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Bu calisma Gaziantep ili bag alanlarinda Bag sar: benek (BSB) hastaliginin
varligini, bulasiklilik durumunu ve etmenlerinin karakterizasyonunu belirlemek
amaciyla yuritilmustir. Hastalig1 arastirmak amaciyla ydrittlen sorvey calismast
Gaziantep ilinde yaklasik 4500 da'lik alanda 766363 omca Uzerinde hastaligin
makroskobik simptomlar1 olan sar1 beneklenme ve damar bantlasmasi simptomlari
gozlenerek yapilmistir. SOrvey calismasi sonucunda 652 omcanin BSB  hastalig ile
bulasik bulundugu belirlenmistir. Hastaligin bulasiklik oram % 0,08’ dir. Etmenlerini
arastirmak amaciyla yuritilen sPAGE calismasinda 67 ornekte GY SVd-1 ve 2'nin
viroid bandlar1 saptanmustir.

Organik bag alanlarinda yuritilen calismada BSB hastaligimin bulasiklik
oram % 0,04 olarak bulunmustur. Organik olarak Uretilen Dimiski ve Okiizgozii
¢esitlerinde sSPAGE andlizi sonucunda GYSVd-1 ve 2 viroidleri akrilamid jel
Uzerinde belirlenmistir.

Antepfistigi Arastirma Enstitisiinde Uretilen fidanlarda BSB hastaliginin
bulasiklik orant % 0,49 olarak saptanmistir. Ancak bu fidanlikta damizlik bloklarinin
bu hastalik agisindan temiz oldugu belirlenmistir.

RT-PCR calismalar1 sonucunda, GY SVd-1 ve 2'nin varlig1 agar jel Gzerinde
belirlenmistir. Bu viroidlerin nikleotid dizilim analizleri sonucunda GYSVd-1'in
366 nukleotid igerdigi; GYSVd-2'nin ise 361 nikleotid sayisinda oldugu
bulunmustur.

Anahtar sozcukler: Bag sar1 benek hastaligi, GY SVd-1ve 2, SPAGE, PCR
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This study was conducted to determine presence, infection rates and
characterization of factors for Grapevine yellow speckle (GY S) disease of Gaziantep
vineyards. Gaziantep region GY S disease was examined approximately in 4500 da
on the 766363 grapevine plants for macroscopic symptoms of yellow speckle and
vein banding. 652 grapevine plants were found to be infected with grapevine yellow
speckle disease. The infection rate is % 0,08 in Gaziantep vineyards. At the 67
grapevine plants in infection, the viroid bands of GYSVd-1 and 2 were observed in
SPAGE analysis.

The infection rate of GY S disease at organic grapevine yards was found to be
% 0,04. In organic varieties of Dimiski and Okiizgdzil, viroid bands of GY SVd-1 and
2 were also found as a result of SPAGE analysis that were observed on acrylamide
gel.

GY S disease was found at the % 0,49 infection rate on grapevine seedlings at
Pistachio Research Ingtitute. In the Institute the mother blocks were determined to be
clean about GY S disease.

RT-PCR studies GY SVd-1 and 2 were determined on agarose gel. Nucleotide
analysis of the length of GYSVd-1 was found as 366 nts. However the results of
GY SVd-2 wasto be 361 nucleotides.

Key Worlds: Grapevine yellow speckle disease, GY SVd-1ve 2, SPAGE, PCR
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SIMGELER VE KISALTMALAR

A : Adenin
C . Sitozin
G : Guanin
T : Timin

AgNO; : GUmus nitrat

BSB : Bag sar: benek hastaligi

EtBr : Ethidium bromir

HCI : Hidroklorik asit

HCHO : Formaldehit

KOH  : Potasyum hidroksit

KCI : Potasyum Kklortr

LiCl > Lityum klortr

MgCl, : Magnezyum Klorur

NaSO, : Sodyum siilfat

NaCO;3 : Sodyum karbonat

TEMED : Tetramethylethylenediamine

TAE . Tris-asetik asit-EDTA

TBE . Tris-borik asit-EDTA

TKM  : Tris potasyum klortr magnezyum klortr
SDS : Sodyum dodesy! silfat

STE : Sodyum klordr trisEDTA

EM-2 : Sodyum sulfit SDS mercaptoethanol
da : Dekar

ha . Hektar

cDNA : Complementer deoksiribo nikleik asit
hDNA : Homolog deoksiriboniukleik asit
DNA  : Deoksribonukleik asit

dNTP  : Deoksinukleotid tri fosfat

RNA . Ribonikleik asit

SSRNA : Tek sarmalli RNA
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(ys) . Y aprak sararmasi

(29 : Zigzag surgin olusumu

AGVd : Australian grapevine viroid

ArMV  : Arabis mosaic virus

ASBVd : Avocado sunblotch viroid

CCavd : Citrus cachexiaviroid

CCCVd : Coconut cadang-cadang viroid
CChMVd: Chysanthemum chlorotic mottle viroid
CEVd-g : Citrus exocortis viroid-grapevine
ELVd : Eggplant latent viroid

HLVd : Hop latent viroid

HSVd-g : Hop stunt viroid - grapevine
GFLV : Grapevine Fanleaf Virus

GY SVd-1: Grapevine yellow speckle viroid 1
GY SVd-2: Grapevine yellow speckle viroid 2
PLMVd : Peach latent mosaic viroid

PSTVd : Potato spindle tuber viroid
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1. GIRIS Banu GOKCEK

1. GIRIS

Bagcilik icin yerkirenin en elverisli iklim kusagi olan 34°-49° kuzey ve
guney enlemleri arasinda bulunan tlkemiz, asmamn gen merkezi olmasinin yan sira
koklu bir bagcilik kaltirine de sahiptir.

