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Abstract

This study, was conducted to investigate the presence of Grapevine fanleaf virus (GFLV) and Grapevine
rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV) which causes significant loss of yield and quality in
vineyard areas. 49 specimens of 16 vineyards were collected from Kirsehir provinces and districts. Viral
RNAs isolated from the samples were tested with viruse-specific primer sequences in a two-step RT-PCR
test. RT-PCR analysis revealed that 49 samples collected were not infected with GRSPaV. The collected
49 samples, 5 were only found to be contaminated with GFLV. GFLV, was quite high in samples from
Kaman (20.0 %), followed by Akcakent (10.0 %), Akpinar (8.3 %) and center (0.0 %). As a result, it was
determined that GFLV is more common than GRSPAV in cases collected from Kirsehir provinces.
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Kirsehir Ili Bag Alanlarinda Asma Kisa Bogum Viriis
(GFLYV) ve Asma Govde Cukurlasma ile Iliskili Viriis
(GRSPaV)’iin Molekiiler Karakterisyonu

Ozet

Bu caligma, bag alanlarinda énemli verim ve kalite kaybina neden olan Asma govde ¢ukurlagma viriisii
(Grapevine rupestris stem pitting-associated virus, GRSPaV) ve Asma kisa bogum viriisii (Grapevine
fanleaf virus, GFLV)’ niin varliginin arastirilmasi amaciyla yiiriitiilmistiir. Kirsehir il ve ilgelerinden 16
bag alaninda toplam 49 6rnek toplanmustir. Orneklerden izole edilen viral RNA’lar, iki asamali RT-PCR
testinde virtise spesifik primer dizinleriyle testlenmistir. Yapilan RT-PCR analizi sonucunda toplanan 49
ornekte GRSPaV’ii ile enfekteli olmadigi belirlenmistir. Toplanan 49 6rnekten 5 tanesinde ise GFLV ile
bulasik oldugu molekiiler olarak belirlenmistir. GFLV’iin enfeksiyonunun Kaman il¢esinden alinan
orneklerde en yiiksek bulunurken (%20), bunu sirastyla Akgakent (%10), Akpmar (%8,3) ve Merkez
(%0) izlemistir. Sonug¢ olarak Kirgehir il ve ilgelerinden toplanan 6rneklerde GFLV’iin GRSPaV’iinden
daha yaygimn oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: GFLV, GRSPaV, RT-PCR, Kirsehir.

*Bu ¢alisma, International Conference on Agriculture, Forest, Food Sciences and Technologies (ICAFOF 2017 Cappadocia /
Turkey) da sunulmus ve 6zet olarak basilmustir.
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1. Giris

Ekonomik olarak biiyiikk 6neme sahip asma, 1liman iklimli yerlerde yaygm olarak yetistirilmektedir.
Ancak yetistiriciligi sinirlayan 6nemli biotik ve abiotik faktorler bulunmaktadir. Bu faktorlerden en
onemli faktor biotik bir etmen olan viriislerdir. Virlisler ekonomik olarak {iriiniinde verim ve
kalitesinde, asma Omriinde biiyiik zararlara neden olmaktadirlar (Martelli ve Boudon-Padieu, 2006).
Serolojik, biyolojik ve son yillarda yaygm olarak kullanilan molekiiler yontemlerle Tiirkiye’de
bagciligin 6nemli oldugu bir¢ok alanda “Sertifikasyon™ listesindeki viriislerin bazilar1 rapor edilmistir.
Ancak iilkemizdeki genetik cesitlilikleri bilinmediginden, izolat-spesifik serolojik ve molekiiler
tanilamaya yonelik eksiklikler bulunmaktadir. Viriislerin bir kismi (GRSPaV, GVA, GLRaV-1, -2, -3, -
5; -4, -6, -7, 9) Tiirkiye’de birgok yerde rapor edilmistir (Kokli ve ark., 1998; Akbas ve ark., 2007;
Kaya ve ark., 2012; Buzkan ve ark., 2015). Ancak Kirsehir ilinde bag alanlarinda bu giine kadar
kapsamli bir ¢alisma yapilmamis, ancak Akbag ve ark., (2007) yilinda yaptiklari bir ¢alismada Kirsehir
ilinden 35 6rnek toplamislar, 4 6rnekte sadece GLRaV-1 viriisii belirlemislerdir.

