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MAKALE BILGISI OZET
Asma yaprak kivirciklik (grapevine leafroll) hastaligi geg¢misten bu yana bag viriis
Arastirma Makalesi hastaliklar1 igerisinde ekonomik &nem derecesi yiiksek olan diinya ¢apinda yayilim
} gosteren bir hastaliktir. Closterovirus cinsine ait virlis tiyeleri igerisinde, Asma yaprak
Gelig 27 Subat 2017 kivireiklik viriisii 1 (Grapevine leafroll-associated virus 1) (GLRaV-1) en eski olamidir.

Kabul 26 Nisan 2017 Baglarda 6nemli verim kayiplarina neden olan bu viriis, dzellikle yapraklarda kivrilma

simptomu ile tanimlanir. Nar bitkisi, ekonomik degeri yiiksek bitkiler arasinda yer
almakta olup heniiz az sayida viriis hastaliklar1 tanimlanmig ancak son yillarda yiiriitiilen
caligmalarda bu bitkinin de GLRaV-1’in konukgusu olabilecegi bildirilmistir. Bu
calismanin amaci, bag ve narlardan elde edilen GLRaV-1 izolatlarinin genomik olarak

Anahtar Kelimeler:
Punica granatum L.
Vitis vinifera L.

SISDIT\II\,IAA kiyaslanmasidir. Bu amagla, 2014 yilinda Hatay ve Nigde illerinden toplanan asma ve nar
DOP-PCR orneklerinden total RNA ve dsRNA izolasyonlari yapilmus, viriis genomuna 6zgii 2 farkl

bolgenin (hareket (movement) proteini (p24) ve 1s1 sok (heatshock) proteinini (HSP70h)
cogaltan primerler kullanilarak RT-PCR ile analizleri yapilmis elde edilen iriinler
_ klonlanmis ve sekans analizleri yapilmustir. Ayrica Closteroviriis’iin HSP70h genine 6zgii
Sorumlu Yazar: dejenere primer kullanilarak DOP-PCR analizleri yapilmustir. DNA dizi analizlerinin
E-mail: eminur@gmail.com sonunda elde edilen kismi genomun, BLAST analizleri yapildiktan sonra filogenetik
analizleri yapilmistir. Bu ¢alisma sonunda, yeni bir konukcu oldugu diisiiniilen nardan
izole edilen GLRaV-1 izolatlarinin asma izolatlar1 ile kiyaslamali olarak analiz edilmesi
saglanmug ve izolatlar arasi yiiksek oranda benzerlik oldugu tespit edilmistir.

Filogenetik analiz.
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Comparative Genomic Analysis of Partial Grapevine Leafroll-Associated Virus-1 Sequences Isolated from
Pomegranate and Grapevines

ARTICLE INFO ABSTRACT

Grapevine leafroll disease is one of the worldwide diseases with economic importance
Research Article among grapevine virus diseases since many years. Grapevine leafroll-associated virus-1

(GLRaV-1) is the first identified virus related to leafroll viruses which are belonged to
Received 27 February 2017 Closterovirus and Ampelovirus. Leafroll symptoms are typical for this virus and it causes
Accepted 26 April 2017 yield losses on grapevines. Pomegranates are also economically important trees and up to

now; only a few viral agents were identified in this plant species and in the last years, it
Keywords: was reported that pomegranate could be as a new host of GLRaV-1. Aim of this study
Punica granatum L. was to compare GLRaV-1 isolates from grapevine and pomegranates. For this purpose,

Vitis vinifera L. dsRNA and total RNA isolations were done and RT-PCR analysis were conducted by

SE‘T\I\L\A using primers of movement protein (p24) and heatshock70 protein (HSP70h) genes of
DOP-PCR GLRaV-1 and PCR products were cloned and sequenced in the collected samples from

Hatay and Nigde in 2014. -PCR analysis was done by using degenerated primer
heatshock 70 homolog protein of Closterovirus. Blast and phylogenetic analysis were
performed with the obtained partial nucleotid sequences. At the end of this study, it was
ensured that GLRaV-1 isolates isolated from the pomegranate, which is thought to be a
new host, were analysed comparatively with the grapevine isolates and high similarities
were detected between isolates.

