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DOGU AKDENIZ VE GUNEYDOGU ANADOLU BOLGESIi BAGLARINDA
OTOKTON ASMA VARYETELERINDE YENI BiR ViROID TURU:

Australian grapevine viroid
(YUKSEK LISANS TEZi)
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OZET

Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Boélgeleri’nde yerli asma varyeteleriyle
kurulmug yash baglardan, temmuz ayinda yesil yaprakli siirglin ve gec agustos-eyliil
aylarinda bir yasli odun celikleri toplanmistir. Ornekleme calismasi viriis ve viriis-benzeri
hastalik belirtisi tagiyan ve saglikli gorlintiglii asmalardan tesadiifi olarak yapilmistir. Odun
celikleri (20-30 cm, 3-4 gbz) sera ortaminda kdklendirilmistir. Toplam 200 adet 6rnekten
toplam niikleik asit izolasyonu ve cDNA sentezi yapilmistir. Hazirlanan cDNA’lar
Avustralya asma viroid (Australian grapevine viroid, AGVd) i¢in hazirlanmig primer
dizinleriyle PCR ile testlenmistir. Testlenen 6rneklerin 7 tanesinde 369 bg biiyiikliigiinde
AGVd DNA bantlar1 elde edilmistir. Bes Ornekten alinan PCR DNA’larin dogrudan
dizilemesi iki yonlii olarak yaptirilmis ve MEGA 6.0 yazilimiyla yapilarak gen bankasinda
kayith yiiksek benzerlik gosteren viroid niikleotid dizileriyle karsilastirilmistir. Tiirk
AGVd izolatlar1 Gen Bankasina kaydedilmistir (Gen bankasi erisim no: KY114492 -
KY114496). Neighbor-joining (NJ) yontemiyle hazirlanmis filogenetik agag tizerinde Tiirk
(TR) AGVd izolatlart birbirlerine yakin pozisyonda, ayn1 grupta yer alirken, TR179 ve
TR189 izolatlar1 farklilik gostermistir.
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A NEW VIROID SPECIES IN AUTOCHTHONOUS GRAPEVINE VARIETIES IN
THE VINEYARDS OF EASTERN MEDITERRANEAN AND SOUTHEAST
ANATOLIA REGIONS: Australian grapevine viroid

(M.Sc. THESIS)
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SUMMARY

Green shoots in july and one-year old dormant cuttings in late august-september
were collected from old vineyards with autochthonous grapevine cultivars in the Eastern
Mediterranean and Southeast Anatolia regions. Sampling was randomly made from
healthy- and diseased-looked plants. Woody cuttings (20-30 cm in length, 3-4 buds) were
rooted in greenhouse conditions. Nucleic acid isolation was done from a total of 200 plant
samples followed by cDNA synthesis. Prepared cDNA's were subjected to PCR analysis
with primer stes specific to Australian grapevine viroid (AGVd). Of the seven samples,
DNA bands at 369 bp in size were obtained. PCR DNA's from five samples were
sequenced in two directions and blastn analysis was performed in MEGA 6.0 software to
retrieve the homologous nucleotides in GenBank. Nucleotide sequences of five samples
were registered in GenBank (GenBank acc.no: KY114492 - 114496). Phylogenetic tree
prepared by Neighbor-joining (NJ) method showed that Turkish (TR) AGVd isolates were

grouped in one cluster except TR179 and TR189 with minor changes in their nucleotides.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AGVd Australian grapevine viroid

be¢ Baz cifti

cDNA complementary DNA (Tamamlayict DNA)
DNA Deoxyribonucleicacid

dNTP Deoxynucleotidetriphosphate

EDTA Etilene diamine tetra acetic acid

EtOH Etil Alkol

GYSvd Grapevine yellow speckle viroid

HSVd Hop stunt viroid

Ha Hektar

Kb Kilobaz

MgCl, Magnezyum kloriir

Mg Miligram

mli Mililitre

mM Milimolar

ng Mikrogram

ul Mikrolitre

Nal Sodyum Iyodiir

nt Niikleotid

Nm Nanometre

PCR Polimeraz Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
RT Reverse transcription ( Tersine Transkripsiyon)
RNA Ribonucleicacid

vii



rpm Round per minute (Dakika-devir)

TAE Tris acetate-EDTA
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uv Ultraviole
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1.GIRIS

Asma (Vitis spp) ilhman iklim kusaginda yaygin olarak yetistirilen ve ekonomik
olarak onemli odunsu bitkidir. Bu kadar yaygin olarak yetismesine karsilik, patojen
saldirilarina en fazla maruz kalan konukgudur. Vitis ve Muscadinia cinslerini enfekteleyen
62 viriis, 5 viroid, 8 fitoplazma ve bocekle tasinan ksilem bakterisi rapor edilmistir
(Cizelge 1.1.). Bu bakimdan asma bitkisi en fazla hiicre i¢i patojenle enfektelenen tek bitki

olarak kabul edilmektedir (Martelli, 2015).

Viroidler bilinen en kii¢iik bitki patojenleridir ve ekonomik olarak 6nemli bir¢cok
bitki kiiltiirlinde tanilanmislardir. Yapilart kapsidi olmayan, kiiciik, dairesel ve kovalent
baglariyla kapanmis tek iplikli RNA (246-401 niikleotid uzunlugunda) molekiillerinden
meydana gelmistir (Flores ve ark., 2005; Ding, 2009). Viroidlerin replikasyonu tamamen
konukc¢u faktériine bagli, kendiliginden dairesel yuvarlanarak meydana gelmektedir.
Bugiine kadar iki familya igerisine yerlestirilmis 30’dan fazla viroid tanimlanmistir:
Pospiviroidae (merkez korunmus bdlgeye sahip) ve Avsunviroidae (merkez korunmus

bolgeye sahip degil) (Koltunow ve Rezaian, 1989a).

