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Diinyada siis bitkilerinde viriis ve viroid etmenlerinin neden oldugu bir¢ok
hastalik bulunmaktadir. Giiniimiize kadar diinyada krizantemlere spesifik 6nemli
ekonomik kayiplara neden olan 2 adet viroid cinsi tespit edilmistir. Bunlar
Avsunviroidae familyasindan olan Chrysanthemum chlorotic mottle viroid
(CChMVd)’i ve Pospiviroidae familyasindan Chrysanthemum stunt viroid (CSVd)
dir. Bu galismada Akdeniz Boélgesinde 3 farkli ilden toplanan krizantem bitkileri
RT-PCR yontemi ile taranarak 4 farkli viroid agisindan aragtirma
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda krizantem bitkilerinde bulunan 3 viroid
etmeni tespit edilmistir. Bu etmenlerden ikisi Hop stunt viroid (HSVd) ve Citrus
exocortis viroid (CEVd)‘i diger etmen ise CSVd olarak tespit edilmistir.
Calismada karantina etmeni olan CChMVd ‘i tespit edilmemistir. HSVd ve CEVd
etmenleri lilkemizde krizantem bitkilerinde arastirdigimiz kadariyla ilk kez tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Siis bitkileri, Chrysanthemum morifolium, CEVd,HSVd,
CSVd, CChMVd, viroid, krizantem
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INVESTIGATION OF VIROID IN CHRYSANTHEMUM (Chrysanthemum
morifolium Ramat.) PLANTS OF ORNAMENTAL PLANT GROWING
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In the world, there are many diseases in ornamental plants caused by
viruses and viroids. Until today, two viroids species have been indentified in the
World that cause significiant economic losses specific to chrysanthemums. These
are Chrysanthemum chlorotic mottle viroid (CChMVd) from Avsunviroidae family
and Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) from Pospiviroidae family. In this study,
chrysanthemum plants collected from 3 different provinces in the Mediterranean
Region were scanned by RT-PCR method and research was carried out for 4
different viroids. As a result of the study, 3 viroid agents were found in
chrysanthemum plants. Two of these agents were Hop stunt viroid (HSVd) and
Citrus exocortis viroid (CEVd) and the other factor was CSVd. CChMVd, which is
a quarantine agent was not detected in this study. HSVd and CEVd agents were
first detected in chrysanthemum plants in our country and location.

Key Words:  Ornamental plants, Chrysanthemum morifolium, CEVd,HSVd,
CSVvd, CChMVd, viroid



GENISLETILMIS OZET

Anavatan1 Japonya olan krizantem bitkileri kesme ve saksili siis bitkileri
agisindan olduk¢a dnemli bir konuma sahiptir. Krizantem tiirleri peyzaj sektoriinde
kullanildig1 kadar endiistri sektoriinde de kullanilan tarimsal bir tirlindiir. 2019 yil
itbari ile kesme krizantem yetistiriciligi yapilan alan miktar1 754.520 metrekaredir
(TUIK,2020). Bu iiretim alan1 yillar gectikge artmaktadir. Artan {iretim miktarlari
ile birlikte hastalik etmenleri ve zararlilarin neden oldugu iiriin kayiplari da
artmaktadir. Bu hastalik etmenlerinden olan viroidler en kiigiikk patojen olma
ozelligindedir. Giiniimiizde viroid etmeni kaynakli hastaliklar sebebi ile tonlarca
iriin kaybi yasamaktayiz. Suana kadar tespit edilmis 30 a yakin viroid tiirii
saptanmustir (ICTV, 2020). Krizantem yetistiriciligi diinyada ekonomik degere
sahip siis bitkileri sektdriiniin énemli bir pargasidir. Krizantem yetistiriciliginde
Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) ve Chrysanthemum chlorotic mottle viroid
(CChMVd)’leri bu bitki grubunu hastalandiran 6nemli viroid etmenlerindendir.
Ancak bu viroidler disinda Citrus exocortis viroid (CEVd), Potato spindle tuber
viroid (PSTVd), Hop stund viroid (HSVd) etmenleri de krizantem bitkilerinde
karisim halinde veya tek olarak bulunmakta ve enfeksiyon olusturabilmektedir.
Ayrica bu viroidler de ekonomik krizantem yetistiriciligini O6nemli Olciide
etkilemektedir. Bu ¢alismada krizantem bitkilerinden bodurluk, sararma ve ¢igcek
yapisinda bozulma simptomlar1 gdsteren 56 adet 6rnek toplanmistir. CSVd etmenin
tanilamasi igin molekiiler yontem olarak RT-PCR yo6ntemi kullanilmustir. PCR
sonucunda kullanilan CSVd-1H5 ve CSVd-1R primerlerin agar jel iizerinde ¢oklu
DNA bantlar olusturdugu goriilmiistiir. Etmenin nested-PCR ile tanilanmasinda
kullanilan primer ciftleri ile KriAd-27 6rneginde sirasi ile yapilan PCR sonuglari
ile agar jel {izerinde 221 ve 253 b¢ uzunlugunda bantlar gézlemlenmistir. Coklu
bant olusturan orneklerde CEVd’ni arastirmak i¢in CEVd-1F ile CEVd-2R primer
¢ifti kullamilmustir. KriAd-5, KriAd-27, KriAd-38, KriTa-4, KriTa-9 izolatlar1 bu
etmen agisindan pozitif sonu¢ veren Orneklerdir. HSVd’ini tanilamak igin
kullanilan CVd.llc ve CVd.Ilh primer ¢ifti KriTa-4 ve KriAd-38 &rneklerinde



sonu¢ vermistir. Bu etmen igin yapilan jel goriintiilemesi sonucunda 300 bg
seviyesindeki bantlar elde edilmistir.

RT-PCR sonuglart dogrultusunda 56 6rnekten 5 adet bitkinin CEVd etmeni
ile, 2 adet bitki 6rnegin HSVd’i ile ve 2 adet bitkinin ise CSVd etmeni ile bulagik
oldugu tespit edilmistir. Sonug¢ alinan izolatlardan CEVd ve HSVd etmeni igin
KriTa- 4 ve KriAd-38 izolatlar1 . CSVd etmeni i¢in ise KriAd-27 izolatinin genom
dizilimleri tespit edilmistir. Sekans sonucunda KriAd-27 izolati 299 bg
uzunlugunda belirlenmistir. NCBI gen bankasina yiiklenen bu izolatin soy agaci
haritas1 ¢ikarilmistir. Adana ilinden almman krizantem bitkilerinden elde edilen
KriAd-27 izolati, NCBI gen bankasinda kayitli olan Hindistan (KP262537),
Avusturya (JF414238) ve Cin (FJ031232) izolatlar1 ile siras1 ile %99.4, %98 ve
%98 oraninda benzer olarak gozlemlenmistir. HSVd etmeninin elde edildigi 2
izolattan KriAd-38, 301 b¢ olustururken KriTa-4 153 bg¢ uzunluktadir. KriAd-38
izolatt NCBI gen bankasi verileriyle karsilastirildiginda %84.67 ile % 94.86
oraninda farkli bitki gruplanyla (turunggil, bag, incir, fistik) benzer oldugu
goriilmiigtiir. Diger bir izolat olan KriTa-4 izolati ise 153 bg olarak elde edilmis ve
NCBI gen bankasina kayitl iki izolattan turunggil bitkilerinden elde edilenle %95
oraninda ve bag bitkilerinden elde edilen izolatla %98 oraninda benzerlik
gostermis oldugu goriilmiistiir. Calisma sonucunda etmenler tarafindan bulasik
olarak elde edilen TNA Ornekleri indikator etrog citron ve krizantem bitkilerine
inokulasyonlar1 yapilmustir. Inokulasyon sonucunda CEVd ve HSVd’lerinin
tanilanmis oldugu KriAd-27 ve KriTa-4 ornekleri etrog bitkilerinde yapraklarda
kivirciklagsma, ug¢ kisimlarinda arkaya dogru biikiime ve yaprak damarlarinda ve
uclarinda hafif nekrozlar seklinde belirtiler gézlemlenmistir. KriAd 27, KriAd-38
ve KriTa-4 bitki TNAlarmin inokulasyonunun yapildigi indikatoér krizantem
bitkilerinde genel olarak bodurluk belirtileri gozlemlenmis olup KriAd-27 ve
KriAd-38  oOrneklerinde  Ozellikle yapraklarda kloroz ve  kiiglilmeler
gozlemlenmistir. Bu ¢aligma ile iilkemizde ilk kez krizantem bitkilerinde HSVd ve
CEVd etmenleri dogal infekteli olarak bulunmustur. CSVd etmeni ise bolgemizde
ilk kez bulunmasi ve iilkemizde ilk kez izole edilmesi bakimindan oldukca

Onemlidir.
v
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1. GIRIS

Siis bitkileri yetistiriciligi ¢evre, bahge ve sehir diizenlemeleri bakimimdan
oldukca dnemli olan tarimsal iiretime dahil gorsellik bakimindan tercih edilen bir
iiriin gurubudur. Siis bitkileri kullanim amaclarina goére; kesme cicek, i¢c mekan
(saksil) siis bitkileri, dis mekan (tasarim) siis bitkileri ve ¢icek soganlart olmak
iizer 4 guruba ayrilmaktadir ( Titiz ve ark., 2000). Diinya genelinde 2015 yil1 itibari
ile bir milyon yedi yiiz elli iki bin seksen bir (1.752.081 ha) hektar alanda siis
bitkileri yetistirilmektedir (Kazaz ve ark., 2016).

Cizelge 1.1 belirtildigi gibi 2019 yil1 siis bitkileri ekim alanlar1 verilerine
gore iilkemizde elli iki milyon dort yiliz yetmis yedi bin ii¢ yliz altmis iki
(52.477.362) m?lik alanda iiretim yapilmaktadir (TUIK, 2020). Bunun %23’5i
kesme ¢icekeilik i¢in kullanilirken %3,7 si i¢ mekan (saksili) siis bitkileri igin
kullanilmaktadir. Siis bitkileri iiretim miktarimiz olan 1 milyar 718 milyon 98 bin
240 adet bitkinin %63,6’sin1 kesme cigek ve %3‘lise i¢ mekan siis bitkisiolarak

bildirilmistir (TUIK,2020).
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Cizelge 1.1. 2016-2019 yillant aras1 Tiirkiye'deki siis bitkileri iiretim (adet) ve
ekim alam (m?) (TUIK,2020).

Siis Toplam Kasimpati Diger kesme ic mekan Cicek Dis mekan
bitkileri, (Krizantem) | cicekler siis soganlari siis bitkileri
2016- bitkileri

2019

Ekim alam (m?)

2016 48.580.907 637.215 11.312.022 1.312.793 597.305 34.721.572
2017 50.089.031 627.965 11.120.400 1.650.710 426.885 36.263.071
2018 51.802.644 755.465 11.164.752 2.081.527 493.930 37.306.970
2019 52.477.362 754.520 11.619.589 1.992.021 412.145 37.699.087
Uretim (Adet)

2016 1.513.712.547 | 44.915.925 993.080.450 38.150.927 | 25.337.330 | 412.227.915
2017 1.619.027.841 | 44.476.525 1.006.108.435 56.049.665 | 21.833.825 | 490.559.391
2018 1.711.773.663 | 47.586.925 1.008.196.717 60.149.981 | 88.657.000 | 507.183.040
2019 1.718.098.240 | 47.677.050 1.045.656.893 51.669.029 | 62.537.229 | 510.558.039

Ana vatan1 Japonya olan kasimpati-krizantem (Chrysanthemum morifolium
Ramat.) bitkisi hem kesme ¢igekgilik hem de i¢ mekan (saksili) siis bitkileri gurubu
icinde smiflandirilan {ilkemizde en fazla iiretimi yapilan siis bitkilerindendir.
Ulkemizde bitki iiretimini olumsuz etkileyen hastalik etmenleri her yil milyonlarca
iiriiniin imha edilmesine ve ekonomik olarak zarara ugramalara neden olmaktadir.
Bu hastalik etmenlerinden olan viroidler en kiiciik patojen olma 6zelligindedir.

Viroidlerin Diinya’da yaygin bir sekilde bulundugu ve onemli ekonomik
kayiplar olusturdugu bildirilmistir. Ekonomik anlamda 6nemli kayiplarin meydana
geldigi bitkilerden bazilar1 patates, asma, turunggil, hindistan cevizi, serbet¢i otu,
domates, avokado, seftali, elma, armut, patlican ve krizantemdir. Viroidlerin
oldiiriicli, siddetli, orta siddetli olarak degisebilen zarar sekillerinin bulundugu,
bunlarin da {iriin ve kalite kaybina neden oldugu tespit edilmistir (Randles, 2003).

Giliniimiizde diinya ¢apinda yapilan c¢alismalar ile 30 civarinda viroid
hastalik etmeni bir¢ok kiiltiir bitkisinde saptanmis durumdadir. Aymi sekilde

iilkemizde bazi iiriin gruplarinda viroid hastalik etmenleri daha once yapilan
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calismalarda belirlenmistir (Onelge, 1994; Giimiis ve ark., 2007; Bostan ve ark.,
2010, Sevik, 2015).

Bu c¢aligmanin konusu olan krizantem bitkilerinde bulunan viroid
hastaliklar1 ilk kez Dimock (1947) tarafindan varlig1 viriis olarak bildirilmistir.
Ancak bu viriislerin karakterizasyonu konusunda herhangi bir bildirimde
bulunulmamustir.

Viroidler, protein kilifi igermeyen, diisitk molekiiler agirlikta, dairesel, tek
sarmalli patojenik RNA’lardir. Viroidler proteinleri kodlamaz veya degistirmezler.
Bu etmen grubu bitkilerde biiyiime ve gelisme geriliginin yani sira siddetli
Olimlere kadar degisebilen makroskobik simptomlar olusturur. Su ana kadar
belirlenmis en kiigiik patojen grubu olan viroidler, 246 ile 410 arasinda degisen
niikleotid (nt) sayisina sahip tek sarmal dairesel RNA molekiilleridir. Biyolojik
fonksiyonlar1 i¢in gerekli proteinleri kodlama yetenekleri yoktur. Bu nedenle
replikasyonlar1 tamamen konukgu hiicreye bagimlidir (Bussiere ve ark., 1996).

Viroidler replikasyon sekline gore Pospiviroidae ve Avsunviroidae olmak
tizere iki familyaya ayrilmakta ve bu iki familyada toplam 32 adet viroid tiirii
tanimlanmig durumdadir (Di Serio ve ark., 2014).

Krizantem yetistiriciligi diinyada ekonomik degere sahip siis bitkileri
sektoriiniin 6nemli bir pargasidir. Krizantem yetistiriciliginde Chrysanthemum
stunt viroid (CSVd) ve Chrysanthemum chlorotic mottle viroid (CChMVd)’leri bu
bitki grubunu hastalandiran 6nemli viroid etmenlerindendir. Ancak bu viroidler
disinda Citrus exocortis viroid (CEVd), Potato spindle tuber viroid (PSTVd), Hop
stund viroid (HSVd) etmenleri de krizantem bitkilerinde karisim halinde veya tek
olarak bulunmakta ve enfeksiyon olusturabilmektedir. Ayrica bu viroidler de
ekonomik krizantem yetistiriciligini 6nemli dl¢lide etkilemektedir.

