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TURUNCGIL EXOCORTIS VIROIDININ RT-PCR ve DOT BLOT HiBRiDiZASYON
YONTEMIYLE TANISI

Miinevver GOCMEN  Tiilay TASDEMIR ~ Mukaddes KELTEN
Sema GUNES [lknur POLAT

Narenciye ve Seracilik Arastirma Enstitiisti, Antalya-Tiirkiye

Ozet

Turunggil Exocortis viroidi (CEV), diisiik molekiiler agirlikli, 371 niikleotid uzunlugunda RNA yapisinda
olup, diinyada turunggil yetistiriciligi yapilan tim alanlarda mevcuttur. Poncirus trifoliata (L.) Raf anac1 (ii¢ yapraklr)
basta olmak tizere Carrizo citrange ve Rangpur lime iizerine asili portakal, mandarin, tangelo ve altintopta ekonomik
zarar fazladir. Turunggil Exocortis hastaliginin tanisinda en yaygin kullanilan yontem, biyolojik testlemedir. Ancak
bu testleme yonteminde, kontrollii sera gerekliligi ve testleme siiresinin uzun olmasi yeni modern tekniklerin
kullanilmasini zorunlu kilmaktadir.Yapilan bu ¢alismada, molekiiler tekniklerden olan ve RNA diizeyinde tanilama
yapmaya imkan saglayan RT-PCR (Reverse Transkiriptase-Polymeraze Chain Reaction), ve enzim (Biotin-ULS)
isaretlemesiyle Dot-Blot Hibridizasyon teknikleri Tiirkiye Turunggil Cesit Gelistirme Programida (TTCGP) CEV’in
tanilamasinda kullanilmistir. Boylece, biyolojik testleme siiresi uzun olan CEV’nin, kisa siirede, giivenilir ve hizli
sekilde tanilamanin yapilabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Turunggil, Exocortis Viroid, RT-PCR (Reverse Transkiriptase-Polymeraze Chain Reaction),
Dot-Blot Hibridizasyon

Identification of Citrus Exocortis Viroid by RT-PCR and Dot-Blot Hybridization

Abstract

Citrus Exocortis Viroid (CEV) which has low weight and RNA structure 371 nucleotid lenght is very
common in all citrus orchards. Its economic loss is much more on orange, mandarine, tangelo and grapefruid grafted
especially on Poncirus trifoliata (L.), Carrizo citrange ve Rangpur lime rootstocks. Biological testing is the most
common method for identification of CEV. This method takes long time and needs controlled greenhouse conditions,
therefore the advanced molecular tests can be utilized to determine CEV. In this study, RT-PCR (Reverse
Transkiriptase-Polymeraze Chain Reaction), a molecular technique identifying at RNA level and dot-blot
hybridization via enzym (Biotin-ULS) marking technique was used for identification of CEV in Citrus Variety
Improvement Programme in Turkey. In this way, presence of CEV in citrus has been identified more reliable and
faster than biological testing method.

Keywords: Citrus, Exocortis Viroid, RT-PCR (Reverse Transkiriptase-Polymeraze Chain Reaction), Dot-Blotting

hybridization.
1. Giris
Turunggil  Exocortis  hastaligiin turunggil tiirii ise bu hastaliga tolerant olup
Tiirkiye de  varoldugu ilk  olarak hicbir simptom gostermemektedir.

Norman(1963) ve Moreira(1965). tarafindan
bildirilmigtir. Ulkemizde yaygin olarak
iiretimi yapilan portakal ve mandarin bagta
olmak tizere tangelo ve altintop bu hastaliga
oldukg¢a duyarli turunggil tiirleridir. Cinar ve
ark. (1993), Cukurova bolgesinde yaptiklar
survey calismasinda, Navel portakal ve
mandarin agacglarinin  genelde CEV’i ile
bulasik oldugunu belirtmislerdir. Ozaslan ve
Cmar (1990), CEV iki boyutlu gel
elektroforez  teknigi ile mandarin ve
mandarin hibritlerinde {ilkemizde ilk kez
molekiiler diizeyde saptamiglardir. Bir ¢ok

Hastaligin simptomlar1 daha ¢ok Poncirus
trifoliata (L.)Raf anaci (li¢ yaprakli) {izerine
asil1 turuncgil tiirlerinde yaprak burusuklugu
(yaprak orta damarindan biiziilme), bitkide
bodurlasma ve ana¢ kisminda kabuk
pullanmasi  seklinde goriilmektedir (Sekil
1). Hastaligin ekonomik zarari, daha ¢ok
verim azalmasi ve aga¢ Omriiniin kisalmasi
nedeniyle olmaktadir.

