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OZET
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TOKAT iLi BAG ALANLARINDA GRAPEVINE PINOT GRIS VIRUS,
GRAPEVINE A VIRUS VE STRAWBERRY LATENT RINGSPOT VIRUS
ETMENLERININ VARLIGININ MOLEKULER OLARAK BELIiRLENMESI

BURAK GUVENATES

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiTKi KORUMA ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESIi SERIFE TOPKAYA)

2019 yilinda Tokat ilinde yapilan bu calismada, bagciligin yogun olarak yapildig:
Merkez, Erbaa, Niksar, Pazar ve Zile ilgelerindeki bazi bag alanlarindan asmalarin viriis
belirtisi gosteren gen¢ yapraklarindan ve bir yash siirgiinlerinden 6rnekler toplanmistir.
Toplanan 189 adet asma 6rnegi Grapevine pinot gris virus (GPGV), Grapevine A virus
(GVA), Strawberry latent ringspot (SLRSV) virlislerinin varhigimni tespit etmek
amaciyla, virlislere spesifik primerler kullanilarak molekiiler bir yontem olan RT-PCR
testine tabi tutulmustur. Test edilen 189 adet 6rnegin 2 (%1.05) tanesinde birden fazla
virlise rastlanmigtir. Toplam 189 bitki Orneginin 80’i GVA (%42.32), 3’ GPGV
(%1.58) tespit edilmis ve SLRSV ise (%0) saptanmamistir. Tokat Merkez ve
ilgelerinden toplanan bitki Orneklerinde en yaygin goriilen virlisin GVA oldugu
saptanmigtir. En az saptanan virGsler ise GPGV ve SLRSV olarak tespit edilmistir.
GVA enfekteli izolatlarin ¢ift yonlii sekans analizleri yapilmig ve MEGA10 bilgisayar
programinda hizalanmis ve gen bankasina kayith izolatlarla karsilagtirmasi yapilarak
filogenetik agag¢ olusturulmustur. Filogenetik analiz ¢aligmalarina goére, GVA gen
bankasinda kayitli farkli izolatlarla ve kendi i¢inde de farkli dallanmalar gdstermistir.
GVA ile enfekteli izolatlar kayith diger izolatlarla %92-94 oranlarinda benzerlik

gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Asma, Tokat, GPGV, GVA, SLRSV, RT-PCR



ABSTRACT

MASTER'S THESIS

MOLECULAR DETERMINATION OF THE EXISTENCE OF GRAPEVINE
PINOT GRIS VIRUS, GRAPEVINE A VIRUS AND STRAWBERRY LATENT
RINGSPOT VIRUS IN VINEYARD AREAS OF TOKAT PROVINCE

BURAK GUVENATES
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY

GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
(SUPERVISOR: DR. LECTURER SERIFE TOPKAYA)

In this study, which was carried out in Tokat in 2021, samples were collected from
young leaves and one-year-old shoots of vines showing virus symptoms from some
vineyard areas in Merkez, Erbaa, Niksar, Pazar and Zile districts where viticulture is
intense. Collected 189 grapevine samples were subjected to RT-PCR test, which is a
molecular method using virus-specific primers, in order to detect the presence of
Grapevine pinot gris viris (GPGV), Grapevine A virus (GVA), Strawberry latent
ringspot virus (SLRSV). More than one virus was found in 2 (1.05%) of 189 tested
samples. Out of a total of 189 plant samples, 80 (42.32%) of GVA, 3 (1.58%) of GPGV
were detected and SLRSV (0%) was not detected. It was determined that the most
common virus in the plant samples collected from Tokat Center and its districts was
GVA. The least detected viruses were GPGV and SLRSV. Bidirectional analyzes of
GVA sequenced isolates were performed and similar phylogenetic tree samples with
MEGA10 different aligned and gene local isolates. According to phylogenetic analysis
studies, GVA showed different branching within and with different isolates registered in
the gene bank. GVA-infected isolates showed similarity with other registered isolates at
rates of 92-94%.

KEYWORDS: Vitis vinifera, Tokat, GPGV, GVA, SLRSV, RT-PCR
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1. GIRIS

Turkiye 34-49 kuzey enlemleri arasindaki konumuyla Diinya {izerinde bagcilik i¢in en
elverigli iklim kusagindan birisidir. Anadolu, kiiltiir asmasinin (Vitis vinifera L.) gen
merkezi ve bagcilik kiiltiiriiniin besigi olarak bilinmektedir. Bagin tiriinii salamuralik
yaprak, kuru iiziim, sofralik {iziim, siralik, meyve suyu ve saraplik olarak
degerlendirmistir. Bu nedenle Gzlm, dunyada en fazla Uretilen ve tuketilen meyveler
arasindadir. FAO verilerine gore diinyada 7.33 milyon ha alanda bagcilik yapilmakta
olup, toplam Gziim dretimi 66.53 milyon tona sahiptir. Ulkemiz, bagcilik yoniinden
dinya Gzerinde 6nemli Ulkelerden birisi olup 435227 ha bag alani ile diinyada bag
alanlar1 bakimindan besinci, 4.1 milyon tonluk iiziim {iretimi ile {iretimi siralamasinda
besinci sirada yer almistir (FAO, 2018; TUIK, 2018). Tiirkiye’de iiretilen iiziimlerin
yaklasik %52’si sofralik, %381 kurutmalik ve %10’u da saraplik olarak degerlendirilir.
Uretilen iiziimiin yaklasik %63’ii ¢ekirdekli, %37’i ise ¢ekirdeksizdir. Tiirkiye’de yilda
yaklasik 250.000 ton kuru iiziim iretimi yapilmaya devam etmektedir. Tirkiye’de
¢ekirdeksiz kuru liziim tretimi Ege Bolgesi’nde yogun bir sekilde yapilmaktadir.
Cekirdeksiz kuru tizim asil olarak Sultani ve Yuvarlak Cekirdeksiz ¢esitlerinden
tretilmektedir. Tiirkiye trettigi cekirdeksiz kuru iiziimiin yaklagik %80’ini farkl
iilkelere ihra¢ etmektedir (TUIK, 2018).Tiirkiye uluslararas1 piyasaya Sultana olarak
bilinen Sultani ve Yuvarlak Cekirdeksiz ¢esitlerini ¢ekirdeksiz kuru iiziim ve sofralik
liziim olarak arz edilmistir. Uluslararas1 piyasaya sunulan diger sofralik iiziim g¢esitleri
ise Yalova Incisi, Perlette, Antep Karas1 ve Hatun Parmagi gibi cesitler yer almaktadir.
Tirk sofralik liziimiiniin baslica tiiketicileri Rusya Federasyonu, Almanya, Avusturya,
Hollanda ve Suudi Arabistan yer alir. Cekirdeksiz kuru {iziim ve sofralik {iziim ihracati
sektoriin oviing kaynagi konumundadir. Tokat ilinde ise 62 259 da alandan 51 762 ton

tiretim yapilmaktadir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1. 1. 2019 yil1 Tokat ili iiziim iiretim alanlar1 ve miktarlar (TUIK, 2019)

ilce Adi Alan(dekar) Uretim(ton) Verim(kg/da)
Merkez 22 920 22 632 1826
Zile 6 400 5555 868
Erbaa 18 840 13314 1492
Niksar 7 000 5522 1224
Pazar 3426 4 400 2278
Toplam 58.586 51.423 7.688




Dlnyada ortalama Uzum verimi 1045 kg da-1, Tirkiye’de 893,9 kg da-1’dir
(TUIK,2018). Ulkemizde baglarimizin birim alana verimi diinya ortalamasindan
%14.51 daha diisiik olup bunun en 6nemli nedenleri bag tesislerinin, asma anag¢ ve
liziim c¢esitlerinin ¢esit Ozelliklerinin yeterince detayli olarak tespit edilmeden kalite
ozellikleri belli olmayan, klon seleksiyonu yapilmamis, hastalik ve zararlilarla ilgili
sanitasyon durumu dikkate alinmadan, sertifikasiz materyalle kurulmus olmasi ve
modern yetistirme tekniklerinin yeterince uygulanmamasidir (Kara, 2018).

