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Bu ¢alisma; 2016-2018 yillar1 arasinda Adana, Hatay, Mersin ve Osmaniye
illerinde Turunggil liretimi yapilan alanlarda ve Bilecik ili Pazaryeri ilgesi Serbetgi
otu {iretimi yapilan alanlarda viroid hastalik etmenlerinin varligim tespit etmek
amaciyla gerceklestirilmistir. Giidiimli survey ¢alismalar ile toplanan 6rneklerde
molekiiler karakterizasyon c¢aligmalar1 yiiritiilmistiir. Calisma kapsaminda,
turunggil Orneklerinin Citrus exocortis viroid (CEVA), Citrus bent leaf viroid
(CBLVd), Hop stunt viroid (CVd II) (CCaVd: Cachexia ve HSVd: Non-Cachexia),
Citrus dwarfing viroid (CDVd; CVd IIl), Citrus bark cracking viroid (CBCVd:
CVd-1V), Citrus viroid V (CVd-V), Citrus viroid VI (CVd-VI) viroidleri ile ve
Serbetci otu drneklerinin Hop latent viroid (HLVd) ve Hop stunt viroid (HSVd)
viroidleri ile enfekteli oldugu her etmene ait spesifik primerler ile RT-PCR
yontemleri ile tanilanmistir. Turunggil viroidleri acisindan incelenen Grneklerin
Adana'da %70, Mersin'de %78, Hatay'da %77,5 ve Osmaniye'de %80 oraninda
kontamine oldugu RT-PCR analizi ile belirlenmistir. Serbet¢i otu bitkilerinde
Bilecik'in Pazaryeri ilgesinden toplanan 214 6rnegin %66's1t HLVd, %23,8'1 HSVd
ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Molekiiler olarak tanimlanmig ve niikleotid
dizilimleri belirlenen izolatlar, NCBI kayith izolatlarla %96-99 benzerlik
gostermigtir. Bu c¢alismada tamimlanan dizilimler, NCBI gen bankasina
kaydedilmistir. Bu calismada belirlenen HLVd ilkemiz igin ilk kayit olarak
bildirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Serbet¢i otu, Turunggil, Viroid hastaliklari, HSVd, RT-PCR
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This study was carried out to determine the latest status of citrus viroid
agents in citrus growing areas of Adana, Hatay, Mersin, Osmaniye between 2016-
2019 and to investigate for the first time viroid disease agents in hops production
areas in Pazaryeri districts of Bilecik province. In the other part of the study,
identification and molecular characterization of the obtained isolates were
performed. Within the scope of the study, all viroid pathogens found in citrus and
hop plants were investigated with agent-specific primers. Respectively, were
determined in the isolates examined by RT-PCR method. Citrus exocortis viroid
(CEVA), Citrus bent leaf viroid (CBLVd), Hop stunt viroid (CVd II), CCaVd:
Cachexia and HSVd: Non-Cachexia, Citrus dwarfing viroid (CDVd; CVd II),
Citrus bark cracking viroid (CBCVd), Citrus viroid V (CVd-V), Citrus viroid VI
(CVd-VI), Hop latent viroid (HLVd) and Hop stunt viroid (HSVd) were found on
examined isolates. It was determined by RT-PCR analysis that the samples
examined in terms of citrus viroids were 70% contaminated in Adana, 78% in
Mersin, 77.5% in Hatay, and 80% in Osmaniye. In hop plants, 66% of 214 samples
collected from Pazaryeri district of Bilecik were infected with HLVd and 23.8%
with HSVd. Molecularly identified and sequenced isolates showed 96-99%
similarity with the NCBI registered isolates. Sequences identified in this study
were registered in the NCBI gene bank. HLVd was reported as the first record for
our country.

Key Words: Hops, Citrus, Viroid diseases, HSVd, RT-PCR
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GENISLETILMIS OZET

Rutaceae familyasi, Aurantioideae alt familyasina giren turunggiller (Citrus
sp.); altintop, limon, lime, mandarin ve portakal gibi yetistiriciligi yaygin ve
ekonomik degeri olan tiirlerin disinda sadok, aga¢ kavunu, bergamot gibi farkli
sekillerde tiikketimi yapilan, siis bitkisi ya da 1slahta gen kaynagi olarak kullanilan
bircok tiirii de igerisinde barindiran genis bir bitki grubundan olugmaktadir.
Anavatan1 Cin ve Hindistan olan turunggiller iliman iklime sahip olan bolgelerde
yetismektedir. Ulkemizde ise, subtropik iklime sahip olan Akdeniz ve Ege
Bolgeleri’nde yetistiriciligi yogun olarak yapilmaktadir. Ayrica, az miktarda da
olsa Marmara ve Dogu Karadeniz Bodlgeleri'nde de turunggil {iretimi
yapilmaktadir. Turunggiller diinyada tizerinde yetistiriciligi yapilan meyve gruplari
icerisinde 158 milyon ton ile en ¢ok iiretimi ve tiilketimi olan meyve grubudur
(FAO, 2019).

Ulkemizde tarmmi yapilan sanayi iiriinlerinden birisi olan Serbet¢i otu
bitkisi, Isirgan otugiller (Urticales) takimi, kendirgiller (Cannabaceae) familyasi,
Humulus cinsinden, Humulus lupulus L. tiriine giren, odunsu olmayan, tek yillik
veya ¢ok yillik bir bitkidir (Conway ve Snyder, 2008). Bitki ilk olarak “Lupus
salictarius” olarak M.O. “Naturalis Historia” kitabinda tamimlanmistir  (Van
Cleemput ve ark., 2009). Sarilic1 ve tirmanici yapiya sahip olan serbet¢i otu bitkisi,
her yil dip siirglinlerinden ¢ikan ve 8-10 m’ye kadar ulagabilen yeni siirgiinlerin
tellere sardirilmasi ile yetistirilmektedir. Bitkinin toprak alti aksaminin ekonomik
omrii 15-20 y1l olarak bilinmektedir. Tiirkiye’de Giiney Marmara Bolgesi’nde yer
alan Bilecik ili Pazaryeri il¢esinde yogun olarak yetistiriciligi yapilmaktadir.
Serbet¢i otunun, sanayide kullanilan kismi1 kurutulmus disi ¢igek salkimlaridir.

Her iki iiriin grubu igerisinde de liretim alanlarinda biyotik stres faktorleri
igerisinde yer alan hastalik etmenlerinden olan viriisler ve viriis benzeri hastaliklar
diger triinlerde oldugu gibi, iiretimi yapilan iirliniin kalite ve kantitesine degisen

oranlarda etki etmektedirler. Viral hastalik etmenleri; {iretim materyali (tohum,
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fide, fidan vb.), asilama gibi farkli kiiltiirel islemler, polenler, bocek vektorler ve
hastalikli bitki materyali ile tasinma ve yayilmada olduk¢a onemlidir. Ayrica bu
hastalik etmelerine karsi kullanilabilen herhangi bir kimyasal miicadele yontemi
olmamasi nedeniyle, diger hastalik ve zararlilara gore yetistiricilikte 6nemleri bir
kat daha artmaktadir.

Diinya’da turunggil yetistirilen alanlarda virlis ve viriis benzeri hastaliklar
ekonomik anlamda turunggil tarimini sinirlayict en 6nemli faktorler igerisinde yer
almaktadirlar. Ekonomik olarak zarar olusturan, 30’dan fazla hastaligin viral
etmenler tarafindan olusturuldugu bildirilmistir (Bove, 1995). Tiirkiye’de yapilan
caligmalarda belirtilen bu hastaliklardan 16 tanesinin iilkemizde oldugu Ciar ve
ark. (1993) tarafindan bildirilmistir. Bunlarin igerisinde turunggil yetistiriciliginde;
Citrus exocortis viroid (CEVd), Citrus cachexia viroid (CCaVd: Turunggil
gozeneklesme hastaligi), Citrus bark cracking viroid (CBCVd: CVd-1V) hastalik
etmenleri olusturduklar1 agir simptomlar nedeniyle 6nemli bir yere sahiptirler.
CEVd etmeni turunggillerde genel bodurluk olustururken tigyaprakli ve melezleri
lizerine asilanmig cesitlerde as1 noktasinin altinda kabukta ¢atlama ve asilanan
bitkilerde genel bodurluk olustururken, CCaVd 6zellikle mandarin ve mandarin
hibritlerinde bitkilerde genel bodurluk, sararma, as1 birlesme noktasindan
basalayarak, primer dallara kadar ilerleyen floem renklenmesi, gévdede odun
dokusunda olusan gukurluklara kars1 kabuk dokusunda ¢ukurluklara karsi gelecek
kabugun kambiyal yiizeyinde zamkli igne gibi ¢ikint1 olugsumlari (Calavan ve ark.,
1961) ve ilerleyen donemlerde kambiyal aktivitenin olumsuz etkilenmesi nedeniyle
bitkilerde ug siirgiinlerde geriye dogru kuruma ve olimler seklinde kendini
gosteren belirtiler olusmaktadir (Semancik ve ark., 1988; Belabess ve ark., 2021).
CBCVd, aga¢ kavununda (C. medica L.) ilk olarak belirlenen ve turunggillerde
belirlenen dordiincii viroid tiirii olmasi nedeni ile CVd-IV olarak adlandirilan
etmen tigyaprakli anacinda olusturdugu kabuk g¢atlamasi simptomlari nedeniyle
Citrus bark cracking viroid olarak adlandirilmistir. Tek infeksiyonlarda ti¢cyaprakli

anacit ve melezlerinde kabuk catlamasi simptomu olustururken, diger turunggil
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viroidleri ile karisik enfeksiyon olmasi durumunda exocortis ve cachexia gibi
onemli hastaliklara neden olmakta ve simptom yogunlugunu arttirabilmektedir
(Verniere ve ark., 2004; 2006)

Planlanan ¢aligma kapsaminda, turunggil iiretiminin 6nemli bir kisminin
yapildigi Dogu Akdeniz Bodlgesi’nde turunggil iiretimi yapilan alanlarda
turunggillerde giiniimiize kadar belirlenmis olan; Citrus exocortis viroid (CEVd),
Citrus bent leaf viroid (CBLVd), Hop stunt viroid (CVd II) (CCaVd: Cachexia ve
HSVd: Non-Cachexia), Citrus dwarfing viroid (CDVd; CVd Il), Citrus bark
cracking viroid (CBCVd: CVd-1V), Citrus viroid V (CVd-V) ve Citrus viroid VI
(CVd-VI) etmenleri ile iilkemizde sadece Bilecik ili Pazaryeri ilgesi Serbet¢i otu
iiretim alanlarinda yapilan survey ile toplanan serbet¢i otu bitki 6rneklerinde Hop
latent viroid (HLVd), Hop stunt viroid (HSVd) ve Apple fruit crinkle viroid
(AFCVd) etmenlerinin varliginin biyolojik ve molekiiler olarak belirlenmesi,
tanilanmast ve molekiiler karakterizasyonu c¢alismalart gergeklestirilmistir.
Boylece, viroid hastalik etmenlerinin survey alanlarimdan toplanan 6rneklerden
elde edilen veriler ile yayginlig1 ve hastalik siddeti ortaya konulmaya caligilmigtir.
Boylece turunggil tiirleri arasinda hangi viroid etmenlerinin tekli mi ¢oklu mu
enfeksiyon olusturdugu ve simptom siddetinde bunun etkisinin olup olmadigi
belirlenmeye calisilmistir. Turunggiller i¢in viroidlerin varligi etmene ait spesifik
primerler ve RT-PCR yontemleri ile belirlenmigtir. Calisma kapsaminda Dogu
Akdeniz Bolgesi turunggil iretim alanlarinda yapilan survey c¢aligmalari
sonucunda; Adana (%70), Hatay (%77.5), Mersin (%78 oraninda), Osmaniye (%80
oraninda) ikili ve c¢oklu enfeksiyonlar seklinde turunggil viroidlerinin varlig
belirlenmistir. Turunggil tiirleri bazinda viroid enfeksiyon oranina bakildiginda;
Portakalda % 77, Mandarinde % 70, Limonda %77.5, Altintopta %69.2 oraninda
viroid etmenlerinin karigik enfeksiyon halinde bulundugu belirlenmistir. Belirlenen
karisik enfeksiyonlar birlikte degerlendirildiginde; iki, ii¢ ve/veya dort etmenin
ayni anda bulundugu bitkilerde 6zellikle portakal, mandarin ve limonda enfeksiyon

siddetinin daha yiiksek ve hatta yikict etki gosterdigi belirlenmistir. Caligma
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sonunda, HSVd ve CEVd etmeninin bdlgemizde olduk¢a yaygin olarak hemen
hemen tiim turunggillerde bulundugu belirlenmistir.

HSV@’in ilk belirlendigi bitki grubu olan serbetgi otu bitkisinde ise Bilecik
ili Pazaryeri ilgesinden 214 adet 6rnek toplanmis ve bu drneklerin %61.21 oraninda
HLVd, %23.83 oraninda HSVd etmeni ile enfekteli oldugu ve %18.2 oraninda
karisik enfeksiyon orani gézlenmistir.

Sonug¢ olarak her iki bitki grubunda da hangi viroidlerin yaygin olarak
bulundugu belirlenmistir. Her iki bitki grubunda da ortak olarak varligi belirlenen
HSVd’in hem morfolojik hem de molekiiler karakterizasyon ¢aligsmalar1 yapilarak
karsilagtirilmistir.

Calisma sonucunda; karantina ve sertifikasyonda analizlerinde énemli olan
CCaVd ve CEVd etmenleri ile beraber incelenen toplamda 10 etmen igin
molekiiler karakterizasyon calismalar1 gerceklestirilmis, saflagtirilmis izolatlarin
canli bitki {izerinde muhafazasi saglanarak gen bankasi olusturulmustur. Ayrica bu
izolatlar i¢in gen klonlamasi islemi yapilarak plazmit {izerinde saf izolat halinde -

20°C ve -80°C’de muhafaza edilmeleri saglanmstir.
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1. GIRIS Pakize GOK GULER

1. GIRIS

Ana vatan1 Cin, Glneydogu Asya ve Hindistan gibi Asya {ilkeleri olan
turunggillerin, giiniimiizde subtropik iklime sahip olan hemen hemen tiim iilkelerde
yetistiriciligi yapilabilmektedir. Diinyada turunggil {iretimi 35° Kuzey ve Giiney
paraleller arasindaki bolgelerde yapilmaktadir. Kuzey Yarikiire’de, Kuzey ve Orta
Amerika ile Akdeniz iilkeleri, Gliney Yarikiire’de ise Giliney Amerika, Giiney
Afrika ve Okyanusya’da ekonomik olarak iiretilmektedir (Karahocagil, 2003;
Simsek, 2009). Rutaceae familyasi, Aurantioideae alt familyasina giren turunggiller
(Citrus L.); altintop (Citrus paradisi), limon (Citrus limon), lime (Citrus latifolia),
mandarin (Citrus reticulata) ve portakal (Citrus sinensis) gibi yetistiriciligi yaygin
ve ekonomik degeri olan tiirlerin disinda sadok (Citrus maxima) , aga¢ kavunu
(Citrus medica), bergamot (Citrus bergamia) gibi farkli sekillerde tiiketimi
sozkonusu olan, yada siis bitkisi yada 1slahta gen kaynagi olarak kullanilan diger
birgok tiirli de igerisinde bulunduran genis bir bitki grubudur. Iliman iklime ihtiyag
duyan turuncgil cesitlerinin, yurdumuzda subtropik iklime en fazla sahip olan
Akdeniz ve Ege Bolgeleri’nde yetistiriciligi yapilmaktadir. Bunun yanisira az
miktarda da olsa Marmara ve Dogu Karadeniz Bolgeleri'nde de iiretimi
yapilmaktadir. Tiirkiye yaklasik 51 milyon ton yas meyve ve sebze liretim miktari
ile 6nemli bir iiretici iilke konumunda yer almaktadir (TUIK, 2018). Tarim iiriinleri
ihracati icerisinde ise %12 pay alan yas meyve sebze iriinlerinin yaklagik %5’ini
turunggiller olusturmaktadir. Yas meyve sebze ihracati igerisinde ise turunggillerin
pay1 yaklasik %44 diizeyindedir (TIM, 2017).

Tiirkiye’de turunggil iiretimi son 10 yilda %44°liik artisla 2020 yilinda 5.3
milyon ton iiretime ulasmustir (TUIK, 2021). Turunggil iiretim alanmin yaklasik
olarak % 82,7’si Akdeniz bolgesinde, %16,38’1 Ege bolgesinde yer almakta olup,
iretimin yaklasik % 84,22°si Akdeniz Bolgesinde, % 14,93’i ise Ege bolgesinde
gerceklestirilmektedir. FAO istatistiklerine bakildiginda ise 2020 yilinda diinyada
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yaklagik 9,7 milyon hektar alanda 140 milyon ton turunggil iiretiminin yapildigi ve
iilkemizin de yaptig1 iiretim miktari ile 8. sirada yer almaktadir(FAO, 2020)

Tiirkiye’nin turunggil iiretimi son on yilda %44’likk artigla yaklagik 5,3
milyon ton seviyesine ulagmigtir. 2007 yilinda toplam turunggil {iretim alan1 111
bin hektar iken, %23 artisla 2020 yilinda 157 bin hektar alana ¢ikmustir (TUIK,
2020; FAO, 2020). Son 10 yillik donemdeki artisin nedeni tiretim alanlarinin
artisinin yani sira aga¢ basina verim artisin yanisira, liretim bolgelerinde modern
yetistiriciligin yayginlasmasi ve tercih edilen tiir ve ¢esitlerin nispeten yiiksek
verime sahip olmasi da gelmektedir. Son yillarda turunggil iiretiminde mandarin ve
limon tiirlerine agirlik verilmistir. Ulkemizde turuncgil ihracatmin artmasi igin,
turunggillerde yaygin olan Akdeniz meyve sinegi, unlu bit gibi zararlilarin yani sira
Citrus yellow vein clearing viriis gibi viral etmenlerle etkin bir sekilde (kimyasal
ve kiiltiire] Onlemler) miicadele edilmesi ve kimyasal miicadelede kalinti
sorununun Oniine gegilmesi i¢in tireticilerin egitimine agirlik verilmesi dis pazara
gonderilen trlinlerin glimriik kapilarindan geri donmemesi ve iilkemizin prestiji
acisindan dnem arzetmektedir.

Ulkemizde tarimi yapilan ¢ok cesitli sanayi iiriinlerinden birisi olan
Serbetci otu bitkisi Isirgan otugiller (Urticales) takimi, kendirgiller (Cannabaceac)
familyasi, Humulus cinsinden, Humulus lupulus L. tiriine giren ¢ok yillik bir
bitkidir (Systma ve ark, 2002). Maya otu, Bira otu, Omer otu, Bira ¢icegi,
Sarisarmagik gibi farkli isimleri de bulunmaktadir (Baytop, 1984). Serbet¢i otunun
bilinen ii¢ tiirii mevcut olup, bu tiirlerden bira otu olarak bilinen Humulus lupulus
tiirliiniin yaygin olarak yetistiriciligi yapilmaktadir. Japon serbet¢i otu olarak bilinen
Humulus japonicus ve Cin serbet¢i otu olarak adlandirilan Humulus yunnanensis
ise yoresel olup sadece bulunduklar iilkelerde yetistirilmektedirler. Sarilict ve
tirmanici yapiya sahip olan bitki (Koday, 2000), her y1l dip siirgiinlerinden ¢ikan ve
8-10 m’ye kadar ulasabilen yeni siirgiinlerin tellere sardirilmasi ile yetistirilir.

Bitkinin toprak alti aksaminin 100 yila kadar yasadig: bildirilse ekonomik omrii
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15-20 yildir. Cannabaceae familyasina giren tiirler genellikle dioik ¢igek yapisina
sahiptir ve sadece disi gigek veren bitkiler liretimde kullanilmaktadir.

Diinya’da kiiltlirii yapilan serbetgi otunun yetistiriciligi kuzey ve giiney
yarimkiirede 30° ve 50° enlemleri arasinda yapilmaktadir. Yabani serbetciotlari
Asya ve Kuzey Avrupa’da iliman iklimin hiikim siirdiigli ormanlarda ve
Tirkiye’de de Kuzeybati Anadolu’da goriilebilmektedir. Bolu, Zonguldak,
Adapazari, Bilecik, Edirne, Kirklareli ve Istanbul’da serbet¢i otu bitkisinin
yabanilerine rastlanmaktadir (Baskaya, 2017).

Slavlarin eski devirlerden beri Borga denilen bir i¢kinin yapiminda serbetci
otunu kullandiklar1 bilinmekle beraber, batida o zamanlar bira iiretiminin serbetci
otu kullanilmadan yapildig1r bildirilmistir (Bagci, 2005). 16.ylizyildan beri
Avrupa’da serbet¢i otunun verdigi geng slirgiinler sebze olarak kullanilirken,
Almanya, Isvicre ve Macaristan gibi iilkelerde ¢igek kozalari bira ve ekmek mayasi
olarak ta kullanilmistir (Incekara, 1964). Tiirkiye’de Dogu Karadeniz Bolgesi’nde
yetisen yabani serbetgiotlarindan elde edilen ekstrakt, bu bdlgede aromatik ve
dezenfektan olarak eksi maya olarak hamur yapiminda kullanilmaktadir.
Tiirkiye’de serbetgi otu isminin nereden geldigi bilinmemekle birlikte, bu ismin
bitkinin eskiden beri bazi serbetlerin yapimlarinda kullanilmig olmasindan ileri
gelmis olabilecegi disiiniilmektedir (Bagci, 2005).

Diinya serbet¢i otu iiretiminde ABD, Etiyopya, Almanya, Cin, Cek
Cumhuriyeti, Polonya, Slovenya, Arnavutluk, Kore gibi iilkeler 6n sirada
bulunmaktadir (FAO, 2017). Tiirkiye’de FAO kayitlarina girecek miktarda
olmayan, TUIK 2018 yili verilerine gore 3300 da alanda 1785 ton serbetci otu
cigcek kozasi tiretimi yapildig: bildirilmistir.

Tiirkiye’de ise ilk serbet¢i otu denemeleri Atatiirk Orman Ciftligi’ndeki
bira fabrikasinin kurulmasindan sonra baglamstir. Ik denemeler basarisiz olmus II.
Diinya Savagindan sonra tekrar ithalat yapilmigtir (Bagci, 2005). 1965 yilindan
itibaren Tiirkiye’de serbetci otu iretimi sadece Bilecik ilinde gerceklestirildiginden

Bilecik ilinin karakteristik bitkisi olmustur. Bilecik’te serbet¢i otu tarimi 800-850
3
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m. yiikseklikteki Pazaryeri Havzast ve Ahi Dagi ¢evresindeki bazi yerlesim
birimleri siirlar igerisinde yapilmakta ve bu {iretimin tamami bira sektdriinde
kullanilmaktadr.

Biyotik faktorler i¢inde hastalik etmenlerinden virlisler diger triinlerde
oldugu gibi, iiretimin kalite ve kantitesine degisen oranlarda etki etmektedir. Viral
hastaliklarin {iretim materyali, asilama, farkl kiiltiirel islemler, polen, bocek
vektorler ve hastalikli materyal ile tasinma ve yayilmalarinin kolay olmasi, ayrica
bu hastaliklara karst higbir kimyasal miicadele yonteminin kullanilamamasi
nedeniyle, diger hastalik ve zararlilara gore yetistiricilikte 6nemleri bir kat daha
artmaktadir.

Ulkemizin i¢ tiiketimi ve dis ticareti agisindan énemli bir tarimsal iiriinii
konumunda olan turunggillerde, bitkilerin gelismesini sinirlayan ve iiriin kaybina
neden olan ¢ok sayida hastalik etmeni bulunmaktadir. Bunlar arasinda, agaclarin
potansiyel giiciinii ve verimliligini azaltan ve bazi durumlarda agacin yok olmasina
neden olan 30°dan fazla sayida viroid, virilis ve viriis benzeri hastaliklar ilk sirada
yer almaktadir. Turunggil teknolojisi gelismemis lilkelerde viroid, viriis ve viriis
benzeri hastaliklarin agaglarin verimini %10-50 arasinda degisen oranlarda
azaltabildigi belirtilmektedir (Futch ve Brlansky, 2004). Turunggillerde enfeksiyon
olusturan ve tanimlamalar1 yapilan ve dort cins i¢inde yer alan 7 adet viroidin
bulundugu aciklanmigtir (Di Serio ve ark., 2014): Citrus exocortis viroid (CEVd),
Hop stunt viroid (HSVd), Citrus bark cracking viroid (CBCVd), Citrus bent leaf
viroid (CBLVd), Citrus dwarfing viroid (CDVd), Citrus viroid V (CVd-V) ve
Citrus viroid VI (CVd-VI).Uluslararas1 bitki transferleri ve tiim turunggil
viroidlerinin as1 gbzii ve mekanik yollarla kolayca tasinmasi bulasik iiretim
materyallerinin diinyada turunggil yetistiriciliginin yapildigi tiim {ilkelere
yayilmasinda etken olmustur (Duran Vila ve Semancik, 2003; Eiras ve ark., 2013;
Onelge, 2017).

Ulkemizde turunggil viroidlerinin varligi ilk kez yabanci arastiricilar

tarafindan ortaya konmustur. FAO uzmani olarak ABD’den gelen Norman 1963
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yilinda iilkemiz turunggillerinde farkli viriis hastaliklarinin yani sira exocortis ve
cachexia hastaliklarinin varligini1 da bildirmistir. Turunggil anac1 olarak {i¢ yaprakli
(Poncirus trifoliata (L.)Raf.) g¢esidinin kullamldigi Ege Bolgesi’nde 1964-1965
yillarinda turunggil agacglarinin %23’{iniin cachexia, %10’nunun exocortis hastaligi
ile bulagik oldugu bildirilmistir. Antalya Turunggiller Arastirma Enstitiisiinde
turunggil virlis ve benzeri hastaliklar1 arastirmak amaciyla yiiriitiilen ¢alismada
mandarin agaclarinin  %30’unun cachexia, %72’sinin ise exocortis viroid
hastaliklartyla enfekteli oldugunu bildirmislerdir (Hizal ve Giiral, 1987). Dogu
Akdeniz Bolgesi’nde navel grubu portakallarda ve satsuma mandarin agaglarinda
yuriitillen diger bir calismada mandarin agaglarinin %37 oraninda cachexia
hastalig1, portakal agaclarindan yapilan indeksleme c¢alismasinda ise %83.3niin
exocortis hastalig1 ile bulasik oldugu bildirilmistir (Giillii, 1989). Molekiiler
yontemlerle yapilan ¢alismalarda iilkemizde farkli turunggil cesitlerinde CEVd ve
CCaVd’nin yam1 swra CBLVd, CDVd, CBCVd, CVd-V’in varhigi ardisik
poliakrilamid jel elektroforez ve RT-PCR yontemleriyle saptanmis ve niikleotid
dizilimleri belilenmistir (Onelge,1994; Onelge ve ark., 1996; Onelge, 2007;
Onelge ve Yurtmen, 2012). CVd-VI'nin varhi@ ve yaygmhg ile ilgili herhangi bir
caligma yapilmamustir.

Caligmamizda yer alan ikinci bitki grubu olan serbet¢i otu bitkisinde
glinimiize kadar 4 adet farkli viroidin bulundugu bildirilmistir. Bunlar; Hop latent
viroid (HLVd), Hop stunt viroid (HSVd), Apple Fruit Crinckle Viroid (AFCVd)
olarak bildirilmistir (Flores ve ark., 2000). Citrus bark cracking viroid (CBCVd)’in
serbet¢i otu bitkisinde varligi Yeni nesil dizileme ve Deep-sequencing
caligmalarinin son zamanlarda yeni etmenlerin etkin bir sekilde belirlenmesi igin
kullanilmasi ile (Jakse ve ark., 2015) belirlenmistir. Yamamoto ve ark.’nin, 1973
yilinda Japonya’da Hop stunt disease olarak adlandirdig1 hastalik etmeninin aslinda
bir viroid oldugu Sasaki ve Shikata tarafindan belirlenmis ve 1977 yilinda Hop
stunt viroid olarak adlandirilmistir. Etmenin yapilan ¢alismalarda Cucumber pale

fruit viroid (CPFVd) (Van Dorst ve Peters, 1974) ile niikleotid dizisi olarak %95
5
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oraninda benzerlik bulundugu ve bu iki etmenin aym viroid tlirliniin varyanti
oldugu bulunmustur (Sano ve ark., 1985).

Caligma konusu olan viroid hastalik etmenlerinin turunggil ve serbetci
otunda farkli oranlarda bitkii habitiisiinde kii¢iilme ve tiriin kalitesinde azalmalara
neden oldugu farkli arastirmacilar tarafindan bildirilmis ve bu konudaki hakkindaki
bilgiler literatiir 6zetleri “Onceki Calismalar” kisminda kisaca verilmistir.

Yiiriitiilen bu ¢alisma kapsaminda, Dogu Akdeniz Bolgesi turunggil {iretim
alanlarinda ve Bilecik ili Pazaryeri ilgesi serbet¢i otu iiretim alanlarinda bulunan
viroid hastalik etmenlerinin saptanmasi ve elde edilen izolatlarin molekiiler
karakterizasyon c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Bu amagla, farkli turunggil
tirlerinde CEVd, CBLVd, HSVd, CCaVd, CDVd, CBCVd, CVd-V ve CVd-VI
etmenlerinin ve serbet¢ci otunda HSVd, HLVd ve AFCVd etmenlerinin iller
bazinda varlig1 belirlenmistir. Serbetci otu bitkisinde, giiniimiize kadar tilkemizde
calisilmamis olan serbet¢i otu viroidlerinin arastirilmasi ve her iki {irlin grubunda
ortak olarak bulunan viroidlerin benzerlik durumlarinin ortaya konmasi ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda belirlenen HLVd etmeni ilk kayit olarak
yaymlanmigtir.

Caligma kapsaminda varlig1 belirlenen ve molekiiler olarak teyidi yapilan
etmenlerde, turung ve Etrog citron bitkisi ilizerinde canl bitki lizerinde gen bankasi
olusturma caligsmalar1 gerceklestirilmistir. Ayrica viriilensligi yiiksek olan segilen
izolatlarda yapilan gen klonlamasi galigmalari ile hem -20 ve -80 °C’de plazmide
aktarilmig viroid genleri gliserin stok yapilarak gen bankasi olusturulmustur.
Gliserin stoga almmayan bir kismi ise plazmid izolasyon kiti ile izolasyon
yapildiktan sonra full genom caligmalarinda kullanilmistir. Burada elde edilen
veriler ile genetik akrabalik iligkileri ve viroidlerin ikincil yapilarn ile ilgili

caligmalar gergeklestirilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Viroidler niikleotid uzunlugu 246-434 arasinda degisen, protein kodlama
ozelligi olmayan, tek iplikcikli ve dairesel RNA molekiiliidiir (Steger & Perreault,
2016). Etmen genis bir konukc¢u araligini enfekte edebilen en kiigiik bitki
patojenleri olarak bilinmektedir (Flores ve ark., 2004). Konukc¢u dizinine
bakildiginda, turunggiller, asma, avokado, hindistan cevizi, serbet¢i otu, sert ve
yumusak ¢ekirdekli meyveler, patates, domates, biber, patlican ve siis bitkileri
olmak iizere genis bir bitki grubunda hastalik olugturmaktadir. (Fagoaga ve ark.,
1996; Hammond ve Owens, 2006; Verhoven, 2010; Hadidi ve ark., 2017).

International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)’e gore viroidler
Avsunviroidae ve Pospiviroidae olarak 2 farkli familya, 8 cins ve 32 tiirde
siiflandirilmistir. Bitki patojeni olan bu viroidlere ait siniflandirma ¢izelge 2.1.’de

verilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR Pakize GOK GULER

Cizelge 2.1. Bitki patojeni viroidlerin siniflandirilmasi (ICTV,2020).
Grup Familya Cins Tiir

Apple dimple fruit viroid
Apple scar skin viroid
Australian grapevine viroid
Citrus bent leaf viroid

Citrus dwarfing viroid

Citrus viroid V

Citrus viroid VI

Grapevine yellow speckle viroid-1
Grapevine yellow speckle viroid-2
Pear blister cancer viroid
Citrus bark craking viroid
Coconut cadang-cadang viroid
coconut tinangaja viroid

Hop latent viroid

Coleus blumei viroid 1
Coleviroid | Coleus blumei viroid 2
Riboviria Coleus blumei viroid 3

Dabhlia latent viroid
Hostuviroid | Hop stund viroid
Chrysanthemum stund viroid
Citrus exocortis viroid
Columnea latent viroid

Iresine viroid 1

Pospiviroid | Pepper chat fruit viroid

Potato spindle tuber viroid
Tomato apical stunt viroid
Tomato chlorotic dwarf viroid
Tomato planta macho viroid

Abscaviroid

Cocadviroid

Pospiviroidae

Avsunviroid Avacado sunblotch viroid
Elaviroid Eggplant latent viroid
Avsunviroidae Chrysanthemum chlorotic mottle

Palemoviroid viroid
Peach latent mosaic viroid

Viroidlerin ~ replikasyonu  yuvarlanan ¢ember mekanizmast ile
gerceklesmektedir. Mekanizma Avsunviroidae ve Pospiviroidae familyalarinda

sirastyla simetrik ve asimetrik olarak 2 farkl sekilde gerceklesmektedir (Di Serio,
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2014). Bununla birlikte bu iki familyanin molekiiler yapilar1 ve konukgularinda
bulundugu yerlerde biribirinden farklilik gostermektedir. Avsunviroidae
familyasini genom yapisi iginde korunmus bolgelerinin bulunmadigi ve kendi
kendilerine kesim o&zelliklerini ¢eki¢ basli ribozimler ile gergeklestirmektedirler
(Fadda ve ark., 2003). Pospiviroidae familyasina bakildiginda ise genom
yapilarinda merkezi korunmus bdlgelerin bulundugu ve kendi kendine kesim
Ozelliginin olmadigr bunun yerine stabil ¢ubuk seklinde yapilar olusturdugu
bildirilmistir (Steger ve Riesner, 2003). Avsunviroidae ve Pospiviroidae
familyalarinin {iyelerinin konuk¢u hiicre igerisinde replikasyon yerleri ile ilgili
yapilan c¢alismalar sonucunda Avsunviroidae {iyelerinin konuk¢u hiicrenin
kloroplastinda Pospiviroidae iiyelerinin konukc¢u hiicrenin ¢ekirdeginde replike
oldugu belirlenmistir (Navarro ve ark., 1999; Verhoven, 2010; Flores ve ark.,
2003).

Viroid etmenli hastaliklarin karakteristik simptomlarma bakildiginda
etmenin en karakteristik simptomunun bodurlagsma oldugu bunun yan1 sira yaprak
deformasyonlari, yapraklarin damar aralarinda daralma, kloroz ve nekroz olugumu,
yapraklarm kivirciklagmasi, yaprak saplarinin kisalmasi, kabuk catlamasi, kabuk
kavlamasi1 ve zamklanmasi, cukurlagmalar, ¢ikintilar, gelisim bozumluklari,
cigeklerde renk degisimleri, meyvelerde renk ve sekil degisimi viroid temelli
hastaliklarin simptomlari oldugu bildirilmistir (Skoric,2017).

Diinyada viroid etmenleri daha ¢ok tropik ve iliman bolgelerde hastaliga
neden olmaktadirlar. Buna karsin, sicakligin yiiksek oldugu bolgelerde viroid
etmenlerinden kaynaklanan hastaliklarin olusturdugu simptomlarin daha siddetli
oldugu bildirilmistir (Soliman, 2012).

Viroidler bitkilerde ¢ok genis bir konukg¢u dizisine sahiptir ve hastalik
yaptiklar1 bitkilerde ekonomik anlamda tarimsal kayiplara neden olabilmektedirler.
Bu bitki gruplarinin en 6nemlileri arasinda turunggiller ve serbetci otu bitkileri de

bulunmaktadir.
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Turunggillerde Gozlenen Viroidler:

Turunggillerde hastalik olusturan viroid etmenlerinden en c¢ok Citrus
exocortis viroid ve Citrus cachexia viroid hastaligi bilinmesine ragmen,
turunggillerde gliniimiize kadar 12 farkli viroid etmeninin tanisi ger¢eklestirilmistir

(Semancik ve Duran-Vila,1991). Bu etmenler Cizelge 2.2°de belirtildigi gibidir.

Cizelge 2.2. Turunggil viroidlerinin siniflandirilmasi (Semancik ve Duran-Vila,
1991)
FAMILYA TURUNCGIL VIROIDLERI

CINS VIROID HASTALIK
POSPiVIROID CEVd Exocortis
APSCAVIROID CVd-I (CBLVd)
CVd-Ia

CVd-Ib
HOSTUVIROID CVd-11 (HSVd) Cachexia
CVd-Ila

CVd-IIb
POSPiVIROIDAE CVd-Ilc

APSCAVIROID CVd-III
CVd-Illa
CVd-IIIb
CVd-Ilc
CVvd-Iild
CVd-v

COCADVIROID CVd-1V

Citrus exocortis viroid (CEVd)
Turunggil ciicelesme hastaligina neden olan CEVd ilk olarak California da

yapilan bir ¢aligsmada {i¢ yaprakli anaci {izerinde tanilanmig ve viroidin as1 gozii ile

10
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tagindig1 belirlenmistir (Fawcett ve Klotz, 1948). Scaly butt olarak adlandirilan
hastalik Diinya’da turunggil yetistirilen bircok bdlgeden rapor edilmistir (Benton
ve ark., 1949; Moreira, 1965; Wallace,1978; Norman,1963; Duran Vila ve
Semancik, 2003).