Asma govde cukurlagma-iligkili viriisii, diinyadaki bag alanlarinda ¢ok yaygin goriilen bir viriistiir.
GRSPaV, Vitis rupestris St. George indikator bitkisine asilandiginda as1 noktasindan yukariya dogru
oluk ve ¢okiintli ¢izgileri olusturmaktadir. Enfekteli V. vinifera kiiltiirlerinin gelisiminde yavaslama
meydana gelmektedir. Bu etmen salkim tanelerinde olgunlagmay:1 geciktirmekte, {iriin kayiplarma ve
iriindeki seker igeriginin azalmasma sebep olmaktadir (Goheen, 1989; Meng ve ark., 1999; Martelli ve
Boudon-Padieu, 2006).

Asma yapraklarindaki deformasyonlar, yeni gelisen bag alanlarinda asmada ciice kalma, yapraklarda
karakteristik damar bantlagmasi, beneklenme, sonucunda zayif gelisme asmanmn meyve kalitesini ve
yagam siiresini azaltma gibi simptomlara Asma kisa bogum viriisii (Grapevine fanleaf virus, GFLV)
sebep almasinin yaninda bag alanlarinda %80’e varan verim kayiplarina neden olmaktadir (Andret-
Link ark., 2004; Martelli ve Savino, 1991). GFLV viriisii tiim diinyadaki bag alanlarinda yaygm olarak
goriilmekte olup tiim Vitis tiirlerinde zarar olusturmaktadir (Martelli ve Savino, 1991; Martelli ve ark.,
2000). GFLV’nin dogal konuk¢u ¢esidi Vitis tiirleri ile sinirlidir. GFLV asmadan asmaya tagmmast
dogal kosullar altinda Longidoride nematodu olan Xiphinema index tasiyict vektorii ile gergeklesir
(Martelli ve ark., 2000). Virlisiin uzun mesafelere yayilmasi enfekteli iiretim materyalleri ile olur
(Martelli ve Savino, 1991). GFVL iilkemizde bir ¢ok arastirmaci tarafindan serolojik ve biyolojik
indeksleme yolu ile belirlenmistir (Ozaslan ve ark., 1991; Akbas ve Erdiller., 1993). Ancak molekiiler
olarak bu virus hastalig1 hakkinda detayli bir calisma bulunmamaktadir.

Bu ¢alisma ile Kirsehir il ve ilgelerinde bag alanlarinda molekiiler olarak GRSPaV ve GFLV’niin
bulunma durumu arastirilacaktir. Ayrica bu viriislerden hangisinin bolgede daha yaygm olarak
bulundugu ortaya konacaktir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki Materyali

Bu caligmanin arastirma materyallerini Kirsehir Il ve Ilgeleri bag alanlarindan toplanan asma yaprak
ornekleri olusturmustur. Viriisiin belirlenmesi amaciyla, survey ¢aligmalar1 2016 yilinda yapilmustir.
Ormek toplanan bag alanlarma bakildiginda genel gériiniim olarak Kamanda bag alanlarmin diger
ilcelere gore daha bakimli ve diizenli bir bagcihigm yapildig1 gozlemlenmistir. Kirsehir il ve
flgelerinden 16 bag alanindan alman 49 adet 6rnek toplanmustir. Orneklerin ilgelere gore dagilimi
Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Kirsehir-merkez ve ilgelerinden toplanan drnek sayilari

Lokasyonlar Bag sayisi Toplanan
ornek sayisi

Kirsehir-Merkez 4 12

Akc¢akent 3 10

Akpinar 4 12

Kaman 5 15

Toplam 16 49
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Toplanan 49 o6rnek soguk termostat ile laboratuara getirilmis ve toplam niikleik asit izolasuonu
yapilincaya kadar -80°de muhafaza edilmistir.

