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ÖZET: Viroidler 246-399 nokleotide sahip düşuk moleküler a~ırlıklı tek sarmal RNA molektilleri olup, moleküler seviyede iyi analiz
edilmiş patojenlerdir. Hem tek yıllık, hem de çok yıllık bitkileri enfekte eden viroidlerden bazıları konukçulamıda ö:nemli derecede zarara
neden olurlar. Bazı vlroidler ana konukçularında herhangi bir b,~lirtiye neden olmamakla birlikte, bunlar inokulum kaynııgı olarak hastalık

seyrinde roloynarlar ve Jaient konukçulanna yakın duyarlı kolttır bitkilerinde önemli zararlars nedı:n olurlar. Bu derlernede, viroidlerin
özellikleri, tanısında kullanılan tekniklerden indikatar bitkilerde biyolojik testle,r, pol iakrilamid jel elektroforez, moleküler hibridizasyon ve
polimer zineir reaksiyonu (RT-PCR) ve viroid hastalıkları ile mücadele yöntemleri özetlenerek önerilerde bulunulmuştur.

Anahtar Kelimeler: Viroidler, bitki patojenleri, tanı metotları

Structure, Detection Method!. and Management of Viroids as Mo1ecular Plant Disease Agents

ABSTRACT: Viroids are low molecular weight single-strdnded circular RNA of 246 lo 399 Ducleotides and their molecular ı~vel is well­
cbaracterized. They infect botb monocotyledonous and dicotyledonous plants. Some ofviroid diseases cause sjgnificaııt damages to the host
crop. However some of them are laten! in their priınary has!, bul can do considerable damage to susceptible crops located near the infected
laten! hos! species. in this review, tbe propenies, symptoms on boslllIld indicacor plants, transmission and spread asıd methods used for
viroids detection like indicator piasıcıı, polyacriylamide gel electrophoresis, molecular hybrid.ization, polymerase chain rcaclion and control
strategies for viroid diseııses are highlighted.
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GİRİş

ilk defa 1920'li yılların başlarında Kuzey
Amerika'da, patates bitkisinde patates ig yumru viroidi
(potato spindle tuber viroid; PSTVd) belirlendigi zaman,
etmenin bir virUs olabilecegi; 1960'lı yıllarda bu etmenin
virüslere benzemedig.i , 1970' li yılların başında

turunçgillerde turunçgil exokortis hastaııgınm (citlUs
exocortis viroid; CEVd) belirlenmesi ve Jlıer iki etmenin
de Vİrüslerden farklı olarak koruyucu protein kapsUle
sahip olmadıklarının tespit edilmesi üzerine, bu etmenleır

için viroid terimi kullanılmıştır. Daha sonraki yıllarda

yeni ve hassas tanı tekniklerinin geliştirilmesi ile şu ana
kadar kültür bitkilerinden 30'un üzerinde viroid
belirlenmiş ve nüldeotit dizilişleri arasınd.aki benzerlige,
merkezi, sag ve sol korunmuş bitiş bölgelerine sahip
olup olmadıklarına göre; sistematik olarak Pospiviroid,
Hostuviroid, Cocadviroid, Apscaviroid cinsleri
Pospiviroidae; Avsunviroid ve Pelamoviroid cinsleri is(ı

Avsunviroidae familyası altında toplanmış ve
isimlendirilmiş1erdir (Koıtunow ve Rezaian, 1988;
F10res vd., 1998; Hadidi vd., 2003).
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Şu ana kadar belirlenmiş en küçük patojen olan
viroidler 246 ile 399 arasında deg.işen sayıda baza sahip
tek sannal sirkliler RNA moleküHeri olup, replikasyon
gibi biyolojik fonksiyonlarının çog,u için gerekli
proteinlere sahip olmadıklarından konukçularının

proteinlerini kullanırlar. Viroidlerin genomlıı.rının dig,er
bitki patojenleri ile kıyaslandıgında kUçük olması

nedeniyle hepsinin nükleotit dizilimIeri saptanmış ve
nonnal koşullarda çift sarmal olarak çubuksu yada
dallarımış yapıda bulundukları elektron mikroskobunda
göıilntUlenmiştİr. Genellikle virtlslerin aksine sıcakta

daha yüksek oranda repIike oldukL.arı için sıcak iklim
patojeni olarak adlandırılmışIardır (Riesner, 1990;
Hemandez ve Flores, 1992; Brussiere vd., 1996).