1972 yilinda Semancik ve Weathers turunggillerde diisiik molekiiler agirlik
da infektiyoz bir RNA molekiilii bulundugunu belirlemislerdir. Arastiricilar o giline
kadar virlis olarak diisiiniilen exocortis hastalik etmeninin viroid yapisinda
oldugunu bildirmisler ve hastalik etmenini Citrus exocortis viroid (CEVd) olarak
tanimlamiglardir (Semancik ve Weathers, 1972). Etmen Pospiviroidae familyasi,
Pospiviroid cinsi, CEVd tiirii olarak siniflandirilmaktadir. CEVd giiniimiizde en iyi
karakterize edilmis viroidlerden bir tanesidir. Etmen 371-410 nt uzunlugunda tek
iplik¢ikli, circular veya linear formda, yaklasik 105.000 dalton agirliginda olup
zayif ve siddetli hastalik belirtileri gelistiren ¢ok sayida varyanta sahip oldugu
bildirilmistir (Semancik ve ark., 1987).

CEVd’i turunggillerde ii¢ yaprakli ve hibridlerinde, rangbur layminda
(Citrus limonia) hastalik belirtileri olusturmakla birlikte tiim turunggil tiir ve
cesitlerini enfekte edebilmektedir. Ancak ii¢ yaprakli (Poncirus trifoliata) ve
hibritleri disindaki ¢esitlerde latent olarak bulunmaktadir (Roistacher, 1991).
CEVd’nin turunggil c¢esitleri disindaki konukgu spektrumunun da oldukca genis
oldugu bildirilmigtir (Duran-Vila ve Semancik, 2003). Etmen deneysel olarak pek
cok bitki tiir ve g¢esidine aktarilmistir (Semancik ve ark., 1988b). CEVd’nin
Rutaceae familyasi disindaki dogal konukgusu olarak birgok tiirde varlig1 (Brassica
napus, Daucus carota (Fagoaga ve Duran-Vila 1996), Solanum Ilycopersicum
(Mishra ve ark. 1991), Solanum melongena (Fagoaga ve Duran-Vila 1996), Vicia
faba (Fagoaga ve ark., 1995), Vitis sp. (Flores ve ark. 1985; Garcia Arenal ve ark.
1987) (Duran-Vila ve Semancik, 2003)) farkl arastiricilar tarafindan bildirilmistir.
Etmen sebzelerde, baglarda, siis bitkilerinde ve yabanci otlarda da dogal olarak
bulunmakta, ancak bu bitki guruplarinda bodurluk disinda herhangi bir hastalik

belirtisi gdstermemektedir (Duran-Vila ve Semancik, 2003; Onelge, 2017).
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Turunggil yetistirilen alanlarda Turunggil Tristeza Viriisii (CTV)’nin olusturdugu
zarardan dolay1 etmene duyarli turung anaci yerine ii¢ yaprakli ve hibritlerinin anag
olarak kullanilmaya baslanmasi CEVd viroidinin sorun olarak ortaya c¢ikmasina
sebep olmustur (Semancik, 1987).

CEVd’nin {i¢ yaprakli (Poncirus trifoliata L.) hibritlerinde, rangpur lime’1
(Citrus limonia) ve filistin lime’1 (Citrus limettioides) gibi hassas olan tiirlerde,
anag tizerindeki karakteristik simptomlar1 toprak {istii kisimlarda kabuk pullanmasi,
catlamasi ve yarilmalar soyulmalar olarak kendini gdstermektedir. Ayrica bitkide
genel bodurluk olusumu da arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Benton ve
ark,1949; Malfitano ve ark., 2005).

Viroid etmeninin ekonomik anlamda bitkiye zarar1 agacin veriminin
azalmas1 ve omriiniin kisalmasi nedeni ile olmaktadir. CEVd turunggil agaglarinin
gelisimini engelleyip, clicelestirirken meyve kalitesine herhangi bir etkisi yoktur.
Bunun yani sira aga¢ tacinin kii¢lilmesine bagl olarak elde edilen iiriin miktarinin
azaldig1 bildirilmistir (Broadbent ve ark, 1988). CEVd ile enfekteli agaclarda erken
meyve olusumu goézlendigi ancak Rangpur layminin CEVd’nin siddetli irk ile
enfekteli oldugunda agacin verim oranmmin  %40-60 oraninda azaldigi
bildirilmistir (Salibe ve Moreira, 1968).

CEVd ile enfekteli ii¢ yaprakli anaci {izerinde agili Satsuma mandarin de
gergeklestirilen bir ¢aligmada, siirgiin uzunlugunun ve goévde capmin kontrol
bitkilere oranla %10 ile %40 oraninda az oldugu rapor edilmistir (Yamada ve

Tanaka,1972).

Hop stunt viroid (HSVd) [Citrus cachexia viroid (CCaVd)]

Hop stunt viroid etmeninin neden oldugu ‘Turunggil gdzeneklesme
hastaligi’ ilk olarak Childs (1950) tarafindan bulunmustur. Hastaligin ismi
latincede kotii  kosul kelimelerinin  birlesimi  olan  ‘cachexia’ olarak
isimlendirilmistir. Etmenin Orlando tanjelo (C. paradisi X C. reticulata)’nun floem

dokularinda olusturdugu renk bozulmalari, kahverengilesme zamk olusumu ile
12
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birlikte gbzlenen kabuk c¢atlamalar1 ve odun ¢okiintiilerinin tanilanmak amaciyla
belirlendigi disiiniilmektedir. Bunun yani sira Orlando tanjelo’da goriilen
simptomlar Filistin tath layminda (C. [limettiodes) gozlenmis ve hastalik
‘xyloporosis’ olarak adlandirilmistir (Reichert ve Perlberger, 1934).

Reanwarakorn ve Semancik (1998) tarafindan yapilan calisma ile farkli
turunggil ¢esitlerinde gozlenen bu simptomlarin ayni etmenin (CVd-II’nin) farkli
varyantlar1 tarafindan olusturuldugu belirlenmistir. Cvd-Ila ve IIb olarak
tanimlanan iki viroidin birbirine olduk¢a benzer homolojiye ancak farkli elektriksel
mobiliteye sahip etmenler oldugu yapilan g¢alismalarla belirlenmigtir. CVd-Ila
orneklerinin nukleotit dizilim analizleri bu viroidin tiim diinyada oldukca
korunmus bir genom yapisina sahip oldugunu gostermektedir. Ancak CVd-Ila
ekonomik Oneme sahip herhangi bir hastalik etmeni olmayip tim turunggil
cesitlerinde latent olarak bulundugu bildirilmistir (Reanwarakorn ve Semancik,
1999a).

Viroidin hastalik simptomu olusturmayan varyantlarmin (CVd-1la) iig
yaprakli anacinda aga¢ gelisimini olumsuz yonde etkiledigi ve hafif kabuk
catlamalarina neden oldugu belirlenmistir (Duran-Vila and Semancik, 2003).

Semancik ve Duran-Vila (1991) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada
CVd-IIb den daha hizli hareket eden farkli bir varyanti belirlenmis ve CVd-Ilc
olarak adlandirilmistir (Semancik and Duran-Vila, 1991).

Japonya’da gerceklestirilen bir hibridizasyon ve nukleotit dizilim
calismasinda CVd-IIb’nin HSVd’in bir varyanti oldugunu belirlenmistir (Sano ve
ark., 1988). Biyolojik aktiviteleri agisindan bakildiginda turunggillerde HSVd’nin
turunggillerde iki farkli grupta varyantlarinin bulundugu, bunlardan birinci grupta
yer alanlarin (CVd-Ila) cachexia hastaligina duyarli konuk¢ularda latent durumda
oldugu, diger grupta yer alan varyantlarin ise (CVd-IIb ve CVdlic) cachexia
hastaligina neden olan patojenler oldugu bildirilmistir (Semancik ve Duran-Vila,

2003).

13
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Pek ¢ok turuncggil tiir ve gesitleri CCaVd’e karsi tolerant iken ozellikle
mandarinler (C.reticulata), bazt mandarin hibridleri ( C.retiulata X C.paradisi) ve
kamkat (C.japonica ) tiirleri etmene karsi oldukca duyarlidir.

Gozeneklesme hastaliginin tilkemizdeki varligi farkli aragtiricilarin yapmis
oldugu ¢aligmalar ile simptomolojik olarak belirlenmistir (Reichert 1959); Norman,
1963; Moreira, 1965).

Ege bolgesinde Ozalp ve Azeri (1967) tarafindan Ege bolgesinde
gergeklestirilen bir caligmada incelenen turunggil agaglarinin %23’iiniin CCaVd ile
infekteli oldugunu bildirmislerdir.

Dogu Akdeniz bolgesinde Satsuma mandarinlerinlerde yapilan bir
calismada survey gerceklestirilen alanda agaglarin %37 oraninda CCaVd ile
infekteli oldugu saptanmis ve yapilan biyolojik indeksleme calismalar1 ile de
hastaligin tanilamasi gerceklestirilmistir (Giilld, 1989).

Onelge (1994) tarafindan Dogu Akdeniz bodlgesinde mandarinlerde
gerceklestirilen farkli bir calisgma da ise CCaVd’nin ve bu grupta yer alan diger
viroidlerin CVd-Ila, CVd-1Ib ve CVd-llc sPAGE (Onelge ve ark.,1995) ve RT-
PCR yéntemleriyle molekiiler olarak tanilanmustir (Onelge ve ark.,1996; Onelge ve

ark., 2002).

Citrus bent leaf viroid |CBLVd, Citrus viroid 1, CVd-I]

Etrog citron bitkisinden izole edilerek karakterizasyonu gerceklestirilen
CVd-I ilk kez sPAGE analizlerinde birbirinden farkli noktalarda bant gdzlemlenen
iki varyant seklinde CVd-la ve CVd-Ib olarak tanimlanmigtir (Duran-Vila ve ark.,
1988Db).

CVd-I ilk olarak Etrog citron bitkisinde, yapragin alt ve orta damar
kisimlarinda spesifik nekrotik lezyonlarin ortaya ¢ikmasi ile belirlenmistir. Ayrica
bitkide parlak, simptomsuz, biikiilmiis yapraklar ve kabuk dokusu altinda igne
deligi seklinde leke simptomlar1 etmenin karakteristik simptomlar1 olarak

tanilanmustir (Duran-Vila ve ark. 1993).
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CVd-la ile infekteli {i¢ yaprakli anacinda kabuk da igne c¢ikintilarina
kargilik gelen kisimlarda derin gukurlar seklinde olusan simptomlarin bitki tag
hacminde azalma ile iliskili oldugu bildirilmistir (Roistacher ve ark. 1993).

Semancik ve ark. (1997); CVd-Ia ve CVd IIIb ile bitkinin enfeksiyonunda
bitki ta¢ hacmininin %20 oraninda azaldigini, bununla birlikte bitki boyunda da
azalmalarin oldugunu bildirmiglerdir. Viroid ile enfekteli agaclarda viroid
icermeyen agaclara oranla ta¢ hacmi basina verimin Onemli oranda (%17-38)
arttigini - gézlemislerdir. CVdla etmeninin  ana konukgularinin  Rutaceae
familyasiyla sinirli olmasina ragmen, avokado bitkisine etmenin bir heterologunun
as1 ile deneysel olarak tagindigi bildirilmistir (Hadas ve ark. 1992).

Etmenin 318 niikleotit den olusan varyantt CBLVd ve 327 niikleotid
dizisinden olusan varyanti ise CVd-Ia olarak adlandirilmistir (Ashulin ve ark.1991;

Semancik ve ark. 1997).

Citrus dwarfing viroid (Citrus viroid I11; CVd-III)

CVd-III viroidi ilk kez sPAGE analizleri ile farkli elektroforetik gegis ve
farkli nukleotit sayisina sahip olan CVd-Illa (294nt) ve CVd-I1Ib (297 nt) iki viroid
olarak tanimlanmigtir (Duran-Vila et al.,1988).

Daha sonra yapilan hibridizasyon ve niikleotit dizilim analizleri ¢aligmalari
ile bu grupta yer alan viroidlerin birbirleri ile yiiksek oranda homoloji gosteren
ayni etmenin farkli varyantlar1 oldugu belirlenmistir (Semancik and Duran-Vila,
1991; Rakowski et al.1994).

Turunggiller ile smirli bir konuk¢u araligina sahip olan Citrus dwarfing
viroid (CDVd), Etrog citron'da genel yaprak dokiimii, yaprak sapi biikiilmesine ve
nekrozuna neden olurken, ta¢ hacmi, verim ve meyve kalitesi {izerinde zararli bir
etkisi olmadigr bildirilmistir (Duran-Vila ve ark.,1988). Ancak, CVd-III’iin
turunggillerle sinirli bir konuk¢u araligina sahip olmast ve Poncirus trifoliata ve

hibritlerine asilanmig turunggil bitkilerinde bodurlasmaya neden oldugu farkh
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aragtiricilar tarafindan bildirilmistir (Hutton ve ark., 2000 ; Vidalakis ve ark.,
2011).

Valensiya portakalinda CDVd popiilasyonlariin yiiksek genetik stabilite
gostermelerine ragmen, biyolojik o&zellikler ve patojenite agisindan farklilik
gosteren dizi varyantlarinin oldugu rapor edilmistir (Owens ve ark., 2000; Murcia
ve ark., 2009). Bu genetik degiskenlik turunggil {iretim alanlarinda bodurlastiric
bir ajan olarak etmenin degerlendirilmesini diisiindiirmiistiir (Semancik ve ark.,
1997). Farkli turunggil tlirlerinde istenilen bodurlasma oranlarini tesvik etmek i¢in
turunggil yetistiriciligi yapilan farkl iilkelerde etmenin ciddi hastalik simptomlari
olusturmamasi ve bitkilerde bodurlastirici etkisi olmasi nedeniyle 6zel olarak
Citrus viroid III varyantlarinin arazi denemelerinde kullanmasi sé6zkonusu olmustur
(Gillings et al.,1991; Semancik et al.,1997; Villalobos et al.,1997; Owens et al.,
2000).

Turunggil konuk¢ularinda herhangi belirgin hastalik simptomu olusumuna
neden olmayan, ancak bitkinin performansini degistirerek diizenleyici genetik
yapilar olarak hareket eden, karakterize edilmis kii¢iik bulasici riboniikleik asitler
(TsnRNA’lar) olarak adlandirilan TsnRNA-IIIb (CDVd) ile yapilan c¢alismada;
Poncirus trifoliata anaci lizerine asili 13 yasindaki portakal agaglarinda (Citrus
sinensis) tag hacminde standart dikimde (6mX6.7m) %45 sik dikimde (3mX6.7m)
%53.5 oraninda azalmalara neden oldugu ve birbirini takip eden 8 hasad
doneminde de dikim sikligindan toplam verimin 6nemli oranda etkilenmedigi
belirlenmistir. Bununla birlikte dekara verimin, sik dikim yapilan alanlarda,
standart dikim yapilan alanlara goére neredeyse iki katina (%97.5) ¢iktig
aragtiricilar tarafindan bildirilmistir. TsnRNA-IIIb ile enfekteli agaclarda meyve
iriligi, kalitesi ve olgunlasma siiresi agisindan dikim siklig1 ve kontrol uygulamalar1
arasinda Onemli bir fark bulunmamistir. Sik dikim uygulamalarinda ilk kurum
maliyeti yiiksek olmasina ragmen, alinan verimdeki fark nedeniyle yiiksek kar

eldesinin 6nemli oldugu bildirilmistir (Vidalakis ve ark., 2010).
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Tessitori ve ark., (2013)’nin yaptig1 calismada dogal bahge kosullarinda
yetistirilen ii¢ yaprakli portakal ve Troyer sitranj anaci iizerine asili portakal
tizerinde CVd-IlIb izolatinin zaman iginde (25 yil) yiiksek genetik stabilite

gosterdigini belirlemislerdir.

Citrus viroid 1V (CVd-1V)

Ik kez Kaliforniya’da pek ¢ok turunggil viroidini bir arada barmdiran bir
turunggil kaynagindan elde edilen CVd-IV etmeni giinlimiize kadar turunggil
yetistirilen iilkelerde en az gozlenen viroid olarak bildirilmistir (Duran-Vila and
Semancik, 2003).

CVd-1V viroidi Israil ve Tiirkiye’de yapilan galismalarda as1 ile tagman
bodurlastiric1 faktdr olarak bildirilmistir (Hadas et al.,1989; Onelge, 2000). CVd-
IV 285 nt biiytikliigiinde olduk¢a korunmus bir niikleotit dizilime sahip oldugu
belirlenmistir (Onelge,1996).

CVd-IV ve CEVd’i yakin bir homolojiye sahip olup aym1 zamanda sol
terminal bolgesi HSVd'ne olduk¢a benzer olmasi nedeniyle CVd-IV viroidinin
yeni bir mozaik tipli kimerik bir viroid olabilecegi bildirilmisdir (Puchta ve
ark.,1991).

Yapilan farkli bir c¢alismada, turung anaci iizerine asili turunggil
cesitlerinde CVd-IV’in simptomsuz olarak, herhangi bir hastalik olusturmadan
Akdeniz iilkelerinde yaygin olarak bulundugunu belirtilmis olmasina ragmen
(Duran-Vila ve Semancik, 2003), ilerleyen zamanlarda iigyaprakli anaci ve
melezleri {izerine asilanmis turunggil tiirlerinde, CVd-IV ve HSVdnin tiim
varyantlarmin ciddi kabuk catlamalarina sebep oldugu bildirilmistir (Verniere ve
ark., 2004). Malfitano ve ark., (2005) Italya’da yaptiklar1 ¢aligmada, daha once
farkli arastiricilarin CVd-IV etmeninin diisiik oranda ve simptomsuz olarak
bulundugunu bildirdikleri (Duran-Vila ve Semancik, 2003; Najar ve Duran-Vila,
2004) calismalarin aksine, CVd-IV’ilin olduk¢a yogun olarak bulundugunu rapor

etmislerdir.
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1995-2007 yillar1 arasinda Cin’de yiiriitiilen bir ¢aligmada, 21 portakal
(Citrus sinensis), 6 mandarin (C. reticulata), 2 satsuma mandarini (C. unshiu), 6
limon (C. jambhiri) ve 7 mandarin melezinden olmak iizere 42 adet bodurlagsma ve
kabuk catlamasi simptomlu bitkiden orneklemeler gergeklestirilmistir. Enfekteli
agaclardan elde edilen siirgiinler kaba limon (C. jambhiri) anaci lizerinde Arizona
861-S1 'Etrog citron' (C. medica) lizerine agilanmustir. 12 ay sonra, 42 6rnekten 39
adedinde tipik bodurluk, epinasti ve Etrog’da yaprak kivrilmasi gibi viroid
simptom olusumlar1 ortaya ¢ikmistir. 42 6rnegin 37'st HSVd ve 35'i CDVd, 14’1
CEVd ve 13 CBLVd ile enfekteli bulunmustur. Ayrica, Sichuan Eyaletinden
Meishan No. 9 (C. sinensis) ve Zhejiang Eyaletinden Akemi (C. reticulata) ve
Nishirokaori (C. reticulata) gesitlerinde CBCVd etmeninin varlig1 tespit edilmistir.
CVd-V ise Zhejiang, Hunan ve Chongqing Eyaletinden Nishirokaori, Haruka (C.
tamuranua) ve Kiyomi (C. unshiu x C. sinensis) g¢esitlerinde tespit edilmistir. 42
enfekteli turunggil bitkisinden 36's1 birden fazla wviroid tiirii ile enfekteli
bulunmustur. Bu bitkilerden elde edilen, CBCVd ve CVd-V’e ait RT-PCR firiinleri

standart yontemlerle klonlama iglemine tabi tutulmustur (Cao ve ark., 2010).

Citrus viroid V (CVd-V)

Pospiviroidae familyast Apscaviroid cinsi i¢inde yeni bir tiir olarak
bildirilen CVd-V, Atalantia citroides bitkisine aktarilarak tanilanmasi
gergeklestirilmistir (Serra ve ark., 2008). Yapilan c¢alismada, CVd-V’in farkh
turunggil {iretim alanlarindan alinan 64 6rnekte analizi ger¢eklestirmis ve CVd-V'in
Amerika Birlesik Devletleri, Ispanya, Nepal ve Umman'da varhigm
belirlemiglerdir. Umman'da alt1 portakal izolatinda bulunan CVd-V’in, referans
CVd-V varyantt ile ayni bulunurken, CVd-VCA izolati ile %98,6, CVd-VST
izolat1 ile %97,3 ve CVd-VNE izolat1 ile %94.9 sekans benzerligine sahip ii¢ yeni
varyant1 sirastyla; Kaliforniya, Ispanya ve Nepal'den gelen 6rneklerde
tanimlamiglardir. Elde edilen sonuglar, bu viroidin yakin zamanda ortaya

¢ikmadigimi ve nispeten bu etmenin yaygin oldugunu diisiindiirmiistiir. Portakal,
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mandarin ve mandarin hibritleri, limon, turung, Tahiti lime’1, Filistin tathi lime’1,
kalamondin, bergamot ve kamkata aktarma deneyleri, tim bu turunggil tiirlerinin
ve akrabalarinin CVd-V igin konuk¢u oldugunu gostermistir.

Onemli turunggil {iretici iilkeler de yapilan farkli galismalar ile etmenin Ispanya,
Kaliforniya, Tiirkiye, Cin ve Japonya’da olduk¢a yaygin oldugu bildirilmistir
(Serra ve ark., 2008; Cao ve ark., 2010; Ito ve Ohta, 2010; Onelge ve Yurtmen,
2012).

Pakistan Punjab’ta yapilan bir ¢calismada, alt1 turunggil viroidi arasinda yer
alan CVd-V’in dallarda hafif nekrotik lezyonlar ve goévde kisminda ¢atlak
simptomlarina neden oldugu bildirilmistir. Calisma kapsaminda arastiricilar, CVd-
V i¢in daha oOnce rapor edilen primerler kullanilarak etmenin saptanmasim
zorlagtiran bazi degisiklikler oldugunu ortaya koymuslar ve CVd-V AF1/CVd-V
ARI1 adi ile dizayn ettikleri primerlerin CVd-V’i 294bp’de elde edilen bant ile
basarili bir sekilde tesbit ettigini belirtmiglerdir. Pakistan'dan elde edilen tiim
izolatlarmn, iran ve ABD'den gelen diger CVd-V izolatlar ile %98-100 oraninda
yiiksek sekans homolojisi gosterirken; Cin, Japonya, Tunus ve Afrika'dan elde
edilen izolatlar ile uzaktan akraba oldugunu bildirmislerdir. Genbankta kayitli tiim
CVd-V dizilerini kullanarak yaptiklan filogenetik analiz sonucunda iki CVd-V
grubu (I ve II) tamimlamislar ve ¢alisma kapsaminda tanimladiklari izolatlarin grup
I igerisinde yer aldigini bildirmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda CVd-V'in
Pakistan'daki tiim narenciye ¢esitlerinde yaygin oldugunu belirlemislerdir (Ali ve
ark., 2022).

CVd-V etrog citron bitkisinde bodurlagma ve yaprak nekrozlar
simptomlarina neden oldugu ancak simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda bu viroidin
tek olarak turunggil ¢esitlerinde bulunmadigi diger viroidlerle (CBLVd, CDVd) bir
arada bulunmasi nedeni ile turunggil gesitlerinde gelistirdigi belirtilerin heniiz
ayrintili  bir bigimle bilinmedigi ve bu  nedenle herhangi bir hastalikla
iliskilendirilmedigi yapilan aragtirmalar dogrultusunda bildirilmistir (Serra ve ark.,

2008, Hamdi ve ark., 2015).
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Citrus Viroid VI (CVd-VI, CVd-0S)

Japonya’da yapilan bir g¢aligmada turunggil bitkilerinden original source
(OS) olarak adlandirilan 330-331 nt uzunluga sahip yeni bir viroid bulduklari
bildirmislerdir (Ito ve ark., 2001). Bulunan bu yeni viroid turunggillerde herhangi
bir hastalikla iliskilendirilmezken etrog citron bitkilerinde zayif petiol nekrozlarina
ve yaprak bant olusumuna neden oldugu belirtilmistir (Ito ve ark., 2001).
Baglangicta CVd-OS olarak adlandirilan bu viroid daha sonra CVd-VI olarak
degistirilmistir (www.ictvonline.org).

CVd-VI'nin CEVd, CVd-III ve CVd-1V ile benzer bir niikleotit dizilimine
sahip oldugu ve muhtemelen bu viroidlerin replikasyonu sirasinda rekombinat
olarak ortaya c¢ikmig kimerik bir viroid olabilecegi arastiricilar tarafindan
belirtilmistir (Ito et al., 2001). CVd-VI Pospiviroidae familyas1 Apscaviroid cinsi

i¢inde siiflandirilmistir (www.ictvonline.org).

Chambers ve ark., (2020), diinya capinda turunggil iiretim alanlarinda
bulunan ancak daha dénce Avustralya'dan bildirilmemis olan CVd-V ve CVd-VI ile
etmenlerini ilk kayit olarak belirledikleri ¢aligmalarinda, Citrus reticulata Blanco
Oomeginde yaptiklari, SYBR-Green RT-qPCR c¢alismalarinda &rnegi CVd-V
agisindan pozitif bulmuslardir (Vidalakis ve Wang 2013). Bu calisma kapsaminda
yaptiklart HTS ¢aligmalarinda, toplam niikleik asit izolasyonunu, mirVana miRNA
Izolasyon kiti (Life Technologies, Avustralya) ile gergeklestirip rRNA temizliginin
ardindan, Truseq RNA Kiitiiphanesi Hazirlanmasi (Illumina, ABD) ile cDNA
kiitiiphanesi hazirlanmig ve bir Illumina NextSeq500 dizileme platformu
kullanilarak dizilenmistir. Dizilenmis ve kirpilmis veriler; NCBI viroid/viriis
genom referans veritabanlarina eslenerek viral ve viroid okumalari ¢ikarilmis ve
birlestirilmig contig'ler, BLASTn siiriim 2.2.26 ile viroid/viriis veritabanindaki 294-
nt CVd-V (EF617306) ve 330-nt CVd-VI ( AB019508) izolatlar1 ile eslesmis ve bu
ornekte baska viroid veya viriis tespit edilmemistir. CVd-V (Serra ve digerleri
2008) ve CVd-Vl'ya (Cao ve digerleri 2017) 6zgii primerler ile RT-PCR analizleri

ile her viroidin varligi dogrulanmistir. Bu tam uzunluktaki amplikonlar, pGEM-T
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Easy vektor sistemi (Promega, Avustralya) kullanilarak klonlanmis ve her birinin
en az bes klonu, eksiksiz viroid genomlar lireterek her iki yonde dizi analizine tabi
tutulmustur. Ornekte CVd-V'in dért 294-nt’lik sekans varyanti (MN640600 ila
MN640603), AB560862'ye (TS1 izolati, Japonya) her biri 2-nt ila 3-nt
stibstitiisyona sahip sekans varyanti gézlenmistir. CVd-VI i¢in, Japon TS izolatina
(AB054601) sirastyla %100 ve %99 sekans benzerligi gosteren, 331-nt’lik tek bir
varyantt (MN640604 ila MN640605) gozlenmistir. RT-PCR ile yapilan testler,
ayn1 mandarin ¢esidinin 23 6rneginden iki adedinde hem CVd-V, hem de CVd-VI
etmenleri saptanmistir. Yapilan bu ¢alisma, Avustralya'da CVd-V ve CVd-VI'nin
ilk tespiti olarak bildirilmistir.

Turuncgil zamkh kabuk hastahi (Citrus gummy bark disease)

Misir’da turung anacina asili portakal agaglarinda floem renklenmesi
olarak tanimlanan hastalik (Nour-Eldin,1959) iilkemizde turunggil zamkl kabuk
hastalig1 olarak adlandirilmigtir (Norman 1963, Giillii1989).

Turunggil zamkli kabuk hastaligimin turunggil cachexia hastaligi ile benzer
hastalik belirtileri olusturmasi bu hastaligin etmeninin CVd-II grubunda yer alan
bir viroid olabilecegi veya bu grupta yer alan viroidlerin (CVd-IIb ve CVd-Ilc)
hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikmasinda etken olabilecegi belirtilmistir (Onelge ve
ark, 2002).

Misirda yapilan farkli bir caligmada ise 299 nt sahip bir HSVd varyantinin
turunggil zamkli kabuk hastaligina neden oldugu bildirmistir ( Sofy ve ark.,
2010).

Turunggil zamkli kabuk hastali§i Orta Dogu ve Afrika’da pek ¢ok iilkede
bulundugu yapilan g¢aligmalar ile belirlenmistir (Nour-Eldin,1959; Bove, 1995;
Onelge, 1996).

Florida’da etmenin zayif bir formunun varligi bildirilmistir ancak iilkenin
digerturunggil yetistiricilik alanlarinda varligma dair bir bilgi bulunmamistir

(Grimm ve ark., 1955)
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Hastaligin en karakteristik belirtisi turunggil gézeneklesme hastaliginda
oldugu gibi as1 birlesme noktasindan baglayarak aga¢ govdesi boyunca ilerleyen
zamli kabuk olusumudur. Siddetli zamk olusumunda kabukta zamkli ¢ikintilar ve
odun dokusunda bu ¢ikintilara kargi gelecek sekilde cokiintiiler gelismektedir.
Genellikle zamk as1 birlesme noktasinda ¢epegevre gelisen zamkli doku formunda
veya floem renklenmesi seklinde gozlenmektedir (Onelge,1996).

Etmen ilk kez Misirda Baladi portakal ¢esidinde bildirilmis daha sonra
yapilan c¢aligmalarda ise W. navel, Valensiya, Khalili White, Trablus, Kozan ve
Dortyol yerli portakal gesitlerinde varligi belirlenmistir (Bove,1995, Giilli, 1989,
Onelge,1996).

Serbetci otunda Gozlenen Viroidler:

Serbetci otu (Humulus lupulus L.,) bitkisinde glinlimiize kadar (Hop stunt
viroid (HSVd), Hop latent viroid (HLVd) ve Apple fruit crincle viroid (AFCVd))
olarak ii¢ adet viroid hastalik etmeni belirlenmistir (Eastwell ve Nelson 2007).
Turunggillerde patojen olarak bildirilen Citrus bark cracking viroid (CBCVd)’in
Slovenya’da 2014 yilinda Serbetgi otu bitkisinde varligr ilk kez tespit edilmistir.
CBCVd etmenin serbetci otu bitkisinde verim ve kalitede azalma ve hatta birkag y1l
icinde enfekteli bitkilerin 6liimiine neden olmasi sebebiyle énce EPPO alarm
listesine alinmig karantina onlemleri ile etmenin sinirlandirilmasi nedeniyle daha
sonra Avrupa’da EPPO A2 listesinde, Afrika’da Fas’ta karantina listesinde ve

Asya’da Urdiin’de A1 listesinde katagorize edilmistir.

Serbetci otu ciicelesme viroidi [Hop stunt viroid (HSVd)]

Hostuviroid cinsi igerisinde yer alan Hop stunt viroid (HSVd) ilk olarak
serbetci otu (Humulus lupulus L.) bitkisinde belirlenerek isimlendirilmistir. 1940’11
yillarin basindan 1960’l1 yillarin sonuna kadar Japonya’da “bodur serbet¢i otu”,
“sedir bicimli serbetci otu” olarak rapor edilmis ve serbetci otu bitkisinin en 6onemli

hastaliklarindan biri olan hastalik Hop stunt disease olarak tanilanmistir
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(Yamamoto ve ark., 1973). Hastalik 1988 yilinda Kore’de, 2004 yilinda Kuzey
Amerika’da ve 2007 yilinda Cin’de saptanmustir (Sano, 2013).

Bu etmen hiyar bitkisine (Cucumis sativus) mekanik olarak
bulastirildiginda kisa siire sonra gozlenen simptomlarin Cucumber pale fruit viroid
(CPFVd)’in olusturdugu simptomlara benzerlik gdsterdigi bildirilmistir (Sano ve
ark., 1981). Daha sonra yapilan calismalarda, HSVd ve CPFVd’in %95 dizi analiz
benzerligine sahip oldugu ve bu iki viroidin ayni1 viroid tiirliniin varyantlar1 oldugu
belirlenmistir (Sano ve ark., 1984; Hadidi ve ark., 2003).

Serbet¢i otu bitkisinde HSVd Avrupa'da ilk kez Slovenya'da tespit
edilmistir (Radisek ve ark., 2012). HSVd etmeninin, bitkilerin ciddi bir sekilde
bodurlasmasma, daha diisik verim vermesine, ¢icek kozalarinin alfa asit
oranlarinda 6nemli diisiislerin olmasina (Sano, 2003) ve énemli metabolitlerin gen
ifadelerinde degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (Fiissy ve ark., 2013).
HSVd’in tipik simptomlar1 arasinda ayrica yaprak kivrilmasi ve kiigiik ¢igek
konilerinin olusumu s6z konusudur. HSVd ile enfekteli bitkilerde bodurlugun
ortaya ¢ikmasi bitkilerin olgunlagmasi ile 3. ve 5. yildan sonra gdzlenmektedir
(Eastwell ve Nelson, 2007).

HSVd, tek iplikli, halkasal yapida 294-303 adet niikleotitten olusan RNA
molekiilii yapisinda oldugu yapilan ¢aligmalar ile ortaya konulmustur (Flores ve
ark., 2004).

HSVd’in hastalikli bitkilerde olusturdugu simptomlar; sarimsi yesil renkli
yaprak olusumu ve erken ile orta biiyime doneminde yaprak saplarinda
sarkmalarin olugsumu seklinde gelisim, ayrica ana ve yan dallarda bogum aralarinin
kisalmasina neden olmaktadir. Serbet¢i otu ¢esidine bagh olarak, olusan bodurluk
enfeksiyondan sadece birkag¢ yil sonra ortaya ¢ikmaktadir. Daha ciddi simptomlar
ise, asma bagina toplam koni sayisinda azalmanin eslik ettigi alfa asit igeriginde

ciddi azalmalar seklinde simptom olusumlar1 gézlenmektedir (Sano, 2013).
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HSVd, odunsu bitkilerde genis bir konukgu dizisine (erik, seftali: Sano ve
ark., 1989; narenciye: Diener ve ark., 1988; antepfistigi: Elleuch ve ark., 2013) ve
asma (Matousek ve ark., 2003) sahip oldugu bildirilmistir.

HSV@’in 144 adet varyantiin bulundugu, serbet¢i otu disinda, ¢ok yillik
odunsu bitkileri igeren ¢ok genis bir konukgu dizisine sahip oldugu diinyanin farkli
iilkelerinde bir¢ok arastirici tarafindan bildirilmistir (Hammond ve Owens, 2006;
Parkinson ve Reed, 2013). HSVd etmeni, incir, dut, badem, elma, kayisi, kiraz,
seftali, armut, erik, gibi ¢ok sayida konukg¢u bitkide var oldugu yapilan farkl
caligmalar ile tanmimlanmistir (Luigi ve ark., 2013; Hataya ve ark., 2017;
Maddahian ve ark., 2019; Vamenani ve ark., 2019).

Yapilan galigmalar sonucunda HSVd varyantlar1 bes filogenetik gruba
ayrilmistir; Bunlar 1) erik (erik-seftali-badem-kaysi) grubu (Plum: P) 2) serbetci
otu (hop) grubu (Hop:H), 3) turunggil cachexia grubu (Citrus: C), 4) erik-turunggil
grubu (P-C) 5) erik/serbetci otu/turunggil 3 (P-H/cit3) grubudur (Ragazzino ve ark.,
2004).

Tiim HSVd-serbetci otu izolatlarmin asma izolatlar1 (serbet¢i otu (-asma))
ile bir arada gruplanmasi dikkat ¢ekici olmustur (Sano, 2003; Hadidi ve ark.,
2003’ten).

Enfekteli iiretim materyali ile iilkeler arasi dagilim sonucunda HSVd’in
glinimiizde Japonya, Kuzey Kore, A.B.D., Cin ve Slovenya gibi bir¢ok iilkede
serbetci otu iiretim alanlarinda varligi bildirilmistir (Sasaki ve Shikata, 1980; Lee

ve ark., 1990; Eastwell ve Nelson, 2007; Guo ve ark., 2008; Radisek ve ark., 2012).

Serbetci otu latent viroidi [Hop latent viroid (HLVd)]

HSVd’den sonra serbet¢i otunda varlig1 belirlenen viroidlerden birisi de
HLVd’dir. Ispanya’da serbet¢i otu iiretim alanlarinda gergeklestirilen bir
caligmada viroid benzeri RNA olarak Pallas ve ark. (1987) tarafindan varligi

belirlenmistir.
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HLVd’nin ayrintili bi¢imde incelenmesi ve bu viroidin diinya’da serbetgi
otu yetistirilen tiim alanlarda yaygin olarak bulundugu Puchta ve ark. tarafindan
(1988) ortaya konmustur.

HLVd 255-256 nt’den olusan tek iplikli halkasal ve enfeksiyoz yapida
RNA’dan olugsmaktadir. HLVd etmeninin herhangi bir farkli varyantinin olmadigi
sadece serbet¢i otunda HSVd ile diisiik oranda bir benzerligine sahip oldugu ve
HSVd’den daha yaygin oldugu bildirilmistir (Puchta ve ark., 1988).

HLVd’in  bitkide enfeksiyon  olusturmasi  konuk¢u  bitkinin
metabolizmasina, viroidin ¢ogalmasina, patojenitesine ve hiicresel faktorlerle
etkilesimine bagl olarak degisiklik gostermektedir (Tabler ve Tsagris, 2004).

Diener (1999), HLVd etmeninin herhangi bir hastalik simptomu
olusturmadigii bu neden ile viroidin adinin latent kalmas1 gerektigini belirtirken,
ginimiizde HLVd’in serbet¢i otu bitkisinde baz1 c¢esitlerde simptomlar
olusturdugu, istenmeyen toksik maddeler iirettigi ve kozalarda bazi ikincil
metabolitlerde kantitatif degisikliklere neden oldugu yapilan farkli caligmalar ile
belirlenmistir (Barbara ve ark., 1990; Adams ve ark., 1991; Patzak ve ark., 2001).
Daha sonar yapilan c¢aligmalarda, HLVd Belcika, Cek Cumbhuriyeti, Fransa,
Macaristan, Polonya, Portekiz, Rusya, Ispanya ve Sirbistan'da genis capta (test
edilen serbet¢i otu gen kaynaklarmin %90- %100 ine kadar) tespit edilmistir
(Pallas ve ark., 2003).

