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Asma viriislerinin tamilanmasinda DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemlerinin duyarhliklarimin Karsilastirilmasi’

Serpil ERILMEZ?  Aydan KAYA?

ABSTRACT

Comparison of DAS-ELISA and RT-PCR methods for the
diagnosis of grapevine viruses

The present study was conducted to compare the sensibility of different methods (DAS-
ELISA and RT-PCR) which are used to detect the agents of viral diseases in grapevine.
Purposive sampling was done in vineyards in Manisa and izmir provinces and a total of 50
samples were taken from grapevines showing virus symptoms. DAS-ELISA and RT-PCR
methods were used for identification of viral agents in these samples. Total RNA
extractions were made from serially diluted fresh leaf tissue, root, bark and one year old
green bark tissue using silica-based method. Purified total RNA extracts were used as
template for cDNA synthesis by reverse transcription. PCR products were analysed by gel
electrophoresis and visualized by ethidium bromide staining. DAS-ELISA test results
showed that the plants were infected with GFkV, ArMV, GLRV 1, 2, 3 and 4-9 viruses.
PCR analysis confirmed DAS-ELISA results.
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Bu ¢aligmada asma viriislerinin tanilanmasinda kullanilan farkli yontemlerin (DAS-ELISA
and RT-PCR) duyarlilik durumlarinin karsilastirilmasi amaglanmistir. Manisa ve Izmir
illerinde bag alanlarinda giidiimlii 6rnekleme yapilmis ve viriis belirtisi gosteren asma
bitkilerinden toplam 50 6rnek alinmustir. Bu 6rneklerdeki viral etmenlerin tanilanmasinda
DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri kullanilmistir. Total RNA ekstraksiyonu silica temelli
metoda gore siirgiinlerin yaprak/ floem dokusundan gerceklestirilmistir. Saflagtirilan RNA
revers transkripsiyonda ¢cDNA sentezi i¢in kalip olarak kullanilmistir. Cogaltilan PCR
iiriinleri agaroz jel’de yliriitiilmiis ve ethidium bromide ile boyanarak godzlemlenmistir.
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Asma viriislerinin tanilanmasinda DAS-ELISA ve RT-PCR yontemlerinin duyarhliklarinin karsilastirilmasi

DAS-ELISA ve RT-PCR testleri sonucu asma bitkilerinde GFLV, GFkV, ArMV, GLRaV
1,2,3 ve 4-9 etmenleri saptanmstir. PCR analiz sonuglari, DAS-ELISA sonuglari ile paralel
olmus ve birbirini dogrulamistir.

Anahtar kelimeler: Asma, viriis, DAS-ELISA, RT-PCR
GIRIiS

Tiirkiye, bagcilik i¢in diinyanin en elverigli iklim kosullarina sahip iilkelerinden
birisidir. Asmanin (Vitis vinifera L.) gen merkezi olmasinin yani sira g¢ok eski
tarihlere dayanan bir bagcilik kiiltiirline sahip olan Anadolu bagciligimin kdkeni
M.O. 2300 yillarina dayanmaktadir (Celik ve ark. 1998).

Tiirkiye Istatistik Kurumunun 2010 verilerine goére iilkemiz, diinya iilkeleri
arasinda, bag alani1 yoniinden 4.sirada (477.786 ha), {iziim iiretimi yoniinden ise 6.
(4.255.000 ton) siradadir. Ulkemiz diinyada en biiyiik cekirdeksiz kuru iiziim
lireticisi ve ihracatgist konumundadir. Uziim {iretimi bakimindan iilkemiz bolgelere
gore degerlendirildiginde ise, gerek alan (1.392.082 da), gerekse tiretim (1.952.356
ton) acisindan Ege Bolgesi ilk swrada yer almaktadir. Illere gore
degerlendirildiginde ise, hem alan (715.895 da) hem de iiziim tiretimi (1.372.571
ton) yoniinden Manisa ilk sirada yer almaktadir (TUIK 2010).

