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Prunus Yapraklarinda Prunus Necrotic Ring Spot (PNRSV) ve Apple
Chlorotic Leaf Spot (ACLSV) Viruslerinin Dagilimi
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Oz: Prunus necrotic ringspot virus (PNRSVY( ile infekteli Prunus mahaleb ve Apple chlorotic leafspot virus
(ACLSV)U ile infekteli seftali (P. persica L.) yapraklarinin farkli bolgelerinden alinan doku diskleri bu viriislerin yaprak
dokusundaki dagilimlarini belirlemek amaci ile sirasiyla enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ve reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) teknikleri ile analiz edilmislerdir. Gergeklestirilen ELISA testleri
sonucunda her iki virisiinde yaprak ayasinda yaprak sapi bdlgesinde daha konsantre olduklari ve konukgu
yapraklarinda diizensiz bir dagilim gosterdikleri tespit edilmistir. Ayni yaprak bdélgelerinin kullanildidi RT-PCR testlerinde
ise her iki virisun genetik materyalinin tim yaprak bolgeleri igin birbirine yakin dlgllerde amplifikasyon Urlnleri
olusturdugu belirlenmis ve testlenen yaprak boélgeleri arasinda viral konsantrasyon bakimindan bariz farkliliklarin
olmadigi saptanmistir. RT-PCR testi sonuglarindan elde edilen kesin, net ve dengeli teshisi ifade eden bantlar, ACLSV
ve PNRSYV virlslerinin Prunus yapraklarinin testlenen tiim bélgelerinde homojen bir dagilim sergiledigini gostermistir.
Her iki virls, kullanilan test yontemine gore konukgularinda farkli dagilim sergilemiglerdir. Elde edilen bulgular 1siginda
PNRSV ile ACLSV'nin konukgularindaki dagilimini belilemede ELISA testi ile PCR testi arasinda bir korelasyon
saptanmamisgtir.

Anahtar Kelimeler: Prunus necrotic ringspot virls, Apple chlorotic leaf spot virls, ELISA, RT-PCR, PNRSV, ACLSV

Distribution of Prunus Necrotic Ringspot (PNRSV) and Apple Chlorotic Leaf Spot
Viruses (ACLSV) in Prunus Leaves

Abstract: Leaf discs taken from different canopy and leaf sites of Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) infected
Prunus mahaleb and Apple chlorotic leafspot virus (ACLSV) infected peach (P. persica) tree were analyzed for the
determination of virus distribution in leaf tissues by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) techniques. The ELISA results suggest high virus concentration of
PNRSV and ACLSV at the basal leaf section of the lamina and uneven virus distribution in their host leaves. Clear and
relatively balanced amplification bands were obtained when the same leaf sections were analyzed by RT-PCR. No
conspicuous differences were found in terms of viral concentrations among the leaves tested. Amplification bands of
RT-PCR test results suggest homogeneous distribution of both viruses in tested Prunus leaves. Both viruses were
exhibited different patterns of distribution in their hosts according to the detection method used. No correlation was
found between ELISA and RT-PCR tests in determining the distribution of both viruses.
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Girig

PNRSV ve ACLSV sert cekirdeklilerde ekonomik
acidan en onemli virUsler arasinda yer almaktadirlar.
Sebep olduklari zararin boyutu meyvenin turd ve gesidine,
virs irkinin virllensligine, karisik infeksiyon durumlarinda
ise viris kombinasyonlarina gore degismektedir (Nemeth
1986).