Viriis hastaliklari, kiilttir bitkilerini degisik olgiilerde etkileyerek verimlerinin énemli
Olclide azalmasina sebep olurlar. Zararlari da nicel ve nitel olarak senelik veya c¢ok
senelik bitkilerin Grinlerini etkiler. Asma bitkisi gibi ¢ok yillik kiiltiir bitkilerinde bu
zarar her yil devam eder ve dikimden 10-20 yil sonra bile kendisini gosterebilir. Virus
hastaliklarina yakalanan ¢ok yillik bitkilerin 6miirleri boyunca enfekteli olarak kalmasi
gerek iiriin kayb1 ve gerekse de inokulum kaynagi olarak hizmet etmesi agisindan
oldukca dikkat edilmesi gerekmektedir.

Viriis hastaliklarinin 6ncelikli zarar iiriin ve dolayist ile gelir kaybina neden olmasidir.
Diinya bag alanlarinin yaklasik yarisini (%49) Avrupa Birligi iilkeleri olusturur ve bag
alanlarinda yapilan bir hesaba gore yillik 75 milyar Avro diizeyinde zarara sebep olur
(Sobrino ve ark., 2013). Bu Diinya 6l¢eginde 150 milyar Avro’nun iizerinde bir zarara
sebep oldugu anlasiimaktadir. Ulkemiz bag alanlarmin diinya bag alanlarmin %35’ini
olusturdugu dikkate alindiginda yillik wvirlis hastaliklarinin neden oldugu zararin
yaklagik 7.5 milyar Avronun lzerinde oldugu tahmin edilmektedir (Villa ve ark., 2010).
Baglarda 6nemli viriis hastaliklarindan birisi olan Grapevine pinot gris virus (GPGV),
Trichovirus cinsinde pozitif duyarl, tek zincirli bir RNA viriisiine sahiptir. Asma
bitkilerinin yapraklarimin ve meyvelerinin biliylimesini etkiler ve asma meyvesi i¢
nekroz virlisiine benzerligi ile dikkat ¢eker. Yeni nesil sekans analiz yonteminin bitki
virolojisi alaninda yogun olarak kullanilmaya baglamasi ile birlikte ilk kez 2012 yilinda
Italya’da saptanmis yeni bir viriistiir. GPGV’nin ltalya izolatinin tiim genom sekans
analizi yapilmis ve bu virlsin Trichovirus cinsine giren Grapevine berry inner necrosis
virus (GINV) ile ¢cok yakin akraba oldugu bildirilmistir (Giampetruzzi ve ark., 2012).
Avrupa’da ¢ogunlukla saraplik iiziim ¢esitlerinde saptanan bu viriis su ana kadar Avrupa
disinda sadece Kore’de iizim salkimlarinda nekrozlar seklinde simptom olusturan

sofralik “Tamnara” iiziim ¢esidinde saptanmistir (Cho ve ark., 2013). Ik kez Kuzey



Italya’da Pinot gris {iziim ¢esidinde saptandig1 icin bu isimle anilmaktadir. Ilerleyen
yillarda bu viriis Kore (Cho ve ark., 2013), Slovenya (Plesko ve ark., 2014), Slovakya,
Cek Cumhuriyeti (Glasa ve ark., 2014), Fransa (Beuve ve ark., 2015) ve Tiirkiye’de
(Gazel ve ark., 2016) saptanarak her gecen yil farkli iilkelerden kayitlar bildirilmektedir
(Salderelli ve ark., 2017). GPGV ile enfekte olan bag gozleri ve yapraklardaki
simptomlu alanlardan toplanan Colomerus vitis(=Eriophyes) olarak bilinen Bag yaprak
uyuzu akar Ornekleri ile spesifik primerler kullanarak yapilan Revers-Transkriptaz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) analizlerinde akar bunyesinde GPGV tespit
edilip bildirilmistir. Gerek dogal kosullarda gerekse deneysel tasima denemelerinde
GPGYV ile enfekteli asmalardan toplanan akarlar saglikli bitkilere aktarilmis ve her iki
kosulda da GPGV basarili bir sekilde tasindigi goriilmiistiir. Calisma da C. vitis'in bu

viriisiin potansiyel bir vektorii oldugu bildirilmistir (Malagnini ve ark.,2016).

Grapevine A virus (GVA), Vitis tiirlerinde diinya ¢apinda meydana gelen, 800 nm
uzunlugunda lifli pargaciklara sahip, farkli ¢apraz bantlar gosteren 6zelliklere sahip bir
virstir. Viriis, ¢ok dar bir araliktaki otsu konukgulara bitki 6zsuyu inokiilasyonu
yoluyla guclukle iletilebilen bir asma patojeni olup enfekte materyalin orta ve uzun
mesafelere taginmasi ve bitkiler arasinda ise elma pamuklu biti vektorleri ile tagindigi
bilinmektedir. Ayrica asmanin odunsu kisminda goriilen belirtiler ile bilinmektedir. Asi
yerinde ana¢ ve kalem uyusmazligi gibi goriilen siskinlikler meydana gelmektedir.
Asmalarda fark edilebilir bodurluga sebep olur (Akbas ve ark. 2008).

Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) oldukc¢a genis bir konukgu ¢evresine sahip
bir virustur. Gil, gilek, seftali, nektarin, nane, hiyar, seker pancari, marul, domates,
tiitlin, bag ve bir ¢cok yabanci ot konukgulari arasinda bulunur (Murant, 1976).
SLRSV’nin cografi yayilim alam igerisinde ¢ogu Avrupa iilkesi, Israil, Tiirkiye,
Kanada, ABD, Avustralya ve Yeni Zelanda bulunmaktadir (Anonymous, 2009). Bir
Nepoviriis olan SLRSV“nin dogada taginmasi Xiphinema diversicaudatum (Micol.)
isimli nematod tarafindan gergeklestirilmektedir. Nematodun hem larva hem de ergin
doneminde viriisii tagidig1 saptanmistir. Virlis ayrica mekaniksel olarak, asi ile ve
tohumla da tasiabilmektedir. (Lister, 1964; Murant, 1976; Lamberti ve ark., 1986).
Viriis, yapraklarda kivrilma ve daralmaya, c¢alilasmaya, {iriin azalmasina, meyve ve

cekirdekte deformasyonlara neden oldugu ile bilinmektedir.



Bu ¢alisma ile daha 6nce Tokat ilinde serolojik olarak varligi rapor GVA ve SLRSV ile
Tiirkiye’de yeni rapor edilen GPGV’un varliginin molekuler yontemlerle tanimlanmasi
amaglanmustir. Tirkiye’de yeni rapor edilen GPGV etmeninin Tokat ilinde varlig: ilk

defa bu ¢alismada test edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bagcilik her zaman ekonomik agidan Onemli tarim kollarindan birisi olmustur.
Bagciligin  6nemli sorunlar1 arasinda viriis hastaliklart  gelmektedir.  Viriis
hastaliklarindan dolay1r {iztimlerde O6nemli verim kayiplar1 yasanmaya devam
edilmektedir. Viriislerle ilgili giinlimiizde eradikasyon ve Kkiiltiirel 6nlemler digsinda
herhangi bir miicadele yonteminin olmayisi, virlislerin tanisinin modern teknikler
kullanilarak erken donemde hizli ve giivenilir tan1 yontemleriyle bagarilt bir sekilde
yapilmasinin ne kadar onemli oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir (Onder ve ark.,
2016). Diinya’da bag viriis ve viriis benzeri hastalik etmenleri ile ilgili ¢aligmalar
1960’1 yillardan sonra hiz kazanmaya baslamis, yalnizca 2 tane olan virlls
hastaliklarinin sayis1 1997°de 43’e 1998°de 46’ya ¢iktig1 bilinmektedir. Son yillarda
viriislerin tanisinda ileri molekiiler yontemlerin kullanilmasiyla giiniimiizde bu sayinin
60’dan fazla oldugu bilinir. Ulkemizde ise bag viriisleri ile ilgili ¢alismalar 1950°li
yillarda baglamistir (Martelli ve Boudon-Padieu, 2006). Asma viriis hastaliklari ile ilgili

calismalar agagida verilmistir.