Diinyada asmalarda 60’a yakin viriis hastalig1 kayitlidir. Vejetatif olarak ¢ogaltilan
asmalarda bu virislerin bir yerden baska bir yere yayilmasinda viriis ile enfekteli
iiretim materyali en Onemli tagima araci olarak rol oynamaktadir. Baz1 viriisler
bocek vektorler bazilari da toprak kaynakli olup nematodlarla taginmaktadir.
Baglan etkileyen viriisler ekonomik 6nem ve cografi dagilimina gore 2 grupta
toplanmaktadir. Ik grup bagcilik ve sarap endiistrisi icin biiyiikk 6nem tasiyan
major grupta yer alan, yaprak kivrilma hastaliklari, gévde ¢ukurlasma hastalik
kompleksi ve nematodla tasinan viriislerdir. ikinci grup ise ekonomik &nemi az
olan ve sinirli cografik alanlarda bulunan viriislerdir (Anonymous 2011).

Tiirkiye’de asmalarda en Onemli viriislerin Asma yelpaze yapraklilik viriisii
(Grapevine fanleaf nepovirus-GFLV), Domates siyah halka leke viriisii (Tomato
ringspot nepovirus-ToRSV), Arabis mozaik virtisii (Arabis mosaic nepovirus-
ArMV), Yildizims1 mozaik virlisii, Govde gukurlagmasi viriisii, Asma flek viriisii
(Grapevine fleck vitivirus-GFkV), Asma A viriisii (Grapevine A virus-GVA), Cilek
latent halkali leke viriisti (Strawberry latent ringspot nepovirus-SLRSV), Ahududu
halkaleke viriisii (Raspberry ringspot nepovirus-RpRSV) ve Asma yaprak kivrilma
virisleri 1,2,3,5,6 ve 7 (Grapevine leafroll closterovirus 1,2,3,5,6,7) oldugu
bildirilmektedir (Kepsutlu ve ark. 1962, Tekinel ve ark. 1972, Erdiller 1982, Azeri
1983, Giirsoy ve ark. 1988, Giirsoy 1991, Azeri ve Cicek 1995, Akbas ve Erdiller
1993, Ozaslan ve Yilmaz 1994, Yilmaz ve ark. 1997, Caglayan ve Gazel 1998,
Kokl 1999, Koklii ve Baloglu 2000, Cigsar 2002, Akbas ve ark. 2007, Buzkan ve
ark. 2010).



Erilmez S. ve Kaya A., Bitki Koruma Biilteni, 56 (1), 2016

Ulkemizde ve ozellikle Ege bolgesinde ¢ok eski zamanlardan beri asmanin
yetistirilmesi viriis ve viriis benzeri hastaliklarin durumunun incelenmesini 6nemli
kilmaktadir. Asma gibi vejetatif olarak cogaltilan bitkilerde sistemik olarak
bulunan bu hastalik etmenleri {iretim materyali ile yayilmaktadir.

Viriis hastaliklarindan korunmada en 6nemli yol saglikli ve temiz iiretim materyali
kullanilmasidir. Asma bitkilerinde bulunan viriislerin belirlenmesi bu hastaliklara
karsi alabilecek Onlemlerin temelini olusturmaktadir. Bu diislincelerden
hareketle, alinan asma 6rnekleri belirtilerine gore gruplandirilmis ve temsili olarak
50 adet 6rnek secilmistir. Bu 6rnekler DAS-ELISA ve RT-PCR yodntemlerinden
yararlanilarak testlenmistir. Ayrica, sozii edilen yontemlerin viriisleri saptamadaki
basar1 oranlar1 degerlendirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Calismanin ana materyalini, Manisa ve Izmir illerinde baglarda viriis belirtileri
gosteren asma bitkileri, asma virlislerine ait DAS-ELISA tani kitleri, primerler,
molekiiler analiz kimyasal maddeleri ve cihazlari olusturmustur.

Survey calismalari

Calisma alanim1 kapsayan 2 ilde (Manisa ve Izmir) baglarda bulunan viriisleri
tanilamak i¢in virlis belirtisi gosteren bitkileri toplamak amaciyla gidimli
ornekleme yapilmistir (Hewitt and Gifford 1956, Bovey 1965, Bora ve Karaca
1970).

