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OZET

PATATESTE PATATES Y VIRUSU IRKLARININ TANILANMASI VE VIRUS
MIKTARININ KANTITATIF REAL TIME RT-PCR ILE BELIRLENMESI
BOLAT, Vildan
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitkisel Uretim ve Teknolojileri Anabilim Dali
Danisman : Prof. Dr. Cigdem ULUBAS SERCE
Ekim 2017, 81 sayfa

Patates bitkisi yumrulariyla vejetatif olarak iiretildigi i¢in viriisler gibi yumru ile taginan
hastaliklardan 6nemli olgiide etkilenmektedir. Tohumluk yumru iiretiminde en 6nemli
viriis etmeni Potato virus Y (PVY)’dir. PVY wrklarina bagh olarak, tohumluklarin
ozelliklerini yitirmesine ve % 50—80 arasinda verim kaybina neden olmaktadir. Virtis ile
miicadelede viriisiin 1rklarinin  bilinmesi, 6zellikle tohumluk yumru {iretiminde
damizliklilarin dogru, hassas ve hizli teshis yontemleri ile test edilmesi olduk¢a 6nem
tasimaktadir. Bu amagla, PVY’nin wrklarin1 belirlemede Immunocapture- revers
trancription- multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (IC-RT-multipleks PCR) sistemi
Nigde ilinden temin edilen toplam 54 PVY izolatina uygulanmistir. Analiz sonucunda 17
adet PVYNW (B), 7 adet PVYNW (B), 1 adet PVYN™N (B) 1rklari tespit edilmistir. Ayrica,
2 adet PVYN™N+PVYNW kanigik 1rk enfeksiyonu belirlenmistir. Izolatlarin biiyiik bir
cogunlugunda (30 adet) 278 bp seviyesinde atipik amplikonlar elde edilmistir. PVY ’nin
farkli irklarinda basari ile uygulanabilen real-time PCR sistemi gelistirmek amaciyla IC-
RT- SyberGreen (SYBR) real time PCR sistemi PVY F/R primerleri kullanilarak
uygulanmistir. IC-RT-SYBR real time PCR Nigde ilinden temin edilen farklit PVY
irklarina uygulandiginda, tiim 6rneklerde PVY teshisinde basarili olmustur. Ayrica IC-
RT-SYBR kantitatif real time PCR sistemi kurulmustur. En diisiik ve en yiiksek ol¢iim
sonuclar1 alimmistir. Desire ve Nectar ¢esidi tohumluk yumrularda PVY taramasi ve viriis

miktar1 tayini calismarinda kantitatif real time PCR basaril1 bir sekilde kullanilabilmistir.

Anahtar Sozciikler: Immunocapture, real time PCR, kantitatif PCR, patates yumrusu



SUMMARY

IDENTIFICATION OF POTATO Y VIRUS STRAINS AND MEASURMENT OF
VIRUS QUANTITY BY REAL TIME RT-PCR

BOLAT, Vildan
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Production and Technologies
Supervisor : Prof. Dr. Cigdem ULUBAS SERCE
October 2017, 81 pages

Since the potato plant is vegetatively produced by the tubers, it is significantly affected
by tuber-borne diseases such as viruses. The most important virus in the production of
seed tubers is Potato virus Y (PVY). According to PVY strains, it causes loss of seed
characteristics and yield loss of 50-80%. In management of virus diseases, detection of
virus strains and availability of accurate, sensitive and rapid diagnostic methods, has an
imporant role in poducing virus free seed tuber. For this purpose, Immunocapture-reverse
trancription-multiplex polymerase chain reaction (IC-RT-multiplex PCR) system for
determining strains of PVY has been applied to a total of 54 PVY isolates from Nigde.
As a result, 17 PVYNW (B), 7 PVYNW (B) and 1 PVYNTN (B) strains were detected. In
addition, two PVYN™N + PvYNW mixed race infections were identified. In a large majority
of isolates (30), 278 bp atypical amplicons were obtained. In order to develop a real-time
PCR system that can be successfully applied in different strains of PVY, the IC-RT-
SyberGreen (SYBR) real time PCR system was applied using PVY F / R primers. When
IC-RT-SYBR real time PCR was applied to different PVY strains from Nigde province,
PVY was successfully diagnosed in all cases. In addition, the IC-RT-SYBR quantitative
real-time PCR system was established and the minimum and maximum titer quanities
were measured. Quantitative real time PCR was successfully used in the detection of PVY

screening and virus quantitation in seeds of Desire and Nectar species.

Keywords: Immunocapture, real time PCR, quantitaive PCR, potato tuber
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Yiiksek lisans egitimimin basindan sonuna kadar tecriibe ve fikirlerinden yararlandigim,
bu tezin konusunun belirlenmesinde, laboratuvar ¢alismalarimin yiiriitilmesi ve
degerlendirilmesinde yardim ve destegini esirgemeyen danisman hocam Sayin Prof. Dr.
Cigdem ULUBAS SERCE’ye, klonlama c¢aligmalarinda yardimci olan Yrd. Dog. Dr.
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BOLUM I
GIRIS

Patates (Solanum tuberosum L.) Solanaceae familyasi iginde yer alan bir bitkidir ve
insanlarin bitkisel kaynakli beslenmesinde bugdaygillerden sonra gelen bir besin
kaynagidir (Gerlegiz vd., 2015). S. tuberosum Giiney Amerika kokenli bir bitki olmakla
beraber giiniimiizde deniz seviyesinden 4000 m yiikseklige, 70. kuzey enleminden 50
giiney enlemine kadar genis bir alanda yer almaktadir (Anonim, 2012). Genis alanda
yetistirilmesi, liretim imkaninin genis ve birim alandan kaldirilan {irliniin yiiksek olmasi,
besin degerinin yiiksek, fiyatinin ucuz olmasi, ister sofralik ister endiistriyel olsun ¢ok
degisik kullanim alanlarmin olmasi, farkli toprak ve iklim kosullarma kolayca uyum
saglayabilmesi nedeniyle patates, diinya iizerinde genis bir iiretim alanina sahiptir (Giiner
ve Yorganci, 2006). Yumrularinda nisasta halinde karbonhidrat, protein, vitaminler ve Fe
gibi 6nemli besin maddelerini igeren patates, insanlar tarafindan dogrudan mutfaklarda
tilketildigi gibi, islenerek degisik sekillerde (cips, parmak patates vs.) tiiketilmektedir
(Arioglu vd., 2006). Diinyada 2014 yil1 verilerine gore yaklasik 19 milyon hektar alanda
368.096.362 ton civarinda patates tretilmektedir (FAOSTAT, 2014). Tiirkiye’de toplam
patates iiretim alan1 1.448.572 dekar, patates iiretimi ise 4.750.000 tondur (TUIK, 2016).

Tiirkiye’de patates iiretilen iller ve iiriin miktarlar: Sekil 1.1°de verilmektedir.

Black Sea
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Sekil 1.1. Tiirkiye’de patates iiretilen illerin haritasi



S. tuberosum, 16.yiizyiln ikinci yarisinda Ispanyollar tarafindan And Daglan
Bolgesi’nden iilkelerine tasinmis, ardindan da Irlanda, iskogya ve Ingiltere’ye ve daha
sonrada biitlin Avrupa lilkeleri ile Kuzey Amerika’ya yayilmstir. 17.ylizyilin ilk
yarisinda Hindistan yarimadasinda goriilen patates tariminin, 18.yiizyilda Cin’e,
Hollandalilar araciligi ile Endonezya’ya ve oradan Japonya’ya, 19. Yiizyilda ise Dogu
Afrika‘ya ulastirildigr bildirilmistir (Ilisulu, 1957). Tirkiye’ye ilk patatesin girisi
19.ylizy1l sonlarinda Rusya iizerinden Dogu Karadeniz Bdolgesi’'ne ve bunu takiben
batidan Trakya Bolgesi’ne oldugu belirtilmistir (Caliskan vd., 2010). Ancak bu konuda
birden fazla fikir bulunmaktadir (Senol, 1971). Rus bilim adami Zhukovski'nin aktardigi
bilgiye gore patates ilk olarak 1850’lerde (muhtemelen 1853 yilinda) Sakarya’da
Akova’ya dikilmistir. Buna karsilik ilisulu (1957) raporunda patates iiretiminin
baslangici olarak kuzeyden Rusya ve Kafkasya’dan gelen patateslerin Dogu Anadolu ve
Karadeniz bolgelerinin yiiksek arazilerinde yetistirildigini bildirmistir (Ilisulu, 1957).
Bununla birlikte 1870’lerde Dogu Anadolu’da Erzurum ilinde patates tiretimine iliskin
kayitlar vardir. On sekizinci ylizy1l sonu ve on dokuzuncu yiizyillarin baslarinda bu
bolgeye Kafkasya’dan bircok goc olmustur. Go¢menlerin bu bolgeye patates getirmesi
thtimali yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Hala Dogu Anadolu’da patates '"kartol"
kelimesi ile adlandirilmaktadir. Bu bilgilerden dolay1 patatesin Rusya ve Kafkasya’dan
getirilme ihtimali yilikselmektedir (Arslanoglu, 2015). Dogu Karadeniz bolgesinde hala
bir¢cok yerel genotip gérmek miimkiindiir. Tiirkiye’ye patates girisi olduktan sonra ilk
yillarda patates yetistiriciliginde mali yardimlar ve vergi istisnalarina ragmen ¢ok fazla
ilgi gdrmemistir. Anadolu’ya yiiksek verimli patates ¢esitlerinin girisinden sonra 1908-
1910 yillar1 arasinda patates tiretiminde verimler artmustir (Senol, 1971). Tiirkiye
Cumhuriyeti’nin  kurulusundan sonra, patates Ttretimi hizli bir sekilde artis
gostermistir.1925 yilinda toplam patates iiretimi yaklasik 73.000 ton iken simdi 4.5
milyon tona ulagmistir. Tiirkiye’de yaklasik 150 yillik ge¢misi olan patates suan iiretim,
sanayi, pazarlama ve tiiketim sektoriinde {ilkenin en onemli tarimsal iriinlerinden biri
haline gelmistir. Ancak, mevcut durum hala tam potansiyeline ulasmamistir (Caliskan

vd., 2010).

Patates iiretimi i¢in Tiirkiye c¢ok iyi cografi kosullara sahiptir. Bu nedenle patates,
tilkemizdeki neredeyse tiim illerde (81’inin 75’inde) yetistirilmektedir. Ulkenin orta,
kuzey ve kuzeydogu kisimlar1 iliman iklim oldugundan dolay1 patates yaz aylarinda ana

iriin olarak yetistirilmektedir. Akdeniz iklimi olan Akdeniz ve Ege bolgelerinde patates



kis ve bahar aylarinda ilk iirlin olarak, yaz ve sonbahar aylarinda ise ikinci {iriin olarak
yetistirilebilmektedir. Tiirkiye’de patates iiretiminin %61'1 Orta Anadolu Bolgesi’nde
gergeklestirilmektedir. Bu bolgede ise sadece Nigde ve Nevsehir illerinde Tiirkiye’nin
toplam patates lretiminin %23’ yapilmaktadir (Caliskan vd., 2010). Nigde ilinde
237.851 dekar yetistirme alam ve 892.297 ton iiretim yapilmaktadir (TUIK, 2016).

Patates vejetatif olarak yumrulartyla iiretilen bir kiiltiir bitkisi olmas1 nedeniyle fungus,
bakteri, viriis ve benzeri bitki patojenleri tarafindan enfekte olduklarinda hastaligin ortaya
cikma potansiyeli artmakta, buna bagli olarak da verim ve kalitede onemli diisiisler
meydana gelmektedir. Bu hastalik etmenlerinden 6zellikle viriisler, sistemik
enfeksiyonlara neden olarak bitkinin toprak iistii aksamindan yumrulara ge¢mekte, bu
enfekteli yumrularin dikilmesi ile yildan yila tasinmakta ve sonugcta patateste tohumluk
dejenerasyonuna neden olmaktadirlar (Bostan ve Demirci, 2001). Viriis hastaliklarinin
direk kimyasal miicadele ile kontrolii ¢ok zor olup, viriis hastaliklarinin patates bitkisinde
neden oldugu simptomlar1 gérmek ve simptomlarina gore ayirt etmek ¢ogu zaman da
yaniltici olabilmektedir. Zira patates bitkisinde viriislerin neden olduklari simptomlarin
siddeti ve tipi viriise, irka, patates cesidine, ¢evre sartlarina, enfeksiyon zamanina,
virtislerin tek yada birlikte bulunma durumlarina gore farklilik gostermektedir (Bostan ve

Demirci, 2001).

Patates iretiminde Patates Y virlisi (Potato Y potyvirus, PVY) tohumluklarin
ozelliklerini yitirmesi ve % 50-80 arasinda verim kaybina sebep olmasi acisindan en
Oonemli viriistiir. Bu etmen, patates iiretiminde %80 kadar ciddi verim kayiplarina neden
olabilmektedir (De Bokx ve Huttinga, 1981). Bitkilerdeki viriis enfeksiyonunun ortaya
cikmasi ve iirliinde zarar kullanilan patetes ¢esitlerine gore degisebildigi gibi viriisiin
irklarina gére de farklilk gostermektedir. PVY nin bes tip k1 vardir: PVY©, PVY®,
PVYNPVY?Z ve PVYE (Galvino-Costa vd., 2012; Jones, 1990; Kerlan vd., 2011; Kerlan
vd., 1999; Singh vd., 2008; Sorri vd., 1999). Bu irklar Ny, Nc, ve Nz dayaniklilik genlerini
igeren patates cesitleri ve tiitiindeki (Nicotiana tabacum) simptomlara gére tanimlanmis
ve gruplandirlmistir (Tablo 1.1). Son zamanlarda, PVY® ve PVYN irklarmmn
rekombinasyonu ile ortaya ¢cikan PVYN© 1rk1 yeni rekombinant 1rk olarak rapor edilmistir
(Ottoman vd., 2009). PVYNOtohumlik yumru ile ya da vektdr olarak yaprak biti ile
tasinabilmektedir. PVY™NC yumrunun iizerinde dairesel batik nektotik lezyon iiretir,

yaprak simptomlar1 hafiftir ya da bazi patates cesitlerinde simptom goriillmemektedir



(Piche vd., 2004; Sagredo vd., 2009). Yaprak aksaminda kolayca fark edilememesinden
dolay1 PVYNC, Kuzey Amerika’da goriilen en yaygimn rktir (Cizelge 1.1).

PVY© 1rk1 bilinen en eski irktir. PVY© 1rk1 ingilizce “old” kelimesinden gelmektedir. Bu
irkla enfekte olan bitkilerde birincil olarak genellikle tepe yapraklar solar,kururlar.ikincil
simptom olarak bitkide kirigikliklar ve burusukluklar meydana gelir. Kirisiklik ve
burusukluk biiylimeyi engeller. Bitkiler bodur kalirlar. Ufak yapraklarda alacalik ve
beneklenmeler gozlemlenir, sekilde bozukluklar meydana gelir. Bunun nedeni damarlar
arasindaki dokunun hizli olarak biiyliyememesidir. Buna genellikle nekrotik seritler eslik
etmektedir. En alttan baslayarak yapraklar dokiilmeye baslar. Patates ¢esidine bagl
olarak bu simptomlar yumruda da goriilebilirler. PVYN ki ingilizce “new” yeni
kelimesinden gelmektedir. Bu viriisiin simptomlar1 birgok patates ¢esidinde simptomlari
hafif olarak go6zlemlenir. Bu durum hastalikli bitkileri tarladan ¢ikarma islemini
zorlastirir ve ¢ok kolay dagilmasina sebep olur. Tepe yapraklardaki burusukluklar ve
yesilimsi soluk-sar1 beneklenmeler bunu takibende klorotik ve nekrotik lekelere sebep
verir. Daha sonraki asamalarda yapraklar normalden kiigiik olmas1 durumu ve burusma

gozlemlenir. PVYNTN

irk1 yumruda yiizeysel nekrotik lekeler seklinde simptomlara neden
olur. Daha sonraki asamalarinda saplarda beneklenme ve burusma gozlemlenir. PVY®
irk1 nekrotik beneklere ve yapragin her iki tarafinda da noktalar gériilmesine sebep olur.
Nekrotik seritler genellikle yaprak damarlar1 etrafinda, bazen petiollerde ve govde
iizerinde benekli-seritler seklinde kendini gosterir. Ilerideki asamalarinda bitkide
moziklesme goriilebilmektedir. Bu 1rk genellikle bitkide erken 6liime sebep verir.Bu
enfeksiyonlarin yaninda yumruda nekroza sebep olur. Bazen keskin kenarli, targin-

kahverengi noktalarla g¢evrilmis gozler olusturur. Hastaliktan etkilenmis gozlerde,

filizlenme olmaz; ¢iinkii baslangi¢lar1 bu viriis 1rki tarafindan 6ldiiriilmiistiir.

Viral hastaligin ortaya ¢ikisi ve yayilmasinin en dnemli sebebi viriisten ari tohumluk
patates yumrusunun kullanilmamasidir. Tiirkiye'de Erzurum, Van, Bursa, Bolu, Nigde ve
Nevsehir gibi patates liretilen bolgelerde depolanmis yumrularda PVY tespit edilmistir
(Giiner ve Yorganci, 2006).



