Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi ISSN:1300-9362
Journal of Agricultural Faculty of Mustafa Kemal University 23(2):181-187 (2018)
Arastirma Makalesi | Research Article

Gelis Tarihi: 5.06.2018  Kabul Tarihi: 14.09.2018

Hatay Ve Tekirdag illeri Bag Alanlarinda Odun Dokusunda Deformasyona (Rugose
Wood) Neden Olan Viriislerin Serolojik Ve Molekiiler Yontemlerle Saptanmasi Ve
Karakterizasyonu
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Ozet

Bu calisma, bag yetistiriciliginin olduk¢a dnemli oldugu Hatay ve Tekirdag illerinde Uretilen
farkli asma cesitlerinde odun deformasyonuna neden olan viral etmenleri arastirmak amaciyla
2015-2016 yillarinda yirutilmustir. Yerli ve yabanci bag cesitlerinden olmak (izere Hatay’ dan
toplam 100, Tekirdag’'dan 133 o6rnek alinmistir. Odun deformasyonuna neden olan
etmenlerden Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine virus D (GVD) ve
Grapevine rupestris stem pitting associated virus (GRSPaV)'i DAS-ELISA ve/veya RT-PCR
yontemleri ile arastirilmistir. DAS-ELISA sonuglarina gore Hatay’da farkli asma c¢esitlerinde
%4,77 oraninda GVA enfeksiyonu bulunurken, Tekirdag ilinden alinan érneklerin higbirisinde
GVA saptanamamistir. Hatay ve Tekirdag illerinden alinan asma o&rneklerinin RT-PCR
yontemiyle testlenmesi sonucunda, sirasi ile en cok GVA (%69 ve %17), ve GRSPaV (RSP48-49
primeri ile %39 ve %40,6; RSP13-14 primeri ile %41 ve %12,96) tespit edilmistir. GVD sadece
Hatay ilinde %4 oraninda saptanirken, testlenen orneklerde GVB bulunamamistir. En gok
rastlanan coklu enfeksiyonlar ise GVA+GRSPaV (Hatay’da %37, Tekirdag’'da %12) olarak
belirlenmistir. Yapilan RT-PCR analizleri sonucunda GVA (429 bp), GVD (852 bp), GRSPaV
(RSP48-49 primeri ile 330 bp ve RSPaV13-14 339 bp) icin beklenen diizeyde DNA
amplifikasyonlari gézlenmistir. GRSPaV’inin secilen 4 izolatinin DNA dizilemesi yapilmis ve
Gen Bankasinda kayith referans izolatlarla % 98-99 oraninda benzerlik gosterdigi saptanmistir.
Anahtar kelimeler: Bag, GVA, GVB, GVD, GRSPaV, ELISA, RT-PCR

Serological And Molecular Detection And Characterization Of Viruses, Which Are
Causal Agents Of Wood Deformation (Rugose Wood) In Grapevine Producing Areas
In Hatay And Tekirdag Provinces

Abstract

Causal agents of rugose wood were investigated in different grape cultivars in Hatay and
Tekirdag provinces where grapevine cultivation is very important in 2015-2016. Totally 100
samples from Hatay and 133 samples from Tekirdag were collected from foreign and local
grape cultivars. Causal agents of rugose wood, Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B
(GVB), Grapevine virus D (GVD) and Grapevine rupestris stem pitting associated virus (GRSPaV)
were tested by DAS-ELISA and/or RT-PCR. According to DAS-ELISA results, GVA was detected
with 4,77% infection rate in different grapevine cultivars in Hatay. All tested samples were
found negative for GVA in Tekirdag province. In RT-PCR analysis, the most common viruses in
Hatay and Tekirdag provinces were found as GVA (69% and 17%) and GRSPaV (with RSP48-49
primer pairs 39% and 40,6%; with RSP13-14 primer pairs 41% and 12,96%). GVD was found
only in Hatay province with 4% infection rate and GVB was not found in all tested samples. The
most encountered multiple infections were detected as GVA+GRSPaV (in Hatay 37%, in
Tekirdag 12%). Based on RT-PCR analysis, expected size of DNA amplicons of GVA (429 bp),
GVD (852 bp) GRSPaV (for RSP48-49 330 bp and for RSPaV13-14 339 bp) were obtained. Four
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selected isolates of GRSPaV were sequenced and they showed 98-99% homology with the

reference isolates deposited in GeneBank.

Key words: Grapevine, GVA, GVB, GVD, GRSPaV ELISA, RT-PCR.

