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The improvements on the next generation sequencing or high-trough output technologies allowed
the discovery of several unknown viruses in grapevines and also in other plants . The most important
new emerging grapevine viruses were identified as Grapevine pinot gris virus (GPGV), Grapevine
syrah virus 1 (GSyV-1), Grapevine red blotch-associated virus (GRBaV) and Grapevine roditis leaf
discoloration virus (GRLDaV). The aim of the present study was to investigate the occurrence and
characterization of these viruses in Tekirdag and Hatay viticulture production areas by PCR and
DNA sequencing analyses. Totally 191 and 111 grapevine samples showing both virus-like
symptoms and symptomless were collected from Tekirdag and Hatay provinces, respectively.
Among the tested samples GPGV and GSyV-1 were detected in both local and imported cultivars
by the infection rate of 43.62 % and 1.04% in Tekirdag , respectively. In Hatay provice, only GSyV-
1 was detected by the infection rate of 0.9 % and all tested samples were negative for GPGV,
GRBaV, GRLDaV. RT-PCR results showed that DNA fragments of 411 bp, 302 bp and 618 bp
corresponding to the part of the coat protein (CP), movement protein (MP) and the replicase genes
of GPGV were successfully amplified in Tekirdag samples. All PCR products of GPGV were
directly sequenced on both strands. All the nucleotide sequences of CP, MP and 5’ UTR and N-
terminus of replicase genes shared the highest sequence identity with different GPGV isolates
deposited in Genbank
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Baglarda Yeni Saptanan Viriislerin Hatay ve Tekirdag ili Bag Alanlarinda PCR
Yontemiyle Belirlenmesi ve Molekiiler Karakterizasyonu

MAKALEBILGISI

Oz

Arastirma Makalesi

Gelis : 17/01/2019
Kabul : 20/03/2019

Anahtar Kelimeler:

Son yillarda yeni nesil sekans analiz tekniklerinin yaygin olarak kullanilmas1 baglarda ve diger bitki
tirlerinde etiyolojisi bilinmeyen birgok viriis hastaliginin etmeninin belirlenmesini saglamustir..
Baglarda bu teknoloji ile saptanan yeni viriislerden en 6nemlileri Grapevine Pinot Gris Virus
(GPGV), Grapevine Syrah Virus-1 (GSyV-1), Grapevine Red-blotch associated Virus (GRBaV) ve
Grapevine Roditis Leaf Discoloration Virus (GRLDaV)’diir. Bu galismanin amaci Tekirdag ve
Hatay ili bag alanlarinda GPGV, GSyV-1, GRBaV ve GRLDaV varliginin PCR ve DNA dizileme
yontemleriyle saptanmasi ve karakterizasyonlarnin yapilmasidir. Bu calisma kapsaminda viriis
benzeri simptom gésteren omcalarin yani sira simptomsuz omcalardan da drnekler alinmis ve toplam
olarak Tekirdag ilinden 191, Hatay ilinden ise 111 6rnek toplanmistir. Tekirdag ilinden toplanan bag

\C/BIIE’I(S; ://lnlfera orneklerinde %43,62 oraninda GPGV, %1,04 oraninda GSyV1 saptanmustir. Hatay ilinden toplanan
GSyV-1 orneklerde ise sadece %0,9 oraninda GSyV1 saptanmus ve testlenen drnekler GPGV, GRBaV,
GRBaV GRLDaV agisindan temiz bulunmustur. Tekirdag orneklerinin GPGV igin yapilan RT-PCR
GRLDaV analizlerinde kismi kilif protein, hareketlilik, ve replikaz genlerini ¢ogaltan primerler kullanildiginda
Hatay strastyla411 bp, 302 bp ve 618 bp biiyiikliigiinde PCR iiriinleri elde edilmistir Bu iiriinlerin dogrudan
Tekirdag iki yonlii sekans analizi sonucunda ve her ii¢ gen bdlgesinin de niikleotid dizilimlerinin gen
bankasinda kayitli farklt GPGYV izolatlari ile yiiksek oranda homoloji gosterdigi saptanmustir.
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Giris

Bagcilik icin yerkiirenin en elverisli iklim kusagi
iizerinde bulunan lilkemiz, asmanin gen merkezi olmasinin
yan1 sira son derece eski ve koklil bir bageilik kiiltiiriine de
sahiptir. Kiiltiir asmasinin anavatani olarak tanimlanan
iilkemizde bagcilik 6nemli bir tarim kolu durumundadir.
Anadolu'da bagcilik kiiltiirtiniin tarihi oldukca eskidir.
Yapilan arkeolojik kazilardan Anadolu'da bagcilik
kiiltiiriiniin M.O. 3000 yilina kadar dayandig1 saptanmustir.
Tarih boyunca Anadolu'da elde edilen tiziimler ¢ogunlukla
kuru ve yas olarak tiiketilmis, bir kism1 da pekmez, pestil
ve lokum seklinde degerlendirilmistir (Oraman, 1965).
TUIK istatistiklerine gore {iziim {iretimi agisindan
ilkemizin son bes yillik {iretimi incelendiginde 2015
yilinda iilkemiz bag alanlarinda ve iiretimde gerilemenin
oldugu gozlenmektedir .

Bu ¢aligma kapsaminda 6rnekleme yapilan Hatay ilinde
sofralik ve saraplik 48.119 dekar ekili bag alani
bulunmakta olup yillik tiretim 29.656 ton iken Tekirdag
ilinde sofralik ve saraplik toplam 38.368 dekar ekili bag
alan1 bulunmaktadir ve 45.189 ton iiretim ile bu iki il
iilkemiz bagciligina 6nemli katki saglamaktadir (Anonim,
2018). Diinya bagcihiginda Italya, Fransa, ABD ve
Ispanya’dan sonra iiretimde besinci siray1 alan iilkemizde
liziim, sofralik ve kurutmalik olarak i¢ tiiketim ve dis
satimda Onemli rol alirken diger kullanimlar diginda
sarap¢ilik da son yillarda 6nemli gelismeler géstermeye
baslamistir. Diger tiim iriinlerde oldugu gibi bag
yetistiriciligini de tehdit eden 6nemli hastalik ve zaralilar
mevcuttur. Bu etmenler arasinda ozellikle hiicre i¢inde
yasayan enfektiydz organizmalar (viriisler, viroidler,
sadece floem ve ksilemde bulunan prokaryotlar) bitkilerin
yasam kalitesini azaltarak verimde azalmalara neden
olmaktadir. Giinlimiizde baglar1 enfekte eden 62 kadar
viriis rapor edilmistir (Martelli, 2010). Bu viriislerin hemen
hemen yarisi Nepovirus, Sadwavirus, Closterovirus,
Ampelovirus, Vitivirus, Maculavirus ve Foveavirus cinsine
aittir ve bunlar tarafindan neden olunan 22 adet hastalik
bilinmektedir ve bunlardan sadece birkagt ekonomik
anlamda zarar yapmaktadir. Bu hastaliklar olugturduklari
belirtilere ve etmenlerine gore farkli gruplarda
incelenmektedir. Diinya bag alanlarina son yillarda giris
yapmig ve tamimlanmis bazi yeni virlisler de
bulunmaktadir. Yeni viriislerden birkagi, grapevine syrah
virus 1 (GSyV-1), grapevinered blotch associated virus
(GRBaV), grapevine pinot gris virus (GPGV) ve grapvine
roditis leaf discoloration associated virus (GRLDaV)’dur.