Turunggil Exocortis Viroidi (CEV),
diinyada turunggil {retimi yapilan tiim
alanlara dagilmistir (Wallace,1978).
Etmenin baz1 tolerant turuncggil cesitlerinde
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simptom olusturmadan bulunmasi, asigozii
budama makast (mekanik) ve kok fiizyonu
ile bulagmasi hastaligin yayilmasinda etkili
olmustur (Garnsey ve Jones, 1967; Wutscher
ve Shull, 1975).

Patojen, tek iplikeikli, circular veya
linear formda, yaklagtk 105.000 dalton
agirliginda, RNA zincir uzunlugu 371
niikleotid olup Rutaceae, Solanaceae ve
Compositaceae familyasinda  hastalik
olusturmaktadir  (Rivera-Bustamente ve
Semancik, 1986;Roistacher ve ark., 1978;
Semancik ve Weathers, 1972; Semancik,
1987).

Hastalik tanis1 genellikle biyolojik
testleme ile yapilmaktadir. Testlemede,
indikator bitki olarak, hastaliga en duyarh
Etrog citron’un 861-S-1  klonu
kullanilmaktadir. Biyolojik testleme, bu
indikatér bitki iizerine bulastirma  asisi
yapilmast ve bitkilerin sicak bir ortamda
bekletilmesi sonucu olusan simptomlarin
gozlemlenmesi seklinde yapilmaktadir.
Ancak bu testleme yOnteminin, bazi
olumsuz  yanlari  mevcuttur.  Bitkiler
simptom olusturmadigi takdirde, testleme
siiresi 18 aya kadar uzamakta ve CEV
simptomunun  gelismesi  i¢in  ¢evre
kosullarinin optimum olmasi ( sicakligin en
az 30°C ) gerekmektedir. Bu nedenle kis
aylarinda yapilan testlemeler de maliyeti
arttirmaktadir.  Ayrica  indikatér  bitki
tohumlarinin elde edildigi ana bitkilerin
zaman igerisinde bulagma olasiligi her
zaman vardir. (Boccardo ve ark.,1984).

CEV  tamisinda, daha sonralari
biyokimyasal yontemlerden olan ince tabaka
ve  kolom kromotografisi kullanilmistir
(Fuld-Allah ve ark.,1984). Niikleik asit
elektroforez teknigindeki gelismeler sonucu
CEV, 1iki Dboyutlu poliakrilamid jel
elektroforez (PAGE) ortaminda yaklagik 8
saat yiiriitiillerek ayristirilmak  suretiyle
karakterize edilmistir (Baksh ve ark.,1983;
Boccardo ve ark.,1984). PAGE teknigi i¢in
RNA izolasyon ve purifikasyon zorunlulugu,
ayrica CEV-RNA konsantrasyonunun en az
1-3ng seviyede olma gerekliligi; CEV
belirlenecek bitki Orneginin Etrog citron
lizerine asilanarak 32°C’de en az 3 ay
bekletilmesini zorunlu kilmaktadir.Bu gibi
olumsuzluklar hastalik tanilamada, yeni
arayislan birlikte getirmistir.
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1990°’li  yillarda PCR (Polymerse
Chain Reaktion) ve RT-PCR (reverse
transcription PCR) teknigindeki gelismeler
sonucu, bitki dokusunda patojen
konsantrasyonu 0,01ng seviyede olsa dahi
patojene  0Ozgli iki spesifik primerin
kullanilmasiyla patojen tanilamasi yapilir
hale gelmistir (Robertson ve
ark.,1991;Rybicki ve Hughes, 1990; Yang
ve ark, 1992).