Giris

Yerkiirenin bagcilik icin en elverisli iklim
kusagl lzerinde bulunan (lkemiz, asmanin
gen merkezi olmasinin yani sira son derece
eski ve kokli bir bagclik kiltirine de
sahiptir. Anadolu'da bagcilik kiltGrindn tarihi
oldukca eskiye dayanir. Ulkemizin degisik
bolgelerinde yapilan arkeolojik kazilardan
Anadolu'da bagchk kiltirinin M.O. 3000
yilhina kadar dayandigi saptanmistir (Oraman,
1965). Yurdumuzda ihrag¢ edilen Uriinlerimiz
arasinda olan Uzimiin besin degeri oldukga
ylksek olup, yapilan arastirmalara gore A, B,
B2 ve C vitaminleri icermektedir. Uziim
sofralik tiketim disinda kurutmalik, saraplik,
siralik ve konservelik olarak da
tuketilebildiginden yilin her ayi beslenmede
kullanilmaktadir. Son yillarda asma yapraginin
da ihrag edilmesiyle de 6nemli bir gelir elde
edilmektedir. Diinya bagciliginda ispanya,
Fransa, italya ve Cin’den sonra (retimde
besinci sirayr alan Ulkemiz Gretim miktar
bakimindan 4.234.305 ton ile dinya
siralamasinda 6. sirada  bulunmaktadir
(Anonim, 2014). Diger tim Urilinlerde oldugu
gibi bagciligimizi tehdit eden 6nemli zararh ve
hastaliklar mevcuttur. Dilinyada baglarda
yapilan galismalar sonucunda baglarda (Vitis
ve Muscadinia) 60’tan fazla farkh virls
saptanmistir. Bu virlsler 3 farkh hastalik
kompleksiyle iliskilendirilmistir:

(Infectious
Akdeniz
olim

1) Bulasici dejenerasyon
degeneration) (Avrupa ve
nepovirisleri) ve geriye dogru
(Amerikan nepovirisleri),

2) Yaprak kivrilma,

3) Odun dokusunda deformasyon: Goévde

deformasyonu (Rugose wood) (Martelli,
2014).

Rugose wood ile enfekteli baglarda
simptomlarin  daha siddetli oldugu ve

ilkbaharda tomurcuklarin agilmasinin geciktigi
gozlenmistir. Bazen birka¢ yil icinde verim
disebildigi ve bitkinin 6lebilecegi bildirilmistir

(Walter ve Martelli, 1997; Martelli ve
Boudon-Padieu, 2006). Asili asmalarda
genellikle  tomurcuk birlesimi  Gzerinde

siskinlik, asi ve kalem nispi capi arasinda
belirgin bir fark goriliir. Bazi gesitlerde kabuk
ile asi birlesimi son derece kalin, mantarimsi
ve kaba bir goriiniim ile yumusak bir dokuya
sahiptir. Odunsu dokuda tipik olarak ¢cukur ve
oluklar  seklinde  belirti  gorilir.  Bu
degisiklikler asida ya da kalemde olusabilir.
Cogu durumda, bazi c¢esitlerde yaprak
kivircikligi ile enfekteli yapraklara benzer
sekilde kivrilma sararma ya da kizariklik
gostermesine ragmen vyapraklarda virlse
O0zgl simptomlar gortlmeyebilir. Salkimlar
daha kiiglik veya daha az olabilir. Enfekteli
omcalarda verimin %55'ten %15’e dlstUgi
kaydedilmistir (Walter ve Martelli, 1997;
Martelli ve Boudon-Padieu, 2006). Baglarda
govde deformasyonu (Rugose wood)
kompleksine 4 farkl virGsiin neden oldugu
saptanmistir: 1) GRSPaV; Grapevine rupestris
stem pitting associated virus (Meng ve ark.,
1998), 2) GVA; Kober stem grooving (Garau
ve ark., 1997), 3) GVB ve GVD; Corky bark
(mantarimsi kabuk), 4)LN33; taksonomik
siniflandirmasi  yapilmamis virlis. Baglarda
saptanan GVE (govde cukurlasmasi) ve GVF
(as1 uyusmazligi) ise bu hastalik kompleksi ile
iliskili  bulunmamistir.  Foveavirus cinsinin
Uyesi olarak kaydedilen GRSPaV son derece
onemli bir etmen olup yaygin bir hastalktir.
Vektorl henliz bilinmemektedir. GVA ve GVB
Vitivirus cinsinin Gyeleri olup yari kalici olarak
unlu bitlerle tasinir. Vitivirus cinsinin unlu
bitlerle tasinan yeni Uyesi GVE son yillarda
Japonya’da govde deformasyonu: rugose
wood  simptomlari  gosteren  baglarda
kaydedilmistir. LN33 govde oluklagsmasi
rugose wood hastalik kompleksinin bir
Uyesidir ve  digerleri gibi  ¢ogaltma
materyalleri ile yaylhr. Bu etmenlerden
GRSPaV mekanik olarak tasinmayan bir
etmen olup vektdri  bilinmemektedir.
GRSPaV, Betaflexiviridae familyas| Foveavirus
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cinsine ait olup (Martelli ve ark., 2007)
baglarda en yaygin bulunan virislerden
biridir. Bu ¢alisma ile bag yetistiriciliginin
olduk¢ca 6nemli oldugu Hatay ve Tekirdag
illerinde yetistirilen yerli ve yabanci asma
cesitlerinde odun deformasyonuna neden
olan etmenlerden Grapevine virus A (GVA),
Grapevine virus B (GVB), Grapevine virus D
(GVD) ve Grapevine rupestris stem pitting
associated virus (GRSPaV)'un DAS-ELISA
ve/veya RT-PCR yontemleriyle saptanmasi
amaglanmistir.