Cizelge 1.1. PVY 1rklari, genel simptomlar1 ve diinyada yayilma alanlari

Irk Genel Ad1 Yayginlik durumu
PVY© Genel 1rk Diinyada
Tiitlin damar nekroz 1rki Avrupa, SSCB, Afrika, Giiney Amerika
YN (1950 Giiney Amerika), Kuzey
Tiitiin nekrotik 1rk1 Amerika (1990 Kanada), Japonya,
Montana 1999, diger devletler 2000
Patates yumru halkali leke
hastalig1 Europe, Yunanistan, italya, Portekiz,
PVYNTN | Yumru nekrotik 1rki Kuzey Amerika: Kaliforniya ve Pasifik

Yumru nekrotik halkali leke Kuzeybat1 2000
hastalig1

Avustralya, Hindistan, Ingiltere ve bazi
PVYC Noktal1 hat 1rk1
parcalari, Avrupa

PVY wviriisii diger viriislere oranla tohumluk yumrularda daha yiiksek oranda tespit
edilmektedir (Giiner ve Yorganci, 2006). Bu viriis ayn1 zamanda tiitiin, domates, biber,
yabanct otlar ve siis bitkileri gibi bitkilerde ekonomik zarar olusturmaktadir. Virlisiin
ortaya ¢iktig1 bolgede yayilmasinda yaprak bitleri ile non-persitant taginmalari en etkili
yoldur (Jeffries, 1998; Khurana, 2004). PVY ’nin vektorleri arasinda 50°den fazla yaprak
biti tiiri bulunmaktadir (Ragsdale vd., 2001). En 6nemli yaprak biti tiirleri Myzus
persicae, Aphis frangulae, Macrosiphum euhorbiae, Myzus certus, Aphis fabae,

Rhopalosiphum padi “dir.

PVY etmeni ile miicadele hem direkt hem de dolayli yontemlerle yapilmaktadir. Enfekteli
bitkilerin sokiilerek yok edilmesi viriisiin elemine edilmesi i¢in kullanilan en temel direkt
yontemdir (Ottoman vd., 2009). Dolayli kontrol yontemi ise saglikli tohumluk patates
yumrular1 kullanilarak ilk PVY enfeksiyon kaynaklarinin azaltilmasidir (DiFonzo vd.,
1996). Tohumluk patates iiretiminde, PVY inokulumu minimize edilir ve viriiliferdz
afitlerden {irtinler korunarak diger saghikli bitkilere tasinarak viriis enfeksiyonu
engellenir. Etkili tohum sertifikasyon programlari ve bitki koruma yontemleri kullanarak

PVY ile enfekte edilmemis tohumlar elde edilir (Gray vd., 2010).



Viriis tespit etmek icin kullanilan birka¢ yontem vardir. Cok 6nceleri sadece bitkideki
simptomlara bakilarak virlis tespiti yapilmaktaydi. Ancak 1970’11 yillara gelindiginde
virliis tespiti yapmak i¢in serolojik bir yontem olan ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay) yontemi en uygun yontem olarak ortaya ¢ikmustir (Clark ve
Adams, 1977). Bu yontem kullanilarak 6zellikle viriisiin kilif proteini hedeflenerek tespiti
gerceklesmektedir ve bu yontem cok sayida Ornek i¢in en uygun ydntemler arasina
girmistir (Lequin, 2005). ELISA yontemi PVY ’nin varligini tespit etmek igin kullanilan
en yaygin ve en ekonomik yontemdir. Ancak 1990 yillarindan itibaren Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) da viriis tespit etmek kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemde viriis
tespit etmek icin hedef alinan bolge niikleik asittir. PCR yontemi ELISA yOntemine gore
daha diistik konsantrasyonda olan viriis tespitine olanak vermekte, kesin ve duyarli sonug
vermektedir (Lorenzen vd., 2006; Nie ve Singh, 2002). Ancak PCR yontemi ile sonug
alabilmek i¢in uzun zaman alan jel-elektroforez yontemi ile ugragsmak gereklidir (Jones,
1990).

Son 20 yilda niikleik asit arastirmalarinda muazzam bir ilerleme kaydedilmis ve bu da
bitki virtislerini detayli ve kolay bir sekilde teshisini miimkiin hale getirmistir (Kumar
vd., 2012). Hastalikli patates yumrularinda PVY ve irklarini tespit etmek i¢in,Multiplex
Reverse Transkripsiyon PCR yontemi kullanish bir yontem olmustur. Serolojik yontem
ve PCR teknigi birlestirilerek Immunocapture-PCR (IC-PCR) olarak adlandirilan teknik
gelistirilmistir. Bu yontem; serolojik testlere gore daha duyarli, geleneksel PCR’daki gibi
viral RNA saflastirilmasina gerek kalmadan kullanilan spesifik bir yontemdir (Kumar vd.,
2012). “Real-time PCR” teknolojisi DNA ya da RNA o&rneklerinin polimeraz zincir
reaksiyonu prensibi ile c¢ogaltilmast ve amplifiye olan {riinlerin miktarmi
amplifikasyonla es zamanli olarak belirleyebilen bir yontemdir. PCR iiriinlerinin gercek
zamanl olarak saptanmasi, her reaksiyon kuyusunda bir floresan muhabir molekiiliiniin
eklenmesi ile saglanir ve artan miktarda {irlin DNA's1 ile artan floresan elde edilir.
Cogalan DNA’y1 bir monitorde goriiniir hale getiren, floresan isaretli prob ve boyalar
kullanilarak, floresanin ¢ogalan DNA ile dogru orantili olarak artmasi nedeniyle “Gergek
Zamanli — Polimer Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)”, “izlenebilir Polimeraz Zincirleme
Tepkimesi (PCT)” gibi farkli adlarla da isimlendirilmektedir (Kubista, 2008). “Real-time
PCR” metodu ile ¢ok az miktardaki bir DNA 6rneginden istenilen 6zellik hizli, giivenilir
ve hassas bir sekilde ortaya koyulabilmektedir (Giinel ve Aydinli, 2009).



Tohumluk patates tiretiminde PVY 1rklarinin dogru ve hassas bir sekilde belirlenmesi ¢ok
onemlidir. PVY testlerinde yaygin olarak kullanilan ELISA y6nteminde dormant patates
yumrularindan filizlerin siirmesi gerekmekte, bu nedenle testin sonucunun alinabilmesi
6-8 haftay1 gerektirmektedir. Yaygin olarak kullanilan RT- PCR sisteminde de PCR
sonrasi elektroforez islemi zaman almaktadir. Real- time RT-PCR analizi dormant patates
yumrularindan PVY testi yapilmasini saglayan ve tiim bu olumsuzluklari ortadan kaldiran

hizli, hassas ve biiylik ¢apta testlere olanak veren alternatif bir teknik olmaktadir.

Diger taraftan PVY nin tanimlanan dokuz irki(5 tane rekombinant olmayan ve 4 tane
rekombinant olan) bulunmaktadir. Bu irklarin hepsini tanimlayacak antiserumlar
bulunmamaktadir. Her bir irki ayr testlerle tanimlamak yerine aym testte dokuz irkin
tanimlanmasina olanak veren multipleks RT-PCR sistemleri mevcuttur. Ayrica bitki,
yumrularda PVY miktarinin belirlenmesi gereken durumlar olabilmektedir. Bu nedenle

yapilan bu ¢alismada asagidaki konular hedeflenmistir:

e Immunocapture-multipleks RT-PCR sistemlerinin PVY 1rk tayininde kullanilmasi,
e Real time RT-PCR ile PVY virlisiiniin saptanmast ve bitki dokusundaki

konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Test sistemi kurulan immunocapture-multipleks RT-PCR ve real time RT-PCR
yontemleri, gerek karantina ve gerekse tohumluk analizlerinde PVY testleri yapilmasi

amaciyla kullanilabilecektir.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 Patates Yetistiriciligi

Solanaceae ailesi, 90 tiir ve yaklasik 4000 tiirden olusmus olup dagilimi ve yasam
alanlarinda biiyiik farkliliklar vardir (PBI Solanum Project, 2014). Bu aile, biber
(Capsicum spp), patates (Solanum tuberosum L.), patlican (S.melongena) ve domates (S.
lycopersicum) gibi 6nemli kiiltiir bitkilerini igerir (Song vd., 2005). Ayrica, pitrak
(Datura stramonium), giizel avrat otu (Atropa belladonna), karabiber (Hyoscyamus
niger) ve adamotu (Mandragora officinarum) da dahil olmak {izere diinyanin en 6liimciil

bitki tiirleri de bu ailenin iiyesidir (Cizelge 2.1).

S. tuberosum, triploid, diploid ve tetraploid iiyeli kompleks bir tiirdiir. Tetraploid ¢esitleri
iki gruba ayrilir: 1. Grup Tuberosum ve 2. Andigena grubu (Cribb ve Hawkes, 1986).
Tuberosum alttiirli, Avrupa'da ve Kuzey Amerika'da yaygin olarak yetistirilen patates
mahsuliidiir. Andigena alttiirleri de ekili bir tiirdiir, ancak yetistiriciligi Giliney ve Orta

Amerika ile sinirlidir (Hawkes, 1990; OECD, 1997).

Son {i¢ yiizyilda patates, siit ve ete eslik eden ana ve yan yemekler arasinda yer almis ve
milyonlarca insanin diinyada hayatta kalmasina yardimeci1 olmustur (Thornton ve Sieczka,
1980). Patates yumrusu ¢ok miktarda nisasta igermektedir, ayn1 zamanda proteinler ve C
vitamini bakimindan zengindir (Storey ve Davies, 1992). Drewnowski ve Rehm'e (2013)
gore, patates siklikla tiiketilen sebzeler arasinda en yiiksek potasyum degerine sahip, en

ekonomik beslenme kaynagidir (Drewnowski ve Rehm, 2013).

Yapilan ¢alismalara gore, patates birim alan basina bugdaydan % 75 ve piringten % 58
daha fazla gida enerjisine sahiptir. Patates, liretim alanlar1 basma piringten % 78,
bugdaydan % 54 daha fazla protein saglar. Beslenme degeri olan gida enerjisi, birim
iretim ve gida miktar1 ile kiyaslandiginda baska higbir iirlin bulunmamaktadir ve
diinyanin 1liman, tropikal ve subtropik iklim bélgelerinde yetismektedir (Camire vd.,
2009).



Cizelge 2.1. Patatesin taksonomik siniflandirmasi

Alem Plantae (Bitkiler)

Alt alem Tracheobionta (iletim demetine sahip bitkiler)
Ust boliim Spermatophyta (tohumlu bitkiler)
Bolim Magnoliophyta (¢igekli bitkiler)
Siif Magnoliopsida (dikotiledonlar)
Altsiif Asteridae

Takim Solanales

Aile Solanaceae

Alt aile Solanoideae

Cins Solanum L.

Oymak Petota

Alt oymak Potatoe

Seri Tuberosa

Tiir Solanum tuberosum L.

Cin, Hindistan ve Rusya Federasyonu diinyanin en biiylikk patates {ireticisi
iilkelerindendir; Tiirkiye ise, 2014 yilinda 4.1 milyon ton patates liretimiyle diinyada 20.
sirada yer almistir (TURKSTAT, 2016). Gelistirilmis giibre ve sulama sistemi gibi bilim
ve teknolojideki ilerlemeler, yetistiricilerin sinirli kaynaklart kullanarak verimi

artirmasina olanak saglamistir (Thornton ve Sieczka, 1980).

2.2 Patates ve Potato Virus Y

Patates bitkisi yumru kullanilarak vejetatif olarak ¢ogaltilir, bu nedenle viriis ve viriis
benzeri hastaliklar gibi bitki patojenlerinin kurulmasi ve yayilimi yaygin bir durumdur
(Khurana, 2004). Sistemik enfeksiyona neden olan viriis hastaliklari, patatesin kalitesini
ve verimini diigiirebilir (Gray vd., 2010). Patates iiretimini olumsuz yonde etkileyen,
viroid ve fitoplazma da igeren otuz alt1 bitki viriis ve benzeri etmen bildirilmistir (Gopal
ve Khurana, 2006; Khurana ve Singh, 1986). Patates Y viriisii (Potato virus Y; PVY),
patates bitkisini enfekte eden en 6nemli. viral patojendir (Kogovsek vd., 2008). PVY,
patates dejenerasyonuyla iliskili viriis hastaligi grubunun bir tiyesi olarak 1931 sirasinda
ilk olarak patates bitkisinde taninmistir (Smith, 1931). Potyviriisler, bilinen bitki

viriislerinin en biiyiigii ve en fazla agronomik olarak en énemli grubunu olusturur ve



birgok kiiltiir bitkisinde yikici hastaliklara neden olurlar (Hollings ve Brunt, 1981). PVY,
Potyviridae familyasindaki alt1 cinsden biri olan Potyvirus cinsinin bir tiyesidir (Shukla
ve Ward, 1988). PVY Potyviridae familyasinin tip iiyesidir ve irklari tiitiin, patates, biber
ve domateste de hafif derecede beneklenmelere neden olarak hastaliklara neden olur (De
Bokx ve Huttinga, 1981). PVY c¢ok genis bir konukgu dizisine sahiptir ve diinya ¢capinda
yayilmustir (Stevenson vd., 2001). Kerlan (2006), Solanaceae’nin 14 cinsi de dahil olmak
tizere yaklasik dokuz ailesinin enfeksiyonunu bildirmistir. Konukg¢ular1 arasinda domates
(Lycopersicum esculentum), biber (Capsicum spp.), patlican (S. melongena), tiitiin
(Nicotiana spp) ve birg¢ok otlar (Physalis spp., Datura spp., S. dulcamara ve S. nigrum)
(Jeffries, 1998). Deneysel olarak bildirilen konukgu araligi 31 aileden olusan 72 cins ve
495 tiirden olusur. Solanaceae'nin 14 cinsinde yaklagik 287 tiir, bunlarin arasinda
Solanum cinsinden 141 tiir, Nicotiana'dan 70 tiir, yaklasitk 28 Amaranthaceae, 25
Leguminosae, 20 Chenopodiaceae ve 11 Compositae tiirii PVY igin konukg¢u olarak rapor
edilmektedir (Binyam, 2015).

PVY giinlimiizde de patates yetistiriciliginde hala biiyiik riskleri olan bir viriisdiir, ¢linkii
cok kolay yayilir ve verimi biiyiik ol¢lide diisiirebilir. Diger patates viriisleriyle birlikte
enfeksiyon oldugunda daha da biiyiik zarar olusur. PVY, sertifikasyon programlarinda
tohumlarin reddedilmesinin 6nde gelen nedenlerinden biridir (Ragsdale vd., 2001). Bu
viriisten kaynaklanan kayiplar, iirlin kalitesindeki cesitlilige ve kayiplara bagl olarak %
10-80°dir (Warren vd., 2005). Bununla birlikte, baz1 irklar, patateste % 10-100 verim
kaybina neden olabilir (De Bokx ve Huttinga, 1981).

PVY'nin virionlari, filamentli, zarflanmamis, fleksibl cubuklardir (700-1200 nm
uzunlugunda, 11-12 nm c¢apinda). Pargaciklar 3.3 nm'lik bir sarmal yapiya sahiptir.
Virion, 5.4-% 6.4 riboniikleik asit (Leiser ve Richter, 1978) ve % 93.6-94.6 protein igerir
(Robaglia vd., 1989; Varma vd., 1968). RNA'nin 5 'ucunda bir genom baglantili protein
(VPg) bulunur (Sekil 2.1). Fenol veya deterjanla deproteinize edildiginde enfektif olma
yetenegi korunur. Poli A bolgesi 3 'ucunda mevcut, ancak enfeksiyon i¢in gerekli degildir.
Potyvirus genomu, tek standart dogrusal RNA molekiiliine sahip yaklasik 10 kb
boyundadir (Hull, 2009). Enfekte olmus hiicrenin sitoplazmasinda firlldak ve silindir
seklindeki viral protein inkliizyon cisimciklerinin olusumu, potyviriislerle iligkili 6zel bir
karakterdir, 151k ve elektron mikroskobu ile tanimlanabilir (Stevenson vd., 2001).
PVY'nin niikleik asidi, sedimentasyon katsayis1 25S (Makkouk ve Comeau, 1994) - 39S
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olan ve tek molekiil agirlig: 3.1 x 108 olan (Makkouk ve Comeau, 1994) tek sarmall1 bir
lineer RNA'dir. Genomun 5 'ucunda bir VPg ve 3' terminusunda bir poliA sekans1 vardir.
Subgenomik RNA iiretilmez. Pargaciklardaki RNA yiizdesi % 5.4 - 6.4'tiir (Leiser ve
Richter, 1978; Makkouk ve Comeau, 1994).

PVY'nin protein pargaciktaki protein igerigi yaklasik % 94'tiir. Viral pargaciklarda sadece
iki protein olan VPg ve kat proteini (CP) bulunur. CP molekiiler agirliginin 29.95 kDa
oldugu hesaplanmigtir (Shukla ve Ward, 1988). Gen bankasi veri tabanlarinda 200

civarinda CP dizisi bulunmaktadir.