Birc¢ok bitki tiirii viroidlerin dogal konukgusu olarak bilinmektedir. Bunlarin arasinda
asma en Onemli viroid konukgularindan biridir. Bu tiirde simdiye kadar Serbetciotu
ciicelesme viroid (Hop stunt viroid, HSVd) (Sano ve ark., 1986), Asma sart benek viroid-1
ve -2 (Grapevine yellow speckle viroid, GYSVd), Avustralya asma viroid (Australian
grapevine viroid, AGVd) (Rezaian, 1990; Elleuch ve ark., 2002; Guo ve ark., 2007),
Turunggil exocortis viroid (Citrus exocortis viroid, CEVd) (Flores ve ark., 1985; Sano ve
ark., 1986; Garcia-Arenal ve ark., 1987; Koltunow ve Rezaian, 1988; Rezaian ve ark.,
1988). Yakin zamanda Asma cekichast viroid-benzeri (Grapevine hammerhead viroid,
GHVd) olarak adlandirilmis dairesel bir RNA rapor edilmis olmasina karsin, RNA'nin
asma celiklerinde enfeksiyoz etkisinin olmadigi anlagilmistir (Wu ve ark., 2012). HSVd,
GYSVd-1 asmanin yetistirildigi her yerde yaygin bulunurken, GYSVd-2, AGVd ve CEVd
daha az siklikta yaygindir (Little ve Rezaian, 2003).



AGVd, asma viroidleri iceirisinde en az arastirilmis olmasina karsin, yakin zamanda
Avustralya (Rezaian ve ark., 1990), Tunus (Elleuch ve ark., 2002, 2003), ABD (Al
Rwahnih ve ark., 2009), Cin (Jiang ve ark., 2009), Iran (Zaki-Aghl ve lzadpanah, 2009),
Italya (Gambino ve ark., 2014), Hindistan (Adkar-Purushothama ve ark., 2014)’da

tanilanmistir.

Cizelge 1. 2. Asmay1 enfekteleyen virisler, taksonomik yerleri ve tiir sayilar1 (Martelli,

2015)
FAMILYA CIiNS TUR SAYISI
(+)ssRNA bulunduran, izometrik partikiillii viriisler
SECOVIRIDAE Fabavirus 1
Nepovirus 16
Alphamovirus 1
BROMOVIRIDAE Cucumovirus 1
Ilarvirus 2
Carmovirus 1
TOMBUSVIRIDAE Necrovirus 1
Tombusvirus 2
TYMOVIRIDAE Maraiggrus 4
Maculavirus 2
AMALGAVIRIDAE Amalgavirus 1
Famllyaya . Idaevirus 1
y.er.l.estlrﬂememls Sobemovirus 1
viriisler
dsRNA bulunduran, izometrik partikiillii viriisler
REOVIRIDAE Oryzavirus 1
ENDORNAVIRIDAE Endornavirus 2
PARTITIVIRIDAE Alphacryptovirus 2
(+)ssRNA bulunduran, ipliksi partikiillii viriisler
. 1
Closterovirus e
CLOSTEROVIRIDAE Ampelovirus streyni)3 (GLRaV-41in 5
Velarivirus 1
ALPHAFLEXIVIRIDAE Potexvirus 1
Foveavirus 1
BETAFLEXIVIRIDAE Trichovirus 2
Vitivirus 5
POTYVIRIDAE Potyvirus 1
DNA bulunduran viriisler
CAULIMOVIRIDAE Badnavirus 2
GEMINIVIRIDAE Kesinlesmemis 1
Taksonomik olarak kesinlesmemis viriisler 4




Asmada enfeksiyon yapan patojenler icerisinde, konukcgularinda belirgin simptom
vermedikleri nedeniyle ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Tiirkiye’de bag alanlarinda viroidler
konusunda yapilan tek giincel arastirma Gazel ve Onelge (2003)’nin yapmis oldugu
calismadir. Arastirmacilar GYSVd-1, -2, HSVd ve CEVd-g’yi Giineydogu Anadolu ve
Akdeniz Bolgeleri’nde rapor etmistir. Gokgek (2007) ise Gaziantep illindeki baglarda
GYSVd-1 ve -2'yi sPAGE ile tanilamis, ancak veriler yayinlanmamistir. AGVd {izerine bir
calismaya yer verilmemistir ve izolatlarin ¢esitliligi hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Bu
arastirma Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri’nde yerli asma varyetelerinde

AGVd’nin yayginliklarinin ve populasyon c¢esitliliginin incelenmesi amactyla yapilmaigstir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Viroidler kiiciik, dairesel tek iplikli enfektif RNA molekiillerden meydana gelmis
bilinen en kiigiik bitki patojenidir (Diener, 2001; Flores ve ark., 2000). Genom
biiyiikliikleri Avokado giines yaniklik viroidi (Avocado sunblotch viroid, ASBVd)'de 246
niikleoid (nt) olurken Krizantem klorotik beneklenme viroid (Chrysanthemum chlorotic
mottle viroid, ChCMVd) 'de 399 nt kadardir (Navarro ve Flores, 1997). Viroidlerin biiyiik
bir kismi Pospiviridae familyasinda toplanmistir. Bunlar bes yapisal bolgeye sahiptir
(Keese ve Symnos, 1985): iki terminal bdlge, sag (terminal right, TR) ve sol (terminal left,
TL), bir patojenik (pathogenic, P), bir degisken (variable, V) ve bir korunmus merkez
bolgesiyle (central conserved region, CCR) birlikte bir merkez (central, C). Cekigbasi
seklinde kendiliginden olusmus baglanti bulunduran CCR bélgesine sahip olmayan diger

viroidler ise Avsunviridae familyasinda toplanmistir (Flores ve ark., 2000) (Cizelge 2.1.).

Sanger ve ark., (1976), hastalik etmeni olarak viroidlerin protein kilifi olmayan,
diisiik molekiiler agirliga sahip, halka formunda, tek zinciri, kapali kovalent baglart olan ve
kendi kendine replike olabilen RNA’larin olusturdugu bir patojen grubu oldugunu
bildirmistir. Viroidlerin ¢ogaltma materyali ile tasinmakta ve 1siya son derece dayanikli
(min. 20 °C ve 35°C de artis kapasitesi) olduklar1 belirtiimektedir (Keese ve Symons,
1985). Mc Innes ve Symons, (1991) serolojik yontemlerin viroidlerin protein kilif
bulundurmamasi nedeniyle uygulanamadigini ve niikleik asit hibridizasyon yonteminin

spesifik olmasi ve yiiksek hassasiyete sahip olmasi nedeniyle uygulandigini bildirmistir.