Materyal ve Yontem
Arazi calismalari ve érnekleme

Arazi calismalari Hatay ve Tekirdag illerinde
yogun olarak bagciligin yapildigi ilgelerde
ylratdlmastir. Hatay’da Antep Karasi ve
Pafu, Tekirdag'da ise Antep Karasi, Kalecik
Karasi, Dimyat, Alicante Bouschet,
Chardonnay, Pinot noir, Hamburg Misketi,
Alphonse Lavallee, Cardinal, Cavus, Gamay,
Palieri, Zinfandel ve Siraz gibi 6nemli yerli ve
yabanci, sofralik ve saraplik Gzlim cesitlerine
ait virls belirtisi gdsteren omcalardan toplam
233 ornek alinmistir.

Serolojik Calismalar

DAS ELISA (Double Antibody Sandwich-Enzim
Linked Immunosorbent Assay) Yontemi

DAS-ELISA testlerinde GVA belirtegleri (IgG ve
konjugat) Bioreba-isvicre’den, GVB
belirtegleri ise Sediag-Fransa’dan temin
edilmistir. Virls belirteglerinin sulandirma
orani firmanin protokolde belirttigi oran goz
onlinde bulundurularak testlemeler Clark ve
Adams (1977)’a gore yapilmistir.

Molekiiler Calismalar
Toplam Niikleik Asit (TNA) izolasyonu
Baglardan toplanan orneklerden RNA
izolasyonu Qiagen RNA Plant mini kitinin
firma Onerisine gére ve MacKenzie ve ark.
(1997)'nin 6nerdigi modifiye yonteme gore
yapilmistir. ilkbahar déneminde yapraklar,
sonbahar ve kis doneminde ise stlirglinlerden
hazirlanan floem kazintilari kullanilarak RNA
ekstrakte edilmistir. Orneklerden ekstrakte
edilen RNA’larin  miktar ve kaliteleri

(NanoDrop
Olcllerek

Nanodrop  spektrofotometre
1000c, Thermo) ile
degerlendirilmistir.

Ters Transkripsiyon (Revers Transcription)

ilk asamada, ekstrakte  edilen
RNA’lardan cDNA elde edilmistir. Her bir
ornek icin 1 pl Random hexamer primer, 6,5
pl doH,O ve 5 pl RNA karistinlarak PCR
cihazinda 94 °C'de 5 dakika ve -20 °C’'de 5
dakika bekletildikten sonra Uzerine 5xRT
Buffer'dan (Fermentas) 4 ul, DTT (0.1
mM)’den 2 pl, dNTP (10 mM) 0,5 pl ve RT
enziminden 1 pl eklenmistir. PCR cihazinda 42
°C'de 1 saat 72 °C'de 10 dakika olarak
programlanmis ve cDNA sentez asamasi
tamamlanmistir.

Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR)

GRSPaV, GVA, GVB ve GVD virusleri i¢in elde
edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak PCR
yapilmistir. PCR yonteminde GVA MP/CP gen
bolgesi icin; GVA V1-
GACAAATGGCACACTACG, GVA Cl-
AAGCCTGACCTAGTCATCTTGG (429 bp), GVB
CP (kilif protein) gen bolgesi icin; GVB V1-GTG
CTA AGA ACG TCT TCA CAG C GVB C1-ATC
AGC AAA CAC GCT TGA ACC G (459 bp)
(Minafra ve ark., 1994), GVD CP ve RNA
binding Protein gen bdlgesi igin; GVD F-
GACGCAGGGATGTACCTTAGGACG GVD R-

CCTCTACTTATGGAAATTGCGCTC (852 bp)
(Fajardo ve ark., 2012), GRSPaV cp

gen bolgesi icin; RSP48-
AGCTGGGATTATAAGGGAGGT RSP49-

CCAGCCGTTCCACCACTAAT (330 bp) (zhang
ve ark., 1998) ile ORF'nin Helicase-like
domain gen bolgesi icin; RSP13-
GATGAGGTCCAGTTGTTTCC RSP14-
ATCCAAAGGACCTTTTGACC (339 bp) (Meng
ve ark.,, 1999) primer baz dizileri
kullaniimistir.

PCR karisimi, GVA, GVB, GVD, RSPaV 48-
49 i¢in; 16,8 pul d;H,O, 2,5 ul 10XB
(Fermantas), 0.5 pl dNTP (10 mM), 2 ul MgCl,
(25 mM), virlise 6zgl 1 pl primer cifti (her biri
10 pmol/ul), 0,2 ul Tag-DNA polymerase (5
U/ul) ve 2 pul cDNA olacak sekilde
hazirlanmistir.  RSPaV13-14 icin ise; 16,8 ul
d,H>0, 2.5 pl 10XB (Fermantas), 2 ul dNTP
(2,5 mMm), 1,5 pl MgCly (25 mM), viriise 6zgi
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0,5 pl primer cifti (her biri 10 pmol/ul), 0,125
pl Tag-DNA polimeraz (5 U/ul) ve 2 ul cDNA
olacak sekilde hazirlanmistir.

PCR cihazj;
GVA icin: 1 dongi 94 °C'de 5 dakika; 35
dongi 94 °C'de 30 saniye, 55 °C’'de 30 saniye,
72 °C'de 1 dakika ve 1 dongi 72 °C’'de 10
dakika olarak,
GVB ve GVD icin; 1 dongl 94 °C’'de 5 dakika;
35 dongl 94 °C’'de 30 saniye, 60 °C'de 45
saniye, 72 °C’'de 1 dakika ve 1 déngli 72 °C'de
10 dakika olarak,
RSPaV virlsu igin kullanilan her iki primer gifti
(RSP48-RSP49 ve RSP13-PSP14) icin; 1 dongli
94 °C'de 5 dakika; 35 dongi 94 °C'de 30
saniye, 57 °C'de 45 saniye, 72 °C'de 1 dakika
ve 1 dongi 72 °C'de 10 dakika olarak
programlanmistir.

Dizileme ve Filogenetik Analiz

PCR analizleri sonucunda GRSPaV’iinlin
RSP48-49 primer cifti (330 bp) ve RSP13-14
primer cifti (339 bp)referans kontroliyle ayni
seviyede bant veren izolatlardan 4 tanesi
secilerek DNA dizilemeleri yapilmak Uzere
iontek (istanbul) firmasina gdnderilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Hatay ili bag alanlarindan toplam 100,
Tekirdag ilinden ise toplam 133 6rnek alinmis
ve omcalarda gelisme geriligi, yapraklarda
kiicilme, meyve olgunlasmasinda gecikme ve

danelerde kiicilme simptomlari
gozlemlenmistir (Sekil 1). Yapilan
calismalarda Rugose wood ile enfekteli

baglarda simptomlarin daha siddetli oldugu
ve ilkbaharda tomurcuklarin agilmasinin

geciktigi, birkac yil icinde verimin distigi ve
bitkinin 6ldigl gozlenmistir.

Sekil 1. Grapevine rupestris stem pitting associated virus ile enfekteli baglarda gozlenen a-
Yapraklarda kiiclilme b- Dane kaybi ve verim azalmasi simptomlari.

Figure 1. Symptoms observed on grapevines infected by Grapevine rupestris stem pitting associated
virus; a-Small leaves b- Decrease on quantity and grain losses.