Viroidlerin Yapısı ve Replikasyonu
Viroid nilkleik asiti fonksiyonlarına göre beş

bölgeye ayrılmıştır (Şekil 1) (Kese ve Symons, 1985;
Schnölzer vd., 1985; Sano vd., 1992; Semencik vd.,
1994; Spieker, 1996; Hadidi vd., 2003), Buna göre;

Şekil i. Karakteristik bir viroidin ntıkleik asit sarmalındaki fonksiyonel bölgelen,
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ı. Sol Bitiş Bölgesi: Son derece korunmuş olan bu
bölge Pospiviroid ve Apscaviroid'lerin çogunda mevcul;
olup, nükleik asit molekülünÜll sol bitiş kısmında yer
almaktadır (Şekil 1).

2. PatojenUe Bölgesi: Korunmuş me:rkezi bölgenirı

sol tarafında yer alan bu bölge viroidllerin konukçu
çevresini ve konukçularındaki simptom tipini
belirlemektedir (Şekiıı).

3. Merkez Korunmuş Bölge: Pospiviroidae
famlIyasına mensup viroidlerde görülen, son derece
korunmuş olan bu bölge replikasyonu kontrol etmekte ve
çift sarmalın her iki kısmında, karşılıklı olarak merkezde
yer almaktadtr (Şekil 1).

4. De~işken Bölge: Merkezi korunmuş bölgenin sa~

tarafında yer al degişken bölge viroid genomu içerisinde
varyasyonun en fazla görüldügü bölgedir (Şekil 1).

5. Sa~ Bitiş Bölgesi: Degişken bölgt~nin sa~;

tarafında yer almakta olup, sol bitiş DoJktası gibi Ibu
bölgede son derece korunmuştur (Şekil 1).

Viroid genomlarının korunmuş ve degişken

bölgelerinin analizi özellikle guruba, viraide ya.da viroid
izolatlarının belirlenmesi amacıyla primerlerin seçiminde
büyük önem taşımaktadır. Genel primerlerin seçiminde
korunmuş bölgeler, spesifik primerlerin seçiminde ise:
degişken bölgeler kullanılmaktadır.

Viroidler kendi replikasyonlarını gerçekleştirecek

replikase enzimlerine samp olmadıklarından..
sentezlenebilmeleri için viroide özgü konukçu bitkinin
polimerase enzimine bagımhdırlar. Pozitif sirkiller vinıid

RNA'sl, lineer negatif komplementer RNA'nın sentezini
gerçekleştirir. Sentezlenen bu negatif lineer RNA ise
pozitif RNA'nın sentezinde model görevi yapar ve'
pozitifviroid RNA'sı daha soma kendi dogal fonnu olar,
sirkiller forma dönüşür (Owens ve Diener, 1982; Branch
ve Robertson, 1984, Ishikawa vd., 1984).

Viroidlerin Taşınma Şekilleri ve KonUlkçuı

Bitkilerde Neden OldukJarıSimptoınlar

Bazı viroidler mekanikselolarak, tohumla, polenle"
böceklerle taşınmakla birlikte en yaygın taşınma şekh

vejetatif çogaltırn organlar ile gerçekleşmektedir

(Manzer ve Merriam, 1961; Wallace ve Drake, 1962;
Singh ve Firınie, 1973; Hanold ve Randıess, 1991; Singh
vd., 1991a; R.amachandran vd., 1992; Shamloul vd...
1995). Diger taraftan insanlar ticari ve diger aktiviteleri.
ile viroidlerm ülkeler arasında yayılışında en önemli rolü
oynamaktadır.