HLVd’in Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’da serbetci otu yetistiriciligi
yapilan alanlarda farkli serbetci otu gesitlerinde %85 ile %100 arasinda degisen
oranlarda enfeksiyon olusturdugu bildirilmistir (Barbara ve Adams, 2003; Eastwell
ve Nelson, 2007).

Serbet¢i otunda HLVd’nin kozalak verimini %27 oraninda ve alfa asit
icerigini %20-50 oraninda azaltirken, beta asit icerigini ylikselttigi ve bira mayasi
yapiminda kullanilan ¢igek kozalaklarinin biranin kalite ve aromasini olumsuz
yonde etkiledigi yapilan analizler ile belirlenmistir (Barbara ve ark., 1990; Adams

ve ark., 1991; Svoboda ve ark.; 2012)
25



2. ONCEKI CALISMALAR Pakize GOK GULER

Apple fruit crinkle viroid (AFCVd)

Japonya'da Koganezawa ve ark. (1989) "Mutsu" (Crispin) elma ¢esidinde
meyve kabugunda burusukluga neden olan simptomlar gézlemlemislerdir. Yapilan
bulagtirma ¢aligmalari ile hastaligin bagka bitkilere taginabildigi Ito ve ark., (1993)
tarafindan belirlenmistir. Daha sonraki yillarda ayni arastiricilar tarafindan yapilan
caligmalarda, elmada meyve kabugunda burusukluga neden olan AFCVd etmenin
niikleotid dizisi belirlenmis, AFCVd etmeninin Pospiviroidae familyasi
Apscaviroid cinsine ait bir viroid oldugu bildirilmistir (Ito ve ark., 1998).

Ito ve Yoshida (1991), gerceklestirdikleri bir ¢alismada hastalik etmenini
sadece ticari elma gesitlerinde tespit ettiklerini bildirilmislerdir.

Ito ve ark. (1993) AFCVd’in konukcu dizisini belirleme ile ilgili yaptiklar
bir baska calismada, etmenin "Rutgers" domates, "Suyo" salatalik, "Kurodane-
sanjyaku" boriilce c¢esitlerine, Gynura aurantiaca, Chenopodium quinoa ve
Nicotiana occidentalis indicator bitkilerine bulastirma testleri yapmislar ve aktarma
denemesi  sonuclarmin  negatif oldugunu  bildirmislerdir. ~AFCVd'inin
konukgularinin belirlenmesi ile ilgili yapilan ¢alismada etmenin konukgu araliginin
oldukga dar oldugu ve dogal konukgularinin elma, serbetci otu ve hurma oldugunu
belirlemiglerdir. Ayrica etmenin domates, salatalilk ve yabani serbetgi otu
bitkilerine deneysel olarak aktarilabildigini belirlemislerdir. Arastiricilar, domates
ve salatalikta AFCVd'nin varyantlar1 ayni iken, yabani serbetgi otundan elde edilen
izolatin, niikleotit dizilimlerinin kiiltiir bitkisi olarak yetistirilen serbet¢i otuna ait
niikleotit dizilerine ¢ok benzedigini belirlemislerdir (Suzuki ve ark., 2017).

Sano (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada; HSVd, HLVd ve AFCVd'nin
neden oldugu hastaliklarin, serbetci otu yetistiriciligi yapilan alanlardaki verimi
yaklasik olarak %30 ile %50 oraninda azalttigini belirlemislerdir.

Citrus bark cracking viroid (CBCVd; Citrus viroid IV; CVd_IV)

CBCVd, agag¢ kavununda (Citrus medica) kesfedilen dordiincii viroid tiirii
oldugu i¢in baslangicta Citrus viroid IV (CVd-1V) olarak adlandirilmistir. sSPAGE

analizlerinde en hizli elektroforetik hareketlilige sahip etmen olarak belirlenmis ve
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CVd-1, CVd-II ve CVd-III ile dizi homolojisi gdstermemis, yalnizca 284bp’lik tam
niikleotid dizisi ile CEVd ile zayif bir dizi homolojisi gdstermistir (Duranvila ve
ark., 1988). Pospiviroidae familyas1 ve Cocadviroid cinsi igerisinde
smiflandirilmis (Flores ve ark., 1998), ancak hala bu simiftaki yeri tartigmalidir
(Semancik ve Vidalakis, 2005). CVd-IV’in ii¢ yaprakli anaglarinda kabuk ¢atlama
simptomlart ile iligkili olmasi nedeniyle, etmeni tanimlamasi agisindan CBCVd
olarak yeniden adlandirilmistir (Verni¢re ve ark., 2004; Verniére ve ark., 2006).
CBCVd’in serbetci otundaki varligimmin kesfi ile Hop latent viroid (HLVd) ile
birlikte Cocadviroid cinsi i¢erisinde siniflandirilmistir (EPPO, 2021).

CBCVd i¢in dogal konukgular, limon (Citrus aurantiifolia), turung (Citrus
aurantium), nagami kumkati (Fortunella margarita), Tahiti lime’1 (Citrus
latifolia), Filistin lime’1 (Citrus limettioides), limon (Citrus limon), etrog citron
(Citrus medica), Meyer limon (Citrus meyeri), mandarin (Citrus reticulata), tath
portakal (Citrus sinensis), ii¢ yaprakl (Citrus trifoliata) ve gesitli melezleri dahil
olmak lizere Citrus cinsinin farkli tiirleri ve tiirler aras1 melezleri ile sinirh oldugu
bildirilmistir. 2015 yilinda CBCVd’i Slovenya’da serbet¢i otu (Humulus lupulus)
tretim alanlarinda ciddi hastaliklara neden lan neden olan bir etmen olarak
saptanmis ve EPPO alarm listesindedir (Jakse ve ark., 2015). Daha sonraki yillarda
yapilan ¢aligmalarda, CBCVd-pis adi antep altinda fistiginda (Pistacia vera-pis)
varlig bildirilen, diger bir CBCVd varyantinin da diger CBCVd izolatlar ile daha
diisiik dizi benzerligi (%87 niikleotit benzerligi) gosterdigi belirlenmistir (Al
Rwabhnih ve ark., 2018).

2.1. Diinyada Turuncgiller ve Serbetci otunda Bulunan Viroidler Konusunda
Yapilan Calismalar

Viroidler ilk olarak Theodor Diener (1971) tarafindan bulunmus ve
adlandirilmiglardir. Diener (1971) ‘patates ig yumru’ hastaligina neden olan
etmenin dahili marker RNA’lar ile yogunluk gradyanl santrifiij ve poliakrilamid

jel elektroforez kombinasyonunu gerceklestirerek, etmenin, 2.5 x 104 ile 1.1 x 105
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dalton olarak degisen molekiiler agirliklara sahip RNA’dan olustugunu
gbzlemlemigdir. Etmenin g¢ogalmasini gerceklestiremeyecek derecede kiigiik olan
bir genetik yapisinin olmasi ve protein kilifinin bulunmamasindan dolay: viriis
olamayacagini bildirmistir (Diener, 1971).

Roistacher ve ark. (1977) Etrog citron bitkisinin 861-S-1 klonunun daha
duyarl bir indikatdr bitki olmasi nedeniyle CEVd’in hafif irklarinin dahi bu klonda
kolay bir sekilde simptom gelistirdigini belirlemislerdir.

Viroidlerin yalnizca niikleik asitten olusmalari nedeni ile yani protein
kiliflarinin bulunmamasindan serolojik tanilama yontemleri ile tanilanmalarinin
miimkiin olmadig1 bildirilmistir (Reisner ve Gross, 1985).

Viroidlerin tanilama yontemleri ile ilgili yapilan bir ¢alismada elektron
mikroskobu ile yapilan tanilamalarin viroidlerin tanmisinda bitki viriislerinin
tanisinda oldugu kadar basarili olmadig: bildirilmistir (Reisner ve Gross, 1985).

Morton ve ark. (1993), HLVd’in dormansi doneminden sonrada bitkilerde
strgiinlerin patlamasi ile yavas yavas aciga cikarak tiim bitkiye yayildigini
gozlemlemislerdir. Aktif slirglin bliylimesi doneminde siirgiin u¢larindaki HLVd
konsantrasyonunun arttigini bildirmislerdir (Matusek ve ark., 1995).

Randles tarafindan gerceklestirilen bir c¢aligmada ise viroidlerin
konukgularinda olusturdugu zararin oldiiriicii, ¢cok siddetli, orta siddetli ve az
siddetli olarak degisiklik gdsterebildigini bunun yani sira bodurluk simptomu
olusturdugunu bildirmistir (Randles, 2003).

Ito ve ark. (2002), Turunggillerde goriillen CEVd, CBLVd, HSVd, CVd-III,
CVd-IV ve CVd-OS ve ASGV: CTLV 6 adet viroidi belirlemek amaciyla
multiplex RT-PCR ¢alismasi yiiriitmiisler ve CVd-I-LSS’i (CBLVd’in farkli bir
varyantl) CBLVd’den ayirmak i¢in bu yoOntemi tasarlamiglardir. Multiplex RT-
PCR sonuglari, her bir patojeni saptamak icin tek RT-PCR ¢alismalarin sonuglari
ile tutarl oldugunu gézlemlemislerdir.

Ito ve ark. (2002), Turunggillerde goriillen CEVd, CBLVd, HSVd, CVd-III,

CVd-IV ve CVd-OS ve ASGV: CTLV 6 adet viroidi belirlemek amaciyla
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multiplex RT-PCR c¢alismasi yiiriitmiigsler ve CVd-I-LSS’1 (CBLVd’in farkli bir
varyanti) CBLVd’den ayirmak i¢in bu yoOntemi tasarlamiglardir. Multiplex RT-
PCR sonuglari, her bir patojeni saptamak i¢in tek RT-PCR c¢alismalarin sonuglari
ile tutarli oldugunu gézlemlemislerdir.

Verniére ve ark. (2004)’nin turunggillerde sorun olan viroidlerin Pomeroy
iic yaprakli anaci lizerine agili klemantin agaglar1 iizerindeki etkisini belirlemek
icin arazi ¢aligmasi1 yapmuslardir. Viroidler ile infekteli agaclar, simptom gelisimi,
bliyiime ve meyve verimi agisindan 12 yillik (1990- 2002) bir siire boyunca
periyodik olarak izlenmistir. Sadece CEVd’in, li¢ yaprakli anacinda exocortis
hastaliginin karakteristik simptomu olan belirgin ciicelesme ve kabuk kavlamasina
neden oldugunu belirlemislerdir. HSVd varyantlarinda, cahexia hastaliginin
karakteristik 6zelligi olan floem dokularindaki zamk olusumu klemantin ¢esidinin
siirgiinlerinde de gozlenmistir. Ug yaprakli anacinda kabukta gatlama belirtileri
gosteren bitkilerde meydana gelen c¢atlamalarin, CVd-IV, HSVd veya CEVd
enfeksiyonu ile iligkili oldugunu belirlemiglerdir. Diger anormallikler (derin
cukurlar, siskinlikler ve zamkli gukurlar) viroid ile iliskili bulunmamigtir. CBLVd
ve CDVd enfeksiyonu ile ilgili spesifik bir simptom gézlenmemistir. HSVd, CVd-
IV ve CBLV(d'inin biiylime ve verim iizerinde ¢ok az etkisi oldugu veya hig etkisi
olmadigi, CEVd ve CDVd’in zaman iginde daha belirgin hale gelen biiylime ve
verimin énemli Ol¢iide azalmasinda etkili olduklar1 gézlemlemislerdir. Arastiricilar
verim azalmasini esas olarak meyve bilylikligiiniin kaybi ile iligkilendirmiglerdir.
Calisma sonunda genel olarak, vejetatif biiylimedeki azalma ile verim arasinda bir
korelasyon oldugu belirlemislerdir.

Kunta ve ark. (2007), Teksas’ta turunggil viroidlerinin tanisinda kullanilan
yontemleri karsilagtirmak i¢in yaptklart bir c¢alismada RT-PCR yOntemini
kullanarak altintop fidanlarinda CEVd, HSVd (Cachexia ve Cachexia olmayan
varyantlar), CVd-IIl ve CVd-IV etmenlerinin molekiiler olarak tanilmasini
gercelestirmislerdir. Ayn1 zamanda Konukg¢u bitkilerden alinan etmenler Etrog

bitkilerinde yapilan biyolojik indeksleme ¢alismalari ile bitkilerin viroidle enfekteli
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oldugunu belirlemiglerdir. Arastiricilar pahali ve uzun siireli bir biyolojik
indekslemeden 6nce RT-PCR ile stok bitkilerin taranmasiyla bulasik olanlarin gen
havuzundan kolay bir sekilde uzaklastirilabilecegini bildirmislerdir.

Eastwell ve Nelson (2007), Washington’da serbetci otu liretiminin yogun
oldugu ii¢ farkli bolgede viroid hastalik etmenlerinin varhigini arastirmiglardir.
Kuzey Amerika’da serbet¢i otu iiretim alanlarinda, 33 iiretim alanindan 10
tanesinde, toplanan 126 bitki orneginden 19 adedinde HSVd’in varligini
belirlemiglerdir. HSVd etmenini zayif gelisen ve yapraklarinda kloroz gelisimi
gosteren bitkilerde tesbit etmislerdir. Japonya’da varligi bildirilen AFCVd
etmeninin varlig1 hi¢bir 6rnekte belirlenmezken, diinya ¢apinda serbet¢i otu iiretim
alanlarinda varlig1 yaygin olarak bildirilen HLVd etmenini ise 126 ornekten 98
adedinde belirlemislerdir.

Wang ve ark. (2008), 2002-2006 yillar1 arasinda ii¢ yaprakli anacinda
bodurluk, kabukta cukurlasma ve ¢okme belirtisi gosteren 72 portakal, limon,
mandarin ve mandarin melezlerinden survey calismast yapmiglardir. Survey
caligmasi sonucu elde edilen simptomlu 6rnekler Kaba limon ve Arizona 861-S1
Etrog citron’a asilamislardir. Etrog citron indikator bitkilerine asilanan 60 adet
Ornegin tipik viroid simptomu gosterdigi belirlenmistir. Bu simptomlara neden
olan etmenleri tanilamak i¢in tiim genom sekanslarinit hedefleyen bes primer ¢ifti
kullanilarak tek asamali RT-PCR c¢alismasi yapmuglardir. Gergeklestirilen
molekiiler calismalar ile CEVd, CBLVd, HSVd, CVd-III ve CVd-IV etmenleri i¢in
kullanilmigtir. Yapilan molekiiler ¢aligmalar sonucunda 72 adet 6rnekte CEVd,
CVd-II ve CVd-III viroidlerinin tanilamasi gergeklestirilmistir. Cin’de CVd-II ve
CVd-IITI’in varligl bu ¢aligma ile ilk kez tanimlanmis ve NCBI’da bildirilen {i¢ alt
tipin hepsinden farkli ve yeni bir alt tip oldugunu gézlemlemislerdir.

Bernard ve ark. (2009), tarafindan gercgeklestirilen bir caligmada farkli
turunggil c¢esitlerini enfekte eden CEVd popiilasyonlarinin genetik c¢esitliligi, 10
yillik evrimden sonra enfekte olmus {i¢ yaprakli anacina asili portakal ve turung

fidanlarindan elde edilen popiilasyonlar ile ayni1 donem i¢in Etrog citronda bulunan
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ata popiilasyonu karsilastirilarak incelenmistir. Calisma sonucunda CEVd
popiilasyonlariin birbiri ile yakindan iligkili haplotiplerden olustugunu bunun
nedeninin popiilasyondaki mutasyon, secilim ve genetik arasindaki dengeden
kaynaklandigini bildirmislerdir.

Flores ve ark., (2014) RNA’nin genetik bilgiyi tasimasi ve bir biyokatalizor
olabilmesi sebebiyle RNA'y1 ara islevlere indirgeyen DNA ve proteinlerden daha
once ortaya c¢iktigima dair bir fikir birligi oldugunu belirtmiglerdir. DNA ve
proteinlerin ortaya c¢ikmasiyla birlikte, bu protoviroidlerin bazi yeteneklerini
kaybettigi ve su anda bitki parazitleri haline geldikleri diisiiniilmektedir.
Viroidlerin ¢ok eski bir kokene sahip olabilecegine dair kanit gosteren 6zellikleri;
Kiigiik genoma sahip olmalar1 (250-400 niikleotid), Yiiksek G + C igerigine sahip
olmalar1 ile 6nciil RNA polimerazlarin ¢ogalma dogrulugunu arttirdigini, tam
cogalma i¢in genomik etiket ihtiyaci hari¢ dairesel yapilarinin olmasi, genisletilmis
genomlara modiiler montaj i¢in yapisal periyodiklige sahip olmalari, ribozomdan
Once ortaya c¢ikan protein kodlama kapasitesinin olmamasi, bazilarinda RNA
diinyasinin parmak izi olan ribozimlerin aracilik ettigi replikasyonlara sahip
olmasidir.

Murcia ve ark. (2015)’1 Carrizo sitranj anaci lizerine asili Washington
Navel portakalinda CEVd, HSVd, CBLVd, CDVd ve CBCVd etmenlerinin etkisini
belirlemek i¢in 1989 yilinda bir bahg¢e denemesi baglatmislardir. 2004-2007 yillari
arasinda viroid enfeksiyonunun, bitki boyu, biiyiikliigii, meyve lretimi ve kalitesi
tizerindeki etkisini degerlendirmiglerdir. Viroid enfeksiyonundan sonra bitkilerde
biiylime ile ilgili parametrelerden &zellikle bitki hacminin daha ¢ok azaldigini
belirlemislerdir. CEVd ile enfekteli agaglarda, kabuk lezyonlar1 olsa da, kabukta
catlamalar gézlenmemis, bitkiler deneme sonunda sokiildiigiinde koklerde kiiglik
lezyonlar gozlenmistir. CBCVd enfekteli bitkilerde kabuk c¢atlama belirtilerinin
yani sira meyve verim artisi ile birlikte daha kiigiik boyutlu agaglar gdzlenmistir.
CBLVd, HSVd veya CDVd enfeksiyonu sonucu bitkilerde dnemli bir simptom

gelisimi  gozlenmemigtir. HSVd ile enfekteli agaclarda, meyvelerin kalitesi
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viroidden ¢ok etkilenmemis, yalniz hasat edilen meyvelerin daha kiigiikk oldugu
gozlenmistir. CEVd, CDVd ve ozellikle CBCVd ile karigik enfekteli bitkilerde
agac veriminde artig (verim / kanopi hacmi) oldugu belirlenmistir.

Polonya'da 2014 yilinda bitkilerde viriis hastaliklarinin olusumunun
izlenmesi, erken kontrol Onlemlerinin uygulanmasi ve daha fazla hastalik
yayilmasinin Onlenmesi i¢in serbet¢i otu iiretim alanlarinda goriilen virus ve
viroidlerden izlenmesi ic¢in bir ¢alisma gergeklestirilmistir. Polonya'daki IUNG-
PIB deney istasyonundan ticari serbet¢i otu iiretim alanlarindan alinan numuneler
Hop latent viriisii (HpLV) ve Hop latent viroid ve Hop stunt viroidleri (HLVd ve
HSVd) igin test edilmistir. Viriis testi igin qRT-PCR ve ELISA yontemleri,
viroidleri tespit etmek icin RT-PCR yontemleri kullanilmistir. HpLV ve serbetci
otu viroidlerinin yogunlugu, programin baslamasindan Once bildirilen orandan
daha diigiik bulunmustur. Bu calisma kapsaminda viroid yogunlugunun diigiik
bulunmasinin drnekleme zamanindan kaynaklanacagini diisiindiirmiistiir. Serbetci
otu {Uretim alanlarindan elde edilen HpLV ve HLVd izolatlarmin, Cek
Cumbhuriyetinden elde edilen izolatlar ile gok benzer oldugu belirlenmistir (Ziegler
ve ark., 2014).

Ziegler ve ark., (2014)’nin Polonya’da yaptiklar ¢alismada, 2012 yil1 Eyliil
ayinda oOrneklemeleri gergeklestirmiglerdir. Arastiricilar, serbet¢i otu ig¢in bu
donemin mevsim sonu olmasi nedeni ile bitkilerdeki viroid oranlarini ¢ok diisiik
bulmuslardir. Yeni siirgiin veren geng bitkilerde, viroidin dokuya &6zgii olarak
farklilik gosterdigi ve en yliksek seviyenin koklerde ve en diisiik seviyenin de
govde ucunda bulundugunu bildirmiglerdir. Arastiricilar, biiylime mevsiminin
sonunda viroid seviyesinin diigiik olmasi nedeni ile viroid tesbiti i¢in 6rnekleme

zamani agisindan dogru olmayacagini belirtmisglerdir.
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2.2. Ulkemizde Turuncgiller Ve Serbet¢ci otunda Bulunan Viroidler
Konusunda Yapilan Calismalar

Ulkemizde turunggil viroidlerinin varligi ilk kez yabanci arastiricilar
tarafindan ortaya konmustur. FAO uzmani olarak ABD’den gelen Norman (1963)
tilkemiz turunggillerinde farkl viriis hastaliklarinin yani sira Citrus exocortis viroid
etmeninin olusturdugu exocortis ve Citrus cachexia viroid etmeninin olusturdugu
cachexia hastaliklarinin da varligini bildirmistir.

Turunggil ciicelesme hastaliginin Tiirkiye’de var oldugunu bildiren bir
diger arastirict da Moreira (1965) olmustur. Arastirict turunggillerde anag olarak ii¢
yaprakli (Poncirus trifoliata (L.) Raf)) anacinin kullanildig1 Ege Bolgesi’nde 1964-
1965 yillarinda turunggil agaglarinin %23’{inlin cachexia, %10’nunun exocortis
hastaligi ile bulasik oldugunu bildirmistir.

Antalya Turunggiller Arastirma Enstitlisiinde turunggil virlis ve benzeri
hastaliklar1 aragtirmak amaciyla yiiriitilen bir ¢alismada mandarin agaglarinin
%30’unun cachexia, %72’sinin ise exocortis viroid hastaliklariyla enfekteli
oldugunu bildirmislerdir (Hizal ve Giiral, 1987). Dogu Akdeniz Bolgesi’nde Navel
grubu portakallarda ve Satsuma mandarinler yiiriitiilen bir ¢aligmada ise satsuma
mandarin agaglarmin %37 oraninda cachexia hastalifi, portakal agaglarindan
yapilan indeksleme c¢alismasinda ise %83.3’niin exocortis hastalig1 ile bulagik
oldugu bildirilmistir (Giilld, 1989).

Dogu Akdeniz bolgesinde farkli turunggil ¢esitlerinde molekiiler yontemler
kullanilarak yapilan caligmalar ile iilkemizde CEVd ve CCaVd’nin yami sira
CBLVd, CDVd, CBCVd, CVd-V’in varligi ardisik poliakrilamid jel elektroforez
ve RT-PCR vyontemleriyle saptanmig ve niikleotid dizilimleri belirlenmistir
(Onelge,1994; Onelge ve ark., 1996; Onelge, 2007; Onelge ve Yurtmen, 2012).

Onelge ve ark., 2000; turung iizerine asili Meyer limonunda CVd-Illa ve
CVd-1V turunggil viroidlerinin niikleotid dizilimlerini belirlemislerdir.

Onelge ve ark., 2004; ‘Gummy Bark’ hastalign ile Citrus viroid 11

varyantlariin iligkisini arastirmiglardir.
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Onelge, 2010; Cukurova bodlgesinde zamklanma, bodurluk veya diisiik
verim gozlenen yada simptom gostermeyen, portakal, mandarin, limon ve
greyfurttan aldigi ornekleri Citrus medica L.’ye asilamistir. Daha sonra bu
bitkilerden aldiklar1 &rneklerde viroid purifikasyonu ve sPAGE analizlerinde
CEVd, CVd-1, CVd-1I, CVd-III ve CVd-IV etmenlerinin varligimi tesbit etmis, RT-
PCR analizlerinde de spesifik primerler ile bu etmenlerin varligini teyit etmistir.
Yapilan g¢alismalar sonucunda, CEVd, CVd-II ve CVd-III"iin genellikle karigik
infeksiyon seklinde bulundugu belirlenmistir.

Ulkemizde serbetci otu bitkisinde viriislerle ilgili bazi arastirmalar
bulunmakla birlikte, viroidler ile ilgili daha 6nce yapilmis herhangi bir galigma
bulunmamaktadir. Calismamiz kapsaminda, HLVd’in iilkemiz serbet¢i otu iiretim
alanlarinda varlig1 ile ilgili ilk kayit bildirimi gergeklestirilmistir (Gok Gtiler ve
Onelge, 2017).

Tiirkiye’de HSVd ile ilgili yapilan calismalarda; Amari ve ark. (2000)
hastaligin Septik kaysi ¢esidinde bulundugunu, Torres ve ark. (2003) Tiirkiye'nin
bat1 kesiminde; kayisida (% 66) ve seftalide (% 57) HSVd’in goriilme sikliginin
oldukca yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Sipahioglu ve ark. (2002 ve 2006)
Hacihaliloglu kays1 ¢esidinde bir 6rnegin HSVd ile enfekteli oldugunu, Giimiis ve
ark. (2007 ve 2008) 26 adet kaysi, seftali ve erik 6rneginde % 7 oraninda HSVd
etmeninin varligini belirlerken, Gazel ve ark., (2008) testledikleri 335 6rnekten, 19
kaysi, 14 seftali, 17 erik, 3 kiraz ve 1 badem 6rneginin HSVd ile bulasik oldugunu
bildirmiglerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma; Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii Turunggil Viriisleri Laboratuvari, Adana Biyolojik Miicadele Arastirma
Enstitiisi Mudurliigii Bitki Hastaliklar1 Subesi, Biyoteknoloji Laboratuart ve

seralarinda yuritilmiistiir.

3.1. Materyal
3.1.1. Caismada Kullanilan Bitkisel Materyal

Caligmada bitkisel materyallerin toplanmasi turunggiller icin; Adana,
Mersin, Hatay ve Osmaniye il smirlar1 igerisinde yogun olarak turuncgil iiretimi
yapilan alanlardan, serbetci otu i¢in ise Bilecik ili Pazaryeri ilgesi serbetci otu
iiretim alanlarindan gerceklestirilmistir. Bitki 6rneklerinin toplanmasi agamasinda,
simptomatolojik olarak viroid agisindan siipheli bulunan bitki ornekleri
fotograflanip, etiketlenmis ve kagit havluya sarilip plastik torbalara alinarak buz
akiisii bulunan kaplara yerlestirilmistir. Orneklerin laboratuvar kosullarina
getirilmesi asamasinda soguk zincirin bozulmamasia dikkat edilmistir. Orneklerin
alimmasi ve taginmasi asamasinda, plastik torbalar, buz akiileri, buzluk, etiket ve

fotograf makinasi gibi materyaller kullanilmistir.

3.1.2. Biyolojik indeksleme calismalarinda kullanilan materyaller ve pozitif
kontrol gen bankasinin olusturulmasi

Biyolojik indeksleme c¢aligmalarinda; turunggil viroidlerinin tanisi ig¢in en
duyarli indikatér olan Etrog citron (C. medica L.) cv. 861-S-1 seleksiyonu
indikator bitki olarak ve pozitif kontrol gen bankasinin olusturulmasin da da turung
(C. aurantium L.) bitkisi kullanilmistir. Turunggillerde karigik infeksiyon halinde
gozlenen viroidlerden CEVd’ini tek izolat olarak elde etmek icin indikator bitki
olarak kadife (Gynura aurantiaca) bitkisi kullanilmigtir. Yine karisik infeksiyon

halinde bulunan turunggil viroidlerinden HSVd’i tek olarak elde edebilmek icin ise
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indikator olarak hiyar (Cucumis sativus) bitkisi, serbetgi otu viroidleri igin ise lif
kabagr (Luffa cylindrica) bitkisi kullanilmistir. Biyolojik indeksleme ve
karakterizasyon g¢aligmalarinda kullanilan otsu bitkilerin yetistirilmesi 8000 liix
aydmlatmali iklim odalarinda gergeklestirilmistir. Yetistiricilik sirasinda belirtilen
indikator bitkilere ait tohumlar, yaprak giibreleri, organik sivi giibreler ile tarim
ilaglar1, ayrica har¢ hazirlanmasinda dezenfekte edilmis torf, perlit, bahge topragi
ve ¢iftlik gilibresi, saks1 vb. malzemeler kullanilmstir.

Etrog ve diger odunsu indikatdr bitkilerin yetistirilmesinde yine steril torf,
perlit, toprak, viyol ve plastik saksilar kullanilmigtir. Bitkilerin sicaklik isteklerinin
yerine getirilmesi, Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Ana
Bilim Dali binast iklimlendirme odalarinda ve Biyolojik Miicadele Arastirma
Enstitii Miidiirliigli Arastirma seralarinda kontrollii ortamlarda gergeklestirilmistir.

Mekanik inokulasyon calismalar1 sirasinda otsu bitkiler igin, etmenin
tanimlanmis oldugu bitki Orneklerinin Total Niikleik Asit (TNA) ekstraksiyon
cozeltileri, siringa ucu, latex eldiven, %2’lik Sodyum hipoklorid ¢ozeltisi, 1X
TKM tamponu ¢dzeltisi, saf-steril su, parafilm bantlar ve plastik saksilar igerisinde

yetistirilmis otsu bitkilere ait geng fideler kullanilmustir.

3.1.3. Molekiiler tanilama yontemlerinde kullanilan materyaller
3.1.3.1. Total Niikleik Asit (TNA) ekstraksiyonu calismalarinda kullanilan
materyaller

TNA ekstraksiyonu g¢aligmalari i¢in; her iki bitki grubu igin farkl illerden
toplanan bitki 6rnekleri, Thermo scientific firmasindan temin edilen Total RNA
izolasyon kiti, CTAB buffer, hassas terazi, havan, doviicii, tiipler (1,5ml-2ml), rak,
mikropipet, pipet ucu, thermal blok, sogutmali santifiriij cihazi, vortex, kloroform:
izoamil alkol (24:1), izopropanol, %70’lik etil alkol, TE tamponu ¢ozeltisi, CTAB
yonteminin farkli asamalarinda kullanilan ve farkli firmalardan temin edilen bazi
kimyasallar (Tris HCI, Sodyum asetat, Sodyum kloriir, EDTA, CTAB, PVP 40,

Etil alkol, NaOH, vb...), saf su cihazi, derin dondurucu (-20 °C), etiiv ve otoklav,
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Sigma 2-16K sogutmali santrifiij, Eppendorf Thermomixer, pH metre, Eppendorf
otomatik pipet setleri, otomatik pipet uglari, otoklav, steril cam malzemeler, steri
su kullamilmigtir. Niikleik asit kalite ve miktarin1 6lgmek icin nanodrop gibi

laboratuvar alet ve ekipmanlari kullanilmigtir.

3.1.3.2. Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Tepkimesi (RT-PCR)
calismalarinda kullamilan materyaller

Bu calismanin Ters transkriptaz (RT) asamasinda thermal cycle cihazi,
Thermo scientific firmasindan temin edilen M-MLV (Moloney Murine Leukemia
Virus) Reverse Transcriptase enzimi, RNasin (Riboniiklease inhibitorii), dNTP
setleri, Thermo Scientific DTT (DL-Dithiothreitol), 5x tampon ¢ozeltisi, Revers
primerler (Cizelge 3.1), steril distile su, degisik hacimlerde pipet ve pipet uclari,
vorteks, buz makinesi, santrifirij cihazi ve tip (0.2 ml) gibi materyaller
kullanilmigtir. Serbetci otu bitkisinde aranilan etmenlerin tanisinda ise Thermo
scientific Verso l-step RT-PCR Hot-Start Kit kullanmilmistir. Niikleik asitlerin

¢ogaltilmasinda Eppendorf Mastercycler Gradient Thermocyler kullanilmisgtir.

Cizelge 3.1. RT asamasinda kullanilan primerler

Primerler Sekans Dizilimi (5°-3°)

Random Primer (Hexamer) NNNNNN

Serbet¢i otu

AFCVd GACTCGTCGTCGACGAAGGGTC

HLVd ATACAACTCTTGAGCGCCGA

HSVd GGCAACTCTTCTCAGAATCC

Turunggil

CEVd-RT* CTTCCTCCAGGTTTCCCCGGGGATCCC
HSVd-RT* GTGTTGCCCCGGGGCTCCTTTCTCTGG
CBLVd-RT” GCTGACGAGCCTTCGTCGACGACGACC
CVd-III-RT” CCAACTTAGCTGCCTTCGTCGACGACG
CVd-IV-RT* GTCTGAAGAGATTTCCCCGGGGATCCC
CVd-V PII° CGACGACAGGTGAGTACTCTCTAC
CVd-VI/OS CGTCGACGAAGGCATGTGAGCT
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Caligmanin PCR asamasinda kullanilmig olan materyaller, RT agsamasindan
sonra elde edilen cDNA’lar, Taq DNA polimeraz (ThermoFisher), dNTP setleri, 5x

tampon ¢ozeltisi, Forward ve Revers primerler, Saf distile steril su, degisik

hacimlerde pipet ve pipet uglari, vorteks, buz makinesi, santrifiij cihazi, tiip (0.2ml)

ve lontek (Tiirkiye) firmasindan temin edilen Oligoniikleotid primerler (Cizelge

3.2) olmustur. Ayrica jelden yapilan purifikasyon ¢alismasinda; Thermo scientific

Gen jet Gel Extraction Kit’i kullanilmistir.

Cizelge 3.2. RT-PCR ve nested-PCR asamalarinda kullanilan primerler, baglanma
sicakliklar ve ¢ogaltilan bolgenin biiyiikligii

Viroid- Sekans Dizilimi (5°-3°) Baglanma Cogaltilan
Primer Sicakligi | Bolge\Uzunluk
()
Serbetci otu
AFCVdR*® GACTCGTCGTCGACGAAGGGTC 59 220b
AFCVdF? CTGGTTGGGACCGCTGGGAC P
HLVdR*® ATACAACTCTTGAGCGCCGA 59 360 b
HLVdF*® CCACCGGGTAGTTTCCAACT P
HSVdR*® GGCAACTCTTCTCAGAATCC 59 300 b
HSVdF? GCCCCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAG P
Turunggil
CEVdRI1* CCGGGGATCCCTGAAGGA 55 371 bp
CEVdF1* GGAAACCTGGAGGAAGTCG
CEVdCR CCCTGAAGGACTTCTTCCCC 55 371 bp
CEVdH F ATCCCCGGGGAACCTGGAGGAAG
HSVdR1* GGGGCTCCTTTCTCAGGTAAGTC 55 299 b
HSVdF1* GGGGCAACTCTTCTCAGAATCC P
HSVdCa® GAATCCAGCGGGGGCGTG 55 283 bp
HSVdNonCa” | TTTTACCTTCTCCTGGCTCTTCGAGTG 220 bp
CBLVd-R1” | TTCGTCGACGACGACCAGTC 55 327h
CBLVd-F1” GGCTCGTCAGCTGCGGAGGT P
CVd-III-R1* | TTCGTCGACGACGACAGGTA 60 294 b
CVd-TII-F1* | GGCAGCTAAGTTGGTGACGC P
CVd-III-C? CTCCGCTAGTCGGAAAGACTCCGC 60 2041
CVd-III-H’ CTCCGCTAGTCGGAAAGACTCCGC P
CVd-IV-R1”* | GGGGATCCCTCTTCAGGT 60 284 b
CVd-IV-F1* | GGGGAAATCTCTTCAGAC P
CVd-V PP TCGACGAAGGCCGGTGAGCA 60
Cvd-vV PI CGACGACAGGTGAGTACTCTCTAC
CVA-VIOS | A cGACAGGTGAGTTCTCCTT
CB3CM* 50 330 bp
CB3-CP* CGTCGACGAAGGCATGTGAGCT

* Eastwell and Nelson, (2007), *Bernad and Duran-Vila (2006), ¥ Garnsey et al. (2002), *
Ito et al. (2001), *Serra et al. (2008)
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3.1.3.3. Elektroforez caliymasinda kullanilan materyaller

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu olusan {irlinler, %2’lik agaroz jel,
mikrodalga firin, pleyt, giic iinitesi cihazi, elektroforez tanki, 1X TAE buffer
cozeltisi, Thermo scientific 100 bp ve 50 bp DNA ladder, pipet ve pipet ucu gibi
materyaller bu calismada kullanilmigtir. Goriintiileme asamasinda ise agaroz
(sigma), agaroz jel tanki, safe T stain (Syber green boya), gii¢ kaynagi, VILBER

marka jel goriintiilleme cihazi kullanilarak goriintiiler alinmistir.