Tekirdag ilinden toplam 102, Hatay
ilinden ise 100 bitki ©ornegi DAS-ELISA
yontemiyle GVA ve GVB agisindan

testlenmistir. Hatay ilinde GVA ile enfeksyion
orani  %4,67 olarak saptanirken, GVB
bulunamamistir. Tekirdag ilinde ise her iki
virls saptanmamistir. GVA, GVD, GRSPaV igin

virtslere spesifik primer ciftleri kullanilarak
RT islemi sonucunda elde edilen cDNA’lar ile
yapilan PCR analizi sonucunda GVA (429 bp),
GVD (852 bp) GRSPaV (RSP48-49 primeri ile
330 bp ve RSP13-14 primeri ile 339 bp) icin
beklenen diizeyde DNA amplifikasyonlar
gozlenmistir (Sekil 2, 3, 4).
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Sekil 2. Grapevine virus A (GVA)’ya karsi yapilan RT-PCR analizi sonucu elde edilen agaroz jel

elektroforezi.

Figure 2. Agarose gel electrophoresis of RT-PCR amplified products for Grapevine virus A (GVA).
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Sekil 3. Grapevine rupestris stem pitting associated virus (GRSPaV)’ line karsi RSP13-14 primer
cifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizi sonucu elde edilen agaroz jel elektroforezi.

Figure 3. Agarose gel electrophoresis of RT-PCR amplified products by using RSP13-14 primer pair for
Grapevine rupestris stem pitting associated virus (GRSPaV).

Hatay (100 ornek) ve Tekirdag (133 6rnek)
illerinden toplanan asma o6rnekleri RT-PCR
yontemiyle testlenmistir. Bu orneklerin GVA,
GVB, GVD, GRSPaV ile enfekte olma
oranlarinin RT-PCR analizleri sonucunda,
Hatay ilinden toplanan asma Orneklerinde
%69 enfeksiyon oraniyla en yaygin olarak
saptanan virlis GVA olarak belirlenmis olup,
bunu %41 enfeksiyon oraniyla GRSPaV
izlemistir. Tekirdag ilinden toplanan asma

orneklerinde %40,6 enfeksiyon oraniyla en
yaygin olarak saptanan viris GRSPaV olup,
bunu %17 enfeksiyon oraniyla GVA takip
etmistir. Hatay ilinde baglardaki GVD
enfeksiyon orani % 3.48 oraniyla oldukga
disik bulunmus olup Tekirdag ilinde bu viris
enfeksiyonuna rastlanmamistir. Testlenen
tim orneklerde GVB enfeksiyonu
saptanamamistir. GRSPaV’'nin testlenmesinde
2 farkh primer cifti kullaniimistir.
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Sekil 4. Grapevine rupestris stem pitting associated virus (GRSPaV)'line karsi RSP48-49 primer
¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizi sonucu elde edilen agaroz jel elektroforezi.

Figure 4. Agarose gel electrophoresis of RT-PCR amplified products by using RSP48-49 primer pair for
Grapevine rupestris stem pitting associated virus (GRSPaV).
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Sekil 5. Tekirdag bag orneklerinden elde edilen GRSPaV izolatlarinin gen bankasinda kayitli
izolatlarla karsilastirilmasi sonucu elde edilen filogenetik agag.
Figure 5. Phylogenetic tree obtained from Tekirdag GRSPaV grapevine isolates and Genebank isolates.
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Hatay ilinden toplanan asma
orneklerinde  GRSPaV’nin  testlenmesinde
kullanilan primer ciftlerinin etkinliginde bir
farklilik  gorilmezken  Tekirdag ilinden
toplanan bag 6érneklerinde bu oran RSP48-49
primer cifti icin %40,6 ve RSP13-14 ifti igin
%12,9 olmustur. Bu etmenler arasinda
GRSPaV’nin diinyada oldugu gibi ¢alismamiz
ylruttigimuz Hatay ve Tekirdag illerimizde
de vyaygin oldugu tespit edilmistir. PCR
analizleri sonucunda GRSPaV’nin referans
kontrolliiyle ayni seviyede bant veren
izolatlardan 4  tanesi  segilerek DNA
dizilemeleri  yapilmak  Gzere  firmaya
gonderilmistir. Firmadan gelen her bir izolatin
nikleotid dizilimi gen bankasinda kayitl
izolatlarla karsilastirilmistir. Sekansi yapilan 4
adet GRSPaV izolati Gen Bankasinda kayitl
izolatlarla nikleotid benzerlikleri %98-94
arasinda olmustur (Sekil 5).

GRSPaV’nin mekanik olarak tasinamadigi
ve vektori bilinmediginden dolayr muhtemel
asl kalemiyle yayildigi dusinidlmektedir. Bu
nedenle saghkh asi kalemi kullaniimasi
onerilmektedir.  GVA’'nin  unlu  bitlerle
tasinmasindan dolayi, bu boécek tirlerininin
kontrol altinda tutulmasi 6nerilmektedir.
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