Phylogenetic analysis.
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Giris

Bagcilikta {ilkemiz, Italya, Fransa, ABD ve
Ispanya’dan sonra iiretimde besinci sirayr almakta olup
iizlim, sofralik ve kurutmalik olarak uluslararasi boyutta
onemli rol alirken sarapgilik da son yillarda Gnemli
gelismeler gostermeye baglamistir. Diger tiim iriinlerde
oldugu gibi bag yetistiriciligini tehdit eden zararli ve
hastaliklar mevcuttur. Bu etmenler arasinda ozellikle
hiicre icinde yasayan organizmalar (viriisler, viroidler,
sadece floem ve ksilemde bulunan prokaryotlar) géze
carpmakta ve bitkilerin yagsam kalitesini azaltarak verimde
azalmalara neden olmaktadir. Giinlimiizde baglar1 enfekte
eden 60 kadar virlis saptanmistir (Martelli, 2014). Bu
viriislerin hemen hemen yarisi Nepovirus, Sadwavirus,
Closterovirus, Ampelovirus, Vitivirus, Maculavirus ve
Foveavirus cinsine ait viriislerdir. Bu viriisler tarafindan
neden olunan 22 adet hastalik bilinmektedir ve bunlardan
sadece bir kagmin ekonomik zarar1 yiiksektir (Martelli,
2014).

Asma yaprak kivirciklik  (grapevine leafroll)
hastaliginin gegmisi 19. ylizyilin ortalarima dayanmakta
olup, asma viriis hastaliklar1 igerisinde ekonomik 6nem
derecesi yiiksek olan, diinya ¢capmda yayilim gosteren bir
hastaliktir (Martelli, 2014). Hastaligm en belirgin
belirtileri,  biilyime  mevsiminin  sonuna  dogru
goriilebilmekte olup iklim kosullarma bagli olarak
Haziran veya Temmuz baslarindan itibaren {iziim
cesitlerinin yash yapraklarinda lekelenmeler seklinde
gelisir. Bu lekeler genisler ve birlesir, yaz sonunda veya
sonbaharda kirmizimsi ve sarimsi renk, yaprak ayasinin
tamamini kapladigi halde, ana damarlar yesil olarak kalir.
Siddetli hastalik seyrinde kirmizi asma c¢esitlerinde tim
yaprak yiizeyi koyu bordo bir renk alir. Hastalik sonucu
vejetasyon gecikir ve dane olumunda diizensizlikler
gozlenerek 2-3 haftalik gecikmeler yasanabilir. Danelerde
seker icerigi %30 oraninda diisebilir ve antosiyanin,
fenolik vb. icerigi degistiginden saraplik {iziim kalitesinde
de 6nemli Olgiide azalmalar meydana gelir. Beyaz daneli
lizimlerde yapraklarda kizarma yerine klorotik lekeler
gozlenir (Martelli, 2014). Yaprak kivirciklik hastaligindan
sorumlu olan Ampelovirus ve Closterovirus familyasinda
yer alan cesitli virtisler tanimlanmig olup, Asma yaprak
kivircik viriisii 1 (Grapevine leafroll-associated virus 1:
GLRaV-1) bunlar arasinda en eski olamidir. Bu cinslere
ait bugiine kadar 9 virlis saptanmistir (Grapevine leafroll
associated virus 1-9), bunlardan dort tanesinin (GLRaV-
1, -2, -3 ve -7) hastalik etmeni oldugu deneysel olarak da
kanitlanmistir (Martelli, 2014). Bu virislerden sadece
GLRaV-2 Closterovirus cinsine ait olup digerlerinin hepsi
Ampelovirus cinsi iginde yer almaktadir. Hastaligin uzak
mesafelere tagmmast bulagik {iretim materyalleri ile
olmakla  birlikte  yakin  mesafeli  tagmmalarda
pseudococcid (Heliococcus, Phenacoccus, Pseudococcus
ve Planococcus) ile coccid (Pulvinaria, Nepulvinaria,
Parthenolecanium, Coccus, Parassaissetia, Saissetia ve
Ceroplastes) unlu bitleri semi-persistent taginmadan
sorumlu olmaktadir (Martelli, 2014). Ulkemizde baglarda
hastalifa neden olan viriis etmenlerinden Grapevine
fanleaf nepovirus (GFLV), Grapevine fleck virus (GFkV),
Grapevine leafroll-associated ~ virus ~ 1-2-3-4-5-7-9
(GLRaVs), Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B