3.2. Metod
3.2.1. Calismada kullanilacak olan hastalikhi bitkisel materyalin secilmesi,
toplanmasi ve muhafazasi

Calisma kapsaminda Orneklemeler turunggiller icin; Dogu Akdeniz
Bolgesi’nde yogun turunggil iiretim alanlarindan giidiimlii  6rnekleme
(simptomatolojik olarak viroid hastaliklar1 agisindan siipheli bulunan bitkilerden
ornekleme) seklinde yapilmigtir. Serbet¢i otu igin ise; Bilecik ili Pazaryeri ilgesi
serbet¢i otu iiretim alanlarinda virlis/viroid hastalik belirtisi gosteren siipheli
orneklerden alinmaya calisilmis, herhangi bir belirtiye rastlanmayan durumlarda da
ornekleme basit tesadiifi usulle gerceklestirilmistir (Bora ve Karaca, 1970).
Caligilan bitki tiirlerinden hastalikli bitki 6rneklerinin toplanmasi; Dogu Akdeniz
Bolgesi turunggil iiretim alanlarinda ve Giineydogu Marmara bolgesi serbetci otu
iretim alanlarinda gergeklestirilmistir. Bu {iretim alanlarinin Tiirkiye haritasi
tizerindeki yerleri Sekil 3.1°de verilmistir. Turunggiller i¢in yogun iiretimin
yapildig1 Adana, Hatay, Mersin, Osmaniye illerinden (Sekil 3.2) ve serbetgi otu
i¢cin ise yogun liretim yapilan Bilecik ili Pazaryeri ilgesindeki (Sekil 3.4) iiretim
alanlarindan virlis ve viriis benzeri hastalik etmeni simptomu bulunduran

bitkilerden orneklemeler gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.1. Turunggil izolatlarinin toplandig: iller (koyu yesil renk) ve serbetgi otu
izolatlarinin toplandig1 ile (koyu kirmizi renk) ait survey alanlarmnin
Tiirkiye haritasi tizerindeki yerleri

C. limon
C. reticulata
C. sinensis
C. paradisi
pa 4

Sekil 3.2. Turunggiller i¢in Adana, Hatay, Mersin, Osmaniye illerinden C. limon,
C. reticulata, C. sinensis, C. paradisi tirlerinden gidimlii survey
caligmalarinin gerceklestirildigi alanlar
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o
@ Humulus lupulus

Sekil 3.3. Serbetciotu i¢in Bilecik ili Pazaryeri ilgesi serbet¢i otu (H. lupulus)
iretim alanlarindan giidimli survey calismalarinin gergeklestirildigi
noktalar

Calisma kapsaminda toplanan orneklerde, turunggiller icin 2016-2018
yillar1 Mart ve Kasim aylar1 arasinda, bitkilerde genel olarak gelisim geriligi,
bodurluk (Sekil 3.4A, B), verim ve kalite kaybi, geriye dogru kuruma (Sekil3.4C,
D) ve oliim (Sekil3.4E) simptomlar1 gozlenen alanlardan ve limonlarda gdvde
catlamasi (Sekil 3.5A, B) ve mandarinlerde as1 noktasi {izerinde kabuk alt kisminda
floem dokusunda zamkli ¢ikinti ve odun dokusunda ¢ukurluk simptomlart (Sekil
3.5C) gozlenen bahgelerden 6rneklemeler gergeklestirilmistir. Serbetgi otu i¢in ise;
Bilecik ili Pazaryeri ilgesi ve gevresindeki 35 koyii kapsayan iiretim alanlarindan
Erciyes, Brewers Gold, Aroma ve Ege cesitlerine ait Oncelikle viriis ve viriis
benzeri hastalik simptomu gosteren siipheli bitkilerden 6rneklemeler yapilmistir
(Sekil 3.5). Serbetci otunda 6rnek alimi 2017-2018 yillar1 Temmuz-Agustos aylari
arasinda bitkinin ciceklenme doneminde gerceklestirilmistir. Serbetci otu
bitkilerinde ise bitkilerde gdézlenen genel bodurluk (Sekil 3.6A), sararma (Sekil 3.6
B) ve yaprak simptomlaria (Sekil 3.6 C, D, E) gore drneklemeler yapilmaistir.

41



3. MATERYAL VE METOD Pakize GOK GULER

Sekil 3.4. Turunggillerde Adana, Mersin, Hatay ve Osmaniye illerinden alinan
orneklerde goriilen bodurluk (A, B), geriye dogru kuruma (C, D) ve
o6liim (E) simptomlar1

Sekil 3.5. Turunggillerde Adana, Mersin, Hatay ve Osmaniye illerinden alinan
orneklerde goriilen limonlarda govde catlamast (A, B) ve
mandarinlerde as1 noktasi lizerinde kabuk alt kisminda floem
dokusunda zamkl1 ¢ikinti ve odun dokusunda ¢ukurluk (C) simptomlar1

Sekil 3.6. Serbet¢i otu bitkilerinde Bilecik ili Pazaryeri ilgesinden alinan
orneklerde goriilen bodurluk (A), sararma (B) ve yaprak simptomlari
(C,D,E)
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3.2.2. Bitkisel materyallerin alimi

Turunggillerde bugiine kadar bulunmus olan 7 viroid tiirii i¢inde, bilinen
onemli hastaliklardan birisi olan exocortis’in etmeni CEVd’i belirlemek igin
clicelesme (bodurluk) gosteren, {iigyaprakli ve hibritleri {lizerinde yetistirilen
turunggil tiir ve g¢esitlerinde anag¢ kisimlarinda kabuk kavlamasi gosteren
bitkilerden o6rnek alimi gerceklestirilmistir. Turunggiller i¢in 6nemli hastaliklardan
bir digeri olan cachexia (gozeneklesme) hastaliginin etmeni olan HSVd’in ve
varyantlariin tesbiti i¢in ise mandarin ve mandarin hibritlerinde genel bodurluk
gozlenen, as1 birlesme noktasi iizerinde ve govde kabugu altinda (floemde)
zamklanma ve zamk paketi olusumu olan bitkilerden Ornek alimi
gerceklestirilmistir. Bununla birlikte CBLVd, CDVd etmenleri igin farkl turunggil
tiir ve c¢esitlerinde bodur agac¢ gelisimi, CBCVd etmeni igin ise farkli turuncgil
cesitlerinde bodurluk ve kabuk catlamasi simptom olugumlarima gore drneklemeler
yapilmigtir. Turunggil viroidlerinin yogun karisik infeksiyon halinde bulundugu
diistiniilen bitkilerde daha siddetli simptom olusumu gozlendigi disiiniilerek
orneklemeler daha agir simptomlu bitkilerden gergeklestirilmistir.

Adana ilinden 190 6rnek, Mersin ilinden 100 6rnek, Hatay ilinden 80 6rnek
ve Osmaniye ilinden 15 6rnek olmak tlizere toplamda 385 adet hastalik belirtisi
gosteren turunggil bitki Ornegi alinmistir. Arazi gozlemleri sonunda toplanan
ornekler, etiketlenip poset igerisine alinmistir. Etiketlenen drnekler buz igerisinde
muhafaza edilerek laboratuvara getirilmis, TNA ekstraksiyonuna kadar 6rneklerin
kabuk ve yaprak dokularindan ayr ayn alinarak, etiketlenip paketlenmis ve — 80
°C’de muhafaza edilmistir.

Serbet¢i otu bitkisi i¢in ise; yetistiriciliginin yogun olarak yapildig1 Bilecik
ili Pazaryeri il¢esinde Erciyes, Brewers Gold, Aroma ve Ege cesitlerine ait
bitkilerden ¢i¢eklenme peryodu olan Temmuz- Agustos aylarinda literatiirde
belirtilen gelisme geriligi (bodurluk vb.), yapraklarda sararma, nekroz ve/veya
deformasyon olusumu gosteren bitkilerden Ornekleme yapilarak c¢alisilmaya

baslanmistir. Serbet¢i otu bitkisinden toplam 214 adet 6rnek alimmistir. Her ilde
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viroid ile enfekteli olabilecegi diisiiniilen siipheli agaglarin her birinden, agaci
temsil edecek sekilde dort yanindan siirglin ve yaprak 6érnekleri alinmigtir. Alinan
ornekler ayr1 ayri 6rnek torbalarina konulmus, etiketlenmis ve testlenmek {izere
Biyolojik Miicadele Arastirma Enstitiisii Miidiirligii, Biyoteknoloji Laboratuvarina
sogutuculu termoslar igerisinde getirilmistir. Getirilen 6rneklerden fotograflamalar
yapilmis, kayitlar1 tutulmustur. TNA ekstraksiyonu sirasinda Orneklerin yaprak
dokular1 alinip s1v1 azotta ezilip etiketleri ile birlikte -80 °C’de muhafaza edilmistir.
TNA ekstraksiyonundan sonra tiim Ornekler bir ve/veya iki asamali RT-PCR
analizine tabi tutulmustur.

Arazi cikislart sonucunda pozitif olarak belirlenen bitkilerden ¢alisma
stiresince kullanmak, indikator ve stok bitkilere asilamak amaciyla as1 kalemleri

alinmustir.

3.2.3. Biyolojik indeksleme yontemini ve gen bankasinin olusturulmasi

Biyolojik indeksleme c¢aligmalar1 otsu ve odunsu bitkiler iizerinde
gerceklestirilmistir. Indikatdr bitkiler olarak turuncgil viroidleri icin Etrog citron
(C. medica L.) cv. 861-S-1 seleksiyonu indikator bitki olarak kullanilmigtir.
CEVd’ini ayirmak i¢in indikator olarak kadife bitkisi (Gynura aurantiaca) bitkisi
kullanilmigtir. HSVd i¢in ise indikatdr olarak hiyar (Cucumis sativus) bitkisi,
serbet¢i otu viroidleri i¢in lif kabagi (Luffa cylindrica) bitkisi kullanilmigtir.
Toplanan &rneklerden elde edilen ve RT-PCR sonucunda pozitif sonug veren
izolatlar segilerek TNA’leri mekanik inokulasyonda kullanilmigtir. Mekanik
inokulasyon iglemi igne yardimiyla bitki govdesine ¢izme seklinde (Stem slash)
gergeklestirilmistir. TNA’ler bitki govdesine ‘2 oraninda TKM ortami ile
sulandirilarak aktarilmistir. Cizme islemi uygulanan gévde kisimlari parafilmle
sarilarak nem kayb1 6dnlenmistir.

Mekanik inokulasyondan yaklagik iki ay sonra Etrog citron bitkileri kontrol
edilmeye baslanmis ve epinasti, nekroz olusumu ve bitki gelisimi gozlenmeye

calisilmistir. Otsu bitkilere gergeklestirilen inokulasyondan 2 hafta sonra gozlemler
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baslamis bogum arasi kisalma, epinasti, bodur gelisim, yaprak boyutu gibi
olusumlar pozitif degerlendirmeye alinmigtir.

Gen bankasi olusturmasi serbet¢i otu ve turunggiller i¢in elde edilen
izolatlarin Etrog citron ve turung iizerine asilanmasi ile gerceklestirilmistir.
Asilama islemleri araziden alinan ve pozitif olarak farkli viroidlerle enfekteli
orneklerin daha sonraki c¢alismalarda pozitif kontrol amaciyla kullanilmasi
amaclanarak yapilmigtir. Asilamada tohumdan yetistirilmis saglikli bitkiler
kullanilmig ve govdesi kalem kalinligina erismis bitkiler lizerine daha 6nce RT-
PCR ile viroid enfekteli oldugu saptanmis turunggil agaclardan alinmis goz ve
kabuk dokular1 asilanarak inokulasyon islemleri gerceklestirilmistir. Serbetci
otundan alan Ornekler ise mekanik olarak etrog citron bitkilerine aktarilmistir.
Mekanik inokulasyonda TKM tampon ¢ozeltisi kullanilmis ve igne yardimiyla
govdeye cizikler olusturularak enfekteli bitki 6zsuyunun inokulasyonu
gerceklestirilmistir. Bitki 6zsuyunun aktarilmasindan sonra yara yerleri parafilmle

kapatilmistir. Bitkiler iklimlendirme odalarinda ve serada muhafaza edilmistir.

3.2.4. Molekiiler Cahsmalarla flgili Yontemler

Molekiiler c¢aligmalarla viroidlerin saptanmasi asagidaki asamalarda
gergeklestirilmistir;

Total Niikleik Asit Ekstraksiyonu; CTAB (Cetyltrimethylammonium
bromide) tampon ¢ozeltisi temelli total niikleik asit (TNA) ekstraksiyonu Li ve
ark. (2008)’e gore modifiye edilerek uygulanmistir.  Ayrica GeneJet RNA
Purification Kiti (Thermo Fisher Scientific) ile kit protokoliine uygun olarak
gergeklestirlmistir.

RT-PCR uygulamalari,

Agaroz jelde kuvvetli bant gosteren ornekler lontek firmasina sekans
analizine gonderilmistir.

Elde edilecek olan niikleotid dizilimleri NCBI-Blast Gen Bankasindaki

veriler ile Mega Blast 7 ile karsilastirilarak genomik analizleri ortaya konmustur.
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Boylece elde edilen gen bankast verileri ile filogenetik analizler

gergeklestirilmistir.

3.2.4.1.Total Niikleik asit ve Total RNA ekstraksiyonunda Kkullanilan
yontemler
3.2.4.1.(1).Bitki dokularindan Total Niikleik asit extraksiyonu

Her iki bitki grubunda da viroidlerin aragtirilmasi molekiiler yontemlerle
laboratuvar ortaminda gergeklestirilmistir. Hastalik etmeni viroid RNA’larinin bitki
dokusundan saflagtirilmasi ve elde edilmesi Li ve ark. (2008)’¢ gore modifiye

CTAB yontemi ile gerceklestirilmistir.

3.2.4.1.(2).Total niikleik asit izolasyon calismalarinda CTAB Temelli Total
Niikleik Asit Ekstaksiyonu

Porselen havanlara alinan taze yaprak veya govdenin kabuk dokusundan
kazinmis drnekten (300-500 mg bitki 6rnegi) alinarak sivi azot ile iyice ezilmistir.
2 ml ependorf tiip igerisine 1 / 10 mg/hacim olacak sekilde ~2 ml’lik CTAB Buffer
(% 2 CTAB, % 2 PVP - 40, 100 mM Tris-HCI, pH: 8.0, 1.4 M NaCl, 20 mM
EDTA ve % 0,2 2- Mercaptoetanol) eklenmis ve Ornek iyice vortekslenerek
homojenize edilmistir.

Hazirlanan 6rnekler 65 °C termal blokta 30 dak. inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra &rnekler 4 °C ’de 10.000 rpm’de 5 dak.
santrifiijlenmistir. Ust fazdan yavasca bir sekilde 1 ml’lik temiz bir siv1 almarak
yeni 2 ml’lik ependorf tiipe aktarilmistir. Uzerine 1 ml Kloroform: Isoamil Alkol
(24:1) eklenerek kibarca alt iist edilerek karistirilmistir.

4 °C'de 13.000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenmistir.

Santrifiijden sonra tiipiin iist fazindan 750 pl’lik kismi, 1.5 ml’lik temiz bir
ependorf tiip igine transfer edilerek, iizerine 450 pl soguk Iso-propanol eklenmistir.
Kibarca birkag defa alt iist edildikten sonra -20 °C’de 30-60 dakika arasinda veya

bir gece inkiibasyona alinmistir.
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-20 °C’den ¢ikarilan Srnekler 13.000 rpm’de 10 dak. Santrifiijlendikten
sonra iistteki sivi faz dikkatli bir sekilde bosaltilmistir.

Pelet (kat1 faz)’e 1 ml % 70’lik alkol eklenerek 13.000 rpm'de 10 dakika
santrifiijlenmis ve % 70’lik etanol tiiplerin dikkatli bir sekilde g¢evrilmesi ile
dokilmiistiir.

Daha sonra 6rneklerin bulundugu tiipler hava veya vakumla kurutulmustur.

Kati kisim (pelet) 100 pl ddH,0 veya TE bufferda ¢ozdiiriilmiistiir.

Ekstrakte edilen total niikleik asit etiketlenerek kullanilincaya kadar -20
°C’de muhafaza edilmistir.

Yiiksek kalitede niikleik asit igcin A 260/280 degerinin optimum 1.8-2.0
degerleri arasinda olmasi RT-PCR c¢alismasinin verimliligini arttiracagt igin,
calismadan oOnce izole edilen RNA’larin spektrofotometrede dlglimleri
gerceklestirilmistir.

Ayrica orneklerden RNA izolasyonu i¢in GeneJET Plant RNA Prufication

Kiti kullanilmistir. Izolasyon asamalarini iceren kit protokolii asagida verilmistir.

3.2.4.1.(3). GeneJET Plant RNA Prufication Kiti Protokolii;
100 mg taze veya donmus bitki dokusu ezilerek kullanilmisgtir.

1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipine Plant RNA Lysis Solution’dan 500 pl
eklenmis ve lizerine ezilmig bitki 6rnegi konularak 10-20 sn vortekslenerek iyice
karigtirilmustir.

Ornekler 56 °C’de 3 dak. calkalayicili thermal blokta inkiibe edildikten
sonra 5 dak. 20.000g (14.000 rpm)’de santrifiijlenmistir.

Santrifiijden sonra iist fazdan (siipernatant) “450-550 ul’lik kisim temiz
mikrosantrifiij tlipine alinmis ve iizerine 250 pl soguk %96’lik etanol eklenerek
pipetle iyice karistirilmistir.

Hazirlanan karisim purifikasyon kolonu igeren toplama tiipiine pipetle
aktarilmis ve 1 dak. 12.000 g’de (*11.000 rpm)’de santrifiijlenmistir. I¢ine ¢dzelti

akan alttaki tlip atilarak kolon yeni tiipe aktarilmisgtir.
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Purifikasyon kolonun iizerine 700 ul Wash Buffer I (WB I) (etanol
eklenmis) eklenmis ve 1 dak. 12.000 g (11.000 rpm)’de santrifiijlenmistir.

Alta gegen sivi kisim atilarak saflagtirma kolonu 2 ml’lik yeni toplama
tiipiine yerlestirilmis ve purifikasyon kolonunun iizerine 500 pl Wash Buffer 11
(WB II) (etanol eklenmis) eklenmistir.

Daha sonra tiipler 1 dak. 12.000 g (11.000 rpm)’de santrifiijlenmis, alta
gecen solusyon atilarak purifikasyon kolonunun {izerine yeniden 500 pl Wash
Buffer II (WB II) eklenmis ve 1 dak. 12.000 g (11.000 rpm)’de santrifiijlenmistir.

Alt faza gegen kisim atildiktan sonra kolon 1 dak. max. hizda 20.000 g
(14.000 rpm)’de yeniden dondiiriilmiis ve alta gecen kisim tiiple birlikte atilmistir.
Purifikasyon kolonu RNase free 1,5 ml’lik toplama tiipiine aktarilmis ve RNA’y1
kolondan tiipe almak i¢in purifikasyon kolonunun membraninin merkezine 50 pl
niikleaz free su eklenerek 1 dak. 12.000 g (11.000 rpm)’de santrifiijlenmistir.

30 pg’dan daha yiiksek verim beklendigi zaman elution asamasi yani bir
onceki asama tekrarlanmis, iglem bittikten sonra purifikasyon kolonu atilmistir.

Saflagtirllmis RNA etiketlenerek kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza
edilmistir. -20 °C’den ¢ikarilan RNA’lar ¢ozdiiriildiikten sonra RNA’larin degrede

olmamasi amaciyla, ¢calisma asamasinda buz iizerinde tutulmustur.

3.2.4.2. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyon (RT-PCR) Testi
Elde edilen niikleik asit ekstraktlarindan RT-PCR ¢alismalart ve
komplementer DNA (cDNA) sentezi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

adimlarindan olusacak test i¢in agagidaki adimlar gerceklestirilmistir.

3.2.4.2.(1). Komplementer DNA (cDNA) Sentezi
Komplamenter DNA (cDNA) sentezi ticari olarak satin alinacak reverse
transcriptase enzimi iceren Thermo Scientific RevertAid RT c¢cDNA sentez Kkiti

(Thermo Scientific) kullanilarak kit protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir.
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Bu prosediire gore ilk olarak ependorf tiiplerinin igerisine 2-4 pl total
RNA, 1 pl Random Hexamer primer (0.5 pg/pl) (Cizelge 3.2) konulmus ve DEPC
suile 12 pl’ ye tamamlanmistir. Tiipler, mikrosantrifiijde 3-5 sn tutulduktan sonra
65 °C’de 5 dk inkubasyon uygulandiktan sonra tiipler buz ilizerine konulmus ve
iclerine sirastyla 4 pl 5x reaction buffer, 1 pl RiboLock RNase inhibitor (20u/pl), 2
pul 10mM dNTP mix, 1 ul RevertAid RT (200 U/ul) eklenerek toplam hacim 20 ul’
ye ayarlanmis ve kisa siireli santrifiij uygulandiktan sonra 25 °C’de 5 dk.’y1 takiben
42 °C’de 60 dk inkiibe edilmistir. Reaksiyon 70 °C’de 5 dk. inkubasyon
uygulanarak ¢cDNA sentez agamaui tamamlanmistir. Sentezlenen cDNA’lar, RT-

PCR’da kullanilincaya kadar {izere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4.2.(2).Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR islemi taq DNA polimeraz igin ticari firmanin (Thermo Fisher)
onerdigi prosediire gore 25 pl hacimde yapilmistir. Buna gore steril PCR tiipiine 2
ul cDNA, 12.5 pl PCR Master Mix (2x) (100mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KClI,
% 0.01 gelatin), 1.5 mM MgCl,, 250 pM dNTP’ler, 10 pmol (1’er pul primer
Fw/Rev), 2 iinite Tag DNA polimeraz ve 8 pl nucleaz free su eklenerek PCR
karigimi hazirlanmigtir. PCR ¢alismasinda kullanilan primerler Cizelge 3.2°de
verilmistir.

Hazirlanan tiipler PCR cihazina yerlestirilerek Sano ve ark. (2001)’nin uyguladigi
prosediire gore thermo cycle programi uygulanmustir.

Baglanma sicakliklar1 her etmen igin spesifik olan primerin sicakligina gore
ayarlanmistir. Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jelde elektroforez yapilincaya kadar

—20 °C’de saklanmustir.

3.2.4.2.(3). Tek Asamal Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
PCR)
RT-PCR ¢alismalarinda Thermo Scientific Verso 1-Step RT-PCR Hot-

Start Kit kullanilmigtir. RT-PCR reaksiyonu 25 pl hacimde hazirlanmistir. PCR
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reaksiyon bilesenleri olarak; 6,75 ul su, 12,5 pl 2X 1-Step PCR Hot-Start Master
Mix, 1,25 ul RT Enhancer, 1pl Forward primer (10uM), 1 ul Reverse primer (10
uM) (Cizelge...), 0,5 ul Verso enzim mix, 2 ul RNA (100 ng) kullanilmistir.
Calismada kullanilan primer ciftleri, elde edilen RT-PCR iriinlerinin biiytkIigi

ve baglanma sicakliklar1 Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Thermo Scientific Verso 1-Step RT-PCR Kit thermal cycler programi

Asamalar Sicaklik Stire Dongii Sayisi
Ik Ayrilma 95 °C 15 dakika 1 dongii
Ayrilma 94 °C 30 saniye

Baglanma Tm-7 °C 1 dakika 35 dongii
Uzama 70 °C 1 dakika

Son Uzama 72 °C 10 dakika 1 dongii

Hazirlanan PCR tiipleri thermal cycler cihazina yerlestirilmis ve kit
protokiinde belirtilen ve yukarida verilen 1-Step RT-PCR thermal cycler programi
uygulanmigtir (Cizelge 3.3). Primerlerin baglanma sicakliklar1 ise Tm derecelerinin
5-7 °C alt1 olacak sekilde ayarlanarak validasyon c¢aligsmalar1 gerceklestirilmis ve

en iyi bulunan sicaklikla ¢aligmalara devam edilmistir.

3.2.4.2.(4) .Agaroz Jel Elektroforez Calismalar:

RT-PCR c¢alismalar1 sonucunda ¢ogaltilan niikleik asitler 1X lik TAE (Tris
Acetate EDTA pH 8,3) cozelti ile hazirlanmis %2’lik agaroz jelde (Owens ve ark.,
2012) yiiriitiilmiistiir. Cam erlen igerisine 2 gr (%2) agaroz tartilarak konmus ve
iizerine 100 ml 1X TAE tampon ¢o6zeltisi ilave edilmigtir. Bu karisim mikro dalga
firrnda tamamen eriyinceye kadar isitilmis, iyice eriyen karisim 50 °C’ye
ayarlanmis 1sitici karigtiricida yavas yavas sogumasi saglandiktan sonra %5

oraninda Safe T stain boyasi agaroz jele eklenip biraz daha karigtirildiktan sonra

50



3. MATERYAL VE METOD Pakize GOK GULER

yatay elektroforez tankina uygun kalinlikta tarak yerlestirilmis tanklara dokiilmiis
ve lzeri alimiinyum folyo ile sarilarak kapatilip 30 dakika oda sicakliginda
polimerize olmasi i¢in beklenmistir. Jel tamamen donduktan sonra tarak ¢ikarilarak
jel aparati ile birlikte elektroforez tankina yerlestirilmis ve tiizerini 1-2 mm
kaplayacak sekilde 1 X TAE tamponu elektroforez tankinin igerisine
doldurulmusgtur. 10-12 pl PCR {iriinii iizerine 2-3 ul 6 X yiikleme tamponu
(Loading Dye) olacak sekilde toplam 12-15 pl’lik karigim jelde agilmis
kuyucuklara mikropipetle yiiklenmistir. Ornekler jele yiiklendikten sonra 6 ul 100
bp DNA Ladder (Thermo Scientific), en soldaki ¢ukura ve negatif ve pozitif
kontrollerde en sagdaki ¢ukurlara gelecek sekilde yilikleme islemi tamamlanmistir.
Tankin kapag: kapatilarak tankin hacmine gore 80 ml lik tank i¢in 80 Voltluk
elektrik akimi verilerek jelde 1 saat siireyle kosturulmustur. DNA Ladder da
bulunan en alttaki bandin son lcm alan kalana kadar yiirlimesi saglanarak islem
sonlandirilmistir. Jel boya igerdigi igin yliriitme islemi de kapali ortamda
gerceklestirilmistir. Islemin sonunda jel tanktan alinarak UV-transilluminatdrde
(Vilber marka) ultraviyole 151k altinda bant varligi goriintiilenmistir. Agaroz jel
elektroforez caligmalar1 Galitelli ve Minafra (1994)’da belirtilen protokoliin
modifiye edilmesiyle gergeklestirilmistir. Jel goriintiileme sisteminde, beklenen
molekiiler agirliga sahip olan 6rneklere ait PCR {irlinleri secilmis ve DNA dizi

analizi yaptirmak amaciyla PCR’da 50 pl olacak sekilde ¢ogaltilmigtir.

DNA Dizileme ve BLAST Analizi

RT-PCR c¢alismalar1 sonucunda belirlenen bazi izolatlar, dizi analizi i¢in
firmaya gonderilmistir. Firma tarafindan gonderilmis olan DNA dizileri kendi
aralarinda ve NCBI gen bankasindaki referans izolatlara ait olan kayitlarla genomik
ve filogenetik analizlerin yapilmasi amaciyla DNA dizileme ¢alismalarina
alinmistir. Bu amagla secilen PCR iiriinleri i¢in belirlenen firmadan ¢ift yonli

kismi genom dizi analizi hizmeti alinmistir.
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Sekans verilerine ait elde ettigimiz kromotogram dosyalari, ChromasPro
1.7.6 kromotogram analiz programina yiiklenerek analiz edilmistir. Her bir etmen
icin kullanilan forward - reverse primerlerle yapilan sekans verileri birlestirilmis ve
okumalara ait konsensiis diziler olusturulmustur. Elde edilen konsensiis diziler
NCBI gen bankasi veri tabaninda kayitli verilerle BLASTn analizleri yapilarak
karsilagtirilmistir. Sonug olarak veri tabaninda en yiiksek eslesme gosteren kayith
izolatlardan sec¢im yapilarak genomik ve filogenetik analizler gerceklestirilmistir.
Elde edilen niikleotit dizilerinin Mega 7 programinda Neighbour Joining istatistik
metodu ve Kimura 2 modeli kullanilarak dendogramlari ¢izilmistir. Dendogramlar
olusturulurken kullanilan bootstrap analizleri ise 500 ila 1000 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Bu sekilde, her bir viroidin diinyadaki farkli izolatlar ile
akrabalik iligkileri ortaya konulmaya ¢aligilmistir.
Ayrica yerel izolatlara ait olusturulan konsensiis diziler, NCBI gen bankasi veri
tabanina online olarak kayit edilerek erisim numaralar1 alinmistir.
Caligilan viroidler arasinda secilen bazi izolatlarda gen aktarma ve plazmidin

saflagtirilarak DNA dizi analizine gonderilmesi iglemi gerceklestirilmistir.

Gen Klonlamasi1 Calismalari

Top 10 invitrogen kit ile kit protokoliine uygun olarak gen klonlama islemi
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu 50 pl olacak sekilde ayarlanmigtir. Son
dongiiden sonra 72 °C 'de 7-30 dakikalik bir uzatma siiresi eklenmistir. PCR
iirlinleri agaroz jele yliklenerek kontrol edilmistir. Tek bant elde edilemeyen ¢oklu
bant gozlenen Ornekler elemine edilmis, niikkleaz kontaminasyonu ve bulas
risklerine dikkat edilerek PCR optimize edilmistir. PCR iiriinleri Bio-basic EZ-10
spin kolon PCR purifikasyon kiti ile kit protokoliine uygun olarak asagida
aciklandigi sekilde saflastirma islemi gergeklestirilmistir.

Bio-basic EZ-10 spin kolon PCR purifikasyon kit ile PCR {iriinlerinin

saflastirilmasi protokolii;
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PCR iiriinii 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiipline aktarilip izopropanol eklenmis
Tampon ¢6zelti B3’ten PCR {irlin hacminin 5 kat1 hacminde eklenmistir.

EZ-0 kolonuna hazirlanan karigim eklenmis ve oda sicakliginda 2 dakika
bekletilmig ve 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilmistir.

Kolon yeni tiipe aktarilip 750 pl yikama tampon ¢ozeltisi eklenmis ve
10.000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenmistir.

3.asamadaki yikama islemi tekrarlanip 10.000rpm’de yikama tampon
¢Ozeltisisi herhangi bir kalint1 kalmayacak sekilde santrifiijleme islemi
tekrarlanmustir.

Kolon temiz 1.5ml’lik mikrosantrifiij tiipline aktarilmis ve 30-50 pl elution
tampon c¢ozelti eklendikten sonra oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmis ve
10.000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenerek DNA elution asamasi tamamlanmustir.

Saflastirilan DNA ¢aligma asamasina kadar -20 °C’de bekletilmistir.

Saflagtirma isleminden sonra nanodropla saflastirilan iiriiniin kalitesine
bakilmis ve jele yiiklenmistir. Jel goriintiilemesinden sonra tek ve temiz bant elde
edilen &rneklerle isleme devam edilmistir. Top 10 Invitrogen kit protokoliinde
belirtildigi gibi;

Secilen Ornekler Top 10 Ligasyon mix ile oda sicakliginda 30 dakika
inkiibasyona tabi tutulmustur.

25ul Compotent cell + Syl Ligasyon iriinii 5 dakika buzda bekletme + 42
°C’de 30sn + Buzda bekletme islemleri yapilmistir.

Daha sonra drneklerin iizerine 250 pl SOC ortami eklenmistir.

1 saat 37 °C’de 200rpm’de inkiibe edilip ekim yapilmistir.
37"de 1 gece inkiibe edilmistir.

Koloni PCR ve Tek Koloni ¢izimi yapilmistir.

Koloni PCR’da istenen bant biiyiikliigiinde sonug veren orneklerle isleme
devam edilmistir.

S1vi LB besi yerine ekilen tek kolonilerden alinan 6rnekler 37 °C’de 1 gece

inkiibasyondan sonra Plazmit ekstraksiyon kiti ile ekstraksiyona tabi tutulmustur.
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Plazmit saflagtirilmasi yapilan Orneklerde EcoRI ile enzim kesimi
yapilmustir.

37 °C’de inkiibasyona tabi tutulmustur.

% 1.51ik jele yiikleme yapilmig ve jel goriintiilenmistir.

Plazmit saflastirilmasi yapilarak enzim kesim sonucuna bakilan iiriinlerde
beklenen bantlar elde edilen iiriinler direkt sekansa gonderilmigtir. Sivi LB besi
yerinde ¢ogaltilan 6rneklerin bir kismi1 Gliserol stok yapilarak -80 °C’de muhafaza
edilmistir.

QIAprep Spin Plasmid Miniprep Kit (50) (Katalog no: 27104) kullanilarak
kit protokoliine uygun olacak sekilde plazmid izolasyonu gercgeklestirilmistir.
Kullanmadan 6nce P1 tampon ¢ozeltisine son konsantrasyon 100 pg / ml olacak
sekilde RNase A eklenir. RNase A kullanimdan Once kisaca santrifiijlenmistir.
Hazirlanan buffer karistirildiktan sonra 2—8 °C'de saklanir.

PE Tampon ¢ozeltisi kullanmadan 6nce %96—100’liik etanol eklenmistir.

Tiim santriflij asamalar1 klasik mikrosantrifiijde 13,000 rpm (~17,900 x
g)’de gercgeklestirilmistir.

1 gece sivi kiiltiirde bekletilen 1-5 ml bakteri oda sicakliginda (15-25 °C)
3 dakika > 8000 rpm'de (6800 x g) santrifiijlenerek pelet elde edilmistir.

Kullanmadan 6nce PE Buffer’a ethanol (96—100%) eklenmistir.

P2 ve N3 Buffer’lar1 kullanilmadan 6nce tabanda ¢okelti olup olmadigina
bakilarak kontrol edilmistir. Cokelti olusmus ise Ozellikle Buffer P2 fazla
calkalanmadan 37 °C’de 1sitilarak ¢ozdiiriilmiistiir.

P2 tampon c¢ozeltisinin avadaki CO*den asitlesmesini 6nlemek igin
kullanimdan hemen sonra P2 tampon ¢6zeltisi i¢eren sisenin kapagi kapatilmistir.
P2, N3 ve PB tampon ¢ozeltisi irritanlar igerdigi i¢in bu tamponlari tutarken
eldiven giyilmistir.

Opsiyonel: Kit icerisinde saglanan LyseBlue reaktifi Tampon Pl'e
eklenmistir ve kullanmadan 6nce karistirilmistir. P1 Tampon ¢o6zeltisi i¢in; son 1:

1000 seyreltme i¢in sise basina 1 sise LyseBlue reaktifi kullanilmistir (6rn., 10 ml
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P1 Tampon ¢ozelti i¢ine 10 ul LyseBlue). LyseBlue, optimum tampon karigiminin
gorsel olarak tanimlanmasini saglayarak, verimsiz hiicre lizizine ve SDS'in,
genomik DNA'nin ve hiicre kalintilarinin eksik ¢dkelmesine neden olan yaygin

kullanim hatalarini 6nlemek i¢in kullantilmigtir.

Elution Asamasi;

Elution tamponunun dogrudan QIAprep membran merkezine
dagitildigindan emin olunarak DNA'nin optimal eliisyonu saglanmaya ¢alisilmistir.
Bir eliisyondan ortalama 50 upl tampon ¢ozeltisi eklendiginde son hacim 48ul
(QIAprep santrifiij prosediirleri) ve bir 100 ul hacim eliisyon tampon ¢ozeltisi
eklendiginde son hacim 60 pl (QIAprep multiwell prosediirleri) olarak elde
edilmistir.

Elution i¢in su kullanildiginda, PH <7.0 oldugunda DNA verimini
disiirebildigi icin, pH degeri 7.0 ile 8.5 arasinda ayarlanmustir.

DNA ayrica TE tamponunda (10 mM Tris - Cl, 1 mM EDTA, pH 8.0)

¢Ozdiirilmiistiir.

DNAnin saflastirilmasi

Peletlenmis bakteri hiicreleri 250 pl P1 bufferda eritilip, mikrosantrifiij
tiiptine aktarilmistir.

RNase A'nin Tampon Pl'e eklendiginden emin olunmustur. Sonra higbir
hiicre kiimesinin goriinmemesi i¢in pelet yeniden siispanse edilmistir.

LyseBlue reaktifi Tampon Pl'e eklendikten sonra, kullanmadan once
LyseBlue parcaciklarinin tamamen ¢oziildiiglinden emin olmak igin tampon
sisesini kuvvetlice sallanmigtir. Bakteriler, hiicre kiimeleri kalmayana kadar
vortekslenerek yada yukari ve asagi pipetlenerek tamamen yeniden siispanse
edilmistir.

250 pl Tampon P2 eklenmis ve tip 4-6 kez ters cevrilerek iyice

karistinlmistir. Tiip ters ¢evrilerek yavasca karistirilmistir. Vorteksleme genomik
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DNA'nin kesilmesine ve plazmidin kontaminasyonuna neden olacagi igin
yapilmamistir. Cozelti viskoz ve biraz berrak hale gelene kadar tiip alt iist edilerek
cevrilmeye devam edilmistir. Lyzis reaksiyonunun 5 dakikadan fazla siirmesine
izin verilmemistir.

LyseBlue Tampon Pl'e eklendiginde, hiicre siispansiyonu eklemeden
isleminden sonra maviye donmiistiir.

Tampon P2 karistirma islemi homojen renkli bir siispansiyonla
sonuglanincaya kadar devam edilmistir.

350 ul Tampon N3 eklenmistir. Tip 4-6 kez ters ¢evrilerek iyice
karistinnlmigtir. Lokalize ¢okelmeyi onlemek i¢in ¢dzeltiyi Tampon N3 ekledikten
hemen sonra iyice karistirilmistir. Biiyiik kiiltiir hacimlerinde (6rnegin, 5 ml) siire
10 kata kadar ters-diiz ¢evirmeyi gerektirmistir. LyseBlue reaktifi kullanilarak,
siispansiyon, tim mavi kalintilar1 gidene ve siispansiyon renksiz olana kadar
karistirlmistir. Homojen renksiz bir siispansiyon, SDS'nin etkili bir sekilde
cokeldigini gdstermistir.

Mikrosantrifiijde 13.000 rpm'de (~ 17.900 x g) 10 dakika santrifiijlenmistir.
Kompakt beyaz bir siipernatant olusumu gézlenmistir.

Adim 4'ten 800 pl siipernatant pipetlenerek QIAprep 2.0 Dondiirme Kolonuna
aktarilmistir. 30—60 saniye santrifiijlenmistir. Alta gecen akigkan kisim atilmustir.
Onerilen: QIAprep 2.0 Déndiirme Kolonunu 0,5 ml PB Tamponu eklenerek
yikama islemi gergeklestirilmistir.

30-60 sn. santrifiijlenmistir. Alt kisim atilmigtir. Bu adim, endA + suslari
kullanilirken eser niikleaz aktivitesini gidermek i¢in gerekli olan bir asamadir. XL-
1 Blue gibi konukcu suglar1 ve DH5a’da bu ek yikama adimi gerekmedigi igin
yapilmamustir.