Ornekleme, ilkbahar ve sonbahar olmak iizere iki dénemde yapilmustir. Ilkbahar
doneminde, viriis benzeri belirti (mozaik, damarlarda renk agilmasi, halkali lekeler,
damar bantlagmasi, siirglinlerde yassilagma, catallasma, sekil bozuklugu, gelisme
geriligi) gosteren asma bitkilerinin yillik siirgiinlerinden yaprak ve siirgtin 6rnekleri
toplanmigtir. Sonbahar déneminde ise yine yillik siirgiinlerde, yapraklarda kizarma
ve asagl dogru kivrilma (6zellikle alt yapraklar) gosteren bitkilerden ornekler
toplanmistir. Kontrollerde omcalarin dort tarafinda yaprak, siirglin, salkim ve
govdeleri incelenmis, drnekleme yapilmistir. Toplanan 6rnekler polietilen torbalar
icinde etiketlenerek buz kutusunda laboratuvara getirilmis ve testleninceye kadar
4°C’ de buzdolabinda saklanmistir.

Serolojik yontemler (DAS-ELISA testi)

Survey calismalar1 sonucunda ilkbaharda ve sonbaharda asma bitkilerinden alinan
yaprak ve siirglinlerdeki viriisleri tanilamak i¢in serolojik testler yapilmistir (Clark
and Adams 1977, Gonsalves 1979, Ramsdell et al. 1979, Engelbrecht 1980,
Shanmugathan and Fletcher 1982). Asma ornekleri, ilkbahar doneminde Grapevine
fanleaf nepovirus (GFLV), Arabis mosaic nepovirus (ArMV), Tobacco black ring
nepovirus (TBRV), Strawberry latent ringspot nepovirus (SLRSV), Raspberry
ringspot nepovirus (RpRSV), Tobacco ringspot nepovirus (TRSV), Tomato
ringspot nepovirus (ToRSV), Grapevine fleck vitivirus (GFkV) ve Grapevine A
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vitivirus (GVA), sonbahar déneminde ise Grapevine leafroll closterovirus 1,2,3,4-
9,6,7 (GLRV 1,2,3,4-9,6,7) tam Kkitleri ile BIOREBA firmasinin prosediirlerine
gore DAS-ELISA testleri gergeklestirilmistir. GLRV-5 icin ADGEN firmasinin
onerdigi prosediire gore DAS-ELISA testleri yapilmistir (Cizelge 1).

Baglarda, ilkbaharda asmalarin viriis belirtili gen¢ yapraklarindan ve siirgiinlerin
floem kazintilarindan, sonbaharda ise viriis belirtili orta ve alt yapraklardan ve
strgiinlerin floem kazntilarindan 6rnek hazirlanarak DAS-ELISA testleri
gercgeklestirilmistir.

Sonuglar E Max Precision Microplate Reader cihazi kullanilarak 405 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Orneklerde saglikli
kontroliin 3 kat1 olan absorbans degerleri enfekteli olarak degerlendirilmistir
(Erkan ve ark. 1994).

Cizelge 1. Asma bitkilerinden alinan yaprak ve siirgiin 6rneklerinde serolojik ve molekiiler
yontemler ile testlenen viral etmenler

