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Bu calisma, Tiirkiye ve Sanlwurfa ili tarimimda 6nemli bir pay1 olan Antepfistigi agaclarinda viroid
hastaliginin varligini ve etmenlerinin karakterizasyonunu belirlemek amaciyla yiiriitilmiistiir. Serbetci
otu cucelik viroidi (HSVd) birgok odunsu bitkileri infekte etmektedir. Suyrveyler sirasinda bodurluk,
dallarda ve govdelerde sismeler, yaprak epinastisi, nekroz, rozetlesme ve kiiclik yaprak gibi
viroidlerin neden oldugu simptomlara benzer belirti gdsteren agaglardan 47 ¢rnek alimmistir. HSVd’
nin saptanmasinda RT-PZR (Reverse Transcriptase - Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ydntemi
kullanilmigtir. RT-PZR viroid etmenlerin teshisinde kullanilan en hassas ve etkili bir yontemdir.
Aragtirmada viroid ile infekteli oldugu siiphelenilen 6rneklerden viroid etmeni saptanmamistir.

ANAHTAR KELIMELER: Antepfistigi, Viroid, RT-PCR, HSVd.
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This study conducted to determine presence and characterization of factors for viroid disease of
Sanliurfa pistachios. Hop stunt viroid (HSVd) infects many woody species. We collected 47 samples
from pistachio trees showing common viroid symptoms were noticed as such dwarfing, swells on
stem and branches, leaf dropping, leaf necrosis, leaf curling, rosette, and petiole necrosis during
surveys. RT-PCR have been used for determination of HSVd. RT-PCR (Reverse Transcriptase —
Polymerase Chain Reaction) is the most used sensitive and effective method for identification of
viroid agents. In this study, viroid agent was not detected from the suspected cases of viroid infections
in Sanliurfa province Pistachio trees.

KEY WORDS: Pistachio, Viroid, RT-PCR, HSVd.
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1. GIRiS MOHAMMAD ALHASAN

1-GIRIS

Antepfistiginin anavatani, Turkiye, Kafkasya, Iran ve Yakim-Dogunun yiiksek
bolgesidir ayn1 zamanda kiiltiir ¢esitlerinin olusumu, en 6nemli gen kaynagi ve
gelisim merkezidir. Antepfistig1 yazlar sicak ve kurak havalar, kislar1 oldukca soguk
olan iklim kosullarina gereksinim gostermekte olan bir bitki tirldir. Diger pek ¢ok
kiiltiir bitkisinin kolayca yetisemeyecegi kadar kirag, kayalik ve kirecli alanlarda

kolayca yetistirilebilmektedir.

Gilineydogu Anadolu Bolgesi, Antepfistiginin ilk kiiltiire alindig1 yer olmasi
yaninda, bu tip topraklara sahip olmasi, Antepfistiginin 6zel iklim isteklerine cevap
vermesi, pazar degerinin yliksek, bakim masraflarinin diger kiiltiir bitkilerine gore
daha ucuz olmasi sebebi ile iilkemizin en 6nemli liretim merkezi durumundadir.
Tirkiye’nin 55 ilinde Antepfistigi {iretiminin yapildigi bildirilmesine karsin,
ekonomik anlamda Antepfistigi yetistiriciligi, Glineydogu Anadolu Bolgesi'nin
Sanlurfa, Gaziantep, Adiyaman, Siirt, Mardin ve Diyarbakir illerinde yapilmaktadir.
Tiirkiye’de toplam 70 087 123 adet olan Antepfistigi agacindan 240 000 ton Uretim
alinmigtir. Tirkiye {iretiminin yaklagik %36,5'1 ve aga¢ sayisinin yaklasik 41%
Sanlwurfa ilinde bulunmaktadir (TUIK, 2018). Tiirkiye; agac¢ varhigi ile diinya da
Iran'dan sonra 2. sirada, iiretim miktar1 ile ABD ve Iran ‘den sonra 3. sirada yer
almaktadir. TUrkiye ve Sanlwurfa icin Antepfistigi iiretim miktari, aga¢ varligiyla
kiyaslandiginda oldukga diisiik oldugu goriilmektedir. Ortalama aga¢ basina verim
Tiirkiye’de 4-5 kg iken, bu deger ABD'de 16-18 kg'a kadar ¢ikmaktadir. Bu iiretim
diistikliigliniin baglica nedenlerini: iiretimin sulu kosullarda yapilmamasi, agag
varhiginin  biiylik bir kismimin {iriin vermeyen yasta olmasi, ekosistemdeki
degisikliklere paralel olarak hastalik ve zararlilarin yogunluklarindaki artis,
bahgelerde yeterli erkek agac olmamasi, uygun toprak isleme, guibreleme ve budama