0,75 ml Tampon PE eklenerek ve 30-60 saniye santrifiijlenerek QIAprep
2.0 Kolonu yikanmustir.
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Alta gegen sivi kisim atilmis ve kalan yikama tamponunu ¢ikarmak igin 1
dakika daha tam hizda santrifiijlenmistir. Onemli: Bu ilave santrifiijlemeden 6nce
stvi kisim atilmadik¢a kalan yikama tamponu tamamen gikarilmamigtir. Buffer
PE'den kalan etanol, sonraki enzimatik reaksiyonlari inhibe edebilmektedir.

QIAprep 2.0 Dondiirme kolonu temiz bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine
yerlestirilmigtir. DNA'y1 elute etmek icin, her QIAprep 2.0 Dondiirme Kolonunun
merkezine 50 ul EB Tamponu (10 mM Tris - CI, pH 8.5) veya su eklenmis, 1
dakika bekletilmis ve 1 dakika santrifiijlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Turuncgil Arazi Alanlan ile ilgili Gozlemler ve Ornek ahmlari

Turunggil viroidleri ile enfekteli bitki materyali temini igin yapilan arazi
calismalarinda Adana, icel, Hatay ve Osmaniye illerinden &rnekler almarak
caligilmistir. Adana ilinden 190 Hatay’dan 80, Mersin’den 100 ve Osmaniye
ilinden 15 6rnek olmak {izere toplam 385 turunggil 6rnegi ¢alismaya dahil edilerek
incelenmigtir (Cizelge 4.1.) Calisma kapsaminda toplanan 6rneklerden 100 adedini
mandarin izolatlar1,100 adedini portakal izolatlari, 120 adedini limon izolatlar1 ve
65 adedini altintop izolatlar1 olusturmustur. Orneklerin alindigi bahgeler genel
olarak damla sulamanin yapildigi bahge bakiminin ve bitki beslemenin dogru
yapildig1 modern bahgeler olarak gozlenmistir. Bunun yaninda 30 ve daha yukari
yaslarda bazi bahgelerde vahsi sulama yapildigi ve zaman zaman zamklanma
hastali§i  (Phytophthora citrophthora) ile yogun bir sekilde bulasik oldugu
gozlenmistir. Turunggil Orneklerinin toplandigi farkli turunggil bahgelerinde
yapilan simptomolojik gdzlemler sonucunda agaglarin genel goriiniimlerinde
bodurlagmalarin oldugu, siirgiinlerde bogum aralarinin kisaldigi ilk goze carpan
simptomlar olmustur. Bodurlugun yani sira mandarin agaclarinda as1 birlesme
noktasindan baglayarak agacin {ist kisimlarina primer dallarina kadar ilerleyen
floem dokularinda renk degisimi ve zamklanma simptomlar1 agaglarda gézlenen
diger bir makroskobik simptom olmustur (Sekil 4.1). Zamk olusumlar1 20 yas ve

yukari1 agaglarda daha yogun olarak gdzlenmistir.
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Sekil 4.1. CCaVd’in mandarin bitkilerinin gdvdelerinde olusturdugu simptomlar,
as1 noktasinin iist kisminda floem dokularinda zamkli ¢ikintilar (A, B)
ve bu c¢ikintilara karsilik gelen odun dokusunda cukurluklar seklinde
olusan simptomlar

CCaVd HSVd’nin turunggil varyanti olup turunggillerde Gozeneklesme
hastaliginin etmenidir (Semancik ve ark., 1998a). Bu etmen farkli varyantlara sahip
olup (CVdlla, CVd-IIb, CVd,llc) bu varyantlardan IIb ve Ilc turunggillerde
zamklanma simptomu olusturmakta Ila varyanti ise non cachexia varyanti olarak
adlandirilmakta ve turunggil agaclarinda zamklanma simptomu gelistirmemektedir
(Onelge ve ark., 2004). Arazide gdzlenen zamklanma simptomlarimin CCaVd
oldugu ve CVd-IIb ve CVd-Ilc olabilecegi diisiiniilmiis ve yiiriitiilen molekiiler
caligmalar sonucunda da bu kani dogrulanmustir.

Bazi viroid etmenleri 6zellikle de CEVd igin karakteristik hastalik belirtisi
olan anagta kabuk kavlamasi simptomu &rnek alimi igin sérvey yapilan alanlarda
fazla sayida gézlenmemistir. CEVd’nin kabuk kavlamas1 simptomu {i¢ yaprakli ve
hibridlerinin anag¢ olarak kullanildig1 turunggil plantasyonlarinda gozlenen bir
simptomdur (Duran Vila ve ark., 2000). Yapilan bu c¢alismada da 6rnek alimi
gerceklestirilen biitiin iller’de turung anacinin turunggil yetistiriciliginde kullanilan
neredeyse tek ana¢ durumunda oldugu tespit edilmistir. Ancak 6zellikle Adana ili
turunggil tretim alanlarinda son yillarda {i¢ yaprakli ve hibridlerinin yogun bir
sekilde anag¢ olarak kullanimina baglandig1 gozlemlenmistir. Bdlgede yapilan arazi

calismalar1 sirasinda C35 (C. sinensis Ruby ve Poncirus trifoliata) anaglarinda
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CEVd’nin makroskobik simptomu olan anag’da kabuk kavlama simptomlarina
rastlanilmigtir ( Sekil 4.2). Kavlama simptomlarinin gézlendigi bu anaglar 8 yas ve

tizeri turunggil agaclaridir.

Sekil 4.2. Turunggillerde 8 yas ve lizeri agaglarin anaglari {izerinde CEVd’in
olusturdugu simptomlar; kavlama (A) ve bitki habitiisiinde kiiglilme (B)
simptomlar1
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Cizelge 4.1. Turunggil sorvey alanlar1 ve alinan 6rnek sayilari

i Tigesi Toplam | Toplam | Agag Survey Alinan | Enfekteli
Alan (da) | Uretim sayis1 Alam Ornek Ornek
(ton) (Adet) (da)(%1)
Ceyhan 12248 13244 469242 122 35 22
Karaisali 1311 1533 52992 13 0 0
Karatag 93400 181936 4147958 934 40 29
Kozan 73810 109825 2024686 738 35 19
« Sarigam 5025 9308 154900 50 0 0
E Seyhan 95230 292349 3106605 952 40 37
< Yumurtalik | 13755 15724 514641 138 10 6
Yiiregir 273104 622270 8064250 2731 30 20
Cukurova 1157 1546 41530 12 0 0
Imamoglu 2061 10745 89546 21 0 0
Toplam 571101 1258480 18666350 | 5711 190 133
Altindzii 15 0 600 0 0 0
Antakya 541 1266 16865 5 0 0
Arsuz 36960 89798 1474900 370 13 11
Defne 3937 6560 151050 39 0 0
Dortyol 98000 216903 3759736 980 22 19
. Erzin 101680 326212 3549532 1017 29 18
g Hassa 0 107 4690 0 0 0
= Kirikhan 710 613 15170 7 0 0
Payas 4020 2556 124450 40 1 1
Samandag 33863 29114 753555 339 15 13
Yayladag 130 495 5200 1 0 0
Iskenderun 500 1574 13355 5 0 0
Toplam 280356 675198 9869103 2804 80 62
Akdeniz 58638 131747 1600966 586 10 7
Anamur 4850 17477 182190 49 0 0
Aydimcik 459 1249 21702 5 0 0
Bozyazi 679 2185 24970 7 0 0
Erdemli 107680 377013 3233700 1077 21 19
E Giilnar 207 498 5336 2 0 0
5 Mezitli 18600 57949 612800 186 19 12
= Silifke 33967 85161 934000 340 7 6
Tarsus 110368 496422 359582 1104 35 29
Toroslar 4973 15076 164039 50 0 0
Yenisehir 10444 42482 423474 104 8 5
Toplam 350865 1227259 7562759 3509 100 78
Diizi¢i 546 3168 32855 5 1 1
© Kadirli 800 2044 21924 8 1 1
= Merkez 2775 11326 130650 28 4 3
E Sumbas 4445 20605 178150 44 7 5
8 Toprakkale | 2380 8160 68066 24 2 2
Toplam 10946 45303 431645 109 15 12
Genel Toplam 1213268 3206240 36529857 | 12133 385 285
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Orneklerin toplandig farkl turunggil bahgelerinde yapilan simptomatolojik
gozlemler sonucunda agaglarin genel goriiniimlerinde bodurlagmalarin oldugu,
stirgiinlerde bogum aralarmin kisaldigi ilk géze c¢arpan simptomlar olmustur.
Turunggil gézeneklesme hastaligi (CCaVd) ilk kez 1950 yilinda Childs tarafindan
bulunmus ve Latincede kotii kosul anlamina gelen cachexia olarak adlandirilmustir.
Yiiriitiilen sorvey calismalarinda CCaVd igin floem dokularinda renk bozulmalari,
kahverengilesme, zamk olusumlari gozlenmistir. Farkli turunggil tiir ve ¢esitlerinde
belirlenen bu simptomlarin ayni etmenin, CVd-II'nin farkli varyantlar tarafindan
olusturuldugu Reanwarakorn ve Semancik (1998) tarafindan bildirilmistir. Citrus
Cachexia simptomu olusturmayan varyantlar (CVd-Ila) iicyaprakli anacinda agag
gelisimini etkilemekte ve hafif kabuk catlamalarina neden olabilmektedir (Duran-
Vila ve Semancik, 2003). Turung anaci lizerinde herhangi bir simptom olusumu
gdzlenmeyen, Turuncgil gozeneklesme hastaligina neden olan CCaVd (CVd-1lb)
varyantinin agaglarin kalem kisimlarinda gelisen simptomlara goére gozlem
yapilarak orneklemeler gergeklestirilmistir. Sorvey c¢alismalarinda ozellikle
mandarin agaclarinda CCaVd’nin makroskobik simptomlarina yogun sekilde
rastlanilmistir. Bu simptomlar 6rnek alimi igin sérvey gerceklestirilen tiim illerde
(Mersin, Adana, Hatay, Osmaniye) belirlenmistir. ilk olarak Kaliforniya’da
Duran-Vila ve ark. (1988) tarafindan varligi bildirilen CBCVd (CVd-1V) turunggil
yetistirilen iilkelerde en az gozlenen viroid olarak bildirilmistir (Duran-Vila ve
Semancik, 2003). Israil (Hadas ve ark.,1989) ve Tiirkiye’de (Onelge, 2000) as1 ile
taginan bodurlastirict faktor olarak bildirilen CVd-1V, tiim turunggil ¢esirlerinde
simptomsuz olarak herhangi bir hastalik olusturmadan bulunurken (Duran-Vila ve
Semancik, 2003) laym ve limonlarda kabuk catlamalari simptomlart gosteren

agaclar bolgemizde oldukga yogun belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Kiitdiken ve Meyer limon cesitlerinde gévde ve siirgiinde kabuk catlama
simptomlar1

Pospiviroidae familyast Apscaviroid cinsi iginde tanimlanan CVd-V ilk
olarak 2008 yilinda Atalantia citroides bitkisine aktarilarak tanimlanmistir (Serra
ve ark., 2008). Daha sonra yapilan galigmalarda etmenin bir¢ok lilke ile birlikte
Tiirkiye’de (Onelge ve Yurtmen, 2012), oldukca yaygin oldugu bildirilmistir. CVd-
V’in basta portakal, mandarin, mandarin hibridleri, turung ve kamkat olmak {izere
pek ¢ok turunggil tiir ve gesidinde ve akraba tiirlerde bulunabildigi belirlenmis
(Serra ve ark., 2008) ve bu etmenin tek basina turunggil ¢esitlerinde bulunmadigi
diger viroidlerle (CBLVd, CDVd) bir arada bulunma nedeni ile turunggil
cesitlerinde gelistirdigi Dbelirtilerin heniliz bilinmedigi arastiricilar tarafindan
bildirilmistir (Serra ve ark., 2008, Hamdi ve ark., 2015). Gergeklestirilen

ornekleme c¢alismalarinda bu etmene 6zel belirtiler gézlenmemekle birlikte RT-
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PCR c¢aligmalarinda her iki etmenin varligi pek cok agacta tespit edilmistir. Bir
diger viroid etmeni olan CVd- VI (CVd- OS) ise ilk olarak Japonya’da yapilan bir
caligmada Ito ve ark. (2001) tarafindan turunggil bitkilerinde elde edilerek
adlandirtlmistir. CVd-VI’'nin CEVd, CVd-III ve CVd-1V ile benzer bir niikleotit
dizilimine sahip oldugu ve biiyiik olasilikla bu viroidlerin replikasyonu sirasinda
rekombinat olarak ortaya c¢ikan kimerik bir viroid olabilecegi arastiricilar

tarafindan belirtilmistir (Ito ve ark., 2001).

4.2.Serbet¢i Otu Yetistiricilik Alanlarinda Arazi Gozlemleri

Bu calismanin diger bir bitkisel iiriinii olan Serbetgiotu bitkilerinde
bulunan viroid etmenlerinin arastirilmasi ¢aligmasi kapsaminda Tiirkiye’de tek
yetistiricilik alan1 olan Bilecik iline bagli iiretim alanlarinda sérvey calismasi
gerceklestirilmis ve yaklasik 1400 dekarlik alan gezilerek ornekler toplanmistir
(Cizelge 4.2) Bilecik iiretim alanlarinda baslica dort ¢esit; Erciyes, B.gold, Aroma,
Ege ¢esitleri olmak iizere 1400 da alanda iiretilmektedir. Calisma kapsaminda bu

iiretim alanindan viroidle enfekteli olabilecek 214 6rnek toplanmustir.
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Cizelge 4.2. Serbetci Otu Survey Alani ve Toplanan Ornekler

ilce Lokasyon Survey Alman Alman Enfekteli 6rnek sayisi
alam (da) Cesit Ornek HLVd HSVd
sayisi
Bilecik/Pazaryeri Derekoy, ~410 Erciyes 40 29 14
Bilecik/Pazaryeri Arapdede ~146 B.gold 20 11 5
Bilecik/Pazaryeri Kinik ~116 Aroma 10 6 1
Bilecik/Pazaryeri Merkez ~100 B.gold 24 13 6
Bilecik/ Pazaryeri Kiigiikelmali ~100 Aroma 25 13 9
Bilecik/ Pazaryeri Firinlar ~50 Ege 5 3 -
Bilecik/ Pazaryeri Bulduk ~50 Erciyes 4 2 -
Bilecik/ Pazaryeri Gilimiigdere ~50 Ege 5 3 -
Bilecik/ Pazaryeri Sarnig ~50 B. gold 5 3 -
Bilecik/ Pazaryeri Giinyurdu ~100 Erciyes 20 12 6
Bilecik/ Pazaryeri Giide <10 B.gold 5 4 1
Bilecik/ Pazaryeri Biiyiikelmali <10 Erciyes 4 3 2
Bilecik/ Pazaryeri Ahmetler <10 B.gold 4 2 -
Bilecik/ Pazaryeri Karadede <10 Ege 5 3 -
Bilecik/ Pazaryeri Sariday1 <10 Aroma 6 5 3
Bilecik/ Pazaryeri Alinca <10 B.gold 4 2 -
Bilecik/Merkez Alpagut >50 B.gold 7 4 2
Bilecik/Merkez Erkoca >50 Erciyes 7 5 2
Bilecik/Merkez Karaagag <10 Ege 5 3 -
Bilecik/Merkez Cavus <10 Aroma 4 2 -
Bilecik/Merkez Kinik <10 B.gold 5 3 -
Toplam Survey Alani: ~1400 da Toplam 214 131 51
Ornek

Toplanan 214 izolattan 75 adedi Erciyes, 74 adedi B.Gold, 45 adedi Aroma
ve 20 adedi Ege cesitleridir (Cizelge 4.2).

HSVd bes farkli bitki grubunu enfekte edebilen polifag bir etmendir.
Etmen sert ve yumusak cekirdekli meyve agaclarinda, bag alanlarinda, sebzelerde
ve turunggillerde farkli varyant olusturmakta ve farkli hastalik goriiniimleri
yaratmaktadir. HSVd’nin ilk olarak serbet¢i otunda varligi Japonya’da
bildirilmistir (Yamamoto ve ark.,1970). Bilecik ili serbet¢i otu yetistiricilik
alanlarinda bu viroid ile ilgili ilk gozlemler etmenin bodurluk olusturmasidir.
Viroidlerin genel bir 6zelligi olan bodurlasma simptomu HSVd icin oldukca
belirgindir. Sarilict bir bitki olan serbetci otu bu viroid ile enfektelendiginde yari

boyuta ancak ulasabilmektedir. Gezilen alanlarda goriilen en belirgin simptom
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etmenin bodurlagtirict etkisi olmustur ( Sekil 4.4.).Bogum aralarinda kisalmanin
normal gelisen bitkilere oranla ¢ok daha fazla oldugu gozlenmistir. Ayrica yogun
olamamakla birlikte yapraklarda klorozlagsma,ve benecklenme simptomlart da

gozlenmistir (Sekil. 4.5).

Sekil 4.4. Serbetci otu bitkisinde goriilen bodurlagsma (A), gévde yarilmasi (B) ve
yaprak kiigiilmesi (C) simptomlari

Sekil 4.5. Serbet¢i otu bitkisinde goriilen yogun yaprak simptomlari; yaprak
lekelenmesi (A, B) ve kloroz olusumu (C) simptomlari
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Bodur bitkilerde bogum aralarinin olduk¢a kisa gelistigi gézlenmistir.
Bununla birlikte kozalaklar oldukea kii¢iik gelismekte ve dnemli verim kayiplarina
yol agmaktadir. Arazide gozlenen diger bir simptom ise yapraklarda sararma ve
kivrilmalar olmustur. Bazi bitkilerde geriye dogru kurumalar gézlenmistir. Hop
latent viroid’i ise serbet¢i otu iiretim alanlarinda belirlenen ikinci viroiddir. Latent
olarak isimlendirilmesinin nedeni Hop stunt viroidi gibi belirgin simptonlar
olusturmamasi ve bitkilerde latent formda yani simptomsuz olarak bulunmasidir.
Etmen yaklasik %8 olaninda 6nemli oOlglide verim kaybi1 olusturmaktadir.
Aragtirma amaciyla gezilen serbetci otu alanlarinda etmenle ilgili belirli bir
simptom tablosuna rastlanmamustir. Ancak genel olarak gezilen dikim alanlarinda
birtakim yetistiricilik hatalarinin yapildig1 6zellikle bitkilerin yeterli beslenmedigi

gozlenen simptomlar arasindadir.

4.3.RT-PCR Cahismalari ve Elde Edilen Bulgular
4.3.1.Turuncgil Viroidlerinin RT-PCR Cahsmalar ile Belirlenmesi

Caligmada turuncggil viroidlerinin tanilanmasi TNA ekstraksiyonu ve RT-
PCR c¢aligmalar ile gergeklestirilmistir. Bu kapsamda portakal ve mandarinden
100er 6rnek, limondan 120 ve altintoptan 65 6rnek alinarak toplamda 385 6rnek
RT-PCR c¢aligmasina alinmistir (Cizelge 4.3). Alinan 6rnekler yedi farkli viroid
etmeni acisindan incelenmistir. Bu viroidlerden Turunggil ¢esitlerinde hastalik
olusturan iki etmen vardir. Bunlar Turunggil exocortis viroidi ve turunggil cachxia
viroididir. CEVd turunggillerde ciicelesme hastaliginin etmenidir. Bulasik oldugu
agacglarda genel bir bodurluk olusturmakla birlikte bir ana¢ hastaligt olup
ticyaprakli ve hibridlerinde as1 birlesme noktasina kadar kabukta kavlama ve
catlamalar olusturmakta ve bu olusan catlaklardan diger bazi toprak kokenli
patojenlerin giris kapisini olusturabilmektedir. Aragtirma kapsaminda ele alinan
385 odrnegin 67 tanesinin yapilan RT-PCR c¢aligmalari ile CEVd etmeniyle bulasik
oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.3.°de goriildiigii gibi CEVd o6rneklemelerin

gerceklestirildigi biitlin turunggil tiirlerinde en fazla goriilen etmendir. Tiim
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turunggil viroidleri mekanik olarak as1 bigaklar1 ve budama aletleri ile bitki 6zsuyu
bulagiklig1 nedeniyle kolayca mekanik olarak tasinabilmektedir (Roistacher,1991).
Bu viroidler i¢inde mekanik olarak tasindigi en fazla belirtilen viroid CEVd’dir.
Etmen tiim diinyada turunggil yetistirilen alanlarda yaygin olup mekanik taginimi
nedeniyle oOzellikle sertifikali bitki yetistiriciliginin uygulanmadigi ilkelerde
yaygin olarak bulunmaktadir. CEVd’i RT-PCR yontemi ile kolayca saptanabilen
bir etmendir. Etmen 371nt de sahip olup %2’lik agar jejde olusturdugu bant da ayni
seviyededir. Sekil 4.6.’da. goriildiigli gibi CEVd farkli primer ¢iftleriyle

belirlenmeye ¢alisilmigtir.

2 3 4 5 6 7 8 9 PC NC

— ) e— - — ~ oD G CGESD SE— 370bp

100bp CEVd
Sekil 4.6. Mersin ilinden alinan turunggil 6rneklerinde CEVd F/R primer ¢ifti ile
371 nt biyikliginde cogaltilan bolgenin agaroz jel goriintlisi. M:
marker.1, 2, 3, 4: Washington navel ¢esidi portakal ornekleri, 5, 6
satsuma mandarin ornekleri, 7, 8, 9: Meyer ¢esidi limon ornekleri PC:
pozitif kontrol, NC: negatif kontrol

Caligmada kullanilan tiim primerler etmeni belirlemede etkili bir sekilde
pozitif sonuclar vermistir (Cizelge 4.4).

Turunggil yaprak kivrilma viroidi (CBLVd) 6zellikle Akdeniz iilkelerinde
yaygin olan bir viroid etmenidir. Etmen 318-328 nt sayisina sahip olup yiiriitiilen
calismada da benzer olarak (Sekil 4.7) agar jelde 318 seviyesinde bant gelisimi
gdstermistir. Incelenen drneklerden 33 tanesi CBLVd ile enfekteli oldugu RT-PCR

caligmalarinda belirlenmisgtir.
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Sekil 4.7. CBLVd F/R primer ¢iftleri ile turunggil Orneklerinde 327 nt
seviyesinde ¢ogaltilan bélgenin agaroz jel goriintiisii. M: marker, 1, 2, 3,
4: Washington navel ¢esidi portakal ornekleri, 5, 6 satsuma mandarin
ornekleri, 7, 8, 9: Meyer ¢esidi limon 6rnekleri PC: pozitif kontrol, NC:

negatif kontrol
CBLVd’nin en fazla gorildiigii turunggil cesitleri limon portakal ve
mandarin olmustur (Cizelge 4.3). Etmen altintop cesidinde sadece 3 oOrnekte
belirlenmistir. Etmenin turunggil viroidlerinin genel replikator bitkisi olan etrog
citron iizerinde yaprak da tek bir noktadan biikiilme olusturdugu bunun disinda
turunggil ¢esitlerinde herhangi bir hastalikla iligkilendirilmedigi yapilan
caligmalarla bildirilmistir (Calavan ve ark., 1964; Duran-Vila ve ark., 2009; Murcia
ve ark., 2009; Wu ve ark.,2014; Vernicre et al., 2002) . Bu ¢alismada da diger
caligmalara benzer olarak etmen etrog bitkisinde tek noktadan biikiilme simptomu
gerceklestirmis (Sekil 4.1) olup 6rnek alinan bitkilerde etmene ait herhangi bir

bulguya rastlanilmamustir.

Cizelge 4.3. RT-PCR caligmasi ile Turunggil Viroidlerinin Belirlenmesi

Cesit Omek | CEVd | CBLVd | CCaVd | HSVd | CDVd | CBCVd | CVdV | TOPLAM
Sayis1 (Im av)

Portakal 100 17 10 15 11 9 11 4 77

Mandarin 100 18 9 14 15 6 5 3 70

Limon 120 20 11 17 18 10 11 6 93

Altintop 65 12 3 11 15 5 4 2 45

Topam 385 67 33 57 59 30 31 15 285
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Turunggil cachexia viroidi (CCaVd) mandarin ve hibridlerinde Turunggil
gbozeneklesme hastaligini olusturan ikinci viroid hastaligidir. Hastalik {ilkemizde
mandarin agaglarinda oldukea sik rastlanan, floem dokusunda renklenme kabukta
zamkl1 ¢ikintilara ve odunda buna karsi gelecek sekilde g¢okiintiilere neden olan
onemli bir hastaliktir (Sekil 4.1). Hastalik nedeniyle geriye dogru kurumalar ve
onemli verim kayiplar1 olugsmaktadir.

Toplanan 385 6rnegin 57 tanesinin bu hastalik etmeni ile bulagik oldugu
RT-PCR calismalariyla ortaya konmustur (Cizelge 4.3). Sekil 4.8’de goriildiigi

gibi etmen %2’lik agaroz jelde yaklagik 300nt seviyesinde bant vermistir.

CCaVd

Sekil 4.8. CCaVd F/R primer ciftleri ile turunggil 6rneklerinde 300 nt seviyesinde
olusturdugu bant goriintiileri. M: Marker, 1, 2, 3, 4: Adana iline ait
mandarin 6rnekleri, 5, 6, 7, 8: Mersin iline ait mandarin 6rnekleri. PC:
Pozitif kontrol, NC: Negatif kontrol

Yiriitilen 6rnekleme g¢aligmasinda toplanan 385 Ornekten portakallar’da
15, mandarindenler’de 14, limonlar’da 17 ve altintoplar’da 11 6rnek olmak {izere
toplam 57 6rnegin bu hastalik ile bulasik oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3).
CCaVd HSVd’nin turunggil varyantidir (Reanwarakorn ve Semancik,1999).
HSVd genel olarak turunggil disinda serbet¢i otu bitkilerinde, tas g¢ekirdekli
bitkilerde, baglarda bulunan farkli nukleotid dizilimine sahip varyantlari
bulunmaktadir (Sano,2003). HSVd turunggillerde CCaVd varyantt disinda non-
cachexia olarak adlandirilan diger varyantlar1 da igerecek sekilde bulunmakta ve

enfeksiyon gerceklestirmektedir. Yiiriitiilen bu ¢alismada non-cachexia primerleri

71



4. BULGULAR VE TARTISMA Pakize GOK GULER

kullanilarak portakallarda 11,mandarinlerde 15,limonlarda 18 ve altintoplarda 15
olmak fiizere toplamda 59 O6rnegin non-cachexia varyanti ile enfekteli oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.3) HSVdnin noncachexia varyantt da CCaVd oldugu gibi
yaklasik 300nt (bp) seviyesinde jel {izerinde bant olugturmustur ( Sekil 4.9.) Ayrica
kullanilan diger bir primer ile noncachexia varyanti 220bp seviyesinde bant

olusturmustur (Sekil 4.9)

NP ARG s GaEy asy 220b

HSVd non-cachexia

Sekil 4.9. HSVd F/R primer ciftleri ile turunggil 6rneklerinde 220 nt seviyesinde
olusturdugu bant goriintiileri. M: Marker, 1, 2, 3, 4: Adana iline ait
mandarin Ornekleri, 5, 6, 7, 8: Mersin iline ait mandarin 6rnekleri. PC:
Pozitif kontrol, NC: Negatif kontrol

Citrus dwarfing viroid (Turunggil bodurluk viroid’i; CDVd) etmeni

Diinya’da turunggil yetistiriciliginin yapildig1 baz1 {ilkelerde bodur turunggil

yetistiriciliginde kullanilan bir viroid etmenidir. Etmen turuncggillerde genel bir

bodurluk olusturmakta olup yine bodurluk olusturan diger bir viroid olan CEVd
gibi herhangi bir hastalikla iligkilendirilmeyen bir viroid etmenidir (Eiras et al.,

2013). Giiniimiizde bodur turunggil yetistiriciliginde farkli yontemlerden biri de

CDVd’nin gen aktarimu ile turunggil tiir ve ¢esitlerine aktarilmasi ve 6zellikle bitki

koruma uygulamalarinin kolayligi yoniinden tercih edilen bununla birlikte birim

alandan elde edilen iiriin artisiyla yetistiricilik agisindan avantajlar saglayan bir
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iretim bicimidir (Gonzatto ve ark.,2022). Caligmada incelenen 385 ornegin 30

tanesi (Cizelge 4.3.) CDVd ile enfekteli olarak belirlenmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. CDVd F/R primer ¢iftleri ile turunggil 6rneklerinde 297 nt seviyesinde
olusturdugu bant gorintiileri. 1, 2, 3, 4, 5 nolu drnekler portakal
izolatlar1 6, 7, 8 nolu Ornekler mandarin izolatlari. M: markor, PC:
Pozitif kontrol, NC: Negatif kontrol

CVd IV herhangi bir hastalik olusturmayan ve diinyada yaygin olarak
bulunmayan ancak Akdeniz bolgesi turunggil yetistiriciligi yapilan alanlarda daha
yaygin bulunan viroid etmenidir. Etmen Citrus bark cracking viroid (CBCVd, CVd
IV) turunggillerde hafif bodurluk olusturdugu bazi arastiricilar tarafindan
bildirilmistir (Khoo ve ark.,2017). Etmen ozellikle limonlarda kabuk ¢atlakligi
olusturmaktadir (Sekil 4.3).

Bu catlamalar genellikle limonun hizli biiyiimesinden kaynaklandigi
disiiniilse de yiiriitiilen ¢caligmalarda ¢atlamalara CBCVd’inin neden oldugu ortaya
konmus ve CVd IV olarak bildirilen isimlendirilme CBCVd olarak degistirilmistir
(Cao ve ark., 2010). CVd IV son yillarda bildirilen yeni bir viroid etmeni olup
turunggil bitkilerinin genel replikator bitkisi olan etrog citronda epinasti belirtileri
olusturan bir viroid etmenidir. Caligmada incelenen 385 O6rnegin 31 tanesinde
CBCVd varligi belirlenmistir. Etmen portakal ve limon 6rneklerinden 11 tanesinde
belirlenirken mandarinlerde 5 altintoplarda ise 4 ornekte belirlenmistir (Cizelge.
4.3). Etmen i¢in kullanilan primer c¢ifti ile yapilan PCR sonucunda 284 bp

seviyesinde bant olusumu gozlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. CBCVd F/R primer ciftleri ile turuncgil Orneklerinde 284 nt
seviyesindeki olusturdugu bant goriintiileri. M: markor, 1, 2, 3, 4 nolu
ornekler Mersin limon izolatlar1 5, 6, 7, 8 nolu 6rnekler Adana limon
izolatlar1. PC: Pozitif kontrol NC: Negatif kontrol

CVd V son yillarda bildirilen yeni bir viroid etmeni olup turunggil
bitkilerinin genel replikator bitkisi olan etrog citronda epinasti belirtileri olusturan
bir viroid etmenidir. Caligmaya alinan 6rneklerden 15 tanesinde CVd V etmeninin
varligma rastlanilmistir (Cizelge 4.3). Etmen agisindan yapilan RT-PCR
caligmalar1 sonucunda 294 bp biiylikliigiinde bant olusumu elde edilmistir (Sekil

4.12).

Sekil 4.12. CVd-V’in F/R primer giftleri ile turunggil orneklerinde 300 nt
seviyesindeki olusturdugu bant goriintileri. M: markor, 1, 2, 3
Mersin limon izolatlari, 5, 6 Mersin portakal izolatlari. NC: negatif
kontrol.
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Genel olarak Dogu Akdeniz Bolgesi turunggil alanlarini viroid hastaliklar
ve turunggil viroidleri agisindan degerlendirecek olursak RT-PCR caligmalari ile
yiiriitiilen aragtirmada 6rnek alinan 385 izolattan 285 adedinin viroidlerle enfekteli
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3). Yiizde olarak izolatlarin %74 {iniin viroid
etmenleri ile enfekteli oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir. Simdiye kadar yapilan
caligmalara baktigimizda Cukurova bolgesinde CEVd ve CCaVd’nin yani sira
CBLVd, CDVd, CBCVd, CVd-V’in viroidlerin varligimi ortaya koymuslardir
(Onelge,1994; Onelge ve ark.,2000; Onelge, 2007). Yine yiiriitiilmiis bir ¢alismada
mandarinlerin %37 oraninda CCaVd ile enfekteli oldugunu belirlemistir (Giilli,
1989).

Turunggil viroidleri diinyada turunggil yetistiriciliginin yapildig1r tiim
iilkelerde varligi bildirilmis olan etmenlerdir. Bu etmenlerden 6zellikle ikisinin
(CEVd ve CCacVd) hastalik olusturmasi, diger turunggil etmenlerinin ise heniiz
herhangi bir hastalikla iliskilendirilmedigi giiniimiize kadar bir¢ok arastirici
tarafindan belirtilmistir (Hadidi ve ark., 2003). Bu etmen grubunun bolgemizde bu
kadar yaygin olmasmin nedeni iilkemizde bir¢ok c¢alismaya ragmen heniiz
hastaliklara karsi testlenmis sertifikali bitki turunggil fidami yetistiriciligi ve
kullaniminin olmamasidir. Uretimde diinyada 8 sirada yer almamiz ve giiniimiizde
en fazla rekabet ettigimiz Ispanya iiretimine yetismemize ragmen sertifikali
iretimimiz heniiz ger¢ceklesmemistir. Bu {ilkemiz agisindan biiyiik bir eksiklik olup
viroid etmenlerinin ve baz1 viriis hastaliklarinin bélgemizde bu kadar yaygin olarak
bulunmasinin baglica nedenidir. Bolgemizde diger bir sorun ise budama yapilirken
ozellikle limonda obur dal ve diger turunggil ¢esitlerinde kuru alma ve sekil verme
islemleri sirasinda yeterli hijyen kosullarina uyulmamasi ve mekanik olarak
kolayca bitki 6zsuyu ile taginabilen viroid grubu patojenlerin turunggil agaclarina

bulagmasidir.
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4.3.2.Serbetci Otu Viroidlerinin RT-PCR Cahismalari ile Belirlenmesi

Serbet¢i otunda bulunan viroidlerin belirlenmesi amaciyla yiriitiilen RT-
PCR c¢alismasinda 4 serbet¢i otu c¢esidinden toplam 214 0&rnek toplanarak
incelenmistir. Toplanan izolatlarda Hop stunt viroid (HLVd) ve Hop latent viroid
(HSVd)’lerinin varhigr arastinnlmistir (Cizelge 4.2). Bilecik ilinde en fazla
yetistirilen iki serbet¢i otu ¢esidinden Erciyes ¢esidinden 75, B gold ¢esidinden ise
74 ornek almmigtir. Bu iki c¢esitte bulunan viroidlere baktigimizda Erciyes
¢esidinde 51 izolatta HLVd, 24 izolatta ise HSVd etmenleri belirlenmistir.
Yetistirilen diger cesitler olan Aroma ve Ege cesitlerinden gerceklesririlen RT-
PCR c¢alismalarinda ise Aroma g¢esidinde 26 izolatta HLVd, 13 izolatta ise HSVd
(Cizelge 4.4) belirlenmistir. Ege ¢esidinde 12 izolatin HLVd ile enfekteli oldugu
belirlenmistir. Tolamda 214 isolatin 131 tanesi HLVd ile 51 izolat ise HSVd ile
enfekteli bulunmustur (Sekil 4.13 ve 4.14). Calismada ele alinan viroid izolatlar1
genel anlamda karisim halinde bulundugu her iki viroid etmeninin bir arada

bulundugu izolat sayisinin ise 39 oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.4. RT-PCR yontemi ile serbetci otu’nda bulunan viroidlerin belirlenmesi

Cesit Ornek Sayis1 | Enfekteli Ornek Sayisi
HLVd HSVd Mix
Enfeksiyon

Erciyes 75 51 24 19

B. Gold 74 42 14 11

Aroma 45 26 13 9

Ege 20 12 0 0

Toplam 214 131 51 39
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123456 78M9 10 1112131415161718192021 222324 M 252627 28 29 30 31 32

33 34 35 36 37 38 39 40 MA1 4243444545647 48495051 5253545556 M 57 5B 59 60 61 62 63 64 NK

HpSvd 200bp

Sekil 4.13. Bilecik ili Serbet¢i otu 6rneklerinde HSVd F/R primer c¢iftleri ile 200
nt seviyesinde olusturdugu bant goriintiileri. M: Markor, NK: Negatif
Kontrol, 1...64: Serbet¢i otu 6rnekleri

123 456 678 M91011121314151617181920 21222324 M 25 26 27 28 29 30 31 32

33 34 3b 36 37 38 3940 M 41 42 43 44 454647 48 4950 b1 52 53 64 6666M b7 b8 59 60 6162 6 64 NK

Sekil 4.14. Bilecik ili Serbet¢i otu drneklerinde HLVd F/R primer ciftleri ile 260
ve 360 nt seviyesinde olusturdugu bant goriintiileri. M: Markor, NK:
Negatif Kontrol, 1...64: Serbet¢i otu 6rnekleri
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HSVd varyantlar1 bes filogenetik gruba ayrilmistir; Bunlar 1) erik (erik-
seftali-badem-kaysi1) grubu (Plum) 2) serbet¢i otu (-asma) grubu (Hop), 3)
turunggil cachexia grubu (Citrus), 4) erik-turunggil grubu (P-C) 5) erik/serbetci
otu/turunggil 3 (P-H/cit3) grubudur (Ragazzino ve ark., 2004). Etmenin ilk olarak
serbetci otu bitkilerinde saptanmasi nedeniyle bu isim verilmistir. Serbet¢i otu
clicelik viroidi serbet¢i otunda bogum aralarinin kisa olmasina dolayisiyla bodur
bitkilerin gelisimine neden olmaktadir. Dolayisi ile verim kayiplarinin olugsmasina
neden olmaktadir. Etmen diinyada serbet¢i otu yetististiricilik alanlarinda yaygin
olarak bulunan bir patojendir (Sasaki ve Shikata, 1980, Radisek ve ark., 2012).
Serbetci otunda saptanan ikinci viroid etmeni ise HLVd’dir. Etmen 255-256 nt
seviyesinde bant olusturmaktadir. Etmenin serbetci otu bitkilerinde herhangi bir
belirti olusturmamasi nedeni ile latent olarak adlandirilmistir. Ancak serbet¢i otu
bitkilerinde koza gelisiminde ve igeriginde farkliliklar gelistirdigi arastiricilar
tarafindan belirtilmistir (Patzak ve ark., 2001) RT-PCR analizleri sonucunda
serbetci otu bitkilerinde HLVd’nin daha yaygin oldugu belirlenmistir. Serbet¢i otu
ile yapilan caligmalarda HLVd’nin benzer sekilde diinyada serbetciotu iiretim
alanlarinda da daha yaygin oldugu bildirilmektedir (Barbara ve Adams, 2003;
Eastwell ve Nelson, 2007) Yiiriitiillen bu calismada her iki viroid de benzer
seviyelerde bant olusumu gézlemlenmis ve ayrica sekans sonuglarida bu viroidlerin
varligint kanitlamigtir. Her iki viroidin varlig1 iilkemiz i¢in ilk rapor olarak bu

caligma ile bildirilmistir.