] Test Yontemi
Viral Etmenler Serolojik Molekiiler

GFLV + +
ArMV + +
SLRSV + +
TBRV + +
RpRSV + +
ToRSV + +
GFkV + +
GVA + +
GLRV 1,2,3,4-9,5,6,7 + +

Molekiiler yontemler
Toplam RNA izolasyonu

RNA ekstraksiyonunda kullanilan tiim malzemeler, yapisina uygun olarak
ekstrakte edilmistir. Her izolat i¢in yaklasik 0,2 g 6rnek (yaprak+siirgiin kazima)
10 ml %21 mercapto-ethanol igeren ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi varliginda steril
orek posetleri iginde homojenize edilmistir. Tiipler 1siticida 70°C 10 dakika
inkube edildikten sonra, 5 dakika buzda bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler 14000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis, iist sividan 300 ul aliarak, yeni tiiplere
aktarilmigtir. Tiiplere 150 pl ethanol, 300 ul 6M Nal, 50 pl silika siispansiyonu
eklenerek 10 dakika oda sicaklifinda inkubasyona birakilmigtir. Tiipler 6000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra, iist siv1 atilmig tiipiin i¢inde kalan silika
partikiillerinin yikanmasi i¢in 500 pl yikama tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Bu
islemden sonra tiipler 6000 rpm’de santrifiij edilmistir. Yikama islemi iki kere
yapilmistir. Yikamadan sonra silika partikiilleri igeren tiiplere 150 ul RNAse’dan
ari steril su eklenmistir. 70°C’de 4 dakika 1siticida inkube edilen tiipler 13000
rpm’de 3 dakika santriftij edilmistir. Tipilin iist kisminda kalan sividan 145pl
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almarak, yeni tiiplere aktarilmis ve RNA ekstraksiyonu tamamlanmistir. Ornekler
c¢DNA sentez ve PCR uygulamalar1 yapilincaya kadar -80°C’de derin dondurucuda
saklanmustir (Foissac et al. 2001).

Komplementer DNA (cDNA) sentezi

RNA ekstraksiyonu yapilmis olan 6rneklere komplementer DNA (cDNA) sentezi
gerceklestirilmistir. Bu amagla Fermentas firmasindan temin edilen cDNA sentez
kitleri kullanilmig ve firmanin belirttigi prosediir dogrultusunda cDNA sentezleri
gercgeklestirilmistir.

Bu yonteme gore ilk olarak eppendorf tiiplerin igerisine 0,1-5 pg total RNA, 1 pl
oligo (dT) primer konulmus ve DEPC su ile 12 pl’ye tamamlanmistir. 65°C’de 5
dakika inkubasyon uygulandiktan sonra, tiipler buz iizerine konulmus ve iglerine
strastyla 4 pl 5X reaction buffer, 1 pl Ribolock Ribonuclease inhibitor, 2 pul 10mM
dNTP mix eklenmistir. Kisa siireli santrifiij (3-5 saniye) uygulandiktan sonra
25°C’de 5 dakika inkubasyon uygulanmistir ve tiiplerin igine 1 M-MuLV reverse
transcriptase eklenerek, toplam 20 pl hacme ulasilmigtir. Karigim daha sonra
42°C’de 60 dakika ve 70°C’de 5 dakika inkubasyon uygulanarak cDNA sentez
asamasi tamamlanmustir.

RT-PCR yontemi

PCR islemi Fermentas firmasimin oOnerdigi prosediire gore 50 pl hacimde
yapilmistir. Cizelge 2’de verilen spesifik primerler ile RT-PCR testleri
gercgeklestirilmistir.

Steril PCR tiiplerine 25 pl 2x PCR master mix, 1 pl primer 1, 1 pl primer 2, 2 pl
cDNA ve 21 pl nuclease free su eklenmistir. Tiipler PCR cihazina yerlestirilerek
test edilecek viriis igin spesifik olan program uygulanmstir (Candresse et al. 1995).
Tim islemler boyunca eldiven kullamlmig ve herhangi bir kontaminasyon
olasiligin1 belirlemek i¢in de niikleik asit eklemeden sadece karigimin yer aldigi bir
tiipte (kontrol), PCR programinda ¢ogaltma islemine alinmustir.

Agaroz jel elektroforez yontemi

Agaroz jel 100 ml 1X TAE tamponu icine 1,5g agaroz konulup, mikrodalga firinda
3.5 dakika tutularak hazirlanmustir.

Agaroz jel hazirlanmasinda ve elektroforez kosumunda kullanilan 1X TAE
tamponu, stok 50 X TAE tamponunun seyreltilmesi ile elde edilmistir. Stok TAE
50X tamponu; 40mM Tris-acetate (pH 8), 57.1 ml Glacial Acetic Acid, 100 ml 0.5
M EDTA (pH 8)’den olugmaktadir. Bu karisim 1000 ml’ye tamamlanarak stok
soliisyon olusturulmustur. Stok ¢ozeltiden 20 ml alinarak, distile H2O ile 1000
ml’ye tamamlanmis ve 1X TAE konsantrasyon hazirlanmstir.