Siis bitkileri yetistiriciligi ve bunun iginde krizantem yetistiriciligi son
yillarda gerek iilkemizde gerekse bolgemizde hizla artmaktadir. Ancak bu gruptaki
bitkilerde bulunan viroid etmenleri iizerinde yapilan ¢aligmalar son derece

sinirhidir.
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Bu c¢alismada krizantem bitkilerinde bulunan krizantem viroidlerinin
Akdeniz Bolgesi’ndeki yetistiricilik alanlarindaki durumu belirlenmeye ¢aligilmig
ayrica bu bitki grubunda bulunan viroidlerin molekiiler ve biyolojik agidan

tanilanmalar1 gergeklestirilmeye calisiimistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Bitki patojeni viroidler

“’Viroid”’ terimi ilk olarak Thedor Diener tarafindan patates ig yumru
hastaligina neden olan etmenin viriis olmadigini vurgulamak icin Onerilmistir.
Aragtirmaci bu hastaliga neden olan etmenin yogunluk gradyanl santrifiijleme ve
poliakrilamid jel elektroforezinin bir kombinasyonu ile, dahili marker RNA'lari
kullanarak, enfeksiy6z RNA'nin, 2.5 x 104 ila 1.1 x 105 dalton arasinda degisen
molekiiler agirliklara sahip cesitli etmenlerden olustugunu gozlemistir Etmenin
kendini cogaltamayacak kadar kiicliik genetik yapiya sahip olmasi ve protein
kilifinin olmamastyla viriis olamayacagini bildirmistir (Diener, 1971).

Patates ig yumru hastaliginin etmeninin viroid olarak bildirilmesiyle
Turunggil ciicelesme hastaligi (Semancik ve Weather,1972) hemen ardindan
Krizantem bodurluk hastaliginin (Diener ve Lawson,1973) etmen ozelliklerinin
diisiik molekiiler agiliga sahip enfeksiydoz RNA yapisinda oldugu bildirilerek viroid
olarak belirtilmistir.

Viroidler dairesel tek sarmal RNA (ssRNA) yapisinda olup 246 ve 401 nt
arasinda uzunluga sahip bitki patojeni hastalik etmenleridir. Viroidler ¢ogalirken
yuvarlanan ¢gember mekanizmasini kullanmaktadir ve bu mekanizma asimetrik ve
simetrik olarak 2’ye ayrilmaktadir. Pospiviroidae familyasi asimetrik yolu,
Avsunviroidae familyasinin ise simetrik yolu kullandigi bildirilmistir (Di Serio,
2014).

ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) verilerine gore
viroidlerin  Avsunviroidae ve Pospiviroidae olmak iizere 2 familyada
siniflandirildigr goriilmektedir. Molekiiler yapilari, ¢ogalma stratejileri ve konukcu
hiicredeki bulunduklar1 yerlerin farkliliklar1 bu iki familyay1 birbirinden ayiran
ozelliklerdir. Pospiviroidae familyasi iiyelerinin molekiiler yapist olgun formdaki
halleri dallanma gostermeyen c¢ubuk seklinde oldugu, bu yapmin sag ve sol

terminal, merkezi korunmus bolge, patojenite ve degisken bolge olmak iizere 5
5
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farkl1 fonksiyonel bolgeye ayrildigi bildirilmistir (Keese ve Symons, 1985). Bu
familyanin {iyelerinin genom yapisinda bulunan merkezi korunmus bdlge ve kendi
kendine kesim yetenegine sahip olmayan stabil ¢ubuk sekilli yapilar olusturdugu
bildirilmistir (Steger ve Riesner, 2003).

Avsunviroidae familyasinin genom yapisi g¢eki¢ bast goriiniimlii ribozim
olusturan yapilartyla kendi kendilerine kesim yetenegine sahip olduklari ve
korunmus bolge igermedikleri bildirilmistir (Fadda ve ark., 2003). in situ
hibridizasyon ve hiicre kesiti ¢alismalari ile Pospiviroidae familyasinin gekirdekte
cogaldigini  Avsunviroidae familyasinin  kloroplastta ¢ogaldiklar1  ortaya
koyulmustur. Boylece iki familyanin farkli hiicre organellerinde cogaldiklari
bildirilmistir (Navarro ve ark., 1999; Verhoven, 2010; Flores ve ark., 2003).

Glintimiizde yeni gelismis molekiiler tanilama yontemleri ile tanimlanmig
bircok bitki tiirlinde bulunan enfeksiydz ve latent olarak bulunan viroid tiirii
kesfedilmistir. Bitkilerde rapor edilmis 8 cins i¢inde yer alan yaklagik 32 tiir viroid
etmeni vardir. Bunlar ICTV verilerine gore olusturulmus Cizelge 2.1°de

belirtilmektedir.
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Cizelge 2.1. Bitki patojeni viroidlerin siniflandirilmasi (ICTV,2020).

Grup

Familya

Cins

Trir

Riboviria

Pospiviroidae

Abscaviroid

Apple dimple fruit viroid

Apple scar skin viroid

Australian grapevine viroid

Citrus bent leaf viroid

Citrus dwarfing viroid

Citrus viroid V

Citrus viroid VI

Grapevine yellow speckle viroid-1

Grapevine yellow speckle viroid-2

Pear blister cancer viroid

Cocadviroid

Citrus bark craking viroid

Coconut cadang-cadang viroid

coconut tinangaja viroid

Hop latent viroid

Coleviroid

Coleus blumei viroid 1

Coleus blumei viroid 2

Coleus blumei viroid 3

Hostuviroid

Dahlia latent viroid

Hop stund viroid

Pospiviroid

Chrysanthemum stund viroid

Citrus exocortis viroid

Columnea latent viroid

Iresine viroid 1

Pepper chat fruit viroid

Potato spindle tuber viroid

Tomato apical stunt viroid

Tomato chlorotic dwarf viroid

Tomato planta macho viroid

Avsunviroidae

Avsunviroid

Avacado sunblotch viroid

Elaviroid

Eggplant latent viroid

Palemoviroid

Chrysanthemum chlorotic mottle
viroid

Peach latent mosaic viroid
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Viroid etmenlerinin diinyanin hem tropik hem de iliman bdlgelerinde
viroid hastaliklarina neden olmalarina ragmen, yiiksek sicakliklarda siddetli
simptomlart tetikledigi bildirilmistir (Soliman, 2012).

Viroid ve viriis simptomlarinin, birbirlerine benzerlik gdstermesine karsin
viroidlerin proteinleri kodlamadig i¢in genomik RNA yada ikincil yapilarina bagl
olarak hiicrenin enzimlerini kullandig1 bildirilmektedir. Bitkilerde goriilen
bodurlasma (stunting) gbze ¢arpan en tipik viroid belirtisi olmakla yapraklarda
bozulma, damar aralarinin daralmasi burusukluk, kivirciklasma (epinasti), cesitli
derecelerde kloroz ve nekrozlar, yaprak saplarinda kisalma-kalinlagma, kabukta
catlama, kavlama, zamklanma, ¢ukurlar ve ¢ikintilar, yumrularda sekil bozuklugu
(malformation) ve tireme ile ilgili organlar olan ¢igeklerde renk kirilmalari,
kiigiilme, gec agilma, meyvelerde renk ve sekil degisiklikleri, sayilarinin azalmasi
ve tohumlarda steril ve blylimiis ¢ekirdek gibi simptomlara neden oldugu
bildirilmistir. Hastalik siddetinin, konukgu bitkiye ve viroidin baz dizilimine gore
degistigi arastirmacilar tarafindan ortaya konulmustur (Hadidi ve ark., 2003;
Skoric, 2017).

Bazi viroid wrklar1 belirti olusturmadigi hiicre igerisinde diger bitki
patojenlerinin aksine basit RNA replikonlar1 gibi davrandigi gozlemlenilmistir.
Bununla beraber belirtilerin ¢evre kosullarina bagli oldugu bitki patojeni viriislerde
oldugu gibi enfeksiyon sirasinda degistikleri bildirilmistir (Semancik, 2003).

Diinya tizerindeki Antartika kitasi harig¢ biitiin kitalarinda viroid etmenleri
bildirilmistir. Meyve agaglart (Avakado, asma, elma, armut, seftali, turuncgil,
hindistan cevizi), Solanaceae familyasina ait bitki tirleri (Patates, domates,
patlican, biber vb.), serbetgi otu ve siis bitkileri olmak tizere birgok bitki grubunda
bulundugu ve ekonomik kayiplara neden oldugu bildirilmistir (Fagoaga ve ark.,
1996; Hammond ve Owens, 2006; Verhoven, 2010; Hadidi ve ark., 2017).

Viroidlerin, siis bitkilerindeki ekonomik Onemi, tiiketilebilir {iriin
bitkilerinden geri planda kaldig1 arastiricilar tarafindan bildirilmektedir. Siis

bitkilerinde bilinen en 6nemli etmenler krizantemler iizerinde dogrudan etkili olan
8
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CSVd ve CChMVd’leridir. Siis bitkilerinde bazi viroid enfeksiyonlarmin latent
olarak kaldigi bilinmektedir. Bununla birlikte latent enfeksiyonlarin dolayli yoldan
ticari etkilere sebep olabilecegi 6rnegin, viroidle enfektelendiginde ciddi kayiplar
olusturabilecek ana bitkiler i¢in inokulum kaynagi olabilecegi bildirilmistir
(Verhoven ve ark., 2017).

Diinyada siis bitkilerinde dogal olarak enfekteli 12 adet viroid tiirii rapor
edilmistir. Bunlar; Chrysanthemum stunt viroid (CSVd), Chrysanthemum chlorotic
mottle viroid (CChMVd), Citrus exocortis viroid (CEVd), Coleus blumei viroid-I
(CbVvd-1), Coleus blumei viroid-1l1 (CbVd-2), Coleus blumei viroid-111 (CbVd-3),
Columnea latent viroid (CLVd), Iresine viroid-I (Irvd-1), Hop stunt viroid (HSVd),
Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd), Tomato apical stunt viroid (TASVd),
Dahlia latent viroid (DLVd), Potato spindle tuber viroid (PSTVd), Portulaca
latent viroid (PoLVd)’dir (Verhoven et. al., 2017).

2.2. Krizantem bitkilerinde bulunan viroid etmenleri

Giiniimiizde krizantem bitkilerini enfekte eden 6 adet viroid tlirii rapor
edilmistir (Cizelge 2.2). Krizantemlerde dogal olarak bulunan viroid tiirii 3 adet
olarak bildirilmigtir. Bunlardan ilki krizantemlerde ekonomik kayiplara neden olan
Krizantem bodurlagsma hastaliginin (KBH) etmeni Chrysanthemum stunt viroid
(Diener ve Lawson, 1973) dir. Ikinci viroid ise Krizantem Kklorotik benek
hastaliginin (KKB) etmeni olan Chrysanthemum chlorotic mottle viroid dir (
Navarro ve Flores, 1997). Krizantemlerde dogal enfekteli olarak tespit edilen diger
viroid ise Potato spindle tuber viroid (PSTVd) olmustur (Lemetty ve ark., 2011).
Arastiricilar Citrus exocortis viroid (CEVd), Citrus viroid-IV (CVd-1V) ve Hop
stunt viroid (HSVd)’lerinin deneysel konukc¢u olarak krizantem bitkilerine

inokulasyonunu gerceklestirmislerdir (Niblett ve ark., 1980).
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Cizelge 2.2. Krizantem bitkilerinde bulunan bazi viroidlerin farkli varyant sayilari
ve niikleotid uzunluklari.

Familyasi\Cinsi | Tird Varyant | Niikleotid
sayis1 uzunlugu
Potato spindle tuber (PSTVd) 109 341-364
Pospiviroidae\ | Chrysanthemum stunt (CSVd) 19 348-356
Pospiviroid Citrus exocortis (CEVd) 86 366-475
Hop stunt (HSVd) 144 294-303
Avsunviroidae | Chrysanthemum chlorotic mottle | 21 397-401
\Palemoviroid | (CChMVd)

CSVd etmeninin neden oldugu KBH ile ilgili ilk bulgular 1945 yilina
dayanmaktadir. 1947 yilinda Dimock tarafindan bu hastaligin Amerika’da
krizantem bitkilerinde ciddi verim ve ekonomik kayiplara yol agtigini bildirmistir.

Brierly ve Smith (1949) Amerika’da krizantem bitkilerinde 1945 ve 1947
yillart arasinda epidemi derecesinde zararlara neden olan KBH etmeninin viriis
olabilecegini bildirmislerdir.

Olson (1949) KBH etmeninin yaprak siirtiinmesi ile bitkiden bitkiye
taginabildigini tespit etmis, Brierley (1950) ve Keller (1953) ise bu etmenin
bitkiden bitkiye mekanik taginmasimi  yapmis olduklari  ¢aligmalarla
desteklemislerdir.

Brierley ve Smith (1951) etmenle bulasik ve bulasik olmayan ayni yasta
olan krizantem bitkilerini yan yana gelisimlerini izlediginde hastalifin tipik
belirtisinin bodurluk belirtisi oldugunu bildirmisler. Spesifik olan kiigiik yaprak
belirtilerinin de eslik ettigi baz1 ¢esitlerde gdzlemislerdir. Ayrica yapraklarin sik
sik daha ince, normalden soluk yesil, 6zellikle ¢icek sapina dogru olan yapraklarin
normal bitki yapraklarina gore daha kiigiik oldugunu bildirmislerdir. Bazi
krizantem ¢esitlerinin alt yapraklarmin kenarlardan uglara dogru kivrilmalarin

oldugunu, yaprak kenarlarmin yakinlarina dogru soluk noktalarin yayildigi, yaprak
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boyutlarinin normal bitkilere oranla daha kiiciik kaldigini ve Mistletoe ¢esidinde
etmenin en dikkat cekici yaprak belirtisi olan beyaz noktalarin oldugunu
belirtmislerdir. Etmenin ¢igekteki belirtilerini, bronz ya da kirmizi ¢igekli ¢esitlerin
bazilarinda petal ciceklerinin renklerinin acgik tonlara donmesi, yesil veya beyaz
cicekli cesitlerin pembelesmesi olarak gozlemlemistir. Bu tanimlanan belirtilerin
farkli krizantem ¢esitleri lizerinde degisiklik gosterdigini belirlemislerdir.

Brierley (1952), KBH etmeninin isiya son derece dayanikli oldugunu
bulmus etmenle bulasik Mistletoe cesidi krizantem dokularinin, kaynatildiktan
sonra bile bitkiye bulasabildigini bildirmistir. Ayrica etmenin alkolle isleme tabi
tutmus oldugu halde bulasiciliginin korundugunu tespit etmistir.

Brierley (1953), etmenin deneysel konukgu bitkilerini buldugu calismada
76 adet farkl tiir ve gesit bitkide cogunlukla Composidae familyasi1 olmak iizere 36
tirtin duyarliligimt ve 7 ¢esidin 5’1 Chrysanthemum spp. cesitlerinden, 2’si ise
cineraria (Senesio cruentus)’'da gbzle gorilebilir simtomlar olusturdugunu
bildirmistir. Brierley bu c¢alismada cinerarianin yaprak yiizeyinde lokal
inokulasyon sonucunda simptom goézlemlemis olmasina ragmen simptomlarin
degiskenlik gosterebilecegini bildirmistir.

Hollings ve Stone (1973) yapmus olduklar1 ¢alismada Krizantemlerde
bodurluk hastaliginin etmeninin viroid olabileceginden bahsetmisler ve PSTVd,
CEVd i¢in kullanilan Gynura, domates ve etrog bitkilerine inokulasyon
gerceklestirmisler ancak herhangi bir simptom goézlemediklerini bildirmislerdir..

Diener ve Lawson (1973) krizantemlerde bodurluga, yapraklarinda
beneklenmelere neden olan etmen i¢in misteol ¢esidi krizantem ve cineraria
bitkilerine inokulasyon gergeklestirmis ve bu bitkilerden elde edilen patojenin
disiik agirlikli, tek iplik¢ikli, dairesel bir RNA molekiili oldugu belirleyerek
etmenin viroid oldugunu bildirmislerdir.

CSVd dairesel ve dogrusal bir yapida goriilebilmektedir. Palukalitis ve
Symons (1980) CSVd’nin %15’lik bir kisminin dogrusal formda oldugunu

bildirmislerdir. Arastiricilar CSVd‘nin Pospiviroidae familyasina ait oldugu
11
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belirlemiglerdir. Haseloff ve Symons (1981), CSVd'nin 356 niikleotit (nt)
uzunlugunda oldugunu ve 19 varyantinin bulundugunu tespit etmislerdir. Ayrica
aragtiricilar  bu viroidin PSTVd ile %69 oraninda benzerlik gdsterdigini
belirlemislerdir. Gross ve ark., (1982) CEVd ile yapmis olduklart bir ¢alismada
CSVd ile %67 oraninda benzer oldugunu belirlemislerdir.

