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OZET

PATATESLERDE PVY, PVX VE PVS VIRUS HASTALIKLARININ ELISA VE
RT-PCR YONTEMIiYLE TANILANMASI

Iklim odasinda vyetistirilen Lady Rosetta, Lady Olimpia, Russet Burbank,
Hermes, Panda, Lady Claire ve Granola patates cesitlerinde 2006-2007 yillarinda
yiiriitiilen bu ¢alismada Patates X viriisii (PVX), Patates Y viriisii (PVY) ve Patates S
virlisi’niin (PVS) saptanmasi ve yayginlik oranlarmin DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemleriyle belirlenmesi ve sonuglarin kiyaslanmasi amaglanmistir. Adi gegen patates
¢esitlerinin  yumrulart filizlendirilmis, her yumru bir Ornek olarak alinmis ve
yumrulardan gelisen yapraklar viriislerin testlenmesinde kullanilmigtir. Patateslerin
yapraklarinda higbir belirtiye rastlanmamigtir. Calismada toplam 304 Ornek
testlenmistir. Tiim Ornekler DAS-ELISA ve RT-PCR’a tabi tutulmustur. DAS-ELISA
testi ile 39 6rnek, RT-PCR testleriyle 47 6rnek PVY ile enfekteli bulunmustur. En
yliksek PVY enfeksiyonu Russet Burbank, Hermes, Granola, Panda ve Lady Rosetta’da
tespit edilmis, ancak Lady Olimpia ve Lady Claire cesitlerinde PVY bulunamamustir.
Panda ¢esidinde en yiiksek PVS’ii saptanirken bunu Lady Claire ve Granola cesitleri
izlemistir. Benzer sekilde DAS-ELISA testi ile 11 6rnek, RT-PCR testleriyle 22 6rnegin
PVS ile enfekteli oldugu bulunmustur. DAS-ELISA ile testlenen tim 6rneklerde PVX
saptanamamis ancak RT-PCR ile 2 o&rnegin PVX ile enfekteli oldugu ortaya
konulmustur. Testlenen orneklerin sadece 3 tanesi PVY ve PVS ile ve bir tanesi PVY
ve PVX ile karisik enfekteli bulunmustur. Bu ¢alisma patateslerde 6nemli {i¢ viriis
hastaliginin simptom gostermeyen patates bitkilerinde de ¢ok yaygin oldugunu ve RT-
PCR yonteminin bu viriislerin saptanmasinda ELISA’ya gore ¢ok daha basarili bir
sekilde kullanilabilecegini ortaya koymustur.

2008, 47 sayfa

Anahtar kelimeler: Patates, PV X, PVY, PVS, ELISA, RT-PCR.



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF PVY, PVX AND PVS VIRUS DISEASE ON POTATOES
BY USING ELISA AND RT-PCR METHODS

The identification and the prevelance of PV X, PVY and PVS on the Lady Rosetta,
Lady Olimpia, Russet Burbank, Hermes, Panda, Lady Claire ve Granola potato cultivars
grown in growth room by DAS-ELISA and RT-PCR and the comparison of results were
aimed in the study conducted between 2006-2007. The seeds of all potato cultivars were
sprouted and then each seed was taken as a sample and the leaves growing out from the
seeds were used for virus-testing. No visual symptom was observed on the foliage of
potatoes. A total of 304 samples were tested in the study. All samples were used in both
DAS-ELISA and RT-PCR testings. 39 and 47 samples were found to be infected with
PVY by DAS-ELISA and RT-PCR, respectively. The highest PVY infection was
detected on Russet Burbank, Hermes, Granola, Panda and Lady Rosetta, but no
infection could be found on Lady Olimpia and Lady Claire by PVY. Following Panda,
Lady Claire and Granola cultivars had the highest PVS infection. Similarly, 11 samples
were found to be infected with PVS by DAS-ELISA and 22 samples were found to be
infected by RT-PCR. Although PVX was not detected in all tested samples by DAS-
ELISA, two samples were found to be infected with PVX by RT-PCR. Only three
samples were found to be mix-infected by PVY and PVS and one sample was found to
be infected by PVX and PVY. The current study revealed the prevalence of three virus
diseases on symptomless potato plants, and the success of RT-PCR in the detection of
these viruses other than ELISA.

2008, 47 page

Key Words: Potato, PV X, PVY, PVS, ELISA, RT-PCR.
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1. GIRIS

Giliney Amerika kokenli bir bitki olan patatesin (Solanum tuberosum L.),
giinimiizde deniz seviyesinden 4000 m yiikseklige, 70. kuzey enleminden 50. giiney
enlemine kadar ¢ok genis bir alanda yetistiriciligi yapilmaktadir. Boylesine genis bir
yayilma alanina sahip olmasina ragmen, gerek yetistirme teknigi gerekse hasat sonrasi
uygulamalar1 (depolama, pazarlama, tiiketim vb) agisindan bolgelere gore Onemli
farklhiliklar bulunmaktadir. Horton (1987) bu farkliliklara dayanarak, diinyada baslica
dort farkli patates tiretim sisteminin oldugunu bildirmistir. Bu siiflandirmaya gore
tilkemiz hem 1liman iklim kusagi hem de Akdeniz iklim kusagi olmak iizere iki farkli
patates iiretim sistemini i¢inde bulundurmaktadir (Caligskan, 2001).

Ulkemizin 1liman kusak iiretim sistemi igerisinde dzellikle Nigde ve Nevsehir
illeri, patates tariminin ¢ok yogun yapildigi yoreler olup, iiretimin yaz doneminde
yapildig1 bu yoéreler toprak yapilarinin uygunlugu ile de diinyanin en verimli patates
bolgelerinden biri durumundadir. Akdeniz iklim kusagi tiretim sistemi igerisinde yer
alan Giiney ve Bat1 sahil bolgelerinde ise patates iiretimi genel olarak ilkbahar ve
sonbahar olmak {izere yilda iki ayr1 donemde yapilabilmekle beraber verimlilik seviyesi
thman kusaga gore daha disiiktiir (Caligkan, 2001). Tirkiye’de patatesin toplam ekim
alan1 yaklasik 159.348 hektar, toplam tiretimi ise 4.397.305 ton civarindadir (Anonim,
2006).

Diinya niifusunun beslenmesinde en oOnemli gida kaynaklarindan biri olan
patateste hastalik, zararli ve yabanci otlardan kaynaklanan verim kaybi %32 olup,
bunun 2/3’liik kismi hastalik etmenlerinden kaynaklanmaktadir (Agrios, 1997). Bu
kiiltiir bitkisinde verim ve kalite azalmasmna neden olan faktorlerden biri de virlis
hastaliklaridir (Spiegel ve Martin, 1993). Viriis hastaliklarindan bazilar1 lokal olarak
bulunurken, bazilar1 diinya genelinde onemli derecede ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Yapilan caligmalarda 25’ten fazla virlisiin patatesi enfekte ettigi, bu
viriislerden potato leafroll luteoviriis; patates yaprak kivrilma viriisii (PLRV), potato S
carlaviriis; Patates S viriisii (PVS), potato Y potyviriis; patates Y viriisi (PVY) ve
potato X potexviriis; patates X virlisiiniin (PVX) diinya genelinde siddetli
enfeksiyonlara neden olduklar1 belirtilmektedir (Hooker 1986). Viriis hastaliklar



tohumluk yumrular ile yildan yila, yil igerisinde de mekanik olarak ya da vektorlerle
taginarak hizli bir sekilde yayilmaktadir (Jones, 1988). Simdiye kadar yapilmis olan
caligmalarda, fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerinin aksine viriis hastaliklarinin
kontroliinde kimyasal miicadelenin dogrudan etkili olmadigi belirtilmistir (Walkey,
1991). Bundan dolay1 patateste onemli derecede verim kaybina neden olan viriis
hastaliklariyla miicadelede viriis hastaliklarindan ari tohumluk kullanilmasi biiyiikk 6nem
arz etmektedir (Jones, 1988).

Viriislii patates yumrularinin tohumluk olarak kullanilmasi sonucu, viriislerin bir
sonraki yila tagindigi, bununla birlikte vejetasyon periyodu igerisinde de patates
viriislerinin mekanik olarak ve c¢esitli vektorlerle tasinmasinin, her yil hastalikli bitki
sayisinin artmasina neden oldugu ve buna paralel olarak da verimde devamli olarak
azalmanin meydana geldigi kaydedilmektedir (Sahtiyanci, 1972). Nitekim, Erzurum
ilinde yapilan bir ¢alismada, patates bitkisinde 34 afit tiirii saptanmis ve bu tiirlerden 14
tanesinin patates virlis hastaliklarinin vektorii oldugu bildirilmistir (Tahtacioglu, 1993).

Patates iiretiminin arttirllmasinda sertifikali patates tohumlugunun kullanilmasi
biiylik 6nem arz etmektedir. Tiirkiye’de patates tohumculuk sektorii biiyiik oranda, ithal
edilen ana¢ kademe tohumlugun {ilke icerisinde bir kez cogaltilarak pazarlanmasi
seklinde calismaktadir. Bu sekilde sertifikali tohumluk iiretim ve tedariki, toplam
tohumluk ihtiyacinin ancak %8’ini karsilayabilmektedir. Geri kalan tohumluk ihtiyaci
ise ikinci ve tglincii kusak kusak tohumluklarin tekrar ¢ogaltilmalar1 yoluyla
karsilanmaktadir. Ancak, tohumluk patates tiretiminde kontrollii kademe uygulanmadig:
icin, bu tohumluklar sertifikasyona tabi tutulamamakta, dolayisiyla da tek kalite
giivencesini lireticinin giivenilirligi teskil etmektedir (Arioglu ve ark., 2006).

Tiirkiye’nin 6nemli bir patates {reticisi ili olan Erzurum’da cift¢ilerin
kullandiklar1 tohumluk patates yumrularinin %43.6 oraninda PVX, %40.5 oraninda
PVY, %5.9 oraninda PVS, %10 oraninda patates yaprak kivrilma (PLRV) ve ender
olarak da patates A (PVA) virtsleri ile bulasik oldugu saptanmistir (Citir, 1982). Aym
aragtirict bolgede tohumluk olarak kullanilan patateslerin %95.8 oraninda patates
viriisleri ile bulasik oldugunu buna karsin sadece %4.2°lik virlissiiz tohumluga
rastlandigin1 kaydetmistir. Erzurum ilinde 1994-1995 yillarinda yapilan bir bagka
calismada PVX’in hastalik oranmin ortalama %46.78, PVS’nin ise %23.95 oldugu

saptanmis ve etmenler dsRNA analizi ile tanilanmistir (Bostan, 1996). Tiirkiye’de



patates iiretiminin yogun olarak yapildigi Bolu, Erzurum, Izmir, Nevsehir ve Nigde
illerinde tohumluk olarak kullanilan yumrularin ortalama %6.4 PVS, %6.9 PVX ve
%16.8 oraninda ise PVY ile enfekteli oldugu belirlenmistir (Bostan ve Haliloglu, 2004).