WPy Coat protein
Protease

N L o)

19—| P1 [HC-Pro| P2 i Cl {L Nia NIb | CP Jmia)’
4
Aphid transmission factor T

Maovernent Palymerase
Gene silencing

Protease

Protease Replication

Helicase

Sekil 2.1. Potato virus Y ‘nin genom yapist (INRA, 2017)

PVY enfekte olmus tohumluk yumrularin yaralanmasi ve kesilmesi yoluyla vejetatif veya
mekanik olarak bulasabilir (Ragsdale vd., 2001). Bitkilerde PVY viriis hastaliklarinda
yaprak bitleri en 6nemli tas1yici vektorlerdir. Arazi kosullarinda PVY non-persistent yolla
Myzus persicae ve Macrosiphum euphorbiae gibi patateste kolonize olan yaprakbitleri ile
tasmnurlar (Ragsdale vd., 2001). Patates bitkisinde kolonize olmayan bazi yaprak bitleri de
PVY’nin diisiik oranda tasinmasinda etkili olabilmektedir. Patates bitkilerinde diisiik
oranda kolonize yaprak biti olmasina ragmen yiiksek oranda virlis enfeksiyonu
olabilmektedir (Singh vd., 1996). Bu durumda, kolonize yaprak bitlerinin olmamasi
halinde kolonize olmaya yaprak bitlerinin bitkilerden toplanmas1 PVY nin yayiliminda
bu tiirlerin rol oynamasindan kaynaklanmaktadir (DiFonzo vd., 1996). PVY rklarinin
tasinma kapasitesi yaprak bitleri vektorlerine gore farklilik gosterebilir (Basky ve Almasi,
2005; Cervantes, 2008; Fereres vd., 1993). PVY nin yaygin 1rk1 olan PVY%nun Myzus

percicae ve Aphis nasturtii tirlerinde belirlenmek amaciyla yaptiklar1 caligmada bu afit
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tirlerini PVYO ile enfekteli patates bitkilerinde beslenmisler ve buradan toplanan
afitlerde viriislin kapsiil protein geninden diizenledikleri pirimerleri kullanarak viriisiin
bu rkini tespit etmiglerdir (Boston ve Haliloglu, 2010). Test edilen viriis iletimi
kabiliyetli tiirleri arasinda PVYN igin potansiyel vektdr olarak A. nasturtii, B. helichrysi,
Cryptomyzus galeopsidis, C. ribis, Hyadaphis foeniculi, H. pruni, H.lactucae, S. avenae
ve S. fragariae rapor edilmistir (Piron, 1986).

PVY diinyada patates iiretim alanlarinda yaygin olarak bulunmaktadir ve bazi irklar
sadece spesifik kitalarla sinirlandirilmistir (De Bokx ve Huttinga, 1981; Gibbs vd., 1970;
Gray vd., 2010). PVY nin bes tip k1 vardir: PVY®, PVY®, PVYN PVYZ ve PVYE
(Galvino-Costa vd., 2012; Jones, 1990; Kerlan vd., 1999; Singh vd., 2008; Sorri vd.,
1999).

PVY kompleks irklar veya irk gruplar1 halinde bulunurlar ve patateste bulunan bir dizi
dayaniklilik genlerine hassasiyetlerine gore siniflandirilirlar. Patateste bulunan Ny genine
kars1 hypersensitive reaksiyon (HR) gelistirenler PVY®, Nc genine HR verenler PVY©
olarak gruplandirihir Nz genine HR olusturanlar PVY# olarak adlandirilir (Singh vd.,
2008) (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. PVY nin ana irklarinin serolojik ve molekiiler 6zelliklerine gore genetik

siniflandirilmasi

Ornek Patates cesitleri PVYC PVYC PVYZ PpPVYN PVYE
Desire, Petland Crown (Ny, Nc,Nz)  HR S S S S
King Edward (Ny, Nc, Nz) S HR S S S
Maris Bard, Petland Ivory (Ny, Nc,Nz) HR HR HR S S

ey . . . Damar )
Tiitiin Mozaik Mozaik Mozaik nekrozu Mozaik
Serotip @) @) N N N
Genom tipi NR NR R NR R

HR= hipersensitif reaksiyon, S= hassas, NR = non rekombinant, R= rekombinant

Bu genlere hicbir HR gelistirmeyen izolatlar ise tiitlindeki reaksiyonlarina gore ayirt
edilirler. Bunlardan tiitinde damar nekrozu olusturanlar PVYN 1rk1, (Jones, 1990; Singh
vd., 2008) sadece mozaik olusturanlar PVYE ki (Kerlan vd., 1999; Singh vd., 2008)

olarak siniflandirilirlar. Bu ii¢ orjinal ve geleneksel PVY irkindan PVYN “nekrotik”
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PVYN 1rki olarak da adlandirilir (Boonham vd., 2002). Bu 1rk gruplarindan PVY© ve
PVYN molekiiler, seroloji, RT-PCR ve tiim genom sekans! ile iyi bir sekilde karakterize
edilmistir. Ancak diger PVY? ve PVYE iklarmm molekiiler 6zellikleri ¢ok iyi
aciklanmamistir (Chikh Ali vd., 2013).

Rekombinant olmayan 1k gruplarinin PVY©, PVYN ve PVY© nin tiim genom sekanslari
bilinmektedir. Bu durum ebeveyn irklarin disinda, PVY© ve PVYN dizilerinin pargalarmi
cesitli kombinasyonlarda tasiyan bazi ¢oklu rekombinant PVY genomlari kesfedilmistir.
Giiniimiize kadar PVY® ve PVYN ebeveyn olan en az dokuz rekombinant olusum tespit
edilmistir. Bu rekombinantlar 1 veya 4 rekombinasyon noktasina sahip olup, birgogu
PVY genomunun P1, HC-Pro ve VP-NIa bolgelerindedir (Chikh Ali vd., 2013) (Sekil
2.2).

PVYNTN PVYNO ve PVYNWI en yaygin rekombinantlardir. Bu rekombinantlar1 tek
niikleoitid polimorfizmleri kullanilarak tasarlanan primerlerle RT-PCR veya miiltipleks
RT-PCR ile tanilamak miimkiindiir (Boonham vd., 2002; Chikh Ali vd., 2010; Lorenzen
vd., 2006; Nie ve Singh, 2002, 2003a; Rigotti ve Gugerli, 2007). Bunlarin disinda PVY®°
ve PVYN den farkli rekombinant olmayan PVYNN (Nie ve Singh, 2003b) ve
rekombinant NE-11 (Lorenzen vd., 2008) tamimlanmistir. Hemen biitin PVY
rekombinantlar tiitiinde damar nekrozu olusturmuslardir ve bu nedenle PVYN grubuna

girerler. Bu nedenle, PVY rekombinantlarin tiitlin reaksiyonu tiplenmesi miimkiin

degildir.
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Sekil 2.2. Kuzey Amerika ve Avrupa’da bulunan PVY rekombinantlarin
rekombinasyon noktalarinin sematik ifadesi (Chikh Ali vd., 2013)
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Patates bitkilerinde, PVY© 1rki diinya genelinde goriiliir (Jeffries, 1998). PVYN 1rki,
Giiney Amerika, Avrupa, Afrika ve Asya'da (Weidemann, 1988) ve Yeni Zelanda'da
(Flecher, 1989) yaygin olup, Kanada'da karantina patojeni iken (Ellis vd., 1997), ABD’de
bolgesel salgmlar kaydedilmistir (Singh, 1992). Avrupa, Kuzey Amerika, Hindistan,
Giiney Afrika, Avustralya, Yeni Zelanda ve Ekvador'da (Jeffries, 1998) bilinen PVYC ik
bilinenden daha yaygin olmasi muhtemeldir. Bu yaygin irklar disinda rekombinasyon ve
farkli mekanizmalarla olusan varyanlar da mevcuttur. PVYN™N varyanti, ABD
(McDonald ve Singh, 1996; Nie ve Singh, 2003b) ve Japonya (Ohshima vd., 2000) da
dahil olmak iizere diinyanin birgok patates yetistirilen iilkelerinde tanimlanmistir. PVY™"-
W varyant1 Fransa ve Ispanya da dahil olmak iizere diger birkag iilkede bildirilmistir

(Blanco-Urgoiti vd., 1998). PVYNC Kanada'da (Manitoba) ve ABD'de (Minnesota,
Montana, Kuzey Dakota) bildirilmistir (Singh vd., 2008).

PVY irklar1 hafif mozaikten nekroza kadar c¢esitli yaprak deformasyonuna neden olur.
PVY© 1rki ¢ogu bitkide mozaik simptomlara neden olan ancak bazi patates gesitlerinde
yaprak nekrozuna da neden olan yaygin irktir. PVY© tipik olarak yumru nekrozuna neden
olmaz fakat 6nemli miktarda verim azalmasina neden olur (Halterman vd., 2012). PVYN
k1 Giiney Amerika kokenli PVY'nin yumruda nekrotik hasar olusturur, yapraklarda
PVY©’dan daha hafif mozaikler meydana getiren bir irkidir (Weidemann, 1988). Bu irkin
yumrularda olusturdugu hastaliga patates yumru nekrotik leke hastaligi (PTNRD) adi
verilir (Halterman vd., 2012). PVYN tiitiin yapraklarinda siddetli nekroza neden olur ve
enfekte olmus bitkiyi 6ldiiriir (Jones, 1990).

2.3 Bitki Viriislerinin Saptanma Yontemleri

Diinyada bitkilerde hastaliga neden olan patojenlerden biri olan viriisler, ¢cok ¢esitli ciddi
hastaliklara neden olan genis bir bitki tiirii yelpazesinde enfeksiyon yapabilir. Viral
hastaliklarin iiriin kalite ve miktar1 iizerine etkisi sonucu her y1l milyarlarca dolar kaybina
neden olur (Thresh, 2006). Ne yazik ki, viral hastaliklarin bakterisidler ve fungisitler gibi
kimyasal maddelerle miicadelesi yoktur (Fakhrabad vd., 2012). Viriis teshisi viriis
hastaliklar1 ile miicadelede en 6nemli stratejilerinden biri olarak kabul edilir. Etkili bir
kontrol elde etmek i¢in, viriislerin dogru bir sekilde teshisi miicadelenin ilk basamagi

olarak tanimlanir. Bitki viriislerinin teshis ve tan1 teknikleri asagidaki kategorilere ayrilir.
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2.3.1 Biyolojik o6zellikleri temel alan teshis metotlari

2.3.1.1 Simptomatoloji

Simptomatoloji hasta bitkide simptomlarin gorsel incelemesine dayanir. Bitki viriisleri
bitki tizerinde bircok simptoma neden olur. Mozaik, lekelenme, bodurlagma, yaprak
malformasyonu, nekroz, kloroz, verim azalmasi veya bu belirtilerin kombinasyonu.
Bununla birlikte, bircok biyotik ve abiyotik faktorler bu simptomlarin goriiniimiinii
etkileyebilir. Ayrica, bazi bitkiler farkli etkilerle (besin elementi noksanligi, abiyotik stres
faktorleri gibi) virlis benzeri simptomlar gosterebilir. Ancak bazi viriis bitkilerde
simptomsuz (latent) enfeksiyona da neden olabilir. Bu nedenle, sadece simptomlara
bakarak karar almak yanligtir. Diger test teknikleriyle dogrulama yapilmalidir. Bu metot
genellikle, diger teyid edici testlerle birlikte viriis teshisinin dogrulugunu artirmak

amaciyla kullanilir (Naidu ve Hughes, 2003).

2.3.1.2 Biyolojik indeksleme

Bitki viriislerinin teshisi i¢in en eski yontemlerden biridir. Geleneksel yontem viriis
teshisi i¢in birgok laboratuvarda halen 6nemli bir teshis yontemi olarak kullanilmaktadir
(Hull, 2009). Biyolojik indekslemede mekanik, asilama ve vektor araciligi ile hassas otsu
indikator bitkilere virlis tasimalari yapilmaktadir. Bu indikator bitkiler {izerinde
gozlemlenen semptomlarin karakterizasyonu bir¢ok virlisiin tespit edilmesine ve
tanimlanmasina izin verir. Meyve agacglarinda enfeksiyon yapan viriisler gibi Mekanik
tasima yoluyla inokule edilemeyen viriislerin tasimasi, uygun indikator bitkiler
kullanilarak vektér veya asilama yoluyla inokule edilebilir. Bu testler, genellikle
viriislerin rutin teshisi i¢in kullanilsa da, bunlar viriis tespitini kesin olarak yapmamakta,

ayrica zaman ve kaynak tiiketmektedirler (Naidu ve Hughes, 2003).

2.3.2 Elektron mikroskobu

Elektron Mikroskopisi (EM) viriis morfolojisi hakkinda yararli bilgiler saglar. Kararl
(stabil) virilislerin yan sira ipliksi ve ¢cubuk sekilli viriislerin teshisinde, negatif boyama
teknigi ile hizli sonuglar elde edilebilir. Ancak, izometrik virlisleri tespit etmek kolay

degildir. Ayrica, bitki dokusunda diisiik konsantrasyonda ortaya ¢ikan viriis pargaciklari,
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bitki 6zsuyunda konsantre edilir veya antikor kapli i1zgaralar (grid) kullanilarak
(Immunosorbent EM) yakalanir. EM genellikle gerekli oldugunda viriis taramasi i¢in
kullanilir. Cok pahali ve is glicii gerektiren bir yontem oldugu i¢in ¢oklu numunelerin
hizli tespit i¢in kullanilamaz. Potyvirus grubu bitki viriisleri, bitki hiicrelerinde silinidrik
inkliizyon cisimcikleri olustururlar. Enfekteli hiicrelerde, viriis birikimi ile olusan biiyiik
kristal yapilar gelistirilir. Boylece, teshisleri, bu parcaciklarin EM veya 151k mikroskopisi
ile goriilebilmesi nedeniyle basit, hizli ve nispeten ucuz olur (Danci vd., 2009; Naidu ve
Hughes, 2003).

2.3.3 Serolojik metotlar

Seroloji, viriis teshisi i¢in en kolay ve spesifik yontemlerden biridir. Bu yontemler hizli
ve hassas ciktilar verir. Tiim serolojik testler, viriis kilif proteini 6zelliklerine dayanir ve
iki tipe ayrilir: kati1 fazli deneyler (ELISA, western immuno blotlama) ve sivi fazlh
deneyler (presipitasyon ve aglutinasyon)’dir. Enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) ve doku immiino-blotlama testini i¢eren serolojik yontemler bitki viriislerinin
teshisi icin giliclii araclar olarak diistiniilir. Bu teknikler viriis spesifik kilif proteini
(epitop) ve tavsan ile fare gibi memelilerin sistemlerinde olusan antiviral antibadiler
arasindaki antijen-antibadi reaksiyonuna dayanir ve boylece enzimle isaretlenmis
antibadiler gibi bazi teshis yollariyla sonuglar1 gorsel hale getirilebilir (Hampton vd.,
1990).

2.3.3.1 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Enzime baglh immiinosorbent test, 6zellikle viriis teshisinde en 6nemli ve en popiiler
ilerleme kaydeden serolojik metottur (Lopez vd., 2003). Clark ve Adams 1977'de ELISA
yontemini ilk kez bitki virolojisine tanitmistir. O zamandan beri bitki materyalinde bitki
viriisii tespiti i¢in ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir (Clark ve Adams, 1977). ELISA
ekonomik olmasi1 yaninda, basitligi, uyarlanabilirligi, giivenilirligi ve hassasiyeti
nedeniyle bitki virilislerinin tespitinde yayginlagmis, cok sayida 6rnegi nispeten kisa
slirede testleme imkani vermistir (Batool vd., 2011; Naidu ve Hughes, 2003). ELISA’nin
temel ilkesi antijenin kat1 bir ylizeye sabitlenmesine veya antijeni spesifik antikorlarla
yakalamaya ve bir enzim ilistirilmis spesifik immunoglobulinlerle isaretlemeye dayanir.

Viriisiin varliginin tespiti, enzimin substrati eknerek yapilmaktadir. Enzim substrat iriine
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doniistiiriir ve gelisen renklerden dolayli test kolaylikla gorsellestirilebilir. ELISA
yonteminin bir¢ok versiyonu gelistirilmistir (Sekil 4). Bu versiyonlar ELISA'nin
"dogrudan" ve "dolayli" formlar1 seklinde siniflandirilmistir. Her iki kategori ayni temel
teoriye sahiptir ve ayni sonuglar1 verir, sadece antijen-antikor kompleksinin teshisi
bakimindan farklidir. ELISA’nin dezavantaji bitki ekstraksiyonunun zaman almasi,
mikrotiter plakalarda doku ve antibadi inkiibasyonlarmin bir kag¢ saat siirebilmesidir

(Lima vd., 2012; Naidu ve Hughes, 2003).

(1) (2) (3) (4) (5)

S el
D O ¢

Y Y Y Y Y

Sekil 2.3. DAS-ELISA testi
(http://www.elisa-antibody.com/uploads/Clean_L.ilaic/ELISA-sandwich.png)

2.3.3.2 Tissue blotting immunosorbent assay (TBIA)

TBIA, dot-blot immuno assay'in (DBIA) bir varyasyonu olup, hem bitkilerde hem de
vektorlerde viriis tespitine olanak saglamaktadir. {1k kez 1990'da kullanilmis olup, viriis
icin basit ve giivenilir bir yontem olarak yaygin bir sekilde uygulanmistir (Lin vd., 1990).
TBIA, ELISA ile nispeten ayni teknige sahiptir; bitki veya vektoriin yeni kesilmis bir
kenarmin kullanildig1 ve mikrotitrasyon plakasi yerine bir membran kullanilmaktadir.
Doku ekstraksiyonuna gerek olmamasi ve membranlarin dogrudan arazide
baskilanabilmesi, daha sonraki bir tarihte islenebilmesi nedeniyle ELISA'ya kiyasla
avantajlar1 olmasina ragmen, TBIA'nin bir takim dezavantajlar1 da vardir. Bu yontemde,
sonuglarin niceliksel olmaktan c¢ok kalitatiftir ve bunun yaninda bitki 6zsuyu
bilesenlerinin daha sonraki asamalarda karigmasi nedeniyle zayif pozitif reaksiyonlar

gozlemlenebilir (Makkouk ve Comeau, 1994; Naidu ve Hughes, 2003).
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2.4 Niikleik Asidi Temel Alan Teshis Metotlar:

Niikleik asit esasli teknikler yaygin olarak bitki viriislerinin 6zellikle polimeraz zincir
reaksiyonunun (PCR) ortaya ¢ikmasindan sonra tespit ve teshisinde kullanilmaya
baslanmustir (Saiki vd., 1988). Serolojik teknikler yaygin olarak kullanilsa da viriis tespiti
i¢in niikleik asit yontemleri ile karsilastirildiginda baz1 dezavantajlar1 vardir. Bu serolojik
testlerin dezavantaji1 kilif protein temelli tekniklere dayanmasidir. Viral proteinlere dayali
yontemler viriisiin sadece % 10'unu temsil eden antijenin 6zelliklerini temsil eder ve viriis
genomunun (Gould ve Symons, 1983) geri kalanini ihmal eder. Niikleik asit temelli
saptama yontemlerinde virlis genomundaki herhangi bir bolge hedeflenip teshis
yapilabilir. Dahasi bazi durumlarda serolojik yontemler O6zellikle viroidlerin, uydu
RNA'larin, parcaciklardan yoksun olan virlislerin (6rnegin Groundnut rozet viriisii
(GRV), son derece farkli serotipler halinde ortaya viriislerin (6r. Hint ve Afrika Yerfistigi
kiimesi virtisii ve Tiitlin ¢ingirakli viriisii) teshisinde kullanilamamaktadir (Naidu ve

Hughes, 2003).