2.2. Total RNA Ekstraksiyonu

Toplanan 6rneklerden toplam niikleik asit izoalsyonu Thermo scientific firmasindan elde edilen genejet
plant RNA purification mini kiti(K0801) ile RNA ekstraksiyon yapilmistir. Ekstraksiyon i¢in ufak
parcalara ayrilmis 100 mg yaprak dokusu lysis tiipleri igerisine konulmus ve iizerlerine 500 pl lysis
buffer eklenerek homojenize edilmistir. Daha sonra olusan solusyon karstirilarak 5 dakika (dk) 56 °C
‘de inkiibasyona birakildi. Sonra 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve iizerinde kalan sivi kisimdan
400ul alinarak temiz tiipe aktarildi. Uzerine 250 ul %96 etil alkol ilave edildi pipetle yardimiyla iyice
karistirildi. Daha sonra toplama tiipiine aktarilarak 11000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Daha sonra sivi
kisim atild1 kolanda kalan kisim iizerine 700 ul Wash Buffer WB 1 ilave edilerek 11000 rpm’de 1 dk
santriftij edildi. Sivi kisim tekrar atils1 kolanda kalan kisim {izerine 500 pul Wash Buffer 2 ilave edilerek
11000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve bu iglem tekrarlandi. Tiipte kalan kisim {izerine nekleazsiz 50 pl
su ilave edildi ve 1 dk santrifiij yapildi stv1 kisim alimarak -20 °C ‘de kullamlincaya kadar muhafaza
edildi.

2.3. Tersine Transkripsiyon (Reverse Transcription, RT) Tamamlayict DNA (cDNA,
complementary DNA) sentezi

TNA izolasyonu yapilan 6rneklere PCR asamasindan dnce asagidaki adimlarla tamamlayici tersine
transkripsiyon ile cDNA sentez agsamasi gergeklestirilmistir. Reaksiyonda 7 ul RNA, 2 pl Random
Primer (Thermo Scientific, ABD) (0.5 pg/ul) ile karistirilarak dH,O ile 13 pl’ye tamamlanmustir.
Karigim 95 °C’de 5 dak tutulup, hemen ardindan buz dolu kaplarda 3 dak sok sogutma yapilmistir.
Soguk ortamdan alinan 6rnekler iizerine oda sicakliginda ig¢inde 0.8 pl 200 U/ul RevertAid Reverse
Transcriptase (Thermo Scientific, ABD), 10 ul 5X RT buffer, 2.5 pl 10 mM dNTP eklenmistir.
Reaksiyon 42 °C’de 90 dak bekletilmis ve ardindan 70 °C’de 10 dak ile sonlandirilmigtwr. PCR
caligmasinda kullanilan primer ¢ifti viriis genomunun ORF1 Helikaz bolgesinden hazirlanmustir.

2.4. Polimeaz Zincir Reaksiyon (Polymerase Chain Reaction, PCR)

PCR reaksiyonu 25 pl igerisinde gerceklestirilmistir. Karigima, 3 pl cDNA, 2,5 pl 10X PCR thermal
reaction Buffer 1,70 pul 25 mM MgCI, 2 pl 10 mM dNTP, 1,5 pl viriis spesifik homolog ve heterolog
primerler ve 0,15 pl 5 U/ul Tag DNA polimeraz (Thermo scientific, ABD) eklenmistir. PCR kosullari,
RSP13-RSP14 ¢ifti igin 94 'C’de 5 dakika ile baslangig, 35 dongiiniin her biri i¢in 94 ‘C’de 10 saniye,
52 ‘C’de 10 sn 72 C’de 60 sn seklinde kullanilmistrr. Final uzatma 72 ‘C’de 10 dakika olarak
belirlenmistir (Terlizzi ve ark., 2011). GFLV i¢in ise 94 'C’de 4 dakika ile baslangi¢, 35 dongiiniin her
biri i¢in 94 'C’de 30saniye, 50 ‘C’de 60 sn 72 'C’de 60 sn seklinde kullanilmustir. Final uzatma 72 'C’de
10 dakika olarak belirlenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Kirsehir i1 ve Ilgelerinden 49 adet bag siirgiin drnegi toplanmistir. Toplan tiim &rneklerin toplam
niikleik izolasyonu yapilmig ve daha sonra bu niikleik asitlerden viral komlimentar cDNA sentezi
yapilmigtir. Yapilan cDNA’alar kullanilarak viriise 6zgii primer giftleri ile iki asamali RT-PCR
yapilarak 6rneklerdeki viriisiin arastirilmasi yapilmistir.

