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Siis Turuncgil Bitkilerinde Turuncgil Ciicelesme Viroidi (CEVd)’nin
Arastirilmasi

Niiket ONELGE* ! Giilbahar ARIKAN? Orhan BOZAN!?

Ozet

Turuncgil iretimi tilkemizde en dnemli tarim kollarindan bir tanesidir. Yaklagik 3.6 milyon ton olan
iretimin biiyiik bir boliimii (%70) Dogu Akdeniz Bolgesi’nde gerceklesmektedir. Turunggil tiretimini
olumsuz etkileyen pek cok faktér bulunmaktadir. Bu faktorlerden bir tanesi viroid ve wiriis
hastaliklaridir. Son yillarda bolgemizde siis turunggil iiretimi hizla artmakta ve yeni bir pazar
olusturmaktadir. Bu ¢alismada Dogu Akdeniz turunggil tiretiminde onemli bir viral etmen olan
Turunggil ciicelesme viroidi (CEVd)’nin siis turunggil bitkilerindeki varligt arastirilmigtir. Calisma
Kumquat (Fortunella japonica), Nippon mandarinquat (Citrus sinensis x C. japonica) ve Kalomandin
(Citrofortunella microcarpa ) turunggil ¢esitlerinde gerceklestirilmistir. Her ¢esitten 3 adet bodur bitki
secilmis ve hastalik etmeninin bu ¢esitlerdeki varlig1 biyolojik indeksleme ve molekiiler yontemlerle
aragtirllmistir. Biyolojik indeksleme calismalarinda Mor kadife ¢icegi (Gynura aurantica ) ve Etrog
citron (C. medica L.) bitkileri indikator bitki olarak kullanilirken molekiiler ¢alismalar Ters Polimeraz
Zincir Tepkimesi (RT-PCR) yontemi ile gerceklestirilmistir. incelenen tiim turuncgil gesitlerinin CEVd
ile bulasik oldugu belirlenmistir. indeksleme calismalar1 sonucunda mor kadife bitkilerinde yaprak
epinastisi, bogum aralarinda kisalma ve bodurluk simptomlart gdzlenirken Etrog citron bitkilerinde
siddetli yaprak epinastisi, bogum aralarinda kisalma, bodurluk, yapraklarin arka yiizeyinde nekroz
gelisimi gibi simptom gelisimleri gozlenmistir. RT-PCR ¢aligmalar1 sonucunda CEVd ‘nin 371 nt
uzunlugundaki bantlar1 agar jel elektroforez ¢alismalarinda belirlenmistir.
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Investigation of Citrus exocortis viroid (CEVd) in Ornamental Citrus Plants

Abstract

Citrus fruit production is one of the most important agricultural branches in our country. A large portion
(approximately 70%) of the 3.6 million tonnes is produced in the Eastern Mediterranean region. There
are many factors that negatively effect the production of citrus fruit. One of these factors is viroid and
virus diseases. In recent years, the production of ornamental citrus in our region has been rapidly
increasing and creating a new market. In this study, the existence of Citrus exocortis viroid (CEVd),one
of important viroid agent in Eastern Mediterranean citrus production, was investigated. The study was
carried out in citrus varieties of Kumquat (Fortunella japonica), Nippon mandarinquat (C. sinensis x C.
Japonica) and Calomandin (Citrofortunella microcarpa). Three of each variety were selected and the
presence of disease agents in these varieties was investigated by biological indexing and molecular
methods. Molecular studies were carried out using the Reverse Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
method in which Gynura aurantica and Etrog citron (C. medica L.) plants were used as indicator plants
in biological indexing studies. It was determined that all the ornamental citrus varieties examined were
contaminated with CEVd. As a result of indexing studies, symptom developments such as severe leaf
epinasty, shortening between nodes, stunting, development of necrosis on the back side of the leaves
were observed in Etrog citron plants and leaf epinasty, shortening between the nodes ,stunning
symptoms and necrosis were observed in Gynura aurantica. As a result of RT-PCR studies, 371 nt long
bands of CEVd were determined by agar gel electrophoresis.
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Siis Turunggil Bitkilerinde Turuncgil Ciicelesme Viroidi (CEVd)’nin Arastirilmasi

