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 I 

ÖZET 

 

 

PATATESLERDE PVY, PVX VE PVS VİRÜS HASTALIKLARININ ELISA VE  

RT-PCR YÖNTEMİYLE TANILANMASI 

 

 

İklim odasında yetiştirilen Lady Rosetta, Lady Olimpia, Russet Burbank, 

Hermes, Panda, Lady Claire ve Granola patates çeşitlerinde 2006-2007 yıllarında 

yürütülen bu çalışmada Patates X virüsü (PVX), Patates Y virüsü (PVY) ve Patates S 

virüsü’nün (PVS) saptanması ve yaygınlık oranlarının DAS-ELISA ve RT-PCR 

yöntemleriyle belirlenmesi ve sonuçların kıyaslanması amaçlanmıştır. Adı geçen patates 

çeşitlerinin yumruları filizlendirilmiş, her yumru bir örnek olarak alınmış ve 

yumrulardan gelişen yapraklar virüslerin testlenmesinde kullanılmıştır. Patateslerin 

yapraklarında hiçbir belirtiye rastlanmamıştır. Çalışmada toplam 304 örnek 

testlenmiştir. Tüm örnekler DAS-ELISA ve RT-PCR’a tabi tutulmuştur. DAS-ELISA 

testi ile 39 örnek, RT-PCR testleriyle 47 örnek PVY ile enfekteli bulunmuştur. En 

yüksek PVY enfeksiyonu Russet Burbank, Hermes, Granola, Panda ve Lady Rosetta’da 

tespit edilmiş, ancak Lady Olimpia ve Lady Claire çeşitlerinde PVY bulunamamıştır. 

Panda çeşidinde en yüksek PVS’ü saptanırken bunu  Lady Claire ve Granola çeşitleri 

izlemiştir. Benzer şekilde DAS-ELISA testi ile 11 örnek, RT-PCR testleriyle 22 örneğin 

PVS ile enfekteli olduğu bulunmuştur. DAS-ELISA ile testlenen tüm örneklerde PVX 

saptanamamış ancak RT-PCR ile 2 örneğin PVX ile enfekteli olduğu ortaya 

konulmuştur. Testlenen örneklerin sadece 3 tanesi PVY ve PVS ile ve bir tanesi PVY 

ve PVX ile karışık enfekteli bulunmuştur. Bu çalışma patateslerde önemli üç virüs 

hastalığının simptom göstermeyen patates bitkilerinde de çok yaygın olduğunu ve RT-

PCR yönteminin bu virüslerin saptanmasında ELISA’ya göre çok daha başarılı bir 

şekilde kullanılabileceğini ortaya koymuştur.      

 

2008, 47 sayfa 

 

Anahtar kelimeler: Patates, PVX, PVY, PVS, ELISA, RT-PCR. 
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ABSTRACT 

 

 

IDENTIFICATION OF PVY, PVX AND PVS VIRUS DISEASE ON POTATOES 

BY USING ELISA AND RT-PCR METHODS 

 

 

         The identification and the prevelance of PVX, 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, PVX, PVY, PVS, ELISA, RT-PCR. 
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M                        Molar 
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MgCl2                  Magnezyum klorür 

M.K.Ü.                Mustafa Kemal Üniversitesi 

mix                      Karışım 

ml                        Mili litre 

mM                      Mili molar 
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NaI                      Sodyum iyodür 

NaCl                    Sodyum klorür 
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NaHCO3                     Sodyum bi karbonat 

Na2HPO4             Di sodyum hidrojen fosfat 
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OPR                    Açık okuma ucu (Open reading frame) 

PCR                    Polimeraz zincir reaksiyonu  

pmol                    Piko mol 

PVA                    Patates A Virüsü 

PVY                    Patates Y Virüsü 

PVX                    Patates X Virüsü 

PVM                   Patates M Virüsü 

PVS                    Patates S Virüsü 

PLRV                 Patates Yaprak Kıvırcıklık Virüsü 

RNA                   Ribonükleik asit 

RNase                 Ribonükleaz 

rpm                     Revolution per minute (dakikadaki devir sayısı) 

RT                       Revers transkripsiyon 

RT-PCR              Revers transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu 
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V                         Volt 
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1. GİRİŞ 

 

 

Güney Amerika kökenli bir bitki olan patatesin (Solanum tuberosum L.), 

günümüzde deniz seviyesinden 4000 m yüksekliğe, 70. kuzey enleminden 50. güney 

enlemine kadar çok geniĢ bir alanda yetiĢtiriciliği yapılmaktadır. Böylesine geniĢ bir 

yayılma alanına sahip olmasına rağmen, gerek yetiĢtirme tekniği gerekse hasat sonrası 

uygulamaları (depolama, pazarlama, tüketim vb) açısından bölgelere göre önemli 

farklılıklar bulunmaktadır. Horton (1987) bu farklılıklara dayanarak, dünyada baĢlıca 

dört farklı patates üretim sisteminin olduğunu bildirmiĢtir. Bu sınıflandırmaya göre 

ülkemiz hem ılıman iklim kuĢağı hem de Akdeniz iklim kuĢağı olmak üzere iki farklı 

patates üretim sistemini içinde bulundurmaktadır (ÇalıĢkan, 2001).  

Ülkemizin ılıman kuĢak üretim sistemi içerisinde özellikle Niğde ve NevĢehir 

illeri, patates tarımının çok yoğun yapıldığı yöreler olup, üretimin yaz döneminde 

yapıldığı bu yöreler toprak yapılarının uygunluğu ile de dünyanın en verimli patates 

bölgelerinden biri durumundadır. Akdeniz iklim kuĢağı üretim sistemi içerisinde yer 

alan Güney ve Batı sahil bölgelerinde ise patates üretimi genel olarak ilkbahar ve 

sonbahar olmak üzere yılda iki ayrı dönemde yapılabilmekle beraber verimlilik seviyesi 

ılıman kuĢağa göre daha düĢüktür (ÇalıĢkan, 2001). Türkiye’de patatesin toplam ekim 

alanı yaklaĢık 159.348 hektar, toplam üretimi ise 4.397.305 ton civarındadır (Anonim, 

2006). 

Dünya nüfusunun beslenmesinde en önemli gıda kaynaklarından biri olan 

patateste hastalık, zararlı ve yabancı otlardan kaynaklanan verim kaybı %32 olup, 

bunun 2/3’lük kısmı hastalık etmenlerinden kaynaklanmaktadır (Agrios, 1997). Bu 

kültür bitkisinde verim ve kalite azalmasına neden olan faktörlerden biri de virüs 

hastalıklarıdır (Spiegel ve Martin, 1993). Virüs hastalıklarından bazıları lokal olarak 

bulunurken, bazıları dünya genelinde önemli derecede ekonomik kayıplara neden 

olmaktadır. Yapılan çalıĢmalarda 25’ten fazla virüsün patatesi enfekte ettiği, bu 

virüslerden potato leafroll luteovirüs; patates yaprak kıvrılma virüsü (PLRV), potato S 

carlavirüs; Patates S virüsü (PVS), potato Y potyvirüs; patates Y virüsü (PVY) ve 

potato X potexvirüs; patates X virüsünün (PVX) dünya genelinde Ģiddetli 

enfeksiyonlara neden oldukları belirtilmektedir (Hooker 1986). Virüs hastalıkları 
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tohumluk yumrular ile yıldan yıla, yıl içerisinde de mekanik olarak ya da vektörlerle 

taĢınarak hızlı bir Ģekilde yayılmaktadır (Jones, 1988). ġimdiye kadar yapılmıĢ olan 

çalıĢmalarda, fungal ve bakteriyel hastalık etmenlerinin aksine virüs hastalıklarının 

kontrolünde kimyasal mücadelenin doğrudan etkili olmadığı belirtilmiĢtir (Walkey, 

1991). Bundan dolayı patateste önemli derecede verim kaybına neden olan virüs 

hastalıklarıyla mücadelede virüs hastalıklarından ari tohumluk kullanılması büyük önem 

arz etmektedir (Jones, 1988).  

Virüslü patates yumrularının tohumluk olarak kullanılması sonucu, virüslerin bir 

sonraki yıla taĢındığı, bununla birlikte vejetasyon periyodu içerisinde de patates 

virüslerinin mekanik olarak ve çeĢitli vektörlerle taĢınmasının, her yıl hastalıklı bitki 

sayısının artmasına neden olduğu ve buna paralel olarak da verimde devamlı olarak 

azalmanın meydana geldiği kaydedilmektedir (Sahtiyancı, 1972). Nitekim, Erzurum 

ilinde yapılan bir çalıĢmada, patates bitkisinde 34 afit türü saptanmıĢ ve bu türlerden 14 

tanesinin patates virüs hastalıklarının vektörü olduğu bildirilmiĢtir (Tahtacıoğlu, 1993).  

Patates üretiminin arttırılmasında sertifikalı patates tohumluğunun kullanılması 

büyük önem arz etmektedir. Türkiye’de patates tohumculuk sektörü büyük oranda, ithal 

edilen anaç kademe tohumluğun ülke içerisinde bir kez çoğaltılarak pazarlanması 

Ģeklinde çalıĢmaktadır. Bu Ģekilde sertifikalı tohumluk üretim ve tedariki, toplam 

tohumluk ihtiyacının ancak %8’ini karĢılayabilmektedir. Geri kalan tohumluk ihtiyacı 

ise ikinci ve üçüncü kuĢak kuĢak tohumlukların tekrar çoğaltılmaları yoluyla 

karĢılanmaktadır. Ancak, tohumluk patates üretiminde kontrollü kademe uygulanmadığı 

için, bu tohumluklar sertifikasyona tabi tutulamamakta, dolayısıyla da tek kalite 

güvencesini üreticinin güvenilirliği teĢkil etmektedir (Arıoğlu ve ark., 2006).  

Türkiye’nin önemli bir patates üreticisi ili olan Erzurum’da çiftçilerin 

kullandıkları tohumluk patates yumrularının %43.6 oranında PVX, %40.5 oranında 

PVY, %5.9 oranında PVS, %10 oranında patates yaprak kıvrılma (PLRV) ve ender 

olarak da patates A (PVA) virüsleri ile bulaĢık olduğu saptanmıĢtır (Çıtır, 1982). Aynı 

araĢtırıcı bölgede tohumluk olarak kullanılan patateslerin %95.8 oranında patates 

virüsleri ile bulaĢık olduğunu buna karĢın sadece %4.2’lik virüssüz tohumluğa 

rastlandığını kaydetmiĢtir.  Erzurum ilinde 1994-1995 yıllarında yapılan bir baĢka 

çalıĢmada PVX’in hastalık oranının ortalama %46.78, PVS’nin ise %23.95 olduğu 

saptanmıĢ ve etmenler dsRNA analizi ile tanılanmıĢtır (Bostan, 1996). Türkiye’de 
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patates üretiminin yoğun olarak yapıldığı Bolu, Erzurum, Ġzmir, NevĢehir ve Niğde 

illerinde tohumluk olarak kullanılan yumruların ortalama %6.4 PVS, %6.9 PVX ve 

%16.8 oranında ise PVY ile enfekteli olduğu belirlenmiĢtir (Bostan ve Haliloğlu, 2004).  