Viroidlerin tanilanmasinda kullanilan en eski temel yontem, indikator bitkilerin
kullanimi olup, etmenin patojen olup olmadiginin dogrulanmasinda, taginma sekli ve
konuk¢u cevresinin belirlenmesinde mutlaka kullanilmas1 gerekli olan bir ydntemdir.
Ancak tek basina yeterli olmadigi igin kesin tani1 i¢in diger yontemler ile desteklenmelidir.
Habili ve ark., (1992)’na gore son yillara kadar viroid tanilamasinin biyolojik indeksleme
yontemiyle yapilmaktaydi. Ancak enfekteli konukguda viroid konsantrasyonundaki
degisiklik nedeniyle daha hassas yontemler kullanilmasi da gerekmektedir (Morton ve ark.,

1993; Gafny ve ark.,1995).



Rezaian ve ark., (1992) ve Staub ve ark., (1995), PCR yonteminin viroid niikleik
asit kaliplarinin ¢ogaltilmas1 nedeniyle siklikla kullanilmakta oldugunu, hassasiyetinin
cesitli modifikasyonlarla arttirildigini bildirmisler ve sonu¢ olarak asma viroidleri icin

birka¢ PCR c¢alismasi yayinlamiglardir.

Poliakrilamid jel elektroforez (polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE)
viroidlerin tanilanmasinda uygulanmasi gereken temel bir teknik olup, yaygin olarak
sertifikasyon programlarinda, viroid irklarinin ayriminda diger tekniklerle kombine olarak
kullanilmaktadir (Singh ve ark., 1991). PCR tekniginde primerlerin ayni cins igerisinde yer
alan viroidlerin genomlarinin belirlenmesi ile korunmus bolgelerin secilmesi, ayni cins
icerisinde yer alan biitiin viroidlerin tanisin1 saglamaktadir. Degisken bdlgelerin
belirlenmesi i¢in segilecek primerlerin kullanilmasi ile de spesifik olarak bir viroid ya da

viroidin farkli irklar belirlenebilmektedir.

Asma (Vitis vinifera L.) bes viroid tarafindan enfektelenmektedir: Serbetci otu
ciicelesme viroid (Hop stunt viroid, HSVd), Turunggil exocortis viroid (Citrus exocortis
viroid, CEVd), Asma sar1 benek viroid-1 (Grapevine yellow speckle viroid-1, GYSVd-1),
Asma sar1 benek viroid-2 (Grapevine yellow speckle viroid-2, GYSVd-2) ve Australian
grapevine viroid (Australian grapevine viroid, AGVd) (Flores ve ark., 1985; Sano ve ark.,
1985; Gracia-Arenal ve ark., 1987; Rezaian, 1990; Wan Chow Wah ve Symnos, 1997,
Szychowski ve ark., 1998). Bu viroidler taksonomik olarak Pospiviridae familyasinda ii¢
cinste smiflanmistir. GYSVd-1, GYSVd-2 ve AGVd Apscaviroid cinsinde bulunmaktadir.
Bu cinsi Apple scar skin viroid (ASSVd) temsil etmektedir. HSVd, Hostuviroid cinsinde;
CEVd ise Pospiviroid cinsinde yer alir. Pospiviroid cinsini temsil eden tiir Patates ig
yumru viroid (Potato spindle tuber viroid, PSTVd) (Cizelge 2.1.) (Di Serio ve ark., 2014).

Viroidlerin konukgularmi belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada bazi viroidlerin
siirlt veya spesifik konukgularini sahip oldugunu o6rnek olarak da GYSVd-1 ve 2,
AGVd’in sadece Vitaceae familyasina 6zgii oldugunu belirtilmektedir (Flores ve ark.,
2005).



Cizelge 2.2. Viroid taksomisi

Avsunviroidae

Avsunviroid Avocado sunblotch viroid

Pelamoviroid Chrysanthemum chlorotic mottle
viroid, Peach latent mosaic viroid

Elaviroid Eggplant latent viroid

Pospiviroidae

Chrysanthemum stunt viroid, Citrus exocortis viroid,
Columnea latent viroid, Iresine viroid 1, Mexican papita

Pospiviroid viroid , Pepper chat fruit viroid , Potato spindle tuber
viroid, Tomato apical stunt viroid, Tomato chlorotic dwarf
viroid, Tomato planta macho viroid

Hostuviroid Hop stunt viroid

Cocadviroid Citrus bark cracking viroid, Coconut cadang-cadang
viroid, Coconut tinangaja viroid, Hop latent viroid
Apple dimple fruit viroid, Apple scar skin viroid,
Australian grapevine viroid, Citrus bent leaf viroid, Citrus

Apscaviroid dwarfing viroid, Citrus viroid Va , Citrus viroid Via ,
Grapevine yellow speckle viroid 1, Grapevine yellow
speckle viroid 2, Pear blister canker viroid

Coleviroid Coleus blumei viroid 1, Coleus

blumei viroid 2, Coleus blumei viroid 3




AGVd ilk kez Avustralya'da Rezaian ve ark, (1988) tarafindan GYSVd, HSVd ve
CEVd enfeksiyonlariyla karisik veya tek enfeksiyonlar seklinde sadece asmalardan izole
edilmistir. Viroidin tiim genomu bdlgelere ayrilmis olup, bazi segmentleri PSTVd, ASSVd,
CEVd ve GYSVd'in niikleotid dizilisleriyle yiiksek dizin benzerligi géstermistir. Bu durum
AGVd'in diger viroidlerin RNA rekombinasyonu sonucunda ortaya ¢ikmis oldugunu
sonucunu ¢ikarmaktadir. Bu durumda, ¢ok sayida patojen enfeksiyonu tasiyan asmanin
uzun yillardir vejetatif yollarla ¢ogaltiliyor olmasmin etkisi biiyiiktiir (Rezaian, 1990).
AGVd 396 nt igeren tek iplikli, dairesel RNA molekiil yapidadir (Sekil 2.1).