Ulkemiz 2004 yil1 istatistiklerine gore diinya ulkeleri arasinda bag alam
yoninden 565000 ha ile 4. sirada, yas Uzim Oretim bakimindan 3650000 ton ile
5.sirada yer almaktadir (Anonim, 2007a).

Gaziantep ili Ulkemiz tarim bdlgeleri arasinda bag alam bakimindan 103172
ha (Cizelge 1.1) ile ikinci sirada yer alan Akdeniz bolgesi igerisinde 30430 ha
(Cizelge 1.2) dikim alam ile en fazla bag alamna sahip olan ilimizdir (Anonim,
2007b). Gaziantep ilinin en fazla bag alanlarina sahip il¢eleri Sahinbey, Sehitkamil,
Islahiye ve Nizip'dir (Cizelge 1.3) (Anonim, 2005).

Cizelge 1.1. Turkiye'de tarim bolgelerine gore bag alam (ha) ve Gzim tretim miktar:

(tog)b'lgeler Alan (ha) |Oran(%) |Uretim (ton) |Oran(%)
1.0rta Kuzey 36187 6.7 139101 3.9
2.Ege 174698 33.0 1558939 43.3
3.Marmara 27462 5.8 213857 5.9
4.Akdeniz 103172 19.5 706105 19.6
5.Kuzeydogu 1657/ 0.3 11256 0.3
6.GlUneydogu 69882 13.2 369082 10.3
7.Karadeniz 1222 0.2 87271 0.2
8.0Orta dogu 34593 6.5 96305 2.7
9.0rta gliney 811277 153 496628 13.8
Toplam 530000 100 3600000 100

Dunyada bag aanlart yoninden 4. sirada yer almamiza ragmen gerek
Akdeniz bdlgesinde gerekse diger bolgelerimizde birim alandan elde edilen Uriin
miktar: oldukca disiktir. Bu durum baglarimizda toprak isleme, sulama, gibreleme,
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budama, hastalik ve zararlilarla micadele gibi uygulamalarin gerektigi kadar
yapilamadiginin bir géstergesidir.

Cizelge 1.2. Akdeniz Tarim Bolges illerinin bag alam (ha) ve Uzim Uretim
miktarlar1 (ton)

iller Alan (ha.))  |[Uretim (Ton)

Adana 7485 37871
Antalya 2484 20699
icel 18853 14953
Kahramanmaras 24974 91289
Gaziantep 30430 143060
Hatay 4987, 37630

Cizelge 1.3. Gaziantep ili bag alanlarinin ilge diizeyindeki dagilim

ilce Adh |Sofrahk| Kurutmalik | Saraphk | Toplam | Oran (%)
Sahinbey 1336 4100 1900 7336 27
Sehitkamil 2000 2600 2058 6658 25
[slahiye 4500 480 820 5800 22
Nizip 949 1450 200 2599 10
Karkamis 200 1600 0 1800 7
Oguzeli 360 530 370 1260 4
Araban 500 610 0 1110 4
Y avuzeli 100 170 0 270 1
Nurdag: 40 43 0 83 03
Toplam 9985 11583 5348 26916 100

Baglarda zarar yapan fungal ve bakteriyel hastaliklar kimyasal savas
yontemleri ile kontrol edilebilmektedir ancak virds, viroid ve viroid benzeri

hastaliklar agisindan bdyle bir avantaja sahip olunmamasi bu hastaliklarin énemini
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arttirmaktadir (Cramer, 1967; Martelli ve Savino, 1988; Szychowski ve ark., 1995).
Bugine kadar baglarda 60'dan fazla virls, viroid ve viroid benzeri etmen
saptanmustir (Martelli, 1999).

Viroidlerin olusturduklari simptomlarin genellikle viriis simptomlar: ile
benzerlik gostermelerinden, baslangicta gelisim geriligi olarak nitelendirildiklerinden
ve hi¢ simptom olusturmaksizin latent durumda kalabildiklerinden dolay: kesifleri
oldukca geg olmustur.

Ik viroid bundan 40 yil 6nce (Diener ve Raymer, 1967), bag viroidleri ise
yaklasik 20 yil 6nce belirlenmistir (Sano ve ark., 1985).

Bugune kadar bilinen 5 adet bag viroidi vardir. Bunlardan sadece ikisi
hastalik etmeni olarak kabul edilmektedir. Bunlar; Grapevine yellow speckle viroid 1
[Bag sar: benek viroidi-1 (GYSVd-1)] ve Grapevine yellow speckie viroid 2 [Bag
sar: benek viroidi -2 (GY SVd-2)]' dir (Koltunow ve Rezaian, 1988 ve 19894a). Bu iki
viroid Grapevine yellow speckle [Bag sar: benek (BSB)] hastaligim olusturan
etmenlerdir.

Bag sar: benek hastaligimn makroskobik olarak gozlenebilen spesifik
simptomu bag yapraklarinda sar1 beneklenme (yellow speckle) ve damar bantlasmasi
(vein banding) simptomlaridir. Sar1 beneklenme yapraklarin ana ve yan damarlari
arasina serpilmis gibi gortinen sar1 noktalar veya beneklerden olusmaktadir. Damar
bantlasmas ise ana ve yan damarlar boyunca sar1 noktalar, benekler veya bantlar
seklinde simptom olusturmaktadir. Grapevine fanleaf virusu (GFLV) ile
GYSVd leri bir arada bulunmasi ile sinerjik etki olusturarak daha da siddetli damar
bantlasmasinin  ortaya ciktigi  bildirilmektedir (Taylor ve Woodham, 1972;
Szychowski ve ark., 1995; Little ve Rezaian, 2003).