Mahfoudhi ve ark. (1998), Tunus'ta asmalarda viriis ve benzeri hastaliklarin varligini
arastirmak amaci ile toplamda 669 asma Ornegi test etmislerdir. Calisma sonucunda
orneklerin %96,4’nun enfekteli oldugu bildirilmistir. Calismada %87,9 Grapevine
leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3), %69,4 GVA, %51,9 Grapevine fleck virus
(GFkV), %36,8 Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1), %19,1 Grapevine
leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2), %18,2 Grapevine fanleaf virus (GFLV), %14,8

Grapevine virus B (GVB) viriislerini belirlemislerdir.

Rakhshandehroo ve ark. (2005), Iran’da asmalar1 enfekte eden viriislerin dagilimini ve
sikligint belirlemek amaciyla Iran’daki 10 eyaletten ve 56 farkli bag alanlarindan belirti
gosteren veya gostermeyen toplam 1542 yaprak 6rnegi toplanmis olup GFkV, GFLV,
Arabis mosaic virus(ArMV), GLRaV3, GVA, Raspberry ringspot virus (RpRSV),
Tobacco ringspot virus (TRSV) etmenleri “Double Antibody Sandwich Enzyme-linked

Immuno Sorbent Assay” (DAS-ELISA) testi yapilmistir. Viriislerin bulunma siklig

sirayla GFLV (%11.1), GFkV (%8.6), GVA (%8,4), AtMV (%6,6), GLRaV-3 (%6,4),
RpRSV (%2,8) ve TRSV (%0,35) olarak saptanmustir.
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Fiore ve ark. (2011), Sili'de Atacama bolgesinde 2007 ve 2009 yillar1 arasinda
baglardaki virilislerin belirlenmesi amaciyla survey ¢alismasi yiiriitmiiglerdir. Ekonomik
acidan Onemli olan bag viriislerinin tespit edilmesi amaciyla belirti gosteren ve
gostermeyen 1000 6rnekte RT-PCR yontemi ile test yapmuglardir. Pozitif 6rneklerin
orant GLRaV-2 %46,8, GFKV igin %30,7, Grapevine virus A (GVA) i¢in %12,3 GFLV
icin %9,6 GLRaV-3 %9,1 ve GLRaV-1 igin %8,8 olarak saptamiglardir. Tiim viriis
enfeksiyonlar1 acisindan pozitif Orneklerin orant %68,7 olarak oldugunu tespit

etmislerdir.

Akbas ve Erdiller (1993), Ankara’nin 8 ilgesinde bag alanlarindan 6rnekler almislardir.
Aldiklar1 bu 6rneklerde SLRSV, GFLV, ArMV, TBRV, AMV ve GLRaV viruslerini
tespit etmislerdir. Bu aldiklar1 Orneklerin belirti gosterdiklerini ve bu belirtiler ile

birlikte DAS-ELISA yontemi uygulayarak hastaligi tespit edildigini bildirmiglerdir.

Caglayan (1997), Hatay’da bag yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi bolgelerde viriis
hastaliklarin1 belirlemek i¢in calismanin amacina uygun gerekli surveyler yaparak
rastgele 36 bagdan numune almis ve ELISA yonteminin uygulandigini bildirmistir.
Belirti gosteren omcalardan alinan Grnekleri ELISA yontemi ile test ettiginde 162
ornegin 38 tanesinde sadece bir virlis veya birden fazla viriis hastaligi ile bulasik
oldugunu saptamistir. Yayginlk sirasina gére GFLV (%9.87), ArMV (%8.02), SLRV
(%3.09) ve GFkV (%2.47) oldugunu bulmustur.

Kokli ve ark. (1998), 1997 yilinda Trakya'da yapmis olduklari calismada asma
viriislerinin yayginliklart ile ilgili ¢alisma yiriitmislerdir. GVA'nin %52,1, GLRaV-
3'Un %49,1, GLRaV-1'in % 33,3 oraninda yaygin oldugu, GLRaV-6'nin %164,
GLRaV-2'nin %11,5, GLRaV-7'nin %3 oraninda yaygin oldugunu belirtmislerdir.

Akbas (1998), Karaman, Konya, Nevsehir illeri ve ¢evresindeki bag alanlarinda yaptigi
caligmada, 344 adet 6rnegi biyolojik (otsu ve odunsu) ve serolojik (agar jel ve ELISA)
olarak test etmistir. Testlemelerin sonucunda asma orneklerinin ArMV, TBRV, SLRSV,
GFLV, RpRSV ve GLRaV ile enfekteli oldugunu saptamistir. Bu ii¢ ilde genel olarak
en yaygin olan virlis GFLV olup, bunu sirasiyla TBRV ve GLRaV’nin izledigini
bildirmistir. Test edilen 344 Grnegin 247 (%71.8)’sinin bir ya da daha fazla virus ile

bulasik oldugunu bulmustur.


https://en.wikipedia.org/wiki/Grapevine_fanleaf_virus
https://en.wikipedia.org/wiki/Grapevine_fanleaf_virus
https://en.wikipedia.org/wiki/Grapevine_fanleaf_virus
https://en.wikipedia.org/wiki/Grapevine_fanleaf_virus

Digiaro ve ark. (2000), Giineydogu Anadolu ve Orta Anadolu’daki baglarda yapmis
olduklar1 ¢alismada, en yaygin viriisiin GVA oldugunu ve bunu GLRaV-3, GLRaV-1 ve
GFkV’nin takip ettigini bildirmislerdir.

Cigsar (2002), 1999-2002 yillar1 arasinda Giineydogu Anadolu Bdlgesi ve Nevsehir
ilinin 6nemli bag alanlarinda viriis ve viriis benzeri hastaliklarin durumunu saptamak
amaciyla yaptig1 ¢alismada, toplam 1001 adet drnegi toplayarak test etmistir. Toplanan
orneklere biyolojik ve serolojik teshis metotlar1 kullanmistir. Bélgede en yaygin viriisiin
GVA (%41,2) oldugunu, bunu GLRaV-1 (%38,1), GFLV (%8,1) ve GFkV (%5,4)’niin

izledigini bildirmistir.

Beler ve Acikgdz (2005) yilinda Balikesir ilinin Edremit ve Gomec, Bursa ilinin
Orhangazi ve Aydin ilinin Sultanhisar ve Bozdogan ilcelerinde bulunan zeytin
fidanliklarindan toplanan 176 adet cicek 6rneginin  DAS-ELISA testi
uygulamasi sonucu 64 orneginde (% 36.36) CMV, 60 6rneginde (% 34.09)
Cherry leaf roll virus (CLRV), 69 érneginde (% 39.20) SLRSV ve 47 drneginde

(% 26.70) ArMV ile bulasik olduklarini saptamistir.

Karadeniz (2016) Tokat ilinde varliginin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmada, bagciligin
yogun olarak yapildig1 Tokat merkez, Zile, Erbaa, Niksar, Pazar ve Turhal ilgelerinde
bagcilik yapilan isletmelerden hastalik belirtisi gosteren bitkilerden 6rnek alinmustir.
Alman ornekler, baglarda 6nemli verim kayiplarina neden olan SLRSV, GLRAV-
1,GFLV, ArMV, GVA, GFkV viral etmenlerinin varligini belirlemek amaciyla DAS-
ELISA yontemi ile testlenmistir. Test sonucuna gore alinan Orneklerde % 11.78
GLRaV-1, % 5.73 ArMV, % 4.77 GVA, % 4.45 SLRSV, % 0.63 GFkV, % 0.31 GFLV

oranlarinda viral etmenlerin varliginin oldugunu bulunmustur.

Kocabag ve ark. (2019) Tekirdag ilinden toplanan bag orneklerinde %43,62 oraninda
GPGV, %1,04 oraninda Grapevine Syrah virus-1 (GSyV1) saptanmistir. Hatay ilinden
toplanan Orneklerde ise sadece %0,9 oraninda GSyV1 tespit edilmis ve testlenen

ornekler GPGV, GRBaV, GRLDaV ac¢isindan temiz ¢ikmistir. Tekirdag orneklerinin



GPGV i¢in yapilan RT-PCR analizlerinde kismi kilif protein, hareketlilik ve replikaz
genlerini ¢ogaltan primerler kullanildiginda sirasiyla 411 bp, 302 bp ve 618 bp
bliyiikliiglinde PCR f{iriinleri elde edilmistir Bu iirtinlerin dogrudan iki yonli sekans
analizi sonucunda ve her ¢ gen bolgesinin de nikleotid dizilimlerinin gen bankasinda

kayitl farkli GPGV izolatlari ile yiiksek oranda homoloji gdsterdigini bildirmislerdir.