Avila ve ark. (1989), ve Samson ve ark. (1993), patateslerde bulunan virüslerin 

saptanmasında kullanılacak tanı tekniklerinin duyarlılık, süratlilik, doğruluk, süreklilik, 

maliyet ve uygulamada kolaylık gibi özellikleri taĢıması gerektiğini belirtmiĢlerdir. 

ELISA ve moleküler tekniklerden PCR’ın virüslerin saptanmasında kolaylıkla 

kullanılabileceği belirlenmiĢtir (Singh ve Somerwille, 1992; Barker ve ark., 1993; 

Spiegel ve Martin, 1993). PCR’ın ELISA’ya göre 100-10.000 kat daha duyarlı ve 

spesifik olduğu (Vunsh ve ark., 1990; Koerschineck ve ark., 1991; Rowhani ve ark., 

1995); virüslerin dormant yumrularda PCR ile belirlenebilmesine karĢın ELISA ile 

duyarlı ve güvenilir Ģekilde belirlenemediği ve dormansilerinin kırılmasına gereksinim 

duyulduğu belirtilmiĢtir (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 yumrularında Antibody-trapped antijen-

ELISA (ATA-ELISA) ve PCR yöntemlerini kullanarak karĢılaĢtırmıĢlardır. Hem 

PCR hem de ATA-ELISA hasattan sonra 3 hafta saklanmıĢ yumrularda veya Record 

çeĢidinden geliĢen bitkilerden alınan yumrularda PVY güvenle ortaya 

konulabilmiĢtir. 10
o
C’de 20 hafta süreyle saklanan yumrularda PVY oldukça az 

oranda ortaya koyulmuĢtur. Virüs ATA-ELISA yöntemi ile infekteli bitkilerin 

yumrularının sadece yarısında ortaya konulmuĢtur. Buna karĢın PCR ile PVY 

yaklaĢık 20 haftalık depolanan enfekteli yumrularda çok etkili olmayarak PCR ile 

ortaya koyulmuĢtur. 

Son yıllarda moleküler çalıĢmalarda hızla ilerlemeler kaydedilmiĢ ve 

microarray teknolojisi kullanılarak PVX, PVY, PVA ve PVS baĢarılı bir Ģekilde 

ortaya koyulmuĢtur (Boonham ve ark., 2003). PVA, PVS, PVM, PVX, PVY ve 

PLRV’i hem tekli hem de karıĢık enfeksiyonlar Ģeklinde uygun bir microchip ortaya 

koymuĢlardır. Bu mikrochip PVY ve PVS’nin strainlerini geliĢtirerek ayırt etmede 

kullanılmıĢtır (Bystricka ve ark., 2005). Nie ve Singh (2000), oligo (dT) kullanarak 

tam uzunluktaki cDNA’ları sentezlemiĢler ve multiplex RT-PCR ile PVS, PLRV, 

PVX, PVA ve PVY’i saptamıĢlardır. 
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Bugüne kadar yurt dıĢında ileri moleküler tekniklerle patates virüslerinin 

teĢhisi baĢarıyla yapılmıĢ ve birçok araĢtırıcı tarafından yaygın bir Ģekilde 

kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Ancak ülkemizde patates virüslerinin teĢhisi daha çok 

ELISA ile (Bostan ve Haliloğlu, 2004; Bostan, 1996; Yılmaz ve ark., 2004; 

Özdemir, 2006; GümüĢ ve Erkan, 1998) yapılmıĢ PCR (Bostan ve ark, 2006) ile 

yapılan çalıĢmalar oldukça sınırlı kalmıĢtır.  

Bu çalıĢma ile patateslerde verimi önemli ölçüde etkileyen PVX, PVY ve 

PVS’nin ELISA ve RT-PCR ile saptanması amaçlanmıĢtır. Bu amaç doğrultusunda 

testlenen patateslerdeki virüs hastalıklarının yaygınlık oranları belirlenerek, olası bir 

sertifikasyon programında bu testlerin kullanım olanakları tartıĢılmıĢtır. 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

 

Solanaceae familyası içinde yer alan patates (Solanum tuberesum L.), dünya 

nüfusunun beslenmesinde temel gıda kaynakları arasında yer alan bir çapa ve sanayi 

bitkisidir. Patates %17.5 niĢasta, %2 civarında protein, B1, B2, B6 ve C vitamini ile 

birlikte bazı elementleri içermesi nedeniyle insanlar için önemli bir gıda kaynağı olup, 

aynı zamanda niĢasta ve alkol endüstrilerinin de hammaddesini oluĢturmaktadır (ÖtleĢ 

ve Akçiçek, 2002). Türkiye’de patatesin toplam ekim alanı yaklaĢık 159.348 hektar, 

toplam üretimi ise 4.397.305 ton civarındadır (Anonim, 2006). 

Beslenme açısından çok önemli gıda maddelerinden biri olan patates aynı 

zmanda çok önemli bir endüstri ham maddesidir. Patatesin Türkiye’ye ilk kez 1870’li 

yıllarda kuzeyden Rusya ve Kafkasya üzerinden geldiği, Doğu Anadolu ve Karadeniz 

yaylalarında yetiĢtirildiği ve daha sonra batılı ülkelerden Trakya Bölgesi’ne girdiği 

bildirilmektedir (Günel, 2002). Bugün ise, Türkiye’nin hemen hemen her ilinde patates 

üretimi yapılmaktadır. Ülkemizde gerek artan nüfusun beslenmesi, gerekse patatese 

dayalı sanayinin hammadde isteklerinin karĢılanması ile ithalat ve ihracat açısından 

kaliteli ve fazla ürün elde etmek amacıyla, hastalıklardan ari patates üretiminin 

yapılması gerekmektedir.  

Patates bitkisinde hastalık, zararlı ve yabancı otların neden olduğu verim 

kaybının %32 olduğu ve bunun 2/3’lik kısmının hastalık etmenlerinden kaynaklandığı 

belirlenmiĢtir (Agrios, 1997). Patateslerde verim ve kalite kaybına neden olan 

etmenlerden birisi de virüs hastalıklarıdır (Spiegel ve Martin, 1993). Virüs 

hastalıklarından bazıları lokal olarak bulunurken, bazıları dünya genelinde önemli 

derecede ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Yapılan çalıĢmalarda 25’ten fazla 

virüsün patatesi enfekte ettiği, bu virüslerden potato leafroll luteovirus; patates yaprak 

kıvrılma virüsü (PLRV), potato S carlavirus; patates S virüsü (PVS), potato Y 

potyvirus; patates Y virüsü (PVY) ve potato X potexvirus; patates X virüsü (PVX), 

potato A virus; patates A virüsü (PVA), potato M virus; patates M virüsü (PVM), alfa 

mosaic virus; yonca mozaik virüsü (AMV) ve cucumber mosaic virus; hıyar mozaik 

virüsü (CMV)’nün dünya genelinde Ģiddetli enfeksiyonlara neden oldukları 
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belirtilmektedir (Schilde-Rentschler ve Scmiediche, 1984; Hooker 1986, Slack, 1995, 

Salazar, 1996).  

Virüs hastalıklarının tohumluk yumrularla, mekanik olarak yada vektörlerle 

hızla yayıldığı ortaya koyulmuĢ (Jones, 1988) ve bu hastalıkların mücadelesinde 

kimyasal mücadelenin doğrudan etkili olmadığı belirtilmiĢtir (Walkey, 1991). Bundan 

dolayı patateste önemli derecede verim kaybına neden olan virüs hastalıklarıyla 

mücadelede virüs hastalıklarından ari tohumluk kullanılması büyük önem arz 

etmektedir (Cortbaoui, 1984; Jones, 1988).  

PVY patates, biber, domates, tütün gibi Solanaceae familyasındaki bir çok kültür 

bitkisinin yanında Solanum nigrum (köpek üzümü) gibi bazı yabancı otu da enfekte 

eder. PVY’nin strainleri 3 farklı grupta (PVY
o
, PVY

N
, PVY

C
) toplanır. PVY

o 
(yaygın 

tip) dünyada patates yetiĢtirilen birçok ülkede yaygındır. Doğu Avustralya, Güney ve 

Kuzey Amerika, Yeni Zellanda, Avrupa, Güney Afrika; PVY
N
 Kuzey ve Güney 

Amerika’da, Yeni Zellanda’da, Avrupa’da ve Afrika’da bulunur. PVY
NTN 

yumru 

nekrozuna neden olan yeni bir tiptir. Avrupa’da, Yeni Zellanda’da, Orta Doğu’da, 

Kuzey Amerika ve Japonya’da ortaya koyulmuĢtur (Jones ve ark., 2003). 

PVY
o
 ve PVY

C
’nin simptomları PVY

N’
e göre daha Ģiddetli olup, yaprak 

beneklenmesi, sararması, yaprak deformasyonu, nekrotik yaprak lekeleri ve halkaları, 

damarlarda nekroz, yaprak dökülmesi ve gövdenin vaktinden önce ölümü Ģeklinde 

görülür. Bu strain ile enfekteli bitkilerin tepesinde çalımsı büyüme ve gövdenin alt 

kısmında daha az yaprak görülür. PVY
N 

daha hafif yaprak beneklenmesi oluĢturur. 

PVY
O
 ve PVY

C
 ve PVY

N 
ile enfekteli bitkilerin yumruları normal görülür. PVY

NTN
 ile 

enfekteli yumrunun kabuğunda düzensiz kahverengimsi halkalar görülür, daha sonra bu 

lekeler nekrotiğe döner ve yumru içe çöker. PVY’nin simptomları patates çeĢidine, 

virüs strainin virülensine bağlı olarak oldukça değiĢkenlik gösterir (Jones ve ark., 2003). 

PVX’in oluĢturduğu simptomlar zayıftan çok zayıfa kadar değiĢir, hatta çoğu 

zaman ortaya koymak zordur. Patates X virüsünün 4 ırk grubu (X
1
, X

2
, X

3
 ve X

4
) 

tanımlanmıĢtır. Bazı varyetelerde PVX’in yaklaĢık %15’e varan oranlarda verim 

kaybına neden olduğu belirlenmiĢtir. Hassas patates çeĢitlerinde damarlar arasında 

mozaikler geliĢir. Simptomlar bulutlu havalarda, gölgede ve16-20
o
C sıcaklıklarda daha 

iyi görülür. Solanaceae familyası üyelerinden tütün, domates ve biber de PVX 

tarafından enfektelenirler (Kirkwood, 2002). 
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PVX dünyada tüm alanlarda yaygın olarak bulunmaktadır. PVX mekanik 

taĢınmayla, örneğin bitkinin bitkiye teması, budama aletleriyle ve tohumla taĢınır. 

