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OZET: Bu derlemede patatesin farkli aksamlarinda ve vektorlerde viriislerin belirlenmesinde molekiiler bir tan1 teknigi olan polimer zincir
reaksiyonu (PCR) ve serolojik bir tani teknigi olan enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) yonteminin kullanimindaki avantaj ve
dezavantajlar ile PCR c¢alismalarinda dikkat edilmesi gereken hususlar degerlendirilmistir. Dormansisi kirilmig yumrularda, mikro-
yumrularda ve yesil yaprak orneklerinde ELISA’nin, dormant yumrular ve afitler de ise PCR"1n kullanilmast 6nerilmistir. Diger taraftan,
PCR calismalarinda basariya etki eden inhibitér maddelerin eleminasyonu, RNA ekstraksiyonunda kullanilacak yontem ve pirimer segimi
gibi faktorlerin goz oniinde tutulmasi duyarli ve giivenilir bir tanimlama igin gerekli oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: patates, viriis, PCR, ELISA

Identification of Potato Viruses By PCR and ELISA and Factors Effecting the Success

SUMMARY: Advantages and disadvantages of polymerase chain reaction (PCR) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
applications for detection of viruses in different plant tissues and vectors as well as factors affecting PCR applications were discussed in this
review. It has been suggested to use ELISA in green leaves, micro-tubers, tubers having broken dormancy if more samples are available; and
to use PCR technique in dormant tubers and aphids. In addition, paying attention to parameters such as elimination of inhibitors influencing

the success of PCR, RNA extraction method, primer selection are necessary steps for sensitive and reliable detection.
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GIRiS

Patates diinya niifusunun beslenmesinde en &nemli
gida kaynaklarindan birisi olup; bu kiiltiir bitkisinde
verim ve kalite azalmasina neden olan faktorlerden biri
de viriis hastaliklaridir (Spiegel ve Martin, 1993). Viriis
hastaliklarindan bazilar1 lokal olarak bulunurken, bazilari
diinya genelinde 6nemli derecede ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Schilde-Rentschler ve Schmiediche,
1984; Hooker, 1986; Slack, 1995).

Viriis hastaliklar1 tohumluk yumrular ile yildan yila,
yil igerisinde de mekaniksel olarak ya da vektorlerle
tasinarak hizli bir sekilde yayilmaktadir (Cortbaoui,
1984; Jones, 1988). Diger taraftan, virtisler bitkilerdeki
metabolizma faaliyetleri ile ¢ok siki bir iligki icerisinde
oldugu icin fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerinin
aksine virls hastaliklarmin dogrudan kimyasal miicadele
ile kontrol edilmesi de miimkiin olmamaktadir (Walkey,
1991). Bu nedenle, viriis hastaliklarindan kaynaklanan
verim ve Kalite diisiislerinin 6nlenmesinde viriissiiz
sertifikali tohumluk kullanilmas: ve tohumluk {iretiminin
farkli asamalart ile tiiketime yonelik iiretim alanlarinda
virlis hastaliklarinin yayginlik oranlarinin takip edilmesi
ve viriislerin duyarl bir sekilde tanilanmasi biiyiik dnem
tagimaktadir (Jones, 1988; Matthews, 1993; Spiegel ve
Martin, 1993). Bunun ig¢in patatesteki  viris
hastaliklarinin ~ tanisinda  kullanilacak  tekniklerin
duyarlilik, siratlilik, dogruluk, siireklilik, maliyet ve
uygulamada kolaylik gibi ozellikleri icermesi gerektigi
belirtilerek (Avila ve ark., 1989; Samson ve ark., 1993);
serolojik bir tam teknigi olan ELISA ile molekiiler

tekniklerden ~PCR’mn bu  ozellikleri  tagidiklart
kaydedilmistir (Singh ve Somerwille, 1992; Barker ve
ark., 1993; Spiegel ve Martin, 1993).