4.4.Biyolojik indeksleme ile ilgili Bulgular ve Tartisma

4.4.1.Turuncgil ve serbetci otu viroidlerinin indikator bitkilere aktarilmasi
Sorvey c¢alismasi ile toplanan drneklerden RT-PCR c¢alismasi sonucunda

pozitif bulunan 10 izolat biyolojik indeksleme c¢alismasina almmis ve calisma

kapsaminda molekiiler ¢alismalar bu yontemle de dogrulanmistir. CEVd’nin farkli

izolatlarmin belirlenmesi amaciyla secgilen izolatlarda mor yaprak bitkilerine

(Gynura aurantiaca) govdeya acilan yara dokularindan saflagtirilmis viroid
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RNA’larinin  aktarilmasi iglemi gergeklestirilmistir (Sekil 4.15). Turunggil
agaclarindan elde edilen TNA ornekleri 1 /1 oraninda TKM buffer ile seyreltilerek
igne yardimiyla govdeye ¢izik atma seklinde mekanik olarak inokule edilmistir.
Uygulamadan sonraki iki ay boyunca bitkilerin gelisimleri takip edilmistir. Mor
yaprak bitkilerinde yapilan gézlemlerde, bogum aralarmnin kisalmasi, dolayisi ile
kontrol bitkilerine oranla daha bodur bitki gelisimi ve yaprak epinastisi
simptomlar1 gézlenmistir (Sekil 4.16). Ayrica enfekteli bitkilerin kok hacimleri
daha az gelismistir (Sekil 4.17). inokule edilen tiim bitkilerde bu simptomlar, farkli

oranlarda gozlenmistir.

Sekil 4.15. CEVd’i ve wrklarii ayirt etmek i¢in Gynura aurantiaca (Mor yaprak)
indikator bitkisine purifiye edilmis viroidlerin bulagtirilmasi isleminin
asamalar1. A: Bistiiri ucu ile uygulama yapilacak kisimdaki yapraklarin
temizlenmesi, B: Purifiye edilmis RNA’nin mikropipetle gdvde tizerine
birakilmasi, C: Igne ucu yardimi ile RNA’nin tiim gdvdeye yara dokusu
acilarak yayilmasi ve D: Yara dokusunun {izerinin parafilm ile
kapatilmasi
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CEVdM-7

C | CEVdA-21 D ¥ CEVdA-28

Sekil 4.16. Gynura aurantiaca bitkilerine CEVd’inin segilen izolatlarinin
(CEVdM-7, CEVdA-12, CEVdH-13, CEVdA-21, CEVdA-28)
bulastirma isleminden 2 ay sonra gézlenen simptomlar. Bodurluk (A,
B, C, D) ve yaprak epinasti simptomlar1 (B, C, D)

Sekil 4.17. Gynura aurantiaca bitkilerinde CEVd izolatlarinin (CEVd-A (Adana),
CEVd-M (Mersin), CEVd-H (Hatay)) bulastirmadan 2 ay sonar
gosterdikleri bitkisel gelisim farkliliklari. (A) Kontrol (Su) ve CEVd
izolatlarinin uygulandig: bitkilerde gozlenen bodurluk ve (B) CEVd-
M (Mersin) izolati ve Kontrol uygulamasinda bitki gévde ve kok
hacmi farkliliklart
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Mor kadife bitkisinin turunggil viroid etmenlerinden sadece CEVd’i replike
etmesi ve bu viroidi diger viroidlerden ayirmada oldukga basarili bir indikator bitki
oldugu bu ¢alisma ile de ortaya konmustur. Daha 6nce farkli aragtiricilar tarafindan
yapilan caligmalarda mor kadife bitkisinin CEVd i¢in iyi bir replikator bitki
oldugunu belirtmislerdir (Weathers ve Greer, 1967; Semancik ve
Vanderwoude,1976; Rodriguez ve ark.,1978; Wahn ve ark., 1980; Flores ve
Rodriguez, 1981; Roche ve ark.,1986; Skoric ve ark.,2001; Hadidi ve ark., 2003).

Turunggillerden genelde karisik enfeksiyon halinde elde edilen HSVd
izolatlarinin tek olarak elde edilebilmesi amaciyla HSVd’in replikator bitkisi olan
hiyar bitkilerine segilen izolatlarin purifiye edilmis RNA’lar1 insiiliin injektorii
yardimiyla aktarilarak inokulasyonu gergeklestirilmistir. Inokulasyonu takip eden
21. giinde aktarmanin basarili olup olmadig1 molekiiler olarak teyit edilmis ve 2.
ayda gelisim gozlemleri farkliliklan ile ilgili gbzlemler yapilmistir (Sekil 4.18,
Sekil 4.19). Hiyar bitkilerinde siddetli bodurluk, bogum aralarinda kisalma ve
kloroz olusumu goézlenen baslica simptomlar olmustur. Hiyar bitkisinin HSVd'nin
Ozelliklerini karakterize etmede anahtar olarak kullanilabilecegini Sasaki ve
Shikata, (1977) yiiriittiikleri ¢alisma ile ortaya konmustur. Bu caligmada farkli
HSVd izolatlart uygulanan bitkilerde farkli oranlarda simptom gelisimleri
gdzlenmistir. Duran-Vila ve Semancik (2003) belirttigi gibi CCaVd’nin de i¢inde
oldugu tiim CVd-II varyantlar1 hiyarda bodurluk ve yaprak burusuklugu
simptomlarina neden olurken, Etrog citron’da degisen oranlarda; siddetli ve/veya
¢ok hafif simptomlara neden olabilmektedir. Ancak sadece cachexia’ya neden olan
varyantlar 'Parson's Special' mandarini ve Minneola Tangelo'da simptomlar

olusturmaktadir.
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Sekil 4.18. Hiyar bitkisine turunggillerden elde edilen HSVd’in farkli izolatlarinin
uygulanmasi (A) ve gozlenen simptomlar. Kontrol grubu (B),
uygulamadan 21 giin sonra bitkilerde gozlenen kloroz (C) ve
bodurluk (D) simptomlar1
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Sekil 4.19. Hiyar bitkisine uygulanan turuncgil HSVd izolatlarinin (CCacVdH-10,
CCacVdT-11, CCacVdT-17, CCacVdY-5 ve CCacVdA-1) olusturdugu
siddetli bodurluk simptomlar1

Etrog citron bitkisi tiim turuncgil viroidlerinin genel replikator bitkisi olup
bu ¢alismada da viroidlerin aktariminda kullanilmistir. Secilen 10 izolatin TNA’leri
Etrog citron bitkilerine mor kadife bitkilerinde oldugu gibi 1/loraninda TKM
ortami ile sulandirilarak govde c¢izme yoOntemi ile aktarilmistir. Mekanik
inokulasyonda sik¢a kullanilan gévde ¢izme yontemi viroidlerin indikatdr bitkilere
aktariminda oldukga basarili olmustur. Mekanik aktarma igleminden yaklagik 2 ay
sonra etmenlerin olusturdugu belirtiler gozlenmeye baslamistir. Mekanik
inokulasyondan 2 ay sonra molekiiler olarak turunggil viroidlerinin aktarildiginin

teyidi yapilmis ve simptomatolojik gozlemler alinmigtir. Aktarim yapilan tiim
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Etrog citron bitkilerinde genel bodurluk, bogum aralarinin kisalmasi, yaprak
epinastisi gozlenen baglica simptomlar olmustur. Siddetli simptom gelistiren
bitkilerde bir diger belirti ise yaprak arka ylizeyinde olusan damar nekrozlari

olmustur (Sekil 4.20).

Sekil 4.20. Turunggil viroidlerinin Etrog citron bitkisi iizerinde olusturdugu
simptomlar. Yaprak epinastisi (A, B, C), yaprak diisiikliigii (D, E),
bogum aras1 kisalig1 (B, C) simptomlar1

Gelisen bu simptomlar tiim turunggil viroidlerinin genel simptomlaridir
(Roistacher ve ark.,1993). Gozlenen bu simptomlar bazi izolatlar i¢in siddetli
bazilari i¢in ise daha hafif gelismistir. Bunun nedeni inokule edilen izolatlarin
niikleotid dizilimlerindeki farkliliklar olabilir. Viroid grubu etmenlerinin genetik
yapisinda patojenik bolgedeki nukleotid degisimlerinin patojenin simptom
gelisiminde farkliliklar yarattigi arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Semancik ve
ark.,1997; Ito ve ark., 2001). Elde edilen sekans sonuglarindan yapilan blast
analizleri ile de bazi nukleotid farkliliklarinin sekanslarda yer aldig1 ve benzerligin
%96-98 araliginda oldugu belirlenmistir. Etrog citron bitkilerinde gdzlenen diger
bir simptom ise yaprak diistikliigii simptomudur (Sekil 4.21B). Mekanik olarak
aktarilan bitkilerde gdzlenen bu simptomun CDVd (CVd-III) tarafindan
olusturuldugu arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Roistacher et al.1993; Eiras ve

ark., 2013).
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Sekil 4.21. Turunggil viroidlerinin Etrog citron bitkilerinde olusturdugu yaprak
epinastisi (A) ve yaprak diisiikliigli simptomu (B)

CDVd (CVd III) ile infekteli bitkilerde yapragin alt kisminda gozlenen orta
damar nekrozu bazi izolatlar i¢in hafif (Sekil 4.22 A), bazi izolatlar i¢in siddetli
simptom gelisimi (Sekil 4.22 B) olarak gozlenmistir. Bunun nedeninin inokule
edilen izolatlarin niikleotid dizilimlerindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegini
disiindiirmektedir. Murcia ve ark. (2009)’ nin Citrus dwarfing viroid (CVdIIl)’in
bodurluk {tizerine etkisini incelemek igin, farkli siddette simptom gosteren
varyantlar1 ile yaptiklar ¢alismada, Etrog citronda olusan simptomlar bodurlagma
Ozellikleri ile iyi bir korelasyon gostererek bitki boyutunu kiigliltmistiir. Ancak,
CVd III varyantlan ile enfekteli bitkilerde CVd Illa ve CVd IlIb varyantlarinda
yogun epinasti gozlenirken (Sekil 4.21 A), CVd lllc ile enfekteli bitkilerde daha
hafif simptomlar gézlendigi belirlenmis, ayrica tim varyantlarda ortak simptom
olarak yaprak sap1 ve yaprak orta damari boyunca uzanan orta damar nekrozunun
varlig1r belirlenmistir. Murcia ve ark., (2009) ticari olarak iiretim yapilacak

alanlarda bitki boyutunu control etmek amaciyla bu etmenin kullanilabilmesi igin
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anag/kalem kombinasyonlarinda simptom gozlemlerinin daha uzun siire yapilmasi

gerektigini bildirmislerdir.

Sekil 4.22.  Turunggil viroidlerinin Etrog citron bitkilerinde yapragin alt kisminda
olusturdugu hafif (A, B) ve yogun orta damar nekrozu (C,D)

Citron bitkilerinde goézlenen diger bir belirti ise yapragmn tek noktadan
biikiilmesi (Sekil 4.23 A ve B) simptomudur. Bu belirtiyi turunggil viroidlerinde
CBLVd (CVd-I)’i olusturmaktadir. Bu belirtiyi segilen izolatlardan 4 tanesi
gelistirmistir. CBLVd bugiine kadar herhangi bir patojenle iligkilendirilmemistir
(Calavan ve ark.,1964; Duran-Vila ve ark., 2009; Murcia ve ark.,2009; Wu ve
ark.,2014; Verniere et al., 2002). Etrog citron bitkilerinde gdzlenen viroid
belirtilerinden secilen izolatlarda viroidlerin bir karisim halinde bulundugunun

diger bir kanit1 olmustur.
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Sekil 4.23.  CBLVd etmeninin Etrog citron bitkilerinde olusturdugu yapragin tek
noktadan biikiilmesi simptomu (A, B)

Caligmada serbet¢i otu bitkilerinden elde edilen viroidlere (HSVd ve
HLVd) ait 10 izolatin biyolojik indekslenmesinde hiyar ve lif kabagi bitkileri
indikatér bitki olarak kullamilmistir. Inokulasyondan yaklasik 4-5 hafta sonrasinda
bitkilerde bogum arasi kisalig1 ve bodurlagma simptomlar1 gézlenmeye baslamistir
(Sekil 4.24, Sekil 4.25). Secilen 10 izolattan 7 tanesinde her iki indikator bitkide de
siddetli bodurluk simptomlar1 gézlenmistir. Yapraklarda kiigiilme ve hafif kloroz
belirtileri her iki indikator bitkide de gézlenen simptomlar olmustur (Hadidi ve
ark.,2003). Elde edilen bulgular literatiirde arastiricilar tarafindan bildirilen
simptomlarla benzerlik gostermektedir (Reanwarakorn & Semancik, 1998;
Marquez-Molins ve ark., 2020). Negatif kontrol olarak sadece TKM tampon
¢Ozeltisi uygulanan bitkiler ise normal gelisimlerini siirdiirmiislerdir (Sekil 4.24,

4.26).
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Sekil 4.24.  Serbet¢i otundan elde edilen HSVd ve HLVd izolatlarinin lif kabag:
bitkilerine uygulanmasi (A, B) ve olusturduklart bodurluk
simptomlar1 (C, D) ve Kontrol bitkisi (E)

Sekil 4.25.  Serbetci otundan elde edilen HSVd izolatlariin (Serbetgiotu 31 ve 57
nolu izolatlarin) hiyar bitkilerine uygulanmasi (A) ve olusturduklari
bodurluk simptomlar1 (B)
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Sekil 4.26.  Serbet¢i otundan elde edilen HSVd izolatlarmin hiyar bitkilerinde
olusturdugu simptomlar. Bogum aras1 kisaligi (D) ve bodurlagsma
simptomlar1 (B ve C) ve Kontrol bitkisi (A)

Otsu indikator bitkilere aktarma islemini takip eden 21. giinde drnekleme
yapilmis ve CEVd (Sekil 4.27), HSVd (Sekil 4.28) etmenlerine spesifik primerlerle

yapilan RT-PCR sonuglarina ait jel gorlintiisii asagida verilmistir.

9 10 11 12 PK NK

Gynura CEVd

Sekil 4.27.  Gynura aurantiaca indikator bitkilerinden alinan 6rneklerde CEVd
i¢in yapilan RT-PCR sonuglarina ait jel goriintiisii
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Hiyar HSVd Lif Kabagi HSVd

Sekil 4.28. Hiyar ve Lif kabagi indikator bitkilerinden alinan 6rneklerde HSVd
F/R primer ¢ifti ile cogaltilmis gen bolgesinin 220 nt seviyesinde
olusturdugu bant goriintiileri

4.5. Viroidlerin Turunc Uzerine Aktarilmasi ve Gen bankasinin olusturulmasi

Araziden toplanan orneklerden 10 izolat RT-PCR calismasindan sonra
turung fidanlarina as1 inokulasyonu yontemi ile aktarilarak stok bitkiler elde
edilmis ve gen bankasi olusturulmustur (Sekil 4.29). Gen bankasinin
olusturulmasinin amaci bakanlik kuruluslarina pozitif 6rnek saglama ve projelerde
kaynag1 belli kontrol bitkilerinin kullanilmasidir. Bundan sonra yiriitillecek

caligmalarda bu gen bankas1 kaynak bitki olarak kullanilacaktir.

Sekil 4.29. Etrog citron (A) ve turung (B) fidanlarina as1 inokulasyonu yontemi
ile stok bitki lizerinde gen bankasi olugturulmast

90



4. BULGULAR VE TARTISMA Pakize GOK GULER

4.6. Gen Klonlamasi1 Calismalar:
Molekiiler klonlama ¢alismalarinda PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

Survey caligmalar1 sirasinda yogun simptom goézlenen ve molekiiler
caligmalarda kuvvetli bant elde edilen 6rneklerden 6 izolat (2 adet CEVd, 2 adet
CCaVd, 2 adet HSVA) segilerek, secilen izolatlarda viroidlere ait spesifik primerler
ile elde edilen RT-PCR iiriinleri EZ Coloumn PCR piirifikasyon kiti (Biobasic,
Kanada) kullanilarak iiretici firma onerileri dogrultusunda kit protokoliine uygun
olarak saflastirllma islemi gergeklestirilmistir (Sekil 4.30.1). Saflastirilan PCR
iriinleri 100bp DNA markor ile %1’lik agaroz jele yiiklenerek elektroforez ile
aynistirilmis ve Vilber Lourmat marka jel goriintiileme sisteminde ultraviyole 151k
altinda goriintiilenerek tek bant elde edilen 6rneklerde: klonlama calismalarina

devam edilmistir (Sekil 4.30.2, 3, 4).

Sekil 4.30. PCR iiriinlerinin Bio Basic Spin Column PCR Purifikasyon Kit ile
saflastirilmasi (1) ve gen klonlamasi ¢aligmalari i¢in se¢im agamalart.
Saflagtiran PCR iiriiniiniin nanodropla kalitesine bakilmasi1 (2),
Agaroz jele yiiklenmesi (3), Tek bant gozlenen orneklerin direk gen
klonlama caligmalar1 igin se¢imi (4)
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Secilen izolatlarda ¢ogaltilan viroid genomu T-A klonlama ydntemi ile
pGEM-T Easy plazmid vektdriine klonlanmistir.
Ligasyon (Birlestirme); Klonlanacak olan viroidlere ait genler RT-PCR yoluyla
cogaltildiktan sonra pGEM-T Easy plazmid vektori ile birlestirilmesi
gergeklestirilmistir. In-vitro transkripsiyon i¢in, oda sicakliginda 30 dakika yada +4
°C’de 16 saat bekletme islemi gerceklestirilmistir. Ligasyon c¢aligmalarina ait

gorseller Sekil 4.31°de gosterildigi gibidir.

Sekil 4.31. pGEM-T easy plazmidi ve PCR firiinii ile bir ligasyon karigiminin
hazirlanmasi ve PCR {iriinii ile plazmidin birlestirilmesi agamasi

Transformasyon

Hazirlanan ligasyon karisiminin bir boliimii, hiicre duvart gegirgen hale
getirilmis (competent) Escherichia coli bakterisinin JM109 1rkina aktarilmistir. Bu
islem sirasinda -80°C’de dondurulmus ve buz iizerinde c¢oOzdiiriilmiis bakteri
hiicreleri ependorf tiipiine aktarilip, lizerine ligasyon karisimi eklenerek 30 dakika
buz igerisinde ve daha sonra 42 °C’de 90 sn termal blokta tutularak 1s1 soku
uygulanmigs ve hemen arkasindan 5 dk siire ile tekrar buza konularak
transformasyon islemi tamamlanmigtir. Transformasyon igleminin asamalarina ait

gorseller Sekil 4.32°de verilmistir.
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Sekil 4.32.

Seleksiyon

25ul Bakteri hiicrelerine (Competent cell) 5 pl ligasyon karigimi
eklenip 30 dakika buzda (A), 90 sn 42 °C’de termal blokta tutulup 1s1
soku uygulamast (B) sonrasi 5 dak buzda bekletilerek (C)
gercgeklestirilen transformasyon isleminin agsamalari

Transformasyon yapilan ve Sivi LB besi ortaminda ¢ogaltilan bakteriler, 5-

bromo-4-chloro-3- indoly-B-galacto-pyranoside (X gal) maddesi iceren 2X LB kat1

besi ortami bulunan petri kaplarma ekilmis ve 37 °C’de 16 saat (1 gece)

inkiibasyona birakilmistir (Sekil 4.33). Bu siire sonunda viroid geni aktarilan

pGEM-T Easy plazmidini iceren LB kat1 besi ortaminda biiyliylip beyaz renkli

koloniler olusturan bakteriler segilerek gen aktarma islemlerine devam edilmistir.

Viroid geni igermeyen bakteriler, mavi renkli koloniler olusturmus ve koloni

seciminde bunlar elenmistir (Sekil 4.34).

Sekil 4.33.

Etikeplenip hazirlanmis olan ortam ve bakteri suslarinin, LB agarl
ortama ekimi ve inkiibasyon agsamasi. Etiketlenmesi (A), 50ul bakteri
hiicresinin (B) 100 pg/ml amphisilinli LB agarli ortama ekimi (C) ve
37°C’de 1 gece inkiibasyon (E) asamalari
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Sekil 4.34. Inkiibasyondan ¢ikan petrilerde koloni gelisiminin gdzlenmesi (A) ve
beyaz kolonilerin secilip, isaretlenmesi (B), ve secilen tek kolonilerden
ekim agamasi (C,D)
Koloni PCR
Olusan beyaz renkli kolonilerin ger¢ekten viroid genomunu tasiyan
rekombinant plazmidleri igerip icermedigini belirlemek amaciyla tek koloni se¢imi
yapilarak, ayni koloniden Koloni PCR islemi gergeklestirilmistir. Boylece segilen
kolonilerin herbiri tek tek taranarak, viroid genomunun aktarilip aktarilmadigi daha
kesin bir sekilde belirlenmistir. Koloni PCR yontemi rekombinant plazmidlerle
yapilan klonlamay1 desteklemek ve klonlamanin basarili olup olmadigim

belirlemek amaciyla yapilmistir (Sekil 4.35).

Sekil 4.35.  Segilen beyaz kolonilere Koloni PCR iglemi ile viroid genomunun
aktarmasinin belirlenme asamalar1. Tek koloni ¢izimi (A) ve Koloni
PCR islemi (B, C) ve Koloni PCR asamasi (D, E) sonrasinda viroid
genomunun aktarildigi belirlenen amplifikasyon iirtinleri (F)
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Koloni PCR’da beklenen bolgede bant veren oOrneklerle isleme devam
edilmistir. Tek kolonilerden alinarak ¢ogaltma amaciyla sivi LB besi yerine ekim
yapilan 6rnekler 37°de 1 gece inkiibasyonda tutulmustur. Inkiibasyondan sonra

Plazmit ekstraksiyon kiti ile ekstraksiyona tabi tutulmustur. (Sekil 4.36).

Sekil 4.36.  Gen aktarilmis beyaz kolonilerden se¢im, ¢ogaltma ve stok olarak
muhafazaya alma asamalari. Beyaz kolonilerden se¢im yapilmasi (A),
stvi LB besi yerine ekim asamasi (b) ve 37 °C’de 1 gece inkiibasyona
tabi tutulmast (C) ve c¢ogalan plazmitlerin -20 ve -80 °C’de
muhafazaya almak i¢in hazirlik agsamalari

Plazmit izolasyonu

Koloni PCR sonucunda viroid genomunu tastyan plazmidi iceren koloniler
belirlendikten sonra plazmid izolasyonu gercgeklestirilmistir. Her bir izolat icin
koloni PCR’da pozitif sonu¢ veren en az 1 adet koloni segilerek plazmid
izolasyonu ile plazmid saflagtirma islemi gerceklestirilmistir.

Her bir viroid izolat1 i¢in segilen koloniler 60 pg/ml ampisilin iceren 5 ml
2X LB sivt besi ortamina aktarilarak 37 °C’de 16 saat 180 dev/dk hizda
calkalamali inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. Daha sonra steril bir mikrosantrifiij tlipline
750 pl biyiitiilen bakterilerden almip lizerine 250 pl gliserol eklenerek gliserol
stoklar1 hazirlanmistir. Bu sekilde elde edilen olusturulan plazmitlerin gliserol
stoklar1 pozitif kontrol olarak kullanilmak amaciyla -20 ve -80 °C’de muhafazaya

alimmustir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37.  Viroid geni aktarilmis plazmitlere ait {irtinlerin pozitif kontrol olarak
gliserol stokta -20 ve -80 °C’de muhafaza edilen tiiplerinin goriintiisii

Sivi LB besi yerinde ¢ogaltilan viroid izolatlarmin genomunu tasiyan
plazmitlerin izolasyonu i¢in, BioBasic firmasindan (Kanada) saglanan plazmid
saflagtirma kiti kullanilarak kit protokoliine uygun olarak plazmid saflastirma

islemi gerceklestirilmistir (Sekil 4.38).

Sekil 4.38. Plazmit saflastirma kiti (BioBasic-Kanada) ile plazmit saflastirma
isleminin asamalari. Cogaltilan plazmitlerin izolasyon igin
hazirlanmasi (A) ve kit protokoliine uygun olarak plazmid saflagtirma
isleminin gerceklestirilmesi (B ve C)
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EcoR I Restriksiyon Enzimi ile Kesme

Saflagtirilan plazmidlerin viroid genomunu tasiyip tagimadiklarini kesin
olarak belirlemek amaciyla plazmit izolasyonundan elde edilen iiriinlerde EcoR I
enzimi ile enzim kesimi ve 37 °C’de inkiibasyon islemi ile elde edilen

amplifikasyon Trlinlerinin % 1.5’luk agaroz jelde goriintillemesi islemi

gerceklestirilmistir (Sekil 4.39).

Sekil 4.39.  Plazmit izolasyonu ile plazmit saflastirmasi yapilan 6rneklerde EcoRI
enzimi ile kesim ve gorintileme asamalari. EcoRI enziminin
uygulanmasi (A), (B) ve enzim kesimi ile elde edilen amplifikasyon
iiriinlerinin (C) % 1.5’luk agaroz jelde goriintiilemesi (D, E)

Plazmit saflastirilmas1 yapilarak enzim kesim sonucuna bakilan iirlinlerde
beklenen bolgelerde bant elde edilen izolatlar secilerek daha 6nceden belirlenmis
olan firmaya hizmet alimi seklinde dizi analizine gonderilmistir.

S1vi LB besi yerinde ¢ogaltilan plazmit 6rneklerinin bir kismi da yukarida
belirtildigi gibi (Sekil 4.37) Gliserol stok yapilarak -20 °C’de ve -80 °C’de pozitif

kontrol gen bankasi olarak muhafazaya alinmigtir.

4.7. Filogenetik Analizler

Survey calisma alanlarindan en agir simptom gdsteren bitkilerden segilerek
toplanan Orneklerden RT-PCR calismalart ile her bir etmen i¢in genomik ve
filogenetik  analizlerin yapilabilmesi i¢in her etmene spesifik primerler ile
gerceklestirilmistir. Molekiiler ¢aligmalar sonucunda elde edilen RT-PCR firiinleri

50 pul olacak sekilde hazirlanarak BM-LabosissMACROGEN firmasina
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gonderilmis ve ¢ift yonlii genom dizileme (DNA dizi analizi; sekans) hizmeti
hizmet alimi seklinde gerceklestirilmistir. Sekans verilerine ait kromotogram
dosyalari, ChromasPro 1.7.6 kromotogram analiz programiyla analiz edilerek,
forward-reverse primerlerle sekans verileri birlestirilmis, okumalara ait ortak bir
dizilim (consensus) dizileri olusturulmustur. Bu gen dizilimlerinin diger
organizmalarin gen dizilimleri ile kiyaslanmasi NCBI Blast (National Center for
Biotechnology Information Basic Local Alignment Search Tool) veri tabaninda
BLASTn analizleri gergeklestirilmistir.  NCBI BLASTn veri tabaninda eslesme
gosteren kayitlardan segilen izolatlar ile genomik ve filogenetik analiz agamasina
gecilmistir. Her etmen i¢in kayith izolatlar ile kiyaslama yapildiktan sonra yiiksek
benzerlik elde edilen, secilen izolatlar ile Filogenetik akrabalik iliskilerine ait
evrimsel analizler gergeklestirilmistir. Her etmen i¢in soyagaclar1 (phylogenetic
tree) MEGA11l programinda olusturulmustur (Tamura ve ark., 2021).
Kargilagtirmasi yapilan taksonlarin olusturdugu kiimelere ait kopya yiizdeleri
kiimelerin  olusturdugu dallarin  yaninda verilmistir  (Felsenstein, 1985).
Karsilagtirilan kayitlara ait dizilerin niikleotit dizileri Mega 11 programinda,
Maximum parsimony istatistik metodu kullanilarak dendogramlar olusturulmus,
bootstrap analizleri ise 1000 tekrarli olarak gerceklestirilmistir (Nei ve Kumar,
2000).

CEVd i¢in gergeklestirilen DNA dizi analizi ¢aligmalarinda, MZ995262
CEVdA-1 (Adana-1), 0Q366358 CEVdA-13 (Adana-13), 0Q366359 CEVdM-7
(Mersin-7) ve 0Q366360 CEVdH-12 (Hatay-12), 0Q366361 CEVdM-2 (Mersin-
2) izolatlar1 kullanilmis ve bu izolatlar Uluslararasi gen bankasinda (NCBI) kayith
olan diinya izolatlar ile blast analizleri ile karsilagtirilmistir. MZ995262 nolu A-1
izolat1, KY646193 nolu iran izolat: ile % 99.64, MW013137 nolu Tiirkiye izolat:
ile %99.64 ve MK911711 nolu Iran izolat1 ile %98.91, KJ538554 Tunus izolat: ile
%98.18 oraninda benzerlik gostermistir. 0Q366361 nolu CEVAM-2 (Mersin-2)
izolat;; Tunus KJ538554 izolat1 ile % 99.46, Iran MK911711 izolat1 ile %98.83,

Cin GU592444 nolu izolati ile %95.98 oraninda benzerlik gostermistir. OQ366359
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CEVdM-7 (Mersin-7) izolati; Sili’den KF973205 izolat1 ile % 98.32, Avustralya
MT917193 izolat1 ile %97.21, Cin’den DQ431991 izolat1 ile %97.46 oraninda
benzerlik gostermistir. 0Q366360 CEVdH-12 (Hatay-12) izolati; Cin’den
GU592444 izolat1 ile %99.40, Meksika’dan KY473932 izolat1 ile %97.30,
Tunus’dan KJ538554 izolati ile %96.70 oraninda benzerlik gdstermistir.
0Q366358 CEVdA-13 (Adana-13) izolati; Sili KF973205 izolat1 ile %97.30, Cin
DQ431991 izolat1 ile %96.49, Avustralya MT917193 izolat1 ile %96.24 benzerlik
gostermistir.

Calisma kapsaminda yiiksek benzerlik yiizdeleri ile CEVd oldugu
belirlenen izolatlar yukarida belirtilen kayit numaralar1 (MZ995262 CEVdA-1
(Adana-1), 0Q366358 CEVdA-13 (Adana-13), 0Q366359 CEVdM-7 (Mersin-7)
ve 0Q366360 CEVdH-12 (Hatay-12), 0Q366361 CEVdAM-2 (Mersin-2)) ile
NCBI veri bankasina kaydedilmistir. Blast analizi sonucunda elde edilen veriler
icerisinden segilen izolatlar ile soyagaglar1 calismalar1 gergeklestirilmistir (Sekil
4.40). Maximum Parsimony Metod Tree Bisection Reconnection istatistik analizine
gore, 1000 tekrarli olarak gergeklestirilen Bootstrap analizleri sonucunda
izolatlarin hem birbirleri, hem de diinya izolatlar1 ile benzerliklerinin oldugu
belirlenmistir. Calismada CEVd etmeni igin Outgrup olarak Pospiviroidae
familyas1 Apscaviroid cinsine giren ON093255 aksesyon numarasi ile kayith Apple
scar scin viroid (ASSVd) M. asiatica L. Cin izolat1 secilerek kullanilmistir.

CEVd i¢in olusturulan Filogenetik agag’ta en az 8 grubun (clade) olustugu
gozlenmistir. “AY372393 nolu S. lycopersicum Hollanda izolat1” out gruba en
yakin olarak ayrilmasina ragmen “OQ366358 CEVdA-13 izolat1” ileri (gelismis)
grupta yer almaktadir. 0OQ366359 CEVdM-7 izolati da gelismis grup olarak
belirlenmis ve FJ773261 nolu Pakistan C. sinensis izolati ile genetik olarak yiiksek
oranda benzerlik/akrabalik gosterdigi dendogramda gozlenmistir. “MZ995262
CEVdA-1 izolat1” ve “Chrysanthemum sp. Tilrkiye” izolat1 birbirleri ile yliksek
benzerlige sahip olmustur. Bu durum CEVd etmeni acisindan farkli bitkiler

arasinda bulasma olabildigini diisiindiirmektedir. Ayrica “Citrus sp. Mersin
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Tiirkiye” ile “Citrus sp. Tunus” izolatlarinin birbirlerine yliksek derecede akrabalik
gosterdikleri dendogramda goriilmektedir. Bu durum bu viroid gurubunun Akdeniz
iilkelerindeki turunggillerde daha yaygin olabildigini diisiindiirmektedir. Benzer
olarak C. limon Yunanistan izolat: ile C. reticulata Ispanya izolatinin yiiksek
genetik benzerlik gdstermesi ile aciklanabilmektedir. Ayrica bu benzerlik
oranlarmin ticari turunggil fidani ihracat ve ithalati ile de iliskili olabilecegini de

diistindiirmektedir (Sekil 4.40).

100



4. BULGULAR VE TARTISMA Pakize GOK GULER

0Q366358 CEVdA-13 C. sinensis Adana Turkiye
s1 - |OQ366359 CEVdAM-7 C. reticulata Mersin Turkiye
FJ773261 CEVd C. sinensis Pakistan
EU564183 CEVd C. sinensis Nepal
EF494677 CEVd V. faba Ispanya
92 - |OQ366360 CEVdH-12 C. limon Hatay Turkiye
GUS92444 CEVd V. vinifera Cin
MZ995262 CEVdA-1 C. limon cg Adana Turkiye
MWO013137 CEVd Chrysanthemum sp. Turkiye
KY646193 CEVd C. sinensis Iran
KY654688 CEVd S. lycopersicum Iran
0OQ366361 CEVdM-2 C. limon cg Mersin Turkiye
KJ538554 CEVd Citrus sp. Tunus
8 L~ IMK911711 CEVd Citrus sp. Iran
EU382202 CEVd Citrus sp. Cin
26 { MH995514 CEVd C. reticulata Meksika

KX156932 CEVd C. limon Amerika

MVW881103 CEVd Citrus sp. Iran
KC290927 CEVd C. sinensis Tayvan
KF973205 CEVd C. limon Sili
DQ431993 CEVd Citrus sp. Cin
MT917193 CEVd C. aurantifolia Avustralya
EU564170 CEVd Tahiti lime Brezilya
UX237457 CEVd C. medica L. Amerika
KJ956802 CEVd Kamkat Tayvan
MH995512 GE ~ s is M .
KY110721 CEVd E. medica Guney Afrika
JX885865 CEVd C. limon Yunanistan
EU872276 CEVd C. reticulata Ispanya
FJ904296 CEVd Citrus sp. Ispanya
MN379507 CEVd Citrus sp. Hawai
AB054599 CEVd Citrus sp. Japonya
AF458772 CEVd Citrus sp. Uruguay
AY523582 CEVd Citrus sp. ltalya
HQ284024 CEVd Citrus sp. Cin
IABO54596 CEVd E. citron Japonva
AY372393 CEVd S. lycopersicum Hollanda
ON093255 ASSVd M. asiatica Cin ————— Outgrup

Sekil 4.40. CEVd’in 5 adet turunggil izolatinin (MZ995262 CEVdA-I,
0Q366358 CEVdA-13, 0Q366359 CEVdAM-7, 0Q366360 CEVdH-
12, 0Q366361 CEVdM-2) diinyanin farkli bdolgelerinden segilen
izolatlar ile MEGA11 programinda olusturulan evrimsel soyagaci
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CBLVd igin gergeklestirilen DNA dizi analizi ¢alismalarinda, OQ366362
CBLVdA-3 (Adana-3) , 0Q366363 CBLVdH-5 (Hatay-5), 0Q366364 CBLVdM-8
(Mersin-8)  calismamiz kapsaminda elde edilip NCBI’a kaydi yapilmis olan
izolatlar kullanilmigtir. Bu izolatlar gen bankasinda kayitli olan diger diinya
izolatlart ile karsilastirilarak BLAST analizleri gergeklestirilmis ve en yiiksek
benzerlik gosterdikleri izolatlar ile teyitleri yapildiktan sonra, filogenetik akrabalik
iliskileri ile ilgili caligmalar gergeklestirilmistir. CBLVd etmenine ait segilen
izolatlar ile Filogenetik akrabalik iliskilerine ait evrimsel analizler MEGAT11
programinda olusturulmustur. Maximum Parsimony Metod Tree Bisection
Reconnection istatistik analizine gore, 1000 tekrarli olarak gergeklestirilen
Bootstrap analizleri sonucunda izolatlarin hem birbirleri, hem de diinya izolatlari
ile benzerlikleri analiz edilerek akrabalik iliskileri belirlenmeye calisilmistir.
Calismada CBLVd etmeni i¢in Outgrup olarak Pospiviroidae familyas1 Apscaviroid
cinsine giren ON093255 aksesyon numarasi ile kayith Apple scar scin viroid
(ASSVd) M. asiatica L. Cin izolat1 segilerek kullanilmistir (Sekil 4.41).