Avila ve ark. (1989), ve Samson ve ark. (1993), patateslerde bulunan viriislerin
saptanmasinda kullanilacak tani tekniklerinin duyarlilik, siiratlilik, dogruluk, stireklilik,
maliyet ve uygulamada kolaylik gibi 6zellikleri tasimasi gerektigini belirtmislerdir.
ELISA ve molekiiler tekniklerden PCR’in viriislerin saptanmasinda kolaylikla
kullanilabilecegi belirlenmistir (Singh ve Somerwille, 1992; Barker ve ark., 1993;
Spiegel ve Martin, 1993). PCR’1in ELISA’ya gore 100-10.000 kat daha duyarli ve
spesifik oldugu (Vunsh ve ark., 1990; Koerschineck ve ark., 1991; Rowhani ve ark.,
1995); viriislerin dormant yumrularda PCR ile belirlenebilmesine karsin ELISA ile
duyarli ve gilivenilir sekilde belirlenemedigi ve dormansilerinin kirilmasina gereksinim
duyuldugu belirtilmistir (Spiegel ve Martin, 1993; Singh ve Singh, 1996; Loebenstein
ve ark., 1997; Russo ve ark., 1999; Singh ve ark., 1999).

Barker ve ark. (1993), patates yumrularinda Antibody-trapped antijen-
ELISA (ATA-ELISA) ve PCR yontemlerini kullanarak karsilastirmislardir. Hem
PCR hem de ATA-ELISA hasattan sonra 3 hafta saklanmis yumrularda veya Record
cesidinden gelisen bitkilerden alinan yumrularda PVY giivenle ortaya
konulabilmistir. 10°C’de 20 hafta siireyle saklanan yumrularda PVY olduk¢a az
oranda ortaya koyulmustur. Viris ATA-ELISA yontemi ile infekteli bitkilerin
yumrularmin sadece yarisinda ortaya konulmustur. Buna karsin PCR ile PVY
yaklagik 20 haftalik depolanan enfekteli yumrularda ¢ok etkili olmayarak PCR ile
ortaya koyulmustur.

Son yillarda molekiiler c¢aligmalarda hizla ilerlemeler kaydedilmis ve
microarray teknolojisi kullanilarak PVX, PVY, PVA ve PVS basarili bir sekilde
ortaya koyulmustur (Boonham ve ark., 2003). PVA, PVS, PVM, PVX, PVY ve
PLRV’i hem tekli hem de karisik enfeksiyonlar seklinde uygun bir microchip ortaya
koymuslardir. Bu mikrochip PVY ve PVS’nin strainlerini gelistirerek ayirt etmede
kullanilmistir (Bystricka ve ark., 2005). Nie ve Singh (2000), oligo (dT) kullanarak
tam uzunluktaki cDNA’lar1 sentezlemisler ve multiplex RT-PCR ile PVS, PLRV,
PVX, PVA ve PVY’i saptamislardir.



Bugiine kadar yurt disinda ileri molekiiler tekniklerle patates viriislerinin
teshisi basariyla yapilmis ve bir¢ok arastirici tarafindan yaygin bir sekilde
kullanilmaya baslanmistir. Ancak iilkemizde patates viriislerinin teshisi daha c¢ok
ELISA ile (Bostan ve Haliloglu, 2004; Bostan, 1996; Yilmaz ve ark., 2004;
Ozdemir, 2006; Giimiis ve Erkan, 1998) yapilmis PCR (Bostan ve ark, 2006) ile
yapilan ¢alismalar oldukega sinirl kalmistir.

Bu c¢alisma ile patateslerde verimi Onemli Olgiide etkileyen PVX, PVY ve
PVS’nin ELISA ve RT-PCR ile saptanmasi amac¢lanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda
testlenen patateslerdeki viriis hastaliklarinin yayginlik oranlari belirlenerek, olast bir

sertifikasyon programinda bu testlerin kullanim olanaklari tartigilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Solanaceae familyasi i¢inde yer alan patates (Solanum tuberesum L.), diinya
niifusunun beslenmesinde temel gida kaynaklar1 arasinda yer alan bir ¢apa ve sanayi
bitkisidir. Patates %17.5 nisasta, %2 civarinda protein, B1, B2, B6 ve C vitamini ile
birlikte baz1 elementleri igermesi nedeniyle insanlar i¢in 6nemli bir gida kaynagi olup,
ayn1 zamanda nisasta ve alkol endiistrilerinin de hammaddesini olusturmaktadir (Otles
ve Akgigek, 2002). Tiirkiye’de patatesin toplam ekim alani yaklasik 159.348 hektar,
toplam tiretimi ise 4.397.305 ton civarindadir (Anonim, 2006).

Beslenme agisindan c¢ok 6nemli gida maddelerinden biri olan patates ayni
zmanda ¢ok 6nemli bir endiistri ham maddesidir. Patatesin Tiirkiye’ye ilk kez 1870’1
yillarda kuzeyden Rusya ve Kafkasya tizerinden geldigi, Dogu Anadolu ve Karadeniz
yaylalarinda yetistirildigi ve daha sonra batili iilkelerden Trakya Bolgesi’ne girdigi
bildirilmektedir (Giinel, 2002). Bugiin ise, Tiirkiye’nin hemen hemen her ilinde patates
liretimi yapilmaktadir. Ulkemizde gerek artan niifusun beslenmesi, gerekse patatese
dayali sanayinin hammadde isteklerinin karsilanmasi ile ithalat ve ihracat agisindan
kaliteli ve fazla riin elde etmek amaciyla, hastaliklardan ari patates iiretiminin
yapilmasi gerekmektedir.

Patates bitkisinde hastalik, zararli ve yabanci otlarin neden oldugu verim
kaybinin %32 oldugu ve bunun 2/3’lik kisminin hastalik etmenlerinden kaynaklandig:
belirlenmistir (Agrios, 1997). Patateslerde verim ve kalite kaybina neden olan
etmenlerden birisi de viriis hastaliklaridir (Spiegel ve Martin, 1993). Viriis
hastaliklarindan bazilar1 lokal olarak bulunurken, bazilari diinya genelinde 6nemli
derecede ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Yapilan calismalarda 25°’ten fazla
viriisiin patatesi enfekte ettigi, bu viriislerden potato leafroll luteovirus; patates yaprak
kivrilma virtisi (PLRV), potato S carlavirus; patates S virlisii (PVS), potato Y
potyvirus; patates Y viriisii (PVY) ve potato X potexvirus; patates X viriisii (PVX),
potato A virus; patates A virlisii (PVA), potato M virus; patates M virlisii (PVM), alfa
mosaic virus; yonca mozaik viriisii (AMV) ve cucumber mosaic virus; hiyar mozaik

virisi  (CMV)’niin diinya genelinde siddetli enfeksiyonlara neden olduklari



belirtilmektedir (Schilde-Rentschler ve Scmiediche, 1984; Hooker 1986, Slack, 1995,
Salazar, 1996).

Viriis hastaliklarinin tohumluk yumrularla, mekanik olarak yada vektorlerle
hizla yayildig1 ortaya koyulmus (Jones, 1988) ve bu hastaliklarin miicadelesinde
kimyasal miicadelenin dogrudan etkili olmadig: belirtilmistir (Walkey, 1991). Bundan
dolay1 patateste Onemli derecede verim kaybina neden olan viriis hastaliklariyla
miicadelede virlis hastaliklarindan ari tohumluk kullanilmasi biiyilk 6nem arz
etmektedir (Cortbaoui, 1984; Jones, 1988).

PVY patates, biber, domates, tiitiin gibi Solanaceae familyasindaki bir ¢ok kiiltiir
bitkisinin yaninda Solanum nigrum (kopek tiziimii) gibi bazi yabanci otu da enfekte
eder. PVY ’nin strainleri 3 farkli grupta (PVY®, PVYN, PVYC) toplanir. PVY® (yaygm
tip) diinyada patates yetistirilen birgok iilkede yaygindir. Dogu Avustralya, Giiney ve
Kuzey Amerika, Yeni Zellanda, Avrupa, Giiney Afrika; pvyN Kuzey ve Giiney
Amerika’da, Yeni Zellanda’da, Avrupa’da ve Afrika’da bulunur. PVY"N™ yumru
nekrozuna neden olan yeni bir tiptir. Avrupa’da, Yeni Zellanda’da, Orta Dogu’da,
Kuzey Amerika ve Japonya’da ortaya koyulmustur (Jones ve ark., 2003).

PVY° ve PVY®nin simptomlari PVYNe gore daha siddetli olup, yaprak
beneklenmesi, sararmasi, yaprak deformasyonu, nekrotik yaprak lekeleri ve halkalari,
damarlarda nekroz, yaprak dokiilmesi ve govdenin vaktinden Once Oliimii seklinde
goriiliir. Bu strain ile enfekteli bitkilerin tepesinde ¢alimsi biiyiime ve gdvdenin alt
kisminda daha az yaprak goriilir. PVY" daha hafif yaprak beneklenmesi olusturur.
PVY® ve PVY® ve PVYNile enfekteli bitkilerin yumrulari normal gdriiliir. PVYN™ ile
enfekteli yumrunun kabugunda diizensiz kahverengimsi halkalar gortiliir, daha sonra bu
lekeler nekrotige doner ve yumru ice ¢oker. PVY nin simptomlar1 patates ¢esidine,
virlis strainin viriilensine bagli olarak oldukc¢a degiskenlik gosterir (Jones ve ark., 2003).

PVX’in olusturdugu simptomlar zayiftan ¢ok zayifa kadar degisir, hatta ¢cogu
zaman ortaya koymak zordur. Patates X viriisiiniin 4 rk grubu (X%, X2 X ve X%
tanimlanmistir. Bazi varyetelerde PVX’in yaklagik %15’e varan oranlarda verim
kaybina neden oldugu belirlenmistir. Hassas patates cesitlerinde damarlar arasinda
mozaikler gelisir. Simptomlar bulutlu havalarda, gdlgede vel6-20°C sicakliklarda daha
iyi goriliir. Solanaceae familyas1 liyelerinden tiitiin, domates ve biber de PVX

tarafindan enfektelenirler (Kirkwood, 2002).



PVX diinyada tim alanlarda yaygin olarak bulunmaktadir. PVX mekanik
taginmayla, Ornegin bitkinin bitkiye temasi, budama aletleriyle ve tohumla tasinir.
Etmenin bazi ¢igneyici agiz yapisina sahip boceklerle tasinabildigi ancak afitlerle
tasinamadigr  bildirilmistir. PVX simptomlar1 genelde latenttir ve c¢iplak gozle
gorinmezler. PVX yapraklarda hafif beneklenmeden siddetli mozayige, bitkide
bodurlagmaya, yapraklarda kiigiilmeye kadar degisen sekillerde simptom olusturur.
PVX diger viriislerle beraber bulundugunda bitkilerde 6nemli verim azalmasina neden
oldugu belirlenmistir (Kirkwood, 2002).