Turunggiller (Citrus spp.) diinyada oldugu gibi
iilkemizde de yetistiriciligi yapilan en 6nemli
meyve gruplarindandir. Ulkemiz yaklasik 125
bin hektar alanda yapilan fiiretim ile diinya
turunggil iiretiminde 6nemli bir yer almaktadir
(FAO, 2013). Tirkiye toplam turunggil
iretiminin %86’s1 Mersin, Adana, Antalya ve
Hatay illerinden kargilanmaktadir (TUIK,
2015). Portakal  (C.sinensis),  mandarin
(C.reticulata), altintop (C.paradisi), limon
(C.limon) ve laym (C.aurantiflolia) cesitleri en
fazla  yetistirilen  tiirlerdir. Kamkatlar
(Fortunella  spp.) da smrlh  miktarda
yetistirilmektedir (Davies ve Albrigo, 2005).
Siis turunggil gesitleri giiniimiizde siis bitkisi
olarak evlerde, balkonlarda, bahgelerde ve
peyzaj tasarimlarinda kullanilmaktadir.
Turunggil siis bitkileri ¢evre ve bahge
diizenlemeleri, gida sektdriinde ayri1 bir 6neme
sahiptir. Turunggil siis bitkilerinin niifusa bagh
olarak gelisen gida ihtiyaci ve gelisen sehir
planlamaciligr ile iiretimi hizla artmaktadir.
Diinyada turunggil tiretilen alanlarda 80’e yakin
viris ve viriis benzeri hastalik oldugu
bildirilmektedir. Viriis, viroid ve viriis benzeri
hastaliklar, turunggil tarimi {izerinde pek c¢ok
olumsuz etkiye sahip olup, ekonomik turunggil
iretimini sinirlayan en Onemli faktdrlerden
birisidir. Bu viriis ve benzeri hastaliklara neden
olan etmenlerden bir kismu enfekte ettikleri
turunggil  agaclarinda  fark  edilmeyecek
derecede zarar verirken, diger kismi ise iiretim
kaybi nedeniyle, turunggil tarimini engelleyerek
ve hatta hassas tir veya ana¢c kalem
kombinasyonlarinin 6liime kadar gotiirebilecek
derecede zarar vermektedir (Roistacher,1995).
Gilinlimiizde viroidler ekonomik 6nemi olan ¢ok
sayida hastaliga neden olmalar1 ve enfekSiy6z
hastalik etmeni olarak en kiigiik patojen
grubunu olusturmalar1 nedenleriyle de ayr1 bir
ilgiye sahiptirler. Viroid etmenleri arasinda
Citrus exocortis viroidi (CEVd) iilkemizde
Turunggil clicelesme viroid hastaligi etmeni
olarak adlandirilmis olup turunggil cesitlerinde
belirlenen ilk viroid etmenidir. CEVd duyarl
olmayan turuncgil agaglarinda herhangi bir
simptom gelistirmeksizin, genel bir
bodurlasmaya neden olabilmektedir. Cogu ticari
turunggil tiir ve g¢esitleri etmeni latent olarak
bulundurmasina karsin, bu c¢esitler duyarl
anaclara agilandiginda hastaligin bir gostergesi
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olarak anacta kabuk kavlamalar1 ve zamk

akintilart ~ gortilmektedir  (Roistacher,1995).
CEVd ginlimiizde patojen grubu olarak
viroidler iginde Pospiviroidae familyasi,

Pospiviroid cinsi iginde simiflandirilmaktadir
(Semancik and Duran-Vila,1991). CEVd 371-
410 nt uzunlugunda olup zayif ve siddetli
hastalik belirtileri gelistiren ¢ok sayida varyanta
sahiptir (Semancik ve ark., 1994). Bu c¢alisma
iilkemizde ve bolgemizde iiretimi her gegen giin
biraz daha artan siis turunggil ¢esitlerinde
CEVd’nin varligmmin arastirilmasi ve etmenin
molekiiler yontemlerle tanilanmasi amagi ile
gergeklestirilmistir.