(GVB), Grapevine deformation virus (GDefV),
Grapevine rupestris stem pitting-associated virus
(GRSPaV), Grapevine Pinot gris virus (GPGV) gibi
birgok viriisiin varh@ tespit edilmistir (Ozaslan ve
Yilmaz, 1995; Caglayan,, 1997; Yilmaz ve ark., 1997;
Kokli ve ark., 1998; Kokli ve Baloglu, 2000, 2001a,
2001b; Cigsar ve ark., 2002, 2003; Akbas ve ark., 2007;
Buzkan ve ark., 2010, 2015; Gazel ve ark., 2016).

Nar bitkisi iilkemiz igin ekonomik &neme sahip bitki
tiirleri arasindadir ve iiretim agisindan diinya capinda Iran,
Hindistan ve Cin’den sonra 4. sirada yer almakta olup,
diinya nar ticaretinde onemli iilkeler arasinda yer
almaktadir (Kurt ve Sahin, 2013). Bag hastaliklarinin yan1
sira nar bitkisini de hastalandiran ¢esitli fungal ve
bakteriyel etmenler tamimlanmis olup (Xanthomonas
axanopodis pv punicae (Yenjerappa ve ark., 2013),
Botrytis cinerea (Mirzaei ve ark., 2008), Penicillium spp.
(Palou ve ark., 2013), Alternaria alternata (Gat ve ark.,
2012), Aspergillus niger, Aureobasidium pullulans (Pala
ve ark., 2009; Ozgiiven ve ark., 2012; Thomidis, 2014),
Cytospora granati (Mirabolfathy ve ark., 2012),
Cytospora punicae Sacc. (Hand ve ark., 2014; Palavouzis
ve ark., 2015) bulasiklik kaynagi viriis etmenleri igin
kisith bilgi bulunmaktadir. Caglayan ve ark. (2014; 2016)
nar agaglarinda gozlenen viriis benzeri simptomlarin
gerek serolojik gerekse molekiiler yontemlerle GLRaV-1
ile iliskisini ilk kez ortaya koymustur.

Bu calismanin amaci, nar bitkisinden elde edilen
GLRaV-1 izolatlarnin asmadan elde edilen izolatlar ile
karsilagtirmali genomik analizlerinin yapilmasi ve bu iki
tiir bitki grubundaki izolatlarin benzerlik ve farkliliklarin
genomik diizeyde tespit edilmesidir.

Materyal ve Metot

Bitki Materyali

Nar bitkilerinde viriis hastaliklarina benzer belirti
gosteren yaprak Ornekleri bahar ve sonbahar dénemleri
arasinda Nigde ve Hatay illeri ¢evresinden 2014 yilinda
toplanmistir. Ayrica Hatay’da serolojik ve molekiiler
yontemlerle tespit edilmis olan GLRaV-1 ile bulasik
oldugu bilinen (Caglayan ve ark., 2014; 2016) 3 adet
“Hicaz” nar bitkisinden de yaprak 6rnekleri toplanmustir.
Toplamda, Hatay ilinden sonbahar déneminde 36 adet
stipheli nar 6rnegi ve 24 adet asma Ornegi toplanmistir.

Nigde ilinden ise 24 adet siipheli asma Ornegi
toplanmustir.
Total RNA Izolasyonu

Yaprak orneklerinden total RNA’lar, iki farkli sekilde
izole edilmistir. Asma 6rneklerinden RNA izolasyonu i¢in
Zymo Research (USA) “Plant RNA Extraction Kit”
kullanilmigtir. Nar o&rneklerinin  fenolik oranlari ¢ok
yikksek oldugu icin bazi modifikasyonlar yapilmistir.
Ekstraksiyon soliisyonu igerisine PVP40 eklenmis ve iki
kere fenol:chloroform:isoamilalkol (25:24:1)
basamagindan gegcirilmistir. Ayrica ekstra olarak ta
ZymoResearch (USA) “RNA clean&Concentrator” ticari
kiti araciligryla temizlenmesi saglanmaistir.
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dsRNA Izolasyonu