Diger viroidlerde oldugu gibi, RNA yapis1 protein kodlamaz. AGVd'nin merkez
bolgesi (C) ASSVd viroid grubunda oldugu gibi korunmus bolgesi igermektedir (CCR).
Terminal korunmus bdlge (terminal conserved region, TCR), viroid replikasyonu ve
patojen etkisinden sorumludur. AGVd, karigik viroid enfeksiyonu tagiyan asmalardan izole
edilmis olmasina karsin hiyar (Rezaian ve ark., 1988), domates ve viroid tagimayan asma
fidanlarindan izole edilmistir (yayinlanmamis veri, Rezaian, 1990). Ancak asmada
AGVd'in etiyolojisi hala bilinmemektedir (Rezaian ve ark., 1988).
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Sekil 2.1. Australian grapevine viroid (AGVd)'in dairesel molekiil yapisi

Elleuch ve ark., (2003a) Akdeniz havzasinda asmada AGVd'ni ilk kez Tunus'ta
rapor etmistir. AGVd, PCR yontemi kullanilarak enfekteli asmalarda, Carignan ve Syrah
cesitlerinde tanilanmistir. AGVd'nin Afrika kitasinda tanilanmasiyla, viroidin aslinda genis
bir cografya'da yaygin olabilecegi sonucunu ¢ikarmaktadir. AGVd'nin carignan ve Syrah
cesitlerindeki izolatlarinin genetik cesitliligi restriksiyon analizleriyle ve cDNA'nin

dizilenmesiyle yapilmistir.




Elleuch ve ark., (2003b) enfekteli asmalardan CEVd, GYSVd-1 ve AGVd'in
giivenilir tanisinin yapilmasi igin farkli RNA izolasyon yontemlerini karsilastirmistir.
Fenol-temelli, ticari kit (TRIZOL) ve yiiksek tuz iyonlar1 iceren ii¢ farkli RNA izolasyon
yontemleri ve ayrica bunlarin, iyonik olmayan seliiloz i¢eren kismi saflastirma metoduyla
kombine edilmistir. Kombinasyon halinde kullanilan ydntemler en iyi sonucu vermis ve
izole edilen PCR analizlerinde turunggilllerde ve asmada viroidlerin tanilanmasi basariyla
yapilmustir. gelistirilen metodun Ozellikle sertifikasyon programlarinda, viriis-tasimayan

cogaltma materyalleri cogaltilmasinda etkili olacagi belirtilmistir.

Iran'da asmalarda AGVd'nin enfeksiyonu Zaki-Aghl ve lzadpanah (2004, 2005,
2006) tarafindan, farkli lokasyonlarda tanilanmistir. Zaki-Aghl ve ark., (2013) daha
sonralart AGVd izolatlarmin biyolojik karakterizasyonunu yapmislar ve etmeni deneysel
konukgularina mekanik olarak tasimiglardir. Denemelerde AGVd konukgularda bodurluk,
yapraklarda deformasyon, beneklenme ve damar agilmasi simptomlar1 vermistir. Mekanik
inokiilasyon ile ¢ogaltilan AGVd, hiyar ve domates konukgularindan toplam niikleik asit
izolasyonu ve agro-filtrasyon ile saflastirilmistir. AGVd-Ir izolatinin, patojeniteden
sorumlu bolgesinde dizinlerinin degisiklige ugradigi ve viroid replikasyonunun azaldigini

gostermistir.

Li ve ark., (2006) Cin'de Xinjiang Bolgesi'ndeki yasli asmalardan HSVd, GYSVd,
CEVd ve Apple fruit crinkle viroid (AFCVd) enfeksiyonlarinin tanilanmasi i¢in dot-blot
veya dioxygenin-etiketli problarin kullanildigi northern blot hibridizasyon sistemlerini
kullanmistir. AFCVd asmalarda daha once hi¢ tanilanmamisken, kullanilan prob AGVd ile
%385'den fazla niikleotidi dizin benzerligi paylasmistir. AFCVd-siiphesi tasiyan viroidi
aslinda AGVd-benzeri bir viroid olabilecegi yaklasimiyla PCR (Polymerase chain
reaction) yontemiyle dogrulamaya calismislardir. Ancak bilnmeyen bir sebeple calisma
basarisizlikla sonuglanmis olmakla birlikte, Cin'de AGVd-benzeri etmenin asmalarda

enfeskiyonu ilk kez rapor edilmistir.

Jiang ve ark., (2009) Cin'de AGVd'in Thompson Seedless, Jingchuan ve Zaoyu
cesitlerindeki izolatlarinin genetik cesitliligini incelemistir. Toplam 300 6rnekte {i¢ ¢esitten
elde edilen viroid izolatlarmin yiizlerce bagimsiz ¢cDNA klonunun niikleotid dizilemesi
yapilmistir. Bunlardan 29 klonda iki baskin izolatin Thompson seedless, 48 klonda tek

baskin varyantin Jingchuan ve Zaoyu ¢esitlerinden elde edildigini bildirmistir.



Siliko-yakalama teknigiyle sol terminal bdlgede baz degisikliginin her ii¢ izolatta
ikincil yapida oldugunu rapor etmistir. Bu degisiklikler ikincil yapidaki degisimin diizeyini

etkilemektedir.

Jiang ve ark., (2012)nin AGVd ile birlikte asmada enfeksiyon yapan viroid
tirlerinin (GYSVd-1, GYSVd-2, HSVd, GYSVd-3-yeni Onerilen tiir) Japonya ve Cin'deki
izolatlarin karakterizasyonu ve karsilastirmasi konusunda yaptiklar1 arastirmada, Cin'de
asmada bildirilen bes viroid tiirii ve Oneri durumunda olan yeni tir GYSVd-3'1
taniladiklarin1  bildirmislerdir. Arastirmacilar Japonya'da HSVd, GYSVd-1 ve -2'nin
tanisin1 yapmuglardir. Cin'de tanilanan asma viroid tiirleriyle, Iran ve Avustralya'da
tanilananlarin  diger {lkelerde rapor edilmis olanlardan farklilik gosterdiklerini
belirtmektedirler. Cin ve Japonya'da tanilanan tiirlerin populasyon yapilari, tiirlere bagl
olarak HSVd her iki iilkede de benzer 6zelliklere sahip bulunmustur. Ancak GYSVd-1, -2
ve AGVd ise aym iilke icerisinde tanilananlar arasinda dahi farkliliklara sahip

bulunmustur.

Elleuch ve ark., (2013) tek iplik konformasyon (single-strand conformation
polymorphism, SSCP) kullanarak turunggil, asma, seftali ve armut agaglarinda enfeksiyon
yapan AGVd, GYSVd-1, HSVd, Turunggil ciicelik viroid (Citrus dwarfing viroid, CDVd),
Seftali latent mozaik viroid (Peach latent mosaic viroid, PLMVd) ve Pear blister canker
viroid (PBCVd) izolatlarinin molekiiler ¢esitliliklerini incelemislerdir. Viroid izolatlarin
alian klonlar SSCP analizi i¢in farkl elektroforez kosullarinda degerlendirilmistir. HSVd,
PLMVd ve AGVd iglerinde baskin bir haplotipin olmadig1 heterojen bir desen vermistir.
SSCP yontemi viroid izolatlarinin molekiiler cesitliliginin incelenmesinde tekrarlanabilir
sonu¢ verdigi i¢in giivenilir kabul edilmistir. AGVd ve PBCVd i¢in SSCP ilk kez bu

calismada kullanilmustir.