PNRSV ve ACLSV virislerinin molekiiler ve serolojik
tekniklerle teghislerine ydnelik diinyada ve son yillarda da
Ulkemizde yapilan birgok g¢alisma bulunmaktadir. Spiegel
ve ark. 1996 RT-PCR teknigini, ELISA ile negatif sonug
veren dormant seftali agacglarinda Prunus necrotic ringspot
viristinin tanilanmasinda kullanmiglardir. Lithium chloride
temelli metodu kullanarak kabuk dokularindan ekstrakte
ettikleri total RNA’'yi RT-PCR ile viral genomun
¢ogaltiimasinda kullanmiglardir. Yaklagik 300 baz cifti
uzunlugunda elde ettikleri PCR Urinlerini agaroz jel
elektroforez ile analiz etmisler ve ethidium bromide
boyamasi ile gbzlemlemiglerdir. Bazi durumlarda PCR
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drGnleri boyanmis jelde agikga gorilmemis fakat 2p
isaretli spesifik virs probu ile yapilan miutakip
hybridizasyonda viral genom tespit edilmistir. Arastiricilar
PCR tekniginin PNRSV’nin dormant kabuk dokusundan
teshisi igin yeterince duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Ulubas ve Ertung 2004 Tdurkiye'nin sert cgekirdekli
meyve yetigtiriciliginin  yapildigi  farkli  bolgelerindeki
fidanlklar ile meyve bahgelerinde bulunan erik, kayisi,
nektarin, seftali, kiraz ve vigsne agaclarindan yaptiklari
orneklemelerde 486 bitkisel materyali PNRSV’nin varligina
karsi serolojik ve molekiler ydontemlerle testlemislerdir.
Orneklerdeki PNRSV infeksiyonunu belirlemek igin tim
orneklere uyguladiklari RT- PCR testi sonucunda 51
ornegin PNRSV ile infekteli oldugu belirlenirken DAS-
ELISA ile sadece 31 &rnegin infekteli oldugunu tespit
enzimleri kullanilarak kesim yapilmis ve izolatlarin
filogenetik haritasi gikariimigtir. Calismada RFLP analizleri
sonucunda farkli cografik lokasyonlardan temin edilen
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PNRSV izolatlari arasinda herhangi bir iliski olmadigi
tespit edilmigtir.

Rowhani ve ark. 1995, odunsu bitkilerdeki virtsleri
RT-PCR  ydntemini kullanarak teshis etmislerdir.
Arastiricilar  gelistirdikleri yontemde virls partikillerini
once polystyrene bir ylizeyde immobilize etmisler daha
sonra PCR teknigini kullanarak viruslerin teghislerini
gerceklestirmiglerdir. Calismada Prune dwarf, Apple
mosaic, Cherry leaf roll, Citrus tristeza ve Grapevine
fanleaf  virlslerinin teshisleri basarili bicimde
gerceklestiriimisti. Calismada ayrica, degisik PCR
tekniklerinin virGs partikillerinin teshis etmedeki basarisi
da kiyaslanmigtir.

Parakh ve ark. 1995, RT-PCR teknigini biyolojik
indeksleme ve ELISA testi ile es zamanli olarak Prune
dwarf virlisiiniin (PDV) teshisinde kullanmiglardir. RT-PCR
tekniginin PDV'nin teshisindeki basarisindan o6tiru sert
cekirdekli meyvelerdeki PDV izolatlarinin teghisinde,
saglikh damizik materyal elde etmede ve karantina
kapsami gercevesinde kullanilabilecek 6nemli bir teshis
teknigi oldugunu vurgulamislardir.

Rosner ve ark. 1998, AMV reverse transcriptase
enzimini kullanarak immuno capture polymerase chain

reaction (IC-PCR) teknigi ile seftali agaclarinda
PNRSV’nin  tanilanmasi igin reaksiyon kosullarini
arastirmiglardir. 46°C'de gerceklestirilen RT

reaksiyonundan g¢ogaltilan Urtnlerin seviyelerinin 37°C'de
onerilen ile karsilastinldiginda daha yiksek ve ideal
oldugunu tespit etmiglerdir.

Myrta ve ark. 2003, Plum pox virlisiiniin (PPV) M ve
D irklari ile bulagik kayisi ve seftali yapraklarinin farkh
bélgelerinden aldiklari yaprak disklerine uyguladiklari
ELISA testleri sonucu simptom géstermeyen yapraklarin
yaniltici negatif sonuglar verdigini tespit etmiglerdir. ELISA
ve RT-PCR tekniklerinin kullanildigi bu ¢alismada PNRSV
ve ACLSYV virUslerinin infekteli Prunus turlerindeki dagihmi
arastiniimistir.

Knapp ve ark. 1995, halihazirda yaygin bigcimde virlis
teshisinde kullanilan ELISA y6nteminin simptomatik
olmayan yapraklarda kullanildiginda hatiri sayilir élctide
yaniltici negatif sonuglar verdigini bildirmiglerdir.