Bu tekniklerden polimer zincir reaksiyonu (PCR),
genetik materyalin (DNA, RNA) iizerinde se¢ilmis bir ya
da birden fazla bdlgenin oligoniikleotit pirimer ve Taq
polimeraz enzimi kullanilarak bir otomatik “termocycle”
sistem (PCR cihazi) yardimiyla  ¢ogaltilmasi
(sentezlenmesi=amplifiye edilmesi) islemidir (Mathews,
1993). PCR teknigi ilk kez 1985 yilinda Saiki ve
arkadaslar1 tarafindan insanlarda kansizlik hastaligimin
tanis1 i¢in gelistirilmis olup, giiniimiizde insan, hayvan
ve bitkilerde hastaliga neden olan patojenlerin tanisi,
farkli kaynaklardan elde edilen DNA’lar arasindaki
genetik akrabaliklarin saptanmasi, klonlama ve baz
diziliginin belirlenmesi gibi ¢ok farkli alanlarda ve farkli
amaglarla kullanilmaktadir (White, 1993).

Bu derlemede; Dbitki  virtis  hastaliklarinin
tanilanmasinda ve belirlenmesinde PCR tekniginin
secilmesinin nedenleri, patateste enfeksiyona neden olan
viriislerin tanilanmasinda ELISA teknigine gbre avantaj
ve dezavantajlari; patatesin farkli dokularinda ve
vektorlerde viriislerin belirlenmesinde PCR tekniginin
kullanilmasi, ¢aligmalarda dikkat edilecek hususlar ve
basariya etki eden faktorler degerlendirilmistir.
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PCR Tekniginin Secilme Nedenleri ve ELISA

Teknigi ile Karsilagtirilmasi

Farkli amaglarla farkli alanlarda yaygin bir kullanim
alanina sahip olan PCR son derece duyarli ve 6zel bir
tan1  teknigi olup, giliniimiizde bitki viriislerinin
siiflandirilmasinda ve tanilanmasinda, diizenlenecek
pirimerlere bagli olarak bir gruba mensup viriislerin, tek
bir viriisiin ya da wrklarmin hatta izolatlarinin (Saiki ve
ark., 1988; Langeveld ve ark., 1991; Mathews, 1993);
odunsu dokularda (Korschineck ve ark., 1991; Rowhani,
ve ark., 1998); dormant yumrularda (Robertson, ve ark.,
1991; Barker ve ark., 1993; Spiegel ve Martin, 1993;
Russo ve ark., 1999); soganlarda (Vunsh ve ark., 1991);
ve afitlerde (Spiegel ve Martin, 1993; Singh ve ark.,
1996; Singh ve ark., 1997) diisik yogunluklarinin bile
belirlenebilmesini olanakli kilmaktadir.

Bununla birlikte, PCR ¢aligmalarinda basariya etki
eden ¢ok sayida faktér olup, patatesteki viriislerin in
vitro kosullarda elde edilen mikro yumrularda,
sertifikasyon programlarinda, siirvey caligmalarinda ve
viriislerin ~ taginmasinda rol  oynayan afitlerde
belirlenmesinde diger bir tani teknigi olan ELISA’ya
gdre bazi avantaj ve dezavantajlarinin  oldugu
goriilmektedir.

ELISA’ya gore PCR’m 100-10.000 kat daha duyarh
ve spesifik oldugu (Vunsh ve ark., 1990; Koerschinec ve
ark., 1991; Rowhani ve ark., 1995); viriislerin dormant
yumrularda PCR ile belirlenebilmesine karsin ELISA ile
duyarli ve giivenilir sekilde belirlenemedigi ve
dormansilerinin ~ kirilmasma  gereksinim  duyuldugu
(Spiegel ve Martin, 1993; Russo ve ark., 1999; Singh ve
Singh, 1996; Loebenstein ve ark., 1997; Singh ve ark.,
1999); 30 °C civarinda sicaklikta yetistirilen bitkilerde
viriis yogunlugunda meydana gelen diisiisten dolay1 bu
bitkilerden alinan yaprak orneklerinde virtislerin ELISA
ile belirlenemedigi saptanmistir (Loebenstein ve ark.,
1997). Buna karsin, PCR c¢alismalar1 i¢in donanimli
laboratuarlara gereksinim duyuldugu (Henson ve French,
1993); PCR’in bulagmaya karst daha hassas oldugu
(Sauza-Dias ve ark., 1999b); ELISA teknigine gore daha
fazla zaman gerektirdigi, Ozellikle genis capli Ornek
taramalarinda pratik ve ekonomik olmadigi ve daha
yogun is giicii gerektirdigi belirtilmektedir (Barker ve
ark., 1993; Garner, 1994; Russo ve ark., 1999; Singh ve
ark., 1999).