Etmenin bazı çiğneyici ağız yapısına sahip böceklerle taĢınabildiği ancak afitlerle 

taĢınamadığı bildirilmiĢtir. PVX simptomları genelde latenttir ve çıplak gözle 

görünmezler. PVX yapraklarda hafif beneklenmeden Ģiddetli mozayiğe, bitkide 

bodurlaĢmaya, yapraklarda küçülmeye kadar değiĢen Ģekillerde simptom oluĢturur. 

PVX diğer virüslerle beraber bulunduğunda bitkilerde önemli verim azalmasına neden 

olduğu belirlenmiĢtir (Kirkwood, 2002). 

PVS patateslerde çok yaygın görülen bir virüs olup bir çok patates çeĢidinde 

hemen hemen simptomsuz olarak bulunur. PVS’nün bitkide tek olarak bulunduğunda 

verim kaybına neden olup olmadığı tartıĢılmaktadır, ama kayıpların % 10-20 olduğu 

rapor edilmiĢtir. PVS, enfekteli bitki özsuyuyla mekanik yolla çok kolay taĢınırken  

tarlada bitkilerin birbirine teması, budama aletleri ve yumruyla da taĢınır. PVS’nin 

nadiren böcekler ile de taĢındığı bildirilmiĢtir (Kirkwood, 2002). 

Bostan ve Açıkgöz (2000), PVX ve PVS’nün bazı test bitkilerinde oluĢturduğu 

simptomların belirlenmesi ve bu virüslerin dsRNA analizi ile tanılanması amacı ile bir 

çalıĢma yapmıĢlardır. PVX’in izolasyonunda Datura stramonium, çoğaltımında 

Nicotiana glutinosa bitkisi kullanılmıĢtır. Yapılan 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 olduğu buna 

karĢı N. clevelandii ve N. rustica bitkilerinde ise herhangi bir simptoma neden olmadığı 

belirlenmiĢtir. PVS virüsünün izolasyonunda C. quinoa çoğaltımında ise N. clevelandii 

bitkisi kullanılmıĢtır. Yapılan 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 olduğu, buna 

karĢı N. rustica, G. globosa, D. stramonium, L. esculentum, N. tabacum Samsun NN ve 

P. floridana bitkilerinde ise herhangi bir simptom oluĢturmadığı belirlenmiĢtir. PVX’e 

ait dsRNA’lar N. glutinosa ve N. tabacum Xanthii, bitkilerinden izole edilmiĢtir. 
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PVS’ye ait dsRNA’lar ise C. quinoa bitkilerinden izole edilmiĢtir. Sonuçta, PVX’in tek 

banda sahip dsRNA profili elde edilirken, PVS virüsüne ait dsRNA profili elde 

edilememiĢtir. 

Bitkilerde hastalığa neden olan 370 bitki virüsünün % 66’sının nakli yaprak 

bitleri (Aphididae, Homoptera) tarafından gerçekleĢtirilmektedir. Patateste yaprak biti 

ile taĢınan virüs hastalıkları arasında PLRV, PVY, PVA, PVM, PVS ve AMV yer 

almaktadır. Bu virüslerden PVA ve PLRV persistent olarak taĢınırken, PVY, PVA, 

PVM, PVS ve AMV nonpersistent olarak taĢınırlar. Virüsler ile vektörler arasındaki 

iliĢkiler ise son derece karmaĢık olup, taĢınmanın gerçekleĢmesi için virüsün enfekteli 

bitkiden vektör tarafından alınması, saklanması ve inokule edilmesi gerekmektedir. 

Patateste virüslerin taĢınmasında rol oynayan ve dünya genelinde yaygın olan en önemli 

yaprak biti türleri; Myzus (Nectarasiphon) persicae (Sulzer), Macrosiphum euphorbiae 

(Thomas), Aphis nasturtii Glover, Aulocorthum solani (Kaltenbach), Aphis gossypii 

Glover, Aphis fabae Scopoli ve Rhopalosiphoninus latysiphon (Davidson)’dur (Ġlhan ve 

ark., 2006) . 

Virüslerin vektörler tarafından taĢınmasının engellenmesinde özellikle virüs, 

vektör ve konukçu iliĢkilerinin çok iyi bilinmesi etkili bir mücadele açısından 

önemlidir. Ilıman iklimlerde PVY’nin çok sayıda tek yıllık yabancı ot konukçusunun 

olduğu belirlenmiĢtir (Salazar, 1996). Bunlardan çoban çantası (Capsella bursa-pastoris 

L.), uzun meyveli bülbül otu (Sisymbrium altissimum L.) (Woodford, 1988; Thomas ve 

ark., 1997b) ve Ģeytan elması (Datura stramonium L.) bitkisinin hem PLRV’nin hem de 

M. persicae’nın konukçusu olduğu ortaya koyulmuĢtur (Hanafi ve ark., 1995).  

Patateste önemli derecede verim kaybı oluĢturan ve dünyada patates tarımının 

yapıldığı her yerde yaygın olduğu belirlenen virüslerden PVY’nin ellinin üzerinde afit 

türü tarafından nonpersistent olarak taĢınabildiği; fakat bu afitlerin büyük çoğunluğunun 

patates bitkisinde kolonize olmadığı (Harrington ve Gibson, 1986; Heimback ve ark., 

1998) ve PVY’nin de PLRV gibi en etkili vektörünün M. persicae olduğu saptanmıĢtır 

(MacGillivray, 1981). Bununla birlikte, PVY virüsünün ekim alanlarında etkin bir 

Ģekilde taĢınmasında patates bitkisinde kolonize olmamalarına rağmen dıĢarıdan gelen 

çok sayıda afit türünün kanatlı formlarının da önemli rol oynayabileceği kaydedilmiĢtir 

(DiFonzo ve ark., 1996). Ancak, Kanada’da iki farklı bölgedeki patates dikim 

alanlarında yapılan çalıĢmada Capitophorus elaeagni  (delGuerc.), Diuraphis noxia 
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(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.) türlerinin 

haricinde diğer farklı afit türlerinin de patates ekim alanlarındaki tuzaklardan toplandığı, 

laboratuar Ģartlarında yapılan çalıĢmalarda ise sadece M. persicae ve D. noxia türlerinin 

PVY’yi taĢıdıkları belirlenmiĢtir (Halbert ve ark., 1993). Diğer taraftan, virüslerin afitler 

tarafından taĢınmasının oldukça kompleks olduğu, taĢınma etkinliğinin afit türüne, afitin 

biyolojik dönemine ve virüsün ırkına göre değiĢtiği de belirtilmiĢtir (Harrington ve 

Gibson, 1989).  

Patates virüslerinin yayılmasını etkileyen ana faktörler arasında tohumluk 

patateslerdeki baĢlangıç virüs inokulumu, patates üretimindeki tarımsal uygulamalar, 

üründe yaprak bitlerinin kolonizasyonu, yaĢam döngülerindeki ve davranıĢlarındaki 

çeĢitlilik, çevresel faktörlerin populasyon dinamikleri üzerine etkileri, fenolojisi ve 

olgun bitki dayanıklılığı arasındaki interaksiyon yer alır. Üründeki virüs varlığının 

tespitinin geçerliliği, güvenilirliği ve vektör yaprak bitleri ile kimyasal mücadele, 

hastalıkların yayılmasının önlenmesinde son derece önemli yer tutmaktadır (Ġlhan ve 

ark., 2006). 

Patates vejetatif olarak yumrularıyla üretilen bir kültür bitkisi olması nedeniyle 

fungus, bakteri, virüs ve benzeri bitki patojenleri tarafından artan bir Ģekilde enfekte 

olmakta, buna bağlı olarak da verim ve kalitede önemli düĢüĢler meydana gelmektedir 

(Shepard ve Claflin, 1975; Hu ve Wang, 1983; Tovar ve ark., 1985; Hooker, 1986; 

Avila ve ark., 1989). Bu hastalık etmenlerinden özellikle virüsler, sistemik 

enfeksiyonlara neden olarak bitkinin toprak üstü aksamından yumrulara geçmekte, bu 

enfekteli yumruların dikilmesi ile yıldan yıla taĢınmakta ve sonuçta patateste tohumluk 

dejenerasyonuna neden olmaktadırlar (Bokx ve Mool, 1974; Sahtiyancı, 1990). Diğer 

taraftan, virüs hastalıklarının doğrudan kimyasal mücadele ile kontrolü oldukça zor olup 

(Jayasinghe, 1988; Walkey, 1991), virüs hastalıklarının patates bitkisinde neden olduğu 

simptomları görmek ve simptomlarına göre ayırt etmek çoğu zaman da yanıltıcıdır. Zira 

patates bitkisinde virüslerin neden oldukları simptomların Ģiddeti, virüsün tipine, ırkına, 

patates çeĢidine, çevre Ģartlarına, enfeksiyon zamanına, virüslerin tek ya da birlikte 

olma durumlarına göre değiĢim göstermektedir (Beemster ve Rozendal, 1972; 

McMoran ve Allen, 1983; McDonald, 1984; Hooker, 1986; Avila ve ark., 1989). 



 10 

Bununla birlikte, özellikle tohumculuk açısından da önemli olan bölgelerde patateste 

verim kaybına neden olan patojenlerden önemli olan virüsleri uygun yöntemlerle 

tanılamak ve bu doğrultuda etkili mücadele yöntemlerini uygulamak gerektiği 

belirlenmiĢtir.  

Diğer kültür bitkilerinde olduğu gibi patatesteki virüslerin tanılanmasında 

kullanılacak tekniklerin duyarlılık, süratlilik, doğruluk, süreklilik, maliyet ve 

uygulamada kolaylık gibi özellikleri taĢıması gerektiği belirtilerek (Avila ve ark., 1989; 

Samson ve ark., 1993); serolojik bir tanı tekniği olan ELISA ile moleküler tekniklerden 

PCR’ın bu özellikleri taĢıdıkları kaydedilmiĢtir (Singh ve Somerwille, 1992; Barker ve 

ark., 1993; Spiegel ve Martin, 1993). PCR’ın ELISA’ya göre 100-10.000 kat daha 

duyarlı ve spesifik olduğu (Vunsh ve ark., 1990; Koerschineck ve ark., 1991; Rowhani 

ve ark., 1995); virüslerin dormant yumrularda PCR ile belirlenebilmesine karĢın ELISA 

ile duyarlı ve güvenilir Ģekilde belirlenemediği ve dormansilerinin kırılmasına 

gereksinim duyulduğu belirtilmiĢtir (Spiegel ve Martin, 1993; Singh ve Singh, 1996; 

Loebenstein ve ark., 1997; Russo ve ark., 1999; Singh ve ark., 1999). Langeveld ve ark. 