Bu etmenlerden GSyV-1, ilk kez 2009 yilinda ABD de
iki farkli arastirict grubu tarafindan tanimlanmustir. Bu
gruplardan birisi siraz lizim ¢esidinde (Syrah) grapevine
syrah virus-1 (GSyV-1) digeri ise yabani asmalarda
grapevine virus Q (GVQ) olarak adlandirilan iki farkl
virisiin varligint bildirmistir(Al Rwahnih ve ark., 2009;
Sabanadzovic ve ark., 2009). Tespit edilen bu yeni
virislerden ilki ‘Grapevine syrah virus-1’ olarak
adlandirimig ve Tymoviridae familyast Marafivirus cinsi
icine dahil edilmistir. Bu virlis 2010 yilinda Sili, 2015
yilinda ise Orta Avrupa iilkelerinden Slovakya ve Cek
Cumbhuriyeti’nde saptanmistir (Glasa ve ark., 2015).

GRBaV’nin neden oldugu “bag kirmizi beneklenme
hastaligi (red blotch disease)” ise 2008 yilindan beri Kuzey
Amerika bag alanlarinda goriilmektedir. Bununla birlikte

hastaliga neden olan viriisin tanimlanmasi ve
adlandirilmasi 2012 yilinda sonuglandirilarak etmen viriis
Geminiviridae familyasina dahil edilmis ve Grapevine red
blotch-associated viris (GRBaV) olarak adlandirilmigtir
(Al Rwahnih ve ark., 2012). Bu viriisiin en yaygin tespit
edildigi kirmiz1 iziim ¢esitleri Cabernet Franc, Cabernet
Sauvignon, Malbec, Merlot, Mourvedre, Petite Sirah, Petit
Verdot, Pinot Noir ve Zinfandel; beyaz cesitler ise
Chardonnay, Riesling, Semillon ve Viognier’dir. GRBaV
bugline degin sadece ABD ve Kanada’da koleksiyon
baglari, damizlik bloklar, fidanliklar ve ticari baglarda
tespit edilmistir (EPPO, 2015). GRBaV’nin kesin vektorii
bilinmemekle birlikte enfekteli bitki materyallerinden as1
yoluyla temiz bitki materyallerine tagindig1
bildirilmektedir. Kaliforniya’da yapilan bir c¢aligmada
GRBaV’nin Erythroneura ziczac (Hemiptera:
Cicadellidae) ve Spissistilus festinus (Hemiptera:
Membracidae) ile saglikli asmalara tagindigi gozlenmis ve
bu virilisiin ana vektoriiniin olasilikla S. festinus oldugu
bildirilmistir (EPPO,2015).

Grapevine pinot gris virus (GPGV), yeni nesil sekans
analiz yonteminin bitki virolojisi alaninda yogun olarak
kullanilmaya baglamasi ile birlikte ilk kez 2012 yilinda
Italya’da saptanmis yeni bir viriistir. GPGV’nin italya
izolatinin tiim genom sekans analizi yapilmis ve bu viriisiin
Trichovirus cinsine giren Grapevine berry inner necrosis
virus (GINV) ile ¢ok yakin akraba oldugu bildirilmistir
(Giampetruzzi ve ark., 2012). Avrupa’da ¢ogunlukla
saraplik iiziim cesitlerinde saptanan bu virlis su ana degin
Avrupa disinda sadece Kore’de iiziim salkimlarinda
nekrozlar seklinde simptom olusturan sofralik “Tamnara”
iiziim ¢esidinde saptanmustir (Cho ve ark., 2013). lk kez
Kuzey Italya’da Pinot gris iiziim ¢esidinde saptandig i¢in
bu isimle amlmaktadir. ilerleyen yillarda bu virus 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 yapraklarlardaki simptomlu
alanlardan toplanan Colomerus vitis akar ornekleri ile
spesifik  primerler  kullanarak  yapilan RT-PCR
analizlerinde akar biinyesinde GPGV tespit edilmistir.
Gerek dogal kosullarda gerekse deneysel tasima
denemelerinde GPGV ile enfekteli asmalardan toplanan
akarlar saglikl bitkilere aktarilmis ve her iki kosulda da
GPGYV basarili bir sekilde tasinmistir. Bu ¢aligsma ile C.
vitis'in  bu virlisiin potansiyel bir vektori oldugu
bildirilmistir (Malagnini ve ark.,2016).

1980°1i yillarin baslarinda Yunanistan’da “Roditis” ve
“Savastiano” iiziim ¢esitlerinde ‘Roditis leaf discoloration
(RLD)’ olarak adlandirilan bir hastalik gézlenmis ve bu
hastaliktan sorumlu virus 2015 yilinda tanimlanarak
‘grapevine roditis leaf discoloration associated virus ’
(GRLDaV) olarak adlandirilmigtir. Ayni arastirma grubu
bu viriisiin asmadan asmaya ve bazi otsu konukgulara
(Chenopodium quinoa, Gomphrena globosa ve Nicotiana
benthamiana) mekanik olarak tagindigini bildirmistir.
Hastaligin  Yunanistan’da 1988-1992 yillar1 arasinda
yayginlagsmas1 iizerine wunlu bitlerin bu  viriisiin
taginmasinda rol oynayabilecegi diistiniilmiistiir (Maliogka
ve ark., 2015).
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Bu ¢aligmanin amaci, bag alanlarina son yillarda tespit
edilmis olan GSyV-1, GRBaV, GPGV, GRLDaV gibi yeni
virlislerin Hatay ve Tekirdag ili bag alanlarindaki yayginlik
durumunun PCR yontemiyle belirlenmesi ve tespit edilen
virislerin DNA dizi ve filogenetik analizler ile
karakterizasyonunun yapilmasidir.

Materyal ve Yontem

Arazi Calismalart ve Ornekleme

Arazi calismalar1 Hatay ve Tekirdag illerinde yogun
olarak bagciligin yapildigi ilgelerde (Hatay- Kirikhan,
Hassa; Tekirdag- Merkez, Sarkdy) yiuritilmistir.
Yapraklarda klorotik lekeler, bodurlasma, yaprak ve
siirgiinlerde deformasyon ve verim azalmasi gibi viriis
benzeri belirti gosteren Antep karasi, Chardonnay, Shiraz,
Zinfandel,Palieri, Alicante bouchet, Dimyat, Kalecik
karasi, Pinot noir, Cavus, Hambug misketi, Gamay,
Alphonse, Bogazkere, Zevik, Razak, Narince, Merlot,
Michel palieri, Lival, Karasakiz 17, Cinsout, Paraz karasi,
Cinar tiziimii 34-10, 8-11 Tiryaki, Ada karasi gibi yerli ve
yabanci sofralik ve saraplik iiziim ¢esitlerinden yaprak ve
sirgiin ~ Ornekleri  toplanmistir. Toplanan  Grnekler
testleninceye kadar +4°C’ de muhafaza edilmistir.