gibi yetistiricilik tekniklerinin yeterince yapilmamasi seklinde siralayabiliriz.

Sanlurfa ilinde genellikle kuru sartlarda yapilan Antepfistig1 yetistiriciligi son
yillarda Gilineydogu Anadolu Projesi ile birlikte sulu sartlarda da yapilmaya
baslanmigtir. Bu imkanlarin artmasi ile birlikte bolge ikliminde meydana gelecek
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1. GIRiS MOHAMMAD ALHASAN

degisiklikler, beraberinde  Antepfistigi  hastaliklarindan  karazenk, Meyve
curdkltkleri, solgunluk gibi hastaliklarin siddetini daha da arttirabilecegi gibi,
gecmis yillarda bu alanlarda rastlanilmayan veya ekonomik zarara neden olmayan
bazi hastaliklarin sorun haline gelmesine de sebep olabilecektir. Nitekim 2014
yilinda Sanlurfa ilinde Antepfistiginda Candidatus Phytoplasma solani adli

fitoplazma etmeni saptanmistir (Giildiir ve ark., 2014).

Elleuch ve ark. (2013), Tunus'ta Antepfistigi agaglarinda goriilen nekrozlara
Hop Stunt Viroid (HSVd)' nin neden oldugunu rapor etmislerdir. Tlrkiye’de 2017
yilinda Kahramanmaras ‘de Antepfistiginda yapilan arastirmada HSVd saptandigi
rapor edilmistir (Balsak ve ark., 2017). Maddahian ve ark. (2019), iran’da HSVd’'nin

Antepfistiginda varligini rapor etmislerdir.

ABD’deki  Antepfistigi  agaglarinda PAVA  Pistachio  ampelovirus
(Ampelovirus, Closteroviridae) ve (CBCVd-pis) Citrus bark cracking viroid-
pistachio (Cocadviroid, Pospiviroidea) bulundugu saptanmigtir (Al Rwahnih ve ark.,
2019).

Antepfistig1 agaclarinda ekonomik zarar meydana getiren bir¢cok hastalik veya
zararli etmen ile miicadelede kimyasallarin kullanimi ile basarili sonuglar elde
edilebilmektedir. Ancak virus, viroid ve fitoplazma gibi etmenler ile kimyasal

miicadele de herhangi bir basar1 elde edilememektedir.

Virlis ve benzeri hastaliklar diinyada meyve yetistirilen hemen hemen her
yerde sorun olmaktadir. Bu durumun baslica nedeni, liretim materyali olan anag¢ ve
kalemin kontrolsiiz bir bicimde dagitilmas1 ve bunun ardindan da bazi hastaliklarin
vektorler ile yayilmasidir (Glimiis ve ark. 2007). Ve viroidler as1 gozii ve anag gibi,
tiretim materyali ile de kolaylikla uzun mesafelere yayilmaktadir. (Hammond ve
Owens, 2006).

Kimyasal micadele olanagi bulunmamasi nedeni ile viriis ve virus benzeri

etmenlerinin ayr1 bir 6nemi vardir. Bu tip etmenlerin agacin émriinii kisalttig1 gibi
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verim kalitesi ve miktar1 agisindan da biiyiik 6nem tasimaktadir. Viris, fitoplazma ve
viroid gibi hastalik etmenleri; agaglarin zayiflamasina, oOliimiine, {iriinlerin
kalitelerinin diismesine, asi-kalem uyusmazIlig1 ve koklenme oranin diismesine neden
olabilmektedir. Virlis benzeri hastalik etmenleri icerisinde son yillarda ¢ok biiyiik
Oonem arz eden ve varliklar iizerine son 20 yildir ¢alismalar baslatilan etmenlerden

biri de viroidlerdir (Pallas ve ark., 2007).

