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OZET: Viroidler 246-399 nikleotide sahip dityiik molekiiler agirlikl tek sarma! RNA molektlleri olup, moleknler sevivede iyi analiz
edilmig patojenlerdir, Hem tek villik, hem de ;ok viilik bitkileri enfekte eden virpidlerden bazilan konukgularinda dnemli derecede zarara
neden olurlar. Bazi viroidler ana konukgularinda herhangi bir belirtive neden olmamakla birlikte, bunlar inokulum kaynag olarak hastalik
seyrinde rol oynarlar ve latent konukqulanna yakin duyarll kolittr bitkilerinde $nemli zararlars neden olurlar. Bu derlemede, viroidlerin
ozeilikleri, tamsinda kullanilan tekniklerden indikator bitkilerde bivolojik testler, poliakrilamid jel elektroforez, molekiiler hibridizasyon ve
polimer zineir reaksiyonu (RT-PCR) ve viroid hastaliklar: ile miicadeie ydntemieri ozetlenerek dnerilerde bulunulmugtur,

Anahtar Kelimeler: Viroidler, bitki patojenleri, taru metotlar|

Structure, Detection Methods and Management of Vircoids as Molecular Plant Disease Agents

ABSTRACT: Viroids are low molecular weight single-stranded circular RNA of 246 to 399 nuclectides and their molecular level is well-
characterized. They infect both monocotyledonous and dicotyledonous plants. Seme of viroid diseases cause significant damages to the host
crop. However some of them are latent in their primary host, but can do considerable damage to susceptible crops located near the infected
latent host species. In this review, the properties, symptoms on bost and indicator plants, transmission end spread and methods used for
viroids detection like indicator plancs, polyacriylamide gel electrophoresis, molecular hybridization, polymerase chain reaction and control
strategies for viroid diseases are highlighted.
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GIRIS

Ik defa 1920’li yillarin  baglarinda  Kuzev Su ana kadar belirlenmis en kigtik patojen olan

Amerika'da, patates bitkisinde patates if yumiru viroidi
{potato spindle tuber viroid; PSTVd) belirlendigi zaman,
etmenin bir virlls olabilecepi; 1960l yillarda bu etmenin
virtslere  benzemedigi, 1970°li willarm  baginda
turuncgillerde turunggil exokortis hastabfimin {citrus
exocortis viroid, CEVd) belirlenmesi ve her iki etmenin
de virislerden farkli olarak koruyucu protein kapsiile
sahip olmadiklarinin tespit edilmesi izerine, bu etmenler
igin viroid terimi kullaubmigtir. Daha sonraki yillarda
yeni ve hassas tam tekniklerinin gelistirilmesi ile su ana
kadar kiiltir bitkilerinden 30'un {izerinde viroid
belirlenmig ve nikleotit diziligleri arasindaki benzerlige,
merkezi, saf ve sol korunmus bitis bolgelerine sahip
olup olmadiklarina gore; sistematik olarak Pospivireid,
Hostuviroid, Cocadviroid, Apscaviroid  cinsleri
Pospiviroidae, Avsunviroid ve Pelamoviroid cinsleri ise
Avsunviroidae  familyast  altinda  toplanmug  ve
isimlenditilmislerdir {Koltunow ve Rezaian, 1388,
Flores vd., 1998; Hadidi vd., 2003).

viroidler 246 ile 399 arasinda degisen sayida baza sahip
tek sarmal sirkiiler RNA molekiilleri olup, replikasyon
gibi biyolojik fonksiyonlarmmn g¢ogu igin gerekli
proteinlere  sahip olmadiklarmdan  konukgularinin
proteinlerini kullanirlar, Viroidlerin genomlarmin diger
bitki patojenleri ile kiyasfandigmmda kigitk olmas:
nedeniyle hepsinin niikleotit dizilimleri saptanmis ve
normal kogsullarda ¢ift sarmal clarak c¢ubuksu yada
dallanmig yapida bulunduklan elektron mikroskobunda
gorintillenmigtir, Genellikle virtislerin aksine sicakta
daha yilksek oranda replike olduklan igin sicak iklim
patojeni  olarak adlandirmmuglardir {Riesner, 1990;
Hernandez ve Flores, 1992; Brussiere vd., 1596).