Hastalik survey c¢aligsmalarinda ve
uluslararast tan1 caligmalarinda en fazla
kullanilan yontemlerden biride niikleik asit
hibridizasyonudur (Macquaire ve ark.,1994).
CEV tanisinda, bir ¢ok arastirici tarafindan
uzun yillar PAGE ¢alismasina paralel olarak
niikleik asit hibridizasyon uygulamasi
yapilmistir (Flores,1988; Albanese ve ark.,
1988; Semancik 1988; Gillings ve ark.,
1988). Bu arastiricilar  hibridizasyon
caligmalarinda probe isaretlemede radyoaktif
madde olan **P kullanmuslardir. Radyoaktif
calismalarin saglhk yoniinden riskli olmasi
ve Ozel laboratuar ekipmanlar gerektirmesi
kullanimi smirlamistir. Bu nedenle bir ¢ok
laboratuarda uygulanamamaktadir.  Daha
sonraki yillarda enzim esasli probe
isaretleme kitlerinin devreye girmesiyle
hastalik teshisinde dot-blot hibridizasyon
uygulamalari yaygin kullanilmaya
baslanmistir.

Enzim esasli Biotin-ULS (Biotin
Universal Linkage System) probe isaretleme
caligmalar1 1992 yilinda ilk kez tip alaninda
hastalik tanilamada kullanilmaya
baglanmistir (Belkum ve ark.,1993). Sonraki
yillarda bitki hastaliklarinin tanisinda ve
vektor taramalarmda uygulanmistir (Harper
ve ark.,1993).

Yapilan bu caligmada, turunggillerde
virus ve virus benzeri hastaliklardan temiz
as1gdzi ve fidan iiretimini saglayan Tiirkiye
Turunggil Cesit Gelistirme Programinda
(stirekli), CEV’nin Dbiyolojik testleme
yaninda daha hizli ve giivenilir sonug veren
molekiiler tekniklerden olan RT-PCR ve
enzim (Biotin-ULS) isaretlemisi ile dot-blot
hibridizasyonun teknigi uygulanmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1.Materyal
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Bitkisel materyal olarak TTCGP’da
virus ve virus benzeri hastaliklardan
arindirmak igin in vitro slirgiin ucu
asilamadan gecirilmis 9 c¢esit ve niiceller
calismadan secilen 5 c¢esit kullanilmstir.
Negatif ~ kontrol  olarak,  bulastirma
yapilmayan  Etrog citron kullanilmistir.
Pozitif kontrol olarak, Kaliforniya’dan
getirilen kuvvetli diizeyde hastalik olusturan
805 1rki, orta diizeyde hastalik olusturan 811
k1, zayif diizeyde hastalik olusturan 819 ve
822 wki ve daha onceki indekslemelerde
pozitif olarak bulunan ST-1 (Satsuma klonu)
kullanilmigtir. Ayrica otsu bitki olarak
CEV’nin ST-1 ki ile  mekanik
inokulasyonla bulastirimis olan hiyar ve
domates bitkileri kullanilmistir (Cizelge 1).
Cizelge 1. Turunggil Exocortis Viroid
Tanilanmasinda  Kullanilan
Bitkisel Materyaller.

Turunggil Cesitleri
Hamlin-C

Satsuma I-2 (nuceller)

Yediveren Limon Moro-2/7 (nuceller)

86-B Hamlin I-8 (nuceller)
IE-3/A Kontrol bitki
Honey/A Pozitif Ornekler
38-B ST-1, 805 (CEV’nin
siddetli k1)
Yerli Mandarin 819, 822 (CEV’nin
zayif irkr)
Hamlin-B 811 (CEV’nin orta
diizeyde simptom
olusturan 1rki)
WM-3/A Otsu Bitkiler
90-C Hiyar (Cucumber
sativus)
Valencia XII-6 Domates (Lycopersium
(nuceller) esculantum)
2.2.Yontem