PVS patateslerde ¢ok yaygin goriilen bir viriis olup bir ¢ok patates gesidinde
hemen hemen simptomsuz olarak bulunur. PVS’niin bitkide tek olarak bulundugunda
verim kaybina neden olup olmadig: tartisilmaktadir, ama kayiplarin % 10-20 oldugu
rapor edilmistir. PVS, enfekteli bitki 6zsuyuyla mekanik yolla ¢ok kolay taginirken
tarlada bitkilerin birbirine temasi, budama aletleri ve yumruyla da tasinir. PVS’nin
nadiren bocekler ile de tasindigi bildirilmistir (Kirkwood, 2002).

Bostan ve Acikgoz (2000), PVX ve PVS’niin bazi test bitkilerinde olusturdugu
simptomlarin belirlenmesi ve bu viriislerin dsRNA analizi ile tanilanmas1 amaci ile bir
calisma yapmiglardir. PVX’in izolasyonunda Datura stramonium, c¢ogaltiminda
Nicotiana glutinosa bitkisi kullanilmistir. Yapilan mekanik inokulasyonlar sonucunda
PVX’in Chenopodium album, C. amaranticolor ve C. quinoa bitkilerinde lokal lezyon;
Gomphrena globosa’da nekrotik lokal lezyon; D. stramonium, Lycopersicum
esculentum, Nicotiana benthemiana, N. debeneyii, N. glutinosa, N. sylvestris, N.
tabacum Samsun NN, N. tabacum Samsun Typ, N. tabacum White Burley, N. tabacum
Xanthii ile Physalis floridana bitkilerinde ise sistemik simptomlara neden oldugu buna
kars1 N. clevelandii ve N. rustica bitkilerinde ise herhangi bir simptoma neden olmadigi
belirlenmistir. PVS viriisiiniin izolasyonunda C. quinoa ¢ogaltiminda ise N. clevelandii
bitkisi kullanilmistir. Yapilan mekanik inokulasyonlarda, PVS’nin C. album, C.
amaranticolor ve C. quinoa bitkilerinde lokal lezyon; N. benthemiana, N. clevelandii,
N. debneyii, N. glutinosa, N. sylvestris, N. tabacum Samsun Typ., N. tabacum White
Burley ile N. tabacum Xanthii bitkilerinde sistemik simptomlara neden oldugu, buna
kars1 N. rustica, G. globosa, D. stramonium, L. esculentum, N. tabacum Samsun NN ve
P. floridana bitkilerinde ise herhangi bir simptom olusturmadigi belirlenmistir. PVX’e

ait dsRNA’lar N. glutinosa ve N. tabacum Xanthii, bitkilerinden izole edilmistir.



PVS’ye ait dsRNA’lar ise C. quinoa bitkilerinden izole edilmistir. Sonugta, PVX’in tek
banda sahip dsRNA profili elde edilirken, PVS viriisiine ait dSRNA profili elde
edilememistir.

Bitkilerde hastaliga neden olan 370 bitki viriisiiniin % 66’smimn nakli yaprak
bitleri (Aphididae, Homoptera) tarafindan gerceklestirilmektedir. Patateste yaprak biti
ile taginan viriis hastaliklar1 arasinda PLRV, PVY, PVA, PVM, PVS ve AMV yer
almaktadir. Bu viriislerden PVA ve PLRV persistent olarak tasinirken, PVY, PVA,
PVM, PVS ve AMYV nonpersistent olarak tasinirlar. Viriisler ile vektorler arasindaki
iligkiler ise son derece karmasik olup, tasinmanin gerceklesmesi igin viriisiin enfekteli
bitkiden vektor tarafindan alinmasi, saklanmasi ve inokule edilmesi gerekmektedir.
Patateste viriislerin tasinmasinda rol oynayan ve diinya genelinde yaygin olan en 6nemli
yaprak biti tiirleri; Myzus (Nectarasiphon) persicae (Sulzer), Macrosiphum euphorbiae
(Thomas), Aphis nasturtii Glover, Aulocorthum solani (Kaltenbach), Aphis gossypii
Glover, Aphis fabae Scopoli ve Rhopalosiphoninus latysiphon (Davidson)’dur (ilhan ve
ark., 2006) .

Viriislerin vektorler tarafindan tasinmasinin engellenmesinde o6zellikle virtis,
vektor ve konukgu iligkilerinin ¢ok iyi bilinmesi etkili bir miicadele agisindan
onemlidir. Iliman iklimlerde PVY’nin ¢ok sayida tek yillik yabanci ot konukc¢usunun
oldugu belirlenmistir (Salazar, 1996). Bunlardan ¢oban ¢antasi (Capsella bursa-pastoris
L.), uzun meyveli biilbiil otu (Sisymbrium altissimum L.) (Woodford, 1988; Thomas ve
ark., 1997b) ve seytan elmasi (Datura stramonium L.) bitkisinin hem PLRV’nin hem de
M. persicae’nin konukgusu oldugu ortaya koyulmustur (Hanafi ve ark., 1995).

Patateste onemli derecede verim kaybi olusturan ve diinyada patates tariminin
yapildig1 her yerde yaygin oldugu belirlenen viriislerden PVY ’nin ellinin {izerinde afit
tiiri tarafindan nonpersistent olarak taginabildigi; fakat bu afitlerin biiyiik ¢ogunlugunun
patates bitkisinde kolonize olmadig1 (Harrington ve Gibson, 1986; Heimback ve ark.,
1998) ve PVY’nin de PLRV gibi en etkili vektoriiniin M. persicae oldugu saptanmistir
(MacGillivray, 1981). Bununla birlikte, PVY viriisiiniin ekim alanlarinda etkin bir
sekilde tasinmasinda patates bitkisinde kolonize olmamalarina ragmen disaridan gelen
cok sayida afit tiirlinlin kanath formlarinin da énemli rol oynayabilecegi kaydedilmistir
(DiFonzo ve ark., 1996). Ancak, Kanada’da iki farkli bolgedeki patates dikim

alanlarinda yapilan ¢alismada Capitophorus elaeagni (delGuerc.), Diuraphis noxia



(Kurdj.), Metopolophium dirhodum (Walk.), Rhopalosiphum maidis (Fitch.),
Rhopalosiphum padi (L.), Sitobion avenae (Fab.), Schizaphis graminum (Rond.), M.
persicae, Brevicoryne brassicae (L.) ve Acyrthosiphon pisum (Harr.) tiirlerinin
haricinde diger farkli afit tiirlerinin de patates ekim alanlarindaki tuzaklardan toplandigi,
laboratuar sartlarinda yapilan ¢alismalarda ise sadece M. persicae ve D. noxia tiirlerinin
PVY’yi tagidiklar1 belirlenmistir (Halbert ve ark., 1993). Diger taraftan, viriislerin afitler
tarafindan taginmasinin oldukg¢a kompleks oldugu, tasinma etkinliginin afit tiiriine, afitin
biyolojik dénemine ve viriisiin irkina gore degistigi de belirtilmistir (Harrington ve
Gibson, 1989).

Patates viriislerinin yayilmasini etkileyen ana faktorler arasinda tohumluk
patateslerdeki baslangic viriis inokulumu, patates liretimindeki tarimsal uygulamalar,
iiriinde yaprak bitlerinin kolonizasyonu, yasam dongiilerindeki ve davranislarindaki
cesitlilik, cevresel faktdrlerin populasyon dinamikleri iizerine etkileri, fenolojisi ve
olgun bitki dayanikliligi arasindaki interaksiyon yer alir. Uriindeki viriis varliginin
tespitinin gegerliligi, giivenilirligi ve vektor yaprak bitleri ile kimyasal miicadele,
hastaliklarin yayilmasimin énlenmesinde son derece énemli yer tutmaktadir (Ilhan ve
ark., 2006).

Patates vejetatif olarak yumrulariyla iiretilen bir kiiltiir bitkisi olmas1 nedeniyle
fungus, bakteri, virlis ve benzeri bitki patojenleri tarafindan artan bir sekilde enfekte
olmakta, buna bagl olarak da verim ve kalitede dnemli diisiisler meydana gelmektedir
(Shepard ve Claflin, 1975; Hu ve Wang, 1983; Tovar ve ark., 1985; Hooker, 1986;
Avila ve ark.,, 1989). Bu hastalik etmenlerinden 0zellikle viriisler, sistemik
enfeksiyonlara neden olarak bitkinin toprak {istii aksamindan yumrulara gegcmekte, bu
enfekteli yumrularin dikilmesi ile yildan yila tasinmakta ve sonugta patateste tohumluk
dejenerasyonuna neden olmaktadirlar (Bokx ve Mool, 1974; Sahtiyanci, 1990). Diger
taraftan, viriis hastaliklarinin dogrudan kimyasal miicadele ile kontrolii oldukca zor olup
(Jayasinghe, 1988; Walkey, 1991), viriis hastaliklarinin patates bitkisinde neden oldugu
simptomlar1 gormek ve simptomlarina gére ayirt etmek ¢ogu zaman da yanilticidir. Zira
patates bitkisinde viriislerin neden olduklar1 simptomlarin siddeti, viriisiin tipine, 1rkina,
patates cesidine, ¢evre sartlarina, enfeksiyon zamanina, viriislerin tek ya da birlikte
olma durumlarina gore degisim gostermektedir (Beemster ve Rozendal, 1972;

McMoran ve Allen, 1983; McDonald, 1984; Hooker, 1986; Avila ve ark., 1989).
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Bununla birlikte, 6zellikle tohumculuk agisindan da 6nemli olan bolgelerde patateste
verim kaybma neden olan patojenlerden onemli olan viriisleri uygun yontemlerle
tanilamak ve bu dogrultuda etkili miicadele yoOntemlerini uygulamak gerektigi
belirlenmistir.

Diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi patatesteki viriislerin tanilanmasinda
kullanilacak tekniklerin duyarlilik, stiratlilik, dogruluk, siireklilik, maliyet ve
uygulamada kolaylik gibi 6zellikleri tasimasi gerektigi belirtilerek (Avila ve ark., 1989;
Samson ve ark., 1993); serolojik bir tan1 teknigi olan ELISA ile molekiiler tekniklerden
PCR’m bu ozellikleri tagidiklar1 kaydedilmistir (Singh ve Somerwille, 1992; Barker ve
ark., 1993; Spiegel ve Martin, 1993). PCR’in ELISA’ya gore 100-10.000 kat daha
duyarl1 ve spesifik oldugu (Vunsh ve ark., 1990; Koerschineck ve ark., 1991; Rowhani
ve ark., 1995); virtislerin dormant yumrularda PCR ile belirlenebilmesine karsin ELISA
ile duyarli ve giivenilir sekilde belirlenemedigi ve dormansilerinin kirilmasina
gereksinim duyuldugu belirtilmistir (Spiegel ve Martin, 1993; Singh ve Singh, 1996;
Loebenstein ve ark., 1997; Russo ve ark., 1999; Singh ve ark., 1999). Langeveld ve ark.
(1991) potyviriis grubunun birgok tiyesini saptamada PCR tekniginin kullanilabilecegini
rapor etmislerdir. Depolama sirasinda yumrulardaki viriis konsantrasyonunun
azalmasindan dolayi, dormant patates yumrularinda PVY’nin ¢ok zor saptandigini
bildirmislerdir (De Bokx ve Cuperus, 1987). Eger dormansi Rindite gibi biiyiime
diizenleyici ile kirilir ve 4-6 hafta siireyle saklanirsa PVY ’nin giivenli bir sekilde ortaya
koyulabilecegi belirlenmistir (Vetten ve ark., 1983). Ayrica 30°C civarinda sicaklikta
yetistirilen bitkilerde (Loebenstein ve ark., 1997) ve viriise kars1 dayanikli gesitlerde
virlis yogunlugunda meydana gelen dislisten dolayr ELISA tekniginin viriisleri
belirlemede yeterli olmadig1 saptanmistir (Barker ve Woodford, 1992; Thomas ve ark.,
1997a).

Sahtiyanci (1972), viriislii patates yumrularinin tohumluk olarak kullanilmasi
sonucu, virlislerin bir sonraki yila tasindigi, bununla birlikte vejetasyon periyodu
icerisinde de patates viriislerinin mekanik olarak ve ¢esitli vektorlerle taginmasinin, her
y1l hastalikl1 bitki sayisinin artmasina neden oldugu ve buna paralel olarak da verimde
onemli kayiplarin meydana geldigini kaydetmistir. Tiirkiye’de patates yetistiriciliginin
yogun olarak yapildig1 bdlgelerde Kurgman (1979), Citir (1982), Ozbayram (1982),
Azeri ve ark. (1985), tarafindan yaygin olarak bulunduklar1 kaydedilmis olan bu
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viriislerin neden olduklar1 verim kayiplarinin dnlenebilmesi icin sertifikali tohumluk
kullanilmasinin bir zorunluluk olmasi gerektigi bildirilmistir.

Yugoslavya’da PVY’nin %10-100 orani ile en yaygin viriis oldugu, PLRV’nin
% 10-100, PVX’in % 10-17, PVA’nin % 0-25, PVS’nin % 0-12 oraninda bulundugu
ELISA ile ortaya konulmustur (Gavran, 1997).

Kuzey Amerika’da Washington ve Oregon’da patates tohumu yetistirilen
alanlarda PVY? straini sirasiyla % 16.4 ve % 25.9 oraninda bulunmus, 2002 yilindan
2003 yilna kadar tohumlarda PVY™© straini ile enfekteli olma oranmmn énemli bir
sekilde artmis oldugu ortaya konulmustur (Croslin ve ark., 2006).

[k defa Karaca (1961), PVX’niin iilkemizde bulundugunu ileri siirmiistiir. Bat:
Anadolu’da simptomatolojik ve serolojik yontemlerle yapilan bir bagka caligmada ise,
PVX ve PVS’niin bulundugu belirlenmistir (Ozalp, 1964). Fakat, PVX ve PVS ile ilgili
olarak tilkemizde yapilan bu ¢alismalarin yetersiz oldugu goriilmiistiir. Bu arastirmalari
patatesin taginma yollarinin arastirildigi calismalar izlemistir. Sahtiyanci (1972a),
viriislii yumrularin dikilmesi ile viriislerin bir sonraki yila tagindigini, bununla birlikte
patates viriislerinin mekanik yolla ve vektorlerle tasinmasinin her yil hastalikli bitki
sayisinin artmasina neden oldugunu ve dolayisiyla da verimde siirekli azalmalar
meydana geldigini kaydetmistir. Arastirmaci, PVX’niin bitki 6zsuyu ile ve yumru
kesimi sirasinda bigakla tagindigini ancak vektorlerle tasinmadigini ve viriisiin patateste
% 10-20 diizeyinde verim kayb1 meydana getirdigini de bildirmistir.

Adana, Antalya, Gaziantep, Hatay, I¢el ve Kahramanmaras illeri patates ekilis
alanlarindaki virlis hastaliklar1 ile bulasma oranlarinin simptomatolojik teshisi ve
indikator bitkilerle yapilan indeksleme gozlemleri hakkinda yapilan ¢alismada, bolgede
yetistirilen patateslerde; PVX, PVY, PLRV, Aucuba baciliform badnaviriis (AuBV) ve
Cad: siipiirgesi viriisii tespit edilmigtir. Sayim sonuglarina gore hastaliklarin bulagma
oranlar1; Gaziantep’te % 31.2, Hatay’da % 26.6, Icel’de % 25.3, Adana’da % 22.8,
Kahramanmaras’ta % 15.8 ve Antalya’da % 13.5 olarak kaydedilmistir. Elde edilen
veriler dogrultusunda, patates bitkisine onemli derecede zarar veren bu hastaliklara
kars1, {ireticinin viriisten ari patates tohumlugu kullanmasi, kiiltiirel 6nlemlere uymasi,
ve virlislerin tasinmasina neden olan vektorlere kars1 miicadele yapilmasi gerekmektedir

(Dolar ve ark., 1976).
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Bagka bir arastirma, Ankara’nin Cubuk ilgesine bagli baz1 kdylerdeki patates
ekim alanlarinda yiiriitilmiis ve wviriitik belirti gosterdiginden siiphe edilen patates
bitkilerinden ornekler alinmistir. Daha sonra, toplanan 6rneklerden otsu test bitkilerine
yapilan inokulasyon sonucunda, PVX ve PVY’niin bir irki saptanmistir. Arastirici,
PVX’niin zayif irkinin % 30-40, kuvvetli irkinin ise % 50-60 {iirtin kaybma nedem
oldugunu kaydetmistir. Bu belirtileri gosteren tarlalarda yapilan sayimda, bitkilerin %
24-80 oraninda PVX ve % 10 civarinda da PVY ve PVA ile bulasik olduklari
bildirilmistir (Kur¢man, 1979).

Tiirkiye’de patates tohumluk ihtiyact énemli oranda firmalarin yurt disindan
ithal ettikleri tohumluklarin cogaltilarak ciftcilere dagitilmasi ile karsilanmaktadir.
Ancak viriislerle bulasik olup olmadigini belirleme konusunda hicbir testleme
yapilmamaktadir. Tiirkiye’nin dnemli bir patates {iretim yeri, merkezi olan Erzurum’da
ciftgilerin kullandiklar1 tohumluk patates yumrularinin %43.6 oraninda PVX, %40.5
oraninda PVY, %5.9 oraninda PVS, %10 oraninda PLRV ve ender olarak da PVA
viriisleri ile bulasik oldugu saptamistir (Citir, 1982). Ayni arastirict bolgede tohumluk
olarak kullanilan patateslerin %95.8 oraninda patates viriisleri ile bulasik oldugunu buna
karsin sadece %4.2’lik viriissiiz tohumluga rastlandigini kaydetmistir. Erzurum ilinde
1994-1995 yillarinda yapilan bir baska ¢alismada PVX’in hastalik oranmin ortalama
%46.78, PVS’nin ise %23.95 oldugu saptanmis ve etmenler dsRNA analizi ile
tanilanmistir (Bostan, 1996).

Bostan ve Haliloglu (2004), Tirkiye’de patates {iiretiminin yogun olarak
yapildig1 Bolu, Erzurum, Izmir, Nevsehir ve Nigde illerinde tohumluk olarak kullanilan
yumrularin ortalama %6.4 PVS, %6.9 PVX ve %16.8 oraninda ise PVY ile enfekteli
oldugunu belirlemislerdir. Tokat ilinde yapilan bir baska calismada, Kazova ve Niksar
ovalarinda {iretimi yapilan tohumluk patates yumrularinda, biyolojik ve serolojik
yontemler kullanilarak PVX, PVY ve PLRV tespit edilmistir (Citir ve ark., 1999).

Bu amacla Erzurum patates ekilis alanlarindan toplanan ve ELISA testi yapilan
270 ornek, daha sonra biyolojik indeksleme islemine tabi tutulmustur. Arastirma
sonuclarina gore, %42.2 PLRV, %38.3 PVX, %7 PVY enfeksiyonlar1 ile %6.29
PVX+PLRV, %2.96 PVX+PVY ve %1.48 PLRV+PVY niin karisik enfeksiyonlari
tespit edilmistir (Yardimcei ve Bostan, 1999).



13

PVX ve PVY’lerinin tek ve birlikte bulunduklarinda Granola, Pasinler 92 ve
Caspar patates ¢esitlerinde olusturduklar1 simptomlarin ortaya konmasi ve etmenlerin
DAS-ELISA ile tanilanmasi amaciyla yapilan calismada PVX ile enfekteli Granola
cesidine ait bitkilerin %39’unda, Pasinler 92’de %46’sinda ve Caspar’da %25’inde fark
edilebilir herhangi bir simptom goriilmezken; diger bitkilerde mozaik simptomu
goriilmistiir. PVY ile enfekteli Granola ¢esidinde bitkilerin %32’sinde, Pasinler 92°de
%39’unda, Caspar’da ise %Z26’sinda belirgin bir simptom goriilmezken; Granola
cesidinde %68, Pasinler 92’de %55 ve Casper ¢esidinde ise bitkilerin %52’sinde
yapraklarda hafif bir sarilik goriilmistiir. Cesitlerde PVY’nin neden oldugu bir diger
simptom ise nekrotik ¢izgi simptomu olup, bu simptom Granola ¢esidinde goriilmezken;
Pasinler 92°de %6, Caspar’da ise %22 oraninda goriilmiistiir. Ayrica PVY nin bitkilerde
gelisme geriligi ile yapraklarda dokiilmelere neden oldugu saptanmistir. PVX ve PVY
virislerinin  birlikte bulundugu durumda Granola ve Pasinler 92 ¢esitlerinin
yapraklarinda mozaik simptomunun daha belirgin olarak ortaya ¢iktigi, Casper
cesidinde ise bitkilerin yapraklarinda siddetli mozaik yaninda, yaprak yiizeyinde
kabarma, yapraklarda kivirciklasma ve bitkilerde belirgin bir gelisme geriligi
goriilmistiir (Bostan ve Demirci, 2001).

2001 yilinda Tokat ilindeki baz1 ilgelere bagli 12 kdyden toplanan 168 adet bitki
orneginde, patates virlis hastaliklar1 ile bunlarin yayilislarint belirlemek amaciyla bir
caligma yuritilmustir. Calismada kullanilan DAS-ELISA yontemi ile testlenen
orneklerin %22.62°sinin PVX ve %20.83’linlin PVS ile bulasik oldugu belirlenmistir.
Yorede PVY ve PLRV’ne rastlanilmamasina karsin, karisik enfeksiyonlarda bu
viriislerin de varligi saptanmistir. Karisik enfeksiyonlarda PVX+PVS’nin %26.19 ile ilk
siray1 aldigi belirlenirken, %2.98 PLRV+PVY, %2.98 ile PVX+PVS+PVY ve %5.95 ile
PVX+PVS+PLRYV enfeksiyonlar1 saptanmistir (Y1lmaz ve ark., 2004).