Bitkiler ¢ok cesitlidir ve bireysel tiirler, organlar veya bitkilerdeki dokular molekiiler
olarak kullanilmak iizere RNA (ve DNA) ekstraksiyon c¢alismalar1 sirasinda farkl
davranirlar. Buna bagl olarak, cesitli ekstraksiyon yontemleri de gelistirilmistir.
Karsilagilan sorunlar sunlardir: biiylik miktarlarda polisakaritlerin varligi; yiiksek RNaz
seviyeleri; gesitli tanenler de dahil olmak tizere farkli fenolikler; disiik yogunluklu
niikleik asitler (yiiksek su igerigi); Lignin (ahsap) gibi dokular i¢in zor ayrigmasidir.
Genellikle, biyoteknolojik iiriin pazarlayan sirketlerden satin alinan kitler niikleik asit
izolasyonu ig¢in yeterlidir, ancak bazen, daha 6nce RNA izole edilmemis yeni bir bitki
veya doku kullanilacaginda, bu malzemenin o&zelliklerine uymasi i¢in ydntemlerin
degistirilmesi gerekebilir. Bir dokudan RNA izolasyonunun zor olacagina dair basit bir
isaret yoktur. Cikarilan RNA'nin kullanimina bagli olarak, haberci RNA'nin (mRNA)
daha fazla saflastirilmasi gerekebilir. Genel olarak, ticari kitler bu isi yeterince
yapabilmektedir. RNA ekstraksiyonunda karsilasilan en biiyiik problemler, genellikle ilk
ornekleme ve ekstraksiyon yontemleri, uygulamayir yapan kisinin tecriibesi ve

ekstraksiyonu dikkatle yapma derecesidir.

PCR c¢aligmalarinda basariyr etkileyen faktorlerden birisi de niikleik asit

ekstraksiyonunda kullanilan yontem ve ekstraksiyon sonucunda elde edilen viral
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RNA’nin kalitesidir (Boston ve Haliloglu, 2010). PCR calismalarinda basar1 elde
edebilmek i¢in direkt ham bitki 6z suyu yerine saflastirilmis RNA’nin kullanilmasi daha
etkili olup, 6zellikle dejenere pirimerlerin toplam niikleik asit materyallerinde rastgele bir
bolgeye baglanma olasiligin1 ortadan kaldirmak icin saflastirilmis RNA kullanilmasi
gerekmektedir (Langeveld vd., 1991). Depoda +4°C’de muhafaza edilmis “Shebody”
cesidine ait dormant yumrularda, PVY? wrkinin, (Spiegel ve Martin, 1993)’e gore
ekstrakte edilmis toplam RNA’larin RT-PCR teknigi ile analiz edildiginde viriis
belirlenemezken; toplam RNA Lopez-Moya vd., (1992) yontemine gore elde edildiginde
basarili sonug¢ alimmis, bu nedenle RNA izolasyon yonteminin teshisde onemli rol

oynadigini belirtilmistir (Singh vd., 1996).

IC yontemi; bitki viriisii ile antijen eslesmesine dayali bir teshis metodudur. Genini
cogaltmak istedigimiz virlise ait, spesifik antiserumunun steril kat1 yiizeye
sabitlenmesiyle gerceklesen virlis teshis metodudur. Bu asamadan sonra RT-PCR
basamaklar1 uygulanir ve hedef gen bolgesi ¢ogaltilir. Bu yontemin avantaji bitki

dokusuna ekstraksiyon yontemi uygulanmadan yapilan hizli, masrafsiz olmasidir.

2.4.1 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR son derece spesifik, hassas ve uyarlanabilir olup, ¢ok az miktardaki hedef nukleik
asidin ¢ogaltilmasinda biiytik bir potansiyele sahip ¢ok yonlii in vitro yontemdir. Bolgeye
spesifik primerler kullanilarak ¢ok az miktarda hedeflenen niikleik asid termostabil DNA
polimeraz enzimi ile ¢ogaltilmaktadir (Gould ve Symons, 1983; Lopez vd., 2003). Ug
asamali dongili kullanilmaktadir. denatiirasyon, primer eslesmesi, primer uzamasidir

(Sekil 2.4).

Denatiirasyon agamasinda, DNA yumagi, hift sarmal ve iki es zincir artan sicaklik
sayesinde birbirinden ayrilmakta, tim enzimatik reaksiyonlar durmaktadir. DNA
denatiirasyonu saglamak i¢in thermocycler sicakligi yaklasik 93-96°C’ye cikarilir.
Yiiksek sicaklik etkisi ile kuvvetli hidrojen baglar1 karilir, ortamdaki ¢ift sarmal (ds)
DNA, tek sarmal (ss) DNA formuna doniisiir. Mevcut dsDNA’nin yarisinin tek kol haline
doniistiigi sicaklik (Tm), erime sicakligidir ve DNA hibridizasyonunda ve primer
baglanmasinda 6nemli bir kriterdir. Diisilik tuz konsantrasyonu, yiiksek pH ve formaldehit

gibi organik ¢oziiclilerin bulunmasi durumunda Tm diiser. DNA’nin i¢erdigi niikleotid
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ciftlerinin oran1 yani G/C ve T/A miktarlar1 da Tm’1 etkiler. G/C miktar1 yiiksek olan
DNA’nin Tm’i, T/A miktar1 yiiksek olan DNA’ya gore daha yiiksektir.

DNA zincirlerinin eslesmesi veya yeniden baglanmasi daha diisiik sicakliklarda
gerceklesmektedir (genellikle 55-65°C). Sicaklik diisiince, birbirine es iki ssDNA zinciri
arasinda yeniden hidrojen baglar1 olusarak dsDNA olusturur. Tek zincir primerler ile tek
zincir hedef DNA arasinda hidrojen baglar olusur (annealing). Hedef DNA’ya tam olarak
eslesen primer ile ana zincir arasindaki baglar daha saglam ve uzun siireli olur. Meydana
gelen bu kiiciik dsDNA pargas1 (primer-template) tizerine DNA polimeraz baglanarak ana
zinciri kopyalamaya baslar. Birkag¢ baz eklendikten sonra primer ve template arasindaki

iyonik bag kuvvetlenir ve kirilmaz.

Sicakliga dayanikli DNA polimeraz (genellikle Taq DNA Polimeraz) ile dNTP’lerin
varliginda primerler hedef zincir boyunca uzatilir. Bu reaksiyon baslangigtaki hedef DNA
materyalinin iki katina ¢ikar (birebir kopyalama). Taq Polimerazin en uygun calisma

sicakligr 72°C dir.
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Sekil 2.4. PCR ¢ogalmasinin basamaklar1 (Vierstraete,1999)
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Primerlerin bir ka¢ baz uzamasindan sonra, hedef alinan DNA’ya kars1 daha yiiksek
iyonik ¢ekime sahip olurlar. Bu durum yapilan islemin geri doniisiinii engellemektedir.
Tam olarak eslesmeyen (uyusmayan) primerler yiiksek sicakliktan dolay1 gevser ve
boylelikle reaksiyon DNA pargast uzamaz. Ana DNA’ya es olan bazlar primere 3’
istlinden baglanir. Polimeraz ana zinciri 3’-5’ iistii yoniinden okunurken, 5°-3” iistlinden
de dANTP ekler. Primer uzama basamagi g¢ogaltilacak DNA’nin uzunluguna gore
arttirilabilir. Ama genellikle PCR testlerinde 1 dakikalik uzama zamani tam sentez igin

yeterli olmaktadir.

2.4.2 Real-Time PCR sistemleri

Real time-PCR yontemi DNAnin ¢ogaltimini ve es zamanli olarak iiriinlerini tek bir tiipte
belirlemeyi miimkiin kilan bir metottur. Cogaltilan DNA’nin teshisi PCR reaksiyonu
sonrasinda degil de sirasinda yapildigindan analiz siiresi kisalmakta, ethidium bromide
gibi tehlikeli kimyasallar kullanilmamakta ve islemden sonra tiiplerin agzi
acilmadigindan orneklerin karigsma riski olmamaktadir. PCR ¢ogaltimin1 goriiniir hale
getiren ve monitorize edebilen floresan igaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin

olugsan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir ¢ogaltma yontemidir.

Real-time PCR yontemi ¢esitli amaglarla niikleik asitlerin kalitatif veya kantitatif olarak
saptanabilmesi amaciyla kullanilabilmektedir. Real-time PCR y6ntemini, daha dnceden
gelistirilmis olan standart PCR yonteminden ayiran iki 6nemli 6zellik vardir: Birincisi,
real-time-PCR yonteminde termal dongii cihaziyla birlestirilmis bir optik okuma
sisteminin kullanilmasidir. ikincisi ise, PCR islemi sirasinda amplifikasyonu bilgisayar
ekranina yansitacak bir probun veya problarin bulunmasi geregidir. Bu nedenle 6zellikle
uygun prob secimi, real-time PCR isleminin verimliligini etkileyen en Onemli
basamaklardan biridir. Probun islevi, cihaz icerisinde gergeklestirilmis olan ¢ogaltma
isleminin, gozle goriliir hale getirilmesidir. Prob kullanilmadan da, PCR tiipii i¢erisinde
uygun primerlerin, dNTP’lerin ve enzimin kullanimiyla PCR islemi gerceklesecektir.
Ancak prob kullanilmadan sonucun real-time PCR cihazinin bilgisayarinda

goriintiilenmesi miimkiin olmayacaktir.

Uygun teshis sisteminin se¢imi real time-PCR ¢alismalarinda en 6nemli noktalarindan

biridir. Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’larin ¢ogaltiminda “SYBR Green I”” yontemi
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kullanilmaktadir. SYBR Green I yonteminde kullanilmakta olan floresan boya sadece ¢ift
zincirli DNA’ya baglandigindan ¢ogalan DNA miktarindaki artisa bagl olarak “real-
time” PCR cihazinda okunan floresanin miktar1 da es zamanli olarak artmaktadir. Bu
yontem en fazla kullanilan boya ¢esitidir ve 497 nm dalga boyunda yiikseltgenir ve 520
nm dalga boyunda indirgenir. Cift sarmal DNA’nin kiigiik oluguna baglanan boya, 30

amplifikasyon dongilisii sonrasi aktivitesinin % 6’sin1 kaybetmektedir (Sekil 2.5).

Cogaltimin basinda reaksiyon da ¢ift zincirli DNA molekiilii, primerler ve “SYBR Green
I” boyas1 yer almaktadir. Bagli olmayan serbest DNA molekiilii cok az miktarda floresan
1s1ma yapmaktadir. Primerler baglanip uzama basladigindan itibaren boya molekiilii ¢ift
zincirli DNA’nin arasina girer ve floresan yayilimi baslar. Baslangictaki dongiilerde
sinyal zayiftir; {iriin miktar1 artmaya basladigindan itibaren floresan miktar1 hizli bir
sekilde artar ve bu artis “real-time” cthazinin monitoriinden izlenebilmektedir. Bu yontem
en uygun PCR sartlarinda ve dizayni iyi yapilmig primerler ile beraber ¢ok fazla say1 da

hedef genin ¢ogaltilmasina imkan vermektedir.

SYBR Green

Sekil 2.5. Asimetrik siyanin boya SYBR Green I’in kimyasal yapis1 (Giinel, 2007)

Floresan boya ile isaretlenmis problara ihtiya¢ duymadigi i¢in maliyeti ¢ok ucuzdur.
Bununla birlikte bu ydntemin dezavantajlar1 da vardir. Istenmeyen PCR iiriinlerin
cogalmas1 olabilmektedir ve floresan agiga cikacagindan her zaman hedef aldigimiz
DNA’nin ¢ogaldigini isaret etmez. Bu durumda yanlis pozitif sonu¢ alinabilmektedir.
Ortamda spesifik DNA dizisi olmadiginda primerlerin birbiri ile baglanmalart sonucunda
“primer dimer”leri olarak adlandirilan ve ¢ift zincirli DNA bolgelerinin ¢ogalimi ile
floresan 1s1ma gozlenebilmektedir. Cogaltilan DNA’nin istenilen hedef bolge olup

olmadigimi bilebilmemiz i¢in DNA’larin erime egrisi analizleri (“melting curve”,
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“dissociation”) yapilmas1 gerekmektedir. Erime egrisi analizi i¢in cihaz PCR tiiplerini
yavag bir sekilde 1sitmaya baslar. Cift zincirli DNA birbirinden ayrilmaya basladiginda
floresan boya serbest kalir ve bdylelikle okunan floresan miktart da diiser. Spesifik
olmayan iirlinlerin ¢ogalmasinda (primer dimer’lerinde) hedef aldigimiz DNA pargasinin
Tm derecesi arasinda farklilik gézlemlenecektir. Genellikle bu yontemle bilinmeyen iki
DNA dizisi karsilagtirilmak  istendiginde  yOntem  giivenilir bir  sekilde
kullanilabilmektedir (Sekil 2.6).

Real Time PCR yonteminin baska bir ¢esidi olan Tag Man yontemi vardir. Taq Man
yontemi ¢ogaltilmak istenen DNA’ya komplementer olan ve floresan boya ile
isaretlenmis tek tek kollu bir prob igerir. Probun 5' ucunda “fluorophore” (6-
karboksifloresin= 6-FAM) ve 3’ ucunda “quencher” (6-karboksitetrametil-rodamin=
TAMRA) bulunur.

“SYBR Green" boya DNA cift iplikli oldu-
gunda DNA’ya baglanabilir.

DNA"nin iki zinciri birbirinden aynldiginda “SYBR
Green"” boya serbest hale geger

=

Polimerizasyon tamamlandiginda “SYBR Green”
boya cift iplikli DNA'ya baglanir ve floresan isima
yapar.

Sekil 2.6. SYBR Green I yontemi (Giinel, 2007)

3’ ucundaki TAMRA boyasi 5' ucundaki FAM boyasinin sinyal olusturmasina engel olur.

Probun hedeflenen DNA’ya baglanma olusturmasi durumunda bile floresan 6l¢liimii ¢ok
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azdir. Cogalma sirasinda hedeflenen spesifik bdlge lizerinde primerlerin baglanma
bolgeleri arasina problar baglanir. Primerlerin baglanmasindan sonra yeni zincir
cogalmaya baglar. Probun bagli oldugu bolgeye gelindiginde Taq DNA polimeraz enzimi
niikleaz aktivitesi ile FAM’1 probdan keser. Serbest hale gelen FAM sinyal verir. DNA

zinciri sentez uzamasina devam eder (Giinel, 2007) (Sekil 2.7).

Viriis teshisinde fazla sayida 6rnekle ¢alisan laboratuvarlarda bitki viriis hastaliklarinin
hizli ve giivenilir tanis1 ¢ok biiylik onem tagimaktadir. Real-time PCR yontemi, niikleik
asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gésteren floresan sinyalinin 6lgiilmesiyle
Ozgiilliigli son derece yiiksek olan bir PCR yontemidir. Cok sayida Ornegi, diisiik
konsantrasyonda bile ¢ok kisa siirede dogru giivenilir sonu¢ alinabilmektedir. Real time
PCR yontemi; virlis varliglr ve miktarini belirlenmesi, patajon saptanmasi, DNA hasar
tespiti, kromozomlardaki sayisal- yapisal bozukluklarin analizinde, RNA ¢alismalarinda,

protein belirleme ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

Sekil 2.7. Tag Man prob yontemi (Gtinel, 2007)

2.4.3 Kantitatif real-time PCR

PCR sirasinda ii¢ ayr1 faz goriiliir. Birinci faz birka¢ dongii siiren ve saptanabilir oranda
{iriniin ortaya ¢ikmadig1 arka plan fazidir. ikinci faz iislii cogalma (log) fazidir. Uriin
miktarinin saptanabilir en alt diizeye gelmesiyle baslar. Bu fazda tirtinler iislii sekilde

cogalirlar. Uciincii faz ise plato fazidir. Bunun nedeni reaksiyon ortaminda enzim, primer
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ve niikleotitlerin tilkenmesi, liriinlerin birbiriyle esleserek yapismasi, yiiksek sicakliklar
nedeniyle hidroliz ve egzoniikleaz aktivitesi nedeniyle bir kisim {iriiniin kaybedilmesidir.
Konvansiyonel PCR ile kantitasyonda plato fazinda elde edilen iiriin miktar1 standartlarla
karsilastirilarak ilk bastaki kopya sayisi tahmin edilmeye ¢alisilir (“end-point”

kantitasyon).

Kantitatif Real Time PCR ydntemi ile viriis konsantrasyonunu dl¢me ihtiyaci duyabiliriz.
Bu durumlar; viriis miktariin bitkide fazla olmazi zarar derecesi ile dogru orantilidir, bu
nedenle, viriis konsantrasyon miktari ile bitkide ne kadar zarar var tespit edebilmektedir.
Ayrica, klonlama ile {iretilen bitkilerde viriis konsantrasyonunun bilinmesi viriisten ari
bitki iiretiminde yol gostermektedir. Hiicre kiiltlirlerinde birden fazla viriis enfeksiyonu

oldugu durumlarda, hiicre kiiltiiriiniin optimize edilmesinde yardime1 olmaktadir.