20. yiiz yillarin ortalarina kadar stiren bir donem boyunca bitkilerdeki viroid
hastaliklarinin ¢ok sayda arastirmaci tarafindan bitki virGslerinin neden oldugu
diistiniilmekteydi. Fakat 1967 yilinda Diener ve Raymer in patates lizerine yirtulen
bir arastirmada patates ig yumru hastaliginin viriisiin degil, baska bir grup olan

viroidler in neden oldugu bulmustur.

En kiguk bitki patojenleri olarak bilinen viroidler ¢ok fazla bitki tirtinde
enfeksiyon yapmaktadir. Viroidler dairesel ve kovalent olarak baglanmamis kiigik
serbest tek iplige sahip olan RNA molekiillerinden olusmaktadir. Viroid tiiriine bagl
olarak 246 ile 401 niikleotid uzunluga sahiptir (Flores ve ark., 2005; Ding, 2009).
Viroidler herhangi peptit yada protein kodlamamaktadir ve viroid cogalmasi
tamamen konukgunun RNA polimeraz enzimini kullanarak olmaktadir.

Gunumuze kadar tanilanmus iki familyada siniflandirlmis 30’dan fazla viroid
tlrd bulunmaktadir: Pospiviroidae; merkez korunmus bolgeye sahip, ribozom
aktivitesi bulunmayan, nikleus veya nikleolusta asimetrik mekanizma ile
cogalmaktadir ve Avsunviroidae; merkezde korunmus bdlge bulunmayip, ribozom
aktivitesi bulunmaktadir ve kloroplastta simetrik daire mekanizmast ile
cogalmaktadir (Erkan, 2017; Koltunow ve Rezaian, 1989; Flores ve ark., 2005).
Viroidlerin bazilar1 latent olup, bazilar1 tehlikeli ve ¢ok zararli olabilmektedir
(Riesner ve Gross, 1985).

Viroidler konukgu bitkilerdeki etkilerini bitkisel enzimleri kullanarak konukcu
bitkide biiytime ve gelismeyi idare eden genleri degistirmektedir (Gora-Sochacka,
2004).
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Viroidlerin cesitliliginde en etkin mekanizma RNA sarmalinda yer alan
merkezi korunmus bolgedir. Bu bolgedeki niikleotidlerin siralanist viroidlerde hem
cesitliligin ve sistematigin olusmasinda hem de viroidlerin tanilanmasinda rol

oynamaktadir (Gora-Sochacka, 2004).

Viroidler; asi1, kiiskiit tiirleri, bocekler, tohum, cicek tozu ve mekanik
yontemler ile bitkiden bitkiye tasinmaktadir. Viroidlerin konukgu aginin bu kadar

genis olmasindaki 6nemli bir sebep de taginma yollarinin fazla olmasidir (Sano ve

Shikata, 2008).

Bitki viroidlerinin tanisinda protein kiliflarinin olmamasi nedeni ile serolojik
olarak tanmilanamamaktadir ancak hibridizasyon ve RT-PCR gibi molekdler

yontemler ile saptanabilmektedir (Ragozzino ve ark, 2004; Sano ve Shikata, 2008).

Viroidlerin saptanmasinda RNA’ya dayali yontemlerden poliakrilamid jel
elektroforez (Polyacrilamide gel electrophoresis, PAGE) (Faggioli ve ark., 1997),
radyoaktif ve radyoaktif olmayan problarla nokta blot hibridizasyonu (Hernandez ve
Flores, 1992; Shamloul ve ark., 1995; Kyriakopoulou ve ark., 2001), ve doku
blotlama hibridizasyonu (Mandic ve ark., 2008), High Throughput Sequencing
analizi (Al Rwahnih ve ark., 2019) yontemi virlis ve virlis benzeri etmenlerini
belirlenmesinde olumlu sonuglar vermistir. Ayrica spesifik primer dizileri
kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri de gtivenilir sonuglar vermektedir (Loreti ve
ark., 1999; Ragozzino ve ark., 2004; Shamloul ve ark., 1995; Shamloul ve Hadidi,
1999).