3.MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Calismanin ana materyali 2019 yilinda Tokat ilinde bag alanlarinda GPGV, GVA,
SLRSV’nin tipik hastalik belirtisi gosteren gévde ¢ukurlagmasi, yapraklarda kivrilma,
calilagsma, klorotik beneklenme, deformansyon ve kirmizimsi asmalardan ornekler
alinmistir. Arazi surveylerinde toplanan yaprak ve siirgiin 6rneklerinin yaprak damarlari
ve yaprak saplarindan alinan pargalar ¢alisma materyalini olusturmustur. Surveylerden

toplanan ornekler buzdolabinda -20 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.2. YOntem

3.2.1 Arazi surveyleri

Tokat ilinde bagciligin yogun olarak yapildigi Merkez, Erbaa, Niksar, Zile ve Pazar
ilgelerindeki bag alanlarinda 2019 yili yaz ddneminde surveyler yapilmistir(Sekil 3.1.).

Sekil 3. 1 Survey yapilan ilgeler



Surveyler esnasinda baglarda, virts belirtisi gosteren omgalarin geng yapraklarindan ve

bir yash siirgiinlerinden 6rnekler alinmistir(Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Survey alanlarindan 6rneklerin toplanmasi

Toplanan 6rnekler polietilen torbalar icinde etiketlenerek buz kutusunda laboratuvara
getirilmig ve testleninceye kadar kisa siire i¢cin + 4°C’ de uzun siire i¢in -20°C’ de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Surveyler esnasinda giidiimlii 6rnekleme yapilmis olup, alinacak 6rnek sayist her bir
bagin bilyilikligi goz onlinde bulundurularak Bora ve Karaca (1970)’ya gore (Cizelge

3.1) belirlenmistir.

Cizelge 3. 1. Bag alanlarindan alinan 6rnek sayisi

Bag Alani (Dekar) Her Bagdan Alinan Ornek Sayisi
0-5 5
5-10 7
10-15 9
20> 11

Ornekleme toplam alanin yiizde ikisini kapsayacak sekilde tablodaki oranlara dahilinde

yapilmistir(Cizelge 3.2).
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Cizelge 3. 2. Tokat Merkez - il¢elerin bag alanlar1 ve alinan 6rnek sayilari

3.2.2 Toplam RNA izolasyonu

Bag alanlarindan toplanan orneklerden RNA izolasyonu Foissac ve ark. (2001)
protokoliine gore ¢alisilmistir. Buna gore, her bitki 6rneginden 100 mg tartilip {izerine
1 ml ekstraksiyon buffer (0.2 M sodyum asetat iceren 6 M guanidintiyosiyanat, 25 mM
EDTA, 1 M potasyum asetat, %2.5 PVP-40 ve %1 mercaptoethanol) ilave edilerek
havanlarda ezilerek ve yeni bir steril tipe aktarildiktan sonra iizerine 100 pul %10’ luk
sodyum laurylsarcosyl soliisyonu eklenmis olup daha sonra tiipler 70 °C’de 10 dk
inkibe edildikten sonra buz tizerinde 5 dakika bekletilmistir.

Ependorf tiipler 14.000 rpm’de 10 dk santrifiigasyondan sonra 150 pl etanol, 25 pl silika
ve 300 pl 6 M sodyum iyodiir igeren yeni bir ependorf tiipe 300 ul supernatant transfer
edilmistir. Daha sonra bu karisim aralikli olarak ¢alkalanarak 10 dk oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. 6000 rpm’de 1 dk santrifiij edildikten sonra supernatant eklendikten
sonra peletler 500 pl yikama buffer1 (0.05 mM EDTA igeren 10 mMTris-HCI, 50
MMNaCI ve %50 etanol) ile yikanmistir. Tekrar 6000 rpm’de santrifligasyondan sonra
bir kez daha yikama buffer1 ile yikanip ardindan yine 6000 rpm’de santrifiigasyona tabi
tutulup olusan supernatantlar uzaklastirilip ve tiipler kurutma kagidi tlizerinde ters

cevrilerek kurutulmustur.

Daha sonra tizerlerine 300’er ul RNase igermeyen saf su eklenerek ve 70 °C’de 4 dk

inkiibe edilmis olup daha sonra 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek st sivi yeni bir
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ependorf tiipli icine aktarilarak ve PCR islemlerinde kullanilincaya kadar -20°C’de

saklanmustir.

3.2.3 RT-PCR yodntemi
3.2.3.1. Komplementer DNA (cDNA ) sentezi

RNA izolasyonu yapilan 6rneklerden elde edilen RNA’lar kullanilarak komplementer
DNA (cDNA) sentezi yapilmistir. cDNA sentezi yapilirken ependorf tiipler igerisinde 2
ul toplam RNA, 1ul random heksamer primer (5’-d(NNNNNN)-3’N = G, A, T veya
C)(10umol) ve 8 pl distile su ile karstirilmigtir. Karisim 65 °C’de 5 dakika

inklibasyondan sonra buz {izerine alinarak ve 3 dakika buzda bekletilmistir.

Tuplerin icerisine 5X MMLV buffer (5X), 0,2 mMdNTP (25 mM), 0,5 pl random
heksamerprimer (10 pmol), 0,25 Il RNAse inhibitor (10u/pl), 0,25 pl
Reversetranscriptase (20-20u/ul) ve distile su bulunan karisimdan 10 ul ilave edilerek
her bir tiip 20 ul’ye tamamlanmistir. Tiipler daha sonra thermocyler cihazinda 25 °C’de
5 dakika, 42 °C’de 60 dakika 85 °C’de 5 dakika ve 10 °C’de 4 dakika inkube edilerek
CDNA sentezi gergeklestirilmistir.

3.2.3.2. PCR yontemi

Ilk asamada elde edilen cDNA kalip olarak kullanilarak viriislere spesifik primerlerle

(Cizelge 3.3) Pcr islemleri gergeklestirilmistir.

Gizelge 3. 3. Caligmada viriislere spesifik olarak kullanilan primerler ve baz dizilimleri

Hedef Viris/Primer Primer Dizilimi Baz Uzunlugu Referans
GVA-H GACAAATGGCACACTACG 430 b Minafra et al.
GVA-C AAGCCTGACCTAGTCATCTTGG P 1992

SLRSV-F CCTCTCCAACCTGCTAGACT .

SLRSV-R AAGCGCATGAAGGTGTAACT | 7 bP Amira et al. 2014
GPGV-F GGAGTTGCCTTCGTTTACGA

GPGV-R GTACTTGATTCGCCTCGCTCA | //0PP Beuve etal.2015

PCR kosullart ¢alismada kullanilan primerlerin baglanma sicakligina gore degismekte

olup literatuirde bildirilen kosullar uygulanmustir.
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3.4 Agaroz jel elektroforez ¢calismalar:

Viriislere spesifik primerlerle yapilan PCR sonucunda elde edilen PCR firiinleri % 1,2
oraninda hazirlanan, igerisinde 10 mg/ml ethidium bromid bulunan agaroz jelde 100
V’da 1 saat elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez islemi sonunda

goriintiileme cihazinda goriintiileme islemi yapilmistir.

3.5 Filogenetik analiz cahsmalar:

Filogenetik calismalar igin RT-PCR sonunda pozitif sonug¢ veren izolatlardan GVA
etmenine ait 10 tane izolatin RT-PCR iiriinleri sekansa gonderilmistir. Sekanslama
sonunda elde edilen veriler MEGA10 bilgisayar programi ile analiz edilmistir. Veriler
daha sonra National Center for Biotechnology Information (NCBI) gen bankasinda
kayith referans izolatlarla kiyaslanarak filogenetik aga¢ olusturulmus ve akrabalik

dereceleri karsilagtirilmastir.
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4 BULGULAR

Tokat ilinde ekonomik agidan bagcilik 6nemli bir yere sahiptir. Bagciligin onemli
sorunlarindan biri olan virilis hastaliklarindan dolay1 tiziimlerde dnemli verim kayiplari
yasanmaya devam etmektedir. Tokat ili bag alanlarinda viral etmenlerin bulunmasiyla
ilgili daha 6nceden yapilmis az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Yiiriitiilen bu ¢alisma ile
Tokat Merkez, Erbaa, Niksar, Pazar ve Zile il¢elerindeki bazi bag alanlarinda, GPGV,
GVA, SLRSV viriislerinin varligi molekiiler yontemlerle (RT-PCR) arastirilmistir.
Arastirmada filogenetik analiz ¢aligmalar yapilmis, RT-PCR testleri sonucunda pozitif
sonu¢ veren izolatlar ¢ift yonlii sekans analizine gonderilmis olup, analiz sonucunda
elde edilen veriler MEGAI10 bilgisayar programi ile analiz edilerek filogenetik agac

olusturulmus ve akrabalik dereceleri karsilastirilmistir.