2.2.1.Biyolojik (Gésterge Bitkileri Uzerinde)
Testleme

In vitro siirgiin ucu asilama yapilarak
testleme biiyiikliigiine gelen bitkilerden ve
bah¢ede bulunan niiceller g¢esitlerden ikiser

gbz alinarak kaba limon ¢ogiirleri {izerine
doku bulastirmast yapilmistir. Ayni1 kaba
limon ¢ogiirii tizerine CEV’ye duyarli Etrog
citron 861-S1'den alinan iki g6z agilanmistir.
Negatif kontrolde ise kaba limon ¢ogiiriine
yalnizca Etrog citron’da iki goz asilanmaistir.
Pozitif kontrol de yine kaba limon ¢ogiirii
ana¢ olarak kullanilmis ancak bulastirma
dokusu olarak ST-1, 805, 819, 822 ve 811
nolu bitkilerden alman doku pargasi
asilanmis ve yine aym bitki iizerine Etrog
citron asilanmistir. Kaba limon {izerine
agilanan Etrog citron gozii siirdiikten sonra,
bitkiler 8-12 hafta sicak serada (30-32°C)
inkube edilmis ve simptomolojik gézlemler
yapilmistir.

Caligmada  kullanilan  hiyar  ve
domates bitkileri 2-3 yaprakli donemde,
yapraklarina ST-1 bitkisinin 6z suyu
karborandum kullanilarak inokule edilmis ve
bitkilerin sicak serada bakim igleri
yapilmistir.

2.2.2. Doku Ekstraksiyonu

Biyolojik testleme yapilan bitkilerin
taze sirglinlerinden 0.5-1gr'lik  yaprak
ornekleri alinmistir. Bitki dokusu s1vi azotta
ezilerek Semancik (1991) gore RNA
izolasyonu yapilmstir. izole edilen RNA'lar
100-200ul TKM bufferda (Tris 10mM, KCI
10mM, MgCl, 0.1mM) ¢oziilerek -20°C'de
muhafaza edilmistir.

2.2.3.RT-PCR Yontemi

2.2.3.1.CEV’nin c¢DNA Sentezlenmesi ve
Amplifikasyonu

RNA yapidasinda olan CEV ‘den
oncelikle c¢DNA sentezinin yapilmasi
gerekmektedir.cDNA sentezi Yang ve
ark.,(1992) gore yapilmistir. cDNA sentezi
icin total niikleik asitten 1ug aliarak
iizerine 1-3pug 20-mer'lik spesifik primer (5'-
CCCTGAAGGACTTCTTCTTCCCC-3';
central conserved bolgedeki 71-90 CEV-A
niikleotidlerinin complementar) eklenmistir.
6ul cDNA buffer (250mM Tris-HCL pH
8.3, 375 mM KCI ve MgCl, 50mM DDT)
konularak hacim steril destile su ile 30ul
've tamamlanmistir. Elde edilen karisim
100°C'de 5 dakika kaynatilarak niikleik
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asitlerin denatlire olmasi saglanmistir. 2
dakika buz iizerinde ve sonra 1 saat oda
sicakliginda birakilarak primerin annealing
(primerlerin niikleik asitlere baglanmasi)
saglanmistir. 18ul reaksiyon karisimi (4ul
cDNA buffer, 5pl 0.3M 2-mercaptoethanol,
2.5ul 10mM dNTP, 6.5ul steril dionize su
ve 2ul Moloney murine leukemia virus
reverse transkiriptase) hazirlanarak 30pul'lik
annealing yapilan karisima  eklenerek
42°C'de 2.5 saat bekletilerek cDNA sentezi
gergeklestirilmistir.

RT-PCR’da amplifikasyon islemi
icin CEV’nin cDNA'dan 5ul alinmis
iizerine MgCl, 40 mM, 2.5 pl PCR buffer,
5SmM dNTP, 1.25pL 20 mer’lik CEV-A
primeri (downstream) ile 2.5uL 24 mer'lik
CEV-B primer (upstream);
(5'ATCCCCGGGGGAAACCTGGAGGAA
G-3'), 0.5u] Taq polymeraze enzimi
eklenerek, hacim steril dionize su ile 25ul'ye
tamamlanmustir. RT-PCR i¢cin
amplifikasyon programi 40 dongii olacak
sekilde programlanmistir. Her dongii; 94°C'
de 1 dakika, 55°C'de 2 dakika ve 72°C'de 3
dakika seklinde gergeklestirilmistir. Son
dongiide oOrnekler 72 °C' de 7 dakika
bekletilmistir. RT-PCR’dan  sonra 6rnekler
4°C 'ye alinmustir.