AGVd, asmada enfeksiyon yapan viroidler igerisinde en az calisilan1 olmasina
karsin, asmanin yetistirildigi bir¢cok iilkede son yillarda rapor edilmeye baslanmistir.
Gambino ve ark., (2014), Kuzey (Piemonte, Valle D'Aosta, Liguria, Trentino Alto Adige)
ve Giiney Italya (Calabria, Campania)'da yaptiklar1 surveylerde 284 &rnekte multiplex-
PCR yonemiyle asmada bilinen bes viroid i¢in testlemeler yapmistir. Testlemelerde HSVd
ve GYSVd-1'in baglarda ¢ok yaygin oldugunu, GYSVd-2 ve AGVd'in ise sadece iki
sofralik {iziim c¢esidinde (Sultanina Bianca, Red Globe) tanilandigini bildirmistir. Testleme
caligmalar1 genisletilmis ve AGVd ve GYSVd-2'nin giiney Italya'da da yayginhigim
kesinlestirmislerdir. AGVd varyantlarmin filogenetik analizi, Tunus ve Avustralya'da
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bildirilen varyantlartyla yakin iliskili olduklarini gdstermistir. italya'da baglarda tanilanan

AGVd, Avrupa'daki baglarda ilk tani niteligi tasimaktadir.

Genis cografi dagilim icerisinde AGVd'nin asmalarda enfeksiyonu Hindistan'da da
rapor edilmistir (Adkar-Purushothama ve ark., 2014). Arastirmacilar AGVd'nin asmalarda
%9.3 oraninda yaygin oldugunu, bu oranin Tunus ve Iran haricinde diger yerlerde bildirilin
orandan daha fazla oldugunu belirtmektedir. Hindistan'daki AGVd izolatlarinin molekiiler
cesitliligi ¢esit ve lokasyon kriterlerine gore yapilmistir. Elde edilen bes varyantin temel
varyantlar olma ozelligi tasidigini, bunun disindaki 44 varyantin ise "olasi-tiir (quasi-
species)" olma 6zelligi tagiyor oldugunu rapor etmislerdir. izolatlarin filogenetik analizinde
Hint izolatlar1 iki farkli grup olusturarak , bunlarin birbirinden ayr1 evrimsel baglantilarinin

olabilecegini gostermistir.

Tiirkiye'de asma viroidleri hakkinda yapilan en genis kapsamli ¢alisma Gazel ev
Onelge (2003) tarafindan yapilmistir. Dogu Akdeniz Bolgesi'ndeki baglardan alman 184
asma Ornegi, SPAGE testinde kullanilmis ve 62 ornekte viroid tanis1 yapilmistir. Ayni
ornekler PCr ile testlendiklerinde 23 tanesinde GYSVd-1, 4 tanesinde GYSVd-2, 11
tanesinde HSVd belirlenmistir. Orneklerin bir kisminda GYSVd-1+GYSVd-2, GYSVd-
1+HSVd, GYSVd-1+GYSVd-2+HSVd karisik olarak tamilanmistir. CEVd-g ise bu
calismayla Tirkiye'de ilk kez rapor edilmistir.

Bu calisgmayr Gaziantep baglarinda yapilmis bir doktora tezi arastirmasi takip
etmistir. Gokgek (2007) GYSVd-1 ve GYSVd-2 enfeksiyonlarini, sari benek-benzeri
semptom tasiyan asmalarda Once simptomatolojik daha sonra sPAGE ile taniladigini
bildirmistir. Yakin zamandaki bir arastirmada ise AGVd, Ege Bolgesi'nde cv. Menendi'de
sadece bir asmada tanilanmistir. Tirk AGVd varyantinin (Gen Bankasi erisim no:
KR706469) filogenetik analizinde Hint (KJ019304), Cin (EU743606) ve Iran (KF876037)

izolatlaryla yiiksek niikleotid benzerligine sahip oldugunu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Arastirma materyalini olusturan asma ornekleri Dogu Akdeniz (Adana, Hatay,
Mersin) ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri (Gaziantep, Kilis ve Sanliurfa)' nde bagciligin
ticari onem tasidig1 lokasyonlardaki, eski baglardan toplanmistir. Yaz doneminde yesil
stirgiinler, sonbaharin ilk donemlerinde toplanan bir yasli odun gelikleri olusturmaktadir.
Odun geliklerinin soguklama ihtiyaci, Bitki Koruma Laboratuvari sogutucu dolaplarinda,

celiklerin koklendirme ¢alismalar1 Ziraat Fakiiltesi serasinda gergeklestirilmistir.

Omeklerden toplam niikleik asit izolasyonu, tamamlayict DNA sentezi ve PCR
analizi i¢in kullanilan kimyasal maddeler ¢esitli firmalardan, revers transkriptaz ve DNA

polimeraz enzimleri Thermo Scientific firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Bitki 6rneklerinin toplanmasi

Survey c¢aligmalar1 Dogu Akdeniz (Mersin, Adana, Hatay) ve Giineydogu Anadolu
Bolgeleri (Adiyaman, Kilis, Gaziantep, Sanliurfa)’nde otokton asma varyetelerinin
bulundugu, asis1z bag alanlarinda yapilmistir. Bag alanlarinda ¢aligmalar iklim 6zellikleri,
cesitlerin olgunlasma zamanlar1t ve boceklerin biyolojisi dikkate alinarak otokton
varyetelerin genel 6zelliklerini (yaprak sekli, yaprak tiiyliiliigii, yaprak siniis yapisi, meyve
rengi, dane sekli vs) izlemek ve bitkisel materyal toplamak iizere temmuz-agustos

aylarinda gergeklestirilmistir.