Kryczynski ve ark. (1988) Rutgers ve Najwczesniejszy ¢esidi domateslerde
CSVd’nin polen ve tohumla taginabildigini tespit etmislerdir. Chung ve Pak (2008)
CSVd’nin krizantem bitkilerinde de tohumla tagindigini ve polen tasiiminin diigiik
oldugunu ortaya koymuslardir.

CSVd diinya iizerinde 26 tilkede rapor edilmistir (Yoon ve Palukaitis,
2013). Bu iilkelerin 15’1 Avrupa (Avusturya, Belcika, Cek Cumhuriyeti,
Danimarka, Fransa, Almanya, Bulgaristan, 1talya, Litvanya, Norveg, Polonya,
Ispanya, Isve¢, Hollanda ve Birlesik Krallik)’da, 4’i Asya (Cin, Hindistan,
Japonya ve Giliney Kore)’da, 2’si Afrika (Misir ve giiney Afrika)’daki 3’i Amerika
(Kanada, ABD ve Brezilya) ve 1’1 Avusturalya kitasinda oldugu bildirilmistir
(Palukaitis, 2017).

Netwong ve ark. (2020)’1 Tayland-Nakhon Ratchasima bdélgesinden
bodurluk, yapraklarda klorotik lekeler, ¢icek yapisinda kii¢iilme ve yapisal
bozukluk belirtileri goézlemlenen 23 adet krizantem bitki 6rnegi toplamuslardir.
Etmeni tanilamak i¢in yapilan RT-PCR ¢aligsmasi sonucunda bu iilkede ilk defa
krizantem bitkilerinde dogal infekteli olarak CSVd etmenini tespit etmislerdir.

CSVd’nin giiniimiize kadar dogal olarak enfekteli 10 adet konukgu bitkisi
oldugu bildirilmigtir. Bunlar, Asteraceae familyasindan Chrysanthemum
morifolium (Diener and Lawson, 1973), Ageratum sp. ( Henkel ve Sanger, 1995 ),
Petunia sp. (Verhoeven ve ark., 1998), Argyranthemum frutescens (Menzel ve
Maiss, 2000), Verbena sp., Vinca major (Bostan ve ark., 2004), Solanum
jasminoides (Verhoeven ve ark., 2006), Dahlia sp. (Nakashima ve ark., 2007) ve
Pericallis hybrida (Verhoeven, 2010)’dur.
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2019 yilinda Matsushita ve arkadaslarinin yapmis oldugu calisma
sonucunda CSVd’nin Rusya’da patates yetistiriciligi yapilan alanlarda bulunan
patates bitkilerinde latent olarak dogal enfekteli bir sekilde bulundugunu
bildirmislerdir.

Gobatto ve arkadaglarinin 2019 yilinda Breziya’nin Sao Paula bolgesindeki
krizantem {iiretimi yapilan yerlerde yapmis olduklar1 calismada 17 adet yabanci ot
cesidinin CSVd’nin tastyicist oldugunu bildirmislerdir.

2006 ve 2009 yillar1 arasinda Tiirkiye de yapilan bir calismada patates,
domates ve baz siis bitkilerinde Pospiviroid familyasina ait viroid etmenleri tespit
edilmistir (Bostan ve ark. 2010). Bu calismada arastiricilar toplamda 1.766 6rnek
olmak iizere, 1.047’si patateslerden 258’i domateslerden ve 461 adet siis
bitkilerinden &rnekler incelemislerdir. Calisma sonucunda 891 patates yumrusunun
6’s1 PSTVd ile bulasik; 154 krizantem bitkisinden ise 2’sinin CSVd ile bulasik
oldugu bulunmustur. Bu ¢aligma ile arastiricilar Tiirkiye’de CSVd’yi ilk kez rapor
etmisler ancak sekans verilerini belirtmemislerdir.

CSVd nin molekiiler tanilama ydntemlerinden RT-PCR ile tanilanmasi
Kusunoki ve arkadaglari tarafindan 1993 yilinda gergeklestirilmistir. Etmenin
ayrica Return poliakramid jel elektroforez (r-PAGE) (Watermayer, 1984), Dot blot
hibridizasyonu (Candresse ve ark., 1990) ve Tissue Print Hibridizasyonu
(Hooftman et. al., 1996) yontemleri ile de teshis edilebildigi aragtirmacilar
tarafindan belirlenmistir.

Krizantem klorotik benek hastaligi (KKB) ilk olarak Yellow Delaware
(Chrysanthemum morifolium) krizantem ¢esidinde New York eyaletinde
bildirilmistir (Dimock ve Geissinger, 1969).

Dimock ve arkadaglar1 (1971) KKB hastaliginin Yellow Delaware,
Delaware, blue ridge, deep ridge ve tinker bell ¢esidi krizantemlerde yaprak
iizerinde belirgin noktalar ve bunlarn izleyen sararmalari, Dark red star, giant betsy
ross, hurricane, icecap, madalav, torch, ruby mound ve rosey nook cesitlerinde

yapraklarda beneklenmeler, renk ac¢ilmalar ve gelisim geriligi, Knob hill, matador,
13
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mermaid, red cab, winter carnival, zonta ¢esitlerinde yapraklarda klorotik
beneklenme, damar renginin agilmasi, tiim bitkide orta derecede sararma ve
Albatross, blue chin, bright golden anne, fanfare, fred shoesmith, good news,
indianapolis ve 18 bahge varyetesinde hi¢bir simptom belirtisine rastlamadiklarini
bildirmistirler.

Navarro ve Flores (1997) KKB hastaliginin etmeninin molekiiler
karakterizasyonunu Dot blot hibridizasyon ve northern blot hibridizasyon
yontemleri ile genomik RNA’sinin diziliminin 399 nt’den olustugunu ortaya
koymuslardir. Niikleotid dizisinin 87 tane Adenin (A) (%21,8), 112 adet
Guanin(G)(%28,1), 109 adet Sitozin (C) (%27,3) ve 91 adet Urasil (U) (%22,8)
bazindan meydana geldigini belirlemislerdir. Bu hastalifin etmeninin viroid
oldugunu bildirmisler ve etmeni Chrysanthemum chlorotic mottle viroid’i
(CCHMVd) olarak adlandirmiglardir. Etmenin Avsunviroidae familyasindan
Pelamoviroid cinsi igerisinde siniflandirilmasi yapilmstir.

398-401 nt igeren genom yapisina sahip etmenin 25 varyanti oldugu
bilinmektedir. Belirti gosteren (S) ve belirti gostermeyen (NS) 2 ki
bulunmaktadir. NS ki ¢icek gelisimin geciktirdigi ve tiim {iretim alanlarinda
goriilebilme ihtimalinin fazla olmasi nedeni ile iireticileri ekonomik kayiplara
ugratabilecegi bildirilmistir (Flores ve ark., 2003).

Etmenin deneysel olarak tasinmasi ilk kez hastalikli bitkiden alinan
dokunun saglikli bitkiye agilanmasi ile gergeklestirilmistir (Dimock ve ark., 1971).

Krizantemlerde KKB hastaligt ABD’deki ilk bildiriminden sonra
Danimarka, Fransa ve Hindistan’da bildirilmistir (Horst, 1987). Hastaligin etmeni
belirlendikten sonra ise Giiney Kore (Chung ve ark., 2006) ve Cin (Zhang et. al.,
2011)’de de etmenin bildirimi yapilmistir. Ayn1 zamanda etmenin NS irkini
Japonya ve Hollanda’da tanimlamislardir (Hosokawa ve ark., 2005; Yamamoto ve
Sano, 2006).

Krizantemlerde bulunan CChMVd etmeni molekiiler yontemlerden RT-

PCR (De la Pena ve ark., 1999) ve indikator bitki olarak Yellow Delaware, Bonie
14
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Jean Deep Ridge krizantem varyetelerinin kullanildigi biyolojik indeksleme
yontemi ile de tanimlanmigtir (Navarro ve Flores, 1997). Giinlimiizde ise farkli
RT-PCR yontemleri ile tanilamalarinin yapilmakta oldugu bildirilmistir (Flores ve
ark., 2017).

Exocortis hastalig1 ilk kez 1948 yilinda tanimlamislar ve anag¢ olarak
kullanilan ti¢ yaprakli (Poncirus trifoliata) tizerinde kabuk kavlamalar1 belirtileri
olusturdugunu bildirmislerdir (Fawcett ve Klotz, 1948). Ulkemizde ise hastaligin
varligimi ilk olarak Norman (1963) ve Moreira (1965) bildirmistir. Semancik ve
Weather (1972), Exocortis hastaliginin belirtilerini gosteren agaglarda diisiik
molekiiler agirliga sahip enfeksiyoz RNA molekiillerinin bulundugunu ve
etmeninin viroid oldugunu bildirmisler. Etmeni Citrus exocortis viroid (CEVd)’i
olarak isimlendirmiglerdir. CEVd ‘in genom yapisinin 371-410 niikleotid
uzunlugunda degismekte oldugu ve Pospiviroidae familyasiin Pospiviroid cinsi
igerisinde smiflandirildigi bildirilmistir (DuranVila, 2017).

CEVd Turunggillerde ii¢ yaprakli ve tiirlerinde ve rangpur layminda
(Weather ve Calavan, 1961) hastalik betirtileri olusturmakla birlikte biitiin
turunggil tlirlerini ve gesitlerini enfekte edebildigi bildirilmistir (Roistacher, 1991).

Turunggiller disinda domates (Lycopersicon esculentum), Havug (Dacus
carota), Brassica napus, patlican (Solanum melongena), bakla (Vicia faba), asma
(Vitis sp.,) ve baz1 siis bitkilerinde ( Verbena spp., Impatiens sp., Solanum
jasmonoides ) dogal olarak enfekte oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir
(Fagoaga ve ark., 1995; Fagoaga ve DuranVila, 1996; Mishra ve ark., 1991; Flores
ve ark., 1985; Bostan ve ark., 2004; Verhoeven, 2008a-b; Singh ve ark., 2006).

Krizantem bitkisini CEVd i¢in indikator bitki olarak kullanilabilecegini
bildirmistir (DuranVila ve ark., 1988).

Bu etmenin diinyanin turunggil yetistirilen tiim iilkelerinde bulundugu
yapilan indeksleme c¢aligmalar1 sonucunda arastirmacilar tarafindan ortaya

koyulmustur (Semancik ve DuranVila, 1999).
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Ulkemizin Dogu Akdeniz Bélgesi'nde turung anaci iizerinde asili olan
turunggil cesitlerinde etmenin latent enfekteli ve bahgelerde bulagiklik oraninin
yogun oldugunu bildirmislerdir (Giillii, 1989; Onelge, 1994).

Serbetci otu ciicelik hastaliginin ilk olarak Japonya’da serbet¢i otu iiretim
alanlarinda ortaya c¢iktigint ve 1960°hh yillarda artis gosterdigini bildirmislerdir
(Yamamoto ve ark., 1973). Sasaki ve Shikata (1977), ilk kez hastalik etmenini
Hop stunt viroid (HSVd)’i olarak tanimlamiglardir. Pospiviroidae familyasinda
Hostuviroid cinsi igerisinde simiflandirilan HSVd’i tek iplikli, sirkiiler yapida ve
294-304 adet niikleotid igeren RNA molekiillerinden olustugu bildirilmistir (Flores
ve ark., 2005).

Bazi turuncggil tiirlerinde 6nceleri Cachexia/Xyloporosis adli hastaligin
etmeni olarak bilinen Citrus viroid-11 (CVd-II) ve Hollanda’da varlig: tespit edilen
Cucumber pale fruit viroid (CPFVd)’inin varyanti oldugu bildirilmistir (Sano ve
ark., 1984).

Serbetci otu, hiyar, asma, narenciye, erik ve seftali bitkilerinden izole
edilen izolatlar1 arasinda yapilan sekans diziliminin karsilastirilmasi ile etmenin 5
filogenetik grup (erik tipi, asma\serbetci otu tipi, turunggil tipi, erik-turunggil tipi
ve erik-serbetgi otu\cit3 tipi) altinda siniflandirilabilecegi arastirmacilar tarafindan
ortaya koyulmustur (Shikata 1990; Kofalvi ve ark., 1997; Amari ve ark., 2001;
Hataya, 2017).

Ulkemizde turunggil bitkileri basta olmak iizere nar, kayisi, badem, kiraz
ve asma gibi bitki tiirlerinde bulundugu bildirilmistir (Onelge, 2000; Amari ve ark.,
2000; Sipahioglu ve ark., 2002; Torres ve ark., 2004); Sipahioglu ve ark., 2006;
Gazel ve ark., 2006; Giimiis ve ark., 2007; Gumiis ve ark., 2008; Gazel ve ark.,
2008a; Gazel ve ark., 2008b; Gazel ve ark., 2008c¢).

Biyolojik testlemelerinde kullanilan Hiyar bitkisi en yaygin kullanilan
indikator bitkisi olarak bildirilmistir. 25-30°C arasindaki sicaklik kosullarinda 3-4
hafta igerisinde patojenin inokule edildigi hiyar bitkisinde yapraklarda kivrilma,
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damarlarda renk acilmalart ve bodurlagsma gibi belirtilerin olusturdugunu
bildirmislerdir (Sasaki ve Shikata, 1977).

HSVd’nin Dot Blot ve Northern Blot niikleik asit hibridizasyon,
Poliakrilamid jel elektroforez tiirleri (PAGE, r-PAGE) (Li ve ark., 1995) ve RT-
PCR (Yang ve ark., 1992) gibi yontemlerle tanilanmasinin dogruluk ve hizlilik
acisindan daha kullanish oldugunu belirtilmektedir.

17



2. ONCEKI CALISMALAR Giilbahar ARIKAN

18



3. MATERYAL VE METOT Giilbahar ARIKAN

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Mateyal
3.1.1. Cahsmada kullanilan bitkisel materyaller

Bu calisma Akdeniz Bolgesi’nin Adana, Mersin ve Antalya illerinde park
ve bahcgelerinde bulunan, siis bitkisi olarak iiretilen ve satilan krizantem
(Chrysanthemum morifolium Ramat.) bitkilerinde gergeklestirilmistir. ~ Ayrica
marketlerde satista olan saksili krizantem bitkileri, kesme c¢i¢cek olarak satilan
bitkiler ve piyasada satista olan ticari krizantem tohumlar1 da materyal olarak

kullaniimustir.

3.1.2. Biyolojik indeksleme ¢alismalarinda kullanilan materyaller

Biyolojik indeksleme c¢aligmalarinda bitkisel materyaller olarak doku
kiiltiiriinden elde edilmis olan Krizantem fideleri (C. morifolium Ramat. tiiriine ait
‘sprey krizantem’ ¢esidi olan ‘Bacardi’) ve tohumdan yetistirilmis Etrog citron
(Citrus medica L.) bitkileri kullanilmistir. Krizantem bitkileri Antalya’da bulunan
0zel bir doku kiiltiirli laboratuarindan temin edilmistir.

Krizantem ve etrog bitkilerinin yetistirilmesinde steril torf, perlit, toprak,
viyol ve plastik saksilar kullanilmistir. Bitkilerin sicaklik isteklerinin yerine
getirilmesi, Cukurova Universitesi Ziraat Fak. Bitki Koruma ABD. binasi
iklimlendirme odalarinda gergeklestirilmistir.