Bu ¢alisma Sanliurfa ili Antepfistigi tiretim alanlarinda diinyada bir¢ok otsu ve
odunsu bitkiyi etkileyen Hop stunt viroid enfeksiyonunu tespit etmek amaciyla

yiriitilmistir.
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2- ONCEKI CALISMALAR

Japonya da 1968 yilinda HSVd olarak bilinen Serbet¢i otu ciicelesme viroidi,
serbet¢i otu tiretiminin yapildig yerlerde bulasiklik oraninin %17 ile % 60 arasinda
bulundugu ve iretimde ¢ok fazla kayiplara neden oldugu rapor edilmistir

(Yamamoto ve ark. 1973).

HSVd ilk olarak Yamamoto ve ark., (1973) tarafindan tanilanmis ve Sasaki ve

ark., (1977) tarafindan ise hastaliklara sebep olan viroid olarak teshis edilmistir.

Hindistan cevizi, avokado ve patateste viroid enfeksiyonundan dolay1 6nemli
mahsul kayiplarinin oldugu bildirilmistir. Viroidler arasinda CCCVd (Coconut
Cadang Cadang Viroidi) en kuguk viroid olarak bilinmektedir. 1982 yilinda bu
viroid Filipinler’de Hindistan cevizinde 30 milyondan fazla agaci etkilemistir ve
viroid enfeksiyonundan yaklasik 500 bin agacin 6limiine neden olmustur (Hanold ve
Randles 1991).

Sano ve ark., (1992), viriod familyalarinin replikasyon yoniinden farkliliklar
gosterdiklerini  belirtmislerdir. Pospiviroidae familyasinda yer alan viroidler
cekirdekte, Avsunoviroidae familyasinda yer alan viroidler ise kloroplastlarda replike

oldugunu bildirmislerdir.

Kofalvi ve ark., (1997), HSVd’nin asma, turunggil ve Prunus cinsileri gibi bir
dizi konukguya bulasabilecegini, filogenetik analizlerde ise HSVd izolatlarinin ¢
biylik gruba ayrildigim1 (plum-type, hop-type ve citrus-type) rapor etmislerdir.
Ayrica dogal olarak enfekteli sekiz Prunus kaynagindan HSVd varyantlarini
cogaltilmig ve HSVd’nin on molekiiler varyanti tanilanmigtir. Hop tipi, erik tipi ve

narenciye tipi gruplari arasinda bir rekombinasyonun olustugunu rapor etmislerdir.

Serbetgiotu Ciicelesme Viroidi (HSVd) Hostuviroid cinsiden (Pospiviroidae
familyasindan), ve 294-303 nikleotid ve merkezi kurunmus boélgeden (CCR)
olusmaktadir (Li ve ark., 2006; Yang ve ark., 2006; Zhou ve ark., 2006).
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Konukgu dizisi ¢ok genis olan HSVd, ilk defa serbet¢i otunda saptanmis ve
daha sonra bag, turunggiller, seftali, erik, armut, kaysi, salatalik, bagdam ve tut gibi
bircok odunsu bitkide belirlenmistir (Shikata, 1990; Astruc ve ark.1996; Polivka ve
ark., 1996; Canizares ve ark. 1999; Elbeaino ve ark. 2011). HSVd baz1 bitkilerde
ciicelesme, erik ve seftalilerde benekli meyveler, turunggillerde cachexia hastalig1 ve
kaysi meyvelerinde dejenerasyon gibi hastaliklara neden olmaktadir (Shikata, 1990;
Reanwarakorn ve Semancik, 1999; Amari ve ark.., 2001; Sano, 2003a, 2003b).

Flores ve ark. (2000), yaptiklar1 ¢alismada viroidlerin siniflandirilmasinin ilk
kez Koltunow ve Rezaian (1989) tarafindan yapildigin1 niikleotid dizilim
benzerliklerine gore viroidleri Avsunviroidae ve Pospiviroidae olacak sekilde 30’dan

fazla turiniin bulundugu iki farkli familyaya ayrildigini rapor etmislerdir.