Yaprak dokusundan 30 g sivi azotta homojenize
edilerek tizerine 90 ml 2xSTE (1 M NaCl, 0,5 M Tris,
0,01 M EDTA) ve 35 ml %10 SDS (Sodyum Dodesil
Siilfat), 2 ml bentonit, 2 ml merkaptoetanol eklenmistir.
fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) karisim
eklendikten sonra oda sicakliginda 45 dk. calkalanip
10.000 rpm’ de 15 dk. santrifilij edilmistir. Olusan {ist faz
yeni bir tiipe aktarilmis ve iizerine 3 g CF11 seliiloz ve 26
ml saf etanol eklenerek 1 saat oda sicakliginda hafifce
calkalanmisgtir. 10.000 rpm’ de 15 dk. santrifiij edildikten
sonra, ¢okelen selilloz 50 ml %17 etanol- STE karisimi
igerisinde ¢Oziindiriilerek tekrar 10.000 rpm’de 5 dk.
santrifiij edilmistir. Kolon kromatografisi i¢in 20 ml
sirngalarin igine tiilbent ve cam yiinii yerlestirilmistir.
Pellet 50 ml yikama soliisyonunda ¢dziindiiriilerek kolona
aktarildiktan sonra kolonda 3—4 kez 50 ml’ lik yikama
solisyonu ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra,
kolondaki sivi tamamen uzaklastiginda, 40 ml STE
soliisyonu eklenerek, steril beherde ¢okelen dsRNA
toplanmugstir. Uzerine 2,5 hacim soguk etanol ve 0,1
hacim 3 M sodyum asetat eklenerek, -20°C’de bir gece
tutulmustur. Ertesi giin 10.000 rpm’ de 30 dk. santrifijj
edildikten sonra pellet oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Kuruyan pellet Iml TE (10 mM Tris, 1 mM
EDTA pH 7,5) tampon soliisyonu igerisinde
¢oziindiiriildiikten sonra 6.000 rpm’ de 4 dk. santrifiij
edilecek ve s1vi kisim {izerine 2,5 hacim soguk etanol ve
0,1 hacim 3 M sodyum asetat eklenip -20°C” de bir gece
tutulmustur. Pellet, 15.000 rpm’ de 20 dk. santrifijj
edildikten sonra %70’ lik soguk etanolde yikanmuistir.
Kurutulan pellet 10 ml TE tampon soliisyonu igerisinde
¢oziindiiriilerek -20°C’ de saklanmistir (Morris ve Dodds,
1979). dsRNA, agaroz jelde ayristirthip UV 15181 altinda
goriintiilenmistir.

cDNA Sentezi

Total RNA’ larm ve dsRNA’ larin kalip olarak
kullanilmasi ile cDNA sentezlenmistir. 0,2 pg/pul Random
hexamer primerinden 1 pl, RNA’dan 5 pl eklenip, steril
suile 12,5 ul’ ye tamamlandiktan sonra 94°C’de 5 dk. 1s1
blokta inkiibe edildikten sonra 5 dk. buz iizerinde
bekletilmis ve tizerine 1 ul M-MLV ters transkriptaz
(Moloney Murine Leukaemia virus reverse transcriptase,
200 unite/ul), 4 pl 5x Ters Trankriptaz buffer, 2 pul 0,1M
DTT, ve 0,5 ul 10mM dNTP eklenerek 42°C’de 1 saat ve
ardindan 70°C’de 10 dk. inkiibe edildikten sonra buz
iizerinde tutulmustur.