Elektroforez kosumu, 100 V’da, yatay diizenekte 60 dakika siireyle ve 1X TAE
¢ozeltisi icerisinde uygulanmistir. Jel yiikleme yapilmadan 6nce, 6rneklere (10 pl
ornege) 2 ul yiikleme tamponu eklenmistir.



Asma viriislerinin tanilanmasinda DAS-ELISA ve RT-PCR yontemlerinin duyarhliklarinin karsilastirilmasi

Jel goriintiilleme cihazinda PCR sonug¢larinin degerlendirilmesi

Ethidium bromide ile boyanan jel, ETX-20.M marka Jel Dokiimantasyon ve Analiz
Sistemi ile fotografi ¢ekilerek kayit edilmistir.

Cizelge 2. RT-PCR testlerinde kullanilan primerler, baz uzunluklar: ve sicaklik dongiileri

Arazi gozlemleri

Hedef . I Baz
Viriis/Primer Primer Dizilimi Uzunlugu Referans
GFLV_VI-F |ACC GGA TTG ACG TGG GTG AT )
GFLV-C1-R |CCA AAG TTG GTT TCC CAA GA 321bp  |Rowhani etal., 1993
GFKV-F TTCCTCTTCATGAACATGACCGTGG
GFKV-R ACAACACAATCCAGAAGGATAC 262bp  |Matus etal., 2008
GLRVI-F _ |CGA CCCCTT TATTGT TTG AGT ATG )
GLRVI-R |GTTACG GCCCTTTGT TTATTATGG  |*01bp  |Martinetal,, 2005
GLRaV 2-F |ATAATTCGG CGTACATCCCCACTT [0~ |0
GLRaV 2-R |GCC CTC CGC GCA ACT AAT GAC AG P .
GLRaV3-F |CGC TAG GGC TGT GGA AGT ATT
GLRaV3-R |GTT GTC CCG GGT ACC AGA TAT 546bp  [Turturo etal., 2005
GLRaV4up |CCAACTGTCGTGGGTATAAGGAAT oaapp  |Maliogkaetal,
GLRaV4do |CCCAGACACCGGTCCTATACTIA P 12008
GLRaV5-F |CTCTGCTTTTCTGCTGGCA l61bp |Maliogkaetal.
GLRaV5-R |TATCTTTTATCTCCCGATAAACGAG P 12008
GLRaV6-F |CGATAGGTTTGGGGGCACT sg3py  |Maliogkaetal,
GLRaV6-R |GGCACAGAACACACCGACAAAAC P 2008
GLRaV7-F |TATATCCCAACGGAGATGGC 50200 |Engel ve ark. 2008
GLRaV7-R |ATGTTCCTCCACCAAAATCG P g .
GLRaVO-F |CGGCATAAGAAAAGATGGCAC )
GLRaV9-R |TCATTCACCACTGCTTTGAAC 393bp |Alkowni etal., 2004
GVA-F AGGTCCACGTTTGCTAAG Ja5pp  |MacKenzie etal,
GVAR CATCGTCTGAGGTTTCTACTA P |1007
SLRSV-F__|CCCTTGGTTACTTTTACCTCCTCATTGTCC [y oo oo
SLRSV-R _ |AGGCTCAAGAAAACACAC P 99 .
TORSV-F __ |GAC GAA GTT ATC AAT GGC AGC )
TORSV-R _ |TCC GTC CAA TCA CGC GAA TA 450bp |Griesbach 1995.
AMV-F _ |[TTGGCCCAGATATAGCGTAAAAAT s10pp  |MacKenzie etal,
ArMV-R __ |CAGCGGATTGGGAGTTCGT P l1007
RpRSV-F TGTGTCTGGTTTTGATGCT 385 b Ochoa-Corona et al.,
RPRSV-R  |GAGTGCGATAGGGGCTGTT P 12006
TBRV-F _ |ATGGGAGAAGTGCTGG
TBRV-R  |AATCTTTTTGTGTCCAACA 332bp  |LeGalletal., 1995