2.5 Bitki Viriislerini Teshis Yontemlerinin Kiyaslamasi

Farkli amagclarla farkli alanlarda yaygin bir kullanima sahip olan PCR son derece duyarl
ve hassas bir teknik olup, bitki viriislerinin siniflandirilmasinda ve tanilanmasinda,
diizenlenecek primerlere gore bir gruba ait viriislerin, tek bir viriisiin ya da irklarinin hatta
izolatlarmin (Langeveld vd., 1991; Mathews, 1993; Saiki vd., 1988); odunsu dokularda
(Korschineck vd., 1991; Rowhani vd., 1995); dormant yumrularda (Barker vd., 1993;
Robertson vd., 1991; Russo vd., 1999; Spiegel ve Martin, 1993) ve afitlerde (Singh ve
Singh, 1997; Singh vd., 1996; Spiegel ve Martin, 1993) diisiik yogunluklarinin bile
belirlenebilmesine imkan vermektedir. Bununla beraber, PCR caligmalarinda basariya
etkileyen bir¢ok faktor bulunup, patatesteki viriislerin in vitro kosullarda elde edilen
mikro yumrularda, sertifikasyon programlarinda, siirvey g¢aligmalarinda ve viriislerin
tasinmasinda rol oynayan afitlerde belirlenmesinde diger bir tan1 teknigi olan ELISA’ya

gore bazi avantaj ve dezavantajlariin vardir.

ELISA’ya gore PCR yontemleri 100-10.000 kat daha duyarli ve spesifiktir (Korschineck
vd., 1991; Rowhani vd., 1995; Vunsh vd., 1990). Viriislerin dormant patates
yumrularinda ELISA yontemi ile duyarli ve giivenilir sekilde belirlenememekte ve
dormansilerinin kirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Loebenstein vd., 1997; Russo vd.,
1999; Singh, 1999; Singh vd., 1996; Spiegel ve Martin, 1993). Ayrica, 30°C civarinda

sicaklikta yetistirilen bitkilerde viriis yogunlugunda meydana gelen diisiisten dolay1 bu
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bitkilerden alinan yaprak drneklerinde de viriislerin ELISA ile teshisinin yapilamadig:
gozlemlenmistir (Loebenstein vd., 1997). Ancak tiim bu sartlardaki bitki 6renklerinde
PCR ile viriis teshisi yapilabilmektedir. Fakat, PCR c¢alismalar1 i¢in donanimli
laboratuvarlara gereksinimin oldugu (Henson ve French, 1993); PCR’1n kontaminasyona
kars1 daha agik oldugu (Souza-Dias vd., 1999b); ELISA teknigine gére daha fazla zamana
ihtiya¢ duyuldugu, ozellikle fazla sayida ornek testlemelerinde pratik ve ekonomik
olmadig1, daha yogun is giicii gerektirdigi, ekonomik olmadigi, kalifiye elemena ihtiyag

duyuldugu bilinmektedir (Barker vd., 1993; Garner, 1994; Russo vd., 1999; Singh, 1999).

Sadece negatif ve pozitif olarak sonug veren geleneksel PCR’da miktar tayini oldukga zor
olmaktadir. Ancak Real Time PCR yoOntemi ile ayni zamanda miktar tayini de
yapilabilmektedir. PCR ile sonu¢ alinmayan ¢ok diisiik miktardaki viris
konsantrasyonlarinda bile olumlu sonug verebilmektedir. Ayrica, reaksiyon ile es zamanl
sonuglar gozlenebilmekte, kontaminasyon riski daha az olup, nicel ve nitel olarak sonug
aliabilmektedir. Real time PCR analizleri ¢ok sayida 6rnegin ayni anda test edilmesinde
ve Orneklerin otomize bir sekilde analiz edilmesinde imkanlar sunmaktadir. Bu yontemin
dezavantajlart da; uzmanlasmis kisilere ihtiyag duyulmasi, kullanilan malzemenin pahali
olmasi, sadece bilinen mutasyonlar1 tanimasi ve protokol olusturmak i¢in ¢ok gelismis

bir sisteme ihtiya¢ duyulmasidir.

2.6 PVY ve Irklarmin Teshisi

Giiniimiizde rutin PVY teshisi amaciyla ELISA yontemi basar1 ile uygulanmakta ve
cesitli poliklonal ticari antiserumlar bulunmaktadir. Daha hassas PVY saptama amaciyla
cok farkli PCR yontemleri bulunmakla birlikte, genis bir tan1 aralig1 olan ve en yaygin
kullanilan metotlar (Nie ve Singh, 2002, 2003a) metodudur. Bu yontemler bir adimli
(PCR rreaksiyonu ile birlikte cDNA sentezi) veya iki adimli (6nce cDNA sentezi ve daha
sonra PCR uygulama) sekilde uygulanabilmektedir (MacKenzie vd., 2015). Real-time
RT-PCR yonteminde 6nerilen metotlardan birisi, (Singh vd., 2008) olup TagMan probu
ile yapilmaktadir.

PVY irklarinin teshisinde kullanilabilen bazi antiserumlar mevcuttur. ELISA PVY© irkint
PVYNTN ve PVYN den ayirabilmekte fakat PVYNTN ve PVYN irklarini ayiran antiserumlar

gelistirilmis olsa bile bazi izolatlarda ¢apraz reaksiyon vermektedir (Kogovsek vd.,
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2008). Tim PVY 1rklarina gelistirilmis antiserumlar da bulunmamaktadir. Genomlarin
niikleotid dizilerinin farkliligindan yararlanilarak gelistirilen molekiiler metotlar PVYNTN
ve PVYN irklarim ayirmada kolaylik saglasa da tiim irklar1 ayrit eden bir metot
olusturmak zor olmaktadir (Lorenzen vd., 2006). PVYN™ ve PVYN irklarini ayirmak icin
pek ¢ok metot 6rnegin uniplex (Boonham vd., 2002) ve multiplex RT-PCR (Nie ve Singh,
2002, 2003a; Rigotti ve Gugerli, 2007), ti¢ primer PCR (Moravec vd., 2003; Weilguny
ve Singh, 1998), multiplex PCR (Schubert vd., 2007), PCR-RFLP (Glais vd., 1996;
Rosner ve Maslenin, 2001), tagging of viral RNA transcripts (Rosner ve Maslenin, 2003)
AmpliDet RNA assay (Szemes vd., 2002) ve son zamanlarda SNaPshot assay (Rolland
vd., 2008) bildirilmistir. Ancak bu metotlar ¢ok sayida Grnegin hizli testi i¢in uygun

olmayip bazilar1 da daha genis izolat grubuna uygulandigindan tutarsiz sonuglar

vermektedir (Boonham vd., 2002; Schubert vd., 2007).

PVY’nin bilinen irklarimin tespitinde yaygin olarak kullanilan yontem (Lorenzen vd.,
2006) tarafindan gelistirilen, irklarin genom farkliliklarina gore tasarlanmis sekiz primer
ile RNA orneklerinin multiplex PCR uygulamasidir. Bu test ile PVY’ nin N, NA-N, NTN,
N:O/N-W-A, N:O/N-W-B ile O irklar1 tespit edilebilmektedir.

Daha sonralar1 (Chikh Ali vd., 2010) tarafindan (Lorenzen vd., 2006) metodu gelistirilmis
ve bilinen daha fazla irki tantyabilen multipleks PCR yontemi bildirilmistir. Bu yontemde
(Lorenzen vd., 2006)‘da bildirilen dort primer, (Schubert vd., 2007) ve (Chikh Ali vd.,
2010) de bildirilen birer primer ile yeni tasarlanan alti primer kullanilarak, toplam 12
farkli primer ile RNA 6rneklerine multpileks PCR sistemi uygulanmustir. Bu sistemde,
PVY’nin O, N, NA-N, NE-11, E, N:O, N-Wi, NTN(A), NTN(B), NTN-NWi, SYR-III
irklart belirlenebilmektedir. Daha sonralari sistemin basarisini arttirmak i¢cin RNA
ekstraksiyonu agamasini elemine eden, immunocapture uygulanan bitki 6rnekleri ile

multipleks PCR sistemi bildirilmistir (Chikh Ali vd., 2013).

2.7 Patateste PVY Testlemesinde Karsilasilan Sorunlar

Patateste meristem u¢ kiltiirii ile viriislerden temizlenmesi, viriisten ari bitkilerin
¢ogaltilmasi, in vitro kosullarda mikro yumru iiretimi, uzun siireli muhafaza gibi

alanlarda devamli olarak kullanilmaktadir (Ahloowalia, 1994; Tovar, 1985). Sertifikali

tohumluk tiretiminde doku kiiltiiri uygulamalar1 6nemli bir yeri vardir. In vitro kosullarda
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yetistirilen bitkiler ya da mikro yumrularin topraga dikilmesi ile mini yumru, mini
yumrularin topraga dikilmesi ile de ana¢ kademede tohumluk iiretimi olmaktadir
(Ahloowalia, 1994). Biitiin islem adimlarinda viriislerin duyarli, giivenilir ve hassas bir
sekilde teshisinin yapilmasi gerekmektedir. Gerek in vitro kosullarda yetistirilen
bitkiciklerde gerekse mikro yumrulardaki virtisler hem ELISA hem de klasik PCR ile
duyarli ve giivenilir bir sekilde belirlenebilmektedir. Ancak tohumluk yumrularda ¢ok

diisiik viriis konsantrasyon oldugunda gézden kagmalar olabilmektedir.

Hastaliklardan ari temiz tiretim materyalinin kullanilamamasi, gelismekte olan iilkelerde
patates Uretimini artirmada en Onemli engellerden birisi olmaktadir. Diger yonden
tohumluk patates {iretimi yavag ve uzun bir siiregtir ve bu islemler asamasinda enfeksiyon
kaynagi mevcut oldugu taktirde hastalik oranlar1 artis gostermektedir (Uyen ve Zaag,
1983). Bu sebepten, viriis hastaliklarinin hasat sonrasi yayilmasini engellenmesinin bir
diger yolu da dikimden 6nce tohumluklardaki viriislerin diisiik konsantrasyonunda bile
giivenilir bir sekilde tespit edilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir ve bu sertifikali tohumluk
tiretiminin bir pargasidir (Loebenstein vd., 1997; Singh vd., 1999; Souza-Dias vd., 1999b;
Spiegel ve Martin, 1993). Yapilan c¢alismalarda ELISA yonteminin yesil yaprak
orneklerinde, siirglin vermis yumrularda, in vitro kosullarda yetistirilmis bitkicikler ile
mikro yumrularda viriisleri belirlemede RT-PCR kadar etkin olmasina karsin dormant
yumrularda giivenilir olmadig1 tespit edilmistir. Bu yontem kullanilacaksa mutlaka
yumrularin siirgiinden alinmasi gerektigi (Barker, 1987; Hill ve Jackson, 1984;
Loebenstein vd., 1997; Russo vd., 1999; Spiegel ve Martin, 1993); bununla birlikte de is
giiciine dolayisiyla da maliyetinin arttiracag: belirtilmistir (Schoen vd., 1996). Diger bir
yonden de RT-PCR teknigi ile dormant yumrularda viriislerin belirlenebildigi ve
dormansilerin kirilmasina gerek duyulmadig belirlenmistir (Singh ve Singh, 1997; Singh
vd., 1996). Nitekim (Singh vd., 1999) tarafindan tarladan hasat edilen 8 farkli patates
cesidine ait dormant patates yumrularinda PVY’nin yaygin bir ki olan PVY%m
belirlenmesinde RT-PCR ile ELISA yontemi karsilastirmiglardir. Bu karsilastirma
sonucunda, yapraklarda viriistin bu irkinin belirlenmesinde ELISA’nin RT-PCR teknigi
kadar duyarli oldugu ancak dormant yumrularda ELISA’nin giivenilir sonuca
ulagilamadig1 belirlenmistir. Bunun sonucunda yesil aksamdan yapilacak testlerde
ELISA’nin; afitlerde, dormant yumrularda ve 6rnek sayisinin az oldugu ve duyarlilik
gerektiren dokularda viriis teshisinde PCR’1n tercihi daha uygun olmaktadir. Bununla

beraber bu yontemin basarisi viriis yogunlugu, inhibitoér maddelerin etkileri, niikleik asit
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ekstraksiyon yontemi, primer diizenlenmesi ve genom diziliminin belirlenmesi gibi

faktorlere baghidir (Henson ve French, 1993).

Enfekteli bitkilerde viriislerin yogunluklart bitki tiiriine, cesidine, bitki aksamina,
orneklerin alindig1 zamana, enfeksiyon zamanina, viriise ve viriis irkina bagli olarak
farklilik gostermektedir. (Singh vd., 1996) tarafindan yapilan, farkli patates cesitlerinin
siirgiin, gz ve yumrularinda PVY®1in konsantrasyonlar1 arasinda farkin bulunup
bulunmadigint belirlemek i¢in yaptiklar1 calismada cesitlere ait yumrularda virlis
yogunluklar1 arasinda 128 kat farkliligin oldugunu sonucuna varmislardir. Dormant
patates yumrularinda depolama siiresinin viriislerin RT-PCR ile belirlenmesi lizerine
etkisini incelemistir. PVY’nin RT-PCR ile belirlenmesinde 2-3 haftalik depolamalarda
farkliligin olmadigini, 20 haftalik depolamalardan sonra ise duyarlilifin azaldigini

saptamiglardir (Barker vd., 1993).
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BOLUM 111

MATERYAL METOD

3.1 Potato Virus Y izolatlarinin Temini

Potato virus Y (PVY) izolatlarinin temini amaciyla, Nigde ilinde patates yetistiriciliginin
en yiiksek oldugu Ovacik, Konakli, Edikli, Orhanli ve Alay ilgelerinde 2015 yili iiretim
doneminde arazi c¢ikislar1 diizenlenmis ve virlis semptomlart gozlenen patates
bitkilerinden 6rnekler toplanmistir. Viriis semptomlar1 olarak bitkinin yapraklarinda sar1
/ acik yesil / koyu yesil mozaik olusumlar, noktalardan olusmus ¢izgiler, bozulmalar,
damarlar veya siirgiinler {izerinde sik sik ¢izgili desenler halinde nekrozlar, kloroz, bodur
biiylime, biiylime noktalarinin 6lmesi, yumrularda nekrozlar gibi semptomlar aranmustir.
Toplanan 6rnekler siv1 azot ile ezilerek toz haline getirildikten sonra analizler yapilincaya

kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

PVY enfekteli patates drneklerini belirlemek amaciyla poliklonal PVY ELISA kit (Potato
virus Y-monoclonal cocktail - Bioreba, isvigre ile drnekler Double Antibody Sandwich-

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) testine tabi tutulmustur.

Test firmanin 6nerilerine gore asagidaki gibi gergeklestirilmistir:

a. Kaplama: ELISA plakasina (NUNC F-96 Maxisorb microtiter plate) spesifik
antibadi absorbe edilmistir. Bu amagla IgG 1:1000 oraninda kaplama tamponu (50 mM
carbonate-bicarbonate buffer, pH 9.6, %0.02 NaNs) ile sulandirilmis ve 100 ul her
plaka kuyusuna eklenmistir. Plakalar nem c¢emberinde 30°C’de 4 saat siireyle
inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu islemden sonra plakalar plaka yikama makinasinda
(Biotek ELx50) yikama tamponu (10 mM phosphate buffer, pH: 7.4, 140 mM NaCl,
3 mM KCI, %0.05 tween 20) ile ii¢ kez yikanmistir.

b.  Antijen: Bitki ekstraklar plakalara eklenmistir. Bu amagla, test edilecek patates
ornekleri 1:20 oraninda ezme tamponu ile ezme posetlerine yerlestirilmis ve bilyali
ezme robotunda dokular ezilmistir. Ezilen dokular ezme posetinin filtresinden
stiziilerek iki tekerriirlii olacak sekilde her kuyuya 100 pl bitki ekstrakti eklenmistir.

Plakalar nem ¢emberinde 4-6°C’de tiim gece inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu
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islemden sonra plakalar plaka yikama makinasinda yikama tamponu ile bes kez
yikanmistir.

c.  Konjugat: Enzimle isaretlenmis antibadi ile inkiibasyon. Bu amagla, konjugat IgG
1:1000 oraninda konjugat tamponunda (20 mM Tris Buffer, pH: 7.4, 137 mM NacCl,
3 mM KCI, 1 mM MgClz, %2 PVP 24 kD, 0.05 tween 20, %0.2 BSA, %0.02 NaNs)
sulandirilmis her kuyuya 100 pl eklenmistir. Plakalar nem ¢emberinde 30°C’de 5 saat
stireyle inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu islemden sonra plakalar plaka yikama
makinasinda yikama tamponu ile {i¢ kez yikanmustir.

d.  Substrat: Renk reaksiyonu enfekteli drnegi gosterir. Bu amagla, pNPP (para-
nitrophenyl-phosphate) substrat tamponunda 1 mg/ml olacak sekilde kullanimdan
hemen once ¢6ziilmiis ve her kuyuya 100 ul eklenmistir. Plakalar nem ¢gemberinde oda
sicakliginda, karanlikta inkiibasyona tabi tutulmustur. Renk reaksiyonu gelisimi her
30 dakikada kontrol edilmis ve yaklasik iki saat sonra ELISA plakas1 okuyucusunda
(Biotek ELx800) plakalardaki kuyularin 405 nm dalga boyunda absorbans degerleri
Olciilmiistiir. Negatif kontrolde belirlenen absorbans degerlerinin iki kat1 deger ve

iistiinli veren ornekler pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2 PVY lzolatlarimin Irklarmin Belirlenmesi (IC-RT-Multipleks PCR)

PVY irklarinin belirlenmesi amaciyla Immunocapture-Reverse transcription-multipleks
polimeraz zincir reaksiyonu (IC-RT-multipleks PCR) yontemi Chikh-Ali vd. (2010,
2013)’e gore kullanilmistir (Chikh Ali vd., 2013; Chikh Ali vd., 2010).