Afyon ili Sandikli ilgesinde, gesit tescil amaciyla yetistirilen Donald patates
¢esidinin  yumrular1 {izerinde yuvarlak veya ¢izgi seklinde kahverengi nekrotik
lezyonlarin oldugu, bu lezyonlarin 6nce sigil seklinde kabardiklar1 ve daha sonra koyu
kahverengi renk alarak catladiklar1 goriilmiistiir. Ayrica, belirti gdsteren yumrularin
enine kesitlerinde lezyonlarin alt kismindaki dokularda kahverengi nekrotik alanlarin
olustugu dikkati ¢cekmistir. Belirti tasiyan yumrulardan test bitkilerine yapilan mekanik

inokulasyonlar sonucunda yapraklarda; sistemik mozaik, deformasyon, damar
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bantlagmasi, damar nekrozu, yapraklarda 6liim ve bitkide bodurlasma gibi belirtilerin
ortaya c¢iktigt goézlenmistir. Bunun yaninda yumru Orneklerinde DAS-ELISA
yontemiyle; patates Y virilisi — tiitlin damar nekroz 1rki (PVYN), PVX ve PLRV adh
etmenlerin varligi arastirllmistir. Yapilan biyolojik indeksleme ve ELISA testi
sonucunda, patates yumru 6rneklerinde PVY™ enfeksiyonunun bulundugu ve PVX ile
PLRV adli etmenlerin olmadigi saptanmistir. Bu c¢alisma bulgulart ile patates
yumrularindaki PVY"nin varligi Orta Anadolu Bolgesinde ilk olarak saptanmigtir
(Ozdemir, 2006).

Ozellikle patateste, viriislerin tasinmasinda &nemli etkili olan tohumluk
arastirmalart ile ilgili olarak, Giimiis ve Erkan (1998) DAS-ELISA yontemini
kullanarak viriislerin varligini1 belirlemek icin bir calisma yiirlitmistiir. Calismanin
sonucunda toplanan Orneklerde PLRV (%14), PVX (%l11) ve PVY (%18)
enfeksiyonlart oldugu tespit edilmistir.

Tiirkiye’de bugiine kadar patates yetistiriciligini etkileyen virlis hastaliklar:
konusunda yapilan ilk ¢aligmalar gézlenen simptomlara gére yapilmistir. Daha sonraki
yillarda ELISA ve biyolojik indeksleme yapilarak patates viriisleri belirlenmistir. Ancak
patates viriislerinin PCR ile hizli, giivenilir ve duyarli testlenmesi konusunda yapilan

calismalar ¢ok az sayidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Bitki Materyali

Ulkemizde yetistirilmekte olan Lady Rosetta, Lady Olimpia, Russet Burbank,
Hermes, Panda, Lady Claire ve Granola ¢esitlerine ait sertifikali tohumluk yumrular

kullanilmistir.

3.1.2. Serolojik ve Molekiiler Calismalar

ELISA testlerinde kullanilan antiserum ve konjugatlar Loewe (Almanya)
firmasindan temin edilmistir. Ayrica icerikleri ekte verilen Fosfat tamponu, Yikama
Tamponu, Kaplama Tamponu, Ornek Tamponu, Konjugat Tamponu ve Substrat
Tamponu (Ek.1) ile 8x12’lik U seklinde g¢ukurlara sahip mikroplakalar kullanilmistir.
Niikleik asit izolasyonu igin ise bitki ezme ortami, EtOH, Isopropanol, EDTA,
Potasyum asetat siispansiyonlart (Ek.2) kullanilmistir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Patates Yumrularimin Filizlendirilmesi

Calisma Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
iklim odalarinda yiiriitiilmiistiir. Lady Rosetta, Lady Olimpia, Russet Burbank, Hermes,
Panda, Lady Claire ve Granola gesitlerinden alman yumrular 100 ppm dozundaki
gibberellik asit solusyonunda 10 dakika siireyle tutulduktan sonra karanlik bir ortamda
filizlenmeleri tesvik edilmistir. Filizlenme basladiktan sonra her bir ¢eside ait yumrular
3’erli gruplara ayrilarak saksilara dikilmis, saksilarin iizerine g¢esit adlar1 ve yumru

numarast yazilmistir. Saksilar iklim odasinda tutularak gelisen filizlerin yaprak
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olusturmalart saglanmistir. Dikilen patateslerin biyiimeleri diizenli olarak takip
edilmistir. Yaklagik10-12 cm’e ulasan siirgiinlerden alinan yapraklar DAS ELISA
(Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ve niikleik asit

izolasyonu i¢in kullanilmistir.

3.2.2. Bitki Materyalinin Muhafazasi

Yaklasik 10-12 cm uzunluguna erisen patates bitkilerinden alinan yapraklar
gruplara ayrilarak farkli kosullarda ve sekillerde muhafaza edilmistir. Isleme tabi
tutuluncaya kadar éncelikle +4°C’de muhafaza edilen bitki materyallerinin bir kismi
CaCl,’de kurutulmak tizere hazirlanmig, bir kismi da gliserol igerisinde falcon tiiplerde
-20°C’de saklanmistir. Ayrica bu érneklerin her birinden toplam RNA’lar da ekstrakte
edilmistir. Ekstrakte edilen RNAlar -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.1.Materyalin CaCl,’de muhafazasi

Bu amagla, iklim odasinda yetistirilen bitkilerden alman yapraklar 0.5 cm?’lik
parcalara kesilerek kagit havlularla kiiclik paketler hazirlanmigtir. Paketlerin igerisine
¢esidin adi, 6rnek numarasi, hazirlanig tarihi ile ilgili bilgilerin yazildig: etiketler de
konulmustur. Hazirlanan paketler, 2/5°1 kadar CaCl; iceren kavanozlara yerlestirilmis ve
kavanozun kapa@i sikica kapatilip parafilm ile sarilarak +4°C’de bitki dokulari
kuruyuncaya kadar 3-4 hafta muhafaza edilmistir. Kurutma islemi sirasinda CacCl, ile
bitki dokularmin temas: onlenmistir. Kuruyan bitki dokular1 daha sonra toz haline

getirilerek kagit zarflar igerisinde +4°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.3. ELISA Testinin Uygulanmasi1 (DAS-ELISA)

Iklim odasinda yetistirilen tiim patates gesitlerinden alinan yaprak drneklerinden
1 g doku tartilmis ve i¢inde tiilbent olan ekstraksiyon torbalarina koyulmus ve bir
silindir yardimiyla 10 ml sulandirilarak tampon c¢ozeltisi ile ezilmistir. Ekstraktlar

kullanilincaya kadar buzdolabinda saklanmigtir.
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Serolojik caligmalarda "Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immuno
Assay-ELISA” (DAS-ELISA) yontemi kullanilmistir (Clark ve Adams, 1977). Yapilan
ELISA testlerinde LOEWE (Almanya) firmasindan temin edilen PVY, PVS ve PVX
poliklonal antiserum Kkitleri kullanilmistir. Her viriis i¢in firmanin protokoliinde
belirtmis oldugu antiserum sulandirma oranlar1 dikkate alinmistir. Standart ELISA testi
asagidaki sekilde uygulanmistir:

1) Gamma globulinler, kaplama tamponu ile 1/200 oraninda sulandirilmis ve
mikrotiter ELISA plakalarinin her bir gukuruna 100 ul konulmustur. Plakalarin tizeri
kapatilarak buharlasma engellenmis ve 37 “C’de 4 saat inkiibe edilmistir.

2) Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim ¢ukurlar 3 kez en az 3’er
dakika bekletilerek yikanmistir. Her yikamada plakalar hizla ters ¢evrilerek bosaltilmig
ve en son yikamadan sonra 8-10 katl1 pegete lizerine vurularak kurumasi saglanmistir.

3) Ornek tamponu icinde ezilmis her bir drnek iki tekrarli olarak, gamma
globulin ile kaplanmis mikrotiter plakaya her bir ¢ukura 100 pl olacak sekilde
yerlestirilmistir. Plakaya kontrol olarak ekstraksiyon tampon c¢ozeltisi, antiserum kiti
icerisinde gelen pozitif ve negatif kontroller de eklenerek +4 °C’de tiim gece boyunca
inkiibasyona birakilmistir.

4) Gece boyunca inkiibasyondan sonra plakalar 2 numarada belirtildigi
sekilde yikanmustir.

5) Konjugat tamponu ile konjugatlar 1/200 oraninda sulandirilarak her bir
cukura 100 pl konulmus ve 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir.

6) Inkiibasyondan sonra plakalar 2 numarada belirtildigi sekilde
yikanmugtir.

7)  Substrat tamponu ile taze olarak hazirlanan substrattan (1 mg/ml p-
nitrophenyl phosphate) her bir gukura 100 ul konulmus ve oda sicakliginda karanlikta
inkiibe edilmistir. Renk degisimine bagli olarak 30, 60, 120 dakika sonra plakalar
mikroplaka optik okuyucusunda 405 nm dalga boyunda okunmustur.

405 nm dalga boyunda okunan absorbans degerlerine gore saglikli kontrol
degerinin en az iki kat1 ve daha yukar1 okuma degeri veren 6rnekler pozitif olarak kabul
edilmigtir (Clark, 1981). Absorbans degerleri SEAC-SIRIOS marka ELISA

okuyucusunda okunmustur.
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3.24. PCR Cahsmalar1 (Polymerase Chain Reaction=Polimeraz Zincir

Reaksiyonu)

3.2.4.1. Niikleik Asit izolasyonu

Bu amagla Spiegel ve ark. (1996)’nin lityum kloriir metodu kullanilmistir.
- 100 mg bitki materyali 5 hacim RNA ekstraksiyon ortamina (200 mM Tris-HCI, pH
8.5, %1.5 Sodium dodecylsulphate, 300 mM Lithium chloride, 1.0mM EDTA, %1
Sodium deoxycholate, %1 Igepal CA-630), %0.5 2-mercaptoethanol eklenerek porselen
havanda ezilmistir.
- Elde edilen ekstrakt 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere aktarilarak 65 °C’de 15 dakika
inkiibe edildikten sonra esit hacimde 6M Potasyum asetat (pH 6.5) eklenerek 15 dakika
buzda inkiibasyona birakilmistir.
- 10 000 rpm’de 15 dakika santrifiij (Hettich 32R) uygulamasindan sonra {istte toplanan
stvinin 600 ul’si yeni eppendorf tiiplere aktarilarak esit hacimde iso-propanol
eklenmistir.
- 1 saat veya tiim gece -20°C’de inkiibasyondan sonra 15 000 rpm’de 15 dakika santrifiij
uygulanarak tiipiin dip kisminda toplanan RNA ¢okeltisi 1 ml soguk %70 etanol ile
yikanarak ortam kosullarinda kurutulmus ve daha sonra 30-50 pl steril bi-destile
(d2H20) su ile ¢oziinmesi saglanmistir.
- Elde edilen toplam RNA, RT-PCR reaksiyonunda kullanilmak iizere -80°C’de
muhafaza edilmistir (Sekil 3.1).
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100 mg taze veya 25 mg CaCls ile kurutulmus bitki érnegi