SONUCLAR VE TARTISMA

Survey yapilan biitiin bag alanlarinin biiyiik bir kisminda viriis hastaliklarinin
belirtilerini gdsteren omcalara rastlanmustir. Ilkbahar déneminde, asmalarin
yapraklarinda damar agilmasi, damar bantlagsmasi, deformasyon, sar1 lekelenme,
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sararma, anormal dislenme, yelpaze seklini alma ve kiigiilme; siirglinlerde bogum
aralarinda kisalma, zikzak gelisme, c¢atallanma, ¢ift siirgiin olusumu ve yassilagma;
salkim ve danelerde kiigiilme, seyrek dane olusumu en ¢ok karsilasilan belirtiler
olmustur (Sekil 1).

Sonbahar déneminde, yapraklarda ice dogru kivrilma, yaprak damarlar yesil kalip
yaprak ayalarinda kirmizilagma (kirmizi asma cesitlerinde), yaprak ayalarinda
sararma (beyaz asma g¢esitlerinde); salkim ve danelerde ge¢ ve diizensiz
olgunlagsma, danelerin normal rengini alamamasi en Onemli belirtiler olarak
gozlenmistir (Sekil 2).

Sekil 2.Yapraklarda ice dogru kivrilma, damar aralarinda kizarma, danelerde diizensiz
olgunlagma.

Orneklerin simptomatolojik agidan incelenmesi diger tanilama y&ntemleri igin
sadece bir 6n basamak olusturmaktadir. Bunun yaninda olusan belirtilerin viral
etmenlerden kaynakli olabilecegi sonucunun yani sira diger patojenler ya da
etkenler tarafindan olusturulabilecegi bilinmektedir (Erkan 1998).

Survey caligmalari sirasinda, Bovey and Martelli (1992), Martelli (1993)’nin de
bildirdigi gibi, bag alanlarinda makroskobik gézlemlerde asmalarda kisa bogum
(GFLV) ve yaprak kivrilma hastaliklarinin (GLRaV) tipik belirtileri gozlenmistir.
GFLYV ile enfekteli bitkilerde yapraklarda sar1 lekelenme, sararma, yaprak ayasinda
dislenme, siirgiinlerde bogum aralarinda kisalma, ayni noktada ¢ift siirgiin
olusumu, yassilasma belirtilerine rastlanmistir. Analiz sonuglarma goére bu
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belirtileri gosteren bitkilerde GFLV saptanmustir. Ancak bazi 6rneklerde belirti
olmasina ragmen viral etmen tespit edilmemistir. Bu durum viriis benzeri
belirtilerin, bitki besin elementi eksiklik/fazlaliklari, genetik acilmalar, demir
Klorozu, fitotoksite belirtileri ile benzerlik gostermesinden kaynaklanabilecegini
diisiindiirmektedir. Sonbahar déneminde yaprak kivrilma hastaliklar: ile ilgili
olarak, asma bitkilerinde yash yapraklarda asag1 dogru kivrilma, yaprak damarlar
yesil kalip yaprak ayalarinda kizarma (kirmizi asma gesitlerinde), yaprak
ayalarinda sararma (beyaz asma c¢esitlerinde) belirtileri gozlenmistir. Bu tip
belirtiler de oOzellikle kirmizi iiziim c¢esitlerinde asmanin fizyolojik olarak
yaslanmasi sonucu olan kizarma belirtileri ile kolaylikla karigabilmektedir. Ayrica
baz1 bitki besin elementlerinin eksikligi ile de benzerlik gosterebilmektedir.

Simptomatolojik olarak incelenen asma orneklerine serolojik yontemlerden DAS-
ELISA testi uygulanmistir. Baglarda, ilkbaharda asmalarin viriis belirtili geng
yapraklarindan ve siirgiinlerin floem kazintilarindan, sonbahar da ise viriis belirtili
orta ve alt yapraklardan ve siirgiinlerin floem kazintilarindan 6rnek hazirlanarak
DAS-ELISA testleri gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda ilkbaharda
alinan 6rneklerde GFLV ve GFkV, sonbaharda alinan 6rneklerde GLRaV 1,2,3,4-9
tespit edilmistir. Asma o6rneklerinde, ToRSV, TBRV, SLRSV, RpRSV, GVA ve
GLRaV-5,6,7 enfeksiyonu tespit edilmemistir (Cizelge 3).