Bag sar: benek hastaligi Dinya’da oldukca yaygin olarak bulunup,
yapraklarda sar1 beneklerin fotosentezi engelledigi bundan dolay: da Uriin kayiplar:
olusturdugu bildirilmistir. Bu hastalik icin bir ¢ok tlkede kontrol stratejisi olarak
eradikasyon ve saglikli Uretim materyalinin  kullammi  uygulanmaktadir. Bu
hastaligin ¢cogaltma materyali, azda olsa tohum ya da polen ile tasinip, mekanik
yollar ve vektorler ile tasinmadigi, otsu konukgularinin ise belirlenmedigi
bilinmektedir (Randles, 2003).
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GYSVd-1 ve 2 viroidleri protein kiliflart olmadiklar1 icin serolojik yontemler
ile teshis edilemezler. Otsu konukgular1 olmadiklari icin otsu indikator bitkilerle
biyolojik indeksleme bu viroidlerin tamlamasinda uygulanamamaktadir (Reisner ve
Gross, 1985; Semancik, 1987). GYSVd-1 ve 2 viroidleri molekiler tekniklerle ve
baglarda olusturduklar: makroskobik simptomlar: ile teshis edilebilmektedirler. Iki
yonlu  ardistk  poliakrilamid  jel elektroforez [sequential poliakrilamid gel
electrophoresis (SPAGE)] ve polimeraz zincir reaksiyon [Reverse transkripsiyon
(RT)-Polymerase Chain Reaction (PCR) =RT-PCR] analizleri guinimiizde en ¢ok
kullamlan molekiler dizeyde viroid teshis yontemleridir (Flores ve ark., 1985;
Semancik, 1987 ve Syzchowski ve ark., 1988).

Dunya'da GY SVd-1 ve 2 viroidleri Cin, Avrupa, Amerika ve Avustralya gibi
bagciligin yogun yapildigi pek cok Ulkeden bildirilmistir (Stellmach ve Goheen,
1988; Semancik ve Syzchowski, 1992; Li ve ark., 2005).

Ulkemizde ilk kez 1990 yilinda 6 {iziim gesidi 6rneginden sadece 1 6rnek
DevegOzu gesidinde GY SVd-1, GY SVd-2 ve Hop stunt viroid-grapevine (HSVd-g)
bulunmus, diger 5 6rnekte ise GY SVd-1 ve HSVd-g viroidleri saptanmistir (Minafra
ve ark., 1990).

Ulkemizde detayl calismalar ise ilk kez Dogu Akdeniz Bolgesi Adana, Hatay
ve icel illerindeki Uizim gesitlerinde ve anaglarda GYSVd-1, GYSVd-2, HSVd-g ve
Citrus exocortis viroidi-grapevine (CEVd-g) viroidlerinin oldugu sPAGE ve RT-
PCR yontemleri ile incelenerek rapor edilmistir (Onelge ve Gazel, 2001; Gazel ve
Onelge, 2002; Gazel, 2002).

Gaziantep ili bag alanlarinda yapilan ¢alismalar sonucunda diinyada var olan
Asma yaprak kivirciklik virasi type-lll (GLRV-III), Asma kisa bogum virtsi
(GFLV), Arabis mozaik virisi (ArMV) ve Asma yaprak kivirciklik virisi type-|
(GLRV-1)'niin varlig1 ortaya konulmustur (Sarpkaya, 2003). Ancak gtinimuize kadar
Gaziantep ilinde bag viroidleri ileilgili bir calisma yapilmamustir.

Bu calisma Gaziantep ili ve ilgelerinde geleneksel ve organik bag Uretim
alanlar1 ile fidanliklarda Bag sar: benek hastaliginin durumunu belirlemek, hastaligin
etmeni olan GYSVd-1 ve 2yi molekiler yontemlerle arastirmak amaciyla

yarGtalmostar.
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Viroidlerin olusturdugu simptomlar  genellikle viris simptomlar: ile
benzerlik gosterdigi icin yillardir virlsler ile karstirilmis ya da gelisim geriligi
olarak nitelendirilmis, bazen de hi¢c simptom olusturmadan latent durumda
kalabildikleri icin kesifleri oldukga geg olmustur.

Viroidler ilk kez bundan 40 yil 6dnce patateste daha 6nce bir virts hastaligi
olarak diisiiniilen, Potato Spindle Tuber (Patates /g Yumru) (PSTVd) hastaliginda
kesfedilmistir. Hastalik arastirildiginda aslinda hastaligin bir virs hastaligi olmadigi,
virtsten daha dusik molekiler agirliga sahip, protein manto icermeyen infektiyoz
ribonukleik asitlerden (RNA) kaynaklandigi bulunmustur. Bu RNA’lar1 tanimlamak
icin viroid terimi kullamlmstir (Diener ve Raymer, 1967).

Viroidlerin hastalik etmeni olarak distk molekiler agirliga sahip, protein
mantosu olmayan, tek zincir, halka formunda, kapali kovalent baglari bulunan ve
kendi kendine replike olabilen RNA'lardan olusan bir patojen grubu oldugu
bildirilmistir. Ayrica viroidlerin cogaltma metaryali ile tasindig: ve 1stya son derece
dayanikl1 (en az 20 °C ve 35 °C hile artis gosterir) olduklar: tespit edilmistir.
Arastiricilar 246-401 nikleotid arasinda degisen genis baz ciftine sahip oldugu
kesfedilen viroidleri gubuk benzeri ikincil yapida ve sadece cigekli bitkilerde zarar
olusturdugunu gozlemlemislerdir (Sanger ve ark., 1976. Keese ve Symons, 1985;
Flores ve ark., 2005).