Mekanik inokulasyon calismalar1 sirasinda etmenin tanimlanmis oldugu
krizantem Orneklerinin Total Niikleik Asit (TNA) ekstraksiyon ¢ozeltileri, siringa
ucu, latex eldiven, %2’lik Sodyum hipoklorid ¢ozeltisi, 1X TKM tamponu
cozeltisi, saf-steril su, parafilm bantlar, viyoller, plastik saksilar olmak {izere cesitli

materyaller kulanilmustir.
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3.1.3. Molekiiler tamlama yontemlerinde kullamlan materyaller
3.1.3.1. Total Niikleik Asit (TNA) ekstraksiyonu ¢alismalarinda kullanmilan
materyaller

TNA ekstraksiyonu calismalart i¢in; Antalya, Adana ve Mersin illerinden
toplanan krizantem bitki ornekleri, farkli markalara ait paketlenmis krizantem
tohum Ornekleri, hassas terazi, CTAB tampon ¢d6zeltisi, havan, doviicii, tlipler
(1,5ml-2ml), rak, pipet, pipet ucu, sicak su banyosu, santifiriij cihazi, vortex,
kloroform: izoamil alkol (24: 1), izopropanol, TE tamponu ¢ozeltisi %70’lik etil
alkol, saf su cihazi, derin dondurucu (-20CC), etiiv ve otoklav gibi laboratuvar

ekipmanlari kullanilmistir.

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

Bu caligmanin Ters transkriptaz (RT) asamasinda thermal cycle cihazi,
ters transkriptaz (RT)-enzim, 5x tampon ¢6zeltisi, ANTP ¢o6zeltisi, Revers primerler
(Cizelge 3.1), DTT ¢ozeltisi, steril distile su, degisik hacimlerde pipet ve pipet
uglari, vorteks, buz makinesi, santrifiriij cihaz1 ve tiip (0.2 ml) gibi materyaller

kullanilmgtr.

Cizelge 3.1.RT asamasinda kullanilan primer
Primerler Sekans dizilimi

Random Primer (Hexamer) NNNNNN

Caligmanin PCR agamasinda kullanilmis olan materyaller, RT agamasindan
sonra elde edilen cDNA’lar, DreamTaq Green (ThermoFisher), Saf distile steril
su, degisik hacimlerde pipet ve pipet uglari, vorteks, buz makinesi, santrifiij cihazi,
tiip (0.2ml) ve primerler (Cizelge 3.2) olmustur. Ayrica jelden yapilan purifikasyon
calismasinda Roche Moleculer Biochemicals-High Pure PCR Pruduct Prification

Kit’i kullanilmustir.
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Cizelge 3.2. RT-PCR ve nested-PCR asamalarinda kullanilan primerler.

Viroid- Sekans Dizilimi Baglanma Cogaltilan
Primer Sicakligr | Bolge\Uzunluk
(C)
CSVA-1H5 | 5 TTCTTGTAAAGCAGCAGGGT 3 553 55-36 Shiwaku et,
CSVA-IR b AAAGAAATGAGGCGAAGAAGTC3 | 565 56-77 al., 1996
CCMVE- | . A AAGGACCGGAACTGGATCT 3 57.3 217-236
2R Hosokawa et
CChz'rVd' 5' ATCCATGACAGGATCGAAAC 3' 55.3 29-48 al. 2005
HSVd-
cville [ GGGGCTCCTTTCTCAGGTAAGTC3| 64 271-288 Reanwarakorn
HS\)d ve Semancik,
cvain [ GGGGCAACTCTTCTCAGAATCC 3 64 283-302 1998
CEVA-FI |5 GTGCTCACCTGACCCTGCAGG 3° 60 .
371 Onelge, 1997
CEVA-RIl |5° ACCACAGGAACCTCAAGAAAG 3’ 60
CSVAF |5 CAACTGAAGCTTCAACGCCTT 3° 58 Hosokawa ve
253 ark., 2004
CSVAR | 5 AGGATTACTCCTGTCTCGCA 3’ 59 Hosokawa ve
ark., 2004
CSVd-2F | 5° CCAATCTTCTTTAGCACCGG 3’ 65 HZ:‘I‘: kZ‘g’g 4"6
221 i
CSVd-2R | 5’ AGTGGGGTCCTAAGCCCCAA 3° 55 HZ:‘E kz‘g’g 4"e

3.1.3.3. Elektroforez calismasinda kullanilan materyaller

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu olusan triinler, %1-1,5’luk agar jel,

mikrodalga firin, pleyt, gii¢ iinitesi cihazi, elektroforez tanki, 1X TAE ortam

¢Ozeltisi, pipet ve pipet ucu gibi materyaller bu calismada kullanilmigtir.

Gorilintlileme asamasinda ise etidyum bromid ¢ozeltisi, UV goriintiileme cihazi, saf

su ve spatula kullanilmastir.
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3.2. Metod
3.2.1. Cahsmada kullanmilacak olan bitkisel materyalin se¢ilmesi

Caligmada kullanilan krizantem bitkisi Ornekleri, Antalya, Adana ve
Mersin illerinden alinmustir. Ornekler alinirken viroidlerin spesifik belirtilerini
gosteren bodurluk, yapraklardaki renk agilmalari, yapraklarda sar1 beneklenmeler,
cicek yapisindaki anormallikler (Sekil 3.1), petal yapraklarda renk kirilmalari,
kiigiik cicek yapisi, c¢icek olusumunda gecikmeler gibi belirtiler gozlemlenerek

sec¢ilmigtir.

Sekil 3.1. Tarsus ve Adana illerinden alinan orneklerde goriilen petal
yapraklardaki bozukluk simptomlar1

3.2.2. Bitkisel materyallerin alim

Krizantem bitkilerinden yapraklarda sararma, bitkilerde bodurluk,
yapraklarda beneklenme, ¢icek yapisinda bozulma, petal yaprakta renk agilmalari,
gec ciceklenme gibi viroid etmeni kaynakli hastaliklarin  karakteristik
simptomlarini gosteren ornekler kesme ¢igek ve saksili olarak yetistiriciligi yapilan
seralardan, cicek mezati, siis bitkisi satis noktalari, peyzaj materyali olarak
kullanilan yerler parklar, refiijler ve ev bahgelerinden alinmistir.

Adana ilinden 41 6rnek, Antalya ilinden 2 6rnek ve Mersin ilinden 13
ornek olmak tizere toplamda 56 adet hastalik belirtisi ve besin elementi noksanligi
gosteren krizantem bitkisi almmustir. Alinan 6rnekler poset igerisin alinip

etiketlenmigstir. Etiketlenen Ornekler buz icerisinde muhafaza edilerek TNA

22



3. MATERYAL VE METOT Giilbahar ARIKAN

ekstraksiyonuna kadar buzdolabinda muhafazasi saglanmistir. Ayrica tohum
caligmalari i¢in 10 farkli markaya ait paket igerisindeki tohumlar viroid etmenleri

agisindan testlenmistir.

Cizelge 3.3. Calisma materyalini olusturan krizantem bitkileri ve bunlar tizerinde
gozlenen simptomlar

Ornek No Alindigr Yer Simptomlar:

KriTa-1 Tarsus-Mersin Yapraklarda sararma
KriTa-2 Tarsus-Mersin Bitkide bodurluk
KriTa-3 Tarsus-Mersin Yapraklarda beneklenme
KriTa-4 Tarsus-Mersin Bitkide bodurluk, petal yaprakta renk agilmalari
KriTa-5 Tarsus-Mersin Bitkide bodurluk
KriTa-6 Tarsus-Mersin Bitkide bodurluk
KriTa-7 Tarsus-Mersin Bitkide bodurluk
KriTa-8 Tarsus-Mersin Cigek yapisinda bozulma
KriTa-9 Tarsus-Mersin Cigek yapisinda bozulma
KriTa-10 Tarsus-Mersin Bitkide bodurluk
KriTa-11 Tarsus-Mersin Bitkide bodurluk
KriTa-12 Tarsus-Mersin Bitkide bodurluk
KriTa-13 Tarsus-Mersin Bitkide bodurluk
KriAd-1 Adana Cigek yapisinda bozulma
KriAd-2 Adana Bitkide bodurluk, petal yaprakta renk agilmalari
KriAd-3 Adana Yaprakta renk agilmalari
KriAd-4 Adana Bodur bitki

KriAd-5 Adana Cigek yapisinda bozulma
KriAd-6 Adana Cigek yapisinda bozulma
KriAd-7 Adana Cigek yapisinda bozulma
KriAd-8 Adana Yaprakta renk agilmalari
KriAd-9 Adana Yaprakta renk agilmalari
KriAd-10 Adana Yaprakta renk agilmalari
KriAd-11 Adana Yapraklarda beneklenme
KriAd-12 Adana Bodur bitki
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Cizelge 3.3(devami)

KriAd-13 Adana Yaprakta renk agilmalari
KriAd-14 Adana Bitkide bodurluk
KriAd-15 Adana Yapraklarda beneklenme
KriAd-16 Adana Yapraklarda beneklenme
KriAd-17 Adana Geg cigeklenme
KriAd-18 Adana Bitkide bodurluk
KriAd-19 Adana Bitkide bodurluk
KriAd-20 Adana Bitkide bodurluk
KriAd-21 Adana Bitkide bodurluk
KriAd-22 Adana Cigek yapisinda bozulma
KriAd-23 Adana Yapraklarda beneklenme
KriAd-24 Adana Geg ¢igeklenme
KriAd-25 Adana Yaprakta renk agilmalari
KriAd-26 Adana Yaprakta renk agilmalari
KriAd-27 Adana Bitkide bodurluk
KriAd-28 Adana Bitkide bodurluk
KriAd-29 Adana Bitkide bodurluk
KriAd-30 Adana Cicek yapisinda bozulma
KriAd-31 Adana Cicek yapisinda bozulma
KriAd-32 Adana Yapraklarda beneklenme
KriAd-33 Adana Yapraklarda beneklenme
KriAd-34 Adana Bodur bitki

KriAd-35 Adana Cicek yapisinda bozulma
KriAd-36 Adana Cicek yapisinda bozulma
KriAd-37 Adana Yapraklarda sararma
KriAd-38 Adana Yapraklarda sararma
KriAd-39 Adana Yapraklarda beneklenme
KriAd-40 Adana Yapraklarda sararma
KriAd-41 Adana Geg cigeklenme, ¢icek yapisinda bozulma
KriAn-1 Antalya Geg cigeklenme, ¢igek yapisinda bozulma
KriAn-2 Antalya Bitkide sararmalar, bitkide bodurluk

3.2.3. TNA ekstraksiyonu ¢alismalari
Krizantem bitkilerinde bulunan viroidlerin tanilanmas1 i¢in CTAB
(Cetyltrimethylammonium bromide) tampon c¢ozeltisi temelli total niikleik asit

(TNA) ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyon ¢aligmalart Murray ve Thompson
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(1980)’e gdre modifiye edilerek uygulanmistir. Calismalar Cukurova Universitesi
Zir. Fak. Bitki Koruma Boliimii Turunggil Viriisleri laboratuvarinda yiirtitiilmiistiir.
Toplanan bitkilerden viroid saflastirilmasi her bir 6rnek igin asagida verilen

protokole gore yapilmustir.

e Krizantem orneklerinin yapraklarindan 400 mg miktarinda alinarak 1:10
m\v CTAB ortami eklenmis ve homojen bir gorintii olusana kadar
ezilmigtir.

e Ezilen 6rneklerin 6z sular1 2 ml’lik tliplere 2 ml miktarinda olacak sekilde
almmustir,

e Ornekler 65°C’de 60 dakika boyunca sicak su banyosunda 1sitilmustir.

o [sitilan ornekler 10.000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir.
Santifiriij sonrasinda tiipte iki faz olusmustur. Bu fazlardan bitki dokusu
icermeyen iist bolgeden 1ml alinarak 2 ml’lik baska bir tiipe aktarilmustir.
Daha sonra iizerine 1 ml Kloroform: Isoamil alkol (24:1) eklenmis iyice
calkalanmugtir.

e Ornekler 13.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiijden
sonra 750 pl iist fazdan almarak 1,5 ml’lik tiipe aktarilmistir. Uzerine 450
ul soguk 2-isoproponol eklenip kibarca 2 defa karistirilmistir. Sonrasinda
ornekler -20°C’ye alinmis ve 30-60 dakika inkiibe edilmistir.

e Derin dondurucudan ¢ikarilan oOrnekler 13.000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Tlipten sivi kisim dikkatli bir sekilde ¢ope bosaltilmugtir.

e Tipiin tabanina ¢oken kat1 fazin {izerine %70’lik etanol eklenmistir ve
13.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Sonrasinda dikkatli
bir sekilde %70’lik etanol bosaltilmustir.

e Ornekler hava yolu ile kurutulmustur ve kat: kistm 100 pl 1XTE ortamu ile

¢cOzdiirilmiistiir.
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e Elde edilen TNA ekstraksiyonlari derin dondurucuda -20°C’de

kullanilanana kadar saklanmustir.

3.2.4. Molekiiler Calismalar

3.24.1. RT-PCR (Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Tepkimesi)
Cahismalan

3.2.4.1.(1). Tamamlayic1 DNA sentezi (cDNA)

Caligmanin ilk agamasinda tek iplik RNA yapisinda olan viroidlerin RT
enzimi yardimiyla ¢cDNA sentezlemesi yapilmistir. Bu sentezleme asagidaki
Reversl ve Revers 2 agsamalariyla gergeklestirilmistir.

Revers 1

v 200 pl’lik tiiplere her bir 6rnek igin;
v' 1ul NTP,
v 1ul Random Primer\Revers Primer,
v' 6p ddH,0 ve
v 4ul Total Niikleik asit drnegi eklenmistir.
v" Thermo cycle cihazinda 95°C’de 3 dakika ¢alistirilmig ardindan 6rnekler
10 dakika buzda bekletilmistir.
Revers 2
v" Elde edilen 6rnekler iizerine sirasi ile;
v' 4ul 5X buffer,
v’ 2ul 0,1 DTT,
v' 0,2ul RT enzim ve
v' 1,8 ul ddH,0 eklenmistir.
v Elde edilen iiriinler 42°C’de 40 dakika ve 70°C’de 15 dakika bekletilmistir.

3.2.4.1.(2). PCR asamasi

v Buz tizerindeki steril 200ul’lik tiip i¢erisine her bir 6rnek igin;
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e 1ul Revers Primer,
e lul Forward Primer,
e 8,5ul ddH,0 ve
e 12,5ul Dream Taq eklenmis ve kisa santrifiij yapilmigtir. Daha sonra
iizerine 2 pl cDNA eklenerek hacim 25ul’ye tamamlanmistir
v' Kisa santrifiij yapilarak karigtirilan {riinler thermo cycle cihazina
yerlestirilmistir.

v Kullanilan bazi primerlerin, baglanma sicakliklarina uygun PCR kosullart :
ayarlandiktan sonra sentez islemi baglatilmigtir.
v" Elde edilen tiim PCR firiinleri, elektroforez ve Nested-PCR calismalarina

kadar —20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4.2. Nested-PCR asamalari

Ayrilma Sicakligi 94°C 5 dakika 1 dongii
94°C 30 saniye
Baglanma Sicaklig 55 - 64°C 30 saniye 35 dongii
70°C 1 dakika
Uzama Sicakligi 72°C 10 dakika 1 dongii

Caligmada bazi 6rnekler CSVd i¢in Hossokawa ve ark, (2004)’nin yapmis
olduklart Nested-PCR c¢alismalarina gore yiiriitiilmiistir. PCR primerlerinin
kullanilmis oldugu PCR ¢alismasinda CSVd-2F ve CSVd-2R primerleri ile ikinci
bir PCR yiiriitiilmiistiir. Elde edilen DNA f{iriinii agar jel elektroforez iglemi ile

degerlendirilmistir.
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3.2.5. Elektroforez cahiymalari ve érneklerin goriintiilenmesi
Bu calisma Onelge (1997)’ye gore yapilmistir. Calisma agar jelin
hazirlanmasi, elektroforez cihazinda jel yiiklemesi ve ethidium da bekletilen jelin

UV de goriintiilenmesi asamalarindan olusmustur.