(1991) potyvirüs grubunun birçok üyesini saptamada PCR tekniğinin kullanılabileceğini 

rapor etmiĢlerdir. Depolama sırasında yumrulardaki virüs konsantrasyonunun 

azalmasından dolayı, dormant patates yumrularında PVY’nin çok zor saptandığını 

bildirmiĢlerdir (De Bokx ve Cuperus, 1987). Eğer dormansi Rindite gibi büyüme 

düzenleyici ile kırılır ve 4-6 hafta süreyle saklanırsa PVY’nin güvenli bir Ģekilde ortaya 

koyulabileceği belirlenmiĢtir (Vetten ve ark., 1983). Ayrıca 30
o
C civarında sıcaklıkta 

yetiĢtirilen bitkilerde (Loebenstein ve ark., 1997) ve virüse karĢı dayanıklı çeĢitlerde 

virüs yoğunluğunda meydana gelen düĢüĢten dolayı ELISA tekniğinin virüsleri 

belirlemede yeterli olmadığı saptanmıĢtır (Barker ve Woodford, 1992; Thomas ve ark., 

1997a).  

Sahtiyancı (1972), virüslü patates yumrularının tohumluk olarak kullanılması 

sonucu, virüslerin bir sonraki yıla taĢındığı, bununla birlikte vejetasyon periyodu 

içerisinde de patates virüslerinin mekanik olarak ve çeĢitli vektörlerle taĢınmasının, her 

yıl hastalıklı bitki sayısının artmasına neden olduğu ve buna paralel olarak da verimde 

önemli kayıpların meydana geldiğini kaydetmiĢtir. Türkiye’de patates yetiĢtiriciliğinin 

yoğun olarak yapıldığı bölgelerde Kurçman (1979), Çıtır (1982), Özbayram (1982), 

Azeri ve ark. (1985), tarafından yaygın olarak bulundukları kaydedilmiĢ olan bu 
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virüslerin neden oldukları verim kayıplarının önlenebilmesi için sertifikalı tohumluk 

kullanılmasının bir zorunluluk olması gerektiği bildirilmiĢtir.  

Yugoslavya’da PVY’nin %10-100 oranı ile en yaygın virüs olduğu, PLRV’nin 

% 10-100, PVX’in % 10-17, PVA’nın % 0-25, PVS’nin % 0-12 oranında bulunduğu 

ELISA ile ortaya konulmuĢtur (Gavran, 1997).  

Kuzey Amerika’da Washington ve Oregon’da patates tohumu yetiĢtirilen 

alanlarda PVY
0
 straini sırasıyla % 16.4 ve % 25.9 oranında bulunmuĢ, 2002 yılından 

2003 yılına kadar tohumlarda PVY
N:O

 straini ile enfekteli olma oranının önemli bir 

Ģekilde artmıĢ olduğu ortaya konulmuĢtur (Croslin ve ark., 2006).   

Ġlk defa Karaca (1961), PVX’nün ülkemizde bulunduğunu ileri sürmüĢtür. Batı 

Anadolu’da simptomatolojik ve serolojik yöntemlerle yapılan bir baĢka çalıĢmada ise, 

PVX ve PVS’nün bulunduğu belirlenmiĢtir (Özalp, 1964). Fakat, PVX ve PVS ile ilgili 

olarak ülkemizde yapılan bu çalıĢmaların yetersiz olduğu görülmüĢtür. Bu araĢtırmaları 

patatesin taĢınma yollarının araĢtırıldığı çalıĢmalar izlemiĢtir. ġahtiyancı (1972a), 

virüslü yumruların dikilmesi ile virüslerin bir sonraki yıla taĢındığını, bununla birlikte 

patates virüslerinin mekanik yolla ve vektörlerle taĢınmasının her yıl hastalıklı bitki 

sayısının artmasına neden olduğunu ve dolayısıyla da verimde sürekli azalmalar 

meydana geldiğini kaydetmiĢtir. AraĢtırmacı, PVX’nün bitki özsuyu ile ve yumru 

kesimi sırasında bıçakla taĢındığını ancak vektörlerle taĢınmadığını ve virüsün patateste 

% 10-20 düzeyinde verim kaybı meydana getirdiğini de bildirmiĢtir. 

Adana, Antalya, Gaziantep, Hatay, Ġçel ve KahramanmaraĢ illeri patates ekiliĢ 

alanlarındaki virüs hastalıkları ile bulaĢma oranlarının simptomatolojik teĢhisi ve 

indikatör bitkilerle yapılan indeksleme gözlemleri hakkında yapılan çalıĢmada, bölgede 

yetiĢtirilen patateslerde; PVX, PVY, PLRV, Aucuba baciliform badnavirüs (AuBV) ve 

Cadı süpürgesi virüsü tespit edilmiĢtir. Sayım sonuçlarına göre hastalıkların bulaĢma 

oranları; Gaziantep’te % 31.2, Hatay’da % 26.6, Ġçel’de % 25.3, Adana’da % 22.8, 

KahramanmaraĢ’ta % 15.8 ve Antalya’da % 13.5 olarak kaydedilmiĢtir. Elde edilen 

veriler doğrultusunda, patates bitkisine önemli derecede zarar veren bu hastalıklara 

karĢı, üreticinin virüsten ari patates tohumluğu kullanması, kültürel önlemlere uyması, 

ve virüslerin taĢınmasına neden olan vektörlere karĢı mücadele yapılması gerekmektedir 

(Dolar ve ark., 1976). 
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BaĢka bir araĢtırma, Ankara’nın Çubuk ilçesine bağlı bazı köylerdeki patates 

ekim alanlarında yürütülmüĢ ve virütik belirti gösterdiğinden Ģüphe edilen patates 

bitkilerinden örnekler alınmıĢtır. Daha sonra, toplanan örneklerden otsu test bitkilerine 

yapılan inokulasyon sonucunda, PVX ve PVY’nün bir ırkı saptanmıĢtır. AraĢtırıcı, 

PVX’nün zayıf ırkının % 30-40, kuvvetli ırkının ise % 50-60 ürün kaybına nedem 

olduğunu kaydetmiĢtir. Bu belirtileri gösteren tarlalarda yapılan sayımda, bitkilerin % 

24-80 oranında PVX ve % 10 civarında da PVY ve PVA ile bulaĢık oldukları 

bildirilmiĢtir (Kurçman, 1979). 

Türkiye’de patates tohumluk ihtiyacı önemli oranda firmaların yurt dıĢından 

ithal ettikleri tohumlukların çoğaltılarak çiftçilere dağıtılması ile karĢılanmaktadır. 

Ancak virüslerle bulaĢık olup olmadığını belirleme konusunda hiçbir testleme 

yapılmamaktadır. Türkiye’nin önemli bir patates üretim yeri, merkezi olan Erzurum’da 

çiftçilerin kullandıkları tohumluk patates yumrularının %43.6 oranında PVX, %40.5 

oranında PVY, %5.9 oranında PVS, %10 oranında PLRV ve ender olarak da PVA 

virüsleri ile bulaĢık olduğu saptamıĢtır (Çıtır, 1982). Aynı araĢtırıcı bölgede tohumluk 

olarak kullanılan patateslerin %95.8 oranında patates virüsleri ile bulaĢık olduğunu buna 

karĢın sadece %4.2’lik virüssüz tohumluğa rastlandığını kaydetmiĢtir. Erzurum ilinde 

1994-1995 yıllarında yapılan bir baĢka çalıĢmada PVX’in hastalık oranının ortalama 

%46.78, PVS’nin ise %23.95 olduğu saptanmıĢ ve etmenler dsRNA analizi ile 

tanılanmıĢtır (Bostan, 1996). 

Bostan ve Haliloğlu (2004), Türkiye’de patates üretiminin yoğun olarak 

yapıldığı Bolu, Erzurum, Ġzmir, NevĢehir ve Niğde illerinde tohumluk olarak kullanılan 

yumruların ortalama %6.4 PVS, %6.9 PVX ve %16.8 oranında ise PVY ile enfekteli 

olduğunu belirlemiĢlerdir. Tokat ilinde yapılan bir baĢka çalıĢmada, Kazova ve Niksar 

ovalarında üretimi yapılan tohumluk patates yumrularında, biyolojik ve serolojik 

yöntemler kullanılarak PVX, PVY ve PLRV tespit edilmiĢtir (Çıtır ve ark., 1999). 

Bu amaçla Erzurum patates ekiliĢ alanlarından toplanan ve ELISA testi yapılan 

270 örnek, daha sonra biyolojik indeksleme iĢlemine tabi tutulmuĢtur. AraĢtırma 

sonuçlarına göre, %42.2 PLRV, %38.3 PVX, %7 PVY enfeksiyonları ile %6.29 

PVX+PLRV, %2.96 PVX+PVY ve %1.48 PLRV+PVY’nün karıĢık enfeksiyonları 

tespit edilmiĢtir (Yardımcı ve Bostan, 1999). 
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PVX ve PVY’lerinin tek ve birlikte bulunduklarında Granola, Pasinler 92 ve 

Caspar patates çeĢitlerinde oluĢturdukları simptomların ortaya konması ve etmenlerin 

DAS-ELISA ile tanılanması amacıyla yapılan çalıĢmada PVX ile enfekteli Granola 

çeĢidine ait bitkilerin %39’unda, Pasinler 92’de %46’sında ve Caspar’da %25’inde fark 

edilebilir herhangi bir simptom görülmezken; diğer bitkilerde mozaik simptomu 

görülmüĢtür. PVY ile enfekteli Granola çeĢidinde bitkilerin %32’sinde, Pasinler 92’de 

%39’unda, Caspar’da ise %26’sında belirgin bir simptom görülmezken; Granola 

çeĢidinde %68, Pasinler 92’de %55 ve Casper çeĢidinde ise bitkilerin %52’sinde 

yapraklarda hafif bir sarılık görülmüĢtür. ÇeĢitlerde PVY’nin neden olduğu bir diğer 

simptom ise nekrotik çizgi simptomu olup, bu simptom Granola çeĢidinde görülmezken; 

Pasinler 92’de %6, Caspar’da ise %22 oranında görülmüĢtür. Ayrıca PVY’nin bitkilerde 

geliĢme geriliği ile yapraklarda dökülmelere neden olduğu saptanmıĢtır. PVX ve PVY 

virüslerinin birlikte bulunduğu durumda Granola ve Pasinler 92 çeĢitlerinin 

yapraklarında mozaik simptomunun daha belirgin olarak ortaya çıktığı, Casper 

çeĢidinde ise bitkilerin yapraklarında Ģiddetli mozaik yanında, yaprak yüzeyinde 

kabarma, yapraklarda kıvırcıklaĢma ve bitkilerde belirgin bir geliĢme geriliği 

görülmüĢtür (Bostan ve Demirci, 2001).  

2001 yılında Tokat ilindeki bazı ilçelere bağlı 12 köyden toplanan 168 adet bitki 

örneğinde, patates virüs hastalıkları ile bunların yayılıĢlarını belirlemek amacıyla bir 

çalıĢma yürütülmüĢtür. ÇalıĢmada kullanılan DAS-ELISA yöntemi ile testlenen 

örneklerin %22.62’sinin PVX ve %20.83’ünün PVS ile bulaĢık olduğu belirlenmiĢtir. 