Surveylerde gozlem yapilan baglarda, asma govdelerinde yivlesme, yaprak
kivircikligi, yapraklarda kizarma (kirmizi gesitlerde) veya sariliklar (beyaz ¢esitlerde),
damar nekrozu, salkimlarda kiigiik dane olusumu gibi viriis-benzeri enfeksiyonlarin neden
oldugu belirtiler aranmistir. Asmalardan yesil ve/veya bir yillik odunlasmis siirgilinler (her
asmadan en az 4-5 adet, 25-30 cm uzunlugunda, 3-4 goz tasiyan c¢elik) alinmig ve
lizerlerine lokasyon adi ve/veya koordinatlar1 yazilarak soguk ortamlarda (+4°C)
laboratuvar viroid testlerinde kullanilincaya kadar depolanmistir. Viroid tanilanmasi igin
toplanan tiim Ornekler numaralandirilip kayit altina alinmistir. Yesil ornekler, TNA

izolasyonu yapildiktan sonra -20°C’de depolanmustr.
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Uyur celikler iki goz tasiyan kisa celikler haline getirilmis, nemli talas bulunan
plastik torbalar igerisinde sikica sarilarak soguklama istegini almalar1 i¢in +4°C’de
depolanmustir. Celikler torf ve volkanik tif karisimi (1:1) topraga dikilmistir. Celiklerin

sera ortaminda koklenmesi saglanmistir.

3.2.2. Bitki 6rneklerinden toplam niikleik asit (TNA) izolasyonu

Baglardan toplanan bitkisel orneklerden TNA izolasyonu icin Foissac vd.

(2005)’nin yontemi modifiye edilerek kullanilmistir.

v" Yaprak Ornekleri veya uyur geliklerden hazirlanan floem kazintilar1 (0.1 g)
1:10 hacimde (agirlik:hacim) izolasyon tamponu (4 M guanidine thiocyanate, 2 M
sodyum asetat, pH 5.2, 25 mM EDTA, 1 M potasyum asetat, %2.5 PVP-40) ve

%1 B-merkaptoetanol icinde homojenize edilmistir.

v" Bitki 6zsuyu 14000 devir/dak hizda 10 dak santrifiij edilerek ¢okeltilerden
temizlenmistir. Temizlenmis sivi kismin {izerine %10 sodium lauryl sarcosine

eklenmistir. Karisim 70°C’de 10 dak bekletilmistir.
v 3 M potasyum asetat ¢ozeltisinden 100 pl eklenmis ve buzda bekletilmistir.

v Karisim 14000 devir/dak hizda 5 dak santrifiij edildikten sonra, {izerine 700
ul 6 M Nal ve 10 pl silika siispansiyonu (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,

France) ilave edilmistir.

v Silika ¢okeltisine 0.5 ml yikama tamponu (20 mM Tris [pH 7.5], 1 mM
EDTA, 100 mM NacCl, %50 ethanol) eklenerek yikanmigtir (10000 devir/dak’da 1
dak).

v Silika ¢okeltisi ortamdan 14000 devir/dak hizda 2 dak santrifiij edilerek
toplanmis ve stvi kismin 300 pl’si alinarak temiz tiiplere aktarilmistir. izole edilen

TNA’lar PCR calismalarinda kullanilincaya kadar -20°C’de depolanmustr.

TNA’larda spektrofotometrik (SmartSpec Plus Spectrometer, BioRad, ABD)
okuma (Azeo/Azg0) yapilarak, TNA igerisinde RNA’nin safligi ve konsantrasyonu kontrol
edilmistir. Molekiiler testleme i¢in 25 ng/ul RNA kalib1 kullanilmastir.

12



3.2.3 Iki asamah polimeraz zincir reaksiyonu (Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction, RT-PCR)

Asma Orneklerinden izole edilen RNA’nin tersine transkripsiyonu i¢in 50 ng/ ul
RNA, 1 pl “hexanucleotide random hexamer” (0.5 pg/ul) (Fermentas) ile karisimi 95°C°de
5 dak bekletilmistir. Ornekler iizerine 0.8 ul 200 U/ul Maloney-Murine Leukemia Virus
Reverse Transriptase (M-MLV RT) enzimi (Fermentas) cDNA (10 pl 5X first strand
buffer, 2 ul 10 mM dNTP karisimi) karisimi eklenmistir. Sentez reaksiyonu 42°C’de 1 saat
siireyle yapilmistir. Reaksiyon 70°C’de 10 dak bekletilerek sonlandirilmustir.

Sentezlenen cDNA’larin PCR analizi 50 pl reaksiyon karigimi iginde yapilmustir.
Karigim her reaksiyon i¢in 5 ul cDNA, 1X PCR termofilik tampon, 1.5-2 mM MgCl,, 200
uM dNTP’nin her birisi, 1 uM viriis spesifik homolog ve heterolog primerler (Cizelge 4),
1U DNA Taq polymerase (Fermentas) ile hazirlanmistir. PCR dégiisii 94°C'de 5 dak (ilk
denatiirasyon), 30 dongiide 94°C'de 30 sn (denatiirasyon), 56°C'de 30 sn (hibridizasyon),

72°C'de 30 sn (uzama) ve son uzama asamasi 72°C'de 5 dak olarak belirlenmistir.

PCR c¢alismasinda elde edilen DNA iiriinlerinin elektroforetik analizleri % 1.5’luk
agaroz jel tizerinde 1XTAE (0.04 M Tris-asetat, 1 mM EDTA, pH 8.0) tamponu
kullanilarak yapilmistir. Elektroforetik analizlerde “50 veya 100 b¢ DNA standarti”
(Fermentas) kullanilmistir. Agaroz jel etidium bromid boyamasindan sonra UV
transilluminator iizerinde goézlenmis, jel fotograflari “GelDoc-It imaging system” ile

cekilmistir.

3.2.4. PCR DNA’larmin niikleotid dizinlerinin ¢ikartilmasi

AGVd P7/AGVd P8 (Jiang ve ark., 2009) primerleriyle tan1 konulan izolatlarin
PCR DNA'larinin niikleotid dizinleri dogrudan, her ik primer dizisi kullanilarak iki yonli
olarak MEDSANTEK (Tiirkiye) firmalara yaptirilmistir. Niikleotid dizinleri CLUSTAL
W programinda (Thompson vd., 1994) hizalanmistir. En uygun niikleotid modeli MEGA 6
yazilimiyla (Tamura vd., 2013) blastn kullanilarak, gen bankasinda kayith yiiksek
niikleotid dizin benzerligi gosteren izolatlarla karsilastirilmistir. Filogenetik yap1 ¢esitliligi
Tamura Nei modeline gore, “neighbor-joining (NJ)" metodu kullanilarak yapilmistir.