DOP-PCR; Dejenere Edilmis Oligoniikleotid Primer-
PCR

cDNA’lar kullanilarak DOP-PCR yapilmistir. 1 pl
c¢DNA, 25 pl Master Mix, 2,5 ul primerler eklenerek
karisim hazirlanmasgtir. Closteroviral HSP70h
Degenerated primeri (620 bp, Elbeaino ve ark., 2010),
Motif Is GGITTIGAITTYGGIACIAC 1806-1826, Motif
lla RTCIAAIGTICCICCICCRAA  2401-2421 (I
(Inosine), (R: A+G), (Y: T+C), (S: C+G), (K: G+T),
(H:A+T+G), W(A+T)) kullanilarak PCR karigim1 94°C 5
dk. takiben 5 dongii 94°C 1 dk. 30°C 1,5 dk., 30°C’den
72°C’ye kadar 15 sn.de 3,5°C artacak sekilde 5 dk., 72°C
3 dk. tutulduktan sonra, 35 dongii 94°C 1 dk. 62°C 1 dk.,
her bir dongiide 14 sn uzayacak sekilde 72°C 2 dk. ve

72°C 7 dk. tutularak reaksiyon gerceklestirilecektir. Sybr
Gold ile boyanan %]1,5" luk agaroz jel, UV altinda
goriintiilenmistir.

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

cDNA’lar kalip olarak kullanilarak PCR yapilmustir. 5
pl 5x PCR buffer, 1 pul25 mM MgCl,, 0,5 pl10
mM dNTPs, 0,5 pl primer seti (10 uM), 0,2 pl Taq
polimeraz (500 unite/ul), iceren 25 pl’lik reaksiyon
karigimi  hazirlanmistir.  Kullanilan — primer  dizileri
GLRaV-1-p24 geni i¢in

F:5’-CGCGCTTGCAGAGTTTAAGTGGTT-3’,

R:5’-TCCGTGCTGCATTGCAACTTTCTC-3’
(634bp); GLRaV-1-HSP70h geni i¢in

F:5’-CAGGCGTCGTTTGTACTGTG-3’,

R:5’-TCGGACAGCGTTTAAGTTCC-3
(540bp) seklindedir (Alabi ve ark., 2011). PCR
reaksiyonlart 35 dongii 94°C 30 s, 54°C 45 s, ve 72°C 1
dk.; ve 72°C 10 dk. olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Molekiiler Klonlama

Elde edilen PCR diriinleri DNA temizleme Kkiti
(ZymoResearch-DNA clean&concentrate) kullanildiktan
sonra {iriinlerin vektdre baglanmasi (ligasyon) igin; 1 ul
pPpGEM-TEasy vector plasmid, 1 ul 10x  ligasyon
soliisyonu, 1 pul DNA ligaz, 5 pl DNA ve 2 pl sdH,0
eklenerek, oda sicakliginda 2 sa. ve takibinde 70°C’ de 15
dk. inkiibe edilmistir. Transformasyon i¢in; 25 pl E. coli
ve 1 pl ligasyon soliisyonu kiivet icerisine eklenmis ve
GenePulser cihazinda 2,4 V akim verildikten sonra,
karisim 975 pl sivi besiyerine aktarilip 37°C’ de 1 sa. 250
rpm’ de calkalanarak inkiibe edilmistir. Ampisilin igceren
YT agar (lucigen) besiyeri hazirlandiktan sonra iizerine
100 mM IPTG ve 50mg/ml XGal eklenerek, hiicreler
hazirlanan besiyerine ekilerek 37°C’de bir gece inkiibe
edilmistir. Mavi — beyaz renkte olusan kolonilerden beyaz
olanlari TB besiyerine (500 ml sdH,O iginde; 5,9 g
tripton, 11,8 g maya ekstrakti, 4,7 g dipotasyum hidrojen
fosfat, 1,1 g potasyum dihidrojen fosfat) aktarilarak
inkiibasyona birakilmistir. Biiyliyen hiicreler secilmis,
koloni PCR ile test edilmis ve niikleotid dizilerini
belirlemek iizere DNA dizilemeye tabi tutulmustur.