Yörede PVY ve PLRV’ne rastlanılmamasına karĢın, karıĢık enfeksiyonlarda bu 

virüslerin de varlığı saptanmıĢtır. KarıĢık enfeksiyonlarda PVX+PVS’nin %26.19 ile ilk 

sırayı aldığı belirlenirken, %2.98 PLRV+PVY, %2.98 ile PVX+PVS+PVY ve %5.95 ile 

PVX+PVS+PLRV enfeksiyonları saptanmıĢtır (Yılmaz ve ark., 2004). 

Afyon ili Sandıklı ilçesinde, çeĢit tescil amacıyla yetiĢtirilen Donald patates 

çeĢidinin yumruları üzerinde yuvarlak veya çizgi Ģeklinde kahverengi nekrotik 

lezyonların olduğu, bu lezyonların önce siğil Ģeklinde kabardıkları ve daha sonra koyu 

kahverengi renk alarak çatladıkları görülmüĢtür. Ayrıca, belirti gösteren yumruların 

enine kesitlerinde lezyonların alt kısmındaki dokularda kahverengi nekrotik alanların 

oluĢtuğu dikkati çekmiĢtir. Belirti taĢıyan yumrulardan test bitkilerine yapılan mekanik 

inokulasyonlar sonucunda yapraklarda; sistemik mozaik, deformasyon, damar 
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bantlaĢması, damar nekrozu, yapraklarda ölüm ve bitkide bodurlaĢma gibi belirtilerin 

ortaya çıktığı gözlenmiĢtir. Bunun yanında yumru örneklerinde DAS-ELISA 

yöntemiyle; patates Y virüsü – tütün damar nekroz ırkı (PVY
N
), PVX ve PLRV adlı 

etmenlerin varlığı araĢtırılmıĢtır. Yapılan biyolojik indeksleme ve ELISA testi 

sonucunda, patates yumru örneklerinde PVY
N 

enfeksiyonunun bulunduğu ve PVX ile 

PLRV adlı etmenlerin olmadığı saptanmıĢtır. Bu çalıĢma bulguları ile patates 

yumrularındaki PVY
N
’nin varlığı Orta Anadolu Bölgesinde ilk olarak saptanmıĢtır 

(Özdemir, 2006). 

Özellikle patateste, virüslerin taĢınmasında önemli etkili olan tohumluk 

araĢtırmaları ile ilgili olarak, GümüĢ ve Erkan (1998) DAS-ELISA yöntemini 

kullanarak virüslerin varlığını belirlemek için bir çalıĢma yürütmüĢtür. ÇalıĢmanın 

sonucunda toplanan örneklerde PLRV (%14), PVX (%11) ve PVY (%18) 

enfeksiyonları olduğu tespit edilmiĢtir.   

Türkiye’de bugüne kadar patates yetiĢtiriciliğini etkileyen virüs hastalıkları 

konusunda yapılan ilk çalıĢmalar gözlenen simptomlara göre yapılmıĢtır. Daha sonraki 

yıllarda ELISA ve biyolojik indeksleme yapılarak patates virüsleri belirlenmiĢtir. Ancak 

patates virüslerinin PCR ile hızlı, güvenilir ve duyarlı testlenmesi konusunda yapılan 

çalıĢmalar çok az sayıdır.  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

   3.1. MATERYAL 

 

3.1.1. Bitki Materyali 

 

Ülkemizde yetiĢtirilmekte olan Lady Rosetta, Lady Olimpia, Russet Burbank, 

Hermes, Panda, Lady Claire ve Granola çeĢitlerine ait sertifikalı tohumluk yumrular 

kullanılmıĢtır.  

 

3.1.2. Serolojik ve Moleküler Çalışmalar 

 

ELISA testlerinde kullanılan antiserum ve konjugatlar Loewe (Almanya) 

firmasından temin edilmiĢtir. Ayrıca içerikleri ekte verilen Fosfat tamponu, Yıkama 

Tamponu, Kaplama Tamponu, Örnek Tamponu, Konjugat Tamponu ve Substrat 

Tamponu (Ek.1) ile 8x12’lik U Ģeklinde çukurlara sahip mikroplakalar kullanılmıĢtır. 

Nükleik asit izolasyonu için ise bitki ezme ortamı, EtOH, Isopropanol, EDTA, 

Potasyum asetat süspansiyonları (Ek.2) kullanılmıĢtır. 

 

 

   3.2. YÖNTEM 

 

3.2.1. Patates Yumrularının Filizlendirilmesi  

 

ÇalıĢma Mustafa Kemal Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki Koruma Bölümü 

iklim odalarında yürütülmüĢtür. Lady Rosetta, Lady Olimpia, Russet Burbank, Hermes, 

Panda, Lady Claire ve Granola çeĢitlerinden alınan yumrular 100 ppm dozundaki 

gibberellik asit solusyonunda 10 dakika süreyle tutulduktan sonra karanlık bir ortamda 

filizlenmeleri teĢvik edilmiĢtir. Filizlenme baĢladıktan sonra her bir çeĢide ait yumrular 

3’erli gruplara ayrılarak saksılara dikilmiĢ, saksıların üzerine çeĢit adları ve yumru 

numarası yazılmıĢtır. Saksılar iklim odasında tutularak geliĢen filizlerin yaprak 
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oluĢturmaları sağlanmıĢtır. Dikilen patateslerin büyümeleri düzenli olarak takip 

edilmiĢtir. YaklaĢık10-12 cm’e ulaĢan sürgünlerden alınan yapraklar DAS ELISA 

(Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ve nükleik asit 

izolasyonu için kullanılmıĢtır. 

 

 

   3.2.2. Bitki Materyalinin Muhafazası  

 

YaklaĢık 10-12 cm uzunluğuna eriĢen patates bitkilerinden alınan yapraklar 

gruplara ayrılarak farklı koĢullarda ve Ģekillerde muhafaza edilmiĢtir. ĠĢleme tabi 

tutuluncaya kadar öncelikle +4
0
C’de muhafaza edilen bitki materyallerinin bir kısmı 

CaCl2’de kurutulmak üzere hazırlanmıĢ, bir kısmı da gliserol içerisinde falcon tüplerde  

-20
0
C’de saklanmıĢtır. Ayrıca bu örneklerin her birinden toplam RNA’lar da ekstrakte 

edilmiĢtir. Ekstrakte edilen RNA’lar -80
0
C’de muhafaza edilmiĢtir. 

 

3.2.2.1.Materyalin CaCl2’de muhafazası 

 

Bu amaçla, iklim odasında yetiĢtirilen bitkilerden alınan yapraklar 0.5 cm
2
’lik 

parçalara kesilerek kağıt havlularla küçük paketler hazırlanmıĢtır. Paketlerin içerisine 

çeĢidin adı, örnek numarası, hazırlanıĢ tarihi ile ilgili bilgilerin yazıldığı etiketler de 

konulmuĢtur. Hazırlanan paketler, 2/5’i kadar CaCl2 içeren kavanozlara yerleĢtirilmiĢ ve 

kavanozun kapağı sıkıca kapatılıp parafilm ile sarılarak +4
o
C’de bitki dokuları 

kuruyuncaya kadar 3-4 hafta muhafaza edilmiĢtir. Kurutma iĢlemi sırasında CaCl2 ile 

bitki dokularının teması önlenmiĢtir. Kuruyan bitki dokuları daha sonra toz haline 

getirilerek kağıt zarflar içerisinde +4
o
C’de muhafaza edilmiĢtir. 

 

   3.2.3. ELISA Testinin Uygulanması (DAS-ELISA) 

 

Ġklim odasında yetiĢtirilen tüm patates çeĢitlerinden alınan yaprak örneklerinden 

1 g doku tartılmıĢ ve içinde tülbent olan ekstraksiyon torbalarına koyulmuĢ ve bir 

silindir yardımıyla 10 ml sulandırılarak tampon çözeltisi ile ezilmiĢtir. Ekstraktlar 

kullanılıncaya kadar buzdolabında saklanmıĢtır.  



 17 

Serolojik çalıĢmalarda ˝Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immuno 

Assay-ELISA˝ (DAS-ELISA) yöntemi kullanılmıĢtır (Clark ve Adams, 1977). Yapılan 

ELISA testlerinde LOEWE (Almanya) firmasından temin edilen PVY, PVS ve PVX 

poliklonal antiserum kitleri kullanılmıĢtır. Her virüs için firmanın protokolünde 

belirtmiĢ olduğu antiserum sulandırma oranları dikkate alınmıĢtır. Standart ELISA testi 

aĢağıdaki Ģekilde uygulanmıĢtır: 

1) Gamma globulinler, kaplama tamponu ile 1/200 oranında sulandırılmıĢ ve 

mikrotiter ELISA plakalarının her bir çukuruna 100 µl konulmuĢtur. Plakaların üzeri 

kapatılarak buharlaĢma engellenmiĢ ve 37 ˚C’de 4 saat inkübe edilmiĢtir.  

2) Ġnkübasyondan sonra yıkama tamponu ile tüm çukurlar 3 kez en az 3’er 

dakika bekletilerek yıkanmıĢtır. Her yıkamada plakalar hızla ters çevrilerek boĢaltılmıĢ 

ve en son yıkamadan sonra 8-10 katlı peçete üzerine vurularak kuruması sağlanmıĢtır.  

3) Örnek tamponu içinde ezilmiĢ her bir örnek iki tekrarlı olarak, gamma 

globulin ile kaplanmıĢ mikrotiter plakaya her bir çukura 100 µl olacak Ģekilde 

yerleĢtirilmiĢtir. Plakaya kontrol olarak ekstraksiyon tampon çözeltisi, antiserum kiti 

içerisinde gelen pozitif ve negatif kontroller de eklenerek +4 ˚C’de tüm gece boyunca 

inkübasyona bırakılmıĢtır. 

4) Gece boyunca inkübasyondan sonra plakalar 2 numarada belirtildiği 

Ģekilde yıkanmıĢtır.  

5) Konjugat tamponu ile konjugatlar 1/200 oranında sulandırılarak her bir 

çukura 100 µl konulmuĢ ve 37 ˚C’de 4 saat inkübe edilmiĢtir. 

6) Ġnkübasyondan sonra plakalar 2 numarada belirtildiği Ģekilde 

yıkanmıĢtır. 

7) Substrat tamponu ile taze olarak hazırlanan substrattan (1 mg/ml p-

nitrophenyl phosphate) her bir çukura 100 µl konulmuĢ ve oda sıcaklığında karanlıkta 

inkübe edilmiĢtir. Renk değiĢimine bağlı olarak 30, 60, 120 dakika sonra plakalar 

mikroplaka optik okuyucusunda 405 nm dalga boyunda okunmuĢtur. 