%1,5’luk agar jel agsagida verilen yonteme gore hazirlanmigtir.

v" 100ml 1XTAE ortami ¢6zeltisi lizerine 1,5 mg toz agar eklenerek karigim

homojen bir goriintii alincaya kadar mikrodalga firinda ¢ozdiirilmiistiir.

Eritilen agar jel karisimi pleytlere dokiilmiis ve jel dondugunda 1X TAE
ortami1 bulunan elektroforez kiivetine yerlestirilmistir.

Jel {izerinde bulunan deliklere elde edilen {iriinler ve markir yiiklenmistir.
Elektroforez cihazi 120 Volt ve 480 Miliamperde 30 dk boyunca calistirilmugtir.
Elektroforez islemi bittikten hemen sonra agar jel etidyum bromid ¢ozeltisi
icerisinde 10dk boyunca bekletilmistir.

Daha sonra UV 1gin1 yardimu ile jel goriintiilemesi yapilmig ve fotografi ¢ekilmistir.

3.2.6. Jel Uzerinden Viroid Saflastirilmasi

Coklu bant olusturan 6rneklerden bir kismu jel tizerinden kesilererek Roche
Moleculer Biochemicals-High Pure PCR Product Prification Kit’i kullanilarak
saflastirma islemi gerceklestirilmistir. Bu iglem firmanin onerdigi basamaklara

gore yapilmustir.
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Sekil 3.2. Jelden piirifiye islemlerinin agamalar1 ’

3.2.7. Sekans analizi ve verilerin karsilastirilmasi

Jel goriintiilemesi sonucunda viroid etmeninin varhiginin kesinlestigi PCR
iirinleri aynit kosullarda PCR wuygulanarak 200ul hacminde c¢ogaltilmistir.
Cogaltilan o6rneklerin saflastirma ve niikleotid dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla
adana ilinde bulunan MOLGENTEK firmasina gonderilmistir.

Sekanslama islemi tamamlanan tiim Orneklerin baz dizilimleri “’Finch
TV’’ programi kullanilarak goriintiilenip, mevcut baz dizilimleri NCBI (National
Center for Biotechnology Information) veri tabaninda < BLAST’’ yontemiyle
kayitli ilgili organizmalar ile karsilagtirtlmistir.

Filogenetik analiz calismalarinda da DNA dizileri “MEGA X VERSION
10.0.2> (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) programi kullanilarak

“’Neighbour Joining’’ metodu ile siniflandirilmistir (Kumar ve ark., 2018).

3.2.8. Biyolojik indeksleme Cahsmalari
3.2.8.1. Biyolojik indekslemede kullanilacak bitkilerin yetistirilmesi
Biyolojik indeksleme g¢alismalarinda krizantem ve etrog citron ( Citrus

medica L. ) bitkileri kullanilmistir. CSVd ve CEVd etmenlerinin biyolojik
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indeksleme yontemi ile tamist saglikli krizantem ve etrog citron bitkileri
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Steril ortamda doku kiiltiiriinde yetistirilmis olan
krizantem fideleri viyollere 1:1:1 oranindaki toprak, torf ve ponza tasi karisimina
aktarilarak cogaltilmigtir. Etrog citron bitkileri tohumdan yetistirilerek elde
edilmistir. Bitkilerin gelisimi ve indeksleme calismalar1 Cukurova Universitesi

Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bo6liimii Turunggil Viriisleri Laboratuvar

Iklimlendirme odasinda gergeklestirilmistir.

Sekil 3.4. Doku kiiltiiriinden elde edilen saglikli krizantem fidelerinin dikim

agsamalari.
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' |

Sekil 3.5. Krizanteni ve etrog fidelerinin kiigiik sasﬂara sasirtma asamalari

3.2.8.2. Hastalik etmeninin bulasik oldugu TNA’larin secimi

Toplanan krizantem Orneklerinin yaprak, govde ve ciceklerinde CSVd,
HSVd ve CEVd etmenlerinin karakteristik olarak olusturdugu simptomlari
gosteren Dbitkilerin TNA ektraksiyonlar1 yapilmistir. Yapilan ekstraksiyon
sonrasinda pozitif bulunan bitkilerden 3’ser adet ornek biyolojik indeksleme

calismasina alinmustir.

3.2.8.3. Hastahgin Bitkilere inokulasyonu

Tohumdan yetistirilen etrog citron bitkileri ve doku kiiltiiriinden yetistirilip
cogaltilan krizantem indikator bitkilerine mekanik olarak goévde cizme (Stem
Slash) yontemi ile patojen bulastirilmast yapilmigtir.

Calismada 8 yaprakli hale gelen krizantem bitkilerinin alt kisimdaki 4
yaprak koparilarak steril siringa ucu ile gdvdeye cizikler olusturulmustur.
Olusturulan bu ¢izikler tizerine TKM buffer ile % oraninda sulandirilmis TNA

¢ozeltisi damlatilmistir. GGvdenin nemini korumasi i¢in parafinle sarilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Krizantem bitkilerinde viroid belirtilerine iliskin sera ve satis yeri
gozlemleri

Sera ziyaretlerinde Ozellikle krizantem viroidlerinin  olusturdugu
simptomlar aranmis ve bunun yaninda diger diger viroid etmenleri igin de
simptomolojik gbzlemler yapilmis ve 6rnekler toplanmastir.

Simptomolojik  arastirmalar sirasinda o6rnek toplanirken  yapilan
gozlemlerde ilk aranilan simptom CSVd ve CChMVd’nin olusturdugu bodurluk ve
yapraklardaki klorotik renklenmeler olmustur. Yapilan arastirmada ¢igek
yapisindaki gec gelismeler, petal yapraklardaki renk kirilmalari, normalden daha
kiiciik ¢igek yapilari, govde yapisinda bogum aralarinin kisalmasi dolayisiyla
bodur bir goriinim olusmasi, yaprak sararmasi ve yapraklarda klorotik
beneklenmelerinve besin elementi noksanliklarinin gézlenmis oldugu bitkilerden
ornekler toplanmistir

Cizelge 4.1. de gosterildigi gibi Adana ilinden 41 &rnek, Antalya ilinden 2
ornek ve Mersin ilinden 13 6rnek olmak iizere 56 adet hastalik belirtisi gosteren
krizantem bitkisi ¢aligmaya alimmustir. Toplanan 6rneklerde, bitkilerinde bodurluk
(Sekil 4.1.), yapraklarinda sararma ve beneklenme (Sekil 4.2.), ge¢ ciceklenme
(Sekil 4.1.), cicek yapisinda bozulma (Sekil 4.4.) ve petal yaprakta renk acgilmalari
(Sekil 4.3.) gibi simptomlar gézlemlenmistir.
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Cizelge 4.1. Akdeniz bolgesinde bulunan illerden toplanan bitki Orneklerinde
gozlemlenen hastalik simtomlar1 ve drnek sayilar (+ Belirti mevcut, -
Belirti mevcut degil)

Simptom Mersin-Tarsus | Adana Antalya-Varsak
Bitkide bodurluk + + +

Yapraklarda sararma + + +

Yapraklarda beneklenme + + -

Geg cigeklenme + + T

Cigek yapisinda bozulma + + -

Petal yaprakta renk | + + 3

agilmalari

Toplam Ornek Sayist 13 41 2

-

-

R b
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Sekil 4.1. Kese krizantem yetistiriciligi yapilan bir serada ¢iceklerde ge¢ agilma
ve bitki lerde bodurluk goriintiisii (Tarsus)
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Sekil 4.2. Krizantem yapraklarinda meydana gelen klorotik beneklenme
simptomlar1 (Adana)

Sekil 4.3. Saksilarda yetistirilen krizantemlerdeki ¢igek yapisindaki renk
kirilmalar ve gec ciceklenme (Adana)
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Sekil 4.4. Krizantem bitkisinden petal yaprak gelisimini tam tamamlamamis
cigeklerin simptomu (Adana)

Arazi c¢alismalarinda krizantem bitkilerinde gozlenen simptomlar
literatiirde hastalikla ilgili belirtilen simptomlara benzerdir. Krizantemlerde en
fazla gbzlenen simptom bodurluk simptomu olmustur. Bu simptom bolgedeki her
li¢ ilde gdzlenmistir. ikinci en yaygin simptom ise yapraklarda kloroz (sararma) ve
gec cigek agimi simptomlaridir. Petal yapraklarda renk acilmasi, yapraklarda
beneklenme ve ¢icek yapisindaki bozulmalar Adana ve Antalya illerinde daha
yaygin gdzlenen simptom olmustur.

Arastirmacilarin 2009 yilinda Slovenya’da krizantem bitkilerinde CSVd ile
ilgili yapmis olduklar1 ¢alisgmada bodurluk ve yapraklarinda sari beneklenme
belirtilerini gdzlemlediklerini bildirmislerdir (Mehle ve ark., 2010).

Kore’de, Chung ve ark. CSVd ile enfekteli farkli krizantem tiirlerinde
yapmis olduklar1 ¢alismada krizantem yapraklarinda, sararmalar, sar1 benekler,

damarlarda renk agilmalari, damar kivrilmasi ve burusmasi, ¢icek yapisinda
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bozulmalar, renk kirilmalar1 ve degisimleri, bitki boyu ve yapraklarinda kiiciilme
belirtilerini bildirmislerdir (Chung ve ark., 2005).

Japonya’da Shizuoka ve Hyoga eyaletlerinde alinan bodur sprey ¢esidi
krizantem bitkilerinde CSVd etmeni tespit edilmistir. Calismanin diger yarisinda
arastirmacilar bu izolat1 krizantem bitkilerine inokulasyonunu gerceklestirmislerdir
ve bu bitkilerde bodurluk simtomunu gozlemlediklerini bildirmislerdir (Doi ve
Kato, 2004).

Yukarida belirtilen calismalarda da goriildiigii gibi Krizantem viroidleri
acisindan bolgemizde gozlenen simptomlar ortak o6zellige sahip benzer
simptomlardir. Arastiricilarin belirttigi gibi krizantem viroidleri acisindan en
belirgin simptom bodurluk simptomudur. Bu simptomu ¢igek yapilarinda
bozulmalar, gec c¢igeklenme, cicek renklerinde degisim, yapraklarda kloroz ve
beneklenme simptomlari izlemektedir. Bazi arastiricilar herhangi bir makroskobik
simptom olusumu goézlenmeksizin de krizantem bitkilerinde viroidlerin var
olabilecegini ve latent formda bulunabilecegini yapmis olduklari arastirmalarda

belirtmislerdir (Matsushita ve ark., 2007; Hollings ve Stone, 1973).

4.2. Krizantem bitkilerinde Tespit edilen Viroidlerin Biyolojik Indeksleme
Calismalarina ait Bulgular ve Tartiyma

Caligmanin molekiiler kisminda jel iizerinde 2li ve 3li bant gelisimi
gosteren orneklerden toplam 3 tanesi biyolojik indeksleme ¢alismasina alinmustir.
Bu asamada her krizantem bitkisi ornegi icin 3’er adet olmak iizere doku
kiiltiirinden elde edilmis saglikli krizantem bitkileri biyolojik indeksleme
calismalarinda kullanilmistir. Biyolojik indeksleme calismalarinda patojenin
inokulasyonu mekanik olarak govde c¢izme yontemi ile bitki 6z suyu ile
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada da her izolat i¢in 3’er adet etrog citron bitkisi de
indikator olarak kullanilmustir.

Indikator bitkilerdeki simtomlar inokulasyondan yaklasik 6 hafta sonra

simptom gelisimi agisindan gdzlemlenmeye baslamistir. Indikator bitkilerinden
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krizantemlerde ilk belirtiler, bodurlasma, bogum aralarinda kisalma ve yaprak
boyutlarinda kiigiilmeler hafif klorozlar olarak gézlemlenmistir. ilerleyen dénem
icinde ¢icek yapisinda da farklilagmalar gézlenmis olup ¢igeklerin kiigiik kaldig1 ve

tam agilma gostermedigi gézlemlenmistir.

Cizelge 4.2. Indikator bitkilerde gozlemlenen belirtiler (B: Bodurlasma, BAK:
Bogum arasi kisalma, KY: Kiiglilmiis yaprak, YHK: Yapraklarda
hafif kloroz, KC: Kiiciik ¢igek yapisi, YK: Yapraklarda

kivirciklagma) _ _
GOZLEMLENEN BELIRTILER
[ZOLATLAR INDIKATOR BITKI |KY [B\BAK |YHK [|KC YK

KriAd-27 Krizantem + + + -
KriTa-4 Krizantem + -
KriAd-38 Krizantem T + T - -
Kontrol - Krizantem - - - - -
KriAd-27 Etrog citron - - - - +
KriTa-4 Etrog citron - - - - +
KriAd-38 Etrog citron - - - - +
Kontrol+(CEVd i¢in) | Etrog citron - - - - +
Kontrol - Etrog citron - - - - -

Cizelge 4.2 de goriildigi gibi indikator krizantem bitkilerinde sararma,
bodurlasma ve ¢icek yapisinda kii¢lilme gibi belirtiler gézlemlenmistir. Mekanik
olarak patojenin bulastirildigi krizantem bitkisinin yapraklarinda olusan renk
acilmasi bodurluk, kiigiik c¢icek yapist ve sararma belirtileri gézlemlenilmistir

(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Krizantem bitkilerinin yapraklarinda meydana gelen renk agilmalar ve
sararma belirtileri

{ Pl o kY ‘\ ‘3!.
Sekil 4.6. Etrog bitkilerinde CEVd etmeninin neden oldugu yaprak epinasti
belirtileri.

39



4. BULGULAR VE TARTISMA Giilbahar ARIKAN

Niblett ve ark,(1980) yiiriitmiis olduklar1 g¢alismada CSVd etmeninin
inokulasyonunun gerceklestirildigi bitkilerde bodurluk, yapraklarda klorotik lekeler
olustugunu bildirmiglerdir. CEVd etmeninin inokulasyonunun yapilmis oldugu
bitkilerde ise bodurluk, yapraklarda biikiilme gibi belirtileri gozlemlediklerini
bildirmislerdir.

CEVd ve HSVd’leri i¢in yapilan calismada etrog bitkilerinde yapraklarda
kivirciklagsma, u¢ kisimlarinda arkaya dogru biikiime ve yaprak damarlarda ve
uglarinda hafif nekrozlar seklinde belirtiler gozlemlenmistir ( Sekil 4.6 ). Duran-
Vila ve ark. (1988) yapmis olduklar1 ¢alismada etrog bitkilerinin bu iki etmene
kars1 hassasiyet gosterdiklerini ve krizantem bitkilerinde de CEVd’in bodurluk
belirtisi  gelistirdigini, HSVd’nin ise ¢ok hafif belirtiler olusturdugunu
bildirmislerdir.

Krizantemlerde bulunan viroidlerin arastirildigi bu ¢alismada da yukaridaki
arastiricilarla benzer sonuglar elde edilmistir. Krizantem indikator bitkilerinde
gozlenen simptomlar dogada krizantem bitkilerinde gozlenen simptomlarla
benzerdir. indikatdr bitkiler iizerinde de bodurluk, bogum aralarinda kisalma,
kloroz, yapraklarda beneklenme ve ¢igek olusturan bitkilerde cicek yapisinda
bozulma gibi simptomlar gelistirmistir (Sekil 4.7). Krizantem bitkilerinde bodurluk
ve hafif kloroz disinda herhangi bir belirti olusturmayan CEVd ve HSVd viroidleri
yapilan biyolojik indeksleme c¢aligmasinda krizantem indikator bitkilerinde
bodurluk ve yapraklarda kiigiilme simptomu diginda farkli bir simptom
gelistirmemistir. Elde edilen bulgular daha once arastiricilar tarafindan yapilan
caligmalarla uygunluk géstermektedir ( Hollings ve Stone, 1973; Niblett ve ark.,
1980; Onelge, 1994; Matsushita ve Penmetcha, 2009 ).