Hanold ve ark., (2003), PCR ve molekiler hibridizasyon ydntemlerinin,
viroidlerin tespitinde normal PAGE (Poliakrilamid jel elektroforez) ydnteminin
yerini 6nemli Olgiide alsa de elektroforez tekniginin yeni ve tanimlanmayan viroid
benzeri molekiiler etmenlerin belirlenmesinde 6nemli oldugunu belirtmislerdir.
Viroidlerin tanisinda kullanilan molekiler ydntemler icinde sadece PAGE
yonteminde herhangi niikleotid dizilimi kullanilmamaktadir. Bilinen nikleotid dizisi
oldugunda, hibridizasyon ve RT-PCR analizi gibi tekniklerin avantajli olmasina
ragmen PAGE analizinin ¢ok yonli ve kolay olmasindan dolay1 bu yontemin viroid

arastirmalarinda 6nemli bir teknik olmay1 devam etmekte oldugunu rapor etmislerdir

Randles, (2003), yaptiklar1 caligmalarda viroidlerin diinyada yaygin olarak
bulundugunu, armut, asma, avokado, domates, elma, hindistan cevizi, krizantem,
patates, patlican, seftali, serbet¢i otu ve turunggiller gibi bitkilerde ekonomik

kayiplara neden oldugunu belirtmislerdir.

Ragozzino ve ark. (2005), HSVd enfeksiyonlarmi Italya’da turuncgil
agaclarinda saptamistir. Arastirmacilar viroidlerin bitki dokusundan saflagtirma

calismalarinda standart fenol yontemiyle ticari kit kullanimini karsilagtirmiglardir.
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Viroidin tanilanmasinda kullanilan RT-PCR metodu ayni tiip igerisinde
gerceklestirildiginde, metodun ¢ok daha hassas, yanlis pozitif sinyal olasiliginin az
ve kontaminasyon riskinin ortadan kalktigini rapor etmislerdir. Ticari Kit kullanilarak
yapilan saflastirma ¢alismalariyla yapilan PCR analizlerinde sonuglarin daha etkin

oldugunu ve ticari kit kullanimin zaman tasarrufu yaptigini belirtmislerdir.

Sert ¢ekirdekli meyve agaglarinin viroid, fungus ve fitoplazma ile hastalanma
oranlarini tespit etmek amaciyla Sipahioglu ve arkadaslar1 2003 ve 2004 yillarinda
inceleme yapmislardir. Calismalarinda molekiiler hibridizasyon testleri kullanarak
PLMVd ve HSVd’nin varligini arastirmislardir. Toplam 491 agacin 16 tanesi
disindaki tiim agaglarda bu viroidleri bulmuslardir. PLMVd enfeksiyonu 15 seftali
¢esidinde bulunurken (%3), HSVd enfeksiyonu nadir olarak sadece kayisilarda
(%0,1) tespit edilmistir. Viroid enfeksiyonunun ortalama oranmi %3,2’dir. Dogu
Anadolu’da HSVd saptanmis ancak asil kayis1 yetistiriciligi yapilan illerde (Malatya,
Elazig) PLMVd ile bulunmamistir (Sipahioglu ve ark., 2006).

Gazel ve ark. (2008), Dogu Akdeniz Bolgesi’nde kayisi, erik, seftali, kiraz ve
badem agaglarindan toplamis olduklar1 oOrneklerden saflastirdiklart HSVd’nin

karakterizayonunu yapmislardir.

2009 yillinda Adana da ur belirtisi gosteren bes turuncgil agacginda yapilan
arastirmada yapilan sPAGE analisti neticesinde segilen portakal agaglarindan Adana
(1) disinda hepsinde bir veya karisik viroid enfeksiyonu bulunmustur (Eker, 2009).

Elleuch ve ark. (2013) Tunus'ta ilk defa Antepfistigi agaclarinda goriilen

nekrozlara Hop Stunt Viroid (HSVd)'nin neden oldugunu rapor etmislerdir.

Balsak ve ark. (2017), Kahramanmaras SUtci imam (niversitesinden toplanan
Orneklerde RT-PCR yoOntemiyle Antepfistiginda HSVd ilk defe Turkiye’de rapor
etmislerdir Maddahian ve ark. (2019), Iran’da HSVd’ini Antepfistiginda rapor

etmislerdir.
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ABD’deki Antepfistigi agaclarinda pistachio ampelovirus A (PAVA) ve citrus
bark cracking viroid-pistachio (CBCVd-pis) bulundugu rapor edilmistir (Al Rwahnih
ve ark. 2019).