Vircidlerin Yapis:1 ve Replikasyonu

Viroid nikleik asiti fonksiyonlarina gore bes
bdlgeye ayrilmigtir (Sekil 1) (Kese ve Symons, 1985;
Schnélzer vd., 1985; Sano vd., 1992; Semencik vd.,
1994; Spieker, 1996; Hadidi vd., 2003), Buna gire,

TL: Sol bitis noktasi, P: Patojenite bélgesi, C: Korunmus bolge, V: Degisken baige, TR: Sag bitis noktas:

Sekil 1. Karakteristik bir viroidin ntikleik asit sarmalindaki fonksiyone! bdjgelen,
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1. Sol Bitis Bblgesi: Son derece korunmusg olan bu
bolge Pospiviroid ve Apscaviroid’lerin ¢ogunda meveu:
olup, niikleik asit molektiliniin sol bitis kisnunda yer
almaktadwr (Sekil 1).

1. Patojenite Bolgesi: Korunmug merkezi bélgenin
sol tarafinda yer alan bu bélge viroidlerin konukgul
gevresini  ve  konukgularindaki  simiptom  tipini
belirlemektedir (Sekil 1).

3. Merkez Korunmus Bdlge: Pospivircidae
familyas;ma mensup viroidlerde gdrillen, son derece
korunmug olan bu balge replikasyonu kontrol etmekte ve
cift sarmalin her iki kismunda, karsilikli olarak merkezde
yer almaktadir ($ekil 1).

4. Degisken Biilge: Merkezi korunmug bélgenin saj
tarafinda yer al degigken bolge viroid genoruwu igerisinde
varyasyonun en fazla gdroldugl bolgedir (Sekil 1).

5. Sag Bitis Bblgesi: Degisken bdlgenin sa2
tarafinda yer almakta olup, sol bitiy noktas) gibi bu
bélgede son derece korunmusgtur (Sekil 1).

Viroid genomlarmm korunmus ve degisken
bolgelerinin analizi dzellikle guruba, viroide yada viroid
izolatlarinin belirlenmesi amaciyla primerlerin se¢iminde
bilyitk dnem tagimaktadir. Genel primerlerim segiminde
korunmug bolgeler, spesifik primerlerin se¢iminde ise
degisken bolgeler kullanilmaktadir.

Viroidler kendi replikasyonlarint gergeklestirecek:
replikase enzimlerine sahip olmadildarindan,
sentezlenebilmeleri i¢in viroide &zgl konukcu bitkinin
polimerase enzimine bagimhdirlar. Pozitif sirkiler vireid
RNA’s1, lineer negatif komplementer RNA'nin sentezini
gergeklestirir. Sentezlenen bu negatif lineer RNA ise
pozitif RNA’nm sentezinde model gdrevi yapar ve
pozitif viroid RNA’s1 daha sonra kendi dogal formu olat,
sirkiller forma dénilstir (Owens ve Diener, 1982; Branch
ve Robertson, 1984, Ishikawa vd., 1984),

Viroidlerin Taginma Sekilleri ve Konukgu

Bitkilerde Neden Oldukiar: Simptonlar

Baz: viroidler mekaniksel olarak, tohumla, polenle,
boceklerle tagirnakla birlikte en yaygin tagmma gekli
vejetatif ¢ogaltum organlar ile gergeklesmektedir
(Manzer ve Merriam, 1961; Wallace ve Drake, 1962,
Singh ve Finme, 1973; Hanold ve Randless, [991; Singh
vd, 1991a; Ramachandran vd., 1992; Shamloul vd..
1995). Diger taraftan insanlar ticari ve diger aktiviteler.
ile viroidlerin Gilkeler arasinda yayilisinda en dnemli relil
oynamaktadir,