405 nm dalga boyunda okunan absorbans değerlerine göre sağlıklı kontrol 

değerinin en az iki katı ve daha yukarı okuma değeri veren örnekler pozitif olarak kabul 

edilmiĢtir (Clark, 1981). Absorbans değerleri SEAC-SIRIOS marka ELISA 

okuyucusunda okunmuĢtur.  
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     3.2.4. PCR Çalışmaları (Polymerase Chain Reaction=Polimeraz Zincir        

Reaksiyonu) 

 

3.2.4.1. Nükleik Asit İzolasyonu 

 

Bu amaçla Spiegel ve ark. (1996)’nın lityum klorür metodu kullanılmıĢtır. 

 - 100 mg bitki materyali 5 hacim RNA ekstraksiyon ortamına (200 mM Tris-HCl, 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 ezilmiĢtir.  

- Elde edilen ekstrakt 1.5 ml’lik eppendorf tüplere aktarılarak 65 ˚C’de 15 dakika 

inkübe edildikten sonra eĢit hacimde 6M Potasyum asetat (pH 6.5) eklenerek 15 dakika 

buzda inkübasyona bırakılmıĢtır.  

- 10 000 rpm’de 15 dakika santrifüj (Hettich 32R) uygulamasından sonra üstte toplanan 

sıvının 600 µl’si yeni eppendorf tüplere aktarılarak eĢit hacimde iso-propanol 

eklenmiĢtir. 

- 1 saat veya tüm gece -20˚C’de inkübasyondan sonra 15 000 rpm’de 15 dakika santrifüj 

uygulanarak tüpün dip kısmında toplanan RNA çökeltisi 1 ml soğuk %70 etanol ile 

yıkanarak ortam koĢullarında kurutulmuĢ ve daha sonra 30-50 µl steril bi-destile 

(d2H2O) su ile çözünmesi sağlanmıĢtır.  

- Elde edilen toplam RNA, RT-PCR reaksiyonunda kullanılmak üzere -80˚C’de 

muhafaza edilmiĢtir (ġekil 3.1). 
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ġekil 3.1. Nükleik asit izolasyonunun Ģematik gösterimi (UlubaĢ, 2003). 
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 3.2.4.2. Spesifik Primer çiftleri 

 

 PVY, PVX ve PVS’ye spesifik primer çiftleri Çizelge 3.1’ de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.1. PVX, PVY ve PVS’e spesifik primer çiftleri 

Primer  

Adı 

Replikasyon 

Yönü 

Dizilimi Fragment 

Büyüklüğü (bp) 

Referans 

PVY  

strains  

sense ACGTCCAAAATGAGAATGCC  

         480 

Nie and 

Singh,2002 antisense TGGTGTTCGTGATGTGACCT 

PVX sense AGGCCACAGGGTCGACTAC  

         645 

Singh,1999. 

antisense TTGTTGTTCCAGTGATACGACC 

PVS  sense TGGCGAACACCGAGCAAATG   

         187 

Matousek ve 

ark., 2000 antisense ATGATCGAGTCCAAGGGCACTG 

 

3.2.4.3. Revers Transkripsiyon (RT; Reverse Transcription) 

 

PVS ve PVX’in testlenmesi (Revers transkripsiyon aĢaması), revers 

transkriptaz enziminin sağlandığı firmanın önerilerine göre gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu 

amaçla, tek reaksiyon için 4 µl (4-5 µg) RNA, 1 µl 25 pmol/µl virüs spesifik (PVS) 

revers primer ile son hacim 11 µl olacak Ģekilde PCR tüpüne karıĢtırılarak 70
o
C’de 5 

dakika inkübasyondan sonra hemen buza konulmuĢtur. Daha sonra üzerine ayrı bir tüpte 

son hacmi 19 ml olacak Ģekilde hazırlanan 4 µl 5x reaksiyon ortamı, 2 µl 10 mM dNTP 

mix (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 20 U RNase inhibitörü (MBI Fermentas) eklenmiĢtir.  

37
o
C’de 5 dakika inkübasyondan sonra 200 U RevertAid M-MuLV (MBI 

Fermentas) revers transkriptaz enzimi eklenmiĢ ve tüpler 42
o
C’de 1 saat reverse 

transkripsiyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢ ve reaksiyonu durdurmak için  70
o
C’de 10 

dakika bir son adım uygulanarak cDNA (komplementer DNA)’lar elde edilmiĢtir (Ģekil 

3.2.). Daha sonra cDNA’lar -20
o
C’de muhafaza edilmiĢtir.   

PVY’nin RT aĢamasında ise, 2 µl 100 mM Random hexamer primer, 2 µl 0.5 

mg/µl Oligo dT Primer ve 4.5 µl d2H2O ve 5 µl RNA karıĢımı 70
o
C’de 10 dak tutulmuĢ 

ve tüpler hemen buz üzerine konulmuĢtur. Tüplere 4 µl 5xRT Buffer, 2 µl 10 mM dNTP 

karıĢımı ve 0.5 µl RT eklenerek tüpler 37
o
C’de 10 dak, 42

 o
C’de 1 saat ve 70

 o
C’de 10 

dak tutulduktan sonra elde edilen cDNA’lar -20
 o
C’de muhafaza edilmiĢtir. 
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ġekil 3.2. Revers transkripsiyonun Ģematik olarak açıklanması (UlubaĢ, 2003). 
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 3.2.4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

     

 PVS için her bir reaksiyon karıĢımı toplam 25 µl’den oluĢmuĢtur. Tek bir 

reaksiyon karıĢımı, 2 µl cDNA, 1’er µl virüs spesifik primer çifti (her biri 20 pmol/µl), 

2.5 µl 2.5 mM dNTP’ler, 0.2 µl 25 mM MgCl2, 2.5 µl 10xreaksiyon ortamı (MBI 

Fermentas; 100 mM Tris HCl pH 8.8, 500 mM KCl, %0.8 Nonidet P40), 0.35 U Taq 

DNA polimeraz (Promega) ile hazırlanarak Thermocycler (Techne Progene)’a 

yerleĢtirilmiĢtir. Amplifikasyon için thermocycler 1 döngü 94
o
C’de 3 dakika, 35 döngü 

94
o
C’de 1 dak, 64

 o
C’de 1 dakika, son olarak 72

 o
C’de 1 dakika olarak 

programlanmıĢtır.  

PVX için her bir reaksiyon karıĢımı toplam 25 µl’den oluĢmuĢtur. Tek bir 

reaksiyon karıĢımı, 2 µl cDNA, 0.5 µl virüs spesifik primer çifti (her biri 20 pmol/µl), 2 

µl 2.5 mM dNTP’ler, 0.5 µl 25 mM MgCl2, 2.5 µl 10xreaksiyon ortamı (MBI 

Fermentas; 100 mM Tris HCl pH 8.8, 500 mM KCl, %0.8 Nonidet P40), 0.35 U Taq 

DNA polimeraz (Promega) ile hazırlanarak Thermocycler’a yerleĢtirilmiĢtir. PVS için 

uygulanan amplifikasyon programı PVX’e de uygulanmıĢtır.   

PVY için; 20 µl’lik PCR karıĢımında 13.6 d2H2O, 2 µl 10xB, 1.6 µl 2.5 mM 

dNTPmix, 1.2 µl 25 mM MgCl2, virüse spesifik primer çiftlerinin (20 pmol/µl) her 

birinden 0.5 µl ve 0.35 U Taq DNA polimeraz karıĢtırılmıĢ ve 1 µl cDNA eklenerek 1 

döngü 94
o
C’de 3 dakika, 40döngü 94

o
C’de 30 saniye, 54

 o
C’de 1 dakika, 72

 o
C’de 1 dak 

ve son olarak 72
 o

C’de 10 dakika olarak programlanmıĢ thermocyclere yerleĢtirilmiĢtir 

(ġekil 3.3.). 

PCR ürünlerinin %1-1.5 agaroz jelde elektroforezi yapıldıktan sonra etidyum 

bromid ile boyanarak UV transillüminatörde sonuçlar gözlenmiĢtir. 
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ġekil 3.3. PCR’nin Ģematik olarak açıklanması (UlubaĢ, 2003). 
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 3.2.4.5. PCR Sonuçlarının Değerlendirilmesi : Jel Elekroforez 

 

 RT-PCR ürünlerinin görsel hale getirilmesi amacıyla, reaksiyondan sonra 

ürünlerin %1-1,5 agaroz jelde elektroforez iĢlemi yapılmıĢtır. Elektroforez 0.5XTAE 

ortamında yapılmıĢ, aynı ortam jelin hazırlanmasında da kullanılmıĢtır. Jele 3 µl 

yükleme ortamı (6X; 15 ml için 150 mg bromophenol blue, 18 g gliserol, 6 ml 

50XTAE) ile birlikte 10 µl yüklenen RT-PCR ürünleri, 120 V’da 35 dk süreyle 

elektroforeze tabi tutulmuĢtur. ĠĢlem bittikten sonra jel 1 mg/ml etidyum bromid (EtBr) 

içeren 0.5XTAE ortamında 5-10 dakika EtBr ile boyanmıĢtır. Daha sonra UV 

transillümünatörde sonuçlar gözlenerek polaroid fotoğrafları çekilmiĢtir.  
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA 

 

 

    4.1. Patates Yumrularının Filizlendirilmesi 

 

           Bu çalıĢmada ülkemizde yetiĢtirilen önemli tohumluk patates çeĢitlerinde Patates 

X virüsü (PVX), Patates Y virüsü ve Patates S virüsü (PVS)’nün saptanması amacıyla 

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 üzere toplam 304 

yumru testlenmiĢtir. 

 Toplanan yumrular filizlendirildikten (ġekil 4.1) sonra geliĢen yapraklardan 

ELISA ve RT-PCR testleri yapılarak PVY, PVX ve PVS’nin çeĢitlerdeki oranları 

belirlenmiĢtir. Filizlenen yumrularda virüslere özgü herhangi bir simptom 

gözlenmemiĢtir (ġekil 4.2).  

 

 

 

ġekil 4.1. Yeni filizlenmeye baĢlayan patates yumruları  
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ġekil 4.2. Simptom geliĢimi için gözlemlenen bitkiler 

 

 

4.2. DAS-ELISA 

 

 DAS-ELISA sonuçlarına göre 8 farklı patates çeĢidinden alınan 304 yumru 

testlendiğinde 39 örnek PVY, 11 örnek PVS ile enfekteli bulunmuĢtur. Ancak testlenen 

örneklerin hiçbirisinde PVX tespit edilememiĢtir (Çizelge 4.1). 