Viroidler bazı dogal ve ara konukçularındabelirgin
simptomlara neden olurken, diger bazı Iwnukçularında,

gözle görülebilir herhangi bir belirti
oluşturmamaktadırlar. Bununla birlikte bu tip.
simptomsuz bitkiler potansiyel inokulum kayna-gı olarak
viroid enfeksiyonlarının başlamasında rol
oynayabilmektedir (Sano vd., 1986; Hanold ve Randles,
1991; Singh vd., 1992a). Ayrıca, viroidlerin neden
olduklan simptomlar viri1s enfeksiyonlarından ve
fizyolojik stres faktörlerinden kaynaklanan simptomlara
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ben:ıerlik göstermekte ve viroidlerin konukçulanndaki
simptoınları konukçuya, viroid türtlne, viroidin ırkına,

ortam sıcakhgına, ışık şiddetine, bitki besin
elementlerinin dengesine, tek yada birlikte bulunma
durumlarına göre de de~işkenlikler göstermektedir.
Bununla birlikte, genelolarak yapral" sayısırun azalması,

yaprak ve meyve boyutlarının küçülmesi, yapraklarda
kıvrılma, yumru ve meyvelerde defonnasyon, bodurluk,
meyve ağaçlarında ça1ıl~ma viroidlerin neden oldukları

başlıca karakteristik belirtiler olarak kaydedilmiştir

(Lawson, 1987; Singh Ve Boucher, 1988; Salazar vd.,
1995; Verhoeven vd., 1998; Hadidi vd., 2003).

Viroidledııı tanılanması

Diğer hastalık etmenlerinde oldugu gibi viroidlerden
kaynaklanan hastalıklann kontrolünde de ön koşul

viroidlcıin hızlı, güvenilir ve spesifik olarak
tanılanınasıdır. Viroidlerin protein kapsüle sahip
olmamaları antijenik özellige dayalı serolojik
teknild(~rin, morfolojik özellikleri nedeni ile de elektton
mikroskobu tekniklerinin kullanılmasına olanak
tanımamaktadır.

ı. Virojdllerin Tanılanmasıııda İndikat~r

Bitkilerin Kullanılması

İndikatör bitkilerin kullanımı (biyolojik index) virüs
ve viraidlerin tanıJ.anmasında kullamlan en eski tam

telmigi olup, etmenin patojen olup olmadıgının

dogrulanmasında, taşınma şeklinin ve konukçu
çevresinin belirlenmesinde mutlaka kullamlması gerekli
olan bir tekniktir.

Ancak bu teknik zamana, seraya, yogun iş gücüne
ihtiyaç gösterdigi, geniş çaplı testlemelere imkan
verrnedigi, birden fazla bitki türünün bu amaçla
kullanımını gerektirdiy ve tek başına tanı için yeterli
olrnadıgı için kesin tanılamalarda bir başka teknik bulgu
ile desteklenmelidir (palukaitis vd., 1981). Zira simptom
gelişimi sıcaklıga (Van Dors ve Peters, 1974; Sasaki ve
Shikata, 1977; Da Graca ve Van Vuuren, 1987), ışık

yogıunluguna (Orasmick ve Slack, 1985), topragm besin
elementi içeriğine (Lee ve Singh" :i 972; Singh vd.,
1974), viroid ırkına (Singb, 1983) ve ayrıca bir viroidin
diger bir viroid yada v1rUsle birlikte bulunma durumuna
göre deyşim göstermektedir (Singh vd., 1992b). Bu
durumda viroidlerin belirlenmesİ ve tanılanmasında

hassas ve güv'enilir tekniklerin kullarolması sertifikasyon
programlarında ve gen merkezlerinin korunmasında

büyük önem arz etmektedir.