Viroidler bazi dogal ve ara konukgularinda belirgin
simptomlara neden olurken, difer bazi konukgularinda
gozle gorilebilir herhangi bir belirti

olusturmamaktadirlar.  Bununla  birlikte bu  tip
simptomsuz bitkiler potansiyel inokulum kaynag: olarak
viroid enfeksiyonlarinmn baglamasinda rol

oynayabilmektedir (Sano vd., 1986; Hancld ve Randles,
1991; Singh wvd., 1992a). Ayrica, viroidlerin neden
olduklar1 simptomlar virls enfeksiyonlarmmdan ve
fizyolojik stres faktorlerinden kaynaklanan simptornlara
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benzerlik gostermekte ve viroidlerin konukgularindaki
simptomlart konukguya, viroid tirtine, viroidin irkma,
ortam  swcaklygina, 151k giddetine, bitki besin
elementlerinin  dengesine, tek yada birlikte bulunra
durumlarima gdre de degigkenlikler gdstermektedir.
Bununla birlikte, genel olarak yaprak sayismin azalmasi,
yaprak ve meyve boyutlarinin kiigtitmesi, yapraklarda
kivrilma, yumru ve meyvelerde deformasyon, bodurluk,
meyve agaglarinda ¢alilagma viroidlerin neden olduklari
baglica karakteristik belirtiler olarak kaydedilmigtir
{Lawson, 1987; Singh ve Boucher, 1988; Salazar vd.,
1995; Verhoeven vd., 1998; Hadidi vd., 2003).

Yiroidlerin tanilanmas:

Diiger hastalik etmenlerinde oldugu gibi viroidlerden
kaynaklanan hastaliklarin kontroliinde de ©n kogul
viroidlerin =~ hizly, glvenilir ve spesifik olarak
tanlanmasidir.  Viroidlerin protein  kapsille sahip
olmamalar1  antijenik  dzellife  dayali  serolojik
tekriklerin, morfolojik Gzellikleri nedeni ile de elektron
mikroskobu  tekniklerinin - kullanilmasina  olanak
tanimamaktadir.

1. Viroidlerin  Tamlanmasinda  Indikattr

Bitkilerin Kullanilmasi

indikatér bitkilerin kullanim (biyolojik index) virtis
ve viroidlerin tanilanmasmda kullamlan en eski tam
teknigi  olup, etmenin patojen olup olmadigmin
dogrulanmasinda, tasinma geklinin  ve konukgu
¢evresinin belirlenmesinde mutlaka kullamlmasi gerekli
olan bir tekniktir.

Ancak bu teknik zamana, seraya, yofun i§ glicline
ihtiyay gosterdigi, genis ¢aph testlemelere imkan
vermedigi, birden fazla bitki tiiriinin bu amagla
kullanimim gerektirdipi ve tek bagma tam igin yeterli
olmadifl i¢in kesin tanilamalarda bir bagka teknik bulgu
ile desteklenmelidir (Palukaitis vd., 1981). Zira simptom
gelisimi sicakliga (Van Dors ve Peters, 1974; Sasaki ve
Shikata, 1977, Da Graca ve Van Vuuren, 1937), i1k
yogunluguna (Grasmick ve Slack, 1985), topragin besin
elementi igerifine (Lee ve Singh, 1972; Singh vd,
1974}, viroid wkina (Singh, 1983) ve ayrica bir viroidin
diger bir viroid yada virlisle birlikte bulunma duramuna
gbre degisim gistermektedir (Singh vd., 1992b). Bu
durumda viroidlerin belirlenmesi ve tamlanmasinda
hassas ve giivenilir tekniklerin kullamilmas: sertifikasyon
programlarinda ve gen merkezlerinin korunmasinda
bilylik dnem arz etmektedir.