Filogenetik agac topolojisi kuvveti (bootstrap) 1,000 alinmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Simptom Gézlenmesi ve Bitkisel Ornekleme

Dogu Akdeniz (Adana, Mersin, Hatay) ve Giineydogu Anadolu Bdlgelerinde
(Gaziantep, Kilis, Sanlurfa) yedi il (Sekil 4.1.)’de otokton asma varyetelerinin
yetistirildigi baglara surveyler diizenlenmis, viriis-benzeri simptomlar gozlenmis ve
ornekleme yapilmistir. Yaz (temmuz) ve erken sonbahar doneminde (eyliil) sirasiyla yesil
siirgiinler ve uyur ¢eliklerden ornekleme yapilmistir. Asmalarin biiyiikk bir kismi kendi
kokleri iizerinde ve/veya arazide asilanmistir. Mersin ve Adana disindaki lokasyonlarda
ziyaret edilen baglarin tamaminda serpene olmayip, destek kullanilmaksizin ve ¢ogunlukla

“serpene” ad1 verilen geleneksel yontemlerle yetistiricilik yapilmaktadir.

o _aa
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Sekil 4. 1. Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde baglarda orneklemelerin
yapildig: iller

Survey yapilan bolgelerde yetistiriciligi yapilan baglardan Trakya Ilkeren, Ceviz
Uziimii, Yerli ¢ekirdeksiz Yalova incisi, Tarsus beyazi, Ergin cekirdeksiz, Dokuztekne
karasi, Pafu, Honiisii, Hatun parmagi, Horoz karasi, Cilores, Azezi, Kiillahi, Cilorut, Sergi
karasi, Antep karasi (syn: Cibine), Besni, Tahannebi, Peygamber {iziimii, Rumi, Sultani
Cekirdeksiz gesitlerinden ornekler alinmigtir. Baglarda gozlenen simptomlar genellikler
yapraklarda klorotik beneklenme, damar klorozu, c¢ift yaprak ve siirglin olusumu, az
sayidaki asmada oOzellikle siyah cesitlerde yaprak kivircikligi simptomlar1 da
kaydedilmistir. Yapraklarda sar1 mozaik ve salkimlarda homojen olmayan dane

olgunlagsmasida izlenen diger hastalik belirtilerdir (Sekil 4.2.).

Bunun yanisira Kilis’de gozlem yapilan baglarin bir¢ogunda kiiskiit (Cuscuta spp.)

(Sekil 4.2.) sorunu belirlenmistir. Bazi ¢esitlerde yapraklarda damarlar arasi sarilik, yaprak
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yiizeyinde genel sararma, klorotik renk agilmasi ve mozaik deseni simptomlari

kaydedilmistir.
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Sekil 4. 2. Saha calismasinda otokton asma varyetelerinde gbzlenen viriis-benzeri

simptomlar: A) Yapraklarda klorotik beneklenme, B) yapraklarda damar klorozu, C)
sirglinlerde kalinlagsma, D) yapraklarda mozaik, E) salkimda homojen olmayan

olgunlasma, F) asma tizerinde kiiskiit (Cuscuta sp.)
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4.2. AGVd cDNA'larinin PCR Analizi

Saha c¢aligsmalarinda her iki bolgede toplam 34 adet bagda, 22 ¢esit lizerinde gozlem
ve Ornekleme c¢alismasi yliriitiilmiistiir. Gozlem yapilan asmalarda viriis-benzeri hastalik
belirtisi tastyan 200 asmadan alinan materyaller AGVd tanisinin  yapilmasi ig¢in
kullanilmigtir. Bitkisel materyallerden izole edilen TNA'lardan hazirlanmis cDNA'larin
AGVd P7/AGVd P8 primer dizinleriyle yapilan PCR analizinde 7 asma Orneginden,
AGVd'nin niikleik asit parcasini temsil eden 369 b¢ biiyiikliigiinde DNA bantlar1 elde

edilmistir (Sekil 4.3).

—
—_—
—
—_—
—
S
—
el
—
-_—
—
—

Sekil 4.3. Asma TNA’larindan hazirlanan cDNA’lar ile hazirlanmis ve AGVd igin

PCR ile cogaltilan DNA’larin elektroforetik analizi. S: DNA standarti “100 b¢ DNA
standart1” (Fermentas) kullanilmistir

AGVd'in tanilandig1 asma ¢esitleri Rumi, Horoz karasi, Antep karasi, Ceviz liziimii
ve Yerli c¢ekirdeksiz gesitleridir. Viroid Dogu Akdeniz Bolgesi'nde Mersin, Gilineydogu
Anadolu Bolgesi'nde Gaziantep, Sanlurfa ve Kilis'deki baglardan alinan orneklerde

tanllanmistir (Cizelge 4.1.). Arastirma kapsaminda testlenmis oOrneklerin  %3.5'Tuk
kisminda AGVd'in enfeksiyonlarina rastlanmistir.
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Cizelge 4. 1. Saha calismasinin yapildig1 alanlar ve yerli asma g¢esitlerinde AGVd'in

bulunma durumu

Bolge

Lokasyon

-

Bag
(No.)

Cesit

Pozitif
testlenmis
(No.)

Mersin

10

Yalova incisi,
Tarsus beyazi,
Ergin ¢ekirdeksiz,

tizimu, Yerli
cekirdeksiz

Trakya ilkeren, Ceviz

2/34

Dogu Akdeniz

Adana

Yalova incisi,
Trakya ilkeren,
Dokuztekne karasi

0/12

Hatay

Pafu, Honusii

0/8

Gaziantep

Hatun parmagi,
Horoz karasi

3/26

Sanliurfa

Cilores, Azezi,
Kiillahi, Cilorut,
Sergi karasi, Antep
karasi

(syn: Cibine),

1/21

Adiyaman

Besni, Tahannebi,
Peygamber tliziimii

0/29

Giineydogu Anadolu

Kilis

10

Rumi, Sultani
¢ekirdeksiz, Horoz
karasi

1/70

TOTAL

34

200
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4.3. AGVd'in Filogenetik Analizi