Asma virlslerinin tanilanmasinda biyolojik indeksleme, serolojik testler (DAS-
ELISA), dsRNA, RT-PCR, nested PCR ve Real-time PCR yo6ntemleri
kullanilmaktadir (Gugerli et al. 1984, Rowhani 1992, Habili et al. 1992, Boscia et
al. 1997, Acheche et al. 1999, Digiaro et al. 2000, Rowhani et al. 2000, Dovas and
Katis 2003, Maliogka et al. 2008). Bu ¢alismada asma viriislerinin teshisinde DAS-
ELISA ve RT-PCR yontemleri kullanilmistir. Analiz sonuglara gore, testlenen
orneklerde DAS-ELISA testleri ve RT-PCR sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde,
sonuglarin birbirleri ile paralel oldugu goriilmektedir. Bu calismada da Buzkan ve
Walker (2001)’in bildirdigi gibi, viral RNA’y1 elde etmede kullanilan silika
yontemi etkili bulunmus, virlisiin bitki dokusunda diisiik konsantrasyonda olmasi
ve diizensiz dagilmasina ragmen yiiksek kalitede RNA elde edilmistir

PCR c¢aligmalarinda, GFLV Rowhani et al. (1993), Buzkan ve Walker (2001),
GLRV-3 Turturo et al. (2005), GLRV-1 ve 2 Martin et al. (2005), GFkV Matus et
al. (2008) ve GLRV-4 Maliogka et al. (2008)’un oOnerdigi primerler, PCR
yontemleri kullanilarak uygulanmis ve benzer sonuglar elde edilmistir. Asma
orneklerine uygulanan bazi PCR testlerinin jel goriintiileme cihazinda g¢ekilmis
fotograflart Sekil 3’ de verilmistir.
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Cizelge 3. Viriis tanilama yontemlerinin karsilagtirmali sonuglari

No Ornek No. RT-PCR DAS-ELISA | Simptomatoloji
1 Kemalpasa 1 + (GFLV) + +
2 Kemalpaga 2 + (GFLV+GFkV) (SLRSV) + +
3 Kemalpaga 3 + (GLRaV 1,2,3) + +
4 Kemalpasa 4 + (GLRaV-3) + +
5 Kemalpasa 5 - - X
6 Menderes 1 + (GFLV) + +
7 Menderes 2 - (ArMV) + (ArMV) -
8 Menderes 3 - - X
9 Menderes 4 + (GLRaV 4-9) + +
10 Menderes 5 + (GLRaV-3) + +
11 Menemen 1 - - X
12 Menemen 2 + (GFLV) + +
13 Menemen 3 + (GFkV) + +
14 Menemen 4 + (GLRaV-2) + +
15 Menemen 5 + (GLRaV-3) + +
16 Urlal - (ArMV) + (ArMV) -
17 Urla 2 - - +
18 Urla 3 + (GLRaV 1,2) + +
19 Urla 4 + (GLRaV 2,3) + +
20 Urla5 + (GLRaV-3) + +
21 Ahmetli 1 + (GFLV) + +
22 Ahmetli 2 - - X
23 Ahmetli 3 + (GFLV) + +
24 Ahmetli 4 + (GLRaV-3) + +
25 Ahmetli 5 - - X
24 Alagehir 1 + (GFLV) + +
27 Alasehir 2 - - X
28 Alasehir 3 + (GLRaV-3) + +
29 Alagehir 4 + (GLRaV-1) + +
30 Alagehir 5 + (GLRaV 4-9) + +
31 Salihli 1 + (GFLV) + +
32 Salihli 2 - - X
33 Salihli 3 + (GFLV) + +
34 Salihli 4 + (GLRaV-3) + +
35 Salihli 5 + (GLRaV-3) + +
36 Sarigdl 1 + (GFLV) + +
37 Sarigol 2 - - X
38 Sarigol 3 + (GLRaV-3) + +
39 Sarigol 4 + (GLRaV-3) + +
40 Sarigdl 5 - - X
41 Turgutlu 1 + (GFLV) + +
42 Turgutlu 2 - - X
43 Turgutlu 3 + (GFLV+GFkV) + +
44 Turgutlu 4 + (GFLV+GFkV) + +
45 Turgutlu 5 - - X
Viral Etmenleri 45/45 43/45 32/45
Saptama Oranlar1 (%0100.00) (%95.55) (%71.11)