2. Poliakritamid Jel Elektroforez (PAGE)

Poliakrilamid  jel  elekroforez  tanilanmamis
viroidlerin tanilanmasinda mutlaka uygulanmasi gereken
ternel bir teknik olup, nikleik asit molekiillerinin jeldeki
hareketlerinin molekiiler agirhklarma gore farkh hiziarda
hareket etmesi esasina dayah olarak ilk defa Diener
(1971), Semancik ve Weathers (1972) tarafindan
uygulanmistir. Daha souara viroidlerin termodinamik



dzelligine bagli olarak bu teknik Schumacher ve ark.
(1983) tarafindan modifiye edilmis; Singh ve Boucher
(1987) tarafindan geligtirilmigtir. Bu amacla gliintmilzde
yaygin olarak return-poliakrilamid jel elekiroforez (R-
PAGE) sertifikasyon programlarinda, viroid wklarinin
ayruminda, diger tekniklerle kombine olarak viroidlerin
tamsinda ve hatta seyyar laboratuarlarda da
kullaniimaktadwr. Cok sayida Omefin aynt anda
testlenmesine olanak veren bu teknifin itk agamasinda,
oda sicaklifinda ve ytiksek tuz konsantrasyonunda lineer
ve sirkiller viroid RNA’s1 birlikte hareket ederek
konukguya ait DNA ve RNA’lar ile renkii maddelerden
ayrilirlar. Tkinei basamakta, 72 C°de ve distk tuz
konsantrasyonunda viroid RNA’s1 daha plirifiye olarak
ve sirkiller forrmun lineer forma donistiirilmesi ve
glimiisle boyanmasi ile viroidlere ¢zgit bir bant
goriintiilenir (Singh ve Boucher, 1987, Singh vd.,
1991h).

3. Niikleik Asit Hibridizasyon Teknigi

Spiegelman (1964), tarafindan gelistirilen bu teknik
DNA-DNA, DNA-RNA yada RNA-RNA kompleksi igin
de kullanimakta olup, DNA ve RNA molekilllerindeki
nikleotit dizilimlerinin  bilytik 6lglide  korunmug
b8lgelerinden segilen problann tamamlayict olarak.
kullamlmas1 esasina dayanir. Viroidlerin genomlar
kitgilk oldugu i¢in amaca gdre prob olarak niikleik asitin
tamam:  veya bir ks kullamilabiidigi  gibi
oligoniikleotid problar da amaca gire
kullantlabilmektedir.

Nukleik asit hibridizasyonu igin ge¢miste radyoaktif

etiketli problarin kullanidmas: (Owens ve Diener, 1981,
Rohde ve Sanger, 1981), saghk riski nedeniyle bu
teknigin  uwygulamasmu  sinirlandirirken,  gintimtzde
problarn radyoaktif &Szelligi olmayan kimyasallarle
etiketlenmesi sayesinde nilkleik asit hibridizasyor.
tekniginin  kullanimi  artrmigtr  (McInnes vd.,, 1989
Podleckis ve ark.,, 1993). Bu teknikte hassasiyel ve
secicilik probun segilecefi bolgeye gore degiskentik
gdstermekte olup, problar korunmus vada degisken
bilgelerden segilerek guruba ya da irka tdzgll karakterler
saptanabilmektedir (Melton vd., 1984; Bar-Josph, vd..
1985; Sano vd., 1988; Welnicki vd., 1989; Rey ve
Moses, 1993; Hadidi vd., 2003).