2. Poliakırilamid Jel Elektroforez (PAGE)
Poliakrilamid jel elekroforez tantlarımamış

viroidlerin taıul:anmasında mutlaka uygulanması gereken
temd bir teknik olup, nükleik asit moleküllerinin jeldeki
hareketlerinin moleküler agırlıklarma göre farklı hızlarda

hareket etmesi esasına dayalı olarak ilk defa Diener
(1971), Semancik ve Weathers (1972) tarafından

uygulanm IŞtır. Daha soura viroidlerin termodinamik



özelligine bıtgh olarak bu teknik Schunıacher ve ark.
(1983) tarafından modifiye edilmiş; Singh ve Boucher
(1987) tarafından geIiştiritrniştir. Bu amaçla gUnOmOzde
yaygın olarak retum-poliakrilamid jel elektroforez (R­
PAGE) sertifikasyon programlarında, viroid ırklarının

ayrınıında, diger tekniklerte kombine olarak viroidlerin
tanısında ve hatta seyyar laboratuarlarda da
kullanılmaktadır. Çok sayıda ömegin aynı anda
testlerunesine olanak veren bu teknigin dk aşamasında,

oda sıcakhgında ve yüksek tuz konsantrasyonunda lineer
ve sirkUler viroid RNA'sı birlikte hareket ederek
konukçuya ait DNA ve RNA'lar ile renkli maddelerden
ayrılırlar. İkinei basamakta, 72 COde ve düşük tuı,

konsantrasyonunda viroid RNA'sl daha pürifiye olarak
ve sirkUler formun lineer fonna dönüştürülmesi 'Ile
gUınüşle boyarunası ile viroidlere özgü bir bant
görüntülenir (Singh ve Boucher, 1987 ; Singh vd.,
1991b).

3. Nükleik Asit Hibridizasyon Tekni!gi
Spiegelman (1964), tarafından geliştirilen bu teknik

DNA-DNA, DNA-RNA yada RNA-RNA kompleksi için
de kullanılmakta olup, DNA ve RNA molekUllerindeki
nükleotit dizitimlerinin büyük ölçüde korunmUlj
bölgelerinden seçilen probların tamamlayıcı olarak
kullanılması esasına dayanır. Viroidlerin genomları

küçük oldugu için amaca göre prob olarak nükleik asitin
tamamı veya bir kısmı kullanılabildigi gibi
oligonükleotid problar da amaca göre
kullanılabilmektedir.

Nükleik asit hibridizasyonu için geçmişte radyoaktif
etiketi i probların kullanılması (Owens ve Diener, 1981;
Rohde ve Sanger, 1981), saglık riski nedeniyle bu.
teknigin uygulamasını sınırlandınrken, gu.nllinüzd~

problarm radyoaktif ö.zelligi olmayan kimyasallarla.
etiketlemnesi sayesinde nükleik asit hibridizasyo!\
tekniginin kullanımı artmıştır (McInnes vd., i 989:
Podteckis ve ark., 1993). Bu teknikte hassasiyet ve
seçicilik probun seçilecegi bölgeye göre degişkenlik

göstermekte olup, problar korunmuş yada degişkenı

bölgelerden seçilerek guruba ya da ırka özgü karakterler
saptanabilmektedir (Melton vd" 1984; Bar-Josph, vd ..
1985; Sano vd" 1988; Welnicki vd., 1989; Rey ve
Moses, 1993; Ha.didi vd., 2003).