@
Porselen havanda 28
ekstraksiyon buffer ile ezme 500 pl bitki ekstrakti

l

65° C'de 15' inkubhasyon
500 xl 0,6 M potasium acetate

15" buzda inkiihasyon

l

10.000 rpm'de 10" santrifiy

—

Ustteki sivadan 6001 yeni tiiplere alma 600x1 isopropanol

et

20°C'de 1 saat inkithasyon

i

12.000 rpr‘de 15" santrifiij

Cokeltinin %70 soguk ethanol ile yikanmasi
Cokeltinin 50 x1 RNase free dsH>O ile sulandinlmas:

Sekil 3.1. Niikleik asit izolasyonunun sematik gosterimi (Ulubas, 2003).
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3.2.4.2. Spesifik Primer ciftleri

PVY, PVX ve PVS’ye spesifik primer ¢iftleri Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Cizelge 3.1. PVX, PVY ve PVS’e spesifik primer ¢iftleri

Primer | Replikasyon | Dizilimi Fragment Referans

Ad Yonii Biiyiikliigii (bop)

PVY sense ACGTCCAAAATGAGAATGCC Nie and

strains | antisense TGGTGTTCGTGATGTGACCT 480 Singh,2002

PV X sense AGGCCACAGGGTCGACTAC Singh,1999.
antisense TTGTTGTTCCAGTGATACGACC 645

PVS sense TGGCGAACACCGAGCAAATG Matousek ve
antisense ATGATCGAGTCCAAGGGCACTG 187 ark., 2000

3.2.4.3. Revers Transkripsiyon (RT; Reverse Transcription)

PVS ve PVX’in testlenmesi (Revers transkripsiyon agamasi), revers
transkriptaz enziminin saglandigi firmanin Onerilerine gore gerceklestirilmistir. Bu
amagla, tek reaksiyon igin 4 ul (4-5 pg) RNA, 1 pl 25 pmol/ul viriis spesifik (PVS)
revers primer ile son hacim 11 ul olacak sekilde PCR tiipiine karistirilarak 70°C’de 5
dakika inkiibasyondan sonra hemen buza konulmustur. Daha sonra {izerine ayr1 bir tiipte
son hacmi 19 ml olacak sekilde hazirlanan 4 ul 5x reaksiyon ortami, 2 pl 10 mM dNTP
mix (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 20 U RNase inhibitorii (MBI Fermentas) eklenmistir.

37°C’de 5 dakika inkiibasyondan sonra 200 U RevertAid M-MuLV (MBI
Fermentas) revers transkriptaz enzimi eklenmis ve tiipler 42°C’de 1 saat reverse
transkripsiyon islemi gerceklestirilmis ve reaksiyonu durdurmak igin 70°C’de 10
dakika bir son adim uygulanarak cCDNA (komplementer DNA)’lar elde edilmistir (sekil
3.2.). Daha sonra cDNA’lar -20°C’de muhafaza edilmistir.

PVY’nin RT asamasinda ise, 2 pl 100 mM Random hexamer primer, 2 pl 0.5
mg/ul Oligo dT Primer ve 4.5 pl doH,0 ve 5 pl RNA karisimi 70°C°de 10 dak tutulmus
ve tiipler hemen buz tizerine konulmustur. Tiiplere 4 pl SxRT Buffer, 2 ul 10 mM dNTP
karisimi ve 0.5 ul RT eklenerek tiipler 37°C de 10 dak, 42 °C’de 1 saat ve 70 °C’de 10
dak tutulduktan sonra elde edilen cDNA’lar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Wiral nikdeds astt izolasyom (EINA)

Hedef ETJA

Eewerse primer

dINTP's (dATE, dGTF, dCTF, dTTE)
Ezalaiwon ortarmi

Hedet EIMA

5 ]
Denatirasyon {72 ")
3F
5 !
Annealng
(Primerin badlantnasi, 37 "y
3
— LEewers Transkriptaz'in Eklenmest
SE 3
cDIA sentezi (37-457C)
3= A
53
EMA-cDERLA habrit
3! 5 !

Sekil 3.2. Revers transkripsiyonun sematik olarak aciklanmasi (Ulubas, 2003).
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3.2.4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PVS i¢in her bir reaksiyon karisimi toplam 25 ul’den olusmustur. Tek bir
reaksiyon karisimi, 2 pl cDNA, 1’er ul viriis spesifik primer ¢ifti (her biri 20 pmol/ul),
2.5 ul 2.5 mM dNTP’ler, 0.2 pl 25 mM MgCl,, 2.5 pl 10xreaksiyon ortami (MBI
Fermentas; 100 mM Tris HCI pH 8.8, 500 mM KCI, %0.8 Nonidet P40), 0.35 U Taq
DNA polimeraz (Promega) ile hazirlanarak Thermocycler (Techne Progene)’a
yerlestirilmistir. Amplifikasyon i¢in thermocycler 1 dongii 94°C’de 3 dakika, 35 déngii
94°C’de 1 dak, 64 °C’de 1 dakika, son olarak 72 °C’de 1 dakika olarak
programlanmistir.

PVX i¢in her bir reaksiyon karisimi toplam 25 pl’den olusmustur. Tek bir
reaksiyon karisimi, 2 pl cDNA, 0.5 pl viriis spesifik primer cifti (her biri 20 pmol/pl), 2
ul 2.5 mM dNTP’ler, 0.5 pul 25 mM MgCl,, 2.5 pl 10xreaksiyon ortami (MBI
Fermentas; 100 mM Tris HCI pH 8.8, 500 mM KCI, %0.8 Nonidet P40), 0.35 U Taq
DNA polimeraz (Promega) ile hazirlanarak Thermocycler’a yerlestirilmistir. PVS ig¢in
uygulanan amplifikasyon programi PVX’e de uygulanmistir.

PVY i¢in; 20 pl’lik PCR karigiminda 13.6 d,H,0, 2 ul 10xB, 1.6 pl 2.5 mM
dNTPmix, 1.2 pl 25 mM MQgCl,, viriise spesifik primer ¢iftlerinin (20 pmol/ul) her
birinden 0.5 pl ve 0.35 U Taq DNA polimeraz karistirilmig ve 1 pl cDNA eklenerek 1
dongii 94°C°de 3 dakika, 40dongii 94°C’de 30 saniye, 54 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 1 dak
ve son olarak 72 °C’de 10 dakika olarak programlanmis thermocyclere yerlestirilmistir
(Sekil 3.3.).

PCR iirlinlerinin %1-1.5 agaroz jelde elektroforezi yapildiktan sonra etidyum

bromid ile boyanarak UV transilliiminatdrde sonuglar gozlenmistir.



5!

23

cOH &

Pritner gift

dITP's (dATP, dGTF, dCTE, dTTE)
Termostabil DA politneraz

(Tag P olimeraz)

Eeakstyon ortatm

5' 3' 5! 3f

EIA -cDIA hibrit
Hedef cDIA

3! 5! 3' 5'

Denatirasyon (34-967C)

it wplilecileh DR A'nin senten

3! 5'
Annealing
(Primetlerin baglanmasy, 50-62 ")
5 3
3! 5!
Folimernizasyon
(70-727C)
5 3'

1. Déngii 2. Déngi

Sekil 3.3. PCR’nin sematik olarak agiklanmasi (Ulubas, 2003).

3!
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3.2.4.5. PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi : Jel Elekroforez

RT-PCR friinlerinin gorsel hale getirilmesi amaciyla, reaksiyondan sonra
trtinlerin %1-1,5 agaroz jelde elektroforez islemi yapilmistir. Elektroforez 0.5XTAE
ortaminda yapilmig, ayni ortam jelin hazirlanmasinda da kullanilmigtir. Jele 3 pl
yiikkleme ortami (6X; 15 ml i¢in 150 mg bromophenol blue, 18 g gliserol, 6 ml
50XTAE) ile birlikte 10 pl yiiklenen RT-PCR fiiriinleri, 120 V’da 35 dk siireyle
elektroforeze tabi tutulmustur. islem bittikten sonra jel 1 mg/ml etidyum bromid (EtBr)
iceren 0.5XTAE ortaminda 5-10 dakika EtBr ile boyanmistir. Daha sonra UV

transilliimiinatdrde sonuglar gozlenerek polaroid fotograflart ¢ekilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Patates Yumrularimn Filizlendirilmesi

Bu ¢alismada iilkemizde yetistirilen 6nemli tohumluk patates gesitlerinde Patates
X virlisii (PVX), Patates Y viriisii ve Patates S viriisii (PVS)’niin saptanmas1 amaciyla
Lady Rosetta’dan 22, Lady Olimpia’dan 24, Russet Burbank’tan 25, Hermes’ten 60,
Panda’dan 99, Lady Claire’den 26 ve Granola’dan 48 adet olmak {izere toplam 304
yumru testlenmistir.

Toplanan yumrular filizlendirildikten (Sekil 4.1) sonra gelisen yapraklardan
ELISA ve RT-PCR testleri yapilarak PVY, PVX ve PVS’nin cesitlerdeki oranlari
belirlenmistir.  Filizlenen yumrularda virlislere 0zgii herhangi bir simptom

gozlenmemistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Yeni filizlenmeye baslayan patates yumrulari



26

Sekil 4.2. Simptom gelisimi i¢in gdzlemlenen bitkiler

4.2. DAS-ELISA

DAS-ELISA sonuglarina gore 8 farkli patates ¢esidinden alinan 304 yumru
testlendiginde 39 6rnek PVY, 11 6rnek PVS ile enfekteli bulunmustur. Ancak testlenen
orneklerin higbirisinde PVX tespit edilememistir (Cizelge 4.1).

Lady Rosetta patates ¢esidinden testlenen 22 yumrunun 1 tanesi PVY ile
enfekteli bulunurken, PVS ve PVX saptanamamistir. Lady Olimpia patates ¢esidinden
testlenen 24 yumruda her ¢ viriis enfeksiyonu da bulunamamustir. Russet Burbank
patates ¢esidinde testlenen 25 yumrunun 17 tanesinin PVY ile enfekteli oldugu ortaya
koyulmustur, fakat PVS ve PVX enfeksiyonlar tespit edilememistir. Hermes patates
¢esidinden testlenen 60 yumrunun 2 tanesi PVY ile enfekteli olarak saptanirken, PVS ve

PVX enfeksiyonu saptanamamistir. Panda patates ¢esidinden testlenen 99 yumrunun 8
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tanesi PVY, 9 tanesi PVS ile enfekteli oldugu tespit edilirken higbir gesitte PVX
enfeksiyonuna rastlanmamistir. Lady Claire patates ¢esidinden testlenen 26 yumrunun 1
tanesi PVS ile enfekteli oldugu saptanirken PVY ve PVX enfeksiyonlari
bulunamamistir. Granola patates ¢esidinden testlenen 48 yumrunun 11 tanesi PVY, 1
tanesi PVS ile enfekteli oldugu bulunurken higbir yumruda PVX enfeksiyonu tespit

edilememistir.