Materyal ve Yontem

CEVd’nin arastirildigr bu c¢alismada materyal
olarak Adana ve Mersin turunggil fidanliklarinda
tretilen Kumquat (F. japonica), Nippon
mandarinquat (C. sinensis x C. japonica) ve
Kalomandin (C. microcarpa ) turunggil tiirlerini
iceren fidanlardan alinan yaprak ve siirgiin
ornekleri kullanilmustir. Her turunggil tiiriinden
bodurluk simptomu sergileyen 3er O6rnek
arastirmaya almmmus olup toplam 9 Ornekte
etmenin varhigi belirlenmeye ¢alisilmistir.
Biyolojik indeksleme c¢alismalart Mor kadife
bitkileri (Gynura aurantica) ve Etrog citron

indikator bitkileri kullanilarak
gerceklestirilmistir.  CEVd nin  mekanik
inokulasyonu ornek alman bitkilerin
yapraklarindan elde edilen Total Niikleik

Asitlerin  (TNA) govde cizme (stem slash)
yontemi ile indikatdr Dbitkilere aktarilarak
yapilmistir (Roistacher,1995). Agilan yaralar
parafilm ile sarilarak bitkiler sicakligi 30°C olan
iklim odasma alinmistir. Caligmada negatif
kontrol olarak TKM ortami, pozitif kontrol
olarak stok olarak bulunan CEVd ile enfekteli
bitkiler ~kullanilmistir. TNA  ekstraksiyonu
Murray ve  Thompson (1980)’a  gore
gerceklestirilmistir. Elde edilen TNA’ler RT-
PCR (Ters Transkriptaz-Polimeraz  Zincir
Tepkimesi) ¢aligmasinda kullanilmigtir. RT-PCR
calismalari Onelge (1997)’ye gore
gergeklestirilmistir. RT-PCR amplifikasyonu ile
elde edilen DNA'lar %15'luk agar jel
elektroforezde kosturulmus ve elde edilen cDNA
bantlar1 UV ile goriintillenmistir.

Bulgular ve Tartisma



Biyolojik indeksleme caligmalarinda yiiriitiilen
mekanik inokulasyonlarda CEVd hastalig1 igin
karakteristik olabilecek simptomlar her iki bitki

grubunda da  gozlenmistir.  Simptomlar
inokulasyondan yaklasik 6 hafta sonra
gbzlenmeye baglanmustir. Mor  kadife

bitkilerinde ilk go6zlenen simptomlar yaprak
kivircikligi ve epinasti simptomlar1 olmustur
(Sekil 1). Daha sonraki haftalarda bu
simptomlarin siddeti artarak yaprak kivrilmalari
daha belirgin bir hal almigtir. Genel olarak

bulagik  bitkilerde siddetli bir  bodurluk
gozlenmistir.  Bodurluk, bitkilerin  bogum
aralarindaki kisalmalar nedeniyle CEVd’nin

karakteristik Dbelirtisi olarak geligsmistir. Bu
hastalik belirtileri Etrog citron ve Mor kadife
cicegi bitkilerinde ortak simptomlar olarak
geligmistir. Ayrica citron bitkilerinde
yapraklarin arka ylizeyinde damarlarda nekroz
olusumlar1 gézlenmistir. Gelisen bu simptomlar
pozitif kontrol bitkilerinde de gdzlenirken
negatif kontrol olarak saglikli bitkilerden elde
edilen TNA’ler ile inokule edilen bitkilerde
herhangi bir simptom gelisimi gdzlenmemistir.
Daha oOnce yapilan ¢aligmalarda da arastiricilar
CEV(d ile enfekteli bitkilerin Etrog citron ve Mor
kadife ¢icegi bitkilerinde epinasti, bodurluk ve
bogum aras1 kisalig1 gelistirdigini belirtmislerdir
(Semancik ve ark.,, 1993; Roistacher,1995;

Onelge, 1997). Calismada Etrog citron
bitkilerinde yaprak nekrozlarinin yani sira
stirglinlerde de nekrozlarin gelistigi
gbzlenmistir.

Sekil 1. Gynura aurantica (a) ve Etrog citron
(b) bitkilerinde gelisen epinasti ve bodurlagma
belirtileri