Viroidler kesfedildikten sonra sebebi bilinmeyen bir ¢ok hastaligin
kaynagimin viroid oldugu bulunmus ve bu gline kadar yaklasik 30 farkli viroid turt
tanimlanmistir (Cizelge 2.1) (Flores ve ark., 2005). Viroidlerin ekonomik 0riin
kayiplar1 olusturdugu bildirilen bazi bitkiler patates, bag, turuncgil, hindistan
cevizi, serbetciotu, domates, avokado, seftali, elma, armut, patlican ve krizantemdir
(Cizelge 2.2). Baz: viroidler genis bir konukcu spektrumuna sahiptir. Ornegin, Hop
stunt viroid'i (HSVd), Carnabaceae, Vitaceae, Cucurbitaceae, Rosaceae ve
Rutaceae; Turuncgil exocortis viroid'i (CEVd) Rutaceae, Vitaceae, Compositae ve
Solanaceae familyalarindaki bir ¢ok tirde infeksiyona neden olmaktadir (Singh ve
ark., 2003).
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Cizelge 2.1. Viroidlerin siniflandirmasi (Flores ve ark., 2005)

Familya Pospiviroidae

Tur adh Kisa adi | Nikleotid sayis | Cins adi
Potato spindle tuber viroid PSTVd| 356,359-360
Chrysanthemum stunt viroid csvd 354,356
Citrus exocortisviroid CEVd| 370-375,463
Columnea latent viroid CLvd 370,372
Iresine 1 viroid Irvd 370 Pospiviroid
Mexican papita viroid MPVd 360
Tomato apical stunt viroid TASvVd 360-363
Tomato chlorotic dwarf viroid TCDVd 360
Tomato planta macho viroid TPMVd 360
Hop stunt viroid HSVd 295-303 Hogtuviroid
Coconut cadang-cadang viroid ccevd 246'%%71’ 281-
Coconut tinangaja viroid CTVvd 254 Cocadviroid
Hop latent viroid HLVd 256
Citrusviroid 1V Cvd-Iv 284
Apple scar skin viroid ASSvd 329-330
Apple dimplefruit viroid ADFvd 306-307
Australian grapevine viroid AGvVd 369
Citrus bent leaf viroid CBLVd 318
Citrusviroid 111 Cvd-Ill 294,297 Apscaviroid
Grapevine yellov speckle viroid-1 CYSVA! 366-368
Grapevine yellov speckle viroid-2 cYsvd 363
Pear blister canker viroid PBCV-d 315-316
Coleus blumei viroid-1 Cbvd-1| 248, 250-251
Coleus blumei viroid-2 Chvd-2 301-302 Coleviroid
Coleus blumei viroid-3 Cbvd-3| 361-362, 364

Familya Avsunviroidae
Tur adh Kisa adi | Nukleotid sayis | Cins adi
Avocado sunblotch viroid ASBVd 246-250 Avsunviroid
Peach latent mosaic viroid PLMVd 337 Pelamoviroid
Chysanthemum chlorotic mottle viroid | CChMVd 399
Eggplant latent viroid ELVd 333 Elaviroid
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Cizelge 2.2. Bazi viroidlerin zarar olusturduklar: konukgu bitkiler (Singh ve ark., 2003)

Ana
Viroid konukcusu | Familya Diger konukcular:
Carnabaceae, Rosaceae,
Rutaceae, Vitaceae, Turuncgiller, bag, hiyar,
HSvd Serbetciotu | Cucurbitaceae erik, seftali, armut

Bakla, havug, krizantem,
patlican, bag, petunya,
Rutaceaea, Vitaceae, patates, domates, salgam,
CEVd Turuncgiller [ Compositae, Solanaceae | kirli hamm gigegi

Buri palm, African oil palm,

Hindistan Manila palm, Royal palm,
CCCVd |cevizi Palmae Palmera
ASBVd [Avokado Lauraceae Tarcin

Sert cekirdeklilerden: erik,
kayist, kiraz. Y umusak

PLMVd | Seftali Rosaceae cekirdeklilerden:armut
ChCNVd |Krizantem | Compositae Chrysanthemum morifolium
Domates, Kibris kavunu,
PSTVd |Patates Solanaceae avokado
Nicandra physaloides,
TCDVd |Domates Solanaceae Physalis spp.
GYSvVd |Bag Vitaceae

Baz1 viroidlerin ise sinirli yada kendilerine 6zgu dogal konukcgulara sahip oldugu
yapilan arastrmalarda ortaya konulmustur. Ornegsin GYSVd-1, GYSVd-2 ve
Australian grapevine viroid' lerinin (AGVd) sadece Vitaceae familyasinda bulundugu
arastiricilar tarafindan belirtilmektedir (Flores ve ark., 2005).

Viroidlerin Dinya'da yaygin bir sekilde bulundugu ve dnemli ekonomik
kayiplar olusturdugu bildirilmistir (Cizelge 2.3.). Viroidlerin 6ldurtct, siddetli, orta
siddetli, degisebilen, bodurluk olusumu gibi zarar sekillerinin bulundugu, bunlarin da
Urdn ve kalite kaybina neden oldugu ortaya konulmustur (Randles, 2003).

Coconut cadang-cadang viroid (CCCVd) 'inin Filipinlerde 30 milyondan
fazla hindistan cevizini 6ldirdigt ve 500000 den fazla agacin her yil bu yizden yok
oldugu bildirilmistir (Hanold ve Randles, 1991; Randles ve Rodriguez, 2003).
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PSTVd' nin genelde bodurluk olusturarak % 40-45 Grin kaybina neden
oldugu ve bu viroidin siddetli wrklarinda Urin kaybinin % 64 oramna ulastigi
bildirilmistir (Singh, 1988). HSVd 'nin 1968 yilinda Japonyada serbetci otu
yetistirilen alanlarda % 60'a varan bulasikliklara sebebiyet verdigi rapor edilmistir
(Yamamoto ve ark., 1973). Hop latent viroid (HLVd)'inin ingiltereéde baz: ticari
serbetci otu Uretim alanlarinda % 90'a varan hastalik olusturdugu tespit edilmistir
(Barborave ark., 1990).