Cizelge 4.1. DAS-ELISA ile testlenen farkli patates gesitleri ve c¢esitlerde saptanan

virtsler

Pozitif saptanan 6rnekler
Cesit ada Testlenen | pvy | %6ENf. | PVS | %Enf. | PVX | %Enf.
bitki sayis1 orani orani orani
Lady Rosetta 22 1 4.54 - - - -
Lady Olimpia 24 - - - - - -
Russet Burbank 25 17 68 - - - -
Hermes 60 2 3.34 - - - -
Panda 99 8 8.08 9 9.09 - -
Lady Claire 26 - - 1| 384 - -
Granola 48 11 2291 1| 2.08 - -
Toplam 304 39 |12.82 11 | 361 - -

4.3. RT-PCR Testlemeleri

DAS-ELISA ile testlenen 304 patates yumrusu PVY, PVS ve PVX viriisleri
acisindan RT-PCR ile de testlenmistirr RT-PCR driinleri %1-1,5 agaroz jelde
elektroforez islemi ile gorsel hale getirilmistir.

Testler sonucunda DAS-ELISA ile pozitif olarak saptanan orneklerin tamami
RT-PCR testi ile de pozitif olarak tespit edilmistir. Bunun disinda DAS-ELISA ile
negatif tespit edilen 6 6rnek PVY, 10 6rnek PVS ve 2 6rnek de PV X ile enfekteli olarak
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belirlenmistir (Cizelge 4.2). Serolojik olarak pozitif olup da RT-PCR ile negatif sonug
veren higbir 6rnek saptanamamustir.

RT-PCR iirlinleri %1-1,5 agaroz jelde elektroforez islemi ile gorsel hale
getirilmistir. Lady Rosetta patates ¢esidinden testlenen 22 yumrunun 1 tanesi PVY ile 1
tanesi PVS ile enfekteli bulunurken, testlenen yumrularda PVX saptanamamistir. Lady
Olimpia patates c¢esidinden testlenen 24 yumruda her {i¢ viriis enfeksiyonu da
bulunamamustir. Russet Burbank patates ¢esidinden testlenen 25 yumrunun 17 tanesinin
PVY, 1 tanesinin PVS ile enfekteli oldugu ortaya koyulmustur, PVX enfeksiyonu tespit
edilememistir. Hermes patates ¢esidinden testlenen 60 yumrunun 3 tanesinin PVY, 1
tanesinin ise PVS ile enfekteli oldugu saptanirken 1 tanesinde PVX enfeksiyonu
saptanmigtir. Panda patates ¢esidinden testlenen 99 yumrunun 14 tanesi PVY, 15 tanesi
PVS ile enfekteli oldugu tespit edilmisken sadece 1 yumruda PVX enfeksiyonu ortaya
koyulmustur. Lady Claire patates ¢esidinden testlenen 26 yumrunun 2 tanesi PVY, 3
tanesi PVS ile enfekteli oldugu ortaya konulmus ancak PVX enfeksiyonu
saptanamamustir. Granola patates ¢esidinden testlenen 48 yumrunun 10 tanesi PVY, 1
tanesi PVS ile enfekteli oldugu bulunurken higbir yumruda PVX enfeksiyonu tespit
edilememistir.

Yapilan PCR c¢aligmalar1 sonucunda testlenen 304 Ornekte %15.46 oraninda
PVY, %7.23 oraninda PVS ise ve %0.66 oraninda PVX ile bulasik oldugu

belirlenmistir.



29

Cizelge 4.2. Patates yumrularinda PVY, PVS ve PVX’e karsi1 gergeklestirilen RT-PCR

sonugclari

Cesit ad1 Testlenen Pozitif saptanan ornekler

bitki PVY | % Enf. | PVS | % Enf.|PVX | % Enf.

sayisi orani orani orani
Lady Rosetta 22 1 4.54 1 4.54 - -
Lady Olimpia 24 - - - - - -
Russet Burbank 25 17 68 1 4 - -
Hermes 60 3 5 1 1.6 1 1.66
Panda 99 14 14.14 15 15.15 1 1
Lady Claire 26 2 7.69 3 11.53 - -
Granola 48 10 20.83 1 2.08 - -
Toplam 304 47 15.46 22 7.23 2 0.66
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PVS’nin genomunda yaklasik 187 nt uzunlugunda bir kismin1 amplifiye eden
primerlerle test edilen tiim 6rneklerde beklenen seviyede spesifik band elde edilmistir
(Sekil 4.3). Beklenen spesifik band disinda pozitif kontrolde de baska bir band

olusmamistir. Negatif RNA ve su kontrollerin  herhangi bir band olusumu

goriilmemistir.

Sekil 4.3. PVS’e kars1 gergeklestirilen RT-PCR sonucu M: Marker, (MBI Fermentas,
#SMO0383); 4, 6, 21: PVS pozitif saptanan ornekler; 1,2,3,5,7,8,9,10,11,12, 13,
14,15,16,17: PVS negatif saptanan 6rnekler; 18: Su kontrol; 19: PVS negatif
kontrol; 20: PVS pozitif kontrol.
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PVY’nin genomunda yaklasik 480 nt uzunlugunda bir kismin1 amplifiye eden
primerlerle test edilen tim orneklerde beklenen seviyede spesifik band elde edilmistir
(Sekil 4.4). Beklenen spesifik band disinda pozitif kontrolde de bagka bir band

olusmamistir. Negatif RNA ve su kontrollerde herhangi bir band olusumu

goriilmemistir.

P Iy S R N v B b s e BRR T

480 nt

y -“3'. . .

Sekil 4.4. PVY’e kars1 gerceklestirilen RT-PCR sonucu. M: Marker, (MBI Fermentas,
#SMO0383); 2, 4,5, 7, 9, 10, 12: PVY pozitif saptanan érnekler; 1,3,6,8: PVY
negatif saptanan 6rnekler; 11: Su kontrol; 13: PVY negatif kontrol 14: PVY
pozitif kontrol.
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PVX’in genomunda yaklasik 645 nt uzunlugunda bir kismin1 amplifiye eden
primerlerle test edilen tiim 6rneklerde beklenen seviyede spesifik band elde edilmistir
(Sekil 4.5). Beklenen spesifik band disinda pozitif kontrolde de bagka bir band

olusmamistir. Negatif RNA ve su kontrollerde herhangi bir band olusumu

goriilmemistir.

Sekil 4.5. PVX’e kars1 gerceklestirilen RT-PCR sonucu. M: Marker, (MBI Fermentas,
#SMO0383); 1, 2, 3, 4, 5, 6: PVX negatif saptanan 6rnekler; 7: PVX pozitif
saptanan ornek, 8: PV X pozitif kontrol; 9: PV X negatif kontrol.
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Lady Rosetta, Lady Olimpia, Russet Burbank, Hermes, Panda, Lady Claire ve
Granola ¢esitlerinden alinan yumrulardaki PVY, PVS ve PVX’in saptanmasi amaciyla
ELISA ve RT-PCR c¢alismalar1 yapilmis ve testlenen 6rneklerdeki virlislerin oranlar
belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda RT-PCR molekiiler testinin ELISA’ya gore daha
hassas oldugu goriilmiis ve elde edilen bulgular daha Once iilkemizde patates
viriislerinin saptanmasi1 konusunda yapilmis olan bir ¢ok arastirmanin sonuglarini
destekler nitelikte olmustur.

Yurdumuzun hemen her bolgesinin patates yetistiriciligine uygun olmasi, ig
talebin giderek artmasi ve patates dikim alanlarmin genislemesine bagli olarak
sertifikali tohumluk ihtiyaci gittikge artmaktadir. Patatesin vejetatif yolla iiretilmesi
tohumlugun 6nemini gittik¢e arttirmaktadir. Kimyasal miicadele yontemi olmayan viriis
hastaliklar1 ile bulasik patates yumrularinin kullanilmasi halinde viriisler yildan yila ve
bolgeden bolgeye tasinmaktadir. Bazi viriis hastaliklarinin  patateste  belirti
olusturmamasi veya olusan belirtilerin birbirine benzemesi nedeniyle simptomlarina
bakilarak viriisleri teshis etmek oldukca zor ve yaniltict olmaktadir. Bu nedenle patates
orneklerinin test edilmesi i¢in hassas hizli ve giivenilir metodlarla teshis edilmesi
gereklidir.

Ayrica doviz karsiligi yurt disindan saglanan ve saglikli olduklar diisiiniilen
sertifikali patates tohumluklarinin da viriis hastaliklariyla bulasik olabilecegi gbz Oniine
alinarak gerek tohum ithal eden firmacilarin gerekse iireticilerin viriisler konusunda
dikkatli olmalar1 gerekmekte oOzellikle de tohumluk dagitimindan 6nce Orneklerin
viriisleri agisindan testlenmesi ve viriisten ari olan tohumluklarin dagitiminin yapilmasi

gerekmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismanin amaci olan hizli, giivenilir, konuyla ilgili ¢alisantiim
arastiricilarin  kolayca uygulayabilecegi, duyarli ve orta maliyetli molekiiler tani
yontemlerinden PCR teknigini kullanarak patateslerde PVY, PVX ve PVS’nin duyarh
tanisin1 yapmak ve bu teknigin tanidaki basarisini serolojik tani tekniklerinden ELISA
testi ile karsilagtirmasi sonucunda elde edilen bulgular asagida 6zetlenmistir:

* Tohumluk patates olarak kullanilan Lady Rosetta, Lady Olimpia, Russet Burbank,
Hermes, Panda, Lady Claire ve Granola gesitlerinden alinan yumrularin ¢imlendirilmesi
sonucunda bitkilerde gozle goriiliir bir simptom elde edilememistir. Bunun nedeni iklim
odasinda viriislerin simptom olusturacagi sartlar saglamamis olabilir yada viriisler
yeterli yogunluga ulasamayip simptom verememis olabilir.

* DAS-ELISA sonuglarina gore 8 farkli patates ¢esidinden alinan 304 yumru testlenmis
ve 39 6rnek PVY, 11 6rnek PVS ile enfekteli bulunmustur. Ancak testlenen 6rneklerin
higbirisinde PVX tespit edilememistir.