2.2.3.2 .RT-PCR Uriinlerinin Polyakrilamid
Gel Elektroforezi

RT-PCR amplifikasyonu ile elde
edilen DNA'lar %5'lik polyakrilamid dikey
gel elektroforezede ylriitilmigtiir.
Elektroforez buffer1 olarak TBE (Tris
225mM, Borik asit 225mM, Sodium ETDA
SmM, pH 8.3, 10x) kullamilmig ve
elektroforez islemi 100V'da 4 saat elektrik
akimi verilerek yapilmistir. Jel ethidium
bromid ile 10 dakika boyanmis ve UV
1s1g1nda bant gézlemlenmesi yapilmistir.

2.2.4.Niikleik Asit Dot-Blot Hibridizasyonu

2.24.1. Orneklerin Membrana Dot-Blot
Yapilmasi

Bitki dokusundan izole edilen niikleik

asitten 3ul, steril saf sudan 4ul alinarak
kanigtiritlmig ve 5 dakika kaynatilmistir.
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Denatiire olan 6rnekler hemen mikropipet
yardimiyla membrana damlatilarak absorbe
edilmesi saglanmustir.

2.2.4.2. ST-1 Orneginin Probe Olarak
Biotin-ULS ile Isaretlenmesi

Biyolojik testlemelerde ve RT-PCR
caligmasinda pozitif bulunan ST-1 Ornegi
probe olarak se¢ilmistir. RT-PCR yapilmig
ST-1 &6rneginden 10ul almmugtir. Uzerine
2ul BIO-ULS (1 mg/ml) kitindeki isaretleme
solisyonu eklenmis ve oOrnek 85°C'de 30
dakika inkube edilerek probun biotin ile
isaretlenmesi saglanmistir. Proba
baglanmayan kimyasallar maddeleri
uzaklagtirmak i¢in  karisgim  ethanolle
muamele edilerek niikleik asitler pellet
halinde ¢oktiiriilmiigtiir. Kurutulan pellet
tizerine 10ul steril H,O eklenmistir.

2.2.4.3. BIO-ULS ile Isaretlenen Probun
Membrana Dot Blot  Yapilan
Orneklere Baglanmast

Nytran membrana dot blot yapilan
orneklerin absorbe olmalari igin membran
kurutulmustur. Membran UV 1s1iginda 2
dakika bekletilmistir. Hazirlanan
hibridizasyon buffer (0,25M Na,H,PO, pH
7.2, SDS %7) membran iizerine dokiilerek
65°C de 4 saat membran inkube edilmistir.
Biotin- ULS ile isaretlenen probe pipet
yardimiyla 65°C'deki membran {izerine
eklenmis ve dagilmasi  saglanmistir.
Membran 65°Cde bir gece inkube edilmistir.
Daha sonra membran Once soliisyon A
(250mM Na,H,PO, pH 7 ,SDS 9%0.5) ile
sonra soliisyon B (125mM Na,H,PO, pH 7
,SDS  %0.5)'de 65°C'de 15 dakika
bekletilerek yikama islemi
gerceklestirilmistir. Bu islem sonucunda,
Bio-ULS ile isaretli probun membrandaki
orneklere hibridize olmasi saglanmistir.