Ulkemizde ise Dogu Akdeniz bolgesinde turung Uzerine Uretilen
turuncgillerde simptom gozikmemekle birlikte yogun olarak CEVd ile bulagik
oldugu ve Citrus cachexia viroid (CCavd)'inin mandarin cesitlerinde ekonomik
olguide zarar olusturdugu bildirilmistir (Gulli, 1989; Onelge, 1994).

Viroidlerin birgok konukguya mekanik ve gogaltma materyali ile tasindigi
bildirilmis (Cizelge 3), ayrica viroidlerin polen, tohum ve boceklerle diisik oranda
da olsa tasindigi ortaya konulmustur (Diener, 1987; Hull, 2002).

Son taksonomik caligmalarda viroidlerin iki familyaya ayrildigi, bunlarin
Pospiviroidae ve Avsunviroidae familyalari oldugu bildirilmistir (Cizelge 1).
Viroidlerin bilinen 30" a yakin turtiniin Pospiviroidae familyas: igerisinde yer aldigi
belirtilmistir (Flores ve ark., 2005).

Pospiviroidae familyasinin tipik tirinin PSTVd oldugu (Diener, 1971; Gross
ve ark., 1978), cubuk benzeri yapiya sahip bulundugu ve sekonder yapisinin (Sanger
ve ark., 1976; Ding ve Owens, 2003) 5 farkli yapisal bolge icerdigi bildirilmistir. Bu
bolgelerin iyi korunmus bir merkez (C) bolge, patojenite (P) bolgesi, degisken (V)
bolge, sag (TR) ve sol (TL) terminal bolge oldugu rapor edilmistir (Keese ve
Symons, 1985, 1987; Sano ve ark., 1992; Flores ve ark., 2005).

Avsunviroidae familyasinin  tipik  tor Avocado  sunblotch  viroid
(ASBVd)'dir. Korunmus bir merkez bolgeye sahip degildir. Fakat kendi kendine
yarilma ozelligi gosteren cekic basi yapisina sahip olup, bu familya Uyelerinin
ribozim aktivitesi gosterdigi bildirilmistir (Flores ve ark., 2000). Diger tyeleri Peach
latent mosaic viroid (PLMVd) (Hernandez ve Flores, 1992; Bussiere ve ark., 2000),
Chysanthemum chlorotic mottle viroid (CChMVd) (Navarro ve Flores, 1997) ve yeni
bir Gye olan Eggplant latent viroid (ELVd) "dir (Fadda, 2003).
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Bag viroidleri 20 yi1l kadar dnce, ilk kez Japonya’ daki bag alanlarinda Hop
stunt viroid - grapevine (HSVd-g)’in varligi ortaya konularak saptanmistir (Shikata
ve ark., 1984; Sano ve ark., 1985).

GYSVd-1-2 ilk kez Avusturalya da Taylor ve Woodham (1972) tarafindan
Grapevine yellow speckle disease (Bag sar: benek hastalig)) (BSB) olarak
tanimlanmistir. Sonradan bu hastaliga viroid etmenleri olarak GY SVd-1 ve GY SVd-
2'nin neden oldugu bildirilmistir (Koltunow ve Rezaian, 1988; Koltunow ve ark.,
1989).

Bundan sonra birgok tlkede bag viroidlerinin varligi bildirilmistir. En son
taksonomiye goére 5 tane bag viroidi tammlanmistir (Cizelge 2.4). Bunlardan iki
tanesinin Ozellikleri birbirlerine gok yakin olan Grapevine yellow speckie viroid 1
(Bag sar: benek viroidi-1 (GYSVd-1)) ve Grapevine yellow speckle viroid 2 (Bag
sar: benek viroidi -2 (GYSVd-2)) oldugu (Koltunow ve Rezaian, 1988; 1989a),
digerlerinin Australian grapevine viroid (Avustralya bag viroidi (AGVd)) (Rezaian,
1990), Hop stunt viroid- grapevine (Serbetciotu clicelesme viroidi-bag (HSVd-g))
(Sano ve ark., 1985) ve Citrus exocortis viroid- grapevine (Turuncgil exocortis
viroid-bag=CEVd-g) (Garcia-Arenal ve ark., 1987) oldugu bildirilmistir (Little ve
Rezaian, 2003).

Tanimlanmis bag viroidlerinin tamaminin Pospiviroidae familyasi icinde yer
aldig1 rapor edilmistir (Cizelge 2.1). Bunlardan GYSVd-1, GYSVd-2, AGVd nin
Apscaviroid cinsi icinde yer aldigi, diger iki bag viroidinden, HSVd-g nin
Hostuviroid cinsi ve CEVd-g'in Pospiviroid cinsine ait oldugu son siniflandirmada
belirtilmistir (Flores ve ark., 2005).