Molekiiler Calismalar

Toplam niikleik asit (TNA) izolasyonu: Baglardan
toplanan Orneklerden RNA izolasyonu igin “Qiagen
RNeasy plant mini kit” MacKenzie ve ark (1997)’nin
onerdigi yonteme gore modifiye edilerek firma Onerisi
dogrultusunda kullanilmistir. GRBaV ve GRLDaV’nin
DNA viriisii olmasi nedeniyle aynit 6rneklerden DNA
izolasyonu “Qiagen DNA plant mini kit” kullanilarak
yapilmigtir. Niikleik asit izolasyonlarinda ilkbahar
doneminde yapraklar, sonbahar ve kis doneminde ise
sirgiinlerden hazirlanan kabuk ve floem kazintilari
kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak GSyV1 ve GRLDaV
enfekteli bitki ve plasmid DNA’lar1 Dr. V. Maliogka’dan
(Aristotales Universitesi, Selanik-Yunanistan), GRBaV
Dr. M. Al Rwahnih’den (Kaliforniya Universitesi-ABD),
GPGV Dr. M. Glasa’dan (SAVBA-Viroloji Enstitiisii,
Slovakya) temin edilmistir.

Reverse transkripsiyon (RT): RNA viriislerinin PCR ile
testlenmesinde ilk asamada, RNA’lardan cDNA elde
edilmigtir. Her bir 6rnek i¢in 1 ul Random hexamer primer,
6,5 pul d2H20 ve 5 pl RNA karisimi hazirlanarak PCR
tiiplerine konulmustur. PCR cihazinda 94°C’de 5 dakika ve
buz da 5 dakika bekletildikten sonra her bir tiip igine SXRT
tamponundan (Fermatas) 4 ul, doH20 2 pl, ANTP (10 mM)
0,5 pl ve RT enziminden 1 pl eklenmistir. Tiipler PCR
cihazinda 42°C’de 1 saat 72°C’de 10 dakika tutularak ve
cDNA asamasi tamamlanmstir.

Grapevine Pinot Gris Virus(GPGV) ’un PCR analizleri

GPGV’nin RT-PCR analizlerinde hareketlilik geni
(movement protein=MP) (302 bp), kilif protein geni (coat
protein=CP) (411 bp) ve replikaz genine (replicase=REP)
(618 bp) spesifik primerler kullanilmistir (Glasa ve ark.,
2014). Bu primerler i¢in PCR karisim1,16,8 pl d2H20, 2,5
pl 10% buffer, 2ul ANTP (2,5 mM), 1,5 pl MgCl, (25 mM),
viriise 6zgli | pl primer cifti (her biri 10 pmol/ul), 0,2 pl
Tag-DNA polymerase ve 2 pl cDNA olacak sekilde
hazirlanmigtir. GPGV’nin CP gen bolgesi i¢in GPG-
CP6609F (ATTGCGGAGTTGCCTTCAAG) ve GPG-CP

7020R (CTGAGAAGCATTGTCCCATC), MP gen bolgesi
icin GPG-MP 5637F (AATTGATCCCGTGTAGTGC) ve
GPG-MP  5939R  (TCCGAGGACGATGAACCTC)
primer ¢iftleri kullanilmigtir. Bu iki gen bdlgesi igin PCR
dongiileri ayn1 olupPCR cihazi 1 dongii 94°C’de 5 dakika;
35 dongii 94°C’de 20 saniye, 55°C’de 20 saniye, 72°C’de
30 saniye ve 1 dongli 72°C’de 10 dakika olarak
programlanmustir. GPGV-replikas geninin amplifikasyonu
i¢in ise GPGREP-F (AATTGATCCCGTGTAGTGC) ve
GPGREP-R (TCCGAGGACGATGAACCTC) primer
ciftleri kullanilarak PCR 1 dongii 94°C’de 5 dakika; 40
dongii 94°C’de 1 dakika, 58°C’de 2 dakika, 72°C’de 3
dakika ve 1 dongii 72°C’de 10 dakika olarak
programlanmustir.

Grapevine Syrah Virus 1 (GSyV-1) in PCR Analizleri

GSyV-1’iin RT-PCR analizlerinde viriistin kilif protein
gen bolgesini ¢ogaltan ti¢ farkli primer ¢ifti kullanilmustir:
GSyV-1 DET-F (CAAGCCATCCGTGCATCTGG) ve
DET-R (GCCGATTTGGAACCCGATGG) (297 bp) ( Al

Rwannih ve ark., 2009); GVQ CP-
F(TCCCAGCTTCAGGGTGAATT) ve CP-R
(GCATTGCTGCGCATTGGAGG) (720 bp)

(Sabanadzovic ve ark., 2009) ve GSyV-CP 5922F
(CCAATGGGTCGCACTTGTTG) ve 6295R
(ACTTCATGGTGGTGCCGGTC) (374 bp) (Glasa ve
ark., 2015). Her ii¢ primer i¢inde ayni PCR karisimi ve
dongiiler kullanilmistir. PCR karigimi, 16,8 uldoH»0, 2,5
pl 10xBuffer, 2ul ANTP (2,5 mM), 1,5 pl MgCl2(25 mM),
viriise 6zgii 0,5 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul) , 0,125
pl Tag-DNA polymerase ve 2 pul cDNA olacak sekilde
hazirlanmigtir. PCR cihazinda 1 dongii 94°C’de 5 dakika;
35 dongii 94°C’de 30 saniye, 56°C’de 20 saniye, 72°C’de
30 saniye ve 1 dongli 72°C’de 10 dakika olarak
programlanmustir.

Grapevine Redblotch Associated Virus (GRBaV) un
PCR Analizleri

DNA viriisiit olan GRBaV’ nin PCR analizlerinde,
grapevine red-blotch associated virus (GRBaV) genel tam
primeri 3F (GTTATTCCAAGCTGTCCACT) ve R352
(CACTAGAACTGCAGGAATCG) (1063bp) ile birlikte
viriisiin kilif proteinini ¢ogaltan CP-for
(AGCGGAAGCATGATTGAGACATGACG) ve CP-rev
(AACGTATGTCCACTTGCAGAAGCCGC) (257 bp),
replikaz genini ¢ogaltan REP-for
(CAAGTCGTTGTAGATTGAGGACGTATTGG) ve
REP-rev  (AGCCACACCTACACGCCTTGCTCATC)
(318 bp) primer ciftleri kullanilmistir. Bu primerlerle
yapilan PCR analizlerinde 15,8 ul d.H.O, 2,5 ul
10xBuffer, 1,5 ul ANTP (2,5 mM), 2 pl MgCl2(25 mM),
0,5 pl viriise 6zgii primer ¢ifti (her biri 20 pmol/ul), 0,2 ul
Tag-DNA polymerase (5 U/ul) ve 2 pl DNA karisimi
hazirlanmigtir. Karisim PCR cihazinda 1 dongii 94°C’de
30 saniye; 35 dongii 92°C’de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye,
72°C’de ldakika, 1 dongii 72°C’de 10 dakika olarak
programlanmustir.