2.2.4.4.Biotin Tanimlama Kiti ile Sonuclarin
Degerlendirilmesi

Prob ile hibridize olan Orneklerin
goriilebilir hale getirilmesi Belkum ve
ark.,(1993) gore yapilmistir. Bu asamada
tim islemler oda sicakliginda
gergeklestirilmistir. Membran  iizerine
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Streptavidin ~ eklenmis ve 15 dakika
inkubasyon saglanmistir. Membran iki kez
PBS, %0.5 Tween-20 iceren solusyonu ile
yikanmigtir. Bu defa membran Alkaline
fosfataze  (Biotin  detection  system,
streptavin  alkaline phosphatase assay,
Kreatech BV, Amsterdam, the Netherlands)
ile muamele edilerek 15 dakika inkube
edilmistir. Membran iki kez tekrar yikama
soliisyonu ile yikanmig ve Sodiumazide 0.2
mg/ml ve boyama buffir1 (0.1 M Tris HCl
pH 9.5, 0.1 M NaCl, 5 mM MgCl,)
icerisinde 2 dakika bekletilmistir. Renk
gelisimi icin membran %70’lik
dimethylformamide ile 0.1 M Tris HCI pH
9.5, 0.1 M NaCl, 5 mM MgCl, NBT (Nitro
Blue Tetrazolium) (32mg/ml) kimyasal
bulunan soliisyonda hafifce sallanmis ve
sonra 10ul BCIP  (5-Bromo-4-Chloro-
Indolyi-Phosphate) eklenerek 30-45 dakika
icerisinde membran  gozlemlenmistir.
Probun hibridize oldugu o&rnekler mavi
renkte lekeler halinde goriilmiistiir.

3.Bulgular ve Tartisma
3.1. Biyolojik Testleme

CEV testi yapilan bitkiden bulastirma
icin iki goz ve Etrog citron dan (duyarh
klondan) iki g6z olmak iizere 4 goz kaba
limon ¢o6giirii lizerine asilanmig ve 30-
32°C’de inkube edilen bitkilerin 2-3 hafta

sonra as1 baglar ¢Ozllmiistiir.
Inokulasyondan 6-7 hafta sonra
simptomolojik gozlemler yapilmaya

baslanmistir. Etrog citronun go6zlerinden
gelisen ilk siirgiinlerde hastalik simptomlari
gbzlenmistir. Bitkinin gelismesi i¢in 12

hafta beklenilmis ve simptomlar
degerlendirilmistir. ~ Biyolojik  testleme
sonuglart  Cizelge 2’de  verilmektedir.

Hastalik simptomlari, hastaligin siddetine
bagli olarak yaprak kivrilmasi, bogum
aralarinda  kisalma  seklinde  kendini
gostermektedir (Sekil 1.).

Siirgiin ucu asilama sonucu elde
edilen Hamlin/B bitkisi CEV ile bulasik
bulunmustur. CEV’nin siirgiin ucu agilama
ile arindirilmasi asilama esnasinda kesilen
meristem dokusu ile ters orantilidir. Eger
kesilen meristem biiyiik ise (0.16mm’den)

CEV’nin arindirma oran1  diismektedir.
Ayrica CEV mekanik tagindigindan asilama
esnasinda  kesimde  olduk¢a  Onemli
olmaktadir.CEV ile bulasik bulunan bu hat
imha edilmistir.

Cizelge 2. CEV’nin Biyolojik Testleme
Sonuglari.

Testlenen Bitkiler Testleme Sonuglari

Hamlin-C -

Yediveren Limon -

86-B -

1E-3/A -

Honey/A -

38-B -

Yerli Mandarin -

Hamlin-B +

WM-3/A -

90-C -

Valencia XII-6(nuc ) -

Satsuma -2 (nuceller) -

Moro-2/7 (nuceller) -

Hamlin I-8 (nuceller) -

Kontrol bitki

ST-1

805

822

+
+
819 +
+
+

811

Hiyar -

Domates +

Biyolojik testlemede pozitif kontrol
olarak kullanilan ST-1 ve 805’de giiglii
hastalik simptomlar1 olusurmakta ve bazen
bitkiyi 6ldiirmektedir. Zayif irk olan 819 ve
822°da  yaprak simptomlar1 daha az
gelismistir. 811 nolu CEV 1rki ise siirgiiniin
ilk  donemlerinde yaprak simptomlari
gostermesine ragmen bitki Sliimiine neden

Sekil 1. CEV’nin (ST-1 ki) Biyolojik
Testlemedeki Yaprak Simptomlart.
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olmamaktadir.  Otsu  bitkilerden olan
domatesde gen¢  siirgiinlerde  yaprak
kivrilmalart hafif goriilmiis olmasma karsi
hiyar bitkilerinde hi¢ simptom
gbozlenmemistir. Solanaceae familyasindan
olan domatesin CEV’nin  konukgulari
arasinda bulundugu Fonseca ve ark., (1993)
tarafindan da bildirilmistir.