Polimerase Zincir Reaksiyonu=Pol\ymerasf'
Chain Reaetion (peR)
PCR, moleküler hastalık etmenlerinin

tanı tarımasında, belirlenmesinde, kUçUk örneklerde
DNA'nın saptanmasında, DNA örneklerinin.
karşılaştırılmasında, mutasyonların bı~lirlenmesinde,

genomun klonlanması dışında farklı amaçlarla kullanılan:

ve genomdaki tek bir baz degişi.minin bi!e'
belirlenmesine olanak veren son derece hassas ve etkilı

bir molekUler tanı teknigidiro PCR ile 50 bp (bazpain)
kadar kısa bir DNA veya eDNA parçasından 10.000 bp
uzunluğundaki bir DNA parçasına kadar olan butün

H.Bostan, t.Çoruh

DNA molekülleri amplifiye edilebilmektedir (Hadidi
vd., 2003). Hadidi ve Yang (1990), RT..PCR teknigini ilk
defa viroidlerin tanılanmasında kullanmış ve bu teknigin
hibridiı:asyondan 10-100 defa, R·PAGE'den ise 2500 kat
daha hassas oldugunu ve enfekteli dokulardan ekstrakte
edilen toplam \-100 pg RNA miktarındaki viroidlerin
bile saptanabileceğini kanıtlamışlardır.

PCR son derece spesifik ve hassas bir metot olup,
hedef olarak seçilen DNA'nın belirli bölgesine ve amaca
göre seçilen pirimerlerin kuııanım ı ile
gerçekleşmektedir. Amplifikasyon prosedüru;

-Hedef nükleik asitin deneturasyonu
-Komplementerlerinin sentezlenmesi
-DNA polimeraz kullanılarak hedef bölgenin

ampli fikasyonu
-Tennosaykılda bu işlemlerin yeterli miktara

ulaşıncaya kadar tekrar edilmesi işlemlerini içermektedir
(Amheim ve Erlich, 1992). Diger taraftan bu teknigin
başarısı ekstrakte edilen nakleik asitin kalitesine,
cDNA.'nın sentezinde kullanılan enzimlere, emimlerin
kalitesine, diğer kimyasalların kon~antrasyonuna; PCR
aşarnasında ise magnezyum klorürün konsantrasyonuna,
primerlerio seçimine ve primerlerin baglaruna sıcakhgı

ile kullanılan tüm kimyasa1Jarın optimizasyonuna
baglıdır (Hadidi vd., 2003).

peR tekniginde pirimerlerin aynı cins içerisinde yer
alan virojdlerin genomlarının mukayesesi ile son derece
korunmuş böıgelerinden seçilmesi aynı cins içerisinde
yer alan bUtun viroidlel'in tanısını sagJamaktadır,

Degişken lXllgelerin mukayesesi için seçilecek
primerlerin kullanılması ile de spesifik olarak bir viroid
yada viroidin farklı ırk ve izolatlan belirlenebilmektedir
(Faggioli vd., 200 i; Di Serio vd., 2002; Sham10ul vd.,
2002). PCR tekniğinin diger bir avantajı viroidlere
spesifık primer çiftlerinin kullanılması ile tek bir işlemde

birden fazla viroidin belirlenmesinin mümkün olmasıdır.

Multipleks PCR (mPCR) olarak adlandınlan bu teknik
hem zaman ıCazandınnakta hem de tanı maliyetlerini
azaltmaktadır (Di Serio vd., 2002; Shamlou] vd., 2002).
Ancak multipleks PCR tekniginin viroidlerin spesifik.
olarak tanılanmasında kullammını sınırlandıran en
önemli problem virojdlerin genornlal'ının son derece kısa

olması nedeni ile birden fazla viroid için farklı primer
bölgelerinin belirlenmesinin oldukça gUç oluşudur. Zira
jelde bantların konumlarının farklı olabilmesi için
klonlanacak bölgelerin uzunluklarının da farklı olması

gerektirmektedir. Yine de birden fazla viroidin aynı anda
ve tek işlernde spesifik olmasa da belirlemnesi mümkün
olmaktadır.