4.1 Survey sonuclari

Calisma icin 2019 yilinda Tokat Merkez koylerinden Giiryildiz’dan 20, Kiiciik
Yildiz’dan 23 toplam 43 adet; Erbaa Doganyurt kdyiinden toplam 36 adet; Niksar
Gokgeli kdytunden 32 adet; Pazar Uziiméren Beldesinin Derekdy koyiinden 43 adet ve

Zile Merkez 35 adet olmak {izere toplam 189 adet asma Ornegi toplanmistir (Cizelge
4.1).

Cizelge 4. 1. Tokat Merkez, Erbaa, Niksar, Pazar ve Zile’den alinan 6rnek sayilart

ilce Ornek Sayis1 (Adet)

Merkez 43
Erbaa 36
Niksar 32
Pazar 43

Zile 35

Toplam 189

Alinan oOrneklerdeki belirtiler; mozaik, sararma, damarlar yesil-damar aralarinda
sararma, damarlarda sararma-damar aralarinda yesil renk olusumu, damarlarda renk
acilmasi, damar bantlagmasi, sekil bozukluklari, kizariklik, yapraklarin ana damarlari

yesil-damar aralarinda kirmizilagsma, nekrotik lekeler, kahverengi lekeler, beneklenme,
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kabarmalar, yapraklarda ice dogru kivrilma, yelpaze yaprak olusumu ve kiigiilme,

meyve tutumunda azalma, irili ufakli tane olusumu, diizensiz renklenme, gelisme

geriligi ve genel bodurluk seklinde gézlemlenmistir(Sekil 4.2 a,b,c,d).

e RISy b ' a0 X

Sekil 4. 1 a) Yapraklar ige dogru kivrilma, sekil bozuklugu b) Diizensiz renklenme c)
Yapraklar arasi yesil-yaprak arasi kirmizimsi d) Damarlar yesil-damar aralarinda
sararma

o

Alman asma orneklerinin alindigir bagin yeri, alinan 6rneklerin kodu ve o6rneklerde

g6zlemlenen simptomlar Cizelge 4.2- 4.6’te verilmistir.
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Cizelge 4. 2. Tokat Merkez’den toplanan 6rnekler

ILCE KOY KOD Belirtiler
Giiryildiz T-1 Damarlar yesil-damarlar arast sararma
Giiryildiz T-2 Nekrotik leke, sararma
Giiryildiz T-3 Nekrotik leke, sararma
Giiryildiz T-4 Nekrotik leke, sararma
Giiryildiz T-5 Kabarma, sararma
Giiryildiz T-6 Damarlar yesil-damarlar aras1 kizariklik
Giiryildiz T-7 Hafif sararma
Giryildiz T-8 Hafif kabarma, sararma
Giiryildiz T-9 Kizariklik
Giiryildiz T-10 Mozaik, kizariklik
Giiryildiz T-11 Kizariklik
Giiryildiz T-12 Kizariklik
Gliryildiz T-13 Nekrotik leke, kizariklik
MERKEZ
Giryildiz T-14 Nekrotik leke, sararma
Giiryildiz T-15 Mozaik
Giiryildiz T-16 Sararma
Giiryildiz T-17 Kizariklik
Giiryildiz T-18 Mozaik, hafif sararma
Giryildiz T-19 Mozaik, hafif sararma
Giiryildiz T-20 Sararma
Kiigiiky1ldiz T-21 Nekrotik leke
Kiiglikyildiz T-22 Nekrotik leke, sararma, kizariklik
Kiiciikyildiz T-23 Damar bantlagma, sararma
Kiiglikyildiz T-24 Kizariklik
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Cizelge 4. 2. (Devam) Tokat Merkez’den toplanan 6rnekler

MERKEZ

Kiigiikyildiz T-25 Kizariklik, nekrotik leke
Kiiciikyildiz T-26 Kizariklik, nekrotik leke
Kiiciikyildiz T-27 Kizariklik, nekrotik leke
Kiiciikyildiz T-28 Kizariklik, sararma, nekrotik leke
Kiiciikyildiz T-29 Kizariklik, nekrotik leke
Kigiikyildiz T-30 Mozaik
Kiigiiky1ldiz T-31 Mozaik, nekrotik leke
Kigiikyildiz T-32 Mozaik, nekrotik leke
Kiiciikyildiz T-33 Kizariklik
Kiigiikyildiz T-34 Kizariklik
Kigiikyildiz T-35 Hafif sararma, nekrotik leke, kizariklik
Kiigiiky1ldiz T-36 Sararma, nekrotik leke
Kigiikyildiz T-37 Kizariklik
Kigiikyildiz T-38 Damar bantlagma
Kiigiikyildiz T-39 Hafif kabarma, sararma
Kigiikyildiz T-40 Damar bantlagsma, sararma
Kiiciikyildiz T-41 Sararma
Kiiciikyildiz T-42 Damar bantlagsma, sararma
Kigiikyildiz T-43 Mozaik
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Cizelge 4. 3. Tokat Erbaa ilgesinden toplanan ¢rnekler

ERBAA

KOY KOD BELIRTILERI

Doganyurt D-1 Hafif sararma, mozaik, kizariklik
Doganyurt D-2 Yapraklar ige dogru kivrilma, sekil bozuklugu
Doganyurt D-3 Belirti yok

Doganyurt D-4 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma
Doganyurt D-5 Kirmizimsi

Doganyurt D-6 Sararma ve mozaik

Doganyurt D-7 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma
Doganyurt D-8 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma
Doganyurt D-9 Sararma

Doganyurt D-10 Sararma ve mozaik

Doganyurt D-11 Sararma ve mozaik

Doganyurt D-12 Hafif kabarmalar, damar aralarinda sararma
Doganyurt D-13 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma
Doganyurt D-14 Kizariklik

Doganyurt D-15 Kizariklik

Doganyurt D-16 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma
Doganyurt D-17 Mozaik

Doganyurt D-18 Damar bantlagma

Doganyurt D-19 Nekrotik leke, mozaik

Doganyurt D-20 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma
Doganyurt D-21 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma, hafif

kabarma
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Cizelge 4. 3. (Devam) Tokat Erbaa ilgesinden toplanan 6rnekler

Doganyurt D-22 Mozaik
Doganyurt D-23 Hafif sararma
Doganyurt D-24 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma
Doganyurt D-25 Sararma
Doganyurt D-26 Kizariklik
Doganyurt D-27 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma, hafif
kabarma

ERBAA Doganyurt D-28 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma, mozaik
Doganyurt D-29 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma
Doganyurt D-30 Sararma
Doganyurt D-31 Hafif sararma, mozaik
Doganyurt D-32 Kabarma, mozaik, hafif sararma
Doganyurt D-33 Mozaik
Doganyurt D-34 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma
Doganyurt D-35 Sararma
Doganyurt D-36 Hafif kizariklik, mozaik

Cizelge 4. 4. Tokat Niksar ilgesinden toplanan érnekler

KOY KOD BELIRTILERI
Gokeeli N-1 Nekrotik leke, mozaik
Gokgeli N-2 Kabarma, sararma

NiKSAR Gokeeli N-3 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma
Gokgeli N-4 Sararma
Gokeeli N-5 Kizariklik
Gokeeli N-6 Sararma, nekrotik leke
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Cizelge 4. 4. (Devam) Tokat Niksar ilgesinden toplanan 6rnekler