Calisma kapsaminda yiiksek benzerlik yiizdeleri ile CBLVd icin elde
edilen 0Q366362 CBLVdA-3 (Adana-3) , 0Q366363 CBLVdH-5 (Hatay-5),
0Q366364 CBLVdAM-8 (Mersin-8) izolatlarna ait verilerin fasta formati
Uluslararas1 gen bankasinda (NCBI) kayithh veriler ile BLAST yapilarak
karsilastirilmig ve kayith izolatlar ile benzerlik yiizdeleri belirlenmistir. 0Q366362
CBLVdA-3 izolati, MN885663 Pakistan izolat1 ile %97.05, KY 654685 Iran izolati
ile %96.70, MH200820 Fas izolat1 ile %92.83 dizi benzerligi gostermistir.
0Q366363 CBLVdH-5 izolati, MN885663 Pakistan izolati ile %97.62, KY 654685
fran izolat1 ile %97.60, JX259425 Amerika izolati ile %96.52 dizi benzerligi
gostermigtir. 0Q366364 CBLVAM-8 izolati, MN885663 Pakistan izolat1 ile
%96.84, KY 654685 Iran izolat1 ile %96.81, GQ246197 Ispanya izolat1 ile %96.10
oraninda dizi benzerligine sahip olmustur. Yiiksek benzerlik oranlar1 ile CBLVd
oldugu belirlenen 3 adet izolata ait fasta format verileri, NCBI veri bankasina

0Q366362, 0Q366363, 0Q366364 aksesyon numaralari ile kaydedilmistir.
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84 1 OQ366362 CBLVdA-3 C. sinensis Adana Turkiye
{ 0OQ366363 CBLVdH-5 C. sinensis Hatay Turkiye

— OQ366364 CBLVdM-8 C. limon Mersin Turkiye

MN885663 CBLVd Citrus sp. Pakistan
{ KY654680 CBLVdC. sinensis Iran
— KY654685 CBLVd S. lycopersicum Iran
35 1| GQ260201 CBLVd C. sinensis Ispanya

{ KT725629 CBLVd C. sinensis Guney Afrika

— M74065 CBLVd Asma Israil
MH200818 CBLVd C. clementina Fas
KX823342 CBLVd C. microcarpa Malezya
MZ298914 CBLVd C. volkameriana ltalya
KX823340 CBLVd C. sinensis Malezya
EU382213 CBLVd Citrus sp. Cin
AY226161 CVd la Citrus sp. Ispanya
AF040722 CVd la Citrus sp. Ispanya
AB054636 CBLVd Citrus sp. Japonya
AB054637 CBLVd E. citron Japonya
AF428056 CBLVd C. sinensis Uruguay
U21125 CBLVd Citrus sp. Israil
AB006736 CBLVd Citrus sp. Japonya
JX259425 CBLVd C. sinensis Amerika

2741

I: GQ246197 CBLVd C. reticulata x C. sinensis Ispanya
% U FJ773267 CBLVd C. sinensis Pakistan

DQ269991 CBLVd Citrus sp. Israil

ON093255 ASSVd M. asiatica Cin =——————= Oufgrup

Sekil 4.41. CBLVd etmeninin 3 adet izolatimin (0Q366362 CBLVdA-3,
0Q366363 CBLVdH-5, 0Q366364 CBLVdM-8), diinyanin farkli
bolgelerinden segilen izolatlar ile MEGAT11 programinda olusturulan
evrimsel soyagaci
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Olusturulan filogenetik agacta 0Q366362 CBLVdA-3 C. sinensis,
0Q366363 CBLVdH-5 C. sinensis Tirkiye izolatlan yiiksek genetik akrabalik ile
ayni grupta yer alirken, 0Q366364 CBLVdM-8 C. limon Tiirkiye izolatinin ise bu
izolatlara yakin Ozellige sahip oldugu goézlenmistir. Caligma kapsaminda elde
edilen Tiirkiye izolatlari ile MN885663 Pakistan ve KY 654680 ve KY654685 iran
izolatlar1 birbirlerine yakin grupta yer almiglardir. Bu durum biiyiik olasilikla
iilkeler arasinda bulasik bitki materyali tasinmasi ile farkli iilkelere etmenin
bulastigin1 diigiindiirmektedir. Bu calisma kapsaminda Tiirkiyede elde edilen
izolatlara ait grup (clade) diger iilkelerden ayrilmistir. Out gruba ise en yakin
olarak DQ269991 Citrus sp. Israil izolat1 gézlenmistir. Bu durum genetik olarak
DQ269991 Citrus sp. Israil izolatinin dendogramda secilmis olan diger izolatlarin
ortak atasi olabilecegini diisiindiirmektedir.

HSVd (CVd Ila) etmeni i¢in elde edilen, izolatlar gen bankasinda kayith
olan diger diinya izolatlar ile karsilagtirilarak BLAST analizleri gergeklestirilmis
ve en yiiksek benzerlik gosterdikleri izolatlar ile teyitleri yapildiktan sonra,
filogenetik akrabalik iligkileri ile ilgili ¢aligmalar gerceklestirilmistir. CVd Ila
etmenine ait segilen izolatlar ile Filogenetik akrabalik iligkilerine ait evrimsel
analizinde MEGAI11 programimnda, Maximum Parsimony metodu kullanilarak
gergeklestirilmistir. Segilen izolatlarin evrimsel tarihini belirlemek i¢in 1000
tekrarli konsensiis agaci olusturulmustur. Outgrup (Disgrup) olarak Pospiviroidae
familyas1 Apscaviroid cinsine giren ON093255 aksesyon numarasi ile kayith Apple
scar scin viroid (ASSVd) M. communis L. Cin izolat1 se¢ilmistir (Sekil.4.42).
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MZ995256 HSVdM-36 CVd lla Mersin Turkiye
MZ995258 HSVAM-40 CVd lla Mersin Turkiye
KJ139987 CVd Il C. limon Sili
MZ995259 HSVAM-38 CVd lla Mersin Turkiye
MZ995257 HSVdA-44 CVd lla Adana Turkiye
KC584015 CVd lla C. reticulata Suriye
83 1LIKY110716 CVd lla C. reticulata Guney Afrika
1L |eus72277 cvd i C. reticulata Ispanya
83| ux237456 CVd lla C. medica L. Amerika
#3_| 0K030556 CVvd lla C. fortunella Iran
| I X06718 CVd Il E. citron Japonya
& | AF131248 CVd-lla C. medica L. Amerika
gy AF359275 CVd lla Citrus sp. Uruguay

53

S3
23

 —i]

[

=
w8
——

s3] Sl [5Q323934 CVd Il Citrus sp. Meksika
39
EU564186 CVd Il C. sinensis cg. Nepal
= - FJ716189 Cvd Il Citrus sp. Cin

29
——|GQ260203 CVd lla C. sinensis Ispanya
29
AB054615 Cvd Il Citrus sp. Japonya
W FJ446479 CVd Il C. limon Cin
]
fo

MN136644 CVd Il C. latifolia cg Yunanistan
———|HF954925 CVd Il C. bergamia Kibris

f KC584011 CVvd Il C. reticulata ltalya
KJ810549 CVd Il Citrus sp. Tayvan
0Q366372 HSVdA-1 CVd lla Adana Turkiye
OQ366374 HSVdH-15 CVd lla Hatay Turkiye
37 L|0Qa66373 HSVAH-10 CVd lla Hatay Turkive
0OQ366371 HSVdA-45 CVd lla C. sinensis Adana Turkiye
84 L [FJ465506 CVd Il C. sinensis Iran
OQ366370 HSVdA-43 CVd lla C. reticulata Adana Turkiye
ON093255 ASSVd M. asiatica Cin Outgrup

HSVd (CVd Ila) etmeninin 9 adet izolatinin (MZ995256 HSVdM-36,
MZ7995257 HSVdA-44, MZ995258 HSVAM-40, MZ995259
HSVdAM-38, 0Q366370 HSVdA-43, 0Q366371 HSVdA-45,
0Q366372 HSVdA-1, 0Q366373 HSVdH-10, 0Q366374 HSVdH-
15), diinyanin farkli bolgelerinden tespit edilmis diger HSVd (CVd
IIa) izolatlar1 ile MEGAI1 programinda olusturulan evrimsel

Sekil 4.42.

soyagaclt
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Bu ¢alisma kapsaminda elde edilmis ve NCBI uluslararasi veri bankasina
kaydedilmis olan 9 adet HSVd (CVd Ila) izolatlarinin (MZ995256 HSVdM-36,
MZ995257 HSVdA-44, MZ995258 HSVAM-40, MZ995259 HSVdIM-38,
0Q366370 HSVdA-43, 0Q366371 HSVdA-45, 0Q366372 HSVdA-1, 0Q366373
HSVdH-10, 0Q366374 HSVdH-15) BLAST analizleri sonucunda diinya izolatlar
icerisinde en yiiksek benzerlik gosterdigi izolatlar segilerek filogenetik akrabalik
iliskileri ¢alismalarina devam edilmistir. MZ995256 nolu M-36 izolati, KJ810549
Tayvan izolat1 ile %97.47, MZ995259 M-38 izolati, AB054614 Japonya izolat1 ile
%100, MZ995258 M-40 izolat1 KF060660 Italya izolat1 ile %100, 0Q366370 nolu
A-43 izolati ve MZ995257 A-44 izolatlar1 KJ810549 Tayvan izolatt ile %100,
0Q366371 nolu A-45 izolatt HQ386726 Tunus izolatr ile %98.99, JX259398
Yunanistan izolati ile % 97.32, A-1 izolati, KY508372 Meksika izolat1 ile %95.18,
H-10 ve H-15 izolatlari, KY508371 Meksika izolat1 ile sirasiyla %99.55 ve %97.12
dizi benzerligi gostermislerdir.

BLAST analizleri sonucunda en yiliksek benzerlik gosteren izolatlar
arasindan se¢im yapilarak, filogenetik agac olusturulmustur. Olusturulan agacta;
MZ995258 M-40 ve MZ995256 M-36 izolatlarimin Sili C. limon izolat1 ile ayni
grupta yer alarak, yiiksek oranda genetik akrabalik gdsterdigi belirlenmistir.
0Q366371 A-45 izolat1 FJ465506 iran C. sinensis izolati ile yiiksek genetik
benzerlik gostermistir. Genel anlamda Tiirkiye izolatlar1 (MZ995257 A-44 izolati
hari¢) KJ810549 Tayvan Citrus sp., KC584011 italya C. reticulata, KJ139987 Sili
C. limon ve FJ465506 Iran C. sinensis izolatlar1 ile aym grup (clade)’ta yer
almiglardir. Bu durum, bu iilkelerin iilkemiz ve bolgemiz i¢in bulag kaynagi
olabilecegini diigindiirmektedir. Ayrica MZ995257 nolu A-44 izolat1 ise ikinci
clade (grup)’ta en ileri (advance) seviyede yer almistir.

Bu calisma kapsaminda elde edilmis ve NCBI uluslararasi veri bankasina
kaydedilmis olan 6 adet HSVd (CVd IIb/c) (CCacVd) izolatin NCBI gen
bankasinda kayitli veriler igerisinden BLAST analizleri gergeklestirilmistir.
BLAST analizleri sonucunda NCBI’da kayithh izolatlar arasinda en yiiksek
benzerlik gdsteren izolatlar secilerek, genetik akrabalik iligkileri g¢aligmalari

gerceklestirilmistir (Sekil 4.43).
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0OQ366365 HSVAM-37 CVvd lIb C. reticulata cg. Turkiye

0OQ366366 HSVAY-5 CVd lIb Citrus sp. cg. Mersin Turkiye

AF131252 CVd Il C. medica L. cg. Amerika

0OQ366368 HSVAT-17 CVvd lIb Citrus sp. cg. Mersin Turkiye

0OQ366369 HSVdH-10 CVd IIb CCaVd C. limon cg. Turkiye

AF213496 CCacVd Citrus sp. cg. Ispanya

HG518673 CVd Il C. reticulata cg. Kibris

AF213484 CCaVd Citrus sp. cg. Ispanya

KF060659 CVd Il C. mandarin cg. Mersin Turkiye

0OQ366367 HSVdT-11 CVd lIb C. limon cg. Mersin Turkiye

AF213494 CCacVd Citrus sp. cg. Ispanya

EU931259 CVd-llc Citrus paradisi cg. Sudan

AY735993 CCacVd Citrus sp. cg. Kuba

MF817496 CVd Il C. limon cg. Misir

KC584013 CVvd Il C. reticulata cg. Mersin Turkiye

AJ490824 CVd Il C. aurantifolia cg. Hindistan

AY379540 CVd Il Citrus sp. cg. Kuba

GQ254645 CVd lic C. clementia cg. Ispanya

AB055634 CVd Il Citrus sp. cg. Japonya

MZ995260 HSVdA-42 CVd lic C. reticulata cg. Turkiye

KX156936 CVd lIb C. limon L. cg. Azerbaycan

KY110717 CVd lIb C. sinensis cg. Guney Afrika

GU825978 CVd Il Citrus sp. cg. Tunus

EU931256 CVd lla C. paradisi cg. Sudan

FJ004236 CVd Il C. paradisi cg. Sudan

AB211243 CVd Il Citrus sp. cg. Japonya

EU382208 CVd Il Citrus sp. cg. Cin

€5 _[ OK030557 CVd lIb C. fortunella cg. Iran

99 L |GQ260206 CVd IIb C. sinensis cg. Iran

ON093255 ASSVd M. asiatica Cin =——————= Dis grup

Sekil 4.43. CVd IIb/c etmeninin 6 adet izolatinin (0Q366365 HSVdM-37,
0Q366366 HSVAY-5, 0Q366369 HSVdH-10, 0Q366367 HSVdT-
11, 0Q366368 HSVAT-17, MZ995260 HSVdA-42) diinyanin farkli
bolgelerinde tespit edilmis diger CVdlIb ve Ilc’nin secilen izolatlar
ile MEGA11 programinda olusturulan evrimsel soyagaci
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CVd IIb/c igin olusturulan dendogramda Outgrup (Dis grup) olarak
Pospiviroidae familyast Apscaviroid cinsine giren ON093255 aksesyon numarasi
ile kayitli Apple scar scin viroid (ASSVd) M. communis L. Cin izolat1 se¢ilmigtir
(Sekil 4.43).

0Q366365 HSVAM-37 izolat1 AF213496 Ispanya izolat1 ile %97.57,
0Q366366 HSVAY-5 izolati AF131252 Amerika izolat1 ile %99.66, 0Q366367
HSVdT-11 izolat1 AF213494 Ispanya izolat1 ile %99.66, 0Q366368 HSVAT-17
izolati GQ260205 Ispanya izolat1 ile %98.34, 0Q366369 HSVdH-10 izolat:
FJ716109 Cin izolat1 ile %99.33, MZ995260 izolat1 ise AB055634 izolat1 Japonya
izolat1 ile %99.65 degeleri ile en yiiksek dizi benzerligine sahip olmusglardir.
Olusturulan filogenetik agacta izolatlarin farkli grup (clade)’lara ayrildigi
goriilmektedir. Tiirkiye izolatlar1 da bircok grupta yer almaktadirlar. Bu durum
bagka konukgulardan veya c¢ok farkli kaynaklardan izolatlarin bulag tekrarinin

olabildigini diisiindiirmektedir.
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71% |OQ366367 HSVAT-11 CVd Iib C. imon cg. Mersin Turkiye
GQ260206 CVd lib C. sinensis cg. Iran

MF817496 CVd ll C. limon cg. Misir

KC584013 CVd Il C. reticulata cg. Mersin Turkiye
MZ995260 HSVdA-42 CVd lic C. reticulata cg. Turkiye
GU825978 CVd Il Citrus sp. cg. Tunus

KY110717 CVd IIb C. sinensis cg. Guney Afnka

AJ490824 CVd Il C. aurantifolia cg. Hindistan

2% KX156936 CVd Ilb C. limon L. cg. Azerbaycan — Cachexia varyant

72% | 72, | |OQ366368 HSVAT-17 CVd lib Citrus sp. cg. Mersin Turkiye

82%

58%

%%

[ 0OQ366373 HSVdH-10 CVd lla Hatay Turkiye
3%

EU382209 CVd Il Citrus sp. cg. Cin

0Q366369 HSVdH-10 Cvd lib CCaVd C. limon cg. Turkiye
KF060659 CVd Il C. mandarin cg. Mersin Turkiye
AF213484 CCaVvd Citrus sp. cg. Ispanya

IAF213496 CCacVd Citrus sp. cg Ispanya

HG518673 CVd Il C. reticulata cg. Kibns

0Q366365 HSVdM-37 CVd lib C. reticulata cg. Turkiye
MZ995256 HSVdM-36 CVd lla Mersin Turkiye

HF954925 CVd Il C. bergamia Kibris

FJ465506 CVd Il C. sinensis Iran

0Q366366 HSVAY-5 Cvd lib Citrus sp. cg. Mersin Turkiye

7% || LIAF131252 CVd Il C. medica L. cg. Amerika
HSVdM- B} T
72% MZ995259 HSVdM-38 CVd lla Mersin . urkiye W~ varyant
7% MN136644 CVd Il C. latifolia cg Yunanistan
7% || OQ366370 HSVdA-43 CVd lla C. reticulata Adana Turkiye
72% L|KC584015 CVd lla C. reticulata Suriye

0Q366374 HSVdH-15 CVd lla Hatay Turkiye

Sekil 4.44.

0Q366372 HSVdA-1 CVd lla Adana Turkiye
ONQ93255 ASSVd M. asiatica L. Cin =——= Dhs grup

Bu ¢alisma kapsaminda elde edilmis olan CVd Ila izolatlarinin
(MZ995256 HSVdAM-36, MZ995257 HSVdA-44, MZ995258
HSVdAM-40, MZ995259 HSVdM-38, 0Q366370 HSVdJA-43,
0Q366371 HSVdA-45, 0Q366372 HSVdA-1, 0Q366373 HSVdH-
10, 0Q366374 HSVdH-15) ve CVd IIb/c izolatlarinin (0OQ366365
HSVdM-37, 0Q366366 HSVdAY-5, 0Q366369 HSVdH-10,
0Q366367 HSVAT-11, 0Q366368 HSVAT-17, MZ995260 HSVdA-
42) diinyanin farkli bolgelerinden secilen CVd II izolatlart ile
MEGA11 programinda olusturulmus evrimsel soyagaci
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CVd Ila/b/c etmenlerine ait segilen izolatlar ile Filogenetik akrabalik
iligkilerine ait evrimsel analizler MEGA11 programinda, Maximum Parsimony
metodu kullanilarak gerceklestirilmigtir. Secilen izolatlarin evrimsel tarihini
belirlemek igin 1000 tekrarli konsensiis agaci olusturulmustur. Outgrup olarak
Pospiviroidae familyasi Apscaviroid cinsine giren ON(093255 aksesyon numarasi
ile kayith Apple scar scin viroid (ASSVd) M. communis L. Cin izolat1 se¢ilmistir
(Sekil 4.44).

Calisma kapsaminda elde edilen HSVd izolatlar1 Uluslararast Gen
Bankasinda kayitl izolatlar ile karsilastirildiginda CVd Ila (non cachexia) ve CVd
IIb/c (cachexia) izolatlarmin birbirlerinden ayr1 gruplarda yer aldig1 ve boylece
calismanin sonucunun dogrulugu teyid edilmistir.

HSVd’in farkh tiirlerde bildirilen uluslararas1 gen bankasinda kayitli olan
izolatlarmin karsilastirilmasi ile elde edilen dendogram asagida goriilmektedir

(Sekil 4.45).
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0Q366372 HSVAA-1 CVd lla Adana Turkiye )
0Q3266374 HSVAH-15 CVd lla Hatay Turkiye

0Q366373 HSVdH.10 CVd lla Hatay Turkiye

MZ995256 HSVdM-38 CVd lla Mersin Turkiye

OQ366370 HSVdA.43 CVd lla C. reticulata Adana Turkiye
MN136644 CVd Il C. latifolia cg Yunanistan

FJ465506 Cvd Il C. sinensis lran

KC584015 CVvd lla C. reticulata Suriye

MZ995259 HSVdM-38 CVd lla Mersin Turkiye

X00524 HSVd C. sativus Amerika

X07405 HSVd C. sativus Aimanya

| AF213496 HSVd Citrus sp. ¢g. Ispanya

0OQ366368 HSVAT-17 CVd Iib Citrus sp. ¢g. Mersin Turkiye
OQ366369 HSVdH-10 Cvd lib CCaVd C. imon cg. Turkiye
} EU382209 CVd Il Citrus sp. ¢g. Cin

} KX156936 CVd Iib C. mon L. cg. Azerbaycan

MZ995260 HSVdA-42 CVd lic C. reticulata cg. Turkiye
AJ490824 CVd Il C. aurantfola cg. Hindistan

KC584013 CVvd Il C. reticulata cg. Mersin Turkiye
MF817496 CVd il C. limon cg. Misir

KY110717 Cvd lib C. sinensis cg. Guney Afrika

GUB25978 CVd Il Citrus sp. ¢g. Tunus

OQ366367 HSVAT-11 CVd lib C. kmon cg. Mersin Turkiye
GQ260206 CVd Iib C. sinensis cg. Iran

MW280148 HSVd H. lupulus Avustralya

AB039270 HSVd H. lupulus Japonya

MK425610 HSVd H. lupulus Amernka $efb¢[§i otu
EU365358 HSVd H. lupulus Cin
EU365352 HSVd H. lupulus Cin
KM213398 HSVd M. communis lran
KM278991 HSVd P. communis Cin
EF523828 HSVd P. domestica Turlaye
GU327606 HSVd V. vindera L. Amerika = Asma
MZ825541 HSVd V. vinifera Rusya
OK138974 HSVd V. vinifera L. Slovenya
GU327607 HSVd V. vinfera L. Amenka
FJ771014 HSVd S. californica Cin
EF076835 HSVd P. domestica Cin
Y09346 HSVd P. armeniaca Ispanya Erik
FJ974077 HSVd P. avium Makedonya
EU925588 HSVd P. avium Yunanistan
AJ297825 HSVd P. armeniaca Fas
U23060 Potato spindle tuber viroid cg Amanya ——| D15 grup

—| Non-Cac.

Turunggil

= | Cachexia

Sekil 4.45. Bu calisma kapsaminda Serbet¢i otu ve Turunggillerde belirlenen
HSVd izolatlan ile diinyada ve Tiirkiye’de farkli bitki gruplarinda
tespit edilmis olan HSVd izolatlarindan segilenler ile MEGAT11
programinda olusturulan evrimsel soyagact
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Filogenetik agacta farkli bitki gruplarindan NCBI’a kaydedilmis olan
HSVd izolatlar1 5 grup (clade) olusturdugu goézlenmistir. Tirkiye izolatlarindan
Prunus domestica, P. hereophyla Brezilya, P. communis Cin, M. communis iran
izolatlart ile ayn1 grupta yer almistir. Diger grupta yer alan C. reticulata Mersin
izolat1 ise C. sativus Almanya izolat1 ile yiiksek genetik akrabalik gdstermistir. Bu
durum etmenin farkli konukgular arasinda da hizla yayilabildigini
diigiindiirmektedir. Ayni durum, farkli {ilkelerden NCBI gen bankasina farkli
iilkelerden kaydi yapilmis serbet¢i otu izolatlarinin (MW280148 Avustralya,
AB039270 Japonya, MK425610 Amerika, EU365358 ve EU365352 Cin
izolatlarinin) ayn1 grupta yer almasi da etmenin iilkeler aras1 bitkisel materyal akisi
yoluyla tasinabildiginin gostergesi olmaktadir. Dendogramda elde edilen
gruplardan bir tanesi de farkli iilkelerden NCBI’a kaydi yapilmis sert ¢ekirdekliler
kendi icerisinde ayri bir grupta yer alirken, yine farkli iilkelerden asma ve yumusak
cekirdekli meyve tiirlerinden elde edilen izolatlar ayri bir grup olusturmustur. Bu
filogenetik agacta da goriildiigii gibi etmenin farkli bitki tiirlerini konukgu olarak
kullanabilmesi tilkeler arasi bitki alig verisinde Ozellikle viriilensligi yiiksek
varyantlarin bulagik materyaller ile tiim diinyaya tasmmmasi ve yayilmasi soz
konusudur (Sekil 4.45).

Caligma kapsaminda CDVd (CVdII) i¢in olusturulmus olan Filogentik
agagcta bir¢ok grup goriilmektedir. Citrus sp. Tirkiye izolati ile C. latifola Meksika
izolatinin ayn1 grupta yer aldig1 goriilmektedir. Bu durum muhtemelen iklimle de
iligkili olarak, farkli konukgulardan mekanik olarak bulasabildigini ve/veya ortak
konukgulardan turuncgillere ve turunggillerdeki farkli cinslerden birbirlerine

bulasabildigini diisiindiirmektedir (Sekil 4.46)
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15 | JF970269 CVd Il C. trifoliata Italya
15 |L| AF123876 CVd Il Amerika
EU938651 CVd lil Citrus sp. talya
FJ773275 CVd lll Citrus hybrid Cin
13 JF970268 CVvd lll C. trifoliata ltalya
13 JX259432 CVd lll C. paradisi Amerika
67 LI JF970264 CVd lll C. limon ltalya
AF458773 CVd lll Citrus sp. Uruguay
r|KM214215 CVvd lll S. lycopersicum Tayland
3| 41 l{{N681197 CVd-lll Citrus sp. Suriye
{ AB054624 CVvd Illl Japonya
AJ630357 CVvd Il Citrus sp. Kuba
82 { AY514448 CVd Il Citrus sp. Uruguay
AB054619 CVvd lll Citrus sp. Japonya
—|AJ630358 CVd lll Citrus sp. Kuba
12 { EU938653 CVd lil Citrus sp. talya
18 L AF447780 CVd Il Citrus sp. Amerika
—| EU564179 CVd Il Tahiti Lime Peru
{ JX259428 CVd lll C sinensis Yunanistan
S76452 CVd-llla Citrus sp. Avustralya
[ GQ254646 CVvd Il C. clementina Ispanya
% LIOK181217 Cvd il Citrus limon Arjantin
GQ260214 CVd lll C. sinensis Ispanya
0OQ366375 CVdIIM-2 Citrus sp. Turkiye
0OQ366376 CVdIIIA-1 Citrus sp. Turkiye
5 MN379508 CVd Il Citrus sp. Amerika
26 || KY473930 CVd Il C. latifolia Meksika
36 LIMZ298922 CVd Il C. limon Misir
ON093255 ASSVd M. asiatica L. Cin ===D1s grup

Sekil 4.46. Bu calisma kapsaminda elde edilmis olan CDVd (CVd III)
izolatlarinin  (0Q366375 CVd IIIM-2, 0Q366376 CVd IIIA-1)
diinyada tespit edilmis ve NCBI veri bankasinda kayithi segilen CVd
I izolatlarindan MEGAI11 programinda olusturulan evrimsel
soyagact
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Caligma kapsaminda CDVd (CVdII) i¢in olusturulmus olan Filogentik
agacta birgok grup olustugu gorilmektedir. 0Q366375 CVd IIIM-2, OQ366376
CVd IIA-1 Citrus sp. Tiirkiye izolatlarinin MN379508 Amerika, MZ298922
Misir, KY473930 Meksika izolati ile biraz farklilikla yakin grupta yer aldig
goriilmektedir.  Bu durum muhtemelen iklimle de iliskili olarak, farkh
konuk¢ulardan mekanik olarak etmenin bulasabildigini ve/veya ortak
konukgulardan turunggillere ve turunggillerdeki farkli cinslerden birbirlerine
aktarilabildigini diisiindiirmektedir. (Sekil 4.46).

Bu calisma kapsaminda elde edilmis olan CBCVd (CVd 1V) izolatinin
(MZ995261) diinyada tespit edilmis ve NCBI veri bankasinda kayith izolatlardan
secilen CVd IV izolatlann ile Maximum Parsimony Metod Tree Bisection
Reconnection istatistik analizine gore, Booststrap degeri 1000 tekrarli olarak
gerceklestirilen filogenetik akrabalik iliskilerine ait MEGAI11 programinda
olusturulan evrimsel agac1 Sekil 4.47°de verilmistir. CBCVd etmenine ait secilen
izolatlar ile gergeklestirilen filogenetik analizde Dis grup olarak Pospiviroidae
familyas1 Apscaviroid cinsine giren ON093255 aksesyon numarasi ile kayitli Apple
scar scin viroid (ASSVd) M. asiatica Cin izolat1 secilmistir (Sekil 4.47).
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MZ995261 CBCVd C. limon Turkiye

KC121568 CBCVd Citrus sp. Umman
46
AJ630361 CBCVd Citrus sp. Kuba
46
AB054633 CBCVd E. citron Japonya

|8

& X14638 CBCVd B. hispida Israil

OK539908 CBCVd Kamkat Iran

KY110719 CBCVd E. medica L. Gney Africa

24 JX259422 CBCVd C. limon Amerika

6
S
JNO03762 CBCVd C. reticulata Guney Afrika
KX819247 CBCVd Citrus sp. Kibris

MG457789 CBCVd Citrus sp. Cin

45

S
&
86 42
66
47
MF421254 CBCVd Citrus sp. Italya
4
92

MZ298920 CBCVd Volkameriana limon ltalya

1s AB054635 CBCVd Citrus sp. Japonya

KY110719 CBCVd E. medica Guney Afrika

MG457797 CBCVd Citrus sp. Cin

HM042749 CBCVd Citrus sp. Cin

ON093255 ASSVd M. asiatica Cin —— Dis grup

Sekil 4.47. Bu caligma kapsaminda elde edilmis olan CBCVd (CVd IV)
izolatinin (MZ995261) diinyada tespit edilmis secilen CVd IV
izolatlar1 ile MEGA11 programinda olusturulan olusturulan evrimsel
soyagacl
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CBCVd i¢in bu c¢alisma kapsaminda elde edilmis olan DNA dizi
eslestirmeleri (BLAST analizi) sonuglarinda, MZ995261 limon izolati, KY110719
nolu Giiney Afrika izolati ile %99.36, MG457789 nolu Cin izolat1 ile %99.35 dizi
benzerligi gostermistir. Elde edilen filogenetik agagta, ana olarak iki clade (grup)
olustugu gorilmektedir. MZ995261 kayit nolu C. limon Tiirkiye, KC121568 kayit
nolu Citrus sp. Umman, AJ630361 kayit nolu Citrus sp. Kuba, AB054633 kayit
nolu E. citron Japonya, X14638 kayit nolu B. hispida Israil ve OK539908 kayit
nolu C. fortunella (Kamkat) Iran izolatlar1 ile ayn1 grupta bulundugu
goriilmektedir. Bu grup MZ995261 kayit nolu C. limon Tiirkiye izolati ile genetik
benzer olarak bu gurubun iistiinde yer almistir.

CVd V izolatinin (MZ995255) etmenine ait se¢ilen izolatlar ile Filogenetik
akrabalik iligkilerine ait evrimsel analizler MEGA11 programinda olusturulmustur.
Dis gurup olarak Pospiviroidae familyasi Apscaviroid cinsine giren ON093255
aksesyon numarasi ile kayith Apple scar scin viroid (ASSVd) M. asiatica L. Cin
izolat1 segilmistir (Sekil 4.48).
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MZ995255 CVd V C. sinensis L. Turkiye
7s AB560862 Cvd V Citrus sp. Japonya
s HM042751 CVd V Citrus sp. Cin

MNB40600 CVd V C. reticulata Avustralya

MZ330081 CVvd V C. medica L. Amerika

KY110720 CVvd V E. medica Guney Afrika

EU433392 CVd V M. tangelo L. Ispanya

AB560863 Cvd V Citrus sp. Japonya
MT883224 CVd V C. sinensis L. Fas
MF477876 CVd-V C. madurensis L. Amerika

MF477865 CVd V Citrus x paradisi Amerika

1 JQ348924 CVd V C. reticulata Pakistan

MN885656 CVd V Citrus sp. Pakistan

NC 010165 CVvd V Citrus sp. Ispanya

KC460711 CVd V C. sinensis L. Tunus

JQO072089 CVd V C. limon Tunus

EF617306 CVvd V Citrus sp. Ispanya

ON093255 ASSVd M. asiatica L. Cin=== Dis grup

Sekil 4.48. Bu calisma kapsaminda elde edilmis CVd V izolatinin (MZ995255)
diinyada tespit edilmis secilen CVd V izolatlann ile MEGAII1
programinda olusturulan evrimsel soyagaci
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Caligma kapsaminda elde edilip NCBI’a kaydi yapilmis olan MZ995255 C.
sinensis CVd V Tiirkiye izolati, NCBI’da dizi karsilagtirmas1 (BLAST) sonucunda,
AB560862 nolu Japonya izolati ile %98.64, HM042751 nolu Cin izolati ile
%98.30, MN640600 nolu Avustralya izolati ile %97.96 gibi yiiksek oranda dizi
benzerligine sahip olmustur. BLAST analizi sonuglarina gére CVd V igin, en
ylksek benzerlik gdsteren NCBI’a kayitli izolatlardan se¢im yapilarak Maximum
Parsimony Metod Tree Bisection Reconnection istatistik analizine gore, Booststrap
degeri 1000 tekrarl olacak sekilde gerceklestirilen filogenetik akrabalik iliskilerine
ait MEGA11 programinda olusturulan evrimsel aga¢ Sekil 4.48°de verilmistir.

Genel anlamda olusturulan filogenetik agac 3 gruba ayrilmistir. MZ995255
C. sinensis CVd V Tirkiye izolati, AB560862 kayit nolu Citrus sp. Japonya izolati
ile ayn1 grupta yer alarak, yiiksek oranda benzerlik gostermistir. Ayrica HM042751
kayit nolu Citrus sp. Cin izolatt ve MN640600 kayit nolu C. reticulta Avustralya
izolat1 ile ayn1 grupta yer almistir.

Calisma kapsaminda incelenen ikinci bitki grubu olan Serbet¢i otu
bitkisinde HSVd etmenine ait elde edilen OQ366357 HSVdB-31 izolat1 ile NCBI
veri bankasindaki secilen izolatlar ile filogenetik calismalara devam edilmistir.
Filogenetik akrabalik iliskilerine ait evrimsel analizler MEGAI11 programinda
gergeklestirilmistir. Segilen izolatlarin benzerligini belirlemek igin soy agaci
olusturulmustur. Dis grup olarak Pospiviroidae familyasi1 Apscaviroid cinsine giren
MF173440 kayit numarasi ile kayith Chrysanthemum chlorotic mottle viroid
(CChMVJA) Krizantem Kore izolati segilmistir ( Sekil 4.49).

Caligma kapsaminda Serbet¢i otunda elde edilen HSVd etmenine ait
0Q366357 HSVdB-31 izolati HE575345 ve HE575347 Cek Cumhuriyetinden
Slovenya izolatlar1 ile %98.30 ve %97.60 benzerlik gostermistir. Olusturulan
Filogentik agacta H. lupulus Tiirkiye ile H. lupulus Cek Cumhuriyeti izolatlar1 ayni
grupta yer almig ve yiiksek oranda genetik benzerlik gostermislerdir. Bu durum

bitki materyalleri tasinma yolu ile etmenin Tiirkiye’ye geldigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.49.

0Q366357 HSVAB-31 H. lupulus Turkiye
HE575345 HSVd H. lupulus Cek Cumhuriyeti
31

HE575347 HSVd H. lupulus Cek Cumbhuriyeti

HES575346 HSVd H. lupulus Cek Cumbhuriyeti

——|HE575344 HSVd H. lupulus Cek Cumbhuriyeti

a5 AB039270 HSVd H. lupulus Japonya

75 EU365358 HSVd H. lupulus Cin
80

EU365348 HSVd H. lupulus Cin
82

53 EU365357 HSVd H. lupulus Cin
AB039272 HSVd H. lupulus Japonya
87
HE575348 HSVd H. lupulus Cek Cumbhuriyeti

EU937524 HSVd H. lupulus Cin

MF 173440 CChMVd Krizantem Kore=====% [J15 grup

Bu calisma kapsaminda Serbet¢i otu bitkisinden elde edilmis HSVd
(0Q366357 HSVdAB-31 nolu) izolatinin diinyada tespit edilmis
secilen serbetgi otu HSVd izolatlar1 ile MEGAI11 programinda
olusturulan olusturulan evrimsel soyagaci
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Serbetci otu HLVd etmenine ait segilen (0Q366353 HLVd-1, 0Q366354
HLVd-10, 0Q366355 HLVd-12, 0Q366356 HLVd-33) izolatlar ile diinyada tespit
edilmis diger HLVd izolatlar1 ile Maximum Parsimony Metod Tree Bisection
Reconnection istatistik analizine gore, Booststrap degeri 1000 tekrarli olarak
gergeklestirilen filogenetik akrabalik iligkilerine ait MEGAI11 programinda
olusturulan evrimsel aga¢ Sekil 4.50°de verilmistir. Soy agacinda dis grup olarak
Pospiviroidae familyast Apscaviroid cinsine giren MF173440 aksesyon numarasi
ile kayith Chrysanthemum chlorotic mottle viroid (CChMVd) Krizantem Kore
izolat1 se¢ilmigtir (Sekil 4.50).

0Q366353 HLVd-1 ve 0OQ366356 HLVd-33 Turkiye izolatlar1 ayn1 grupta
yer alirken, ortak ataya (MK795539 Cin izolati ile) en yakin izolatlar olarak
bulunmuslardir. 0Q366354 nolu HLVd-10 Tirkiye izolati, MK791750 nolu
Cannabis sativa Amerika izolat1 ile ayn1 grupta yer alarak, yiiksek oranda genetik
akrabalik gostermis ve diger Tiirkiye izolatlar1 ile iki farkli grupta (clade) yer
aldiklar1 gozlenmistir. OQ366355 HLVd-12 nolu Tiirkiye izolatt AJ290410 nolu
Cek Cumhuriyeti izolat1 ile aym grupta yer almistir. Tiirkiye’den elde edilen
izolatlarin farkli grupta yer almasi ve izolatalarin MK791750 nolu Cannabis sativa
Amerika izolat1 ve AJ290410 nolu Cek Cumbhuriyeti izolat1 gibi farkli izolatlar ile
akrabalik gostermesi farkli liretim alanlarinda yetistirilen gesitlerin temin edildigi
bitki materyallerinin farkli iilkelerden yada kurumlardan temin edildigini
diisiindiirmektedir. Ozellikle Bilecik ilinde yetistiricilik yapilan alanlarda giftgilere
driinlerinin almmas1 karsiliginda kooperatifler tarafindan bitkisel materyalin
verilmesi ve ayni materyalle ayn1 yerde en az 20 yil yetistiriciligin yapilmasi

nedeniyle bahge tesisindeki temiz iiretim materyali ¢cok biiyiikk 6nem tagimaktadir.
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Sekil 4.50.

