80,5 °C’de pik veren izolatlar enfekteli olarak
degerlendirilirken 76,5 °C’de pik veren izolatlar ise saglikli olarak degerlendirilmistir.

GLRaV-1 etmeni agisindan ise saglikli izolatlarin 75,5 °C’de denatiire oldugu enfekteli izolatlarda ise bu
degerin 82 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 2). GLRaV-1 igin gergeklestirilen erime egrisi analizi sonucunda
82 °C’de pik veren izolatlar enfekteli olarak degerlendirilirken 75,5 °C’de pik veren izolatlar ise saglikli olarak
degerlendirilmistir.

GLRaV-2 etmeni agisindan ise saglikli izolatlarin 79 °C’de denatiire oldugu enfekteli izolatlarda ise bu
degerin 84 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 3). GLRaV-2 ig¢in gergeklestirilen erime egrisi analizi sonucunda
84 °C’de pik veren izolatlar enfekteli olarak degerlendirilirken 79 °C’de pik veren izolatlar ise saglikli olarak
degerlendirilmistir.
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Sekil 1. GFLYV ile enfekteli ve saglikli izolatlarin erime egrisi
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Sekil 3. GLRaV-2 ile enfekteli ve saglikl1 izolatlarin erime egrisi

Sekil 4. GLRaV-3 ile enfekteli ve saglikl1 izolatlarin erime egrisi
analizi sonuglari.

analizi sonuglari.

GLRaV-3 etmeni agisindan ise saglikli izolatlarin 76,5 °C’de denatiire oldugu enfekteli izolatlarda ise bu
degerin 84 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 4). GLRaV-3 icin gergeklestirilen erime egrisi analizi sonucunda

84 °C’de pik veren izolatlar enfekteli olarak degerlendirilirken 76,5 °C’de pik veren izolatlar ise saglikli olarak
degerlendirilmistir.
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Cizelge 3. Real-time PCR analizlerine ait sonuglar.

GFLV GLRaV-1 GLRaV-2 GLRaV-3
izolatlar (zq ) Erimg egrisi (Eq _ Erim_e egrisi qu _ Erim_e egrisi Cq degeri Erim_e egrisi
degeri analizi sonucu degeri analizi sonucu degeri analizi sonucu analizi sonucu
P13 32.88 + X X X X X X
R2 35.51 - X X X X X X
R3 39.79 - X X X X X X
R9 28.41 + X X X X X X
R13 31.18 + X X X X X X
R22 37.58 + X X X X X X
P4 X X 40.70 - X X X X
P9 X X 0 - X X X X
R49 X X 36.96 + X X X X
Y2 X X 37.08 + X X X X
9 X X X X 26.17 + X X
10 X X X X 33.78 + X X
23 X X X X 32.97 + X X
39 X X X X 38.98 - X X
41 X X X X 43.19 - X X
MI12 X X X X 33.28 + X X
R10 X X X X 28.12 + X X
D59 X X X X X X 0 -
37 X X X X X X 32.38 +
L6 X X X X X X 28.72 +
06 X X X X X X 29.90 +
08 X X X X X X 33.01 +
R23 X X X X X X 36.88 -
U6 X X X X X X 37.62 +

+: {lgili etmen acisindan enfekteli, -: Ilgili etmen acisindan saglikli, x: Test edilmedi. 0: Amplifikasyon tespit edilmedi.

Cizelge 3’te yer alan Syber Green I temelli Real-time PCR analizi sonucunda elde edilen Cq degerleri
incelendiginde GFLV etmeni i¢in P13, R2, R3, R9, R13 ve R22; GLRaV-1 etmeni i¢in P4, R49 ve Y2; GLRaV-2
etmeni icin 19, 110, 123, 139, 141, M12 ve R10; GLRaV-3 etmeni i¢in ise 137, L6, 06, O8, R23 ve U6 numarali
izolatlarda amplifikasyon tespit edildigi goriilmektedir. Ancak amplifikasyon tespit edilen bu izolatlarin igerisinde
DAS-ELISA ve konvensiyonel RT-PCR sonucunda saglikli oldugu bilinen GFLV i¢in R2 ve R3; GLRaV-1 i¢in P4;
GLRaV-2 i¢in 139 ve 141 ile GLRaV-3 igin ise R23 numaral izolatlar da bulunmaktadir. Syber Green I temelli
Real-time PCR sonucunda elde edilen Cq degerleri, Real-time PCR ardindan gerceklestirilen erime egrisi analiz
sonuglart ile birlikte degerlendirildiginde DAS-ELISA ve konvensiyonel RT-PCR sonucunda saglikli oldugu bilinen
izolatlarda tespit edilen amplifikasyonlarn hedef dis1 iiriinlere ait oldugu belirlenmis ve bu izolatlar s6zkonusu
etmenler acisindan saglikli olarak degerlendirilmistir.

GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2 ve GLRaV-3 etmenleri agisindan gerceklestirilen Real-time PCR ¢aligmalari
sonucunda Cizelge 3’te yer alan izolatlarin teshisleri ve optimizasyon ¢aligmalart basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir. Real-time PCR ve sonrasinda gergeklestirilen erime egrisi analizleri sonuglari, DAS-ELISA ve
konvansiyonel RT-PCR sonuglariyla paralellik gostermistir. Giiniimiizde s6zkonusu etmenlerin Real-time PCR ile
tanist bir¢ok arastirici tarafindan bagarilt bir sekilde gergeklestirilmektedir (Osman and Rowhani, 2006; Osman et
al., 2007; Osman et al., 2008). Real-time PCR, saptama limitleri acisindan konvensiyonel RT-PCR ile
kiyaslandiginda son derece diisiik, olduk¢a hizli ve daha giivenilir bir tan1 yontemidir. Ayrica Real-time PCR,
konvensiyonel RT-PCR’dan sonraki jel elektroforez ve goriintiileme iglemlerine ihtiya¢ duymamakta, dolayisiyla jel
elektroforez asamasindaki olast kontaminasyon riski ve pipetleme hatalarini ortadan kaldirmakta, ayrica emek ve
zaman agisidan ciddi kazanimlar saglamaktadir. Ayrica Syber Green I temelli Real-time PCR yontemi agisindan
optimizasyonu yapilan viral etmenlerin “Meyve ve Asma Fidani ile Uretim Materyallerinde Bitki Saglig
Standartlar1 Talimati”’nda yer altyor olmasi sertifikasyon analizleri agisindan yetkilendirilmis tan1 laboratuvarlarinim
yontemi kullanarak hizli ve giivenilir sonuglar vermesi agisindan da 6nem tagimaktadir. Son donemde Syber Green |
benzeri florosan boyalari iceren Real-time PCR reaktiflerinin fiyatlarinin diismesiyle drnek basi maliyetler firmalara
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gore degismekle birlikte konvansiyonel RT-PCR maliyetleriyle hemen hemen ayni seviyelere gerilemistir. Bu
avantajlarmin yaninda bu ¢alismada da oldugu gibi Syber Green I benzeri florosan boyalarin kullanildig1 durumlarda
siklikla primer dimerlerinden kaynakli ¢ogalan hedef disi bir takim {irlinler de tespit edilebilmekte ve bu durum
sonuglarin hatali yorumlanmasina neden olabilmektedir. Ortaya ¢ikabilecek hedef dis1 iirlinleri belirleyebilmek ve
olas1 hatali sonuglari elemine edebilmek amaciyla elde edilen Cq degerleri mutlaka erime egrisi analizleri
sonuglartyla birlikte degerlendirilmelidir.
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