1. Mikro Yumrulardaki Viriislerin Belirlenmesi

Doku kiiltlirli, patateste meristem ug¢ kiiltiiri ile
virislerin  elemine edilmesi, viriissiz  bitkilerin
¢ogaltilmasi, in vitro kosullarda mikro yumru iretimi,
uzun siireli muhafaza gibi alanlarda rutin olarak
kullanilmaktadir (Tovar ve ark., 1985; Ahloowalia,
1994). Sertifikali tohumluk tretiminde doku kiiltiirii
uygulamalart 6nemli bir yer tutmaktadir. In vitro
kosullarda yetistirilen  bitkiciklerin ya da mikro
yumrularin topraga dikilmesi ile mini yumru, mini
yumrularin topraga dikilmesi ile de ana¢ kademede
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tohumluk {iretimi gergeklestirilmektedir (Ahloowalia,
1994). Tiim bu islem basamaklarinda viriislerin duyarl
ve giivenilir bir sekilde belirlenmesi gerekmektedir.
Gerek in vitro kosullarda yetistirilen bitkiciklerde
gerekse mikro yumrulardaki viriisler hem ELISA hem de
PCR ile duyarlh ve giivenilir bir sekilde
belirlenebilmektedir. Nitekim Spiegel ve Martin (1993),
“Russet Burbank™ ve “Deseree” ¢esitlerine ait dormant
mikro yumrularda patates yaprak kivirciklik viriisiinii
(PLRV) ELISA ve PCR ile belirlemek amaciyla
yaptiklart ¢alismada “Russet Burbank” c¢esidine ait
dormant mikro yumrulardan ekstrakte ettikleri bitki 6z
suyunun 1:480, “Desiree” ¢esidinde ise 1:120 oraninda
seyreltilmis durumunda virlisii her iki teknikle de
belirlemislerdir.

2. Afitlerde Viriislerin Belirlenmesi

Bitkilerdeki  viris  hastaliklarmin  en  Onemli
tastyicilarindan birisi de afitler olup, 370 viriisten %
66’sinin  afitler tarafinda etkili sekilde tasindig
belirtilmistir (Mathews, 1993). Patateste enfeksiyona
neden olan viriislerin bazilar1 da afitler tarafindan farkli
sekillerde tasinmaktadir. Nitekim, en 6nemli viriislerden
PLRV  afitler tarafindan  “persistent-circulative”
(Harrison, 1984); patates Y viriisii (PVY) ise “non-
persistent” sekilde tagmmmaktadir (Delgado-Sanchez ve
Grogan, 1970). Bu nedenle, afitlerde viriislerin
belirlenmesi miicadele agisindan 6nemli olup, RT-PCR
ile tek bir afitte bile viriisler belirlenebilmektedir
(Lopez-Mayo ve ark., 1992;. Spiegel ve Martin, 1993;
Singh, 1998). Singh ve ark. (1996), PVY nin yaygin bir
k1 olan PVY®1 Myzus percicae Sulzer ve Aphis
nasturtii tiirlerinde belirlenmek amaciyla yaptiklart
calismada bu afit tiirlerini PVY" ile enfekteli patates
bitkilerinde beslenmisler ve buradan toplanan afitlerde
viriistin ~ kapsiil protein geninden diizenledikleri
pirimerleri kullanarak viriisiin bu irkini belirlemislerdir.
Ayrica afitleri 45 giin siire ile etanolde saklayip, tekrar
PCR uygulandiklarinda  viriislerin  aym1  oranda
belirlenebildigi ve etkinlikte herhangi bir hassasiyet
kaybmin olmadigint saptamislardir. Singh ve ark.
(1997), uzun siire muhafaza edilen afitlerde viriislerin
PCR ile belirlenmesinde bir hassasiyet kaybimin olup
olmadigini saptamak i¢in RT-PCR teknigi ile PLRV’ye
spesifik pirimerler kullanarak etanol igerisinde 7 yil
kadar uzun bir siire muhafaza edilmis Myzus percicae
Sulzer, Aphis nasturtii Kaltenbach ve Macrosiphum
euphorbiae  Thomas  afit  tiirlerinde  viriisiin
belirlenebildigini kaydetmiglerdir.