Yapilan RT —PCR analizi sonucunda kirsehir ilgelerinde toplam 5 tane drneknegin GFLV ile bulagik
oldugu belirlenmistir. Bu 5 6rnek Akpmarda 1, Akgakente 1 Kamanda 3 tane pozitif olarak
belirlenmistir. Merkezde ise pozitif 6rnek bulunamamistr. GFLV’nin ilge bazinda yayginligina
bakildiginda en yaygm goriilen ilgenin Kaman oldugu onu sirasiyla Ak¢akent, Akpmar ve Merkezin
izledigi goriilmektedir(Cizelge 2).
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Cizelge 2. Kirsgehir il ve ilgelerinde toplanan 6rnek sayilar1 ve viriislerin bulunma ytizdeleri
Ticeler Bag Ornek Ahnan GRSPaVv GFLV GFLV’iin
sayisi Lokasyon infekteli enfekteli bulunma
Ornek / Ornek / orani (%)
Toplam Toplam
ornek ornek

Merkez 4 Yenice 12/0 12/0 0
Mahallesi
Golhisar
Akpmar 3 Deveci 12/0 12/1 %8,3
Pekmezci
E Akgakent 4 Tepefakilt 10/0 10/1 %10
=
g Hamzabey
= Kaman 5 Nazim bey 15/0 15/3 %20
Lokman Avsar
ciftligi
16 49/0 49/5 %10,2

Tiim il ve ilgelerden toplanan 49 drnekten 5 tanesi GFLV ile enfekteli oldugu RT-PCR ile belirlenmis
ve molekiiler tanilamas1 yapilmustir. 1l genelinde viriisiin yayginlig1 ise %10.02 olarak belirlenmistir.
GFVL iilkemizde bir ¢ok arastirmaci tarafindan serolojik ve biyolojik indeksleme yolu ile
belirlenmistir (Ozaslan ve ark., 1991; Akbas ve Erdiller., 1993). Ancak molekiiler olarak Kirsehir’de
ilk defa bu ¢alisma ¢alisma ile belirlenmistir.

Yapilan ¢alisma kapsminda toplan 49 6rnek GRSPaV’in RPS-13 ve RPS-14 primer ¢ifti ile taranmis
ancak herhengi bir enfekteli onek yapilan RT-PCR sonucunda belilenememistir. Bu viriisiin
belirlenmesi i¢in daha ¢ok sayida ornekle calisilmali yada genis kapsamlai diger illerdende ornekler
toplanmalidir. Ayrica bu g¢alisma 6rnek sayimizin simirli olmasindan yada viriisiin gezilen bag
alanlarinda olamamsindan dolayi da virusle enfekteli 6rnek saptanamamig olabilir.

Bu calisma sonucunda elde edilen bulgular dogrultusunda Ilde bagcilik yapan cifciler sunlara dikkat
etmelidir. Bag alanlarinda viriislerin yayilmasindaki en biiyiik etken bulagik metaryal kullanimidir.
Yeni tesis edilecek bag alanlarinda virlisten ara sertifikallu materyal kullanilmalidir. Son yillarda
bagciligin gelistigi lilkemizde bdlgeler arasindaki fidan transferi ve yurt disindan resmi ya da gayri
resmi yollarla getirilen fidanlarin viriisle enfekteli olup olmadigi testlenmelidir. Ulkemizde bagciligin
daha da gelismesi i¢in sertifikali ve viriisten ari materyal kullanilarak gerek verim artis1 gerekse uzun
Omiirlii bagciligin yapilmasina biiyiik katki saglayacaktir.

4. Sonug

Sonug olarak bag alanlarinda 6nemli verim ve kalite kayiplarina neden olan GRSPaV ve GFLV’iin
Kirsehir il ve Ilcelerinden toplanan 49 adet drnekte bulunma durumlari arastirilmis. Yapilan RT-PCR
analizi sonucunda GRSPaV’iin toplanan 49 6rnekte bulunmadig: belirlenmis. Kirsehir i1 ve ilgelerinde
toplanan 49 6rneklerden 5 tanesinin GFLV ile enfekteli oldugu molekiiler olarak saptanmustir.
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