* Yapilan RT ve PCR testleri sonucunda DAS-ELISA ile pozitif olarak saptanan
orneklerin tamami RT-PCR testi ile de pozitif olarak tespit edilmistir. Bunun disinda
DAS-ELISA ile negatif tespit edilen 8 6rnek PVY, 11 6rnek PVS ve 2 6rnek PVX ile
pozitif olarak belirlenmistir. Serolojik olarak pozitif olup da RT-PCR ile negatif sonug
hicbir 6rnekte tespit edilmemistir.

* PVY enfeksiyonu %68 oraniyla Russet Burbank cesidinde saptanirken bunu sirasiyla
%22.91 ile Granola, %14.14 ile Panda, %7.69 ile Lady Claire, %5 ile Hermes ve %4.54
ile Lady Rosetta ¢esidi enfekteli bulunmustur.

* PVS enfeksiyonu %15.15 oraniyla Panda ¢esidinde saptanirken bunu sirasiyla %11.53
ile Lady Claire, % 4.54 ile Lady Rosetta, %4 Russet Burbank, %2.08 ile Granola ve %
1.6 ile Hermes ¢esidi enfekteli bulunmustur.

* PVX enfeksiyonu Hermes ve Panda ¢esitlerinde birer drnekte pozitif saptanmistir.
PVX ile pozitif saptanan Panda cesidinden alinan 6rnegin PVY ile de pozitif oldugu
saptanmistir.

Diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi patates iiretiminin arttirilmasi i¢in birim

alanda elde edilecek {iriiniin miktar ve kalitesinin arttirilmasi i¢in mevcut ekm
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alanlarmin iyilestirilmesi gerekir. Ozellikle patates viriis hastaliklar1 acisinda sertifikali
ve temiz tohumluk elde edilmesi ve yetistirilmesi gereklidir. Bunun i¢in sulama,
giibreleme, toprak isleme, kaliteli tohumluk ve yiiksek verimli g¢esitlerin kullanilmasi
gibi kiiltiirel islemler yaninda patateste verim kaybina neden olan hastalik, zararli ve
yabanci otlarla da bilingli bir sekilde miicadele edilmesi gerekir.

Ozellikle kimyasal miicadele imkani olmayan viriis hastaliklar1 patates icin
bliylik 6nem tasimaktadir. Ayrica doviz karsiligr yurt disindan saglanan ve saglikli
olduklar1 diigiintilen sertifikali patates tohumluklar1 {retildikten sonra c¢iftcilere
dagitilmadan 6nce hizli ve giivenilir teshis yontemleriyle testlendikten ve viriisten ari
alduklar saptandiktan sonra iireticilere dagitilmalidir. Ozellikle ithal edilmis tohumluk
patates iiretiminde verimde %10-100 gibi 6nemli verim kayiplarmma yol agan PVY
(Salazar, 1996) gibi viriis hastaliklar1 yaprak bitleri ile etkili olarak yayilmakta ve bu
vektorler patateste bitkisinde dogrudan zarar olusturmaktadirlar. Patates viriislerinin
yayilmasini engellemek i¢in vektorlerle kimyasal miicadele yapmak yaninda vektor
uguslarmin olmadigi veya az oldugu yiiksek alanlarda iiretim bolgeleri kurmak ve
patates alanlarinda ozellikle yaprak bitinin konukcusu olan yabanci otlarla miicadele
etmek gereklidir.

Ayrica, doviz karsiligt her yil yurt disindan temin edilen ve saglikli oldugu
diisiiniilerek higcbir testleme yapilmadan iireticilere dagitilan sertifikali patates
tohumluklar1 kullanildiginda viriis hastaliklar: tiretimin 6nemli bir sorunu haline gelmis
ve verim kayiplart giderek artis gdstermistir. Bunu 6nlemek icin iireticilere tohumluk
verilmeden Once gerekli kontroller yapilmasi ve karantina asamasinda ise hizli ve
giivenilir teshis yontemlerin kullanilmasi gerekir. Ayrica iilkemizde tohumluk patates
yetistirilecek iiretim bolgelerimiz belirlenerek, iiretim merkezlerimiz belirlenmelidir.

Yapilan bu c¢alisma kapsaminda elde ettigimiz virlis izolatlarinin
karakterizasyon g¢alismalarinin yapilmasi ve bu izolatlarin gen bankasinda kayith
diger izolatlarla karsilastirilarak filogenetik akrabaliklarinin belirlenmesi gelecekte

yapilmasi planlanan ¢aligmalarimiz arasindadir.
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TESEKKUR

Tez ¢alismamin her asamasinda biiyiik bir titizlik, sabir ve 6zveriyle bana destek
olan, yol gosteren ve iyi bir bilimsel ¢aligma ortami saglayan danigsman hocam sayin
Yrd. Dog¢. Dr. Mona GAZEL’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim sirasinda degerli goriis, katki ve bilgilerini esirgemeyen hocalarim
sayin Prof. Dr. Kadriye CAGLAYAN, Yrd. Dog. Dr. Cigdem ULUBAS SERCE, Yrd.
Dog. Dr. Feza CAN’a ve Yrd. Do¢.Dr. E. Mine SOY LU’ya tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuar ¢aligmalarim sirasinda biiylik yardimlarini gordiigiim arkadasim Ecz.
Esra NAKIS MISIRLIOGLU na tesekkiir ederim.

Tez calismalarim sirasinda manevi destegini esirgemeyen, hayatimin her
asamasinda bana her konuda destek olan o6zellikle degerli anneme ve babama, ayrica

kardesime sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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EKLER

Ek 1. ELISA Testinde kullanilan Tampon Cozeltiler

Fosfat Tamponu Salin (Phosphate Buffered Saline-PBS) pH: 7.4

NaCl 8.0¢
KH,PO, 029
Na,HPO, 12 H,0 299

KClI 0.2g

Yukarida verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1t 0.1 NaOH veya 0.1 N
HCI ile ayarlanmis ve 4°C’de saklanmustir. Bu tampon ¢dzelti 5 veya 10 kat konsantre
olarak stok ¢ozelti seklinde hazirlanip saklanabilir ve gerekli oldugunda ayni oranda

sulandirilip kullanilabilir.
Kaplama Tamponu (Coating Buffer) pH: 9.6
Na,COs3 1.59 g

NaHCO; 293¢

Yukarida verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 ayarlanmis ve 4°C’de

saklanmistir. Ancak her kullanimda pH kontrol edilmistir.

Yikama Tamponu (Washing Buffer)

NaCl 809
Na,HPO,4 x 12 H,0 29¢
KH,PO, 029
KCI 029
Tween 20 0.5 ml

pH’s1 7.2-7.4°¢ ayarlanan 1 litre PBS tamponuna 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek

hazirlanmastir.
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Ornek Tamponu (Sample Buffer)

Polyvinyl pyrrolidone (viscosity K10-K40) 20 g

Bovine serum albumin 209
NaN3 0.1¢g
Yikama tamponu 1.01

1 litre tampon ¢ozeltisi igerisine 20 g (%2) Polyvinylpyrolidone 40.000 (PVP-40) ilave

edilerek hazirlanmustir (1 ay icerisinde kullanilmak {izere 4°C’de saklanabilir).

Substrat Tamponu (Substrate Buffer) pH: 9.8

Diethanolamine 97 ml
MgC|2 X 6 H,O 029

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su icerisine ilave edilir. Sonra 0.2 g NaN3 eklenir ve
HCl ile pH 9.8’e ayarlanarak 1 litreye tamamlanir (karanlikta 4°C’de saklanabilir ancak
kullanilmadan 6nce pH kontrol edilmelidir).

Substrat Solusyonu (Substrate Solution)

4-nitrophenyl phosphate 1 mg/mi
di-Na-salt
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Ek 2. Niikleik Asit izolasyonunda Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

0.5MEDTA, pH: 8.0

0.0145 g EDTA 100 ml d,H20’da eritilir. Magnetik karigtirict ile kuvvetle karistirtlir.
pH’s1 NaOH pelletleri ile 8.0’a ayarlanir. Otoklav edilir,oda sicakliginda saklanir.

5 M KOAc, pH: 6.0

29.445 g KOAc 60 ml saf suda ¢oziindiiriiliir. Glacial asetik asit damlatilarak pH 6.0’a

ayarlanir. Suyla 100 ml’ye tamamlanir.

3 M NaOAc, pH: 5.2

40.8 g NaOAc 100 ml’ye su ile tamamlanir.

Yikama Tamponu (Wash Buffer)

10 mM Tris-HCI , pH:7.5

0.5mM EDTA

50 mM NaCl

50% Ethanol (EtOH)

10 mM Tris-HCI , pH:7.5

0.121 g Trizma base 80 ml d;H0 ile ¢oziindiiriiliir. pH konsantre HCI eklenerek istenen
seviyeye getirilir. 100 ml’ye d;H20 eklenerek tamamlanir ve otoklavda steril edildikten
sonra oda sicakliginda rutin kullanimlar i¢in 3-4 aya saklanir.

50 mM NaCl

0.29 NaCl igerisine saf su eklenerek 50 ml’ye tamamlanir.
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Ek 3. AGAROSE JEL ELEKTROFOREZ (Maniatis ve ark., 1982)

TAEX50

100 ml stok icin:

Trizma base 242 g
0.5 EDTA pH:8.0 10 mi
0.6 glacial acetic acide 571 ml

TAE tampon hazirlamada, 242 g Tris base steril behere konur {izerine 5.71 ml Glacial
acetic acid ve 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)’dan koyarak steril su ile 1 litreye

tamamlanir. Otoklavda steril edilerek oda sicakliginda saklanir.

Yiikleme Ortam

15 ml 6X stok icin

150 mg Bromophenol blue
18 g Glycerol

6 ml TAEX50

-20°C’de saklanir.

Ethidium Bromide Soliisyonu
1 mg/ml 200 ml stok icin

200 ml 0.5XTAE
200 pl Ethidium Bromide (Sigma E-1510) (son konsantrasyon 1 mg/ml)

Koyu renkli bir kap i¢ine karanlik ortamda oda sicakliginda saklanir. 5-10 defaya kadar

ayni1 soliisyon kullanilabilir. Daha sonraki kullanimlar i¢in tazelenmelidir.
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% 1 Agarose Jel Elektroforezi

1 g agaroz, 100 ml 0.5XTAE icinde mikrodalga firinda eritilmistir. Yaklasik 40°C
sicakliga geldikten sonra, elektroforez {iinitesinin jel tepsisine dokiilerek agarozun
donmasi beklenmistir (15-20 dk). 0.5XTAE ortami1 igeren elektroforez tankina
yerlestirilen agaroz jelin ¢ukurlarina PCR iiriinleri yiiklenmistir. Ornek yiiklemesi, 5-10
pul PCR diriinii ve 3 pl yiikleme ortami ayri bir yerde karistirilarak yapilmis. PCR
tirtinlerinin 120 V’da 1 saat elektroforezinden sonra ethidium bromide soliisyonu ile jel
5-10 dk boyanmig ve UV transilliiminatérde sonuglar gdzlenmistir. Kamera ile polaroid

fotograf ¢ekilmistir.
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