40



4. BULGULAR VE TARTISMA Giilbahar ARIKAN

4.3. Molekiiler Cahsmalar ile ilgili Bulgular ve Tartisma

4.3.1. Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Tepkimesi (RT-PCR)
Calismalan ile ilgili Bulgular ve Tartisma

4.3.1.1. CSVd ve CChMVd ile ilgili Bulgular Ve Tartisma

Calisgmanin  konusunu olusturan CSVd’nin bodlgemizdeki krizantem
bitkilerinde varligin1 ve yogunlugunu arastirmak amaciyla yiiriitiilen bu ¢alismada
toplam 56 adet izolat RT-PCR ile incelenmistir. Calismanin ilk asamasinda CSVd-
1H5 ve CSVd-1R primer ¢ifti kullanilmistir. Yapilan analiz sonucunda jel {izerinde
orneklerde 2’lii ve 3’li bantlar elde edilmistir. Incelenen 56 adet &rnegin 15
tanesinde ¢oklu bant elde edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda incelenen 9 adet
Ornegin tamami 3’li bant, 6 6rnek ise 2’li bant olusturmustur (Sekil 4.7). Daha
sonra pospillR ve pospil2F evrensel primerleri devreye sokulmus ancak bu iki
primer ¢ifti kullanildiginda herhangi bir bant olusumuna rastlanilmamustir.

Bu asamada Roche Moleculer Biochemicals-High Pure PCR Pruduct
Prification Kit’i kullanilarak ¢oklu bantlardan 2 tanesi (KriTa-4, KriAd-38)
cogaltilarak jel iizerinden kesim islemi gergeklestirilmis ve bantlar birbirinden
ayrilarak saflagtirilmistir (Sekil 3.2). Saflastirilan bu iki 6rnege CSVd igin nested-
PCR uygulanmig, CEVd ve HSVd igin primerler belirlenerek o6rnekler RT-PCR
calismasina alinmustir.

CSVd’ni belirlemek igin primer g¢iftleri CSVd1R-CSVd1F ve CSVd2R-
CSVd2F devreye sokularak nested-PCR ¢aligmasina gidilmistir. Yapilan ilk agsama
RT-PCR iiriinlerinin jel iizerinde 253 bg¢ seviyesinde CSVd’ye ait bantlar elde
edilmistir (Sekil 4.8). Nested-PCR’in 2. PCR agamasinda ise sadece bir Ornekte
bant gorlilmiistiir. Diger 6rneklerde herhangi bir bant gozlemlenmemistir. CSVd
icin toplam 2 adet izolattan pozitif sonu¢ alinmistir. Bu say1 etmen agisindan
oldukca diisiikk bir rakam olarak ortaya c¢cikmustir. Sonu¢ olarak bu caligmada
incelenen krizantem bitkilerinin CSVd acisindan olduk¢a diisiik bir bulasiklik

oranina sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

CSVd-1H5-1R primerlerinin kullanildigr %1.5 Agar jel goriintisii.1, 3
ve 7 numarali 6rnekler 3’li viroid bant, 2, 4 ve 6 numarali 6rnekler ise
2’1i viroid bant1 olusturmustur. M Marker.100 bg. (siras1 ile ornekler
1:KriAd-5, 2:KriTa-4, 3:KriAd-38, 4:KriTa-11, 5:KriAd-24, 6:KriAd-
12, 7:KriAd-27, -K:- kontrol)

Nested-PCR ¢aligmalarinin ilk asamasinda CSVd etmenini taniyan
CSVAIF ve CSVdIR primerlerinin kullanilarak pozitif olarak
belirlenen Grneklerin agar jelde 253 bg¢ uzunlugundaki goriintiisii. 1;
KriAd-5, 2;KriAn-1, 3;KriAd-27 ve 4;KriAd-38, 5;KriTa-5 M;markor
(50bg).
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Sekil 4.9. Nested-PCR c¢aligmalarinin ikinci agsamasinda CSVd etmenini taniyan
CSVA2F ve CSVd2R primerlerinin kullanilarak pozitif olarak
belirlenen 6rnegin agar jelde 221 b¢ uzunlugundaki goriintiisii. 6°da
KriAd-27 oOrnegine ait bant goériilmektedir. 50 bg¢’lik markor
kullanilmigtir

Calisgmanin ilerleyen doneminde diisiik konsantrasyonlardaki viroid
RNA’sin1 arttirmak ve CSVd etmenini tanilamak i¢in nested PCR tercih edilmistir.
1. PCR agamalarinda CSVd F ve CSVd R primerleri kullanilmistir. PCR {irtinleri
%2 lik agar jelde yiiriitilmiis ve agar jel lizerinde KriAda-38 ve KriAd-27
orneklerinde 253 bg¢ uzunlugunda bantlar gézlemlenmistir (Sekil 4.8) Caligmanin 2.
asamasinda yapilan PCR c¢alismasinda ise CSVd 2F ve CSVd 2R primerleri
kullanilmigtir. Calisma sonucunda KriAd-27 6rneginde CSVd etmeninin 221 bg
uzunlugundaki bant goriintiisii agar jel lizerinde elde edilmistir (Sekil4.9). Elde
edilen bu {irlin sekans caligmasina gonderilmek amaciyla aymi kosullarda tekrar
cogaltilmistir. Cogaltma sonunda liriinler tekrardan agar jele yiikklenmis ve etidyum
bromidile boyanmistir. UV transmilatér altinda bakilan jelde 221 bg¢ uzunlugunda

band goriintiileri gdzlemlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. CSVd’nin nested-PCR iiriiniiniin ¢ogaltilmasi

Diinya’da CSVd’nin yayginlik durumuna baktigimizda etmen ilk kez viriis
olarak ABD’de 1945 yilinda bildirilmistir (Dimock, 1947). Daha sonra Kanada ‘da
1950 yilinda bildirilerek buradan diinyanin her tarafina dagildigi belirtilmistir
(Lawson, 1987). Etmen tiim Avrupa iilkelerinde karantina etmeni olmasi nedeniyle
bu iilkelerde yayginlig1 konusunda fazla bilgi olmamakla birlikte etmenin Italya’da
simptom gostermeyen krizantem bitkilerinde bulundugu buna ek olarak
Argyranthemum frutescens bitkilerinde de simptom olusturdugu bildirilmistir
(Torchetti et al, 2012).

Etmenin molekiiler olarak tanis1 Monsion ve arkadaslar1 (1980) tarafindan
PAGE yontemiyle saptanmig daha sonra RT-PCR yontemiyle Kusunoki ve
arkadaglar1 (1993) tarafindan etmenin Pospiviroidae familyasi iginde yer aldigini
ve yapisi ortaya koymuslardir.

Misir’da CSVd’nin varligina ait bulgulara baktigimizda El-Dougdoug ve
ark. (2012) Pospiviroidae familyasinin 199 baz uzunlugundaki korunmus
bolgelerini tanimlayan primerleri kullanarak krizantem bitkilerinde CSVd etmenini
izole etmis ve tanilamiglardir.

Etmen Hindistan’da %28,3 (Adkar-Purushothama ve ark., 2017) ve
Brezilya’da %58 (Gobatto ve ark., 2014) oranlarinda olduk¢a yaygin bir sekilde

bulunmaktadir. Cinli arastirmacilarin yapmis oldugu calismada ise etmenin yine
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Avrupa iilkelerinde oldugu gibi ¢cok yaygin bulunmadigi CSVd’nin %2,9 oraninda
bulundugu bildirilmistir (Zhao ve ark., 2015).

Ulkemizde krizantem bitkilerinde CSVd etmenini ilk kez Bostan ve ark.
(2004) bildirmislerdir. Yapilan ¢alismada Pospiviroidae familyasi tiyelerinin
korunmus bdlgelerinin tanilanmasinda kullanilan primer ¢ifti kullanilmis ve 154
krizantem bitkisinin 2 sinde CSVd etmenin agar jel iizerindeki 199 baz
uzunlugundaki bant goriintiislinii tespit etmislerdir (Bostan ve ark., 2010). Bu
calismada da benzer sekilde CSVd’nin bulunma oranimi olduk¢a diisiik oranda
bulunmugstur. Etmen iilkemizde yaygin olarak bulunmadig1 bu calisma ile de ortaya
konmustur.

Krizantem bitkilerinde bulunan ve iilkemizde karantina etmeni olarak
EPPO’nun A2 listesinde yer alan CChMVd etmenini arastirdigimiz caligmada
CChMVd-2R ve CChMVd-2F primerleri kullanilmistir. RT-PCR ¢aligmalarinin
sonucunda incelenen tiim izolatlarda agar jelde herhangi bir bant olusumu

gozlenmemistir (Sekil 4.10.).

Sekil 4.11. CChMVd’nin negatif ¢ikan jel fotografi(M: 50 bg¢’lik Markr, 1:
Negatif kontrol)
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CChMVd’nin varlig1 Danimarka, Fransa, Hindistan, Kore, Cin, Japonya ve
Hollanda gibi dnemli krizantem iireticisi olan iilkelerde bildirilmistir (Singh ve
ark., 1978; Paludan, 1980; Monsion ve ark., 1980; Yamamoto ve Sano, 2006;
Chung v ark., 2006; Zhang ve ark., 2011). Etmenin simptomlarina baktigimizda
yapraklarda renk agilmalari, klorotik beneklenme belirtilerini gelistirdigi
bildirilmektedir (Dimock ve ark., 1971; Navarro ve Flores, 1997). Toplanan 56
izolattan 20 tanesi yaprak klorotik lekeleri sergileyen izolatlardir. Ancak toplanan
bu izolatlardan yapilan RT-PCR sonucunda agar jel {izerinde hastalik etmenine ait
herhangi bir bant gelisimi gdzlenmemistir (Sekil.4.11). Calismada molekiiler bazda
herhangi bir bulguya rastlanilmamasi bu etmenin toplanan Orneklerde var
olmadigini ortaya koymaktadir. Ancak simptomolojik acidan benzer simptomlarin
besin elementi noksanlifindan veya krizantemde bulunabilecek diger viral
hastaliklarin neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim krizantemde bulunan
Tomato spotted wild viriis etmeninin yapraklarda klorotik beneklenmelere neden
olabilecek ortak simptomlar oldugu belirtilmektedir (Dal Bo ve ark., 1995).

4.3.1.1.(1). CSVd’nin Kkrizantem tohumlarinda varhg ile ilgili bulgular ve
tartisma

Ticari olarak satilan krizantem tohumlarinin CSVd etmenini agisindan
testlenmek amaciyla RT-PCR yontemi kullanilan bu ¢aligmada 10 farkli markaya
ait olan krizantem tohum oOrneklerinin TNA ekstraksiyonlar1 yapildiktan sonra
random primer ile cDNA sentezleri yapilmistir. RT-PCR ¢alismalarinda CSVd
etmenini taniyabilen CSVd-2H1 ve CSVd-1R primer ¢ifti kullanilmistir. Ancak
agar jelde yapilan yiiriitme sonucunda CSVd’ye ait herhangi bir band olusunu
gbzlenmemistir. Bu nedenle tiim tohum oOrneklerinin bu etmen acisindan negatif
oldugu ve tohumlarin temiz oldugu diisiiniilmektedir.

Diger iilkelerde yapilan CSVd’nin tohumla tasinma c¢aligmalarina
baktigimizda Monsion ve ark. (1973) Fransa’da % 11 oraninda tasindigini

bildirirken Ingiltere’de Hollings ve Stone (1973) tohumla herhangi bir tasinma
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olmadigin belirtmiglerdir. Tohumla taginim konusunda yapilmis fazla bir ¢aligma
olmamakla birlikte yiiriitilen bu c¢aligmada tohumlarda herhangi bir bulagiklik
saptanmamugtir. Aragtiricilar etmenin yayginligi konusunda mekanik bulagmayi
daha o6n planda tutmakta ve esas yayilim krizantem bitkilerinin kesim islemleri
sirasinda gergeklestigini belirtmektedirler (Bouven ve van Zaayen, 2003).

Son yillarda yapilan bir calismada ise Chung ve Pak, (2008) Kore’de mayis
aylarinda melezleme c¢aligmalart yapilirken enfekteli baba ile olusturulan
tohumlarin %6,7 oraninda enfekteli oldugunu bildirmislerdir. Ana bitkilerinin
caprazlamasi sirasinda tohumla tasinim oranmnin %46, 9 ile %75.7 arasinda
degistigini, her iki ebeveynin enfekteli oldugunda tohumlarin taginim oraninin ise
%94.,4 ve %96 arasinda oldugunu bildirilmistirler. Bu ¢alismayla arastiricilar daha
once yapilanlarin aksine CSVd’nin tohumla yiiksek oranlarla taginabilecegini rapor

etmislerdir.

4.3.1.2. CEVd ve HSVd Ile igili Bulgular Ve Tartisma

Incelenen 56 adet krizantem &rneginde CSVd etmenini tanilamasi
yapilirken jelde olusan coklu bantlar sebebi ile ¢alismaya HSVd ve CEVd
etmenlerine ait primerlerde dahil edilmistir. Yapilan RT-PCR sonucunda %1,5’luk
agar jelde bu iki etmene ait bant olusumlar1 tespit edilmistir.

Krizantem bitkilerinde bulunan CEVd’ni  arastirmak  igin
CEVd-1F (GTGCTCACCT-GACCCTGCAGG) ile CEVd-2R
(ACCACAGGAACCTCAAGAAAG) primer ¢ifti kullanilmistir. Bu primerler
Onelge (1997) tarafindan turunggil bitkilerinde kullanilan ve CEVd’i tanilamada
farkli bitki guruplarinda kullanilabilen genel bir primer ¢iftidir. Yiiriitilen RT-PCR
caligmalarinda incelenen 15 adetten, ¢oklu bant olusturan 5 izolat 371 bg
seviyesinde bant olusturarak CEVd ile bulasik oldugu belirlenmistir. Sekil 4.12°de
agaroz jelde 371 bc¢ uzunlugundaki bant olusumlar1 goriilmektedir. CEVd
etmeninin tespit edildigi KriAd-5, KriAd-27, KriAd-38, KriTa-4, KriTa-9

izolatlaridir.
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Sekil 4.12. CEVd1F ve CEVd2R primerlerinin kullanildigt PCR ¢aligmasi.
Ornekler Sirasi ile 1;negatif kontrol 2; pozitif kontrol, 3;KriAd-5,
4:KriAd-27, 5;KriAd-38, 6;KriTa-4 ve 7;KriTa-9 izolatlarmna ait 371
b¢ uzunlugundaki bandlarin goriintiileri

Arastirmacilar CEVd mekanik olarak bitki 6zsuyu, bulasik asi1 bicagi,
makas ve budama aletleri ile yaygin olarak tasinmakta oldugunu bildirmiglerdir
(Garnsey ve Jones, 1967). CEVd etmeninin neden oldugu hastalik ilk kez 1948
yilinda ii¢ yaprakli turunggil anacinda kabuk kavlamalar1 seklinde bildirilmistir
(Fawcett ve Klotz, 1948). Bu hastaligin daha sonra as1 materyali ile tasindig1 ve
Avusturalya’da (Benton ve ark., 1949) {ligyaprakli bitkilerde ‘kabuk kavlamasina’
neden olan etmenle Brezilya’da (Moreira, 1965) Rangpur limelarinda bulunan
etmenin ayni oldugu bildirilmistir. CEVd’in mekanik olarak kolayca taginmasi
turunggil yetistiriciligi yapilan tim tlkelerdeki tanilama g¢aligmalari sonucunda
diinyada turunggil yetistiriciligi yapilan iilkelerin hepsinde tespit edilmistir (Duran-
Vila ve Semancik, 2003).