NIiKSAR

Gokgeli N-7 Mozaik

Gokeeli N-8 Hafif sararma

Gokeeli N-9 Nekrotik leke, damarlanma

Gokeeli N-10 Kizariklik

Gokeeli N-11 Sararma

Gokgeli N-12 Damar bantlagma

Gokgeli N-13 Kizariklik

Gokeeli N-14 Sararma

Gokeeli N-15 Mozaik

Gokeeli N-16 Mozaik

Gokeeli N-17 Hafif sararma

Gokeeli N-18 Kabarma, mozaik

Gokgeli N-19 Kizariklik, hafif sararma

Gokgeli N-20 Duizensiz renklenme

Gokgeli N-21 Mozaik, sararma

Gokeeli N-22 Damarlar yesil-damarlar arasi sararma
Gokgeli N-23 Sararma

Gokeeli N-24 Mozaik, hafif sararma

Gokgeli N-25 Kizariklik

Gokgeli N-26 Sararma

Gokgeli N-27 Nekrotik leke

Gokgeli N-28 Mozaik, sararma

Gokgeli N-29 Damarlar yesil-damarlar arasi sararma
Gokgeli N-30 Mozaik, sararma

Gokgeli N-31 Sararma

Gokeeli N-33 Damarlar yesil, damar aralarinda sararma
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Cizelge 4.5. Tokat Pazar ilgesinden toplanan érnekler

PAZAR

KOY KOD BELIRTILERI
Derekoy U-1 Sararma, mozaik
Derekdy U-2 Damarlar yesil-damarlar arasi sararma, mozaik
Derekoy U-3 Mozaik
Derekdy U-4 Mozaik
Derekoy U-5 Hafif sarama, dlizensiz renklenme
Derekoy U-6 Damarlar yesil-damarlar arast sararma
Derekdy U-7 Sararma, mozaik
Derekdy U-8 Damarlar yesil-damarlar arasi sararma
Derekoy U-9 Mozaik, hafif sararma
Derekoy U-10 Sararma, mozaik
Derekoy U-11 Damarlar yesil-damarlar arasi sararma
Derekoy U-12 Nekrotik renklenme, sararma
Derekoy U-13 Damarlar yesil-damarlar arasi sararma
Derekoy U-14 Kabarma, hafif sararma, mozaik
Derekdy U-15 Hafif sararma
Derekdy U-16 Nekrotik leke, damarlanma
Derekdy U-17 Damarlar yesil-damarlar arasi sararma
Derekdy U-18 Mozaik, sararma
Derekdy U-19 Mozaik, sararma
Derekody U-20 Mozaik, sararma
Derekdy U-21 Kirmizimsi, sararma
Derekoy U-22 Nekrotik leke
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Cizelge 4. 5. (Devam) Tokat Pazar ilgesinden toplanan 6rnekler

PAZAR

Derekdy U-23 Mozaik, sararma, damarlanma
Derekdy U-24 Mozaik, sararma

Derekdy U-25 Nekrotik leke, sararma

Derekdy U-26 Mozaik, sararma, nekrotik leke
Derekdy U-27 Mozaik, sararma

Derekdy U-28 Mozaik, sararma

Derekoy U-29 Kabarma, Mozaik, Sararma
Derekoy U-30 Kizariklik, nekrotik leke

Derekoy U-31 Kizariklik

Derekoy U-32 Kizariklik, sararma, nekrotik leke
Derekoy U-33 Diizensiz leke, kizariklik, sararma
Derekdy U-34 Kizariklik

Derekoy U-35 Sararma, kizariklik

Derekoy U-36 Diizensiz leke, kizariklik, sararma
Derekoy 0-37 Duzensiz renklenme

Derekoy U-38 Kizariklik

Derekdy U-39 Diizensiz renklenme

Derekdy U-40 Damarlar yesil-damarlar arasi sararma
Derekdy U-41 Mozaik, sararma

Derekdy U-42 Kizariklik

Derekoy U-43 Sararma, nekrotik leke
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Cizelge 4.6. Tokat Zile ilgesinden toplanan 6rnekler

ZiLE

Merkez Z-1 Kabarma, sekil bozuklugu, nekrotik leke
Merkez Z-2 Kizariklik, mozaik

Merkez Z-3 Kizariklik

Merkez Z-4 Nekrotik leke, sararma

Merkez Z-5 Nekrotik leke, sararma

Merkez Z-6 Mozaik, sararma, damarlanma
Merkez Z-7 Mozaik, hafif sararma

Merkez Z-8 Sararma

Merkez Z-9 Nekrotik leke, sararma

Merkez Z-10 Mozaik, sararma

Merkez Z-11 Mozaik, sararma

Merkez Z-12 Kizariklik

Merkez Z-13 Nekrotik leke, sararma

Merkez Z-14 Sararma, nekrotik leke

Merkez Z-15 Mozaik

Merkez Z-16 Mozaik

Merkez Z-17 Damarlar yesil-damarlar arasi sararma
Merkez Z-18 Mozaik, sararma

Merkez Z-19 Kizariklik

Merkez Z-20 Sararma

Merkez Z-21 Sekil bozuklugu

Merkez Z-22 Kizariklik

Merkez Z-23 Damarlar yesil-damarlar arasi sararma
Merkez Z-24 Mozaik

Merkez Z-25 Sararma

Merkez Z-26 Sekil bozuklugu, yapraklar ige dogru kivrilma
Merkez Z-27 Sararma

Merkez Z-28 Kizariklik, sararma

Merkez Z-29 Sararma

Merkez Z-30 Nekrotik leke, sararma

Merkez Z-31 Kizariklik

Merkez Z-32 Mozaik

Merkez Z-33 Kizariklik, nekrotik leke

Merkez Z-34 Sararma

Merkez ZL1-35 Kizariklik
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4.2 Rt-per Sonuclar:

Toplanan 189 adet asma Orneginden viriislerin varligini tespit etmek {izere RNA
izolasyonu yapilmistir. Daha sonra RNA izolasyonu yapilan orneklerden hexamer
primerle cDNA sentezi gerceklestirilmistir ve asma Ornekleri arastirma konusu
virtslerin (GPGV, GVA, SLRSV) belirlenmesi icin virislere spesifik primerlerle RT-
PCR islemine tabii tutulmustur.

GVA’ya spesifik GVA 1-F ve GVA 1-R primerleri ile yapilan RT-PCR testi sonucunda
toplam 81 6rnekte beklenilen buyiklikte (430 bp) bant elde edilmistir (Sekil 4.2.).

Sekil 4. 2 GVA’ya spesifik primerle yapilan bazi izolatlara ait RT-PCR sonucu

GPGV’ye spesifik GPGV 2-F ve GPGV 2-R primerleri ile yapilan RT-PCR testi
sonucunda Niksar ilgesine ait ¢ 6rnekte (N-1,N-2, N-22) beklenilen biyuklukte ( 770
bp) bant elde edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 3 GPGV e spesifik primerle yapilan bazi izolatlara ait RT-PCR sonucu

GVA ile enfeksiyon tespit edilen asma drneklerindeki belirtileri asagida verilmistir
(Sekil 4.4).

Sekil 4. 4 GVA ile enfeksiyon tespit edilen asma 6rneklerindeki belirtiler
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Cizelge 4. 7. Tokat Merkez 6rneklerinin RT-PCR sonuglart

Kodu

T-1

T-2

T-3

T-4

T-5

T-6

T-7

T-8

T-9

T-10

T-11

T-12

T-13

T-14

T-15

T-16

T-17

T-18

T-19

T-20

T-21

T-22

T-23

T-24

T-25

T-26

T-27

T-28

T-29

T-30

T-31

T-32

T-33

T-34

l l l I I I I I I I I I I I] I I I
N
1
1

6



Cizelge 4. 7. (Devami) Tokat Merkez 6rneklerinin RT-PCR sonuglar1

T-35

T-36

T-37

T-38

T-39

T-40

T-41

T-42

T-43

I

+: pozitif sonug —: negatif sonug: caligilmadi

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan testler sonucunda
Tokat Merkez’den toplanan 43 adet Ornegin 14 tanesinin (%32.5) enfekteli oldugu
belirlenmistir. Enfekteli 14 adet 6rnegin GVA ile enfekteli olarak tespit edilmistir.
Tokat Merkez’den toplanan asma orneklerinde GPGV ve SLRSV viriisleri ile bulasik
ornek tespit edilmemistir. Merkez’den toplanan ve enfekteli bulunan 6rnekler igerisinde
en yaygin goriilen virtisiin GVA oldugu saptanmistir. Merkez’de bag alanlarindan alinan
ornekler igerisinde enfekteli orneklerden Kiigiikyildiz ve Giiryildiz kdyilinde yaklagik

ayni oranda tespit edilmistir.