100

41

0OQ366353 HLVd-1 H. lupulus Turkiye

0OQ366356 HLVd-33 H. lupulus Turkiye

0OQ366354 HLVd-10 H. lupulus Turkiye

MK791750 HLVd C. sativa Amerika

MZ686448 HLVd C. sativa Amerika

KT600318 HLVd H. lupulus Belcika

0OQ366355 HLVd-12 H. lupulus Turkiye

AJ290410 HLVd H. lupulus Cek Cumhuriyeti

X07397 HLVd H. lupulus Almanya

NC 003611 HLVd H. lupulus Almanya

OK143457 HLVd H. lupulus Brezilya

MZ090890 HLVd C. sativa Amerika

EF613181 HLVd H. lupulus Cin

EF613183 HLVd H. lupulus Cin

|MK?95539 HLVd C. sativa Amerika

|

MF 173440 CChMVd Krizantem Kore et D15 orup

Bu calisma kapsaminda Serbet¢i otu bitkisinden elde edilmis HLVd
izolatlarinin (0Q366353 HLVd-1, 0Q366354 HLVd-10, OQ366355
HLVd-12, 0Q366356 HLVd-33) diinyada tespit edilmis segilen
HLVd izolatlar1 ile MEGAI11l programinda olusturulan olusturulan
evrimsel soyagaci
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4.8. Viroidlerin ikincil Yapilarin olusturulmasi

Bu c¢aligma kapsaminda full genom c¢alismalarimna CEVd ve HSVd
etmenlerinin varyantlari alinmistir. CEVd ve HSVd etmenlerinin cachexia ve non-
cachexia varyantlarina ait izolatlar olarak elde edilen dizilerin Uluslararasi Gen
Bankasindan  segilen referans izolat ile dizi hizalama ¢aligmalari
gergeklestirilmistir.  Bu calisma kapsaminda analiz edilen izolatlarin, molekiiler
varyantlarmin dizi hizalamasi Megall programi kullanilarak elde edilmis ve
gozlenen degisiklikler ve bunlarin konumlar1 CVd Ila i¢in Sekil 4.51, CVdllb/c
i¢in Sekil 4.53 ve CEVd i¢in Sekil 4.55’te verilmistir. Hizalama calismalarindan
sonra, RNAeval web server kullanilarak ¢alisma kapsaminda elde edilen viroidlerin
RNA dizilerinin ¢ubuk seklindeki ikincil yapilart DeRijk ve ark. (2003) ve Gruber
ve ark. (2008)’na gore olusturulmustur. Olusturulan ikincil yapilar CVd Ila i¢in
Sekil 4.52°de, CVd IIb/c igin Sekil 4.54’te ve CEVd icin ise Sekil 4.56’da
verilmistir. Bu varyantlardan elde edilen veriler her bir etmen i¢cin NCBI’da kayith
olan ve en c¢ok benzerlik gosterdikleri referans izolatlar ile karsilagtirmasi

yapilmustir.
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Sekil 4.51. Uluslararas1 Gen Bankasindan segilen referans izolat ile bu calisma kapsaminda analiz edilen CVd-Ila'nin 6

molekiiler varyantinin dizi hizalamasinda gozlenen degisikliklerin (koyu renkli kutular) konumlar
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4. BULGULAR VE TARTISMA Pakize GOK GULER

CVd-Ila (non-cachexia) etmeni igin full genom olarak calisilan 6 adet
izolata referans olarak KC584011 kayit numarali izolat kullanilarak elde edilen
hizalanmis veriler ile kargilastirmalar yapilmistir. Filogenetik ¢aligsmalar ve ikincil
yapilar ile ilgili diger calismalar DNA dizi hizalama c¢aligmalarindan sonra
gerceklestirilmistir. Referans izolat ile yapilan karsilastirmada, 26. ve 27. bazlarda
tiim izolatlarda herhangi bir okuma elde edilmemisken, MZ99528 nolu izolatta
hem 26., hem de 27. bazda Adenin okumasi elde edilmistir. 32.’de Timin ve 54.’de
Adenin Baz farkliliklar1 gézlenmistir. 0Q366371 HSVdA-45 izolatinda da referans
izolattan (KC584011) farklihk gosteren dizi siralari 54. Baz (Citozin), 59. Baz
(Timin), 194. Baz (Citozin), 197. Baz (Timin), 208. Baz (Citozin), 209. Baz
(Guanin), 210. Baz (Adenin) okumalar1 gergeklesmistir. 248. Bazdan 282. Baza
kadar izolatlar birbirleri ile ayni1 dizi benzerligi gosterirmis, 282. Bazdan sonra
MZ995257 HSVdA-44, MZ995258 HSVAM-40, 0Q366370 HSVdA-43,
0Q366371 HSVdA-45 izolatlarinda referans izolat ile ayni olan dizi benzerligi
devam etmistir. 282. Bazdan sonra MZ995256 HSVAM-36 ve MZ995259
HSVdM-38 nolu izolatlar referans izolattan daha yogun farkliliklar gostermiglerdir.
0Q366370 HSVdA-43 izolat1 ise, 327. Bazda Citozin, 329., 330 ve 331. Bazda
Guanin, 333. Bazda Adenin, 334 ve 335. Bazda Citozin, 339. Bazda Timin, 341.
Bazda Guanin, 342. Bazda Adenin okumalari ile farklilik gostermistir (Sekil 4.51).
Wang ve ark.,, (2018)’nin caligmalarinda belirttigi gibi, varyantlar arasinda
gozlenen bu baz farkliliklarinin mutasyon kaynakli olabilecegini ve bunun
viroidlerin olusturdugu ikincil yapilar etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica
Ito ve ark. (2002), calistiklar1 turunggil izolatlar1 arasinda bazi niikleotid
degisikliklerinin, viroidle infekteli Etrog citron bitkilerinde agiga ¢ikan
varyantlarin, viroidin patojenitesini etkileyebilecegini bildirmislerdir (Owens ve

ark., 1999, Semancik ve ark., 1997).
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CVdIla
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Sekil 4.52. CVd Ila igin referans izolatla (A: KC584011) calisma kapsaminda
elde edilen (B: MZ995256, C: MZ995257, D: MZ995258, E:
MZ995259, F: 0Q366370) izolatlarin birlikte goriilen cubuk seklinde
ikincil yapilar

RNAeval web server kullanilarak c¢aligma kapsaminda elde edilen
viroidlerin RNA dizilerinin ¢ubuk seklinde ikincil yapilar1 olusturulmustur (DeRijk
ve ark., 2003; Gruber ve ark., 2008). Non-cachexia varyantlart i¢in; yapilan
hizalamada go6zlenen farkliliklar ikincil yapilarin olusturulmasinda da kendini
gostermistir. Ozellikle MZ995256 HSVAM-36, MZ995259 HSVdM-38 ve
0Q366370 HSVdA-43 izolatlar1 olusturduklar1 ¢ikintilar ile diger izolatlardan
farkliliklar géstermiglerdir (Sekil 4.52).

CVd-IIb/Iic'nin 6 molekiiler varyant1 (0Q366369 HSVdH-10, 0Q366365
HSVdM-37, 0Q366367 HSVAT-11, 0Q366368 HSVAT-17, 0Q366366 HSVAY-5,
MZ995260 HSVdA-42) ve Uluslararasi Gen Bankasindan segilen referans izolatin
(AB055634 Japonya) dizi hizalamasinda gozlenen degisikliklerin konumu ile ilgili
bilgiler Sekil 4.53 lizerinde yorumlanmistir. Referans izolata gore; 26. Bazda
0Q366366 HSVAY-5, 0Q366368 HSVAT-17, 0Q366369 HSVdH-10 izolatlarinda
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Adenin bazi yerine Guanin Bazinin varlig1 gézlenirken, 27. Baz referans izolatta
bos olarak belirlenirken, OQ366367 HSVdT-11 izolatinda Adenin, OQ366368
HSVdAT-17, 0Q366369 HSVdH-10 izolatlarinda ise Guanin baz1 varligi
belirlenmistir. 45. Bazda Citozin yerine 0Q366368 HSVdT-17 izolatinda Adenin,
46. Bazda Adenin yerine 0Q366368 HSVdT-17, 0Q366369 HSVdH-10
izolatlarinda Citozin, 50, 51, 52. Bazlarda sirasiyla da Guanin, Citozin ve Adenin
bazlar1 yerine 0Q366366 HSVAY-5 izolatinda Citozin, Adenin ve Guanin bazlari
gozlenmistir. 0Q366368 HSVAT-17, 0Q366369 HSVdH-10 izolatlarinda 55, 56,
57, 58 ve 59. Bazlarda refarans izolatan farkli bazlar gozlenmistir. 60. Bazda
0Q366366 HSVAY-5 izolatinda Adenin bazi yerine Guanin, 71. Baz sirasinda,
0Q366365 HSVAM-37 izolatinda Adenin bazi yerine Guanin bazi goriilmiistiir.
0Q366366 HSVAY-5 izolatinda 110, 112, 114 ve 118. Bazlarda referans izolata
gore (G,G,-,-) farkli olarak, A, A, G, A bazlari, 0Q366368 HSVdT-17de 114.
Bazda Guanin bazinin varligi belirlenmistir. 169. Bazda referans izolatta goriilen
Citozin bazi yerine MZ995260 HSVdA-42 izolatinda Adenin bazi gozlenmistir.
171. Bazda referans izolatta gozlenen Timin yerine, 0Q366367 HSVdT-11
izolatinda Adenin bazi belirlenmistir. 191 ve 196. Bazda OQ366365 HSVdM-37 ve
0Q366366 HSVAY-5 izolatlarinda referans izolattan farkli olarak Timin, 199.
Bazda ise Citozin bazlarmin varligi belirlenmistir. 0Q366365 HSVdAM-37
izolatinda 210, 211, 212 nolu bazlarda sirasiyla C, G, A bazlar yerine, G, A, G
bazlarinin varligi belirlenmigtir. OQ366368 HSVdAT-17 izolatinda, 218 ve 219.
Bazlarda ise C, G yerine, G, C bazlari, 0Q366369 HSVdH-10 izolatinda ise 218.
Bazda Citozin bazi yerine Guanin bazi belirlenmistir. Referans izolattan farkli
olarak, 0Q366365 HSVdAM-37, 0Q366368 HSVAT-17 ve 0Q366369 HSVdH-10
izolatlarinda 247. Bazda Timin bazi, 248. Bazda ise Citozin bazinin, 253. Bazda
Adenin, 260. Bazda Timin bazinin varligi belirlenmistir. 262. Bazda referans
izolattaki Timin yerine OQ366367 HSVdT-11 izolatinda Citozin bazmin varligi
gbzlenmistir. 293 ve 320. Bazlar arasinda ise sadece 0Q366365 0Q366365
HSVdM-37 izolatinda farklilik belirlenirken, diger izolatlar referans izolat ile ayni

baz dizisi siralarina sahip olmustur (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53. Uluslararasi Gen Bankasindan segilen referans izolat (AB055634 Japonya izolati) ile bu ¢alisma kapsaminda
elde edilen CVd-1Ib/Ilc'nin 6 molekiiler varyantinin dizi hizalamasinda gozlenen degisikliklerin (koyu renkli
kutular) konumlar1
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Cvd Il

A

Sekil 4.54. CVd IIb Referans izolati (A: AB055634 Japonya) ile calisma
kapsaminda elde edilen (B: 0Q366369 HSVdH-10, C: 0OQ366365
HSVdM-37, D: 0Q366367 HSVdT-11, E: 0Q366368 HSVdT-17, F:
0Q366366 HSVAY-5), CVd Ilc (G: MZ995260 HSVdA-42) 6
molekiiler varyanta ait izolatlardan elde edilen ¢ubuk seklinde ikincil
yapilar

Calisma kapsaminda elde edilen viroidlerin RNA dizileri, RNAeval web
server kullanilarak olusturulan ikincil yapilarina bakildiginda OQ366369 HSVdH-
10, 0Q366367 HSVAT-11, 0Q366368 HSVAT-17 ve MZ995260 HSVdA-42
izolatlar1 referans izolatlar ile benzer ikincil yapilara sahip olurken, OQ366365
HSVdM-37 ve 0Q366366 HSVdAY-5 izolatlar1 referans izolattan farkli olarak iki
benzersiz ¢ikint1 olusturmuslardir (Sekil 4.54).

Uluslararas1 Gen Bankasindan segilen referans izolat (KF973205) ile bu
caligma kapsaminda analiz edilen CEVd’in 5 varyantinin (0Q366358 CEVdA-13,
0Q366360 CEVdH-12, 0Q366361 CEVdM-2, 0Q366359 CEVdM-7, MZ995262
CEVdA-1) dizi hizalamasinda gozlenen degisikliklerin konumlar1 Sekil 4.8.5’te
verilmistir. Referans izolattan farkli olarak, 18. Bazda 0Q366359 CEVdM-7
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izolatinda Timin bazi, 24. Bazda ise 0Q366358 CEVdA-13 ve 0Q366359
CEVdM-7 izolatlarinda Guanin ve Timin bazi, 33. Bazda ise 0Q366361 CEVdM-2
izolatinda Adenin bazi yerine Guanin bazi, 36. Bazda ise 0Q366361 CEVdM-2
izolatinda Guanin bazi yerine Adenin bazinin varligi belirlenmistir. 37. Bazda
0Q366359 CEVdM-7 izolat1 referans izolat ile ayni1 baza (Citozin) sahip olurken,
diger izolatlarda Guanin bazi belirlenmistir. 40. Bazda ise referans izolattaki
Citozin baz1 yerine, 0Q366358 CEVdA-13, 0Q366360 CEVdH-12 ve MZ995252
CEVdA-1 izolatlarinda Timin baz1 gozlenmistir. 40. Bazda ise referans izolattaki
Timin bazi yerine, 0Q366361 CEVdM-2 izolatinda Citozin bazimin varligi
belirlenmistir. 88. Bazda, Timin yerine 0Q366360 CEVdH-12, 0Q366361
CEVdM-2 ve MZ995262 CEVdA-1 izolatlarinda Adenin bazi, 119. Bazda
0Q366359 CEVdM-7 izolatinda yine Adenin bazi, 131. Bazda Referans izolattaki
Adenin bazi yerine 0Q366360 CEVdH-12, 0Q366361 CEVdAM-2 ve MZ995262
CEVdA-1 izolatlarinda Guanin bazi belirlenmistir. OQ366361 CEVdM-2 ve
MZ995262 izolatlarinda 134. Bazda Citozin, 135. Bazda Timin, 136. Bazda
Guanin, 137. Bazda Citozin, 138. Bazda Guanin, 139. Bazda Citozin 140 ve 202.
Bazda Guanin bazinin varligi gozlenmistir. Referans izolattan farkli olarak,
0Q366360 CEVdH-12 izolatinda 203. Bazda Guanin, 204. Bazda OQ366361
CEVdM-2, 0Q366359 CEVdAM-7 ve MZ995262 CEVdA-1 izolatlarinda Timin,
0Q366360 CEVdH-12, 0Q366361 CEVdM-2 ve MZ995262 CEVdA-1
izolatlarinda 217. Bazda Guanin, 218. Bazda Adenin bazlar1 gozlenirken, 219.
Bazda referans izolattaki Adenin Bazi yerine MZ995262 CEVdA-1 izolatinda
Timin bazmin varligi gériilmiistiir. 0Q366360 CEVdH-12, 0Q366361 CEVdM-2
ve MZ995262 CEVdA-1 izolatlarinda 223. Bazda Timin yerine Citozin, 224.
Bazda Citozin yerine, sirasiyla Timin, Adenin ve Timin, MZ995262 izolatinda 225.
Bazda Adenin yerine Guanin, 266. Bazda 0Q366360 CEVdH-12 ve MZ995262
izolatlarinda Timin yerine Guanin, 325. Bazda Guanin yerine 0Q366360 CEVdH-
12’de Adenin, MZ995262 izolatinda Timin bazi, 344. Bazda 0Q366358 CEVdA-

13 izolatinda Citozin yerine Guanin, 345. Bazda 0OQ366360 CEVdH-12’de Timin,
129



4. BULGULAR VE TARTISMA Pakize GOK GULER

352. Bazda Guanin yerine 0Q366358 CEVdA-13 ve 0Q366359 CEVdM-7
izolatlarinda Adenin, 355. Sirada Guanin bazi yerine 0Q366358 CEVdA-13
izolatinda Adenin bazinin varlig1 belirlenmistir. 359, 360 ve 361. Bazda referans
izolatta gorillen Timin, Timin, Citozin bazlar yerine 0Q366361 CEVdM-2
izolatinda Adenin, Adenin, Citozin bazlari, 0Q366358 CEVdA-13 izolatinda ise
361, 366 ve374. Siradaki referans izolattaki Citozin, Adenin, Guanin bazlar1 yerine
Timin, Timin, - olarak belirlenmistir (Sekil 4.55).

Genel olarak, FEtrog citron bitkilerinde farkli siddette aciga ¢ikan
simptomlarin, bazi turunggil viroid kombinasyonlarinin CEVd kadar siddetli
semptomlara neden olabilecegi bildirilmistir (Ito ve ark., 2002). Turunggil
viroidlerinin karisik enfeksiyon halinde bulunmasi durumunda CEVd digindaki
turunggil viroidlerinin sirastyla CBLVd, HSVd, CVd-lII ve CVd-IV’i birlikte
bulunmasi durumunda, tigyaprakli anaglarinda exocortis hastaliginin siddetli kabuk
pullanma simptomlarinin goézlendigi bildirilmistir (Hadas ve Bar-Joseph, 1991).
Ayrica, yapisal alanlardaki niikleotid degisikliklerinin baz1 kombinasyonlarinin,
yaprak epinastisi, bodurluk ve damar nekrozu gibi simptomlarla iligkili olabilecegi
de farkli aragtiricilar tarafindan bildirilmistir (Sano ve ark., 1992). Bu sonuglar,
calismamiz kapsaminda farkli siddette simptom gdsteren 6rneklerde elde ettigimiz
varyantlar arasindaki niikleotid farkliliklar1 ile de Grtiigmektedir.

Caligma kapsaminda CEVd etmeni i¢in elde edilen viroid RNA dizileri,
RNAeval web server kullanilarak olusturulan ikincil yapilarma bakildiginda
00Q366358 CEVdA-13 ve 0Q366361 CEVdM-2 izolatlar1 referans izolatlar ile ¢ok
az farklilikla benzer ikincil yapilara sahip olurken, 0OQ366360 CEVdH-12 ve
00366359 CEVdM-7 izolatlar1 birbirlerinden ve referans izolattan farkli olarak iki
benzersiz ¢ikinti olusturmuslardir (Sekil 4.56).
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CEVd

wMeece

Sekil 4.56. CEVd icin segilen Referans izolat (KF973205 Sili) ve calisma
kapsaminda elde edilen (0Q366358 CEVdA-13, 0Q366360 CEVdH-
12, 0Q366361 CEVdM-2, 0Q366359 CEVdM-7) 4 molekiiler
varyanta ait izolatlardan elde edilen ¢ubuk seklinde ikincil yapilar
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Bu calisma ile oncelikle, Tiirkiye’de turunggil iiretiminin Onemli bir
kismmin yapildigi Dogu Akdeniz Bolgesi’nde, yetistiriciligi yapilan portakal,
mandarin, limon ve altintop tiirlerinde viral hastalik belirtisi gosteren turunggil
tiirlerinde ekonomik zarar olusturan Citrus exocortis viroid (CEVd), Citrus bent
leaf viroid (CBLVd), Hop stunt viroid (CVd I1) (CCaVd: Cachexia ve HSVd: Non-
Cachexia), Citrus dwarfing viroid (CDVd; CVd Il), Citrus bark cracking viroid
(CBCVd: CVd-1V), Citrus viroid V (CVd-V), Citrus viroid VI (CVd-VI) varliginin
son durumu belirlenmeye c¢alisilmigtir. Ayrica Bilecik ili serbet¢i otu {iretim
alanlarinda bulunan viroidlerin varhigr tlkemizde ilk olarak bu c¢alisma ile
arastirilmisgtir. Bu iirlin grubunda bulunan HLVd etmenin {ilkemizde varligi
belirlenmistir. Bir diger etmen olan ve her iki {irlin grubunda da bulunan HSVd’in
varligt ve tir iginde ve tiirler arasinda molekiiler olarak karsilastiriimasi
yapilmustir.

Turunggil viroidlerinde secilen izolatlarda simptomatolojik gozlemler igin
turunggil viroidlerinin genel replikatorii olan Etrog citron (Citrus medica L.)
bitkisine TNA’lerin govde ¢izme yontemi ile mekanik olarak bulastirilmis ve
simptom gelisimi gézlenmistir. Aktarim yapilan tiim Etrog citron bitkilerinde genel
bodurluk, bogum aralarmin kisalmasi, yaprak epinastisi gozlenen baslica
simptomlar olmustur. Siddetli simptom gelistiren bitkilerde gozlenen bir diger
belirti ise yaprak arka yiizeyinde olusan damar nekrozlar1 olmustur.

Turunggillerde segilen izolatlar genelde karigik infeksiyon halinde
bulundugu i¢in bu izolatlardan CEVd’i tek olarak izole etmek icin enfekteli
turunggil agacglarindan elde edilen TNA Ornekleri mor kadife bitkilerine mekanik
inokulasyon c¢alismalar1 ile aktarilmis ve bitkilerde simptom gelisimleri
gozlenmistir. Mor kadife (Gynura aurantiaca L.) bitkilerinde gdzlenen
simptomlarin baslicalar1 bogum arasinda kisalma nedeniyle kontrol bitkilere oranla

daha bodur bitki gelisimi ve yaprak epinasti simptomlar1 olmus, ayrica enfekteli
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bitkilerin kok hacimleri daha az gelismistir. CEVd i¢in mekanik inokulasyon
yapilan tiim bitkilerde belirtilen simptomlar gozlenmistir.

Turunggil izolatlarinda, hiyar bitkilerinde siddetli bodurluk, bogum
aralarinda kisalma ve kloroz olusumu goézlenen baslica simptomlar olmustur.

Serbet¢i otunda HSVd igin elde edilen en belirgin simptomlar, bogum
aralarinin kisalmasi nedeniyle gelisen bodurluk olurken, ayrica bitkilerde yaprak
boyutlarinda kii¢iilme ve genel bir kloroz olusumu da gézlenmistir.

Elde edilen ve secilen 10 adet viroid izolatinin turun¢ fidanlarina asi
inokulasyonu yontemi ile aktarilarak stok bitkiler elde edilmis ve bdylece canli
bitki lizerinde gen bankas1 olusturulmustur. Gen bankasinin olusturulmasi kaynagi
belli sekansla teyidi yapilmis pozitif kontrollerin canli bitki iizerinde muhafazasi
amactyla gergeklestirilmistir.

Gen klonlamas1 ¢alismalari, survey c¢alismalar sirasinda yogun simptom
gozlenen ve molekiiler calismalarda kuvvetli bant elde edilen 6rneklerden 4 izolatta
gercgeklestirilmistir. Caligmanin bu asamasi hem full genom dizileme c¢aligsmalarini
gergeklestirmek hem de klonlanan genomlarin ilerideki ¢calismalarda pozitif kontrol
olarak kullanilmasi igin stok plazmid pozitif kontrol seklinde -20 ve -80 °C’de
muhafaza edilmesi amaciyla gerceklestirilmistir.

Survey calismasi; 2016 ve 2019 yillart Nisan-Kasim aylar1 arasinda Adana,
Hatay, Mersin ve Osmaniye illerinde turucgil iiretimi yapilan alanlarda ve 2016 ve
2018 yillarinda Haziran ve Agustos aylarinda Bilecik ili Pazaryeri ilgesi serbetci
otu tiretim alanlarinda gergeklestirilmistir. Turunggillerde toplamda 1212368 dekar
turunggil iiretim alanindan 385 adet 6rnek toplanmis ve 285 adet drnekte turunggil
viroidleri ile ikili, ticlii ve dortlii olarak karisik enfekteli oldugu belirlenmistir.
Serbet¢i otunda ise toplamda 1400 dekar alandan 214 adet 6rnek toplanmis ve
Oorneklerden 131 adedi HLVd etmeni, 51 adedi HSVd etmeni ile enfekteli
bulunurken, 39 adet Ornegin her iki etmen ile enfekteli oldugu belirlenmistir.
Calisma kapsaminda turunggillerde 8 adet viroid hastalik etmeninin belirlenmesi

amactyla RT-PCR calismalar1 gerceklestirilmis ve 7 farkli turunggil viroidinin
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varligr caligilan Orneklerde Dbelirlenmistir. Ancak CVd VI etmeni RT-PCR
caligmalar1 ile belirlenmesine ragmen dizi analizi ¢aligmalarinda teyidi
yapilamadigi i¢in saptanmamig olarak kabul edilmistir. Serbetci otu bitkisinde ise
glinimiize kadar bildirilmis olan 4 adet viroid hastalik etmeninin varlig1 ¢aligilmig
ve 2 adet etmenin varligi belirlenmigtirr AFCVd etmeni ile ilgili RT-PCR
caligmalarinda bant elde edilmesine ragmen dizi analizi ¢alismalarinda sonug elde
edilememesi nedeniyle saptanmamis olarak kabul edilmistir. Son yillarda yapilan
yeni nesil dizileme ¢aligmalari ile serbet¢i otu bitkilerinde varligi bildirilen CBCVd
etmeni ikinci yil oOrneklerinde c¢alisilmis ancak higbir Ornekte varligi
belirlenememistir.

Turunggiller i¢in yapilan survey caligsmalari tiirler bazinda incelendiginde;

Portakalda incelenen 100 adet 6rnekten 17’1 CEVd, 10’u CBLVd, 15’1
CCaVd, 11’1 HSVd (non-cachexia), 9’u CDVd, 11’1 CBCVd, 4’ CVd-V olmak
tizere 77 adedi (%77) turunggil viroidleri ile enfekteli bulunmustur.

Mandarinde incelenen 100 adet ornekten 18’1 CEVd, 9’u CBLVd, 14’0
CCaVd, 15’1 HSVd (non-cachexia), 6’s1 CDVd, 5’1 CBCVd, 3’ CVd-V olmak
tizere 70 adedi (%70) turunggil viroidleri ile enfekteli bulunmustur.

Limonda incelenen 120 adet 6rnekten 20’si CEVd, 11°1 CBLVd, 17’s1
CCaVd, 18’1 HSVd (non-cachexia), 10’u CDVd, 11’i CBCVd, 6’s1 CVd-V olmak
tizere 93 adedi (%77.5) turunggil viroidleri ile enfekteli bulunmustur,

Altintopta incelenen 65 adet 6rnekten 12°si CEVd, 3’0 CBLVd, 11’1
CCaVd, 15’1 HSVd (non-cachexia), 5’i CDVd, 4’ CBCVd, 2’si CVd-V olmak
tizere 45 adedi (%69.2) turunggil viroidleri ile enfekteli bulunmustur.,

Serbet¢i otu i¢in yapilan survey calismalar ¢esitler bazinda incelendiginde;

Erciyes ¢esidinde incelenen 75 6rnekten 51°inde HLVd, 24’linde HSVd ile
enfekteli olarak belirlenmistir. Brewers Gold ¢esidinde incelenen 74 6rnekten 42°s1

HLVd, 14’14 HSVd ile enfekteli olarak belirlenmistir.
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Aroma g¢esidinde incelenen 45 oOrnekten 26’st HLVd, 13’4 HSVA ile
enfekteli olarak belirlenmistir. Ege ¢esidinde ise, incelenen 20 Ornekten 12’si
HLVd ile enfekteli olarak belirlenmistir.

Her iki bitki grubunda da yapilan tiim bu survey ¢aligmalariin sonucunda;
viroid hastalik etmenlerinin {iretim alanlarinda var oldugu ve agir simptom
olusumu ile zarar olusturdugu ve iiretim alanlarmin bircogunda yaygin olarak
bulundugu belirlenmistir. Elde edilen bu hastalik etmeni indikator ve stok bitkiler
iizerinde c¢ogaltilmis, ayrica segilen izolatlarda gen klonlamasi yapilarak
klonlanmuisg iiriinler -20 °C, -80 °C’de saklanarak gen bankasi olusturulmustur. Bu
ornekler ileride pozitif kontrol olarak bilimsel c¢alismalarda ve gerekli
goriildiglinde karantina kuruluslartyla paylasilmak tizere degerlendirilecektir.

Turuncgillerde elde edilmis olan izolatlar;

Calisma kapsaminda yiiksek benzerlik yilizdeleri ile CEVd oldugu
belirlenen izolatlarin, MZ995262 CEVdA-1 (Adana-1), 0Q366358 CEVdA-13
(Adana-13), 0Q366359 CEVdAM-7 (Mersin-7) ve 0Q366360 CEVdH-12 (Hatay-
12), 0Q366361 CEVdM-2 (Mersin-2) kayit numaralari ile Uluslararasi gen
bankasina (NCBI) kayitlar1 gerceklestirilmistir.

Yiiksek benzerlik oranlar1 ile CBLVd oldugu belirlenen 3 adet izolata ait
fasta format verileri, NCBI veri bankasina 0Q366362 (CBLVdA-3), 0Q366363
(CBLVdH-5), 0Q366364 (CBLVd M-8) kayit numaralari ile kaydedilmistir.

Caligma kapsaminda yiiksek benzerlik yiizdeleri ile CVd Ila oldugu
belirlenen 9 adet HSVd (CVd Ila) izolati, Uluslararasi gen bankasina (NCBI);
MZ995256 (HSVdAM-36), MZ995257 (HSVdA-44), MZ995258 (HSVdM-40),
MZ995259 (HSVAM-38), 0Q366370 (HSVdA-43), 0Q366371 (HSVdA-45),
0Q366372 (HSVdA-1), 0Q366373 (HSVdH-10), 0Q366374 (HSVdH-15) kayit
numaralari ile kaydedilmisgtir.

Calisma kapsaminda yiiksek benzerlik yiizdeleri ile CVd IIb/c oldugu
belirlenen 6 adet izolatin Uluslararasi gen bankasina (NCBI), 0Q366365 (HSVdM-

37), 0Q366366 (HSVAY-5), 0Q366369 (HSVAH-10), 0Q366367 (HSVAT-11),
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0Q366368 (HSVAT-17), MZ995260 (HSVdA-42) kayit numaralari ile
kaydedilmistir.

Caligma kapsaminda elde edilmis olan ve yiiksek benzerlik yiizdeleri ile
CDVd (CVd III) oldugu belirlenen izolatlarin Uluslararas1 gen bankasina (NCBI),
0Q366375 (CVd 1IIM-2), 0Q366376 (CVd IlIA-1) kayit numaralar ile kayitlar
gergeklestirilmistir.

Calisma kapsaminda elde edilmis olan 1 adet CBCVd (CVd 1V) izolatinin
MZ995261 kayit numarast ile Uluslararas1 gen bankasina (NCBI) kaydi
gergeklestirilmistir.

Calisma kapsaminda elde edilmis 1 adet CVd V izolati, Uluslararas1 gen
bankasina (NCBI) MZ995255 kayit numarasi ile kayit yapilmaistir.

Serbetci otu bitkisinde HSVd etmenine ait elde edilen izolat izolatin
Uluslararas1 gen bankasina (NCBI), 0Q366357 (HSVdB-3) kayit numarasi ile
kaydi gerceklestirilmistir.

Serbet¢i otunda ise galisilan, HLVd etmenine ait belirlenen 4 adet izolat,
0Q366353 (HLVd-1), 0Q366354 (HLVd-10), 0Q366355 (HLVd-12), 0Q366356
(HLVd-33) kayit numaralar ile Uluslararast gen bankasma (NCBI) kayitlar
gergeklestirilmistir.

Survey c¢alismalart sonucunda c¢aligilan Orneklerde, viroid hastalik
etmenlerine ait belirtilerin turunggil tiir ve cesitlerine gore farklilik gosterdigi,
viroid hastalik etmenlerinden birden fazlasinin ayni bitkide karisik enfeksiyon
halinde bulunmasit durumunda simptom yogunlugunun daha fazla oldugu
belirlenmistir. Portakallarda yapilan surveylerde en agir simptomlarin (bodurluk,
sarilik, uctan geriye dogru kuruma) gozlendigi Adana ili iiretim alanlarindan
Spring Navel c¢esidinden alinan 6rnekte CVd I, CVd II, CVd III ve CVd V
etmenlerinin karigik enfeksiyon halinde oldugu belirlenmistir. Limonlarda ise en
agir simptomlarin (ana govde, yan ve u¢ dallarda yogun ¢atlama ve zamk ¢ikislari,
genel sarilik, bodurluk, geriye dogru kuruma ve 6liim) gézlendigi Adana ve Mersin

ilinde Meyer limon ¢esidine ait iiretim alanlarindan alinan 6rneklerde CVd I, CVd
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II, CVd III, CVd-1V ve CVd V etmenlerinin karigik enfeksiyon halinde bulundugu
belirlenmistir. Mandarinlerde ise en agir simptomlarin (genel sarilik, bodurluk,
uctan geriye dogru kuruma ve 6liim) gozlendigi Hatay ve Mersin illeri satsuma
mandarin ¢esidi liretim alanlarindan alinan 6rneklerde CVd I, CVd Ila, CVdIIb,
CVd III ve CVd V etmenlerinin karigik enfeksiyon halinde bulundugu bitkilerde
belirlenmistir.

Survey c¢aligmalar1 sirasinda segilerek molekiiler karakterizasyon
caligmalarina alinan 6rneklerde yapilan dizi analizlerinin sonuglar1 Uluslararasi gen
bankasinda (NCBI) kayitli farkli iilkelere ait izolatlar ile %96-99 arasinda yiiksek
benzerlikler gostermesi bu iilkeler arasinda bitkisel iiretim materyali alis verisi
olmas1 nedeniyle {ilkelerin birbirleri i¢in bulas kaynagi olabildigini
diisiindiirmektedir. Bu nedenle bahge tesisinde temiz iiretim materyali ¢ok biiyiik
Oonem tasimaktadir. Surveyler sirasinda bu kadar yogun ve agir simptomlar ile
karsilagilan iretim alanlarinda bulasikligin fidan asamasindan asi kalemi ile
geldigini diisiindlirmektedir. Agir simptomlarn goriildiigii ve viroid hastalik
etmenlerinin belirlendigi bahgelerde {ireticilerin fidan teminini aym bdlgedeki
fidancilardan yaptigini bildirmesi bunun kanit1 olmustur. Bu nedenle viral hastalik
etmenlerinin yayilmasimi engellemede saglikli ve sertifikali fidan kullamilarak
bahge tesisinin yapilmasi, viroid hastaliklarinin yayilimini 6nlemede ilk 6nlem
olacaktir.

Serbetgi otunda viroid hastalik etmenlerinin varlig1 ve yayginlhigi ile ilgili
yapilan bu calisma lilkemizde bir ilk olmustur. Bu agidan serbetci otu iiretim
alanlarinda HLVd ve HSVd’in varliginin belirlenmesi, ilk kayitlarinin yapilmasi ve
diinya izolatlar1 ile karsilastirilmasi agisindan ilk ¢alisma olmustur. Yapilan bu
caligmada serbet¢i otu bitkisinde HLVd’in iilkemizde varligi ile ilgili ilk kayit
bildirimi yapilmis ve bu konu ile ilgili Zararli Risk Analizi Raporu hazirlanmaistir.

Ayrica HSVd’in diinya {izerinde varliginin bildirildigi ilk bitki grubu olan
serbetci otunda elde edilen izolatlar ile bolgemiz turunggil {iretim alanlarindan elde

edilen HSVd varyantlarinin karsilagtirilmas1 yapilarak filogenetik akrabaliklar
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ortaya konmustur. Her iki bitki grubundan elde edilen HSVd’nin molekiiler olarak
kargilastirilmasi sonucunda filogenetik agagta bu iki viroid turuncgil grubu ve
serbetci otu grubu olarak ayri gruplarda yer almiglardir.

Turuncggil tiir ve gesitlerinde bulunan viroid hastalik etmenleri bitkisel
iretim materyalleri (as1 kalemi, a1 gozii) ve mekanik olarak (as1 bicagi, budama
makast gibi alet ve ekipmanlar iizerinde bulunan bitki 6zsuyu ile) kolaylikla
tasmabilmektedir. Bu nedenle, kiiltiirel islemler sirasinda % 2’lik sodyum
hipoklorit kullaniminin mekanik taginmalar1 engellemede basarili oldugu birgok
calismada bildirilmistir.

Serbetci otu tiirlerinde belirlenen iki adet viroidin de yine iilkeye
giriglerinin bitkisel iiretim materyalleri oldugunu diisiindiirmektedir. Bilecik ili
Pazaryeri ilgesi serbet¢i otu iiretim alanlarinda fidanlarin temini kooperatifler
tarafindan saglandigi i¢in bu kurumlarin iiretim materyallerinin viral etmenlerden
ari oldugu testlemesini yaptirarak {iretim alanlarina temiz bitkisel materyallerinin
dagitilmas1 ¢aok onemlidir. Ayrica polikiiltiir tiretimin yapildig1 Pazaryeri ilgesi
icin genis bir konukg¢u dizisine sahip olan HSVd etmeni agisindan temiz iiretim
materyali ile iiretime baslanmasi hastaligin yayilmasini onlemede en Onemli
asamadir.

Caligmamiz sonucunda, dzellikle Dogu Akdeniz Bdlgesi i¢in énemli bir
iriin olan turunggillerde goriilen en 6nemli viroid hastalik etmenleri i¢in bir brosiir
hazirlanarak etmenin yayilmasimi Onleyici tedbirler konusunda bilgilendirmeler

yapilmustir.
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