Stamler ve ark. (2015) Antepfistiginda bushy top sendromu'na Rhodococcus

fascians neden oldugunu bildirmislerdir.
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3- MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmamn Yiiriitiildiigii Yer ve Bitkisel Materyaller

Aragtirma Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Viroloji

Laboratuvarinda yiirtitilmiistir.

Arastirmalarda kullanilan 6rnekler Sanlurfa ili ve ilgelerinden viroid belirtileri

gosteren Antepfistig1 agaclarindan Mayis 2018 - Eylil 2019 aylar arasinda alinmustir.

3.1.2. RT-PCR Cahismalari icin Materyalin Olusturulmasi

Sanliurfa ili Antepfistigi agaglarinda viroid semptomu gosteren agaglardan
alinan yaprak 6rneklerinden elde edilen total nikleik asitler RT- PCR ¢alismalar1 i¢in

materyal olarak kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ornek Ahnan Bitkilerin Secimi

Sanlwurfa ili Antepfistigt agaclarinda bodurluk, dallarda ve gdévdelerde
sismeler, yaprak epinastisi, nekroz, rozetleme ve kiglk yaprak bigiminde genel
viroid simptomlart gosteren agaglarin yapraklarindan alinan 47 0Ornek plastik
posetlere konularak, alindigi yer ve tarihe iliskin wverileri igerecek sekilde
etiketlenerek buz kutusu icerisinde laboratuvara getirilmistir ve nukleik asit

izolasyonu yapilana kadar +4°C de muhafaza edilmistir.
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3.2.2. Toplam Niikleik Asit (TNA) izolasyonu

Total TNA izolasyonu c¢aligmalarinda Astruc ve ark., (1996)’nin yontemi

kullanilmistir.

a

(@
T

Infekteli bitkilerin yapraklarindan alman 6rneklere ekstraksiyon buferi
(100 mM Tris HCI pH=8.0, 50 mM EDTA pH= 7.0, 500mM NacCl,
10mM 2-mercaptoethanol (1/1000)), ile 1:2 oraninda sulandirilarak
eksraktasiyoun bitki 6z suyu steril tllbentte stzulmistir ve bitki
6zsuyundan eppendorf tuplerine 1ml alinmistir.

Ornekler 4000 rpm de 3 dakika santrifiij edilmistir.

Pellete 50 pl SDS (Sodium Dodecylsulfat) (20%) ilave yapilarak
vortekste karistirtlmistir ve sonra tipler 65°C de 30 dakika su banyosunda
inkubasyona birakilmaistir.

Daha sonra tlplere 250 mikrolitre potasium asetate (5M) ilave edilerek
buz icerisinde 20 dakika bekletilmistir.

Tipler 13.000 rpm 15 dakika santrifilj edilmistir.

Stipernetant ikiye bolintp 500 pl alinarak yeni eppendorf tliplerine
aktarilmigtir ve -70 °C de saklanmistir. Geriye kalan bolimu 100% lik
500 pl etanol ilave edilerek 1000 pl ye tamamlanip vortekste iyice
karistirilmastir.

Sonra tlplere 50 pl sodium asetate (3M) ilave edilecektir ve érnekler
yeniden karigtirilarak -70 °C de bir gece bekletilmistir.

Daha sonra tupler 14 bin devirde 15 dakika santriflij edilmistir ve sipernat
cikarilmustir.

Tipler filtre kagid1 Gzerinde ters cevrilerek 5 dakika kurutulup, pellet
uzerine 1 ml %70 luk etanol ilave edilmistir.

Orneklerin RNA lar1 ¢oktiriilmiis ve 5dakika, 13000 rpm, santrifij
edilmistir.

Tup icerisindeki etanol ¢ikartilarak tiipler kurutma kagitt1 ile dikkatlice
kurutulmustur.

Elde edilen total RNA lar 50 ul RNAse free distile su ile sulandirilmistir.

10
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m- Ornekler ikiye boliinerek (15 pl ve 35 pl olacak sekilde) tipler icerisinde
-70 °C de saklanarak bekletilmistir.