 Lady Rosetta patates çeĢidinden testlenen 22 yumrunun 1 tanesi PVY ile 

enfekteli bulunurken, PVS ve PVX saptanamamıĢtır. Lady Olimpia patates çeĢidinden 

testlenen 24 yumruda her üç virüs enfeksiyonu da bulunamamıĢtır. Russet Burbank 

patates çeĢidinde testlenen 25 yumrunun 17 tanesinin PVY ile enfekteli olduğu ortaya 

koyulmuĢtur, fakat PVS ve PVX enfeksiyonları tespit edilememiĢtir. Hermes patates 

çeĢidinden testlenen 60 yumrunun 2 tanesi PVY ile enfekteli olarak saptanırken, PVS ve 

PVX enfeksiyonu saptanamamıĢtır. Panda patates çeĢidinden testlenen 99 yumrunun 8 
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tanesi PVY, 9 tanesi PVS ile enfekteli olduğu tespit edilirken hiçbir çeĢitte PVX 

enfeksiyonuna rastlanmamıĢtır. Lady Claire patates çeĢidinden testlenen 26 yumrunun 1 

tanesi PVS ile enfekteli olduğu saptanırken PVY ve PVX enfeksiyonları 

bulunamamıĢtır. Granola patates çeĢidinden testlenen 48 yumrunun 11 tanesi PVY, 1 

tanesi PVS ile enfekteli olduğu bulunurken hiçbir yumruda PVX enfeksiyonu tespit 

edilememiĢtir. 

 

Çizelge 4.1. DAS-ELISA ile testlenen farklı patates çeĢitleri ve çeĢitlerde saptanan         

virüsler 

 

 

Çeşit adı 

 

Testlenen 

bitki sayısı 

Pozitif saptanan örnekler 

PVY  %Enf. 

oranı 

PVS %Enf. 

oranı 

PVX %Enf. 

oranı 

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   3.84      -      - 

Granola 48 11   22.91      1   2.08     -      - 

Toplam  304 39 12.82     11   3.61      -        - 

 

 

4.3. RT-PCR Testlemeleri 

 

 DAS-ELISA ile testlenen 304 patates yumrusu PVY, PVS ve PVX virüsleri 

açısından RT-PCR ile de testlenmiĢtir. RT-PCR ürünleri %1-1,5 agaroz jelde 

elektroforez iĢlemi ile görsel hale getirilmiĢtir.  

Testler sonucunda DAS-ELISA ile pozitif olarak saptanan örneklerin tamamı 

RT-PCR testi ile de pozitif olarak tespit edilmiĢtir. Bunun dıĢında DAS-ELISA ile 

negatif tespit edilen 6 örnek PVY, 10 örnek PVS ve 2 örnek de PVX ile enfekteli olarak 
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belirlenmiĢtir (Çizelge 4.2). Serolojik olarak pozitif olup da RT-PCR ile negatif sonuç 

veren hiçbir örnek saptanamamıĢtır.  

 RT-PCR ürünleri %1-1,5 agaroz jelde elektroforez iĢlemi ile görsel hale 

getirilmiĢtir. Lady Rosetta patates çeĢidinden testlenen 22 yumrunun 1 tanesi PVY ile 1 

tanesi PVS  ile enfekteli bulunurken, testlenen yumrularda PVX saptanamamıĢtır. Lady 

Olimpia patates çeĢidinden testlenen 24 yumruda her üç virüs enfeksiyonu da 

bulunamamıĢtır. Russet Burbank patates çeĢidinden testlenen 25 yumrunun 17 tanesinin 

PVY, 1 tanesinin PVS ile enfekteli olduğu ortaya koyulmuĢtur, PVX enfeksiyonu tespit 

edilememiĢtir. Hermes patates çeĢidinden testlenen 60 yumrunun 3 tanesinin PVY, 1 

tanesinin ise PVS ile enfekteli olduğu saptanırken 1 tanesinde PVX enfeksiyonu 

saptanmıĢtır. Panda patates çeĢidinden testlenen 99 yumrunun 14 tanesi PVY, 15 tanesi 

PVS ile enfekteli olduğu tespit edilmiĢken sadece 1 yumruda PVX enfeksiyonu ortaya 

koyulmuĢtur. Lady Claire patates çeĢidinden testlenen 26 yumrunun 2 tanesi PVY, 3 

tanesi PVS ile enfekteli olduğu ortaya konulmuĢ ancak PVX enfeksiyonu 

saptanamamıĢtır. Granola patates çeĢidinden testlenen 48 yumrunun 10 tanesi PVY, 1 

tanesi PVS ile enfekteli olduğu bulunurken hiçbir yumruda PVX enfeksiyonu tespit 

edilememiĢtir.  

 Yapılan PCR çalıĢmaları sonucunda testlenen 304 örnekte %15.46 oranında 

PVY, %7.23 oranında PVS ise ve %0.66 oranında PVX ile bulaĢık olduğu 

belirlenmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 29 

Çizelge 4.2. Patates yumrularında PVY, PVS ve PVX’e karĢı gerçekleĢtirilen RT-PCR 

                   sonuçları 

  

Çeşit adı Testlenen 

bitki 

sayısı 

Pozitif saptanan örnekler 

PVY  % Enf. 

oranı 

PVS %  Enf. 

oranı 

PVX % Enf. 

oranı 

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 yaklaĢık 187 nt uzunluğunda bir kısmını amplifiye eden 

primerlerle test edilen tüm örneklerde beklenen seviyede spesifik band elde edilmiĢtir 

(ġekil 4.3). Beklenen spesifik band dıĢında pozitif kontrolde de baĢka bir band 

oluĢmamıĢtır. Negatif RNA ve su kontrollerin herhangi bir band oluĢumu 

görülmemiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.3. PVS’e karĢı gerçekleĢtirilen RT-PCR sonucu M: Marker, (MBI Fermentas, 

#SM0383); 4, 6, 21: PVS pozitif saptanan örnekler; 1,2,3,5,7,8,9,10,11,12, 13, 

14,15,16,17: PVS negatif saptanan örnekler; 18: Su kontrol; 19: PVS negatif 

kontrol; 20: PVS pozitif kontrol. 
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 PVY’nin genomunda yaklaĢık 480 nt uzunluğunda bir kısmını amplifiye eden 

primerlerle test edilen tüm örneklerde beklenen seviyede spesifik band elde edilmiĢtir 

(ġekil 4.4). Beklenen spesifik band dıĢında pozitif kontrolde de baĢka bir band 

oluĢmamıĢtır. Negatif RNA ve su kontrollerde herhangi bir band oluĢumu 

görülmemiĢtir. 

 

 

 

ġekil 4.4. PVY’e karĢı gerçekleĢtirilen RT-PCR sonucu. M: Marker, (MBI Fermentas, 

#SM0383); 2, 4, 5, 7, 9, 10, 12: PVY pozitif saptanan örnekler; 1,3,6,8: PVY 

negatif saptanan örnekler; 11: Su kontrol; 13: PVY negatif kontrol 14: PVY 

pozitif kontrol. 
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 PVX’in genomunda yaklaĢık 645 nt uzunluğunda bir kısmını amplifiye eden 

primerlerle test edilen tüm örneklerde beklenen seviyede spesifik band elde edilmiĢtir 

(ġekil 4.5). Beklenen spesifik band dıĢında pozitif kontrolde de baĢka bir band 

oluĢmamıĢtır. Negatif RNA ve su kontrollerde herhangi bir band oluĢumu 

görülmemiĢtir. 

                                                                                                                   

 

 

 

 

 

      

                                                                                                                   645 nt       

                                   

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5. PVX’e karĢı gerçekleĢtirilen RT-PCR sonucu. M: Marker, (MBI Fermentas, 

#SM0383); 1, 2, 3, 4, 5, 6: PVX negatif saptanan örnekler; 7: PVX pozitif 

saptanan örnek, 8: PVX pozitif kontrol; 9: PVX negatif kontrol. 
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Lady Rosetta, Lady Olimpia, Russet Burbank, Hermes, Panda, Lady Claire ve 

Granola çeĢitlerinden alınan yumrulardaki PVY, PVS ve PVX’in saptanması amacıyla 

ELISA ve RT-PCR çalıĢmaları yapılmıĢ ve testlenen örneklerdeki virüslerin oranları 

belirlenmiĢtir. Bu çalıĢma sonucunda RT-PCR   moleküler testinin ELISA’ya göre daha 

hassas olduğu görülmüĢ ve elde edilen bulgular daha önce ülkemizde patates 

virüslerinin saptanması konusunda yapılmıĢ olan bir çok araĢtırmanın sonuçlarını 

destekler nitelikte olmuĢtur.  

Yurdumuzun hemen her bölgesinin patates yetiĢtiriciliğine uygun olması, iç 

talebin giderek artması ve patates dikim alanlarının geniĢlemesine bağlı olarak 

sertifikalı tohumluk ihtiyacı gittikçe artmaktadır. Patatesin vejetatif yolla üretilmesi 

tohumluğun önemini gittikçe arttırmaktadır. Kimyasal mücadele yöntemi olmayan virüs 

hastalıkları ile bulaĢık patates yumrularının kullanılması halinde virüsler yıldan yıla ve 

bölgeden bölgeye taĢınmaktadır. Bazı virüs hastalıklarının patateste belirti 

oluĢturmaması veya oluĢan belirtilerin birbirine benzemesi nedeniyle simptomlarına 

bakılarak virüsleri teĢhis etmek oldukça zor ve yanıltıcı olmaktadır. Bu nedenle patates 

örneklerinin test edilmesi için hassas hızlı ve güvenilir metodlarla teĢhis edilmesi 

gereklidir.  

 Ayrıca döviz karĢılığı yurt dıĢından sağlanan ve sağlıklı oldukları düĢünülen 

sertifikalı patates tohumluklarının da virüs hastalıklarıyla bulaĢık olabileceği göz önüne 

alınarak gerek tohum ithal eden firmacıların gerekse üreticilerin virüsler konusunda 

dikkatli olmaları gerekmekte özellikle de tohumluk dağıtımından önce örneklerin 

virüsleri açısından testlenmesi ve virüsten ari olan tohumlukların dağıtımının yapılması 

gerekmektedir.   
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 

Bu çalıĢmanın amacı olan hızlı, güvenilir, konuyla ilgili çalıĢantüm 

araĢtırıcıların kolayca uygulayabileceği, duyarlı ve orta maliyetli moleküler tanı 

yöntemlerinden PCR tekniğini kullanarak patateslerde PVY, PVX ve PVS’nin duyarlı 

tanısını yapmak ve bu tekniğin tanıdaki baĢarısını serolojik tanı tekniklerinden ELISA 

testi ile karĢılaĢtırması sonucunda elde edilen bulgular aĢağıda özetlenmiĢtir:  

* Tohumluk patates olarak kullanılan Lady Rosetta, Lady Olimpia, Russet Burbank, 

Hermes, Panda, Lady Claire ve Granola çeĢitlerinden alınan yumruların çimlendirilmesi 

sonucunda bitkilerde gözle görülür bir simptom elde edilememiĢtir. Bunun nedeni iklim 

odasında virüslerin simptom oluĢturacağı Ģartlar sağlamamıĢ olabilir yada virüsler 

yeterli yoğunluğa ulaĢamayıp simptom verememiĢ olabilir. 

* DAS-ELISA sonuçlarına göre 8 farklı patates çeĢidinden alınan 304 yumru testlenmiĢ 

ve 39 örnek PVY, 11 örnek PVS ile enfekteli bulunmuĢtur. Ancak testlenen örneklerin 

hiçbirisinde PVX tespit edilememiĢtir. 