Polimerase  Zincir  Reaksiyonu=Polymerase

Chain Reaction (PCR)

PCR, molekiller hastalik etrenlerinin
tanilanmasinda, belirlenmesinde, klgitk dmeklerde

DNA’nmm saptanmasinda, DNA trneklerinin
karsilagtirilmasinda, mutasyonlarn  belirlenmesinde,
genomun klonlanmasi digmda farkh amaglarla kullanilan
ve genomdaki tek bir baz defigiminin  bile
belirlenmesine olanak veren son derece hassas ve etkil
bir molekiller tan: teknigidir. PCR ile 50 bp (bazpain}
kadar kisa bir DNA veya ¢cDNA pargasindan 10.000 by
vzunlugundaki bir DNA pargasina kadar olan bitiin

H.Bostan, {.Conch

DNA molekiilleri amplifiye edilebilmektedir (Hadidi
vd., 2003). Hadidi ve Yang (1990), RT-PCR teknigini ilk
defa viroidlerin tanmlanmasmda kullannug ve bu teknigin
hibridizasyondan 10-100 defa, R-PAGE’den ise 2500 kat
daha hassas oldugunu ve enfekteli dolulardan ekstrakte
edilen toplam 1-100 pg RNA miktarindaki viroidlerin
bile saptanabilecegini kamitlamiglardir.

PCR son derece spesifilk ve hassas bir metot olup,
hedef olarak segilen DNA nun belirli bdlgesine ve amaca
gore segilen pirimerlerin kultanim: ile
gerceklesmekiedir. Amplifikasyon prosediiril;

-Hedef nitkleik asitin deneturasyonu

-Kornplementerlerinin sentezlenmesi

-DNA  polimeraz kullanilarak hedef bolgenin
amplifikasyonu

-Termosaykilda bu iglemlerin  yeterli miktara
ulagincaya kadar tekrar edilmesi iglemlerini igermektedir
(Armheim ve Erlich, 1992). Diger taraftan bu teknifin
basaris1 ekstrakte edilen ntikleik asitin  kalitesine,
cDNA’min sentezinde kullamilan enzimlere, enzimlerin
kalitesine, diger kimyasallarin konsantrasyonuna; PCR
agamasinda ise magnezyum klorilriin konsantrasyonuna,
primerlerin seqimine ve primerlerin baglanma sicakiif1
ile lkullanifan timn  kimyasallarin  optimizasyonuna
baglidir (Hadidi vd., 2003).

PCR tekniginde pirimerlerin aym cins igerisinde yer
alan viroidlerin genomlarinin mukayesesi ile son derece
korunmuy bdlgelerinden segilmesi aymi cins igerisinde
yer alan bltin viroidleria tamsmi saglamaktadir,
Degisken bolgelerin  muokayesesi igin  segilecek
primerlerin kullamlmast tle de spesifik olarak bir vircid
yada viroidin farkl irk ve izolatlan belirlenebilmektedir
(Faggioli vd., 2001; Di Serio vd., 2002; Shamloul vd.,
2002). PCR. tekniginin difer bir avantaji viroidlere
spesifik primer g¢iftlerinin kulianilmasi ile tek bir islemde
birden fazla viroidin belirlenmesinin mimkiln olmasidir.
Muiltipleks PCR (mPCR) olarak adlandimlan bu teknik
hem zaman kazandirmakta hem de tam maliyetlerini
azaltmaktadir (Di Serio vd., 2002; Shamtoul vd., 2002),
Ancak multipleks PCR teknifinin viroidlerin spesifik
olarak tanilanmasinda kullanimint sinirlandiran  en
¢nem)i problem viroidlerin genomlarmin son derece kisa
olmasi nedeni ile birden fazila vireid igin farkli primer
blgelerinin belirlenmesinin olduk¢a gilg olugudur, Zira
jelde bantlarin  konumlarimin  farklh olabilmesi igin
klorJanacak bolgelerin uzunluklarmin da farkh olmas
gerektirmektedir. Yine de birden fazla viroidin aym anda
ve tek islemde spesifik olmasa da belirlenmesi mumktin
olmaktadur.