3.2.1 Immunocapture (IC)

Tespit edilen PVY izolatlarinin irklar1 belirlenmek {izere IC-RT-multipleks PCR yontemi
ile analizler yapilmistir (Chikh Ali vd., 2013). Bu amagla, 100 ul PVY IgG (Bioreba) ile
kaplanan PCR tiiplerine (4 saat 37°C inkubasyon ve ELISA yikama tampon ile 3 kez
yikama) 100 pl PVY enfekteli bitki ekstraktlari (ELISA ekstraksiyon tampon ile ezilmis)
eklenmis ve tiim gece +4°C’de inkiibe edilmistir. ELISA yikama tampon ile bes kez, %1
TritonX-100 ile bir kez yikanan tiiplerde immiinolojik olarak yakalanan (IC) PVY
partikiilleri RT ve PCR asamalarinda kullanilmistir.
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3.2.2 Reverse transcription (RT)

IC uygulanan tiiplerdeki tutunabilen PVY vironlarindaki RNA’nin komplementer DNA
(cDNA)’ya ¢evrilmesi igin reverse transcription islemi gergeklestirilmistir (Chikh Ali vd.,
2013). Bu amagla, MMLVreverse transcriptase enzimi, ANTPs, RNase inhibitor, oligo dT
ve random hexamer, primerlerini igeren reverse transcription karisimi hazirlanmis
(Cizelge 3.1) ve her bir tiipe eklenmistir. cDNA sentezi i¢in reaksiyon 25°C ile
baslatilmis, islem her 1 dakikada 1°C artigla 42°C’ye kadar yiikseltilmis, 42°C’de 45
dakika tutulmus ve daha sonra 60°C’ye her 2 dakikada 1°C arttirilmistir. Son asamada
enzim 70°’de 10 dakika tutularak in-aktive edilmistir.

Cizelge 3.1. cDNA elde etmede kullanilan karisim

Malzemeler 1 reaksiyon karisimi
RNase ari su (d2H-0) 11,5 ul
Random Hexamer 1,0 pl
dNTPs(10 mM) 1,0 ul
Oligo dTss 1,0 pl

65 °C 5 dakika bekle
Buz 5 dakika bekle
5X RTBuffer 4 ul
RNase inhibitor 0,5 ul
Reverse Transcriptase Il
Toplam 20ul

3.2.3 Coklu polimeraz zincir reaksiyonu (Multipleks PCR)

Multipleks PCR islemi i¢in, PVY 1rklarinin rekombinasyon baglantilarinin konumlaria
gore tasarlanmig 12 primer kullanilmigtir (Chikh Ali vd., 2010) (Sekil 1.1) (Cizelge 3.2).
PCR karisimison hacim 20 ul olacak sekilde cDNA (3 ul), 2 ul 10xreaksiyon buffer, 0,5
pul dNTP’ler (10 mM), 0,5 ul 10 adet primer (S5585m ve 06400 1 ul) (10 uM), 0,2 ul
Dream Taq DNA polimeraz icermistir (Cizelge 3.3). Amplifikasyon kosullar1 30 dongii
94°C’de 30 saniye denatiirasyon, primer annealing 30 saniye ve primer extention 72°C’de
90 saniye, son extention 72°C’de 10 dakikadir. Annealing sicakliklari ilk 10 dongiide
64°C, ikinci 10 dongiide 62°C, tiglincli 10 dongiide 60°C olarak uygulanmistir. PCR
tirtinlerinin %2 Jel elektroferezi yapilmistir. PVY 1rklariin belirlenmesi irklara spesifik
fragment olusumlarinin degerlendirilmesi ile yapilmistir (Chikh Ali vd., 2013; Chikh Ali
vd., 2010).
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Cizelge 3.2. IC-RT-Multipleks PCR analizinde kullanilan primerler ve dizileri (Chikh

Ali vd., 2010)
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Cizelge 3.3. Multipleks PCR reaksiyon karisimi

Malzemeler 1 reaksiyon karisim
RNase ari su (d2H20) 7,3 ul
10 X ReaksiyonBuffer 2 ul
dNTPs (10 mM) 0,5ul

0,5 ul (Cizelge 3.3, 10 adet)

Primerler (10 uM) 1 ul (Cizelge 3.3, S5585 ve 06400)

Taq DNA polimeraz 0,2 ul
cDNA 3ul
Toplam 20 pul

3.3 DAS-ELISA, IC-RT-PCR ve SYBR-Green Real-Time PCR’nin PVY Teshisi

Bakimindan Karsilastirilmasi

Bu c¢alismada bitki materyali olarak ticari olarak satilan Nectar ve Desire patates
cesitlerinin elliger adet yumrular1 kullanilmistir. PVY testleri yumrular ve ayni yumrudan
gelisen siirgiinlerde yapilmistir. DAS-ELISA, IC-RT-PCR ve SYBR-Green real time
PCR yontemleri tiim orneklere ayri ayr1 uygulanmistir. Yumru Ornekleri igin patates
yumrusunun tizerindeki ti¢ goz alinmis, silirgiin 6rnekleri ise ayni1 yumrudan gelisen 2-3
siirgiinden yapraklar alinarak elde edilmistir. Orneklemeden hemen sonra testler
gergeklestirilmistir. Bitki dokular1 ELISA posetlerinde ELISA tamponu ile 1:10 oraninda
ezilmis, bu ekstraktlar kullanilarak DAS-ELISA, IC-RT-PCR ve SYBR-Green real time
PCR gergeklestirilmistir.

3.3.1 DAS-ELISA

Birinci boliimde anlatildig gibi gergeklestirilmistir.

3.3.2 IC-RT-PCR testi

PCR i¢in ayn1 ekstraktlar kullanilarak 2.1 ve 2.2 béliimlerinde anlatildig: gibi IC ve RT
islemleri yapilmistir. Elde edilen cDNA PVY-F 5'-ACG TCC AAA ATG AGA ATG
CC-3" ve PVY-R 5'-TGG TGT TCG TGA TGT GAC CT-3" (Nie ve Singh, 2002)
primerleri kullanilarak PCR islemine tabi tutulmustur. PCR karigimi 2 ul 10X PCR buffer
(Invitrogen), 1 pl MgClz (50 mM), 1 ul ANTP’ler (herbiri 10 mM), 1 pl primerler (PVY
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F/R, 10 mM), 0,125 pl Taq DNA polimeraz (Invitrogen) icermistir (Cizelge
3.4).Amplifikasyon kosullar1 94 °C’de 10 dak. 6n denatiirasyon, 35 dongii 94 °C’de 30
san, 55°C’de 30 san. ve 72 °C’de 45 saniye, son adimda 72°C’de 10 dak. uygulanmistir.
PCR iiriinleri %1,5 agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutulmus ve ethidium bromide

ile boyandiktan sonra UV transilluminatorde incelenmistir.

Cizelge 3.4. IC-RT-PCR reaksiyon karigimi

Malzemeler 1 reaksiyon karisimi
RNase ari su (d2H20) 11,875 ul
10x ReaksiyonBuffer 2 ul
MgCl2 (50 mM) 1ul
dNTPs(10 mM) 1 ul
PVY F (10 pM) 1 ul
PVY R (10 uM) 1 pl
Taq DNA polimeraz 0,125
cDNA 2 ul
Toplam 20 ul

3.3.3 IC-RT-Real-time PCR testi

Yumru ve siirgiinlerin real time PCR testi Sybr-Green (SYBR) Real Time PCR metodu
ile yapilmistir. Tkinci béliimde anlatildig: sekilde hazirlanan cDNA’lar kullanilarak real
time PCR karigimi hazirlanmistir.  SYBR-Green Real-time PCR, 20 pul son
konsantrasyonunda hazirlanmis olup, 10 ul 2XFastStart SYBR Green Master mix
(Roche), 0,3 ul 10 mM PVY-F ve 0,3 ul 10 mM PVY-R primerlerini icermistir. (Cizelge
3.5). Amplifikasyon Rotor-Gene real time PCR cihazinda, 95°C’de 10 dak., 40 dongii
95°C’de 20 saniye, 55°C’de 20 saniye ve 72 °C’de 30 saniye olarak yapilmis, son
asamadan sonra 60-90°C arasinda her 4 saniyede bir 5 derece artis ile melting analizi
uygulanmistir. Ayn1 6rnekten her {i¢ yontemle de elde edilen pozitif ve negatif olma

durumlari karsilagtirilmigtir.
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Cizelge 3.5. IC-RT-real time PCR reaksiyon karigimi

Malzemeler 1 reaksiyon karisimi
RNase ari su (dH20) 5,6 ul
2XFastStart SYBR Green Master mix 10 ul
PVY F (10 uM) 1,2 ul
PVY R (10 uM) 1,2 pl
cDNA 2 ul
Toplam 20 ul

3.4 Bitki Materyalinde PVY Miktarim Belirlemek Uzere IC-RT-Kantitatif Real-
Time PCR Sistemi

Bu calismada, 4. Boliimde anlatildigi gibi, bitki materyali olarak ticari olarak satilan
Nectar ve Desire patates cesitlerinin elliser adet yumrular1 ve ayn1 yumrudan gelisen
stirglinleri kullanilmis, IC ve RT isleminden sonra SYBR-Green real time PCR ile viriis

miktarlar1 belirlenmistir.

Olgiimde standart olarak kullanilacak plasmidlerin hazirlanmasi igin pozitif bir patates
bitkisinde PVY F/R primerleri ile IC-RT-PCR gerg¢eklestirilmistir. PCR iiriinii daha sonra
pPGEM -T Easy Vektor Sistemi (Promega) kullanilarak plasmidde klonlanmistir.
Klonlama, vektor sisteminin alindigi firmanin 6nerdigi yonteme gore yapilmistir. Bu
amagla, 480 bp PVY CP bolgesi, bir noktadan acik plasmide ligasyon ile birlestirilmis,
daha sonra transformasyon ile JM109 Echerichia coli bakterisine aktarilmistir.
Ampicillin igeren sivi LB (5,0 g/l Yeast extract, 10 g/l Peptone, 10 g/l NaCl, agar)
ortaminda 2 saat kiiltiir isleminden sonra, 100 pl siv1 bakteri, Ampicillin, IPTG ve X-Gal
iceren kat1 LB ortamina yayilmistir. Tiim gece 37 °C’de inkiibasyondan sonra gelisen
mavi ve beyaz kolonilerden beyaz olanlara PVY F/R primerleri ile koloni PCR
yapilmistir. Koloni PCR sonucunda beklenen seviyede {iriin veren kolonilerden plasmid
GeneJET plasmid Miniprep Kit (ThermoScience) ile saflagtirilarak viriis sayimlarinda

standart olarak kullanilmistir.

Olgiimde kullanilacak standart plasmid konsantrasyonu 10 ng/ul olacak sekilde

spektrofotometrede olgiilerek ayarlanmig, bunun 10 kat sulandirma serileri yapilarak
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100.000, 10.000, 1000, 100, 10 pg/ul konsantrasyonlarina ayarlandiktan sonra standart

hazirlanarak kantitasyonda kullanilmistir.

Orneklerde viriis miktar1 6l¢iimii i¢in, standart en az iki tekerriirlii olacak sekilde cDNA
ornekleri ile birlikte real-time PCR i¢in hazirlanmistir. SYBR-Green Real-time PCR, 20
ul son konsantrasyonunda hazirlanmis olup, 10 ul 2XFastStart SYBR-Green Master mix
(Roche), 0,3 ul PVY-F (10 mM) ve 0,3 ul PVY-R (10 mM) primerlerini i¢ermistir.
Amplifikasyon Rotor-Gene real time PCR cihazinda, 95°C’de 10 dak., 40 dongii 95°C’de
20 saniye, 55°C’de 20 saniye ve 72 °C’de 30 saniye olarak yapilmis, son asamadan sonra
60-90°C arasinda her 4 saniyede bir 5 derece artis ile melting analizi uygulanmistir.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra standart egri olusturulmus ve buna gore
konsantrasyonlar pg/ul olarak belirlenmistir. Standart plasmid konsantrasyonlarina gore
orneklerdeki viriis miktar1 Rotor Gene real time PCR yazilimi (Qiagen) ile

gerceklestirilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 PVY lzolatlarimn Temin Edilmesi

Nigde ili patates yetistiriciliginin yiiksek oldugu Ovacik, Konakli, Edikli, Orhanli ve
Alay’dan toplam 138 simptomatik patates Ornegi temin edilmis, DAS-ELISA testi
sonucunda bunlarin 62 adedi PVY ile enfekteli olarak tespit edilmistir (Sekil 9).
Belirlenen PVY izolatlar1 IC-RT-multipleks PCR ¢alismalarinda 1rk belirlemek amaciyla

kullanilmustir.

Sekil 4.1. DAS-ELISA testi sonucu PVY enfekteli oldugu tespit edilen patates drnegi
ve yapraklarda damar agilmasi, mozaik simptomlar1

4.2 IC-RT-Multipleks PCR ile PVY Irklarinin Belirlenmesi

En yaygin PVY 1rklart igerisinde olan PVY©, PVYN ve PVYC irklaridan PVY© ve PVYN
rklar1 arasindaki rekombinasyonlar sonucu PVYN™ ve PVYNW rekombinant irklar
olugsmustur. Bu rekombinasyonlarin olusumunda dort adet rekombinasyon noktasi s6z
konusudur (Sekil 4.2). PVY irklarini tespit etmek i¢in bu rekombinasyon noktalarina gore

primerler tasarlanmis ve belli uzunlukta ve sayida fragment olusumuna gore PVY wrk

tiplemesi gergeklestirilmektedir (Chikh Ali vd., 2013; Chikh Ali vd., 2010) (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.2. PVY irklarinin genomik yapilar1 ve 1rk tespitinde kullanilan primerlerin
genom tizerindeki yerleri (Chikh Ali vd., 2010)

Cizelge 4.1. Patatesde Potato virus Y (PVY) izolatlarinin irklarinin multipleks PCR ile
belirlenmesinde irklara gore olusmasi beklenen fragmentler (Chikh-Ali vd., 2010,
2013’den uyarlanmistir)
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Elde edilen toplam 60 PVY izolatinin yapilan IC-RT-multipleks PCR analizi sonucunda
58 izolatin 1rk tiplemesi yapilmis dort adedi yeterli amplifikasyon saglanamadigi i¢in
tipleme yapilamamistir (Sekil 4.3). Bu izolatlar icerisinde 17 adet PVY"W (B), 7 adet
PVYNW (B), 1 adet PVYNTN (B) irklar tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Ayrica, 2 adet
PVYNTN4PVYNW karisik 1k enfeksiyonu  belirlenmistir. Izolatlarin  biiyiik  bir
cogunlugunda (30 adet) 278 bp seviyesinde amplikonlar elde edilmistir. Bu amplikonlar
Chikh-Ali vd., (2010)’da, 441 ve 1076 bp amplikonlarla birlikte Syr-III irkinda
bulunmaktadir. Ancak, bu ¢alismada arastirilan izolatlarda Syr IIT irkinda bulunan 1076
bp fragment hicbir izolatta goériilmemistir. Ortaya cikan profiller 278 bp amplikonu
disinda degerlendirildiginde 10 adet PVYN™ (A)* (*278 bp amplikonu temsil
etmektedir), 9 adet PVYNW (B)*, 2 adet PVYNW (A)*, 2 adet PVYNT™N (B)*, 1 adet PVYE*
ve 7 adet PVYNT™N+PVYNW# karigik enfeksiyonudur. Nigde ilinden elde edilen PVY
izolatlarinda en yaygin 1rk %29,31 oranlaPVYN™ (A) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2).
Bunu %17,24 oraniyla PVYN™N (A)* 915,52 PVYNW (B)*, 9%12,07 oraniyla PVYNW
(B), %3,45 orantyla PVYN™ (B)* ve PVYNW (A)*, %1,72 oraniyla PVYN™N (B) ve
PVYE* rrklar1 olmustur. Tiim PVY izolatlarinda goriilebilen tek karisik enfeksiyon olan

PVYNTN+PVYNW 04345 oraninda olmus PVYN™N+PVYNW* ise 912,07 oraninda

bulunmustur.

1517 bp
1000 bp

500 bp

Sekil 4.3. IC-RT-multipleks PCR yontemi ile patates Potato virus Y izolatlarinin
irklarinin belirlenmesi, M DNA ladder (NEB 100 bp DNA ladder)
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Cizelge 4.2. IC-RT-multipleks PCR yontemi ile patates Potato virus Y (PVY)
izolatlarinin belirlenen 1rklari

. Toplam |\ ipleks PCR iiriin | Multipleks PCR | %
Izolat ada izolat v ey yee . ..
biiyiikliikleri (bp) irk tipi oran
sayisl
AL, A2726' %’122’ 43, 7 853+441 PVY'W (B) 12,07
A4, All,A12, 1,2,
5,6,7,11, 13, 14, 19, 17 1307+633+441 PVYNTN (A) 29,31
25, 28, 38, 39, 70
Al6 1 1307+441 PVY"™ (B) 1,72
A7, 23 2 1307+853+633+441 PVYNTN+PYYMW | 345
a 508’8515259’ 84, 7 1307+853+633+441+278 | PVYN™N+pvYNWx | 12 07
26, 27 2 1307+441+278 PVYN™N (B)* 3,45
40, 41, 62, 63, 71, 83, NTN 7 A vae
8790103, 105 10 1307+633+441+278 PVYNTN (A) 17,24
44, 45, 46, 47, 49, 56, NW o
57 60, 75 9 853+441+278 PVY"W (B) 15,52
52, 100 2 853+633+441+278 PVY"W (A)* 3,45
48 1 633+441+278 PVYE* 1,72
4.3 PVY Teshisinde DAS-ELISA, IC-RT-PCR ve IC-RT-Real Time PCR

Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Ucg farkl1 yontemin karsilastirilmasi icin ticari olarak satilan Desire ve Nectar tohumluk
yumrularin testleri bu yontemlerle gerceklestirilmistir. Her ii¢ analiz yontemi ayni

yumrularda yapilmistir.