Grapevine Roditis Leaf Discoloration Associated Viriis
(GRLDaV) un PCR Analizleri

Bu viriisiin saptanmasi amaciyla 261 bp diizeyinde
PCR uriini elde edilen Badna-R-Up
(GAAGGAATTGAATCTCCAGCAGCAGG), Badna-R-
Do (CTCTGCTACACCAAGTGATAGATTGTT) primer
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giftleri kullamlmigtir (Maliogka ve ark., 2015). PCR
karisimi;17,8 pl d2H20, 2,5 ul 10xBuffer, 0,5 ul ANTP (10
mM), 1 ul MgClz (25 mM), viriise 6zgii 0,5 pl primer ¢ifti
(her biri 10 pmol/ul), 0,2 pl Taq-DNA polymerase ve 2 pl
DNA olacak sekilde hazirlanmig ve PCR cihazinda 1
dongli 94°C’de 5 dakika; 35 dongii 94°C’de 30 saniye,
55°C’de 45 saniye, 72°C’de 1 dakika ve 1 dongii 72°C’de
10 dakika olarak programlanmuistir.

DNA Dizileme ve BLAST Analizi

RT-PCR analizleri ile pozitif sonu¢ alinan GPGV ve
GSyV-1 izolatlarindan bazilan secilerek DNA dizileme
yapilmak iizere fontek (Istanbul) firmasina gonderilmistir.

Filogenetik Analiz

Sekans analizi sonrasinda Clustal W (Thompson ve
ark., 1994) programi ve GPGV izolatlarma ait her iki
yonde elde edilen ham veriler kullanilarak DNA dizi
analizleri yapilmistir. Bu ¢aligma kapsaminda elde deilen
GPGYV izolatlar1 ile NCBI’ dan indirilen referans GPGV
izolatlarinin niikleotit dizileri ve Clustal W programi
kullanilarak ¢oklu dizi hizalamas1 yapilmistir. Daha sonra
MEGA 6 (Tamura ve ark., 2013) yazilimi kullanilarak
genetik uzakliklar belirlenmis ve neighbor-joining
algoritmasina gore (Seitou ve Nei, 1987) filogenetik agac
olusturulmustur.

Bulgular ve Tartisma

Arazi Calismalart

Survey yapilan her iki ilde de gézlenen en yaygin viriis
benzeri simptomlar yapraklarda mozaiklesme,
beneklenme, kivrilma, yaprak damarlarinda kizarmalar,
yapraklarda kirmizi beneklenmeler ile omcanin tag
bolgesinde genel kurumalar ve geriye dogru oliim, asi
noktasinda sigkinlik, bogum aralarinda kisalmalar ve
meyvelerde ge¢ olgunlasma olarak gézlenmistir (Sekil 1 ve
2). Bag alanlarima yeni girig yapan viriislerle hastalik
belirtileri arasinda kesin bir iligki heniiz saptanamamuistir.
ftalya’da 2003 yilindan itibaren baglarda gdzlenen
bodurlagma, yapraklarda mozaiklesme ve klorotik lekeler,
yapraklarda deformasyon ve verim azlig1 gibi belirtiler
onceleri trips zarari, bor noksanlig1 veya bilinen bazi viriis
simptomlar1 ile karigtirilmig ancak 2012 yilinda birisi
simptomlu, digeri simptomsuz iki omcadan (cv. Pinot gris)
yapilan “Yeni nesil sekans (NGS)” analizleri sonucunda
her iki 6rnekte de yeni bir viriis saptanmis ve gegici olarak
“Grapevine pinot gris virus (GPGV)” olarak
adlandirilmistir (Giampetruzzi ve ark., 2012). Bu c¢alisma
kapsaminda testlenen bag drneklerinde GPGV tespit edilen
orneklerin  bazilarinda  Italya’dan  bildirildigi  gibi
yapraklarda deformasyon, klorotik lekeler ve wverim
azalmas1 gozlenmis (Sekil 1) ancak bazi simptomsuz
orneklerde de GPGV tespit edilmistir. Slovakya’da yapilan
bir ¢alismada da GPGV ile iliskili 6zel bir simptom
saptanmamigtir (Glasa ve ark., 2015). Bu calisma
kapsaminda saptanan diger bir viriis de GSyV-1’dir ve bu
viris tamamen simptomsuz Orneklerde saptanmistir.
Bununla birlikte ABD’de geriye 6liim belirtileri gosteren
siraz lizim ¢esitlerinde simptomlardan sorumlu virdsleri
tespit edebilmek amaciyla yiiriitilen NGS analizleri
sonucunda bu simptomlarla iligkili bulunan viriislerden bir
tanesinin yeni bir viriis oldugu bildirilmis ve gegici olarak
‘Grapevine  syrah  virus-1’ (GSyv-1)  olarak
adlandirilmistir (Al Rwahnih ve ark., 2009).

Sekil 1 Tekirdag ili bag alanlarinda gézlenen viriis benzeri
simptomlar (A- Yapraklarda kiigiilme, bogum aralarinda kisalma ve
seyrek dane olusumu, B- Meyvede gelisme bozuklugu ve yapraklarda
klorotik lekeler C- yapraklarda deformasyon ve klorotik lekeler D-
Yelpaze yaprak olusumu ve dane olusumunda diizensizlik)

Figure 1 Virus-like symptoms observed in the Tekirdag

vineyards (A- Small leaves, shortened internodes, rare grain formation
B- Fruit deformation and chlorotic spots on the leaves C- Leaf
deformation and chlorotic spots on the leaves D- Fanleaf symptom and
irregular fruit formation)

Sekil 2. Kirmiz iiziim gesitlerinde yapraklarda kizarma ve
gelisme gerili gi (A-B: Yapraklarda kizarma ve seyrek dane olusumu
C-D: Yaprak damarlarinda kizarmalar E: Bitkide gelisme geriligi F:
Yaprakta kirmizi beneklenmeler)

Figure 2 Reddening and vigourless growth of red grape
varities (A-B : Reddening on the leaves and irregular fruit formation C-
D: Reddening of leaf veins E: Vigourless growth F: Red mottling on leaf)
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Toplam Niikleik Asit (TNA) Izolasyonu

Bag orneklerinden RNA izole etmek i¢in modifiye
Qiagen RNA kiti, DNA izole etmek i¢in ise Qiagen DNA
kiti kullamilmistir. Qiagen kit yOntemleriyle yapilan
izolasyonlarda RNA ve DNA Kkalitesini belirlemek
amactyla yapilan nanodrop spektrofotometre dl¢iimlerinde
RNA ve DNA’larin ¢ok iyi kalitede olmamasina ragmen
PCR yapabilecek diizeyde oldugu saptanmigtir. Baglar gibi
kompleks metabolitler agisindan zengin olan bitkilerde
temiz ve saf niikleik asit elde etmenin olduk¢a zor oldugu

farkl arastiricilar tarafindan da bildirilmistir (Xiao ve ark.,
2015).