Siis  turunggil ¢esitlerinde CEVd’nin
varligimi molekiiler olarak arastirmak amaciyla
yiiriitilen RT-PCR c¢alismasinda ¢aligmaya
alman tim Orneklerin pozitif kontrol da dahil

olmak tlizere CEVd etmeni ile bulasik oldugu
tespit  edilmistir. ~ Turunggil  Srneklerinin
CEVd’ne ait 371 nt’lik DNA bantlart %1.5°lik
agaroz jel lizerinde goriintiilenmistir (Sekil 2).
Calismada CEVd etmeni ile bulasik olan
orneklerin olusturdugu bant uzunluklarinin,
pozitif kontrol 6rnegi ile ayn1 seviyelerde oldugu
goriintiilenmistir. Yapilan caligmalarda
CEVd’nin turuncgil bitkilerinde 371 nt icerdigi
farkli arastiricilar tarafindan da bildirilmistir
(Semancik,1986; Duran-Vila ve ark;1986;
Onelge 1997). CEVd sadece turunggillerde
bulunmayip pek ¢ok bitki tiiriinde bulunmaktadir
(Duran-Vila and Semancik, 2003). Ancak diger
bitki tiirlerinde etmen latent olarak bulunmakta
herhangi  bir  belirti  gelistirmemektedir.
Turunggillerde ise etmen anag¢ olarak kullanilan
ticyaprakli ve hibridlerinde hastalik
olusturmakta ve bu bitkilerde kabuk kavlamalari
gelistirmektedir. Turung anacina asili turunggil
tir ve gesitlerinde CEVd latent olarak
bulunmakta bodurluk disinda herhangi bir
simptom gelistirmemektedir (Semancik and
Duran-Vila, 1999). CEVd baz iilkelerde bodur
turunggil  yetistiriciliginde  kullanilmaktadir.
Ulkemizde CEVd’nin varh@i ve ticari olarak
yetistirilen turunggil ¢esitlerinde yogun olarak
bulundugu  bircok  arastirict  tarafindan
bildirilmistir. CEVd’nin turunggil bitkilerinde bu
denli yogun bulunmasmin bir nedeni etmenin
mekanik olarak budama aletleri as1 makas ve

bigaklartyla kolayca tasiniyor olabilmesidir
(Onelge, 1997). Fidan iireticilerinin
bilinglendirilmesi ve mekanik taginmanin

sodyum hipoklorit kullanimi ile  Onlenmesi
hastalik etmenin yayilimii onlemede etkilidir.
Etmen yaygimligimin diger ve en 6nemli nedeni
ise llkemizde turunggil yetistiriciliginde
sertifikasyon programlarinin uygulanmamasidir.
Sertifikali ve hastalik etmenlerine karsi
testlenmis temiz ana kaynaklarin as1 gozii
kaynagi  olarak  kullanilmasi  etmenin
yayginligmi onlemede etkili olacaktir. Siis
turunggil fidan yetistiricili§inin hizla arttig
ve yeni turunggil tlrlerinin silis bitkisi
kapsaminda satist  yapildigi {lkemizde
ozellikle tlgyaprakli ve hibritlerinin anag
olarak kullanildigi durumlarda CEVd’nin
hastalik belirtilerini daha kolay
gorebilmektedir.
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Sekil 2. Siis turunggil ¢esitlerinden yapilan RT-
PCR sonucunda %1.5’luk agar jel tizerinde
belirlenen 371 nt uzunlugundaki CEVd bantlari.
M; Markoér;1, negatif kontrol; 2,3,4,Kumquat;
5,6,Kalomandin; 7,8 Nippon mandarinquat; 9,
Pozitif kontrol

Bu nedenle siis turunggil iiretiminde bu

etmene kars1 testlenmis, saglikli fidan
yetistirilmesi ~ ve  kullaniom1  oldukga
onemlidir.
Sonuclar

Turunggil exocortis viroid’inin siis turunggil
cesitlerinde varhigmin belirlenmeye ¢alisildigi
bu arastirmada Kumquat, Kalomandin ve
Nippon mandarin ¢esitlerinde CEVd varligi ilk
kez ortaya konmustur. CEVd turunggil
clicelesme  hastaligmin  etmenidir ve bu
calismada etmen mekanik olarak ¢izme yontemi
ile Mor kadife bitkilerine ve Etrog citron
bitkilerine taginmistir.  Biyolojik indeksleme
calismalar1 sonucunda her iki bitki gurubunda
bogum aralarinda kisalma, bodurluk, epinasti ve

yapraklarda  nekroz  olusumu  belirtileri
gelismistir.  RT-PCR  yoOntemi ile hastalik
etmeninin  molekiiler olarak  tanilanmasi

gercgeklestirilmis her {i¢ bitki grubunda etmenin
371 nt uzunlugundaki bant olusumu %1.5’luk
agar jel lizerinde goriintiilenmistir.
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