Materyal ve Yontem

Yaprak orneklerinin alinmasi : PNRSV infekteli P.
mahaleb bitkisi ile ACLSV infekteli seftali (P. persica L.)
bitkisi tacinin Temmuz doneminde Ust, orta ve alt
kisimlarindan alinan yapraklar Uzerinde Sekil 1a’da
g6ruldugu gibi dort bolge olusturulmus ve bu bdlgelerden

kesilerek ayirilan yaprak diskleri (Sekil 1b) ELISA ve RT-
PCR testleri ile ilgili virGslerin yaprak ayasindaki
dagilimlarini belirlemek amaciyla testlenmislerdir. Calisma
konusunu  olusturan izolatlardan PNRSV izolat
Malatya’dan, ACLSV izolati ise Van’dan temin edilmigtir.

Serolojik test ¢caligmalan : Bu ¢alismada kullanilan
serolojik test tekniklerinden olan ELISA testi PNRSV ve
ACLSV infekteli bitkilerinin yapraklarindan alinan disk
seklindeki dokulara uygulanmistir. ELISA testi, ilgili kit'lerin
temin edildigi AGDIA (PNRSV kiti) ve LOEWE (ACLSV
kiti) firmalarinin 6nerdigi prosedirlere gére uygulanmistir.

Molekiiler test caligmalari:

Bitki total niikleik asit ekstraksiyonu ve
komplementer DNA (cDNA) sentezi : Bitki total niikleik
asit ekstraksiyonu Foissac ve ark., 2000’nin bildirdigi
yénteme gore yapilmistir. cDNA sentezi ise Invitrogen
firmasindan temin edilen SuperScriptTM Il Rnase H’
Reverse Transcriptase (Katalog no: 18064-022) Kkiti
kullanilarak  firmanin bildirdigi prosedire  goére
gerceklestirilmigtir.

PCR reaksiyonu: PCR reaksiyonu 50ul hacimde
gerceklestirilmigtir. Buna goére steril PCR tlpune 5 ul 10X
PCR Buffer (200mM Tris—HCI (pH 8.4), 500 mM KCI), 3 ul
25mM MgCly, 1ul Primer1 (10uM) (Cizelge 1), 1ul Primer 2
(10uM) (Gizelge 1), 0.4ul Tag DNA polimeraz enzimi
(5U/ul), 2ul cDNA ve 36.6ul RNAse ari su eklenerek,
Spiegel ve ark. 1996 ile Menzel ve ark. 2002'nin bildirdigi
sicaklik araliklari (Cizelge 2) kullanilarak ilgili virGslerin
genetik materyallerinin amplifikasyonu gerceklestirmigtir.
Olusan PCR drlnleri elektroforez yapilincaya kadar —20
°C’de saklanmistir.

a)

Sekil 1. PNRSV ve ACLSYV ile infekteli bitkilerinin Ust, orta ve alt
tac bolgelerinden alinan yapraklardan kesilen disklerin
ornekleme sekli a) yaprak laminasinin bdélimlere
ayriimasi, b) bolgelere ayrilan yapraklardan testlenmek
Uzere alinan yaprak diskleri

Cizelge 1. RT-PCR testinde PNRSV ve ACLSV viruslerini teshis etmede kullanilan spesifik primerlere ait baz dizilimleri ve PCR sonrasi

beklenen fragment uzunluklar

Virlis Primer ismi Primer dizisi Cogaltilan alanin uzunlugu (bp) ve referans
PNRSV P1 5-GAGCTCTGGTCCCACTCAGG-3’ 616 (Spiegel ve ark., 1999)
P2 5-TCACTCTAGATCTCAAGCAG-3’

A2 5-AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA-3
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Cizelge 2. PNRSV ile ACLSV viruslerine ait genetik materyali cogaltmada uygulanan sicaklik araliklar

Referans Primer ismi  Dongu Denatiirasyon Baglanma Polimerizasyon
ilk dongui 3dk 94 °C - -

(Spiegel ve ark., 1999) P1, P2 40 déngu 30sn92°C 30sn54°C 1dk72°C
Son déngl - - 5dk72°C
ilk dongui 15dk 95 °C - -

(Menzel ve ark., 2002) A1, A2 34 dongu 30sn94 °C 30sn62°C 1dk 72 °C
Son dongu - 7dk 72 °C

PCR dUrinleri %71’lik agaroz jelde yurutlldikten sonra
ethidium bromide ile boyanmis ve Syngene (Synoptipcs
Ltd., Cambridge, GB) marka Jel Dékimantasyon ve Analiz
Sistemi ile goruntulenmistir.