* Yapılan RT ve PCR testleri sonucunda DAS-ELISA ile pozitif olarak saptanan 

örneklerin tamamı RT-PCR testi ile de pozitif olarak tespit edilmiĢtir. Bunun dıĢında 

DAS-ELISA ile negatif tespit edilen 8 örnek PVY, 11 örnek PVS ve 2 örnek PVX ile 

pozitif olarak belirlenmiĢtir. Serolojik olarak pozitif olup da RT-PCR ile negatif sonuç 

hiçbir örnekte tespit edilmemiĢtir.  

* PVY enfeksiyonu %68 oranıyla Russet Burbank çeĢidinde saptanırken bunu sırasıyla 

%22.91 ile Granola, %14.14 ile Panda, %7.69 ile Lady Claire, %5 ile Hermes ve %4.54 

ile Lady Rosetta çeĢidi enfekteli bulunmuĢtur.  

* PVS enfeksiyonu %15.15 oranıyla Panda çeĢidinde saptanırken bunu sırasıyla %11.53 

ile Lady Claire, % 4.54 ile Lady Rosetta, %4 Russet Burbank, %2.08 ile Granola ve % 

1.6 ile Hermes çeĢidi enfekteli bulunmuĢtur.  

* PVX enfeksiyonu Hermes ve Panda çeĢitlerinde birer örnekte pozitif saptanmıĢtır. 

PVX ile pozitif saptanan Panda çeĢidinden alınan örneğin PVY ile de pozitif olduğu 

saptanmıĢtır.  

 Diğer kültür bitkilerinde olduğu gibi patates üretiminin arttırılması için birim 

alanda elde edilecek ürünün miktar ve kalitesinin arttırılması için mevcut ekm 
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alanlarının iyileĢtirilmesi gerekir. Özellikle patates virüs hastalıkları açısında sertifikalı 

ve temiz tohumluk elde edilmesi ve yetiĢtirilmesi gereklidir. Bunun için sulama, 

gübreleme, toprak iĢleme, kaliteli tohumluk ve yüksek verimli çeĢitlerin kullanılması 

gibi kültürel iĢlemler yanında patateste verim kaybına neden olan hastalık, zararlı ve 

yabancı otlarla da bilinçli bir Ģekilde mücadele edilmesi gerekir.  

 Özellikle kimyasal mücadele imkanı olmayan virüs hastalıkları patates için 

büyük önem taĢımaktadır. Ayrıca döviz karĢılığı yurt dıĢından sağlanan ve sağlıklı 

oldukları düĢünülen sertifikalı patates tohumlukları üretildikten sonra çiftçilere 

dağıtılmadan önce hızlı ve güvenilir teĢhis yöntemleriyle testlendikten ve virüsten ari 

aldukları saptandıktan sonra üreticilere dağıtılmalıdır. Özellikle ithal edilmiĢ tohumluk 

patates üretiminde verimde %10-100 gibi önemli verim kayıplarına yol açan PVY 

(Salazar, 1996) gibi virüs hastalıkları yaprak bitleri ile etkili olarak yayılmakta ve bu 

vektörler patateste bitkisinde doğrudan zarar oluĢturmaktadırlar. Patates virüslerinin 

yayılmasını engellemek için vektörlerle kimyasal mücadele yapmak yanında vektör 

uçuĢlarının olmadığı veya az olduğu yüksek alanlarda üretim bölgeleri kurmak ve 

patates alanlarında özellikle yaprak bitinin konukçusu olan yabancı otlarla mücadele 

etmek gereklidir.  

 Ayrıca, döviz karĢılığı her yıl yurt dıĢından temin edilen ve sağlıklı olduğu 

düĢünülerek hiçbir testleme yapılmadan üreticilere dağıtılan sertifikalı patates 

tohumlukları kullanıldığında virüs hastalıkları üretimin önemli bir sorunu haline gelmiĢ 

ve verim kayıpları giderek artıĢ göstermiĢtir. Bunu önlemek için üreticilere tohumluk 

verilmeden önce gerekli kontroller yapılması ve karantina aĢamasında ise hızlı ve 

güvenilir teĢhis yöntemlerin kullanılması gerekir. Ayrıca ülkemizde tohumluk patates 

yetiĢtirilecek üretim bölgelerimiz belirlenerek, üretim merkezlerimiz belirlenmelidir.  

 Yapılan bu çalıĢma kapsamında elde ettiğimiz virüs izolatlarının 

karakterizasyon çalıĢmalarının yapılması ve bu izolatların gen bankasında kayıtlı 

diğer izolatlarla karĢılaĢtırılarak filogenetik akrabalıklarının belirlenmesi gelecekte 

yapılması planlanan çalıĢmalarımız arasındadır.  
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EKLER 

 

Ek 1. ELISA Testinde kullanılan Tampon Çözeltiler 

 

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

NaCl                                                     8.0 g  

KH2PO4                                                0.2 g 

Na2HPO4  12 H2O                              2.9 g 

KCl                                                       0.2 g 

 

Yukarıda verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’sı 0.1 NaOH veya 0.1 N                                                                  

HCl ile ayarlanmıĢ ve 4
o
C’de saklanmıĢtır. Bu tampon çözelti 5 veya 10 kat konsantre 

olarak stok çözelti Ģeklinde hazırlanıp saklanabilir ve gerekli olduğunda aynı oranda 

sulandırılıp kullanılabilir.  

 

Kaplama Tamponu (Coating Buffer) pH: 9.6 

Na2CO3                                                  1.59 g 

NaHCO3                                                  2.93 g 

 

Yukarıda verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’sı ayarlanmıĢ ve 4
o
C’de 

saklanmıĢtır. Ancak her kullanımda pH kontrol edilmiĢtir. 

 

Yıkama Tamponu (Washing Buffer) 

NaCl                                                          8.0 g 

Na2HPO4 x 12 H2O                                 2.9 g 

KH2PO4                                                   0.2 g 

KCl                                                            0.2 g 

Tween 20                                                  0.5 ml 

 

pH’sı 7.2-7.4’e ayarlanan 1 litre PBS tamponuna 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek 

hazırlanmıĢtır. 
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Örnek Tamponu (Sample Buffer) 

 

Polyvinyl pyrrolidone (viscosity K10-K40) 20 g 

Bovine serum albumin                                  2.0 g 

NaN3                                                             0.1 g 

Yıkama tamponu                                           1.0 l 

 

1 litre tampon çözeltisi içerisine 20 g (%2) Polyvinylpyrolidone 40.000 (PVP-40) ilave 

edilerek hazırlanmıĢtır (1 ay içerisinde kullanılmak üzere 4
o
C’de saklanabilir). 

 

Substrat Tamponu (Substrate Buffer) pH: 9.8 

 

Diethanolamine                                             97 ml 

MgCl2 x 6 H2O                                              0.2 g 

 

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su içerisine ilave edilir. Sonra 0.2 g NaN3 eklenir ve 

HCl ile pH 9.8’e ayarlanarak 1 litreye tamamlanır (karanlıkta 4
o
C’de saklanabilir ancak 

kullanılmadan önce pH kontrol edilmelidir). 

 

Substrat Solusyonu (Substrate Solution) 

 

4-nitrophenyl phosphate                               1 mg/ml 

di-Na-salt 
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Ek 2. Nükleik Asit İzolasyonunda Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması 

 

0.5 M EDTA , pH: 8.0 

  

0.0145 g EDTA 100 ml d2H2O’da eritilir. Magnetik karıĢtırıcı ile kuvvetle karıĢtırılır.  

pH’sı NaOH pelletleri ile 8.0’a ayarlanır. Otoklav edilir,oda sıcaklığında saklanır. 

 

5 M KOAc , pH: 6.0 

  

29.445 g KOAc 60 ml saf suda çözündürülür. Glacial asetik asit damlatılarak pH 6.0’a 

ayarlanır. Suyla 100 ml’ye tamamlanır. 

 

3 M NaOAc , pH: 5.2 

  

40.8 g NaOAc 100 ml’ye su ile tamamlanır. 

 

      Yıkama Tamponu (Wash Buffer) 

 

10 mM Tris-HCl , pH:7.5 

0.5 mM EDTA 

50 mM NaCl 

50% Ethanol (EtOH) 

 

10 mM Tris-HCl , pH:7.5 

 

0.121 g Trizma base 80 ml d2H2O ile çözündürülür. pH konsantre HCl eklenerek istenen 

seviyeye getirilir. 100 ml’ye d2H2O eklenerek tamamlanır ve otoklavda steril edildikten 

sonra oda sıcaklığında rutin kullanımlar için 3-4 aya saklanır. 

 

50 mM NaCl 

 

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

 

TAEX50 

 

100 ml stok için; 

Trizma base                                           242 g 

0.5 EDTA pH:8.0                                  10 ml 

0.6 glacial acetic acide                           5.71 ml 

TAE tampon hazırlamada, 242 g Tris base steril behere konur üzerine 5.71 ml Glacial 

acetic acid ve 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)’dan koyarak steril su ile 1 litreye 

tamamlanır. Otoklavda steril edilerek oda sıcaklığında saklanır. 

 

Yükleme Ortamı 

 

15 ml 6X stok için 

150 mg Bromophenol blue 

18 g Glycerol 

6 ml TAEX50  

-20
o
C’de saklanır. 

 

Ethidium Bromide Solüsyonu 

  

1 mg/ml 200 ml stok için 

200 ml 0.5XTAE 

200 µl Ethidium Bromide (Sigma E-1510) (son konsantrasyon 1 mg/ml) 

Koyu renkli bir kap içine karanlık ortamda oda sıcaklığında saklanır. 5-10 defaya kadar 

aynı solüsyon kullanılabilir. Daha sonraki kullanımlar için tazelenmelidir. 
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% 1 Agarose Jel Elektroforezi 

 

1 g agaroz, 100 ml 0.5XTAE içinde mikrodalga fırında eritilmiĢtir. YaklaĢık 40
o
C 

sıcaklığa geldikten sonra, elektroforez ünitesinin jel tepsisine dökülerek agarozun 

donması beklenmiĢtir (15-20 dk). 0.5XTAE ortamı içeren elektroforez tankına 

yerleĢtirilen agaroz jelin çukurlarına PCR ürünleri yüklenmiĢtir. Örnek yüklemesi, 5-10 

µl PCR ürünü ve 3 µl yükleme ortamı ayrı bir yerde karıĢtırılarak yapılmıĢ. PCR 

ürünlerinin 120 V’da 1 saat elektroforezinden sonra ethidium bromide solüsyonu ile jel 

5-10 dk boyanmıĢ ve UV transillüminatörde sonuçlar gözlenmiĢtir.  Kamera ile polaroid 

fotoğraf çekilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


	PATATE~1.PDF
	PATATE~2.PDF
	PATATE~3.PDF