RT-PCR ve PCR Analizleri

Hatay ve Tekirdag illerinden toplanan 6rnekler RNA
viriisleri i¢in RT-PCR, DNA viriisleri i¢in ise PCR
analizleri ile testlenmistir. Testlenen viriislerinin pozitif
kontrollerinin optimizasyon ¢alismalarinda RNA ve
DNA’lar PCR islemlerinden 6nce dogrudan ve 1/100
oraninda seyreltilerek kullanilmigtir. PCR analizlerinde
hem dogrudan hem de 1/100 oraninda seyreltilen niikleik
asitlerden beklenen diizeyde bant olusumu gézlenmistir.
Bu nedenle PCR analizlerinde DNA ve/veya RNA
kullanilmistir (Sekil 3).

Tekirdag ilinden toplam 191 6rnek Hatay ilinden ise
111 6rnek farkli viriisler i¢in testlendiginde her iki ilde de
DNA viriisleri olan GRBaV ve GRLDaV tespit
edilmemistir. Tekirdag ilinde en yaygin viriisler GPGV
(%43,62) ve GSyV-1 (%1,04) olarak bulunurken Hatay
ilinde ise diisiik yogunlukta sadece GSyV-1 (%0,9) tespit
edilmistir.

Bu ¢aligma kapsaminda testlenen viriislerden en yaygin
olant GPGV olarak tespit edilmistir. Hatay ili bag
alanlarinda testlenen orneklerde GPGV hi¢ tespit
edilemezken Tekirdag ilinden toplanan &rneklerin
%43,62’si GPGV’ye spesifik 3 primer ¢iftinden en az bir
tanesi ile RT-PCR analizi sonuglarina gore pozitif

SULANDIRMADAN

bulunmustur. Tekirdag ilinden testlenen bag 6rneklerinin
%42,28’1 viriisiin kilif proteinini (CP) ¢ogaltan GPGV-CP
primeri ile, %35,57°1 hareketlilik genini (MP) ¢ogaltan
GPGV-MP primeri ile ve %20’1 ise replikaz genini (REP)
cogaltan GPGV-REP primeri ile pozitif sonu¢ vermistir.
Testlenen drneklerden Chardonnay, Palieri, Kalecik karasi,
Siraz, Zinfandel ve Cavus gibi yerli ve yabanci
cesitlerinden toplam 21 6rnek GPGV’nin {i¢ farkli genini
(CP, MP ve REP) cogaltan primerle de pozitif sonug
vermistir (Sekil 4, 5, 6). GPGV’nin kilif protein (CP) ve
hareketlilik protein (MP) gen bolgelerine ait niikleotid
dizileri taksonomik analizler sirasinda oldukg¢a kullanigh
genomik bolgelerdir (Berger ve ark., 2000). Bu nedenle bu
calisma kapsaminda oncelikle bu iki gene ait niikleotid
dizileri NCBI veri tabanindaki diger GPGV izolatlarinin
dizileri ile Clustal W yoéntemi kullanilarak hizalanmustir.
Hizalanan tiim niikleotid dizileri NJ (Neighbor Joining)
yontemi kullanilarak Mega 6 yazilimi ile analiz edilmistir.
Sonucta elde edilen dendrogramlarin birbiri ile oldukca
uyumlu oldugu goriilmistir. GPGV-CP ve -MP
izolatlarina ait NJ dendrogrami incelendiginde, GPGV
Tiirkiye izolatlarinin aynm1 grup igerisinde yer aldig1 ve en
yakin benzerlik Slovakya ve Cek Cumbhuriyeti izolatlari
(SK77, SKO08, SK31 ve TI25CZ, KF356194.1) ile
gosterdigi saptanmustir (Sekil 7). GPGV ilk kez 2012
yilinda Italya’da Trentino Bélgesinde Pinot gris ve
Traminer liziim gesitlerinde (Giampetruzzi ve ark.,2012
ilerleyen yillarda ise Kore (Cho ve ark., 2013), Slovakya
(Glasa ve ark., 2014), Slovenya (Plesko ve ark., 2014),
Uruguay (Jo ve ark., 2015), Fransa (Beuve ve ark., 2015),
Romanya, Ukrayna, Bosna ve Hersek, Karadag, Sirbistan,
Hirvatistan, Makedonya, Portekiz ve ispanya (Bertazzon
ve ark., 2015), A. B. D. (Al Rwahnih ve ark., 2015),
Kanada (Xiao ve ark., 2015), Cin (Fan ve ark., 2015) ve
Giircistan’da (Casati ve ark., 2015) saptanmus, iilkemizde
ise ilk kez 2014 yilinda rapor edilmistir (Caglayan ve ark.,
2015; Gazel ve ark., 2016).

1/100 SULANDIRMA

Sekil 3 Grapevine roditis leaf discoloration associated virus’un PCR analizlerinde cDNA’nin sulandirma yapmadan ve
1/100 oraninda sulandirildiginda elde edilen PCR iiriinleri.M: Markdr (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); S:

Su control; +K: Pozitif Kontrol

Figure 3 PCR products of grapevine roditis leaf discoloration associated virus when cDNA was used directly and diluted
as 1/100. M: Markér (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); S: Water control; +K: Positive Kontrol
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Sekil 4 Tekirdag bag orneklerinin grapevine pinot gris virus kilif protein (CP) genini ¢ogaltan primer ¢ifti (GPG-
6609F/GPG7020R) kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu. M: Molekiiler markdr(SMO#383 MBI Fermentas
GmbH, Almanya); 138, 139, 140, 145, 148, 149, 150, 152, 154, 155, 156, 157, 162, 165, 168, 169, 173, 174, 177, 190,
193, 194, 195, 196, 200, 201, 202, 203, 205, 206: Tekirdag Bag 6rnekleri; S: Su kontrol, +K: Pozitif kontrol

Figure 4 RT-PCR analysis of Tekirdag grapevine samples by using the primer pairs (GPG-6609F / GPG7020R)
amplifying grapevine pinot gris virus coat protein (CP) gene M: Molecular marker(SMO#383 MBI Fermentas GmbH,
Almanya); 138, 139, 140, 145, 148, 149, 150, 152, 154, 155, 156, 157, 162, 165, 168, 169, 173, 174, 177, 190, 193, 194,
195, 196, 200, 201, 202, 203, 205, 206: Tekirdag Grapevine samples; S: Water control, +K: Positive control

M 139 141 148 149 152 158 165 169 173 180 _gz 195 202 +K

.-

Sekil 5 Tekirdag bag drneklerinin grapevine pinot gris virus hareketlilik protein (MP) genini ¢ogaltan primer ¢ifti (GPG-
5637F/GPG-5939R) kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu M: Molekiiler markor(SMO#383 MBI Fermentas
GmbH, Almanya); 139, 141, 148, 149, 152, 158, 165, 169, 173, 180, 191, 195, 202: Tekirdag bag 6rnekleri; S: Su kontrol,
+K: Pozitif kontrol