4.3.1 Yumru ve siirgiin analizlerinin karsilastirilmasi

DAS-ELISA analizi sonucunda Desire ¢esidinde yumrularda PVY enfeksiyonu tespit
edilemezden aymi yumrulardan gelisen siirgiinlerde 1 adet PVY enfeksiyonu
belirlenmistir (Cizelge 4.4).Nectar ¢esidinde ise, yumrularda 1 PVY enfeksiyonu tespit
edilirken stirglinlerde 23 adet gibi yliksek oranda PVY enfeksiyonu tespit edilmistir. Bu
durum, tohumluk yumru testlerinde DAS-ELISA yontemi ile yumrularin dogrudan
testinin uygun olmamast ve yumrularda siirgiinlerin gelistirilmesi sebebini
aciklamaktadir. Yumrulardan elde edilen siirglinlerde analiz yapilmasi ile PVY
enfeksiyonunun daha yiiksek oranda tespit edilebilmesinin nedeni, gelisen stirglinlerde
viral replikasyonun baglamasi ve bu aktif gelisen siirgiinlerde viriisiin belirlenebilir

konsantrasyona ulagmasidir.

41



Cizelge 4.3. Desire ve Nectar patates yumru ve siirgiinlerinde Potato virus Y’nin DAS-
ELISA testi 405 nm okuma sonuglar1

. Desire Nectar
Ornek P PP
numarasi Yumru_ _ Surgun_ _ Yumru_ _ Surgun_ _
0,246>pozitif | 0,238>pozitif | 0,244>pozitif | 0,390>pozitif

Buffer kontrol 0,121 0,114 0,124 0,185
Negatif kontrol 0,123 0,119 0,122 0,195
Pozitif kontrol 1,517 1,356 1,257 1,608
1 0,125 0,203 0,191 0,388

2 0,120 0,212 0,127 0,608

3 0,123 0,197 0,140 0,475

4 0,129 0,236 0,128 0,571

5 0,126 0,206 0,124 0,181

6 0,121 0,200 0,206 0,472

7 0,124 0,210 0,123 0,201

8 0,127 0,183 0,122 0,205

9 0,123 0,198 0,122 0,674
10 0,119 0,210 0,124 0,768
11 0,121 0,201 0,121 0,203
12 0,129 0,183 0,126 0,525
13 0,124 0,209 0,124 0,183
14 0,126 0,218 0,124 0,186
15 0,123 0,213 0,120 0,191
16 0,124 0,187 0,121 0,417
17 0,125 0,201 0,134 0,171
18 0,121 0,199 0,126 0,187
19 0,123 0,199 0,118 0,194
20 0,126 0,185 0,433 0,485
21 0,128 0,198 0,125 0,179
22 0,126 0,212 0,123 0,184
23 0,120 0,209 0,124 0,508
24 0,126 0,189 0,123 0,194
25 0,125 0,230 0,128 0,477
26 0,135 0,240 0,125 0,193
27 0,129 0,230 0,120 0,533
28 0,125 0,208 0,129 0,194
29 0,125 0,198 0,123 0,445
30 0,124 0,207 0,134 0,465
31 0,124 0,202 0,124 0,355
32 0,126 0,199 0,124 0,442
33 0,130 0,198 0,126 0,539
34 0,123 0,202 0,132 0,331
35 0,124 0,206 0,121 0,197
36 0,125 0,185 0,125 0,392
37 0,130 0,195 0,129 0,176
38 0,133 0,213 0,137 0,299
39 0,140 0,212 0,126 0,203
40 0,132 0,197 0,131 0,424
41 0,145 0,112 0,130 0,168
42 0,152 0,126 0,124 0,614
43 0,167 0,131 0,128 0,699
44 0,209 0,133 0,126 0,507
45 0,134 0,119 0,123 0,172
46 0,146 0,114 0,133 0,683
47 0,150 0,124 0,125 0,217
48 0,155 0,121 0,127 0,212
49 0,182 0,124 0,126 0,195
50 0,138 0,113 0,125 0,259
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IC-RT-PCR analizi sonucunda Desire ¢esidinde yumrularda PVY enfeksiyonu 2 adet
tespit edilirken, ayn1 yumrulardan gelisen siirgiinlerde PVY enfeksiyonu tespit
edilememistir (Sekil 4.4, 4.5, 4.6, 4.7). Desire siirgilin analizleri cDNA’dan tekrar edilmig
ancak bu analizde de negatif sonuglar alinmistir. IC-RT-PCR yapildigindan,
dondurularak saklanan bitki ekstraktlar1 ile calisilmasi gerekeceginden bu durumun
yontemler arasindaki optimizasyonu bozacagi diisiiniilmiis ve IC tekrar edilmemistir. Bu
tiir taramalarda uygulanan analiz yontemlerinde yanlis negatif ve yanlis pozitif sonug
verme olasiliklar1 mevcuttur. Desire ¢esidinde IC-RT-PCR yumru ve siirgiin sonuglari
kiyaslandiginda su sonug ortaya c¢ikabilir: IC-RT-PCR 2 yumruda yanlis pozitif sonug
vermis olabilir veya IC-RT-PCR 2 adet siirgiinde yanlis negatif sonu¢ vermis olabilir.
Nectar ¢esidinde ise, IC-RT-PCR ile yumrularda 12 PVY enfeksiyonu tespit edilirken
stirgiinlerde 30 adet gibi yliksek oranda PVY enfeksiyonu tespit edilmistir. Nectar
cesidinde DAS-ELISA analizinde oldugu gibi siirgiinlerde daha yiiksek miktarda 6rnek
PVY enfekteli olarak belirlenmistir.

IC-RT-real time PCR analizi sonucunda arastirma konusu her iki ¢esitten, Desire 3 nolu
yumru disinda, tiim yumru ve siirgiinlerinin tamaminda PVY enfeksiyonu tespit
edilmistir. Sonug olarak, IC-RT-real time PCR yonteminde, tohumluk yumrularin PVY
enfeksiyonu bakimindan analizlerinde kullanilan bitki materyalinin yumru ve ya siirgiin

olmasi sonuglart degistirmemistir.
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Sekil 4.4. Potato virus Y’nin Desire (D) ve Nectar (N) yumrularinda IC-RT-PCR testi
agaroz jeli
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Sekil 4.5. Potato virus Y’nin Desire (D) ve Nectar (N) siirgiinlerinde IC-RT-PCR testi
agaroz jeli
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Sekil 4.6. Potato virus Y’nin Desire (D) ve Nectar (N) yumrularinda IC-RT-real time
PCR testi agaroz jeli
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Sekil 4.7. Potato virus Y’nin Desire (D) ve Nectar (N) siirgiinlerinde IC-RT-real time
PCR testi agaroz jeli
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Cizelge 4.4. Desire ve Nectar yumru ve siirgiinlerinde DAS_ELISA, IC-RT-PCR ve IC-
RT-real time PCR sonuglar1

o]
dOd awn jeald-1 4-O1 |+ +++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++%m0
>
=
=
H-} S
o d0d-14-2l1 + +.+.__+__++__+_+_+_++++++_+_+++++++_+__.+%M/m
= S
n
o]
o YSI13-Svd + +.+.__+___+__+_+_+_++_++__+___+_+++_+__._BWM
S S
3]
> g
z 3
dOdawl} jeald-1 4-O1 |+ SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R e R R R bl
>
o
>
= <)
m HOd-14-21 ' ________++_____++__+_+_++_____+___++__+__HW
> S
q
vSI13-Svda . 8 I I S I I S R I I I I R A S A I I R I S O S IR R
dOd swi} jead-1 H4-OI| |+ AR R A A R A R A R R R ER R R R A B A EA R R R R R A R R B R A R A B A R R R I
=
=
o0 Hod-19-D1 . P R O P R P O R [ O P N N O P O R[NP O O P N O (I A S (R O B P
=
wn
VvSI13-svda . ol el b e LB e e e e e e ] ]
< 7
)
a
d0d swlil jead-1 H-OI| |+ AR R R R R A A R R R R R R A A R B R R R R A EA R R R R R R A A B B B R R B R
>
S
m HOd-14-D1 . ol e e e ] ] e
>
vSI13-Svda . P O O P NP O R [ O P N O O P O O R NP O P O O (Y I S (R R B P
&
ISEIEWNU OUIQ - ST E N N RN N R S N R el R R A R RTINS R R R
T

*+PVY pozitif, - PVY negatif anlamindadir

48



4.3.2 Uygulanan test yontemlerinin karsilastirilmasi

DAS-ELISA analizi sonucunda Desire ¢esidinde yumrularda PVY enfeksiyonu tespit
edilemezden IC-RT-PCR yo6nteminde 2 yumru, IC-RT-real time PCR yonteminde 3 nolu
yumru diginda tamami (49 adet) PVY enfekteli olarak tespit edilmistir. Aym ¢esidin
stirgiinlerinde DAS-ELISA ile 1 adet PVY enfeksiyonu tespit edilirken, IC-RT-PCR
yontemiyle PVY enfeksiyonu tespit edilememis, IC-RT-real time PCR yoOnteminde
yumrularin tamami (50 adet) PVY enfekteli olarak belirlenmistir. IC-RT-real time PCR
analizine gore tiim yumrular PVY ile enfekteli olduguna gore, DAS-ELISA ve IC-RT-
PCR karsilastirildiginda, IC-RT-PCR yonteminde yumru analizlerinde 1 yanlis pozitif,

slirgiin analizlerinde 1 yanlis negatif sonu¢ alinmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5. Desire ¢esidinde farkli yontemlerin hatali sonug verme analizi (IC-RT-real
time PCR yontemine gore drnekler PVY enfektelidir)

DAS- IC-RT-PCR | IC-RT-PCR yonteminin

ELISA PVY enfeksiyon analizi
Yumru 0 2 1 yanlis pozitif
Stirgiin 1 0 1 yanlis negatif

DAS-ELISA analizi sonucunda Nectar ¢esidinde yumrularda PVY enfeksiyonu 1 adet
tespit edilirken IC-RT-PCR yonteminde 12 yumru, IC-RT-real time PCR yonteminde
yumrularin tamami (50 adet) PVY enfekteli olarak tespit edilmistir. Ayni ¢esidin
stirgiinlerinde DAS-ELISA ile 23 adet, IC-RT-PCR yontemiyle 30 adet PVY enfeksiyonu
tespit edilirken, IC-RT-real time PCR yonteminde yumrularin tamami (50 adet) PVY
enfekteli olarak belirlenmistir. Bu sonuglara goére, yumru ve siirglinlerde PVY
enfeksiyonunun tespit edilmesinde uygulanan yontemlerin hassasiyetleri agik olarak
goriilmektedir. ELISA’ya gore PCR yontemleri 100-10.000 kat daha duyarli ve spesifiktir
(Korschineck vd., 1991; Rowhani vd., 1995; Vunsh vd., 1990).

4.4 Bitki Dokusunda Potato Virus Y Miktarimmin Belirlenmesi

Olgiimde standart olarak kullamlacak plasmidler igin elde edilen 480 bp uzunlugundaki
PCR firiinleri klonlanmis ve daha sonra tekrar PCR ile klonlar kontrol edilmistir (Sekil

16). Olgiimde kullanilacak standart plasmid konsantrasyonu 10 ng/ul olacak sekilde
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ayarlandiktan 10 kat sulandirma serileri ile (100.000, 10.000, 1000, 100, 10 pg/ul) real-
time PCR analizinde standart olarak ayarlanmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Real-Time PCR analizlerinde standarttin olusturulmasinda kullanilacak
plasmidin klonlama sonrasi agaroz jelde test edilmesi (M 100 bp DNA ladder thermo
scientific, P: plasmid, K su kontrol)

Desire patates ¢esidinin yumrularinda viriis miktar1 0,0035-0,1156 pg/ul araliginda tespit
edilmigtir. Ayn1 ¢esidin siirgiinlerinde ise 1,8607-310,7821 pg/ul araliginda olmustur.
Nectar ¢esidinin yumrularinda ise viriis miktart 0,0046-20,0683 pg/ul araliginda iken,
sirglinlerinde bu miktar 1,1951-189,0056 pg/ul araligindadir. Bu sonuglara gore, viriis
miktar1 siirgiinlerde yumrulara gore daha fazladir. Desire ¢esidi genel olarak Nectar
¢esidinden daha az konsantrasyonlarda viriis igermektedir. Bu durum, ayni 6rneklerin
DAS-ELISA ve IC-RT-PCR analizlerinde siirgiinlerde yumrulardan daha fazla ve ayrica
Nectar ¢esidinde Desire ¢esidine gore daha fazla PVY enfekteli 6rnek belirlenebilmesini

acgiklamaktadir.
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Sekil 4.9. Kantitatif Real-time PCR’da kullanilmak {izere hazirlanan plasmid standart;
agaroz gelde band goriintiisii yerine, Real-time PCR makinasindaki yazilim ile elde
edilen grafik sonuglari (a), standart dogru (b), her bir 6rnegin esik degeri ve DNA
miktar1 (pg/ul) ()
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Sekil 4.10. Viriis miktar1 Kantitatif Real-time PCR ile belirlenen Nectar yumru
ornekleri; agaroz gelde band goriintiisii yerine, Real-time PCR makinasindaki yazilim
ile elde edilen grafik sonuglari (a), standart dogru (b), melting analizi (c)
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Sekil 4.11. Viriis miktar1 Kantitatif Real-time PCR ile belirlenen Nectar yumru
ornekleri; agaroz gelde band goriintiisii yerine, Real-time PCR makinasindaki yazilim
ile elde edilen grafik sonuglari (a), standart dogru (b), melting analizi (c)
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Sekil 4.12. Viriis miktar1 kantitatif Real-time PCR ile belirlenen Desire siirgiin
ornekleri; agaroz gelde band goriintiisii yerine, Real-time PCR makinasindaki yazilim
ile elde edilen grafik sonuglari (a), standart dogru (b), melting analizi ()
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Nectar stirglin
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Sekil 4.13. Viriis miktar1 kantitatif Real-time PCR ile belirlenen Desire siirgiin
ornekleri; agaroz gelde band goriintiisii yerine, Real-time PCR makinasindaki yazilim
ile elde edilen grafik sonuglari (a), standart dogru (b), melting analizi ()
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Cizelge 4.6. Desire ve Nectar patates ¢esitlerinin yumru ve siirglinlerinde Potato virus Y
kantitasyonu verileri karsilastirilmasi (En diistik ve yliksek degerler koyu renkle

gosterilmistir)
Ornek Desire PVY (pg/ul) | Nectar PVY (pg/ul)
numarasi Yumru | Siirgiin | Yumru | Siirgiin
1 0,0062 | 8,4076 | 0,0153 | 30,8447
2 0,0116 | 9,9924 | 0,2908 | 47,1800
3 11,4962 | 1,2539 | 25,0260
4 0,0126 | 24,8376 | 0,1582 | 61,3769
5 0,0124 | 43,9603 | 0,4133 | 2,9922
6 0,0112 | 17,6133 | 0,0287 | 5,6592
7 0,0114 | 15,1193 | 0,0139 1,6532
8 0,0114 | 20,3751 | 0,0592 1,7805
9 0,0116 | 10,2932 | 0,0401 | 12,8366
10 0,0124 | 58,9249 | 0,0657 | 47,0161
11 0,0122 | 46,3745 | 0,0254 1,9513
12 0,0092 | 20,7826 | 0,0195 | 47,3673
13 0,0092 | 10,7825 | 0,0002 | 4,1902
14 0,0106 | 14,8221 | 0,0477 | 4,1250
15 0,1156 | 26,0806 | 0,2268 | 2,7039
16 0,0124 | 17,7886 | 0,8572 | 55,3639
17 0,0111 | 55,5204 | 0,0417 1,9323
18 0,0071 6,8561 2,4754 1,1951
19 0,0079 | 40,2768 | 0,4273 1,9307
20 40,2022 | 0,0813 | 89,3797
21 0,0109 | 25,3716 | 0,5010 1,9535
22 0,0052 7,3827 0,1765 1,7143
23 0,0071 | 30,5327 | 0,6431 | 53,7950
24 0,0109 | 18,6259 | 1,5007 1,8756
25 0,0074 | 21,6794 | 0,3266 | 26,6951
26 0,0035 | 28,0700 | 0,3672 | 3,6473
27 0,0116 | 31,1252 | 0,2272 | 21,7801
28 0,0090 | 28,0618 | 0,0400 | 5,4666
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Cizelge 4.6. (Devam) Desire ve Nectar patates gesitlerinin yumru ve siirgiinlerinde
Potato virus Y kantitasyonu verileri karsilastirilmasi (En diisiik ve yiiksek degerler koyu
renkle gdsterilmistir)

Ornek Desire PVY (pg/ul) Nectar PVY (pg/ul)

numarast | Yumru Siirgiin Yumru Siirgiin
29 0,0092 310,7821 0,1087 20,4863
30 0,0090 19,0728 0,0202 27,5428
31 0,0115 10,6882 0,3980 62,1773
32 0,0108 14,4755 0,0948 36,2708
33 0,0094 14,9579 20,0683 67,3725
34 0,0088 19,7507 0,0440 10,6410
35 0,0071 44,2832 0,1931 4,5042
36 0,0061 18,3607 0,1281 8,1312
37 0,0053 17,3388 0,4337 5,5966
38 0,0099 22,9392 0,1277 16,8971
39 0,0086 15,3526 0,0318 6,2284
40 0,0104 20,9761 0,4648 17,7872
41 0,0118 1,8607 0,1467 5,1251
42 0,0129 13,7904 0,0311 20,9330
43 0,0112 33,2310 0,0708 41,3053
44 0,0109 20,6674 0,0680 68,6320
45 0,0092 24,0097 0,0954 3,2450
46 0,0125 25,2949 0,0422 189,0056
47 0,0101 34,2815 0,0298 3,9865
48 0,0103 27,0300 0,1447 1,6941
49 0,0061 22,1930 0,0046 3,7797
50 0,0075 24,9737 0,1115 4,3383
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BOLUM V

SONUCLAR

5.1 PVY Irklan

Nigde ilinde tespit edilen PVY 1rklari: PVYNW (B), PVYNY (B), PVYNTN (B)

Nigde ilinden elde edilen PVY izolatlarinda en yaygin ik %29,31 oranla PVYN™N (A)
olup, bunu %12,07 oraniyla PVYNWV (B), %1,72 oraniyla PVYN™ (B) takip etmistir.