3.2.3 Total NA lan elde olan Orneklerin RT-PCR Yontemi ile Teshis Edilmesi

3.2.3.1. cDNA Sentezi

Total NA’si elde etilmis olan 6rnekler RT-PCR yontemi ile analiz edilmistir.
Reverse transkripsiyon (RT) adimi uygulanarak RT-PCR yontemine baslanmustir.
(Visvader ve Symons 1985). RT islemi i¢in 1 pl Reverse primer ve 4 ul NA’ya 1 pl
tamamlayict ANTP (10 mM) karigtmini 12 pl tamamlamak igin 6 pl RNase enzim
icermeyen dH>O ilave yapilmistir ve thermal cycler da (Veriti 96 — Applied
Biosystems) 65 °C’de 5 dakika inkiibe yapilmistir. Inkiibasyondan ¢ikarilan tiipler
buz igine konulmus ve santrifiij yapilmistir. Bu ekstraksiyona 4 pl RT bufferi (5X)
(250 mM Tris-HCI pH 8.3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,, ve 2 pl 0,1 M DTT)
uzerine 1 pl RNaseOUT ilave yapilarak karigtirilmig ve 37 °C’de 2 dk inkibe
edilmistir. Thermo Fisher science dan 1 pl RT enzimi olan MMLYV (Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transkriptase) 200 u/ pl eklenerek karistirilmistir ve 37
°C’de 50 dk. inklbe edilmistir ve sonra 70 °C’de 15 dk. tutularak +4°C

sogutulmustur.

3.2.3.2. PCR Analizi

Calismada RT-PCR yontemi kullanilmigtir RT-PCR analizleri igin kullanilan
HSVd viroidlerine 6zgl primerler, baz dizilimleri, sentezleme pozisyonu,

cogaltilacak DNA boyutu Cizelge 3.1. 'de verilmistir.

11
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PCR islemi igin, 50 pl PCR karigimin hazirlanmistir. Sentezlenen cDNA’dan
2 pl cDNA, 5 pl 10X PCR c¢ozeltisi (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCl), 0.4 pl
Tag-DNA polimeriz enzimi (5 U/ul), 1.5 pl MgCl; (50 mM), 1 pl V19 primer (10
mM), 1 pl V20 primer (10 mM) ve 38.1 pl dH20 ilave edilmistir. Ornekler 1 dakika
94 °C’de tutulmus. Sonra 1 dakika 94 °C’de, 1 dakika 60 °C’de ve 1 dakika 72 °C’de
toplam 35 donguden sonra 5 dakika 72 °C de bekletilerek +4°C de sogutulmustur
DNA sentezlenmistir (Visvader ve Symons, 1985).

Cizelge 3. 1. Calismada kullanilan primerler, baz dizilimleri, sentezleme pozisyonu ve ¢ogaltilan
DNA boyutu.

Primer Baz Dizilimi Cogaltilan Kaynak

ad1 DNA (bp)

VP-19 5-GCCCCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAG-3' | 300 Kovalvi ve ark.
VP-20 5-CCCGGGGCAACTCTTCTCAGAATCC-3' o

VP-98 5-CTCCAGAGCACCGCGGCCCTC-3' 300 Amari ve ark.
VP-99 5-CTGGGGAATTCTCGAGTT GCCGC-3' 200

3.2.2.3. PCR Urunlerinin analizi

PCR urunleri TBE tampon ¢ozeltisi iginde 30 dakika 70 mA’de % 2’lik agar
jelde yiiriitiilmiis ve ethidium bromide (0.5 mg EtBr/400 ml dH»0) ile boyanmustir.

Sonuglar UV transilluminator ile goriintiilenmistir.

12
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Simptomatolojik Bulgular

Arastirma sirasinda, Sanliurfa merkez, Karakoprii ve Bozova ilcelerinden
ornek alinmustir.

Omek aliman Antepfistigi agaclarinda bodurluk (sekil 4.5), dallarda ve
govdelerde sismeler (Sekil 4.3 ve 4.4), yapraklarda nekroz, sararma ve kuglk yaprak
(Sekil 4.2), rozetlesme (Sekil 4.1) biciminde genel viroid simptomlarina benzer

belirtiler gdzlenmistir.