10
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Cizelge 2.4. Baglarda bilinen viroidler (Little ve Rezaian, 2003)

Nikleotid | Bagdaki Otsu
Bag viroidleri | sayis patojenites | konukcusu | Sinonimi | Kaynak
e GVd-f, Koltunow ve
GYSvd-1 366 sar1 benek | bilinmiyor GV-l Rezaian, 1968
GV-2 Koltunow ve
GYSvd-2 363 sar1 benek | bilinmiyor GV-Ié Rezaian,
1989a;1989hb
AGVd 369 %Eptom hiyar bilinmiyor | Rezaian, 1990
rapor i Sano ve ark.,
HSVd-g 297 edilmemis hiyar GV-3 1985
rapor Garcia-Arenal
CEVd-g 369 edilmemis domates GV-s veark., 1987

GYSVd-1, GYSVd-2 ve AGVd nin sadece baglarda bulundugu ve diger iki
viroid olan HSVd-g ve CEVd-g nin diger bitki tdrlerinde de zarar yaptigi ve ¢ok
farkl: bitki gruplarindan izole edildigi bildirilmistir (Flores ve ark., 2005).

Bag viroidlerinin genel olarak gelisim geriligine ve Uretimde azalmaya neden
oldugu bildirilmistir. Randles (2003), GY SVd-1 ve GY SVd-2 nin dinyada yaygin
bir sekilde bulundugunu ve baglarda gelisim geriligine sebep oldugunu belirtmistir.

HSVd-g'a Japonyada bitin bag koleksiyon parsellerinde, Amerika Birlesik
Devletleri ve Avrupadan ithal edilen stoklarda rastlandigi belirtilmistir (Sano ve ark.,
1985). HSVd-g basta Avustralyada olmak Uzere Amerika Birlesik Devletleri
Avrupada vyetistirilen anag ve UzUm cesitlerinde rapor edilmistir. Bu viroidin

ve

dinyadaki bag alanlarinda genis bir alanda yayilima sahip olabilecegi ve hatta bitin
baglarin potansiyel olarak HSVd-g ile infekteli olabilecegi vurgulanmistir (Sano ve
ark., 1986; Semancik ve ark., 1987; Koltunow ve ark., 1988).

Bag viroidlerinden bugiine kadar tek hastalik etmeni olarak bilinen GY SVd-1
ve GYSVd-2 simptomlarimin sar1 beneklenme (yellow speckle) olarak adlandirilan,
yan veya ana damarlar arasina serpilmis sar1 beneklenmeler oldugu, diger bir
simptomun ise damar bantlasma simptomu (vein banding) olarak adlandirilan ana ve
yan damarlarin, damar boyunca sarararak belirginlesmesi
bildirilmistir. Grapevine fanleaf virusi (GFLV) ile GYSVdlerinin bir arada
bulunduklarinda sinerjik etki olusturarak siddetli damar bantlasmasina neden

seklinde oldugu

11
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olduklar: ispatlanmustir. Fakat bu simptomlarin olusmasinin uygun klimatik sartlara
bagl1 oldugu, sicakliklar arttikga (30-35 °C Uistll) simptomlarin daha iyi gelistigi rapor
edilmistir. HSVd-g ve CEVd-g viroidlerinin spesifik hastalik simptomlarinin
bilinmedigi ve AGVdnin ise baglarda heniiz rapor edilmis bir simptomunun
olmadhig: bildirilmistir (Taylor ve Woodham, 1972; Little ve Rezaian, 2003).

GYSVdnin neden oldugu damar bantlasmasi hastaliginin Kaliforniya ve
Avrupada yaygin oldugu arastiricilar tarafindan bildirilmis ve viroidlerden ari Vitis
vinifera cesitlerinden Cabernet Sauvignon ve Sauvignon Blanc ile kurulmus bag
alaninda bag viroidleri ile GFLV arasindaki iliski arastirilmustir. Bu arastirmada
damar bantlasmasi simptomu gosteren cesitlerden GYSVd-1, GYSVd-2, HSVd ile
birlikte GFLV izole edilmistir. Sauvignon Blanc g¢esidinde sadece HSVd ve GFLV
izole edilmis fakat damar bantlasma simptomuna rastlanamamistir. Damar bantlasma
simptomunun GY SVd-1 veya GY SVd-2 ile birlikte GFLV oldugunda ortaya ¢iktigi
tespit edilmistir (Szychowski ve ark., 1995). Italyada baglarda da GYSVd-1 ve
HSVd'nin her ikisi ile bulasik omcalarda simptom gézikmedigi halde bazen damar
bantlasmas: simptomlarina rastlanmistir. Ayrica simptom gostermeyen fakat yogun
GYSVd-1ile bulasik materyal GFLV ile infektelendiginde yogun damar bantlasmasi
simptomu gostermistir. GFLV ile GYSVd-1 veya GY SVd-2'nin birlikte bulunmas:
damar bantlagsmasi olusturdugu yapilan ¢calismalarla ortaya konulmustur (Szychowski
ve ark., 1995).

GYSVd-1 ve GYSVd-2'nin GFLYV ile birlikte bulundugu omcalarda gorulen
damar bantlasmasi hastaliginin hassas varyetelerde % 80’e varan Urin kayiplarina
neden oldugu bildirilmistir (Martelli ve Savino, 1988).

Baglarda viroidlerin karisik infeksiyonlari gozlenmistir. Bir veya daha fazla
viroidin karisik infeksiyonunda rtin kalitesinde dejenerasyon meydana geldigi rapor
edilmistir (Little ve Rezaian, 2003).

GYSVd-1ilk kez Bag sar: benek hastalig: ile infekteli Cabernet Franc Gzim
¢esidinden izole edilmistir (Koltunow ve Rezaian, 1988). Bag dokularinda GY SVd-1
distk oranda (yaprak dokusunu (kg) /RNA (1ng)) bulunmaktadir (Rezaian ve ark.,
1988). GYSVd-2 Bag sar: benek hastaligi, bununla infekteli "Dogridge” anaci
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Uzerine asili "Kyoto" UzUm g¢esitinden purifiye edilmistir (Koltunow ve Rezaian,
1989a).