Niikleotid Dizi ve Filogenetik Analizler

Niikleotid dizileme, ABI 3730 Automated Genetic
Analyzer cihazi kullanilarak hizmet alimi seklinde
yapilmistir (Iontek, Istanbul). Elde edilen diziler BLAST
(NCBI) analizlerine tabii tutulmustur. Filogenetik
analizler MEGA 6.0.6 yazilimi kullanilarak neighbor-
joining metodu ile 1000 bootstrap tekrari ile yapilmistir
(Tamura ve ark. 2011)

Bulgular ve Tartisma

Ulkemiz i¢in ekonomik degere sahip baglardan baska,
son yillarda narlarda da hastalik olusturdugu belirlenen
GLRaV-1 viriisinin farkli izolatlarmmn  genomik
benzerlikleri aragtirilmistir. Daha 6nceki ¢aligmalarda nar
bitkisinde gézlenen GLRaV-1 benzeri simptomlarin gerek
serolojik gerekse molekiiler yontemlerle GLRaV-1 ile
iliskileri arastirillmis ve simptomolojik narlarda bu
virlistin varlig1 tespit edilmistir (Caglayan ve ark., 2014).
Bu calisma ile nar GLRaV-1 izolatlar1 genomik olarak
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karakterize edilmis ve asma izolatlar1 ile olan
benzerlikleri kargilagtirmali olarak aragtirtlmustir.

Yapilan arazi ¢aligmalarinda nar agaglarindan
sonbahar  doneminde  toplanan  siipheli  yaprak
orneklerinde en sik gozlenen simptomlar yaprak
sararmasi, yaprak kivirciklasmasi ve damar acgilmasi
seklindedir (Resim 1).

GLRaV-1 etmeninin varligmin analizi i¢in toplanan
stipheli orneklerin total RNA’lar1 izole edilmis ve cDNA
sentezlenmistir. GLRaV-1’in p24 genine 6zgii primerler
ile analiz edildiginde Hatay ilinden toplamda 9 adet asma
ornegi (%37,5) ile 3 adet nar 6rneginin (%8,3) GLRaV-1
ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Nigde ili
orneklerinde herhangi bir GLRaV-1 enfeksiyonu tespit
edilememistir. PCR analizlerinde negatif olarak tespit
edilen siipheli Orneklerde gozlenen simptomlarm diger
viriis hastaliklarindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

HSP70h gen bolgesinin amplifikasyonu igin yapilan
PCR analizlerinde; p24 gen bdlgesi icin pozitif sonug
veren asma Orneklerinin  hepsinde amplifikasyon
gozlenirken, nar oOrnekleri c¢esitli modifikasyonlara
ragmen HSP70h gen bolgesi icin amplikon vermemistir
(Resim 2). Daha onceki caligmalarda da (Caglayan ve
ark., 2016) tespit edilen bu durum nedeni ile dsRNA
izolasyonlart yapilmistir. Elde edilen dsRNA profili

Resim 3’te yer almaktadir. Nar bitkisindeki yaklasik 1060
bp’ lik {iriiniin agaroz jelde ¢ok zayif goriinmesinin
nedeninin  viriis  konsantrasyonunun  ¢ok  diisiik
olmasindan  kaynaklandigr  disiiniilmektedir. ~Asma
orneginde ise yaklasik 1060 bp ile 890 bp’lik iiriin
gozlenmistir (Resim 3). Asma ve nar drneklerinin dSRNA
profilleri kiyaslandiginda her ikisinde de benzer RNA
biiytikliiklerinin elde edildigi gozlenmistir. Nardan izole
edilen dsRNA’nin kalip olarak kullanilarak yapilan cDNA
ve PCR analizinde yine HSP70h gen bdlgesi
cogaltilamamig ve bu nedenle Closteroviral HSP70h
dejenere primerler kullamlmistir. DOP-PCR analizleri
sonucunda da sadece pozitif kontrol olarak kullanilan
GLRaV-1 ile enfekteli oldugu bilinen asma drneginde
amplifikasyon elde edilmis olup, testlenen nar
orneklerinde  beklenen  seviyede amplifikasyonlar
gozlenememistir (Resim 4).

Nar ve asma Orneklerinde {iriin veren p24 gen
bolgesinin PCR firiinleri klonlanip DNA dizi analizine
tabii tutulup, elde edilen sekanslar BLAST analizleri ile
kiyaslandiginda; asma ile nar izolatlarinin kismi p24 gen
bolgelerinin maksimum niikleotid ve aminoasit benzerlik
oranlarinin birbirleri ile ¢ok benzer ve diger GenBankasi
izolatlar1 ile de yiiksek oranda (<%90) benzerlik
gosterdikleri tespit edilmistir (Tablo 1).