Sekil 4.1: Rozetlesme simptomu

13
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Sekil 4.2: Nekroz ve sararma simptomu

Sekil 4.3: Dallarda ve govdelerde sismeler

14
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Sekil 4.4: Dallarda ve govdelerde sismeler

Sekil 4.5: Bodurlagsma

15
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4.2. RT-PCR Analizi Sonucunda Elde Edilen Bulgular

Toplanan 47 adet 6rnegin, HSVd ile enfekteli olup olmadigini tespit etmek
amaciyla RT-PCR yontemi kullanilmistir. Bodurluk, dallarda ve govdelerde sismeler,
yapraklarda nekroz, sararma, klgik yaprak ve rozetlesme seklinde simptom gosteren

47 adet 6rnegin higbirinde viroid saptanmamustir.

Elleuch ve ark. (2013) tarafindan Antepfistig1 agaglarinda sararma ve kloroz
belirtisi gosteren agaglarda HSVd saptamiglardir. Ancak Sanliurfa ilinde benzer
belirti gosteren antepfistigi agaglarinda HSVd saptanmamuistir. Viroid simptomlarina
benzer belirtilerin hi¢ birin de HSVd’nin bulunamamasi bu tip belirtilerin baska
hastalik etmenleri tarafindan olusturulabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle bu
konuda daha detayli ¢alismalarin yiritilmesi gereklidir Nitekim ABD de 2019
yilinda Al Rwahnih ve ark., High-throughput sequencing (yeni nesil dizileme)
kullanarak Antepfistiginda novel ampelovirus ve putative olarak iki yeni viroid
saptamiglardir. Bu bize genel belirtilerin yaniltici olabildigini ve bu belirtilerle HSVd

arasindaki iligkilerin daha detayli incelenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

HSVd as1 ve budama aletleri ile tasmabilen bir etmen (Reanwarakorn &
Semancik, 1999) dir. Genellikle viroidler odunsu agaglarda uzun yillar latent sekilde
kalmaktadir. EIma bitkisinde viroid meyve verene kadar latenttir, baglarda ise HSVd
neredeyse her zaman latentdir (Hurtt ve ark. 1996; Kawaguchi-Ito et al., 2009; Singh
ve ark., 2003). Antep fistiginda ise simptomatolojik olarak viroid belirtisi gosteren
agaclarda hastalik etmeninin saptanmamasi bdlgede HSVd’nin bulunmadigini

gostermektedir.

16
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu c¢alismada Sanhwurfa ilindeki  Antepfistigi  agacglarinda HSVd
enfeksiyonlarmin belirlenmesi igin yapilmistir. Sanliurfa ili Antepfistigi alanlarinda
HSVd’yi belirlemek amaciyla 47 adet 6rnek toplanmistir. Viroid hastaligina benzer
simptomlar olarak bodurluk, dallarda ve govdelerde sismeler, yapraklarda nekroz,
sararma, kicuk yaprak ve rozetlesme seklinde simptomlar gézlenmistir. Toplanan

orneklerde viroid tespit edilmemistir.

Sonuglar Sanlwurfa ilindeki Antepfistigi agaclarinin 6zelikle HSVd agisindan
temiz oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte Antepfistiginda baska viroid
etmenlerinin bulunabilecegi géz ardi1 edilmemelidir. Bu nedenle Greticiler viroid
hastaligin1 6nlemek i¢in tasinma yollarindan mekanik tagimaya dikkat edilmeli ve
budama zamanlarinda agagtan aga¢ gegcildiginde budama aletleri hipoklorit ile
dezenfekte edilmelidir.

Antep fistig1 agaclarinda farkl viroidlerin bulunabilecgi gbzardi edilmemeli ve

farkli viroidler i¢in de bolgedeki agaclar testlenmelidir.

As1 i¢in kullanilmakta olan bitkilerin viriis ve viriis benzeri etmenden armmis
olmasina 6zen gosterilmeli ve yeni fidanlarin sertifikasyon programlarindan gegmis

olmasina ve saglikli oldugunu gosteren belgeleri icermesine dikkat edilmelidir.
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