Figure 5 RT-PCR analysis of Tekirdag grapevine samples for grapevine pinot gris virus by using primer pairs (GPG-
5637F / GPG-5939R) amplifying movement protein (MP) gene . M: Molecular marker(SMO#383 MBI Fermentas GmbH,
Almanya); 139, 141, 148, 149, 152, 158, 165, 169, 173, 180, 191, 195, 202: Tekirdag grapevine samples; S: Water
control, +K: Positive control

M 139 141 145 149 152 158 162 165 171 177 232 235 S +K

Sekil 6 Tekirdag bag 6rneklerinin grapevine pinot gris virus replikaz (REP) genini ¢ogaltan primer ¢ifti (GPG-14F/GPG-
632R) kullanilarak yapilan RT-PCR analiz sonucu. M: Molekiiler markér (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya);
139, 141, 145, 149, 152, 158, 162, 165, 171, 177, 232, 235: Tekirdag Bag 6rnekleri; S: Su kontrol, +K: Pozitif kontrol

Figure 6 RT-PCR analysis of Tekirdag grapevine samples by using the primer pairs (GPG-14F | GPG-632R) amplifying
grapevine pinot gris virus replicase (REP) gene. M: Molecular marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 139,
141, 145, 149, 152, 158, 162, 165, 171, 177, 232, 235: Tekirdag Grapevine samples; S: Water control, +K: Positive control
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neighbor-joining metodu kullanilarak Mega 6 yazilimi yardimiyla olusturulan dendogram (A: Kilif protein(CP) phylogram,
B: Hareket proteini (MP) phylogram 2MP, 7MP, 1 MP, 12MP, 17MP: Tekirdag bag ornekleri; SK ve CZ kodlu izolatlar GEnBankasi’ndan alman
Slovakya ve Cek Cumhuriyeti izolatlanidir. Dallarin yanindaki degerler Bootstrap degerlerini gostermektedir. NC 015782 nolu izolat
GenBankasindan alinan ve tiim genomu yayinlanmis bir GPGV izolat1 olup AB731566 grup dis1 bir izolattir)

Figure 7 Phylogenetic analysis of Grapevine pinot gris virusGPGV isolates by Neighbor-joining method based on the

Mega 6 model. (A: Coat Protein (CP) phylogram, B: Movement Protein (MP) phylogram. 2MP, 7MP, 1 MP, 12MP, 17MP: Tekirdag grapevine
samples; GPGV isolates coded as SK and CZ are Slovakia and Chezk Republic isolates. GPGV isolates coded as NC 015782 and AB731566 are
GPGV-full genome and out group isolates obtained from GenBank, respectively. The branch nodes show the bootstrap values)

Sekil 8 Tekirdag ve Hatay bag drneklerinin grapevine syrah
virus-1’iin metiltransferaz genini ¢ogaltan GSyV-1-DET
primer cifti kullamlarak yapilan RT-PCR analiz sonucu. M:
Markér (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 93,
103: Hatay bag 6rnekleri, 169,121: Tekirdag bag 6rnekleri;
S: Su kontrol; +K: Pozitif kontrol

Figure 8 RT-PCR analysis of grapevine samples
collected from Tekirdag and Hatay by using GSyV-1-
DET primer pairs amplifying the methyltransferase gene
of Grapevine syrah virus-1. M: Marker (SMO#383 MBI
Fermentas GmbH, Almanya); 93, 103 Hatay grapevine
samples, 169,121: Tekirdag grapevine samples; S:
Water control; +K: Positive control

Tekirdag ve Hatay ili bag 6rneklerinde grapevine syrah
virus-1’in varligimi saptamak i¢in GVQ ve GSyV-1-DET
saptama primerleri kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri
sonucunda Tekirdag ilinde giraz ¢esidinden bir 6rnek GVQ
primeri ile, bir 6rnek de GSyV-1-DET primeri ile pozitif
sonu¢ verirken Hatay ili bag drneklerinden sadece Antep
karasit ¢esidinden bir ornek GSyV-1-DET primeri ile
pozitif sonu¢ vermistir (Sekil 8, 9). Glasa ve ark., (2015)
tarafindan son yillarda gelistirilen ve virlisiin kismi kilif
protein genini c¢ogaltan SYS5965F/SY6559R  primeri

Sekil 9 Tekirdag ili siraz iiziim ¢esidinde Grapevine
syrah virus-1’iin kilif protein genini g¢ogaltan GVQ
primer ¢ifti kullamlarak yapilan RT-PCR analiz sonucu.
M: Markér (SMO#383 MBI Fermentas GmbH,
Almanya); 75, 87, 98,132,137, 147, 119: Tekirdag bag
ornekleri, S: Su kontrol; +K: Pozitif kontrol

Figure 9 Result of RT-PCR analysis using GVQ primer pair
amplifying coat protein gene of Grapevine syrah virus-1 in
the grape variety of shirazTekirdag province. M: Marker
(SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 75, 87,
98,132,137, 147, 119: Tekirdag grapevine samples, S:
Water control; +K: Positive control

kullanildiginda ise Tekirdag ili 6rneklerinde testlenen 42
adet Ornekten 28, Hatay ili 6rneklerinde ise testlenen 111
sayidaki Ornekten 10 Ornekte Dbeklenen diizeyde
amplifikasyon meydana gelmis ancak sekans sonuglari
anlamli gelmedigi icin bu Ornekler pozitif olarak
degerlendirilmemistir. Testlemede kullanilan primerlerden
GVQ ve GSyV-1-Det primerleri 2009 yilinda ABD’de
birbirinden bagimsiz iki farkli ¢alisma grubu tarafindan
siirlt sayidaki virlis izolati genomuna uygun gelistirilen
primerler olup farkli iilke izolatlarindaki varyasyonlara
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uygun olmadigi ve bu nedenle iilkemizdeki GSyV-1 kat daha fazla sayida pozitif sonu¢ aldiklarini
izolatlarini tanilamakta yetersiz kaldig1 diigiiniilmektedir.  bildirmislerdir. ~ Primer  performanslar1  arasindaki
Nitekim Glasa ve ark., (2015) Slovakya ve Cek farkliligin bu ii¢ arastirici grubu tarafindan gelistirilen
Cumhuriyeti bag alanlarindan toplanan o6rneklerin RT-  primerlerin  kendi iilkelerindeki GSyV-1 izolatlarina
PCR analizlerinde GSyV-1-Det primeri ile kendi spesifik olmasi nedeniyle iilkemizdeki bag 6rneklerinde bu
gelistirdikleri SY5922F/SY6295R primeri kiyaslamali  viriisiin saptanmasinda yetersiz kaldig: diisiiniilmektedir.
olarak analiz ettiklerinde kendi gelistirdikleri primerle 2

8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 S +K

Sekil 10 Tekirdag bag 6rneklerinin grapevine redblotch associated virus-kilif protein genini ¢ogaltan primer ¢ifti (GRBaV-
CP) kullanilarak yapilan PCR analiz sonucu. M: Markér (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 1-21:Tekirdag ili
farkli baglardan toplanan bitki 6rnekleri; S: Su kontrol; +K: Pozitif kontrol