Bulgular ve Tartigma

PNRSV infekteli P. mahaleb’in yaprak disklerine
uygulanan ELISA testi sonuclarina bakildiginda (Cizelge
3) pozitif reaksiyonlarin ézellikle agag tacinin alt ve orta
kisimlarinda yer alan yapraklarda  yogunlastig
gOrulmektedir. Agag tacinin Ust bolimindeki yapraklara
ait 12 yaprak diskinden 2 tanesinde, orta bélimde yer alan
yapraklara ait 12 yaprak diskinden 8 tanesinde ve agag
tacinin alt bolimindeki yapraklara ait 12 yaprak diskinden
10 tanesinden pozitif reaksiyon elde edilmistir. infekteli
aga¢ tacinin uUst kisimlarindaki yapraklardan alinan
disklerden sadece iki tanesinin virisu teshise yetecek
absorbans  degerleri vermesi sezon  ortasinda

gerceklestirilen testlerde virlsin aga¢ tacinda oldukca
dizensiz dagilimina isaret etmektedir.

Elde edilen sonuglara yaprak ayasindaki bdlgeler
itibari ile bakildiginda (1. 2. 3. ve 4. bolgeler), ELISA ile
testlenen vyaprak disklerinden 1. bdlgeye ait yaprak
disklerinde 6 adet, 2. bodlgeye ait yaprak disklerinde 5
adet, 3. bdlgeye ait yaprak disklerinde 5 adet ve 4.
bélgeye ait yaprak disklerinde ise 4 adet pozitif
reaksiyonun oldugu gorilmektedir. Bu sonuglar itibari ile
ELISA testi verilerine dayanarak viris konsantrasyonunun
1. bolge olan yaprak sapi bolgesinde yogunlastigi
gorilmektedir.

Ancak ayni yaprak bdlgelerine gergeklestiriien RT-
PCR calismasinda ise farkli sonuglar elde edilmigtir. Ayni
ornekleme  yonteminin  kullanildigi  RT-PCR  testi
sonucunda, testlenen butun yaprak disklerinde homojen
virs konsantrasyonunu ifade eden, birbirlerine yakin
dizeylerde boyanan dengeli amplifikasyon bantlari elde
edilmigtir (Sekil 2).

Cizelge 3. PNRSV infekteli P. mahaleb tacinin alt, Ust ve orta kisimlarindan alinan yapraklarin ELISA testindeki reaksiyonlari

Agag tac’in Ust bolgesinden alinan Agas tac’in orta bdlgesinden alinan Agag tac’in alt bélgesinden
yapraklar yapraklar alinan yapraklar
1.bolge 2.bolge 3.bdlge  4.bolge 1.bolge 2.bolge 3.bolge 4.bolge 1.bolge 2.bolge 3.bolge 4.bolge
diski diski diski diski diski diski diski diski diski diski diski diski
1.tekrar + - - - + + + + + + + +
2.tekrar - - - - - - + - - + + +
3.tekrar + - - - + + - + + + + -
Ust tac bélgesinden Orta tac bdlgesinden Alt tac bolgesinden
alinan yaprak alinan yaprak alinan yaprak
M 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 S M
1000bp —»
616bp —»
100bp —»
80bp ——»