3.2.RT-PCR

Bu calismada, Turunggil Exocortis
viroidinin tanisi i¢in molekiiler tekniklerden
olan RT-PCR kullanmilmigtir.  Spesifik
primer olarak Yang ve ark.(1992), tarafindan
kullanilan CEV’nin central conserved
bolgesindeki (niikleotid dizilimleri 71-90 )
ve onun yan kismindaki 91-114 araligindaki
niikleotid diziliminin = complementary
kullanilarak CEV’ye 6zgii spesifik primerler
(CEV-A ve CEV-B) sentezletilmis ve RT-
PCR ‘da kullanilmistir. Bu  primer
dizilimleri serbetciotu bodur viroidinin
primerleri ile oldukg¢a benzerlik gostermekte
oldugu Hadidi ve Yang (1990) tarafindan
bildirilmistir.

Bu ¢aligmada tiim bitkisel 6rneklerden
RNA izole edilerek RT-PCR yapilmistir.
RNA izolasyonu total niikleik asit
izolasyonuna gore daha dikkatli ¢aligmay1
gerektirmektedir. Yang ve ark.(1992), RT-
PCR uygulamasmi total niikleik asit
kullanarak yapmislardir. Total niikleik asit
icerisinde ¢ok az miktarda (0.01-0.001 ng)
CEV olsa dahi tanilama isleminin
yapilabilecegi bildirilmistir.

Calisma, RT-PCR  Yang ve
ark.(1992)’ye gore yapilmistir. PCR
kosullarinda optimizasyon yapma
gerekliligi olugsmamugtr.

RT-PCR iirtinleri dikey %6’lik

poliakrilamid jel elektroforezinde

yuriitiilmiistiir. Biyolojik testlemede pozitif
reaksiyon veren CEV irklart (ST-1, 805,
811, 819, 822) ile siirgiin ucu asilamadan
gecmis Hamlin/B ve domates bitkisi RT-
PCR sonucu 371bp biiyiikliigiinde tek bant
olusturmustur. Negatif bitkide ve diger
turunggil  Ornekleri ile hiyarda bant
olugmamustir (Sekil 2.).

Hastalik olusturma virulensligi farkli
olan CEV wklarinda bant uzunlugu
bakimindan farklilik olusmamustir. Onelge
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(1997), RT-PCR’da CEV’nin Etrog
citronda ve Gynura aurantiaca D.C.’da
hastalik olusturan CEV 1rkinin 371 bp bant
olusturdugunu ancak yapilan sequence
analiz karsilastirmasinda niikleotid
farkliliginin bulundugunu ve bu farkliliginda
patojenite  durumunu etkiliyebilecegini
belirtmistir.

RT-PCR’da olusan bant uzunlugunun
(371 bp) CEV’nin tiim niikleotid uzunluguna
esit oldugu Yang ve ark. (1992) tarafindan
belirlendigi gibi bu calismada da
goriilmiistiir. Bu ¢alismada, patojenin CEV
oldugunu ve aymi niikleotid uzunlugunda
oldugunu gostermistir.

i 3710bp
350 bp

250 bp

Sekil 2. RT-PCR dirlinlerinin  %6’lik
Poliakrilamid Jel Elektroforezde
Ayrnistirtlmast  Sonucu  Olusan
cDNA Banti (Ethidium Bromid

ile boyanarak).
3.3.Dot-Blot Hibridizasyon

Dot —blot hibridizasyon bir¢ok virus
hastaligin  tanimlanmasinda, virus-vektor
iligkisine yonelik ¢aligmalarda ve hastalik
epidemiyoloji arastirmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Harper ve Creamer, 1995;
Flores, 1988)

Niikleik asit hibridizasyonunda probe
isaretlemede radioaktif bir madde olan **P
uzun yilar kullanilmistir. Ancak daha
sonralar1 sagliga zararsiz ve daha az
laboratuar alt yapisit gerektiren Biotin tani
kitleri gelistirilmis ve reaksiyon renk
degisimine gore takip edilmistir (Eweida ve
ark. 1989).