CEVd’nin turunggiller disinda belirti olusturmadan dogal enfekteli olarak
tespit edilmis konukgulari bildirilmistir. Bunlar Verbena sp., Petunia, Solanum
jasminoides, domates, Brassica napus, Dacus corata, patlican, bakla ve asma

bitkileri olarak bildirilmistir (Fagoaga ve Duranvila, 1996; Mishra ve ark., 1991;
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Flores ve ark., 1985; Singh ve ark., 2006; Verhoeven ve ark, 2008a,b; Brunschot ve
ark, 2014).

Duran-Vila ve Semancik (2003) isimli arastirmacilar tarafindan CEVd
etmeninin 371 b¢ uzunluguna sahip oldugu fakat farkli varyantlari icerdigi ve
polimorfizm potansiyelinin olduke¢a yiiksek oldugu bildirilmistir.

Ulkemizde CEVd etmeni ile yapilan molekiiler calismalar1 inceledigimizde
turunggil bitkilerinden elde edilen izolatlarin 371 bg¢ uzunlugunda oldugu
bildirilirken (Onelge, 1997), baglardan elde edilen CEVd-g varyantinin 369 bg
uzunlugunda oldugu ortaya koyulmustur (Gazel ve Onelge, 2002).

Bu calismada krizantem bitkilerinde CEVd’nin arastirildigr ilk calisma
olup incelenen 15 bitki 6rneginin 5 tanesinde goriilmesi bu viroidin bu bitki
gurubunda da yaygin bulundugunu ortaya koymaktadir. Bunun nedenlerinden en
O6nemlisinin etmenin mekanik olarak taginabilmesi ve iilkemizde bu bitki grubunun
yetistirilmesinde makas ve bicak gibi budama aletlerinin sterilizasyonunda yeterli
O0zen gosterilmemesi olabilecegi disiiniilmektedir. Zira {iilkemizde turuncgil
yetistiriciliginde de en yaygin bulunan etmenlerden bir tanesi CEVd’dir (Onelge,
1994).

Coklu bantlarin arastirillmasi1 amaciyla ele aldigimiz ikinci viroid
HSVd’dir. HSVd ilk kez serbetgi otu bitkilerinde varligi bildirilmis (Sasaki ve
Shikata, 1977) olup Citrus, Rosaceae, Moraceae ve Vitis bitki gruplarinda varlig
belirtilmistir (Sano ve ark., 1989). Etmenin, serbetgi otunda ciicelik hastaligi,
turunggillerde gozeneklesme hastaligi, sert ¢ekirdekli bitki gurubunda beneklenme
hastaligina ve hiyar bitkilerinde Cucumber pale fruit hastaligim1 olusturmaktadir
(Ohno ve ark., 1983; Yamamoto ve ark., 1973). Bir ¢ok bitki grubunda yaygin
olarak bulundugu bildirilen etmen badem, kiraz, elma, armut, incir, dut, antep
fistig1 ve nar gibi bitki tiirlerinde simptom olusturmadan bulundugu bildirilmistir
(Kaponi ve ark., 2012; Astruc ve ark., 1996; Sano ve ark., 1989).

Bu c¢alismada 6rnek olarak alinan krizantem bitkilerinde spesifik bir

simptom olusumu goézlenmemekle birlikte orneklerin HSVd etmeni agisindan
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tanilamak i¢in Reanwarakorn ve Semancik (1998) adl1 arastirmacilarin gelistirdigi
CVd.Illc ve CVd.Ilh primer ¢ifti kullanilmigtir. RT-PCR igleminden sonra olusan
iriinler agar jelde yiiriitiilerek ethidyum bromid ile boyanmis ve UV 1s18inda 299-
302 b¢ uzunlugunda baz dizilimi gozlenmistir (Sekil 4.13). Bu calisma ile

iilkemizde krizantem bitkilerinde ilk kez HSVd etmeninin tanilanmasi yapilmisgtir.

|
Sekil 4.13.  Krizantemlerde HSVd’nin  %1.5’luk agar jel tlizerinde olusturdugu

bant goértinimleri M Markér, 2,3,4 KriAd-38 ve 5,6,7 KriTa-4
izolatlari.

4.3.2. Niikleotid Dizilimi ve Filogenetik Analizler le Ilgili Bulgular ve
Tartisma

PCR islemi sonucunda pozitif olarak belirlenen Orneklerden aym
kosullarda PCR islemi uygulanarak, 200 pl hacminde cogaltilmis ve niikleotid
dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla Adana Ilinde bulunan Molgentek firmasina
gonderilmigtir. Bu firmadan alinan niikleotid dizilimleri FASTA formatinda

asagida verilmektedir.
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>KriAd-27 CSVd MWO013136
CGGGACTTACTTGTGGTTCCTGTGGTGCACTCCTGACCCTGCTGCTTTG
AAGAAAAAGAAATGAGGCGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAA
ACCTGGAGGAAGTCCGACGAGATCGCGGCTGGAGCTTAGGACCCCACT
CCTGCGAGACAGGAGTAATCCTAAACAGGGTTTTCACCCTTCCTTTAGT
TTCCTTCCTCTCCTGGAGAGGTCTTCTGCCCTAGCCCGGTCTTCGAAGGT
CCTTTGGCTACTACCCGGTGGAAACAACTGAAGCTTCAACGCCTTTTTT
TCCAATCTTCTTTAGGACCGGGCTAGGGAGTAAGCCCGTGGAACCTTT
GTTTGTTCCCT

> KriTa-4 CEVd MW013137
TGCCTCGGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGATACAGGAGC
TCGACTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAGGCC
TGCGCGCCCCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATAC
AACTGAAGCTTCAACCCCGTACCGCTTTTCTTGATTCTCAGCTGCTCTCC
GGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTAGAGTGGGTCCCTCGGGATC
TTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGTAAAAGA
AAAAAGAGGCGGGGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGAAA

> KriAd-38 CEVd MWO013138
GCAGGAACTTGCTGATATCCGATCGGACTACTCTAGGGCCCCAAGGGG
TTTGCCCCCCTCCCGGAAATTCCTCGAGGTTTCCAAAAAGCGGTACGGG
GTTGAAGCTTCAGTTGTATCCACCGGGTAGTAGCCAGAGAGAAGCTCC
GGGCGAGGGGCGCGCAGGCCTCAGCGACGATCGGATGTGGAGCCAGC
AGCGAAAGGAAGGAGTCGAGCTCCTGTTTCTCCGCTGGACGCCAGTGA
TCCGCGGCGACCGAGGCGCAGTGCTCCCCCCGACCTCGACTTCCTCCAG
GTTTCCCAAAC
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HSVd >KriAd-38 MW013139
AAACCGGAGCGTGGAAAGAGGGCCGCGGTGCTCTGGAGTAGAGGCTCT
GCCTTGCGAATACAGATCGATGGTCACTTCTTCTTTACCTTCTTCTGGCT
CATCCGATGAGACGCGACCGGTGGCATCACCTCTCGGTTCGTCCCAACC
TGCTTTTTGTCTATCTGAGCCTCTACCGCGGATCCCGAGTCGGGACCCT
CTCTTGAGCCCCTCTGGGGAATTCTCGAGTTGCCGCATCAGGCTTGCAA
AGAAAAAACAAGGACGGGAGGTACGTTAACCTGAGAAAAGAGCACGC
CGGGGCAAA

HSVd- >KriTa-4 MW013140
CTGTGCTTGCCCTATGCGGCATCTCTGTGAATTCCCCAGAGGGGCTCAC
CAGAGGGTCCTGACTCTGTTCCCCCGGGCGAGCTCTACTCCAGAACACC
GCGGCCCTCTCTCCACCCCTCTCGCTGGATTCTGAAAAGAGTTGCCCCG
GGCGG

Elde edilen baz dizilimleri NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veritabani kullanilarak bu bankada kayith organizmalar ile
karsilastirilmigtir.  Filogenetik analiz c¢aligmasinda ise DNA dizileri Mega X
(Molecular  Evolutionary = Genetics ~ Analysis)  programi  kullanilarak
gerceklestirilmis ve “’Likelihood Tree >’ metodu ile siniflandirtlmistir

Genom dizileri belirlenen KriAd-27 izolatinin uzunlugu 244 nt olarak elde
edilmistir. Elde edilen bu izolatin BLAST analizi sonucunda CSVd’i NCBI gen
bankasinda kayithh olan viroidlerle %96-%98 oraninda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 4.14). NCBI gen bankasi kayitlarinda yer alan Hindistan
izolati Adana ilinden toplanan Krizantem izolati ile %99.4 benzerlik gosterirken

Avusturya izolati ile %98, Cin izolat1 ile %98 oraninda benzerlik gdstermistir.
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Sequences producing significant alignments Download Manage columns > Show e
selectall 100sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results
Descrpton S| Seae | Gover | vatue | | 2555500
Chrysanthemum stunt vireid, complete sequence, isolate 10/0160/V1 643 643 100% 2e-180 99.44% HG7390380.1
Chrysanthemum stunt vireid, complete genome 632 632 100% 4e-177 98.87% DQ406591.1
Chrysanthemum stunt viroid R RNA genome (CSVd R) 627 627 100% 2e-175 98.59% X16408.1
Chrysanthemum stunt vireid VC5-1 genomic RNA, complete genome 621 621 100% B8e-174 98.31% LC523683.1
Chrysanthemum stunt vircid isolate RCS-1, complete sequence 621 621 100% 8e-174 98.31% MN1032261
Chrysanthemum stunt vireid Kochi1 genomic RNA, complete sequence 621 621 100% B8e-174 98.31% LC4335632.1
Chrysanthemum stunt vireid isolate 2222-BR, complete sequence 621 621 100% B8e-174 98.31% MF359652.1
Chrysanthemum stunt vireid isolate ©522-1, complete gencme 621 621 100% Be-174 98.31% MN718674.1
Chrysanthemum stunt vireid isolate C521-1, complete genome 621 621 100% 8e-174 98.31% MN718673.1
Chrysanthemum stunt viroid isolate C320, complete genome 621 621 100% Be-174 98.31% MNT18672.1

hrysanthemum stunt vireid isolate CS18-1, complete genome 621 621  100% B8e-174 9531 Lih742¢
hrysanthemum stunt viroid isolate CS17-1, complete genome 621 621 100% B8e-174 95| EIFeedback .
Sekil 4.14. KriAd-27 izolatinin BLAST analizi sonucu NCBI gen bankasindaki
diger CSVd izolatlartyla karsilastirilmasi.

CSVd nin Tiirkiye’den bildirilen ve NCBI gen bankasinda kayith bir
izolati bulunmamaktadir. Krizantemin ana vataninin Uzakdogu Asya oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle viroidin Hindistan izolatiyla benzer olmasi etmenin
yayilimiyla benzer bir sonu¢ olarak goriilmektedir. Ayrica Avusturya izolati ile
Hindistan izolati birbirleriyle %98 oraninda benzer oldugu BLAST analizinde
ortaya konmaktadir. Bu nedenle CSVd’nin bitki ile birlikte Dogu Asya’dan
yayildig1 diisiiniilmektedir.

Mega X programi kullanilarak Sekil 4.15’de olusturulan filogenetik agacta
bu ¢aligmada elde ettigimiz Adana izolatinin KriAd-27 Hindistan (KP262537) ve
Avusturya (JF414238) izolatlartyla benzer oldugunu Cin izolatinin (FJ031232 ) ise
bunlara yakin alt bir kiimede yer aldigini1 goriilmektedir (Sekil 4.15).
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JF414238 CSVd-Avusturya

X16407.C5Vd-Chrysanthemum morifolium

CSVd-Turkiye KriAd-27

KP262537.1 CSVd -Hindistan

FJ031232.1 CSVd-Cin

—_

2
Sekil 4.15.Adana ilinden elde edilen KriAd-27 izolatinin soy agaci.

CEVd inceledigimizde c¢alismanin RT-PCR sonucu pozitif bulunan 5
izolattan 2 tanesi sekansa gonderilmis ve yukarida belirtilen sekans sonuglari elde
edilmistir. Bu izolatlardan KriAd-38 BLAST analizi sonucunda NCBI verilerinde
yer alan CEVd izolatlar1 ile % 93-%99 arasinda benzerlik gostermistir. Diger bir
izolat olan ve Tarsus il¢esinden alinan KriTa-4 izolati NCBI gen bankasinda kayitl
verilerle blast analizi sonucunda farkli izolatlarla %94-99 benzer sonug
olusturmustur (Sekil 4.16). NCBI verilerinde krizantemden elde edilmis CEVd
izolat verisi sadece 1 tane bulunmustur. Bu nedenle gen bankasinda bulunan farkl
bitki gruplarindan alinan CEVd sekanslariyla aga¢ olusturulmustur. Her iki izolat
da NCBI da kayith turuncgil ve bag izolatlartyla %96-98 oraninda benzerlik
olusturmustur. KriTa-4 ve KriAd-38 izolatlar1 alinarak NCBI’da kayithh CEVd’i
izolatlartyla olusturulan filogenetik agac¢ Sekil 4.17°de gosterilmektedir. Caligmada

niikleotid dizilimi belirlenen izolatlar farkli iki kiimede yer almustir.
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Jistance tree of results MSAviewer @ =

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Downlead ™ Manage columns ~  Show 12}

selectall 100sequences selecied GenBank Graphics Distance tree of results
o i e

Citrus exocortis viroid isolate PTZ57R/T, complete genome 595 595 97% 5e-166 99.39%

Citrus exocortis viroid isolate Ebi 5, partial genome 592 592 97% Ge-165 99.09%

Citrus exocortis viroid clone CEVd-1, complete sequence 579 579  99% Se-161 97.92%

Citrus exocortis viroid isolate 2CEV-CEV, partial genome 569 B69 95% 3e-158 98.46% MK911711.1

Citrus exocortis viroid isolate Hn-G1,_complate genome 536 536 99% 3e-145 95.58% GUSI24441

Citrus exocortis viroid isolate Severe clone 1, complete genome 534 534 99% 1e-147 9556% EU3822021

Citrus exocartis viroid isolate CEVd-ZGS-ZK China, complete gencme 534 534 99% 1e-147 95.55% DQ431996.1

Citrus exocortis viroid isolate CEVd-Italy-BL China, lete genome £25 525 99% Ge-145 94.97% DQ4319941

Citrus exocortis viroid isolate L81, complete genome 520 520 99% 3e-143 9472% MT917193.1

Citrus exocortis viroid isolate 159-1, complete genome 518 516 99% 1e-142 94.69% KF973205.1

Synthetic construct CVd-multiprobe sequence 518 536 99% 1e-142 9930% Do8000
ﬁhfus exocortis viroid strain R160510-19, complete genome 516 516 94% de-142 95 o
Sekil 4.16. KriTa-4 ve KriAd-38 CEVd izolatlarinin BLAST analizi sonucu NCBI
gen bankasindaki diger CEVd izolatlariyla karsilastiriimasi.

K00965.1 CEVd-Krizantem Avustralya
DQ444474.1 CEVd-Bag

EF488051.1 CEVd-Bakla Ispanya

'— EU564170.1 CEVd-Lime Brezilya

- DQ400342.1 CEVd-Mandarin ltalya

- HF954918.1 CEVd-Turunc Kibris

KYE46193-CEVd-Portakal Iran

KriAd-38 CEVd-Adana

KriTa-4-CEVd-Tarsus

—_—
010

Sekil 4.17.KriAd-38 ve KriTa-4 CEVd izolatlari ile olusturulan soy agact
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Sekil 4.17°de goriildiigii gibi KriAda-38 izolati Avustralya’dan bildirilen
Krizantem izolatinin da i¢inde bulundugu grupta yer almistir. Bu grupta NCBI gen
bankasinda kayitli turunggil, bag ve bakla izolatlar1 bulunmaktadir. KriTa-4 izolati
ise ayr1 bir kiimede yer almakla birlikte KriAd-38 ve KriTa-4 arasinda %98 bir
benzerlik goriilmektedir.