Cizelge 4. 8. Tokat Erbaa ilgesi drneklerinin RT-PCR sonuglari

Kodu GPGV SLRSV

D-1

D-3

D-4

D-5

D-6

D-8

D-9

D-10 - - -

D-11 - - -
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Cizelge 4. 8. (Devami) Tokat Erbaa ilgesi 6rneklerinin RT-PCR sonuglari

D-12

D-13

D-14

D-15

D-16

D-17

D-18

D-19

D-20

D-21

D-22

D-23

D-24

D-25

D-26

D-27

D-28

D-29

D-30

D-31

D-32

D-33
D-34

D-35

D-36

+: pozitif sonug —: negatif sonug: ¢alisilmadi

Cizelge 4.8.’de belirtildigi gibi RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan testler sonucunda
Tokat Erbaa ilgesinden toplanan ve test edilen 36 adet drnegin 25 tanesi (%69.4) GVA
ile enfekteli olarak tespit edilmistir. GPGV ve SLSRYV virtiisleri ile bulagik 6rnek tespit
edilmemistir. Erbaa ilgesinden toplanan ve enfekteli bulunan ornekler igerisinde en
yaygin goriilen virlisin GVA oldugu saptanmistir. Erbaa ilgesindeki Doganyurt
koyiinde bag alanlarindan alinan ornekler GVA ile yogun bir sekilde enfekteli 6rnek
tespit edilmistir.
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Cizelge 4. 9. Tokat Niksar ilgesi 6rneklerinin RT-PCR sonuglari

Kodu

N-1

N-3

N-4

N-6

N-7

N-8

N-9

N-10

N-11

N-12

N-13

N-14

N-15

N-16

N-17

N-18

N-19

N-20

N-21

N-22

N-23

N-24

N-25

N-26

N-27

N-28

N-29

N-30

N-31

+: pozitif sonug —: negatif sonug: ¢aligiimadi

Cizelge 4.9.’da belirtildigi gibi RT-PCR yo6ntemi kullanilarak yapilan testler sonucunda
Tokat Niksar’dan toplanan 32 adet 6rnegin 2 tanesinin (%5.71) birden fazla viris ile
enfekteli oldugu belirlenmistir. Test edilen 32 adet 6rnegin 8 tanesi (%25) GVA, 1
tanesi (%3.12) GPGV ile enfekteli olarak tespit edilmistir. SLRSV viriisii ile bulagik
ornek tespit edilmemistir. Ayrica enfekteli orneklerin 2°’si GVA + GPGV c¢oklu
enfeksiyonlari ile enfekteli olarak saptanmistir. Niksar ilgesinden toplanan ve enfekteli

bulunan 6rnekler igerisinde en yaygin goriilen viriisiin GVA oldugu saptanmastir.
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Cizelge 4. 10. Tokat Pazar ilgesi drneklerinin RT-PCR sonuglari

Kodu GPGV SLRSV

U-10

U-11

U-12

U-13

U-14

U-15

U-16

U-17

U-18

U-19

U-20

U-21

U-22

U-23

U-24

U-25

U-26

U-27

U-28

U-29

U-30

U-31

U-32

U-33

U-34

U-35

U-36

U-37

U-38

U-39

U-40

U-41

U-42

U-43

+: pozitif sonug —: negatif sonug: ¢alisilmadi




Cizelge 4.10°da belirtildigi gibi RT-PCR yo6ntemi kullanilarak yapilan testler sonucunda
Tokat Pazar’dan toplanan 43 adet O6rnegin 19 tanesinin (%44.1) enfekteli oldugu
belirlenmistir. Test edilen 43 adet 6rnegin 19 tanesi (%44.1) GVA ile enfekteli olarak
tespit edilmistir. GPGV ve SLRSV viriisleri ile bulasik 6rnek tespit edilmemistir. Pazar
ilcesi Uziimoren kdyiinden toplanan ve enfekteli bulunan &rnekler icerisinde en yaygin

goriilen virtisiin GVA oldugu saptanmustir.

Cizelge 4. 11. Tokat Zile ilgesi drneklerinin RT-PCR sonuglari

Kodu GVA GPGV SLRSV

Z-1

Z-2

Z-3

Z-4

Z-5

Z-6

Z-7

Z-8

Z-9

Z-10

Z-11

Z-12

Z-13

Z-14

Z-15

Z-16

Z-17

Z-18

Z-19

Z-20

Z-21

Z-22

Z-23

Z-24

Z-25

Z-26

Z-27

Z-28

Z-29

Z-30

Z-31

Z-32

Z-33

Z-34

Z1.1-35

+: pozitif sonu¢ —: negatif sonug: ¢aligilmadi



Cizelge 4.11°de belirtildigi gibi RT-PCR yo6ntemi kullanilarak yapilan testler sonucunda
Tokat Zile’den toplanan 35 adet Ornegin 12 tanesinin (%34.28) enfekteli oldugu
belirlenmistir. Test edilen 35 adet 6rnegin 12 tanesi (%34.28) GVA ile enfekteli olarak
tespit edilmistir. GPGV ve SLRSV virtlisleri ile bulagik 6rnek tespit edilmemistir.

Tokat Merkez ve il¢elerinden alinan toplam 189 tane 6rnek GVA, GPGV ve SLRSV
viriislerinin varlig1 agisindan test edilmistir. Test edilen toplam 189 adet asma 6rneginin
81’sinda pozitif sonug elde edilmistir. Test edilen toplam 189 bitki 6rneginin 80’1t GVA
(%42.32) ve 3’ GPGV (%1.58) ile enfekteli bulunmustur. Tokat Merkez ve
ilgelerinden toplanan bitki 6rneklerinde en yaygin goriilen virlisiin GVA oldugu ve bunu
GPGV’nin izledigi saptanmistir. SLRSV ile enfekteli 6rnek tespit edilmemistir. Tokat
bag alanlarinda saptanan viriislerin ilgelere gore dagilimi asagida verilmistir (Cizelge

4.12.)

Cizelge 4. 12. Tokat bag alanlarinda saptanan viriislerin ilgelere gore dagilimi

Enfekteli Bitki

Sayisi SLRSV
Merkez 14 14 - -
Erbaa 25 25
Niksar 13 10 3
Pazar 19 19
Zile 12 12
Toplam 83 80 3
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4.3. Filogenetik analiz sonuglar:

GVA ile enfekteli 10 6rnege ait 347 baz uzunlugundaki CP bolgesine ait sekans verileri
ile yapilan filogenetik analiz sonucunda, ¢alismada elde edilen D17 izolati Yunanistan
izolat1 ile benzer dallanma gosterirken, diger izolatlar Makedonya, Urdiin ve Giiney
Afrika izolatlarina yakin benzerlik gostermis ve ayr1 bir dallanma olusturmustur($ekil

4.5).

9% ——————————— T-42 GVA-
[ L Z-14 GVA

L AY594176 Urdun
T-2 GVA
D7 GVA

D27 GVAH

U-29 GVA

T-10 GVA

Z-26 GVA

KF594432 Makedonya
N-22 GVA

N-2 GVA
DQ855085 Guney Afrika
DQ855084 Guney Afrika

MG717793 Turkey

|
1oo| | LK937679 Yunanistan
71 D-17 GVA

Sekil 4. 5 GVA ile elde edilen filogenetik aga¢
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5. TARTISMA VE SONUC

Anadolu diinyanin énemli {iziim iireticisi konumunda olmasina ragmen son 20-25 yildir
Anadolu’da bagciligin gerilemeye basladigi gorilmektedir. Bu gerilemenin nedenleri
arasinda ¢ok cesitli faktorler bulunmaktadir. Bunlarin basinda hi¢ kuskusuz bitki
koruma problemleri gelmektedir. Bitki koruma faktorleri arasinda da iiretim
materyalleri ile hizl1 bir sekilde yayilan ve gbzle goriilebilir belirtilerini bag tesisinden

4-5 yi1l sonra gosteren viriis hastaliklarinin ayr1 bir yeri ve 6neme sahiptir.