Resim 1 Nar bitkisinin yapragida gozlenen simptomlar, A: Kloroz ve yaprak deformasyonu, B: Damar acilmalari. ‘

Nar 6mekleri Asma omekleri

/—/%

Resim 2 Nar ve asma orneklerinde GLRaV-1” in PCR analizinin agaroz jel
sonuglar1. Ornekler, sirast ile nar (ilk 8 kuyucuk) ve asma (ikinci sekiz
kuyucuk) érneklerinin GLRaV-1 HSP70h 6zgii primeri ile RT-PCR analizinin

sonuglarini gostermektedir.

Resim 3 Nar (1) ve Asma (2) 6rneginden elde
edilen dsRNA profilleri. M: 1 kb plus RNA Marker
(Thermo Sci., USA).
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3  Pos.Cntrl M

Resim 4 DOP-PCR analizinin agaroz jel elektroforezi sonucu.
Nar ornekleri iki tekrar olarak 1, 2 ve 3 No’lu ornekler olup
Pozitif kontrol olarak GLRaV-1 ile bulagik oldugu bilinen asma
ornegi kullanilmistir. M: 1 kb plus DNA Marker (Thermo Sci.,

USA).
g9 | Grape5
L Pome3

8 Pome1

Graped

72

| Grape2
85 1001 pome2

o5 Grape1
_|—_Grap53
54 Grape7
—WOOl Graped
Grape6

 E— Grape8
100 | NC016509.1
GLRaV-1 RefSeq

—
0.02

Resim 5 Asma ve nar GLRaV-1 izolatlarinin p24 movement
proteininin  aminoasit dizilerinin neighbor-joining metodu
kullanilarak Mega 6.0.6 yazilimi yardimi ile olusturulan
dendrogrami. Grapel-9: Asma GLRaV-1 izolatlarini, Pome1-3:
Nar GLRaV-1 izolatlarin1 tanimlamaktadir. Dallarin yanindaki

degerler Bootstrap degerlerinin gostermektedir.
NCO016509.1/GLRaV-1  RefSeq GenBankasindan alinan
izolattir.

Tablo 1 Asma (Grapel-9) ve nar (Pomel-3) GLRaV-1
izolatlarmm p24 gen bolgesinin niikleotid dizilerinin
BLAST analizleri sonucu referans izolatla (Acc.
No.:NC016509) maksimum niikleotid (nt) ve aminoasit
(aa) benzerlik oranlar1.

Izolat Ad1 | Max. nt. Identity(%) Max. aa. Identity(%)
Grapel 95 94
Grape2 92 93
Grape3 93 94
Graped 91 92
Grapeb 91 92
Grape6 89 90
Grape7 93 96
Grape8 94 93
Grape9 93 96
Pomel 89 90
Pome2 91 91
Pome3 93 94

Yapilan filogenetik analizler sonucunda ise nar
izolatlarinin yiiksek bootstrap degerleri ile bag GLRaV-1
izolatlar1 ile benzer homoloji gosterdikleri ve ayni
kiimede smiflandiklar1 gdzlenmistir. Asmadan izole
edilen Grape2 ile nardan izole edilen Pome2 ve Grapeb
ile Pome5 izolatlarmin GLRaV-1 kismi dizilerinin yiiksek

bootstrap degerleri ile ayni dalda kiimelenmeleri bu
sonuglart dogrulamaktadir (Resim 5). Gen Bankasindan
alian referans GLRaV-1 genomu (Acc. No.: NC016509)
ile asmadan izole edilen Grape8 GLRaV-1 izolatinmn
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Yapilan c¢alismalar sonucunda, GLRaV-1’in nar
bitkisini enfekte ettigi, bu bitkideki izolatlarin ana
konukgusu olarak bilinen asma bitkisinden izole edilen
izolatlar1 ile p24 gen bolgesinde yiiksek oranda benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Daha anlamli kargilastirmal
genetik analizlerinin yapilabilmesi i¢in nar izolatlarmin
tim genom dizilerinin elde edilmesi ve analizlerinin
yapilmasi gereklidir. Bu konuda, yeni nesil dizileme
teknolojileri kullanilarak ¢aligmalar yapilmasi hizli,
detayl1 ve giivenilir sonuglar almmasin saglayacaktir.
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