Calismada Krizantem bitkilerinden elde edilen HSVd izolatlan
MOLGENTEK firmasina sekans analizine gonderilmistir. Elde edilen sekans
sonuclar1 yukarida fasta formatinda verilmistir. Sekansi elde edilen 2 izolattan
KriAd-38 izolati 301 bg. olustururken KriTa-4 izolati 153 bg¢ uzunlugundadir.
KriAd-38 izolatt NCBI gen bankasi verileriyle karsilastirildiginda %84.67 ile %
94.86 oraninda farkl1 bitki guruplariyla ( turunggil, bag, incir, fistik ) benzer oldugu
goriilmiisgtiir. Diger bir izolat olan KriTa-4 izolat1 ise 153 bg olarak elde edilmis ve
NCBI gen bankasina kayitli iki izolat ile %95 oraninda turunggil ve %98 oraninda

bag izolatlar1 ile benzerlik gostermistir (Sekil 4.18).

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~  Manage Columns * Show 2]
selectall 2sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results
Max Total Query E Per
Descripti Acc
. Score Score Cover value | ldent o
Hop stunt viroid isolate 7009_HSVd_PN. complete genome 121 121 44% 1e-23 9853% KFO073261
Hop stunt viroid isolate Xi-MT-Ver, complete genome M 11 46%  Be-21 9571% KYS06370.1

Sekil 4.18. HSVd izolatimn BLAST analizi sonucu NCBI gen bankasindaki
diger HSVd izolatlartyla karsilastirilmast.

Krizantemden elde edilen her iki izolat ve NCBI gen bankasindan benzer
izolatlar ile MEGA X programinda olusturulan (Sekil 4.19) filogenetik agag
incelendiginde Krizantem bitkisinden elde edilen her iki izolatin diger bitki

guruplarindan elde edilen izolatlardan farkli kiimede yer aldig1 goriilmiistiir.
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FJ716203.1 HpSVD Turuncgil Cin

KF060659.1 Hp3SVd Turuncgil ltalya

HpSVd Fistik Turkiye

EU365357.1 HpSVd Serbetci otu cin

MK804770.1 HpSVd Bag Brezilya

‘{ KC584021.1 HpSVd Erik Kore

KC584021.1 HpSVd Portakal Cukurova

’ MF576428 1HpSVd Bag
AB039266.1 Hp3SVd Serbetci otu Japonyat

KriTa-4 HpSvd

KriAd-38 HpSvd

—_
0.50

Sekil 4.19.Krizantem bitkisinden elde edilen KriTa-4 HSVd izolatina ait soyagaci

Krizantemden elde edilen CEVd ve HSVd izolatlarinin bag ve turunggil
izolatlartyla %98’e varan benzerlik olusturmasi mekanik olarak makas ve
bigaklarla kolayca tagmabilen her iki etmen agisindan benzerlik gostermektedir.
Calismanin yiiriitiildigii her {i¢ ilimizde de turunggil ve bag liretimi yapilmaktadir.
Bu nedenle krizantemden elde edilen CEVd ve HSVd izolatlarin bu bitkilerden
elde edilen izolatlarla yakin g¢ikmasini beklenebilir bir sonu¢ olmustur. Bu
calismada elde edilen izolatlar CEVd ve HSVd’lerinin nukleotid dizilimleri
iilkemiz a¢isindan yeni bulgulardir. Daha dnce yapilan ¢alismalarda turunggil, bag,
nar, serbet¢ci otu ve sert ¢ekirdekli meyve agaglari gibi bitki guruplarinda
HSVd’nin varligi bildirilmis ancak niikleotid dizilimi belirtilmemistir (Gazel ve
ark., 2006). Bu nedenle krizantem bitkilerinden elde edilen bu dizilimler bildigimiz

kadariyla tilkemiz i¢in yeni kayit olarak bu ¢aligmada ortaya konmustur.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar
Bu calisma ile Adana, Mersin ve Antalya illerinde krizantem yetistiricilik
ve krizantem bitkisinin peyzaj materyali olarak kullanildig1 alanlarda, krizantem

viroid etmenlerinin tanilamas1 yapilmstir.

1. Adana ve Mersin illerinden toplanan krizantem bitkilerinde bodurluk,
yapraklarda klorotik beneklenmeler, ¢icek yapisinda renk kirilmalari ve
kiigiilmeler gibi krizantem viroid enfeksiyonlar1 icin spesifik olabilecek
belirtiler gdzlemlenmistir.

2. Toplam 56 adet 6rnek Adana, Mersin ve Antalya illerini icerecek sekilde
toplanmis ve laboratuvarda RT-PCR yontemi ile testlenmistir.

3. Calisma sonucunda toplanan krizantem izolatlarinda CSVd, CEVd ve
HSVd etmenlerinin varlig1 tespit edilmistir. Toplamda 2 izolatin CSVd ile,
5 izolatin CEVd ile, 2 izolatin ise HSVd ile bulasik oldugu belirlenmistir.

4. Ydritilen bu ¢alismada literatiirde belirtilen ve CSVd igin spesifik olan
primer ¢iftlerinin bu etmene Kkarst 6zel olmadigi ve Pospiviroidae
familyasindaki diger viroidleride bir arada taniladigi gézlemlenmistir.

5. Yiriitilen nested-PCR asamasinda CSVd ‘ine ait 253 ve 221 bg
uzunlugunda bantlar agar jel iizerinde belirlenmistir. Genom analizi
sonucunda KriAd-27 izolati 244 b¢ uzunlugunda oldugu tespit edilmistir.

6. KriAd-27 izolatinin NCBI gen bankasi sistemine bakildiginda tilkemizde
Adana ilinde krizantem bitkilerinde ilk izole edilen ve gen bankasina
MWO013136 olarak kaydedilen CSVd etmeni izolati olma ozelligi
gostermektedir.

7. KriAd-27 izolatinin BLAST analizi sonucunda NCBI gen bankasinda
bulunan Hindistan ve Avusturalya izolatlartyla ayni kiime iginde Cin izolat1

ile farkli bir kiimede yer aldig1 gortilmiistiir.
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

CSVd etmeninin varhigmm tespit edildigi KriAd-27 izolati, indikator
krizantem bitkilerinde sararma, bodurlasma ve c¢icek yapisinda kiigiilme
yapraklarda renk agilmasi belirtileri gelistirmistir.

Tohumlarda CSVd etmeninin tanilanmasi sonucunda yapilan RT-PCR
calismalar1 sonucunda bu etmenin varligina rastlanilmamustir.

CCHMVd’ini tanmlamak ic¢in kullamilan RT-PCR sonucunda etmene ait
bulgular tespit edilememistir.

Calismada CEVd etmenini tanilamak i¢in CEVd-1F ve CEVd-2R primerleri
kullanilmis ve 5 izolatta CEVd etmenine ait 371 bg seviyesi
gozlemlenmistir. CEVd etmeninin tespit edildigi izolatlar KriAd-5, KriAd-
27, KriAd-38, KriTa-4, KriTa-9 olmustur.

Bu orneklerden KriAd-38 ve KriTa-4 izolatlarinin genom dizilimleri ortaya
¢ikarilmis ve gen bankasina sirasi ile MW013138, MWO013137 olarak kayit
edilmistir.

Krizantem izolatlarinda bulunan HSVd, CVd-lic ve CVd-IIh primer ciftleri
kullanlarak tanilanmig ve izolatlari 300 bg seviyesinde agar jelde
belirlenmigtir.

KriTa-4 ve KriAd-38 izolatlarinin niikleotid dizilimleri elde edilmis olup
MWO013139 ile MWO013140 numaralar1 ile gen bankasina kayit edilmistir.
Genom dizilimleri ortaya ¢ikan KriTa-4 ve KriAd-38 izolatlarinin NCBI
gen bankasindaki CEVd ve HSVd izolatlari ile karsilagtirilmasi sonucunda
pek ¢ok tilkeden bildirilen izolatlarla %93-99 oraninda benzerlik gosterdigi
goriilmiigtiir.

Biyolojik indeksleme c¢aligmalarinda KriTa-4 ve KriAd-38 izolatlar
mekanik inokulasyon ile etrog citron bitkilerine inokule edilmistir.
Inokulasyon sonucunda etrog bitkilerinde, yapraklarda kivirciklagma, ug
kisimlarinda arkaya dogru biikiime ve yaprak damarlarda ve uglarinda hafif
nekrozlar seklinde belirtiler gozlemlenmis ve CEVd ile HSVd’lerinin

varliginin dogrulanmasi gerceklestirilmistir.
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5.2. Oneriler

Bu tez c¢alismasi sonucunda elde edilen bilgiler dogrultusunda yapilacak
Oneriler asagida siralanmistir.

Ozellikle kesme cicekeilik alaninda krizantem bitkilerinde bu viroidlerin
tanilanmas1 oldukca 6nemlidir. Ciinkii kesme cicekeilikte gorsel giizellik en 6nemli
kriterdir. Bu sebeple bitkilerde bodurluk, c¢igek yapilarindaki bozulmalar gorsellik
acisindan istenmeyen durumlardandir. Ayrica bu durum yetistirilen bitkilerin pazar
degerinin yitirilmesine ve ekonomik agidan dnemli kayiplarin olusmasina neden
olmaktadir.

Krizantem bitkilerinde viroidlerin tasinmasi ile ilgili en 6nemli faktor
bulasik bitki gelikleri ve fidelerinin kullanimidir. Bu konuda fireticilerin yeni
iiretimine baslayacagi krizantem bitkilerinde bitkilerin doku kiiltiirii ile iiretilmis
hastaliktan ari fidelerin kullanilmasinin tesvik edilmesi 6nerilmektedir.

Viroidler bitki 6z suyu ile mekanik olarak kolayca bulagabilmektedir.
Krizantem yetistiriciligindeki uygulamalardan ¢elik alma islemi sirasinda
kullanilan budama makasi, maket bigagi gibi materyallerin her islem sonrasinda
%2’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile dezenfekte edilmesi oldukg¢a 6nemlidir. Bir
diger islem olan pinch alma islemi (Belli bir biiyiikliige gelmis olan fidelerdeki ug
siirglinlerin kirilmasi) sirasinda ise ellere eldiven takilmali ve sik sik ellerin
dezenfekte edilmesi eldivenlerin degistirilmesi Onerilmektedir. Bu sayede hem
bitkilerin kendi aralarinda bulasma hizi azalacak hemde diger konukgusu olan
bitkilere bulasimini 6nlemis olacaklardir.

Giintimiizde bitkilerin yurt igi ve yurt dis1 gegisleri sirasinda testlenmesi ve
karantina kurallarina uyulmasi etmenlerin diger yerlere tasiniminin énlenmesinde
oldukca onemlidir. Ozellikle karantina etmeni olan CCMVd etmeninin
bulagikliginin Onlenmesi agisinda testlemelere daha c¢ok agirlik verilmesi

Onerilmektedir.
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Bu ¢alismada da oldugu gibi yapilan teslerin dogrulugunu artirmada farkl
primer ¢iftlerinin kullanimi ve laboratuar standartizasyonunun saglanmasi

Onemlidir.
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EK-1. TOTAL NUKLEIK ASIT EKSTRAKSIYONU CALISMALARINDA
KULLANILAN COZELTILER

1. CTAB Tamponu (Ekstraksiyon Tamponu)

CTAB 12,00 gr
PVP-40 12,00 gr
100 mM Tris-HCI 21,57 gr
20 mM EDTA 20,58 gr
1,4 M NaCl 18,17 gr

100 ml son hacimde hazir hale getirmek icin; yukarida belirlenen olgiilerde
80 ml steril saf su i¢inde ¢ozdiriilmiistiir. Cozeltinin pH degeri 0,1 N NaOH ve 0,1
N HCl kullanilarak 8,0 olarak ayarlandiktan sonra son hacim 100 ml’ye
tamamlanmigtir. Hazirlanan bu karisim, ekstraksiyon c¢aligsmalari yiiriitiilirken %

0,1 oraninda 2-Mercaptoethanol eklenerek kullanilmistir.

2. 1X TE Tamponu

10 mM Tris-HCI 20,157 gr
1mMEDTA 20,037 gr

100 ml son hacimde hazir hale getirmek i¢in; yukarida belirtilen miktarlar
80 ml steril saf su icinde ¢ozdiiriilmiistiir. Cozeltinin pH degeri 0,1 N NaOH ve
0,1 N HCI kullanilarak 8,0 olarak ayarlandiktan sonra son hacim 100 ml’ye

tamamlanmugtir.
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3. izopropanol (2-Propanol)
Degisime ugratilmadan kullamilms ve daima +4 °C’de muhafazasi

gerceklesmistir.

4. Kloroform : izoamil Alkol (24 : 1)

Kloroform ve izoamil alkol degisime ugratilamdan kullanilmistir. 100 ml
son hacimde hazir hale getirmek igin; 96 ml kloroform ve 4 ml izoamil alkol
karisim yapilmistir. Hazirlanan bu karisim, agz1 kapali cam bir kap icerisinde oda

sicaklik kosullarinda muhafaza edilmistir.

5. % 70’lik Etil Alkol (Etanol)
100 ml son hacimde hazir hale getirmek i¢in; 73,68 ml % 95 oranindaki
etil alkol ve 26,32 ml steril distile su karisim yapilmistir. Hazirlanan bu karigim,

agzi kapatilabilen cam bir kap igerisinde —20 °C’de muhafazasi gergeklestirilmistir.
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EK-2. ELEKTROFOREZ CALISMALARI ESNASINDA KULLANILAN
COZELTILER

1. IX TAE Tamponu

10 mM Tris-Base 21,211 gr
0,5mM EDTA 0,186 gr
5 mM Sodium acetate  : 0,680 gr

1000 ml son hacimde hazir hale getirmek icin; daha Once yukarida
belirlenen miktarlar 800 ml steril saf su icinde ¢Oziinmesi gerceklestirilmis.
Cozeltinin pH degeri 0,1 N NaOH ve 0,1 N HCI kullanilarak 8,3 olarak ayar
yapildiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu karisim,
otoklavda steril edilerek cam bir kap icerisinde +4 °C’de muhafazasi

gergeklestirilmistir.

2. %2’lik Agaroz Cozeltisi
100 ml 1X TAE tamponu igerisinde, 2 gram agaroz maddesi ¢ozdiirme

islemi yapilarak hazirlanmstir.

3. Etidyum Bromiir Cozeltisi

1 ml saf su igerisinde 10 mg etidyum bromiir maddesi ¢oziindiirme islemi
yapilarak, stok ¢ozeltisi hazir hale getirildikten sonra 100 ml saf suya 30 pl stok
cozeltisi eklenerek kullanilmistir. Hazirlanan bu karisim, koyu renkli bir kap
igerisinde karanlik bir ortamda ve oda sicaklik kosullarinda muhafazasi

gerceklestirilmistir.
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EK-3. MEKANIK INOKULASYON CALISMALARINDA KULLANILAN
COZELTILER

1. IX TKM Tamponu

10 mM Tris-HCI 21,211 gr
10 mM KCI 10,745 gr
1 mM MgCI2 10,203 gr

1000 ml son hacimde hazir hale getirmek icin; yukarida daha once
belirlenen miktarlar 800 ml steril saf su igerisinde ¢ozdiirme islemi
gerceklestirilmistir. Cozeltinin pH degeri 0,1 N NaOH ve 0,1 N HCI kullanilarak
7,4 olarak ayar yapildiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlanmistir. Hazir hale
getirilen bu karigim, otoklavda steril edilerek cam bir kap igerisinde +4 °C’de

muhafazasi gergeklestirilmistir.

2. %2’lik Hipo Cozeltisi (Sodyum Hipoklorit)

100 ml son hacimde hazir hale getirmek igin; 13,3 ml % 15 oranindaki
cars1, pazar, markette vs. satig1 gerceklestirilen camasir suyu ve 86,7 ml steril saf su
karisimi yapilmistir. Uygulama yapilan mekanik inokulasyon islemleri sirasinda

kullanilan gesitli ekipmanlari steril etmek amaciyla kullanilmigtir.
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