+: Viral enfeksiyon tespit edilen ornek; X: Belirti gdstermesine kargin viral etmen saptanmayan
ornek



Asma viriislerinin tanilanmasinda DAS-ELISA ve RT-PCR yontemlerinin duyarhliklarinin karsilastirilmasi

.
L; 100 bp DNA ladder, 1-4; GLRV-3 ile enfekteli drnekler, 5-8; GFLV ile enfekteli L: 100 bp DNA ladder, 1-7, GFkV enfekteli orekler, w; su kontrol
orekler, W; su kontrol

Sekil 3. Asma Orneklerine uygulanan bazi PCR testlerinin jel goriintileme cihazinda
¢ekilmis fotograflar1 (A) GLRaV-3 i¢in uygulanmigs RT-PCR testi sonucunun jel
goriintlisit (546 bp) (B) GFLV ig¢in uygulanmig RT-PCR testi sonucunun jel
goriintiisii (321bp) (C) GFkV uygulanmig RT-PCR testi sonucunun jel goriintiisii
(262bp) (D) GLRaV-1 uygulanmig RT-PCR testi sonucunun jel goriintiisii (401bp)
(E) GLRaV-2 uygulanmigs RT-PCR testi sonucunun jel goriintiisii (332bp) (F)
GLRaV-4 uygulanmig RT-PCR testi sonucunun jel goriintiisii (204bp).

DAS-ELISA testleri, ilkbaharda asmalarin viriis belirtili geng¢ yapraklarindan ve
siirglinlerin floem kazintilarindan, sonbahar da ise virlis belirtili orta ve alt
yapraklardan ve silirgiinlerin floem kazintilarindan 6rnek hazirlanarak
gergeklestirilmistir. Testlemelerde yaprak ve floem kazintisindan elde edilen
sonuclar arasinda farklilik belirlenmigtir. DAS-ELISA testlerinde ayn1 6rnek icin
yapraktan o6rnek hazirlandiginda floem kazintisina gore daha diisiik absorbans elde
edilmistir. Buna gore benzer sekilde Buzkan ve Walker (2001), Akbas ve ark.
(2007), ELISA yonteminde floem kazintilarimin kullanilmasini 6nermektedir.
Floem kazintilar1 kullanilarak yapilan testlemelerde, absorbans degerlerinin yiiksek
¢ikmasi bu viriislerin floemde bulunmasindan (phloem-limited) dolay1 oldugu
disiiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada da Walter and Ettiene (1987), mayistan
ekime kadar siirgiiniin ug, orta ve dip kismindan alman yapraklardan yapilan
ELISA testinde de sonuglar arasinda 6nemli bir farklilik olmadigini bildirmistir.
Bir baska ¢alismada da Pekekti ve ark. (2001) GLRV-1 ve GLRV-3’iin fenolojik
donem ve organlara gore dagilimint ELISA testiyle saptamaya yonelik yaptiklar
calismada en uygun donem agustos, eylill ve ekim aylar1 olarak belirlemistir. En
uygun organlar ise kok, yasli/gen¢ yaprak, koruk, olgun meyve ve kabuk dokusu
olarak saptanmustir.
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Sonug olarak, farkli asma orneklerinin deneme sonuglar1 baz alinarak yapilan
karsilastirmalarda DAS-ELISA yontemi ile RT-PCR yontemi sonuglar1 paralellik
gostermistir. Tanilama yontemleri arasinda denemelerde DAS-ELISA yontemi ile
belirlenen pozitif 6rneklerin tamami RT-PCR ile dogrulanarak asma viriislerinin
saptanmasinda %100 oraninda bir bagar1 saglamustir.
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