Figure 10 PCR analysis of Tekirdag grapevine samples using the primer pair (GRBaV-CP) amplifying grapevine red blotch
associated virus coat protein (CP) gene. M: Marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya); 1-21: Grapevine
samples collected from different vineyards in Tekirdag province ; S: Water control; +K: Positive control

M. 1 23iadin 56 A k& 9 105015125 335181516174 184619 200 218 S' 3K

Sekil 11 Tekirdag bag 6rneklerinin grapevine redblotch associated virus replikaz protein (REP) genini gogaltan primer ¢ifti
(GRBaV-REP) kullanilarak yapilan PCR analiz sonucu.M: Molekiiler markér (SMO#383 MBI Fermentas GmbH,
Almanya); 1-21: Tekirdag ili farkli baglardan toplanan bitki 6rnekleri; S: Su kontrol; +C: Pozitif kontrol

Figure 11 PCR analysis of the Tekirdag grapevine samples using the primer pair (GRBaV-REP) amplifying the grapevine
red blotch associated virus replikace (REP) gene. M: Molecular marker (SMO#383 MBI Fermentas GmbH, Almanya);1-
21: Grapevine samples collected from different vineyards in Tekirdag province ; S: Water control; +K: Positive control

M 64, 65,66.,68 69, 20,82 23l LRl il i 050,36, 203 112 128133 141 153 5 4

' 261bp
. -

Sekil 12 Hatay ve Tekirdag ili bag drneklerinin grapevine roditis leaf discolaration associated virus’iine kars1 Badna-R-Up
ve Badna-R-Do primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR analizlerinin sonucu. M: Molekiiler markér (SMO#383 MBI
Fermentas GmbH, Almanya); 64-70, 73, 74, 77, 79,82, 83, 85, 87, 90, 93, 98: Hatay bag ornekleri, 103, 112, 128, 133, 141,
153: Tekirdag bag 6rnekleri; S: Su kontrol; +K: Pozitif kontrol

Figure 12 PCR analysis of grapevine samples collected from Hatay and Tekirdag using the primer pairs (Badna-R-Up/
Badna-R-Do) forgrapevine roditis leaf discolaration associated virus. M: Molecular marker (SMO#383 MBI Fermentas
GmbH, Almanya); 64-70, 73, 74, 77, 79,82, 83, 85, 87, 90, 93, 98: Hatay grapevine ornekleri, 103, 112, 128, 133, 141, 153:
Tekirdag grapevine érnekleri; S: Water kontrol, +K: Positive kontrol
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GRBaV’nin tespiti amaciyla Al Rwahnih ve ark.,
(2013) tarafindan gelistirilen primerler kullanilarak
yiiriitiilen PCR analizleri sonucunda pozitif kontrol olarak
kullanilan 6rnekte beklenen diizeyde bant elde edilirken
Tekirdag ve Hatay ili bag orneklerinin hepsi bu viriis
acisindan negatif bulunmustur. Sonuglarin dogrulanmast
amactyla Krenz ve ark. (2014) tarafindan gelistirilen ve
virtisiin kilif protein geni (GRBaV-CP) ve replikaz genini
cogaltan (GRBaV-REP) primer ciftleri kullanilarak PCR
analizleri tekrarlanmistir. Her iki primerle de pozitif
kontrollerde beklenen diizeyde bant elde edilirken
testlenen tiim 6rnekler negatif bulunmustur (Sekil 10 ve
11). GRBaV’nin bugiine degin sadece Kuzey Amerika,
Kore ve Kanada’da saptanmig olmasi nedeniyle diinya
capinda yaygin bir viris olmamasi (Sudarshana ve ark.,
2015) bu calisma kapsaminda elde edilen bulgulart
dogrular niteliktedir.

GRLDaV ilk kez Yunanistanda Roditis liziim ¢esidinde
saptandigi i¢in bu isimle anilan bir viriis olup (Maliogka ve
ark., 2015) diinya capinda ¢ok yaygin bir viriis degildir.
Avrupa kitasinda Yunanistan diginda sadece italya ve
Hirvatistan’da tespit edilmistir (EPPO, 2018). Ulkemizde
ise 2018 yilinda sadece Adana ilinde ve 4 Ornekte
GRLDaV’nin varligi bildirilmistir (Serge ve ark., 2018).
Bu ¢alisma kapsaminda Tekirdag ve Hatay ili baglarindan
toplanan higbir 6rnekte bu viriisiin saptanmamis olmasina
ragmen (Sekil 12) bu virlise karsi testlemelere devam
edilmesi dnerilmektedir.

Tesekkiir

Bu ¢alisma HMKU-BAP 15200 nolu proje ve HMKU-
BAP 16528 nolu proje tarafindan desteklenmistir.

Kaynaklar

Anonim, 2018. https://biruni.tuik.gov.tr/medas/?kn=92&Ilocale=tr

Al Rwahnih M, Daubert S, Golino DA, Rowhani A. 2009. Deep
sequencing analysis of rnas from a grapevine showing Syrah
Decline symptoms reveals a multiple virus infection that
included a novel virus. Virology.,, 387(2):395-401.
doi:10.1016/j.virol.2009.02.028; PMID:19304303;

Al Rwahnih M, Sudarshana MR, Uyemoto JK, Rowhani A. 2012.
Complete genome sequence of a novel vitivirus isolated from
grapevine. Journal of Virology., 86(17): 9545. doi:
10.1128/JV1.01444-12; PMID: 22879616;

Al Rwahnih M, Dave A, Anderson MM, Rowhani A, Uyemoto
JK, Sudarshana MR. 2013. Association of a DNA virus with
grapevine affected by red blotch disease in
California. Phytopathology.,103(10):1069-76. doi:
10.1094/PHYTO-10-12-0253-R; PMID:23656312;

Al Rwahnih M, Golino DA, Rowhani A. 2015. First report of
Grapevine pinot gris virus infecting grapevine in the United
States. Plant Disease., Doi: 10.1094/PDIS-10-15-1235-PDN;

Beuve M, Candresse T, Tannieres M, Lemaire O. 2015. First
report of Grapevine pinot gris virus (GPGV) in France. Plant
Disease., 99(2): 293.2 - 293.2. http://dx.doi.org
/10.1094/PDIS-10-14-1008-PDN;

Berger P, Barnett OW, Brunt AA, Colinet D, Edwardson 1R,
Hammond 1, Hill 1H, Jordan RL, Kashwazaki S, Makkouk
K, Morales F1, Rybicki E, Spence N, Ohki ST, Uyeda I, Van
Zaayen A, Vetten RI. 2000. Family Potyviridae In: Virus
Taxonomy. Seventh Report of the International Committee
on Taxonomy of Viruses. Springer-Verlag., NY. 703-724

Bertazzon N, Filippin L, Forte V, Angelini E. 2015. Grapevine
pinot gris virus seems to have recently been introduced to
vineyards in Veneto, Italy. Archieves of Virology.,
161(3):711-4. doi: 10.1007/s00705-015-2718-2;
PMID:26666440;

Casati P, Maghradze D, Quaglino F, Ravasio A, Failla O, Bianco
PA. (2015). First report of Grapevine Pinot gris virus in
Georgia. Journal of Plant  Pathology., 97(4).
doi:10.4454/JPP.\VV9811.003293;

Cho IS, Jung SM, Cho JD, Choi GS, Lim HS. 2013. First report
of Grapevine Pinot gris virus infecting grapevine in Korea.
New Diseases Reports., 27,10. http://dx.doi.org/10.5197
/j.2044-0588.2013.027.010;

EPPO. 2015. Grapevine red blotch-associated virus. European
and Mediterranean Plant Protection.