Viroid HastalıklarınKontrolU
Viroidlerin verim ve kalite üzerine etkileri viroid

tUrune, ırkına, yaygınlık oranlarına, yıldan yıla ve yıl

içerisinde taşınma şekline, enfeksiyon zamanına, çevre
şartlarına, diger patojen1erle birlikte bulunup bulunmama
durumuna, uygulanan tarım sistemine, kültür bitkisine,
kUltUr bitkisinin ekonomik degerine, tek yada çok yıııık
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olma durumuna göre de~işim göstermektedir (BarkeT
vd., 1985; Lawson., 1987; Singh, 1988; Hadidi ve ark.,
2003), Bu nedenle viroid hastalıkları ile etkili bir
mUcadele yapılabilmesi için gerekli uygulamalar;

ı. Karantina ve sertifikasyon pırogramlarının

uygulanması

Viroid hastalıklarının kontrolünde başlıca

stratejilerden birisi hastalıg.m görUldügn ana kıtadan

di~er kıtalara, aynı Ulke içerisinde ise bir 'tıölgeden digeı

bölgelere taşınmasının engellenmesidir. Bwıun için
bitkisel materyaller hem ana kıta da, hem de taşıiıaca~j

bölgede tam donanımlı bir laboratuvarda testlere tab i
tutulmalı, VIToid içerip içermedikleri hızlı ve güvenilir
tekniklerle belirlenmelidir.

2. Viroidlerden ari üretim materyaliniıı

kullanılması

Bunun için özellikle vejetatif olarak çogaltıl:aıı

kültür bitkilerinde viroidlerden ari üretim materyalinin
muhafaza edilebilece~i ve ço~altılabi\eccgi tam
donanımlı laboratuarlarm kurulması ve gıerekti~i zaman.
buradan alınacak materyalin ihtiyaca ve amaca göre
ço~a1tılmasl gerekmektedir.

3. Viroİdlerin MIgeden bölgeye, yada tarlıı.

içerisinde yayılışlarmJOengellenmesi
Bu amaçla viroid hastalıklarının taşınabilecekleri.

konukçu bitki çevrelerinin, konukçu:;u olabil<~cek

potansiyel kUltUr bitkilerinin yada yabancı odam.
belirlenmesi, duyarlı ticari bitkisel Uretim alanları ile bl.
üretim materyallerinin Gretilecegi alanların birbirinden
yeterince uzak şekilde tesis edilmesi gerekir.

4. Üretim materyallerinden viroidlerin
eleminasyonu

Hassas ve güvenilir tekniklerin kullanımı jle virüs
yada viroidlerle enfekte1i olmayan bitki üretim
materyallerinin seçilip, doku kültürü laboratuarlarında

muhafaza edilerek çogaltılması mümkün oldıı~ gibi,.
enfekteli bitkilerden virüs yada viroidler meristern uç:
ku1türU teknigi ile elemine edilebilmektedir. Bu amaçla
meristern uç killtUrtl teknigi tek başına kul1anılabilece~i

gibi virüsler için bitkisel üretim materyalinin önce belirlıı

derecede ve belirli sürede sıcaga, viroidler için ise
soguga maruz bırakıldıktan sonra merü:temkrin izok
edilip geliştirilmesi başarı oranını artırmaktadır.

5. Do~al yada tr'ansgenik dayamkh çeşitlerin

kuııamlması

Doga\ olarak dayanıklı olan çeşitler

kullanı1abilece~i gibi, viroidlerin şiddetli ırkıarının

neden oldu~ zararı azal1mak için çapraz korunma (cross
protection) için bitkiler önce viroidin zayıf ırkı ık

inokule edilip üretimde kullanılması da mümkllrı

olmaktadır. Fakat çapraz koruma yöntemi çok iş güı;Une

ihtiyaç duyması, mutasyonla şiddetli ırk ortaya çıkma

128

olasıhgı, şiddetli 1fkın yayılışının ve enfeksiyon k.ayna~ı

olma özelliginin devam etmesi nedeni ile etkili bir
yöntem olarak kabul görmemekle ve pratikte de
uygulanamamaktadır. Bu durumda özellikle gen aktanını

ile dayanıklı çeşitlerin geliştirilip kullanılması viroidlerin
konlrolünde Öl1c~m kazanmaktadır.
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