Viriis hastaliklar1, kiiltiir bitkilerini degisik olgiilerde etkileyerek verimlerinin dnemli
Olciide azalmasina sebep olurlar. Zararlar1 da nicel ve nitel olarak senelik veya cok
senelik bitkilerin Grinlerini etkiler. Asma bitkisi gibi ¢ok yillik kiiltiir bitkilerinde bu
zarar her yil devam ederek gideceginden dikimden 10-20 yil sonra bile kendisini
gosterebiliyor.

Viriis hastaliklarina yakalanan ¢ok yillik bitkilerin émiirleri boyunca enfekteli olarak
kalmas1 gerek iriin kaybi ve gerekse de inokulum kaynagi olarak hizmet etmesi
acisindan oldukca dikkat edilmesi gerekmektedir. Belirli bir agacta viriisiin neden
oldugu belirtilerle ortaya ¢ikan iiriin kayb1 yildan yila degisiklik gosterebilir. Baglarda
onemli kayiplara neden olan hastalik (kiilleme) ve zararhilar (salkim giivesi) ile
micadele yapilabiliyorken bag viriisleri ile heniliz dogrudan uygulanabilen bir ilagh

miicadele yontemi bulunmamaktadir.

Bu yizden virusler ile gereken 6nlemin erkenden alinmasi oldukg¢a hayatidir. Tokat
Ilinde yogun bir sekilde yapilan bagciligin gelisimi i¢in de alinacak énlemler ve tespitler
ciddi onem kazanmaktadir. Bagciligin yaygin olarak yapildigi Tokat ilinde virls
hastaliklarinin olusturdugu zararlar goz oniine alindiginda bu ¢alisma ile bag alanlarinda
zarar olusturacak virlis hastaliklarinin varliginin tespiti énem arz etmektedir. Clnki

virus hastaliklar ile miicadelede Oncelikli olarak viral etmenin tanimlanmasidir.

Asmada zarar yapan virlis ve virlis benzeri hastalik etmenleri bitkide gelisme
geriliklerine, sekil bozukluguna, yapraklarda renk degisimine ve Uriin kayiplarina neden

olur.
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Bunlar icerisinde asmada ekonomik olarak zarar yapan 6nemli etmenler arasinda asma
govde c¢ukurlagma hastaligina sebep olan GVA viriisii asmalarda fark edilebilir
bodurluga neden olusturdugu bildirilmektedir (Akbas ve ark. 2008). Bagciligin yaygin
olarak yapildig1 iilkemizde virlis hastaliklarinin olusturdugu zararlar goéz ardi
edilmemelidir. Varliginin tespiti ve alinmasi gereken onlemler bu olumsuz kosullari

ortadan kaldirmak i¢in 6nemlidir.

Yapilan bu ¢aligma ile Tokat Merkez ve ilgelerinden alinan toplam 189 tane 6rnek GVA,
GPGV ve SLRSV viriislerinin varligi agisindan test edilmistir. Test edilen toplam 189
adet asma Orneginin 81’sinda pozitif sonug elde edilmistir. Test edilen toplam 189 bitki
orneginin 80’1 GVA (%52.28) ve 3’ GPGV (%1.01) ile enfekteli bulunmustur. Tokat
Merkez ve ilgelerinden toplanan bitki 6rneklerinde en yaygin goriilen viriisin GVA
oldugu ve bunu GPGV’nin izledigi saptanmistir. SLRSV ile enfekteli Ornek tespit

edilmemistir.

Karadeniz (2016) tarafindan 2016 yilinda yapilan ¢alismada bagciligin yogun olarak
yapildig1 Tokat merkez, Zile, Erbaa, Niksar, Pazar ve Turhal ilgelerinde bagcilik yapilan
isletmelerden hastalik belirtisi gosteren bitkilerden 6rnek alinmistir. Alinan 298 6rnegin
15 tanesinde GVA ile enfekteli oldugu bildirilmistir. Bu c¢alisma ile 189 asma
orneginden 80 tanesinin GVA ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Buradan ¢ikarilacak

en 6nemli sonug Tokat ilinde her gecen y1l hastaligin bulagma oranini artirir.

Ayrica bu caligma ile Tirkiye’de yeni rapor edilen GPGV, molekuler yontemlerle
tanimlanmas1 yapilmistir. Tiirkiye’de yeni rapor edilen GPGV etmenlerinin Tokat ilinde
varhigt ilk defa bu calismada test edilmistir. Gazel ve ark (2016) yilinda yaprak
deformasyonu ve meyve verim ve kalitesini diisiiren beneklenme belirtileri gézlemlenen
on sekiz siipheli numune toplanarak GPGV i¢in RT-PCR testi uygulamiglardir. Test
sonucu Tirkiye'de asmada GPGV ilk raporu elde etmislerdir.

Kocabag ve ark. (2019) Tekirdag ve Hatay ilinde bag alanlarindan asma o6rnekleri
toplamiglar ve toplam olarak Tekirdag ilinden 191, Hatay ilinden ise 111 ornek
toplanmistir. Tekirdag ilinden toplanan bag orneklerinde %43,62 oraninda GPGV

saptamiglardir.
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Calismada SLRSV ait calismada herhangi bir enfekteli 6rnek bulunmamis olsa daha

once Beler ve A¢ikgdz (2015) yilinda rapor edilen Balikesir ilinin Edremit ve
Gomeg, Bursa ilinin Orhangazi ve Aydin ilinin Sultanhisar ve Bozdogan
ilcelerinde bulunan zeytin fidanliklarindan toplanan 176 adet cigek 6rneginin

DAS-ELISA testi uygulamasi sonucu 69 6rneginde (% 39.20) SLRSV ile

enfekteli oldugu tespit edilmistir. Calisma sonuglarina gore séz konusu viral

etmenlerin bulagiklik orani diisiik olmasina veya bu ¢aligmada saptanmamasina ragmen
bolgede yayilma riskleri yiiksektir. Bu nedenle viral etmenlerin yayilmasin1 dnlemeye
yonelik tedbirlerin alinmasi ve lireticilerin bu konuda bilinglendirilmesi gerekmektedir.
Bu etmenin tasmmmasinda rol alan vektor nematodlarla da micadele edilmesi
gerekmektedir. Arastirma konusu diger virtsler kabuklu bit ve akar turleriyle
tasindigindan dolay1 vektor béceklerle miicadele edilmesi gerekmektedir.

Tiirkiye’de bagcilik tarimsal bir is kolu olarak 6nem arz etmekte ve bitkisel tiretimde
onemli bir paya sahip olmaya devam etmektedir. Uziim iiretiminin yam sira taze ve
salamuralik asma yapragmna olan ilgi giderek arttigi goriilmektedir. Tokat yoresinde
yetistirilen ve baglarin biiyiik bir kismin1 olusturan Narince ¢esidi ticari sarmalik yaprak
uretiminde énemli bir yere sahiptir. S6z konusu viriisler meyvede olusturdugu zararlarin
yani sira asma yapraklarinda deformasyonlara ve yaprak kalitesinin diismesine neden
olurlar. Bitki viriis hastaliklari ile kimyasal miicadele bocekler ve fungal hastaliklara
kars1 yapilan miicadele gibi ortadan kaldirilmasi miimkiin degildir. Bu nedenle GPGV,
GVA ve SLRSV etmenlerinin yayilmasinda énemli rol oynayan kalem, ana¢ gibi as1
materyalinin virlisten ari olmasina 6zen gosterilmeli ve bunun igin fidan lretiminde
gerekli tedbirlere daha 6nem verilmelidir. Ureticiler sertifikali asma fidam kullanma
konusunda bilinglendirilme ¢aligmalar1 yapilmalidir. GVA ve GPGV virisleri mekanik
yollarla tagindigindan dolay1 baglarda kullanilan alet ve ekipmanlar dezenfekte edilmeli

ve miicadelede koruyucu dnlemlere 6zen gosterilmelidir.
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