Sekil 2. PNRSYV infekteli P. mahaleb tac’'inin Ust, orta ve alt boliminden toplanan yapraklar tzerindeki doért farkli bélgeden alinan
yaprak disklerine uygulanan RT-PCR sonucunda elde edilen bantlar, 1, 2, 3 ve 4 numarali siralar yaprak ayasindaki birinci,
ikinci, Gglincu ve dordiincl bolgeleri gostermektedir, S. saglikli P. mahaleb, M. DNA marker
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Sekil 2 incelendidinde tim vyaprak disklerine es
zamanlh uygulanan total nikleik asit ekstraksiyon islemi
sonrasi gerceklestirilen PCR testi sonucunda, en fazla
amplifikasyon drlnlerinin bitki tacinin orta kisminda yer
alan yapraklarda olustugu gorilmektedir. Bu bélgede yer
alan yapraklara uygulanan PCR sonucunda elde edilen
beklenen uzunluktaki (616 bp) bantlarin ayni boyama
siresinde daha fazla boyanmasi virisin orta tac
bélumundeki  yapraklarda daha yogun oldugunu
gOstermektedir. Ancak bu farkin diger yaprak bdlgelerine
ait bantlar ile kiyaslandiginda ¢ok derin bir fark olmadigi
da gbze carpmaktadir.

ELISA testi sonrasinda pozitif reaksiyonlarin alt ve
orta yapraklarda, PCR sonrasinda ise orta ve kismen de
Ust yapraklarda ortaya ¢iktidi belirlenmistir. Her iki yéntem
ile testlenen dérneklerden elde edilen sonuglarin értustugi
nokta, agac¢ tacinin orta kismindan toplanan yapraklarda
virisiin daha konsantre oldugu yénindedir. Ancak her iki
test sonucunda elde edilen bulgular i1s1ginda, aga¢ tac’inin
Ust bdlgesinden alinan yapraklarda ortismedigi hatta
6nemli dlglde bir ayrismanin oldugu goérilmektedir. ELISA
testiyle PNRSYV ile infekteli P. mahaleb’in yapraklarindan
az sayida pozitif reaksiyonla nispeten ¢ok sayida hatali
negatif sonuclarin elde edilmesi, RT-PCR ile testlenen tim
yaprak diskleri igin net ve kesin teshis sonuglarinin elde
edilmesi her iki testin glvenirlik sinirlari hakkinda énemli
ipuglari da vermektedir.

ACLSV ile infekteli P. persica bitkisinin ayni tac
bélgelerinden alinan yaprak disklerine uygulanan ELISA
testi sonuglarina bakildiginda (Cizelge 4) pozitif
reaksiyonlarin aga¢ tacinin alt boéliminden alinan
yapraklarda yogdunlastigi, Ust ve orta bélumlerden alinan
yaprak 6rneklerinin alt kisimdan alinan yaprak érneklerine
oranla ¢ok daha az pozitif reaksiyon verdigi tespit
edilmistir. Cizelge 4 yaprakta olusturulan bolimlerin ELISA
ile testlenmesi agisindan incelendiginde 6zellikle 1. bdlge
olarak nitelenen yaprak sapi bdlgesinin en yiiksek siklikta
pozitif reaksiyonlarin olustugu bodlge olarak tespit
edilmistir. ELISA testi sonuglarn dikkate alindiginda
ACLSV’nin de 6zellikle bu bdlgede yogunlastigini gérmek

mumkindir. Ancak RT-PCR testi sonucunda elde edilen
bantlar, ELISA’da varilan bu sonugclari dogrulamamistir.
Ayni yaprak bélgelerinin kullanildigi PCR testi sonucunda
oldukca dengeli teshis sonuglari elde edilmistir (Sekil 3).
Bu bulgu 1s1g1 altinda ACLSV’nin infekteli P. persica’nin
yaprak ayasinda homojen dagilim sergiledigini belirtmek
mumkunddr.