AGVd tanis1 yapilmig 5 izolatin niikleotid dizinleri ¢ikartilmis ve gen bankasina
depolanmustir (KY'114492-114496). Tiirk AGVd izolatlarinn 331 nt'lik niikleotid dizisinin,
gen bankasinda homolog niikleotidi dizisine sahip izolatlarla karsilastirmasinda Tiirk
izolatlarinin kayith AGVd izolatlartyla %96 dizin benzerligi tasidigi gozlenmistir. MEGA
6.0 yazilim1 kullanilarak NJ metoduyla izolatlarin filogenetik agaci olusturulmustur. Agag
topoloji kuvveti 1,000 bootstrap olarak alinmistir. Tiirk (TR) 79, 179, 182, 188 AGVd
izolatlar1 (K'Y 114493, KY 114494, KY 114495, KY114496), Avustralya'da tanilanan AGVd
izolat1 (X17101) ile Tunus izolatinin (AF462155) niikleotid dizinleriyle yiiksek benzerlik
tasimaktadir. TR 179 (KY114493) izolatinin niikleotid dizinleri, diger izolatlarin (TR79,
TR 182, TR 188) niikleotidi dizinlerinden bazi farkliliklar gostermis olmasina karsin, ayni

grupta yer almistir.

TR 189 izolat1 (KY114492) izolat1 niikleotidi dizin homolojisi bakimindan diger
TR izolatlarin ayrilmig ve filogenetik aga¢ tizerinde farkli bir desen sergilemistir. TR189
izolatinin niikleotidi dizini, Hindistan izolatinin (KJ019302) niikleotidi diziniyle benzerlik
orani daha yiliksek bulunmustur. Hindistan izolati (KJ019302), Sili (KF007271), Cin
(DQ362913,EU743604) ve Ege Bolgesi'nde Menendi ¢esidinden izole edilmis AGVd
izolatiyla (KR706469) (Candar ve ark., 2015) yiiksek dizin benzerligi tasimaktadir.
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Sekil 4.4. TR AGVd izolat”larinin neighbor-joining (NJ) metoduna goére gen
bankasindan kayitl, yiiksek niikleotidi dizin benzerligi gosteren izolatlarla hazirlanmig

filogenetik agaci. Agag topolojisi kuvveti, 1,000 bootstrap olarak alinmistir

TR(79) Gaziantep — Horoz Karasi
TR(179) Gaziantep — Horoz Karasi
TR(188) Sanhurfa - Antep Karasi
TR(189) Sanhurfa - Ceviz Uziimii

TR(182) Kilis - Ceviz Uziimii
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5. TARTISMA VE SONUC

Australian grapevine viroid (AGVd) Dogu Akdeniz ve Gilineydogu Anadolu
Bolgeleri'ndeki eski bagciligin serpene yapildigi, cogunlukla asisiz olarak yetistirilen yerli
asma c¢esitlerinde tanilanmistir. Toplam 200 asma 6rneginin PCR yontemi kullanilarak
degerlendirildigi aragtirmada AGVd'in, testlenmis Orneklerde bulunma yaygilhigr %3,5
diizeyinde bulunmustur. Ancak Iran'da %18,7 (Zaki-Aghl ve ark., 2013), Hindistan'da %10
(Adhar Purustothama ve ark., 2014) diizeyinde asmalarda AGVd enfeksiyonu rapor
edilmistir. Candar ve ark., (2015) testledikleri 52 6rnegin sadece sadece 1 tanesinde AGVd
taniladiklarin1  bildirmiglerdir. AGVd'in aragtirma i¢in alman az sayida Ornekte
tanilanmasiin nedeni, orneklerin eski baglardan ve asisiz anag¢ kullanilmamasi olarak
aciklanabilmektedir. Viroidlerin genis alanlara yayilmasinda en onemli faktor mekanik

olarak ve ayn1 zamanda ¢ogaltma i¢in kullanilan bitkisel materyallerdir.

Kaynak bilgilerinde AGVd, diger asma viroidlerine gore daha seyrek bulunan
viroid olarak belirtilmekle birlikte yakin zamanda Avrupa kitasinda ilk rapor italya'dan
gelmistir (Gambino ve ark., 2014). Tunus'taki baglarda AGVd'in tanisiyla viroidin Afrika
kitasindaki varligi belirlenmistir. Ayrica ABD (Al Rwahnih ve ark., 2009), Cin (Jiang ve
ark., 2009), Hindistan (Adhar Purustothama ve ark., 2014) ve Tiirkiye (Candar ve rak.,
2015)'den gelen raporlarla, AGVd'nin bagcilik yapilan iilkelerde genis bir cografya'da
yayillmis oldugunu géstermektedir. Ancak viroidin, asmada etiolojisi bilinmedigi i¢in
simptomatolojik olarak fark edilmesi miimkiin degildir. Bu durum, latent olarak enfeksiyon
yapan etmenlerin asmanin vejetatif ¢ogaltilmasi nedeniyle daha genis alanlara yayilma
riskini ortaya ¢ikarmaktadir. Baglarda hastalik etmenlerinin dogal yayilmasinda en 6nemli
faktor bulagik as1 metaryali veya geliklerin iiretiminde kullanilmasidir. Ureticiler yeni bag
alanlar tesis ederken temiz ve hastaliklara karsi testlenmis liretim metaryali kullanmalidir.
Viroidler mekanik olarak bulasik as1 bigagi, budama alet ve ekipmanlan ile kolaylikla
tasinmalari nedeniyle iireticilerin bag budamasi esnasinda budama aletlerini%]1°lik sodyum
hipoklorit uygulamasindan gecirmeleri mekanik tasinmanin Onlenmesi acisindan

Onerilmektedir.

Tiirk AGVd izolatlarinin filogenetik akrabalik iligkileri incelendiginde, Candar ve
ark., (2015)'nin Menendi c¢esidinden izole edilen AGVd izolatinin niikleotid diziniyle
homolojiye sahip oldugu gozlenmistir. Arastirmadan elde edilen izolatlar Menendi izolati

(KR706469) gibi Hint (KJ019304), Cin (EU743606) ve Iran (KF876037) izolatlarmin
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niikleotidi  dizinleriyle yiiksek benzerlikler gostermistir. AGVd ic¢in yapilacak
aragtirmalarda izolatlarin tam genom dizisinin ¢ikarilmasi ve populasyon gesitliliginin daha

genis alanda incelenmesi Onerilmektedir.
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