EPPO. 2018. Grapevine Roditis leaf discoloration-associated
virus. European and Mediterranean Plant Protection .

Fan XD, Dong YF, Zhang ZP, Ren F, Hu GJ, Li ZN. 2015. First
report of Grapevine Pinot gris virus in grapevines in China.
Plant Disease.,100(2), p. 540. doi:10.1094/PDIS-08-15-
0913-PDN.

Caglayan K, Gazel M, Elgi E, Oztiirk L. 2015. The situation of
the new emerging grapevine viruses in Turkey. 18th Congress
of the International Council for the Study of Virus and Virus-
Like Diseases of the Grapevine (ICVG). Ankara-Turkiye. 7-
11 Eylil, 2015.

Giampetruzzi A, Roumi V, Roberto R, Malossini V, Yashikawa
N, LaNotte P, Terlizzi F, Credi R, Salderelli P. 2012. A new
grapevine virus discovered by deep sequencing of virus-and
viroid-derived small RNAs in cv Pinot gris. Virus Research.,
163(1):262-8. https://doi.org/10.1016/j.virusres.2011.10.010;
PMID:22036729;

Gazel, M, Caglayan K, Elgi E, Oztiirk L. 2016. First report of
Grapevine pinot gris virus in grapevine in Turkey. Plant
Disease., 100 (3): 657. https://doi.org/10.1094/PDIS-05-15-
0596-PDN;

Glasa M, Predajna L, Kominek P, Hagyova A, Candresse T,
Olmos A, 2014 Molecular characterization of divergent
Grapevine pinot gris virus and their detection in Slovak and
Czech grapevine. Archives of virology., 159(8) :2103-7.
https://doi.org/10.1007/s00705-014-2031-5; PMID:24599565

Glasa M, Predajna L, Soltys K, Sabanadzovic S, Olmos A. 2015.
Detection and molecular characterisation of Grapevine Syrah
virus-1 isolates from Central Europe. Virus Genes.,
51(1):112-21. doi: 10.1007/s11262-015-1201-1; PMID:
25940164,

Jo Y, Choi H, Kyong Cho J, Yoon JY, Choi SK, Kyong Cho W.
2015. In silico approach to reveal viral populations in
grapevine cultivar Tannat using transcriptome data. Scientific
Reports., 28;5:15841. doi: 10.1038/srep15841; PMID:
26508692;

Krenz B, Thompson JR, McLane HL, Fuchs M, Perry KL. 2014.
Grapevine red blotch-associated virus is widespread in the
United States. Phytopathology., 104(11): 1232-40. doi:
10.1094/PHYTO-02-14-0053-R; PMID:24805072

Mackenzie DJ, Mclean MA, Mukerji S, Green M. 1997.
Improved RNA extraction for woody plants for the detection
of viral pathogens by Reverse Transcription-Polymerase
Chain  Reaction. Plant Disease., 81(2): 222-226.
http://dx.doi.org/10.1094/PDI1S.1997.81.2.222

Malagnini V, de Lillo E, Saldarelli P, Beber R, Duso C, Raiola A,
Zanotelli L, Valenzano D, Giampetruzzi A, Morelli M, Ratti
C, Causin R, Gualandri V. 2016 Arch Virol.,161(9):2595-9.
doi: 10.1007/s00705-016-2935-3; PMID:27344161Maliogka
VI, Olmos A, Pappi PG, Lotos L, Efthimiou K, Grammatikaki
G, Candresse T, Katis NI, Avgelis AD. 2015. A novel
grapevine badnavirus is associated with the Roditis leaf
discoloration disease. Virus Research., 203:47-55. doi:
10.1016/j.virusres.2015.03.003; PMID: 25791736

797



Kocabag et al., | Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 7(5): 789-798, 2019

Martelli GP. 2010. Virus diseases of grapevine. Encyclopedia of
Life Sciences., 2nd Ed., John Wiley ve Sons. Hoboken, NJ,
USA. p. 1-110raman MN, 1965. Arkeolojik Buluntularin
Isig1 altinda Tiirkiye Bagciigmin Tarihgesi Uzerinde
Arastirmalar. Ankara Un. Ziraat Fak. Yillig1., 15(2): 96-108.

Plesko MI, Marn VK, Seljak G, Zezlina I. 2014 First report of
Grapevine Pinot gris virus in grapevine in Slovenia. Plant
Dis., 98(7): 1014. http://dx.doi.org/10.1094/PDIS-11-13-
1137-PDN

Sabanadzovic S, Abou Ghanem-Sabanadzovic N, Gorbalenya
AE. 2009. Permutation of the active site of putative RNA-
degpendent RNA polymerase in a newly identified species of
plant alpha-like virlis.  Virology., 394(1): 1-7.
https://doi.org/10.1016/j.virol.2009.08.006

Saitou N, Nei M. 1987. The neighbor-joining method: A new
method for econstructing phylogenetic trees. Molecular
Biology and Evolution., 4: 406-425.

Saldarelli P, Gualandri V, Malossini U, Glasa M. 2017.
Grapevine Pinot gris virus .Grapevine Viruses: Molecular
Biology, Diagnostics and Management., 351-363.

Serge CU, Altan B, Bolat V, Ayyaz M, Cifci O, Onder S, Gokge
ZNO, Maliogka V1. 2018. First report of Grapevine Roditis
leaf discoloration-associated virus infecting grapevine (Vitis
vinifera) in Turkey. Plant Disease., 102(1), 256-257. DOI:
10.1094/PDIS-06-17-0927-PDN

Sudarshana MR, Perry KL, Fuchs MF. 2015. Grapevine red
blotch-associated virus, an emerging threat to the grapevine
industry.Phytopathology.,105:1026-1032.
https://doi.org/10.1094/PHY TO-12-14-0369-FI

Tamura K, Stecher G, Peterson D, Filipski A, Kumar S. 2013.
MEGAG6:Molecular Evolutionary Genetics Analysis version
6.0. Mol. Biol., 30(12):2725-9. doi: 10.1093/molbev/mst197;
PMID: 24132122

Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ. 1994. Clustal W:
improving the sensitivity of progressive multiple sequence
alignment through sequence weighting, position-specific gap
penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Research.,
22: 4673-80. PMID: 7984417

Xiao H, Kim W, Meng B. 2015. A highly effective and versatile
technology fort the isolation of RNAs from grapevines and
other woody perennials for use in virus diagnostics. Virology
Journal., 12 (171), 2-15. doi: 10.1186/s12985-015-0376-3;
PMID:26482551

798