RT-PCR testi ile PNRSV ve ACLSYV ile infekteli tim
orneklerden %100 oraninda pozitif sonuclar elde edilirken,
ELISA testi ile PNRSV icin testlenen infekteli érneklerin
%55’inden, ACLSV ile infekteli drneklerin ise %25’'inden
pozitif reaksiyonlar elde edilmigtir. Elde edilen bulgular
IsIginda, calismada kullanilan PNRSV izolatinin konukgusu
P. mahaleb yapraklarindaki dagihmi ile ACLSV izolatinin
konukgusu P. persica yapraklarindaki dagilimini tespit
etmede uygulanan ELISA ve PCR testleri arasinda bir
korelasyonun olmadigi tespit edilmistir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda sadece ELISA
test verilerine dayanarak viristin yaprak dokusunun
neresinde konsantre oldugunu belirlemeye ¢alismanin
yaniltici  sonuglar verebilecegi sonucuna varilimigtir.
Nitekim Myrta ve ark. 2003’'nin yaptiklari bir galismada
Plum pox virus’un M 1irki ile infekteli bitkiden alinan 100
yapraga uyguladiklari ELISA testi sonucunda sadece %56
oraninda pozitif reaksiyon elde etmislerdir. Diger bir ifade
ile infekteli bitkilerden alinan ve ELISA ydntemi ile
testlenen bitkilerden %44 oraninda yaniltici negatif
sonuglar elde etmiglerdir. Farkli yontemlerin kiyaslamali
kullanildig diger bir calismada ise Pallas ve ark., 1998
ispanya’nin Murcia bélgesinde yetistirilen kayisilardaki
virs hastaliklarinin surveyinde ELISA  testini
kullanmiglardir. PNRSV’nin saptanmasi icin ELISA ile
testlenen 6rnekler ayni zamanda molekiler hibridizasyon
yontemi ile testlenince elde edilen infeksiyon oraninin %
10 oraninda yukseldigini bildirmiglerdir.

Farkh teshis yontemlerinin kullanildigi bu galismada
ayni zamanda ELISA ve PCR tekniklerinin patojenleri
teshisteki duyarlliklari arasindaki fark PCR yontemi lehine
bariz bicimde ortaya ¢ikmistir.

Cizelge 4. ACLSYV infekteli P. persica tacinin alt, lst ve orta kisimlarindan alinan yapraklarin ELISA testindeki reaksiyonlari

Agdag tac’in Ust bolgesinden Agas tac’in orta bdlgesinden alinan Agdag tac’in alt bolgesinden
alinan yapraklar yapraklar alinan yapraklar
1.bolge 2.bolge  3.bolge  4.bolge 1.bolge 2.bolge 3.bdlge  4.bdlge 1.bdlge  2.bdlge 3.bdlge  4.bdlge
diski diski diski diski diski diski diski diski diski diski diski diski
1.tekrar - - - - + - - - - - + -
2.tekrar - - - - + - - - + + + -
3.tekrar + + - - - - - - + - - -
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Ust tac bélgesinden
alinan yaprak

1000bp —>
677bp —>

100bp —»
80bp —»

Orta tac bolgesinden
alinan yaprak
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Alt tac bolgesinden
alinan yaprak

Sekil 3. ACLSV infekteli P. persica tac’inin Ust, orta ve alt bolimlerinden toplanan yapraklardaki dort farkli bélgeden alinan yaprak
disklerine uygulanan RT-PCR sonucunda elde edilen bantlar, 1, 2, 3 ve 4 numarali siralar yaprak ayasindaki birinci, ikinci,
Uglincu ve dordincu bolgeleri gdstermektedir, S. saglikh P. persica M. DNA marker

Sonug

PNRSV ve ACLSV virtslerinin infekteli Prunus
konukgularinin yapraklarindaki dagilimini ELISA ve PCR
test yontemleri ile tespit etmeye yonelik yapilan ¢alismada
ELISA verilerinin, virlslerin konukgulari olan sirasiyla P.
mahaleb ve P. persica yaprak ayalarindaki dagilimi
hakkinda guvenilir sonuglar vermedigi tespit edilmigstir.
Farkl yaprak bolgelerine uygulanan ELISA testleri
sonucunda yaniltici negatif sonuglar alinirken ayni yaprak
bolgelerine uygulanan RT-PCR testleri sonucunda
testlenen tim o6rnekler igin siphesiz, net ve nispeten
dengeli pozitif sonuglar elde edilmistir. PCR testleri
sonucunda elde edilen bantlarin ethidium bromide ile
boyanma yogdunluguna bakilarak testlenen yaprak
bélgeleri arasinda bariz farkhliklar oldugunu soylemek
mimkin degildir. Bu verilere dayanarak Prunus
yapraklarinda PNRSV ve ACLSV virislerinin dagilimini
tespit etmede kullanilan ELISA ve PCR yontemleri
arasinda dogrusal bir iliski olmadigi tespit edilmistir.
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