AGVdi, GYSVd-1, GYSVd-2, CEVd-g ve HSVd-g iceren omcalardan izole
edilmistir. AGVdnin diger 4 viroidden elektroforetik 0Ozellikleri, hiyarda ve
domateste cogalma yetenegi ve hibridizasyondaki 6zelliklerinden dolay1 ayirt
edildigi bildirilmistir (Rezaian ve ark., 1988).

CEVd-g Japonya, Avustralya ve Kaliforniya da susuz bag alanlarindan izole
edilmistir (Flores ve ark., 1985; Rezaian ve ark., 1988; Semancik ve Szychowski,
1992).

GYSVd-1, GYSVd-2 ve HSVd-g bag viroidlerinin en az bir veya birden
fazlasinin Kaliforniya daki ticari baglarda ve Uretim bloklarindaki Vitis cesitlerinde
ve ana¢ seleksiyonlarinda var oldugu bildirilmistir (Semancik ve ark., 1987,
Szychowski ve ark., 1988).

GYSVd-1 ve HSVd-g'nin Avrupa ve Kaliforniya da Gzim cesitlerinde en
yaygin viroid olduklari, GY SVd-2 nin sofralik tzlim gesitlerinde daha yaygin oldugu
ve GYSVd-1 ve GYSVd-2'nin bilinen baska alternatif konukgusu olmadigi
bildirilmistir (Semancik ve Szychowski, 1992).

GYSVd-1, GYSVd-2'nin Avustralya da ve Kaliforniya daki pek ¢ok zim
¢esidinde yaygin oldugu, fakat sari benek simptomlarimin olusumu icin belirli
klimatik sartlara gerek duyuldugu, simptomlarin yaz aylari boyunca daha belirgin
oldugu ve sadece 1s1 muamelesi ile Bag sar: benek hastaliginin elimine
edilemeyecegi belirlenmistir (Stellmach ve Goheen, 1988).

CEVd-g Avrupa, Amerika ve Avustralya'daki Uzim cesitlerinde tespit
edilmistir (Garcia-Arenal ve ark., 1987; Rezaian ve ark., 1988; Szychowski ve ark.,
1988).

Cin’de 2002-2005 yi1llarinda yapilan bir sorvey ¢alismasinda 70 adet toplanan
asma yaprak orneginden 41'i HSVd-g, 29'u GYSVd ile ve 1 6rnegin de AGVd-
benzeri viroid ile bulasik bulundugu ve CEVd-g viroidinin bulunmadig: saptanmustir.
Ayrica 23 6rnek HSVd-g ve GYSVd ile bulasik olup 1 érnegin de AGVd-benzeri
viroid, HSVd-g ve GY SVd ile bulasik oldugu bildirilmistir (Li ve ark., 2005).
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CEVd-g, HSVd-g ve AGVd nin hiyara, domatese ve viroidden ari baglara
mekanik olarak tasinabildigi ve baglarda gozle gorilebilir simptom olusturmadiklari
saptanmustir (Rezaian, 1990).

Viroidler RNA’lardan olustuklari ve protein manto igermedikleri igin
tamlanmalarinda serolojik teknikler kullamlamamaktadir. Elektron mikroskobu
denemelerinin viroidlerin rutin olarak tamsinda basarili olmadigi arastiricilar
tarafindan rapor edilmistir (Riesner ve Gross, 1985).

Gulnuimtzde viroidlerin en uygun tamlama isleminin viroid bandlarinin
elektroforetik olarak tamisimin yapildig: jel elektroforez yontemi, PCR ve molekuiler
hidridizasyon yontemleri oldugu bildirilmistir (Flores ve ark., 1985; Semancik, 1987;
Syzchowski ve ark., 1988).

Schumacher ve ark. (1983), hibridizasyon teknikleri ile viroidlerin teshisinin
oldukca duyarli ve gavenilir bir yontem oldugunu fakat cDNA problarinin
hazirlanmas: ve radyoaktif materyalin kullanilmasi icgin 0zel laboratuvar ve
l[aboratuvar geregleri ile birlikte deneyimli teknik personelin bulunmast gerektigini
bildirmiglerdir.

Elektroforez terimi genellikle elektrik yuklu bir alan etkisi altinda belirli bir
soltisyon icinde kugtik iyonlarin ve yUkli makromolekillerin hareket ettirilmesini
ifade etmektedir. Bu prensipten yararlanilarak RNA’larin belirli bir buyuklikte
ayrimi, uygun delik biytkItgu icindeki jelde basarilmaktadir (Gierson, 1982).

Elektroforez islemi tlpler veya belirli boydaki plaka jeller icinde
gerceklestirilmektedir. Agar ve poliakrilamid olmak Uzere farkli jel materyallerinin
kullanilabilecegi  bildirilmektedir. Poliakrilamid jellerin  akrilamid ve N’,N’-
methylenbisakrilamide karisim ile hazirlanabilecegi, polimerizasyonun ise % 0,05
Tetramethylenediamine (TEMED) kullamlarak  saglanabilecegi  arastiricilar
tarafindan belirtilmistir (Schumacher ve ark., 1983; Semancik, 1987).

Poliakrilamid jel elektroforez (poliakrilamid gel electrophoresis (PAGE))
analizi bastan beri viroidleri arastirmada anahtar bir rol oynamstir. Diener (1971) ile
Semancik ve Weathers (1972) Onderliginde yapilan calismalar, PSTVd ve

CEVd lerinin molekiler agirhiginin virdslerinkinden ¢ok daha kiguk oldugunu
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gosermek icin sukroz densiti gradient santrifijlemesi ve poliakrilamid jel
elektroforez kombinasyonunu kullanmglardr.