Yiroid Hastahiklarin Kontrolil

Viroidlerin verim ve kalite izerine etkileri viroid
titrtine, rkma, yayginlik oranlarma, yildan yila ve yil
igerisinde taginma gsekline, enfeksiyon zamamna, gevre
sartlarina, diger patojenlerle birlikte bulunup bulunmama
durumuna, uygulanan tarim sistemime, killtiir bitkisine,
kultlir bitkisinin ekonomik degerine, tek yada gok yillik
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olma durumuna gore defigim gdstermektedir (Barker
vd., 1985; Lawson, 1987; Singh, 1988; Hadidi ve ark..
2003). Bu nedenle viroid hastaliklarr ile etkili bir
milcadele yapilabilmesi i¢in gerekli uygulamalar,

1. Karantina ve sertifikasyon programlarimig

uygulanmas:

Viroid  hastaliklarinm  kontrolilnde  baglica
stratejilerden birisi hastalifin gorttldugit ana kitadan
diger kitalara, aym tilke igerisinde ise bir b¥lgeden diger
bblgelere taginmasimin  engellenmesidir.  Buaun  igin
bitkise] materyaller hem ana kita da, hem de tagihédcag:
bdlgede tam donammh bir laboratuvarda testlere tabi
tutulmali, viroid igerip igermedikleri hizli ve glivenilir
tekniklerle belirlenmelidir.

2. Vircidlerden ari
kullanilmasy

Bunun ig¢in dzellikle vejetatif olarak cogaltilan
kiltlr bitkilerinde viroidlerden ari {iretim materyalinin
muhafaza edilebilecefi ve gogalulabilecepi tam
donanimit laboratuarlarin kurulmas: ve gerektiZi zaman
buradan alinacak materyalin ihtiyaca vs amaca gdre
¢ogaltilmasi gerekmektedir.

Gretim materyalinio

3. Viroidlerin bilgeden bilgeye, yada tarls
icerisinde yayiliglarmin engellenmesi

Bu amagla viroid hastaliklaninin tagimabileceller
konuk¢u bitki g¢evrelerinin, konuk¢usu olabilecek
potansiyel killttir bitkilerinin yada yabanci otlarnr.
belirlenmesi, duyarl: ticari bitkisel Uretitn alantan ile bt
dretim materyallerinin Uretilecegi alanlarm birbirinden
yeterince uzak sekilde tesis edilmesi gerekir.

4. Uretim materyallerinden viroidlerin

eleminasyonu

Hassas ve glivenilir teknikderin kullanum: ile virlls
vada viroidlerle enfekteli olmayan bitki dretim
materyallerinin segilip, doku kuitiird laboratuarlarinda
muhafaza edilerek cogaltiimast mimkin oldugu gibi.
enfekteli bitkilerden virlis yada viroidler meristem ug
kitltirl) teknigi ile elemine edilebilmektedir. Bu amagla
meristerm ug kiltiir) teknigi tek bagina kullanilabilecé:
gibi viriisler igin bitkisel diretim materyalinin nce belirli
derecede ve beliri sirede sicapa, viroidler igin ise
sogufa maruz birakildiktan sonra meristemlerin izole
edilip gelistirilmesi bagar1 oramini artumaktadir.

5. Dogal yada transgenik dayamkh ¢esitlerin
kullamilmasi
Dogal olarak dayanikli olan gegitler
kullanilabilecegi gibi, viroidlerin giddetli wklannm
neden oldugu zarar1 azaltmak igin ¢apraz lkorunma (cross
protection) i¢in bitkiler dnce viroidin zayif ki ile
inokule edilip ftretimde kullamimasi da mimkin
olmaktadir. Fakat ¢apraz koruma yéntemi gok ig glicling
ihtivag duymasi, mutasyonla giddetli wrk ortaya ¢ikma
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olasihify, siddetli wrkin yayihisinin ve enfeksiyon kaynag
olma 8zelliinin devam etrnesi nedeni ile etkili bir
yonten olarak kabul g&rmemekte ve pratikte de
uygulanamamaktadir. Bu durumda tzellikle gen aktarimt
ile davanikl gesitlerin pelistirilip kullamlmasi viroidierin
kon(roliinde #nem kazanmaktadir.
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