IC-RT-multipleks PCR ile PVY iwrklarinin tiplemesinde, PVY izolatlarinin biiyiik
cogunlugunda (24 adet izolat) 278 bp seviyesinde tanimlanamayan ekstra band profili

mevcuttur.

Ortaya ¢ikan profiller 278 bp amplikonu diginda degerlendirildiginde, 10 adet PVYN™
(A)* (*278 bp amplikonu temsil etmektedir), 9 adet PVYNW (B)*, 2 adet PVYNW (A)*, 2
adet PVYN™N (B)*, 1 adet PVYE* ve 7 adet PVYNTN+PVYNW karisik enfeksiyonudur.

Karisik enfeksiyon oranlar1 %3,45 PVYNTN+PVYNW e 012,07 PVYNTN4+p\/YNW?

52 PVY Teshisinde DAS-ELISA, IC-RT-PCR ve IC-RT-Real Time PCR

Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Stirglinlerde yumrulara gore daha fazla miktarda viriis ile enfekteli yumru tespit

edilebilmektedir.

Kullanilan yontemler igerisinde PVY enfekteli bitki dokusu tespit etmede IC-RT-real
time PCR en bagarili yontem olmus bunu IC- RT-PCR ve DAS-ELISA takip etmistir.

Kullanilan ¢esit ve enfeksiyon yapan viriis konsantrasyonuna gore yanlis pozitif ve yanlis

negatif sonuclar alinabilmektedir.

Tohumluk patates iiretiminde kullanilan damizlik bitki materyallerinin test edilmesinde

mutlaka real-time PCR sistemleri kullanilmalidur.
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5.3 Bitki Dokusunda Potato virus Y Miktarimin Belirlenmesi

Gelistirilen kantitatif IC-RT-real-time PCR sistemi kullanilarak damizliklarda veya 1slah
materyallerinde viriis konsantrasyonlar1 belirlenerek, diisiikk konsantrasyonda viriis

icerenlerden viriis arindirma ¢aligmalar1 yapilabilir.
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Ek-A Desire yumrularinin kantitatif IC-RT-real-time PCR sonuglari

No.|Renk |Ornek no|Tip Ct Verilen|Olgiilen konsantrasyon
konsanrasyon (pg/ul)
(pg/ul)
1 1 Desire yumru  |24,51 0,0062
2 2 Desire yumru (23,63 0,0116
3 B 3 Desire yumru
4 B4 Desire yumru  |23,52 0,0126
5 5 Desire yumru 23,54 0,0124
6 (B |6 Desire yumru  |23,68 0,0112
7 |7 Desire yumru (23,65 0,0114
8 8 Desire yumru |23,66 0,0114
o B |9 Desire yumru (23,63 0,0116
10 | |10 Desire yumru  |23,53 0,0124
1§ Desire yumru  |23,56 0,0122
12 [ |12 Desire yumru  |23,95 0,0092
13 13 Desire yumru (23,95 0,0092
14 14 Desire yumru 23,75 0,0106
15 15 Desire yumru |20,41 0,1156
16 16 Desire yumru 23,54 0,0124
17 . 17 Desire yumru 23,69 0,0111
18 18 Desire yumru 24,31 0,0071
19 19 Desire yumru 24,17 0,0079
20 | |2 Desire yumru
21 . 21 Desire yumru 23,71 0,0109
22 | |22 Desire yumru (24,75 0,0052
23 ([ |23 Desire yumru  |24,32 0,0071
24 | |24 Desire yumru  [23,72 0,0109
2 [l |25 Desire yumru (24,26 0,0074
26 (Il |26 Desire yumru |25,29 0,0035
271 | |27 Desire yumru  |23,62 0,0116

Ek-A (Devam) Desire yumrularinin kantitatif IC-RT-real-time PCR sonuglar1
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No [Renk|Ornek |[Tip Ct Verilen Olgiilen
no konsanrasyon konsantrasyon

(pg/ul) (pg/ul)

28 28 Desire yumru 23,99 0,0090
29 29 Desire yumru |23,96 0,0092
30 30 Desire yumru 23,98 0,0090
31 . 31 Desire yumru |23,65 0,0115
32 [ |32 Desire yumru  |23,72 0,0108
33 . 33 Desire yumru 23,92 0,0094
34 34 Desire yumru 24,01 0,0088
35 | |35 Desire yumru  |24,32 0,0071
36 | |36 Desire yumru  |24,53 0,0061
37 37 Desire yumru 24,73 0,0053
38 . 38 Desire yumru |23,86 0,0099
39 . 39 Desire yumru 24,05 0,0086
40 40 Desire yumru 23,79 0,0104
41 . 41 Desire yumru 23,61 0,0118
42 | |42 Desire yumru  |23,48 0,0129
43 | |53 Desire yumru  |23,68 0,0112
44 |8 |44 Desire yumru (23,71 0,0109
45 45 Desire yumru 23,95 0,0092
46 46 Desire yumru 23,52 0,0125
47 47 Desire yumru |23,82 0,0101
48 48 Desire yumru 23,79 0,0103
49 | |49 Desire yumru  [24,54 0,0061
50 . 50 Desire yumru 24,75 0,0075
51 10x Standard 4,52 10.000,0000 9.961,1460
52 10x2 Standard 7,66 1.000,0000 1.056,5085
53 || |10x3  |Standard 10,72 100,0000 117,7819
54 . 10x4 Standard 14,84 10,0000 6,2085
55 . 10x5 Standard 17,03 1,0000 1,2994
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Ek-B Nectar yumrularinin kantitatif IC-RT-real-time PCR sonuglari

No.|Renk|Ornek no | Tip Ct Verilen| Olgiilen konsantrasyon

konsanrasyon (pg/ul)

(pg/ul)

1 . 10X Standard 3,60 10.000,0000 10.223,6658
2 10X2 Standard 6,65 1.000,0000 977,3064
3 . 10X3 Standard 9,29 100,0000 128,8499
4 . 10X4 Standard 13,30 10,0000 5,9063
5 10X5 Standard 15,25 1,0000 1,3151
6 [ [Nt Nectar yumru  |21,05 0,0153
7 | N2 Nectar yumru  |17,21 0,2908
8 N3 Nectar yumru 15,31 1,2539
o I (N4 Nectar yumru |18,00 0,1582
10 . N5 Nectar yumru 16,75 0,4133
11 ([ N6 Nectar yumru (20,22 0,0287
12 . N7 Nectar yumru |21,16 0,0139
13 N8 Nectar yumru 19,28 0,0592
14 N9 Nectar yumru 19,79 0,0401
15 N10 Nectar yumru 19,15 0,0657
16 N11 Nectar yumru 20,38 0,0254
17 (B8 IN12 Nectar yumru (20,73 0,0195
18 N13 Nectar yumru 26,83 0,0002
19 N14 Nectar yumru |19,56 0,0477
20 | [N15 Nectar yumru |17,54 0,2268
21 | [N16 Nectar yumru  |15,81 0,8572
22 |8 N17 Nectar yumru (19,74 0,0417
23 . N18 Nectar yumru 14,43 2,4754
24 | [N19 Nectar yumru  |16,71 0,4273
25 . N20 Nectar yumru 18,87 0,0813
26 | [N21 Nectar yumru |16,50 0,5010
27 . N22 Nectar yumru 17,86 0,1765
28 N23 Nectar yumru 16,18 0,6431
29 N24 Nectar yumru |15,08 1,5007
30 N25 Nectar yumru |17,06 0,3266

Ek-B (Devam) Nectar yumrularinin kantitatif IC-RT-real-time PCR sonuglari
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No.|Renk|Ornek no | Tip Ct Verilen| Olgiilen konsantrasyon

konsanrasyon (pg/ul)

(pglul)

31 . N26 Nectar yumru |16,91 0,3672
32 | [N27 Nectar yumru  |17,53 0,2272
33 . N28 Nectar yumru 19,79 0,0400
34 N29 Nectar yumru 18,49 0,1087
35 (| (N30 Nectar yumru  |20,68 0,0202
36 . N31 Nectar yumru 16,80 0,3980
37 N32 Nectar yumru 18,67 0,0948
38 . N33 Nectar yumru |11,70 20,0683
39 | (N34 Nectar yumru |19,67 0,0440
40 N35 Nectar yumru 17,74 0,1931
41 | |N36 Nectar yumru  |18,28 0,1281
42 . N37 Nectar yumru 16,69 0,4337
43 || |Nss Nectar yumru |18,28 0,1277
44 . N39 Nectar yumru 20,09 0,0318
45 N40 Nectar yumru 16,60 0,4648
46 N41 Nectar yumru 18,10 0,1467
47 N42 Nectar yumru |20,12 0,0311
48 N43 Nectar yumru 19,05 0,0708
49 | |N44 Nectar yumru (19,10 0,0680
50 N45 Nectar yumru 18,66 0,0954
51 N46 Nectar yumru 19,72 0,0422
52 | [N47 Nectar yumru (20,18 0,0298
53 . N48 Nectar yumru 18,12 0,1447
54 |8 [N49 Nectar yumru (22,61 0,0046
55 . N50 Nectar yumru 18,46 0,1115
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Ek-C Nectar siirgiinkantitatif IC-RT-real-time PCR sonuglar1

No. [Renk |Ornek no |Tip Ct Verilen| Olgiilen konsantrasyon

konsanrasyon (pg/ul)

(pg/ul)

1 . 10X Standard 5,47 100.000,0000 82.856,1842
2 10X2 Standard 8,00 10.000,0000 13.437,2687
3 . 10X3 Standard 11,75 1.000,0000 902,2633
4 . 10X4 Standard 14,71 100,0000 107,4238
5 10X5 Standard 18,11 10,0000 9,2668
6 I 1 Nectar siirgiin  |16,44 30,8447
7 . 2 Nectar siirgiin 15,85 47,1800
8 3 Nectar siirgiin  |16,73 25,0260
9 . 4 Nectar siirgin 15,49 61,3769
10 | |5 Nectar siirgiin  |19,68 2,9922
11 . 6 Nectar siirgiin  |18,80 5,6592
12 || |7 Nectar siirgiin  |20,51 1,6532
13 8 Nectar siirgiin 20,41 1,7805
14 9 Nectar siirgiin  |17,66 12,8366
15 10 Nectar siirgiin  |15,86 47,0161
16 11 Nectar siirgiin 20,28 1,9513
17 | |12 Nectar siirgiin  |15,85 47,3673
18 13 Nectar siirglin 19,22 4,1902
19 14 Nectar siirgiin  |19,24 4,1250
20 [ |15 Nectar siirgiin 19,82 2,7039
21 | |16 Nectar siirgiin |15,63 55,3639
22 | |17 Nectar siirgiin 20,29 1,9323
23 . 18 Nectar siirgiin  |20,96 1,1951
24 I |19 Nectar siirgiin  |20,29 1,9307
25 . 20 Nectar siirgiin  |14,96 89,3797
26 . 21 Nectar siirgiin  |20,28 1,9535
27 . 22 Nectar siirgiin  |20,46 1,7143
28 23 Nectar siirgiin 15,67 53,7950
29 24 Nectar siirgiin  |20,33 1,8756
30 25 Nectar siirgiin  |16,64 26,6951

Ek-C (Devam) Nectar siirgiinkantitatif IC-RT-real-time PCR sonuglari
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No. [Renk |Ornek no |Tip Ct Verilen| Olgiilen konsantrasyon

konsanrasyon (pg/ul)

(pg/ul)

31 | |26 Nectar siirgiin |19,41 3,6473
32 . 27 Nectar siirgiin  |16,93 21,7801
33 [ |28 Nectar siirgiin  |18,85 5,4666
34 29 Nectar siirgiin 17,01 20,4863
35 [ |30 Nectar siirgiin  |16,60 27,5428
3 (| |3t Nectar siirgiin 15,47 62,1773
37 32 Nectar siirgin 16,22 36,2708
38 . 33 Nectar siirgiin  |15,36 67,3725
39 . 34 Nectar siirgin  |17,92 10,6410
40 35 Nectar siirgiin 19,12 4,5042
41 . 36 Nectar siirgiin 18,29 8,1312
42 B |37 Nectar siirgiin  |18,81 5,5966
43 . 38 Nectar siirgiin  |17,28 16,8971
44\l |39 Nectar siirgiin  |18,67 6,2284
45 40 Nectar siirgiin 17,21 17,7872
46 41 Nectar siirgiin  {18,94 5,1251
47 42 Nectar siirgiin  {16,98 20,9330
48 43 Nectar siirgiin  |16,04 41,3053
49 | |44 Nectar siirgiin  |15,33 68,6320
50 45 Nectar siirgin  |19,57 3,2450
51 46 Nectar siirgiin 13,92 189,0056
52 . 47 Nectar siirgiin 19,29 3,9865
53 B |48 Nectar siirgiin  |20,47 1,6941
54 . 49 Nectar siirgiin  |19,36 3,7797
55 (B |50 Nectar siirgiin  |19,17 4,3383
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Ek-D Desire siirgiinkantitatif IC-RT-real-time PCR sonuglart

No. [Renk |Ornek no |Tip Ct Verilen| Olgiilen konsantrasyon

konsanrasyon (pg/ul)

(pg/ul)

1 | |10x Standard 6,17 100.000,0000 80.905,9431
2 10x2 Standard 9,37 10.000,0000 9.946,1941
3 I |10 Standard 13,03 1.000,0000 900,6276
4 | |10x4 Standard 14,75 100,0000 292,4267
5 10x5 Standard 21,04 10,0000 4,7185
6 I 1 Desire siirgiin 20,16 8,4076
7 . 2 Desire siirgiin =~ {19,90 9,9924
8 3 Desire siirgiin =~ |{19,68 11,4962
9 . 4 Desire siirgiin 18,51 24,8376
10 | |5 Desire siirgiin 17,64 43,9603
11 . 6 Desire siirgiin =~ {19,03 17,6133
12 || |7 Desire siirgiin 19,27 15,1193
13 8 Desire siirgiin =~ {18,81 20,3751
14 9 Desire siirgiin -~ |{19,85 10,2932
15 10 Desire siirgiin =~ {17,19 58,9249
16 11 Desire siirgiin =~ {17,56 46,3745
17 | |12 Desire siirgiin 18,78 20,7826
18 13 Desire siirgiin =~ 19,78 10,7825
19 14 Desire siirgiin =~ |{19,30 14,8221
20 [ |15 Desire siirgiin 18,43 26,0806
21 |l |16 Desire siirgiin ~ {19,02 17,7886
22 ([ |17 Desire siirgiin 17,28 55,5204
23 | |18 Desire siirgiin 20,47 6,8561
24 . 19 Desire siirgin =~ |17,77 40,2768
25 [ |20 Desire siirgiin 17,77 40,2022
26 (i |2 Desire siirgiin ~ |18,48 25,3716
27 I |22 Desire siirgiin 20,36 7,3827
28 23 Desire siirgiin =~ |18,19 30,5327
29 24 Desire stirgiin =~ |18,95 18,6259
30 25 Desire siirgiin =~ {18,72 21,6794

Ek-D (Devam) Desire siirgiinkantitatif IC-RT-real-time PCR sonuglari
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No. [Renk |Ornek no |Tip Ct Verilen| Olgiilen konsantrasyon

konsanrasyon (pg/ul)

(pg/ul)

31 | |26 Desire siirgiin 18,32 28,0700
32 I |27 Desire siirgiin 18,16 31,1252
33 [ |28 Desire siirgiin 18,32 28,0618
34 29 Desire siirgiin =~ |14,66 310,7821
35 [ |30 Desire siirgiin ~ {18,91 19,0728
3 (| |3t Desire siirgiin 19,79 10,6882
37 32 Desire siirgiin =~ {19,33 14,4755
38 ([ |33 Desire siirgiin 19,28 14,9579
39 . 34 Desire siirgiin 18,86 19,7507
40 35 Desire siirgiin =~ |{17,63 44,2832
41 . 36 Desire siirgiin ~ {18,97 18,3607
42 B |37 Desire siirgiin 19,06 17,3388
43 ] |38 Desire siirgiin 18,63 22,9392
44\l |39 Desire siirgiin 19,24 15,3526
45 40 Desire siirgiin =~ {18,77 20,9761
46 41 Desire siirgiin (22,46 1,8607
47 42 Desire siirgiin =~ |{19,41 13,7904
48 43 Desire siirgiin 18,06 33,2310
49 | |44 Desire siirgiin 18,79 20,6674
50 45 Desire siirgiin 18,56 24,0097
51 46 Desire siirgiin =~ |18,48 25,2949
52 . 47 Desire siirgiin =~ {18,02 34,2815
53 B |48 Desire siirgiin 18,38 27,0300
54 (B0 |49 Desire siirgiin 18,68 22,1930
55 (B |50 Desire siirgiin 18,50 24,9737
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