PAGE yontemi ile infekteli bitki dokularindan kismi olarak nikleik asitlerin
ekstrakte edilmesi ve jel elektroforezde viroidlerin dogrusal ve halkasal formlarinin
ayirt edilmesinin 8 saat gibi kisa bir sirede tamamlanabilecegi rapor edilmistir
(Riesner ve Gross, 1985).

Viroidlerin saflastrmaislemleri genellikle iki asamada gerceklestirilmektedir.
Bunlardan birincisi distk molekiler agirliktaki RNA ekstraktinin  hazirlanmasi,
ikincisi ise bu ekstraktan viroid RNA’sinin saflastiriimasidir (Riesner ve Gross,
1985).

Szychowski ve ark. (1988) 5 g kadar oldukgca az miktardaki gen¢ asma
yapraklarinin suya doymus fenol iceren ekstraksiyon ortam ile ezilmes ve
santrifijlenmesinden sonra nikleik asit  oOrneklerinin CF-11  sellloz ile
kromatografiden gegirilip kolonlarin % 30 etanol iceren STE tampon ¢Ozeltisiyle bir
kag kez yikandiktan sonra 4M LiCl cokeltmes yapilarak nikleik asitlerin elde
edilebilecegini bildirmiglerdir.

Schumacher ve ark. (1983) tarafindan gelistirilen iki yonlt ardisik
poliakrilamid jel elektroforez teknigi [sequential poliakrilamid gel electrophoresis
(SPAGE)] ile kismi olarak saflastirilan RNA’larin birbirinden ayirt edilebildigi
belirtilmistir. Arastiricilar bu yontemle tek bir jel Gzerinde ¢ok sayida 6rnegin ayn
anda analiz edilebilecegini rapor etmislerdir.

Semancik (1986) tarafindan gelistirilmis SPAGE yonteminin, turuncgil ve
baglar1 etkileyen viroid komplekslerini  belirlemede de yaygin olarak
kullanlabilecegi arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Duran-Vila ve ark., 1986;
Duran-Vilave ark., 1988).

SPAGE tekniginde, nikleik asit orneklerinin ilk jelde dogal olarak
yuritildugd, ikinci jelde ise Urenin denattire edici (APAGE) olarak kullanildigr ve
bdylece dogrusal ve halkasal yapili RNA molekdllerinin ayriminin yapilabilecegi
bildirilmistir (Semancik, 1987).
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PAGE tekniginde viroidlerin go¢ hizindan yaklasik iki kat daha fazla hiza
sahip olan bromofenol mavisi ile viroidlerle ayn1 hiza sahip xylene-cyanol’un
belirteg olarak kullamlabilecegi belirtilmektedir (Gierson, 1982).

Elektroforezi takiben viroidlerin ya elektroforez tamponundaki 0.5 mg/ml
etidium bromid (Sambrook ve ark., 1989) veya toluidin mavisi (Palukaitis ve
Symons 1980) ile (Suda % 0,05) ya da gimiis nitrat (Sammons ve ark., 1981; Igloi,
1983) ile boyanarak goruntUlenebildigi belirtilmistir. Boyama protokolini (g
faktortin belirledigi rapor edilmistir. Birincisi, mevcut viroid RNA miktar1 (QUmuUs
boyama en hassastir, toluidin mavisi en az hassas) ikincisi, boyama siiresi (Etidium
bromid boyamas: 10-15 dk kadar kisa bir siirede tamamlanir ve boya kaybolmaz),
Uglincisll ise analiz edilen RNA'min ne amagla kullamldigidir (Hanold ve ark.,
2003).

Ilk jeli 0,5 mg/ml ethidium bromid ile 5-10 dakika boyanarak CEVd ve
ASBVd' nin gozlendigi, ancak diger viroidlerin gozlenmedigi, bu durumun viroid
hattinin belirlenmesinde yararli oldugu bildirilmektedir (Duran-Vilave ark., 1988).

Ik jelden gikarilan viroid hattimin ikinci jel Gzerine veya jelin alt kismina
yerlestirilerek denatiire edici jel ile (APAGE) temast saglanmip ikinci bir ylritme
islemi ile viroidlerin molekiler agirhiklarina gore ayriminin  yapilabilecegi
bildirilmistir (Schumacher ve ark., 1983; Semancik ve ark., 1988a;1988h).

Semancik (1986), daha once tammlachigr yontemi modifiye ederek % 5'lik
poliakrilamid jel’i pH 6.5 TAE tampon ¢ozeltisi iginde hazirlamis ve TBE ylritme
cozeltisi icinde (pH 8.3) viroidlerin yavas hareket eden halka formlarint birbirinden
ayirt eimistir.

Ethidium bromid ile poliakrilamid jel’in icinde boyanmast (0,5 ng/ml 10
dakika) gerekli olan nikleik asit hattinin gérilmesi ve bu hattin kesilerek ikinci jele
yerlestirilmesi saglanirken, ayni zamanda viroidlerin biyolojik olarak aktif bir
durumda elde edilmesinin de saglandig: bildirilmistir (Igloi, 1983).

Viroidlerin tammlanmasinda daha duyarli bir boyama yontemi olan gimds
nitrat (AgNOs) boyama yontemi Igloi (1983) tarafindan tammlanmstir. GUnimizde
bircok arastirici bu yontemin etidium-bromid yontemine gore cok daha duyarli
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oldugunu belirtmis, fakat bu yontem ile boyamanin viroidleri inaktif duruma
getirdigini de belirtmislerdir (Semancik, 1987; Duran-Vilave ark., 1988).

Bitki vioridlerinin teshisinde PCR yonteminin kullamlabilecegi ilk kez
1990'da rapor edilmistir (Had