Bu calismada, Biotin-ULS kiti probe
isaretlemesinde  kullanilmigtir. ~ Nytran
membran {izerine her o&rnekten 25ul
damlatilmistir. ST-1 6rneginden ise 25, 15
ve 10pul olacak sekilde 3 damlatma
yapilmustir.

Probe olarak, ST-1  Orneginin
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cDNA’s1 kullanilmistir. Probe isaretlemede
inkubasyon 85°C’de 30 dakika olarak
gergeklestirilmistir. Probe isaretleme
sicakligmin ve siiresinin  optimizasyonu
Belkum ve ark. (1992) tarafindan bildirildigi
gibi yapilmustir.

Dot-blot ¢alismasinda, Hamlin/B,
811, 819, 822, 805, ST-1 (i¢ farkh
miktarinda) de mavi renkli reaksiyonlar
olugsmustur. Negatif 0Ornekte ve diger
orneklerde renk degisimi olugmamistir
(Sekil 3) .

Sekil 3. Biotin-ULS ile Probe Isaretlemesi
Yapilan CEV Dot-Blot
Hibridizasyon Sonucu.

Domates  Orneginde ise  probe
baglanmas1  gergeklesmemistir. Domates
ornegindeki doku farkligindan gelen bir
takim maddelerin probe baglanmasinda
engelleyici rol oynayabilecegini
diisindiirmiistiir. Belkum ve ark. (1992)
farkl1 insan dokularinda yaptiklar1 Biotin-
ULS do blot c¢alismasinda  doku
farkliligindan  kaynaklanan  probe-6rnek
hibridizasyonunda sorunlarin olabilecegini
bildirmislerdir.

ST-1 orneginin 25ul’si diger iki
miktara  gére = daha  net  mavilik
olusturmustur. Renk tonlar1 arasindaki
farklilik probe ile hibridize olan CEV
miktarina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Elde edilen bu sonuglar biyolojik testleme
ve RT-PCR ile (domates oOrnegi disinda)
uyumlu olmasina karsiik CEV’ye 06zel
problarin olusturulmas1 CEV’ye 6zellesmeyi
arttiracagindan  genis alanlarda survey
caligmalarinda kolaylik ve giivenirlik
saglayacaktir.

4.Sonuc¢

Mekanik ve as1 gozi ile tasiabilen
turunggil exocortis viroidi, turunggillerde
aga¢ Omriinii kisaltmakta, verim kaybma ve
meyve kalitesine olumsuz etkide
bulunmaktadir. Hastaligin, hizli ve giivenilir
olarak kisa silirede tanilanmas: hastalik

kontroliinde, bolgedeki durumunun
takibinde olduk¢a 6nemlidir.

Hastaligin biyolojik testlemesi
Turkiye  Turunggil Cesit  Gelistirme

Programinda yiiriitilmektedir. Ancak bu
caligma ile RT-PCR ve Biotin-ULS dot-blot
hibridizasyonuyla da yapilabilecegi ortaya
konulmustur. Hibridizasyon ¢alismalarinda
eger spesifik problar olusturulur ise hastalik
survey c¢alismalarinda giivenilir ve kisa
siirede sonu¢ alinabilecegi igin RT-PCR
teknigine gore daha yaygin
kullanilabilecektir. RT-PCR c¢aligsmalarinin
ilk alt yap1 olusturulmasi pahali olmakla
birlikte, erken tanida zaman kazandiracagi
ve alan konusunda avantaj saglayacagi icin
ekonomik  olabilecegi  géz  Oniinde
bulundurulabilir. Ayrica ¢alisma kitlerinde
ormmek  sayisimin  fazla olmasi  rutin

uygulamalarda  daha  fazla  avantaj
saglayacaktir.

Turunggil exocortis viroidinde
kullanilan RT-PCR ve Biotin-ULS dot blot
hibridizasyonunun diger turunggil
viroidlerinde de kullanilabilmesi

Turunggillerde virus ve virus benzeri
hastaliklardan temiz as1 gozii iiretim amagh
Cesit gelistirme programlarinin basarisini
daha da arttiracaktir.
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