3. Dormant Patates Yumrularinda Viriislerin
Belirlenmesi
Hastaliklardan arindirilmis temiz iiretim materyalinin
kullanilamamasi, gelismekte olan iilkelerde patates
iretimini artrmada en Onemli engellerden birisidir.
Diger taraftan tohumluk patates iiretimi yavas ve uzun
bir siire¢ olup, bu islemler asamasinda enfeksiyon



kaynagi mevcut oldugu taktirde hastalik oranlari artis
gostermektedir (Uyen ve Zaag, 1983). Bu nedenle, viriis
hastaliklarinin hasat sonrasi yayilisinin engellenmesinin
bir yolu dikimden 6nce tohumluklardaki viriislerin diisiik
yogunluklariimn bile giivenilir bir sekilde belirlenmesi
bliyiik 6nem tasimakta olup, bu sertifikali tohumluk
tretiminin bir parcasidir (Spiegel ve Martin, 1993;
Lobenstain ve ark., 1997; Sauza-Dias ve ark., 1999b;
Singh ve ark., 1999).

Yapilan ¢aligmalarda ELISA tekniginin yesil yaprak
orneklerinde, siirgiin vermis yumrularda, in vitro
kosullarda yetistirilmis bitkicikler ile mikro yumrularda
viriisleri belirlemede RT-PCR kadar etkin olmasina
kargin dormant yumrularda giivenilir olmadig1, bu teknik
kullanilacaksa mutlaka yumrularin siirgiin vermesinin
saglanmas1 gerektigi (Hill ve Jacson, 1984; Barker,
1987; Spiegel ve Martin, 1993; Loebenstein ve ark.,
1997; Russo, ve ark.,, 1999); bununda is giiciinii
dolayisiyla maliyeti arttiracagi belirtilmistir (Schoen ve
ark., 1996). Diger taraftan, RT-PCR teknigi ile dormant
yumrularda viriislerin belirlenebildigi ve dormansilerin
kirilmasma gerek duyulmadigi saptanmustir (Singh ve
Singh, 1995, Singh ve Singh, 1996). Nitekim Singh ve
ark. (1999), tarladan hasat edilen 8 farkli patates ¢esidine
ait dormant patates yumrularinda PVY’nin yaygin bir
irk1 olan PVY"1n belirlenmesinde RT-PCR ile ELISA
metodunu  karsilastirmiglardir.  Sonugta, yapraklarda
virlisiin bu rkinin belirlenmesinde ELISA’nin RT-PCR
teknigi kadar duyarli oldugu ancak dormant yumrularda
ELISA’nin giivenilir sonug vermedigini belirlemislerdir.

Bu durumda yesil aksamdan yapilacak testlerde
ELISA’nin; afitlerde, dormant yumrularda ve ornek
sayisinin az oldugu ve duyarlilik gerektiren dokularda
viriislerin belirlenmesinde ise PCR’m tercih edilmesi
uygun olmaktadir. Bununla birlikte bu teknigin basarist
virlis yogunlugu, inhibitdr maddelerin etkileri, niikleik
asit ekstraksiyon yontemi, pirimer diizenlenmesi ve
genom diziliminin belirlenmesi gibi faktdrlere baglidir
(Henson ve French, 1993).

a. Viriis Yogunlugu

Enfekteli dokularda virlislerin yogunluklar1 bitki
tiirine, ¢esidine, bitki aksamina, Orneklerin alindigi
zamana, enfeksiyon zamanina, viriise ve viriis irkina
bagli olarak degisim gostermektedir. Singh ve Singh
(1996), farkli patates cesitlerinin siirglin, goéz ve
yumrularinda PVY”1n yogunluklar1 arasinda farkin
bulunup bulunmadigint belirlemek i¢in yaptiklari
caligmada cesitlere ait yumrularda viriis yogunluklari
arasinda 128 kat farkliligin oldugunu belirlemislerdir.

Barker ve ark. (1993), dormant patates yumrularinda
depolama siiresinin viriislerin RT-PCR ile belirlenmesi
tizerine etkisini incelemislerdir. Calismada, PVY’nin
RT-PCR ile belirlenmesinde 2-3 haftalik depolamalarda
farkliligin olmadigini, 20 haftalik depolamalardan sonra
ise duyarliligin azaldigini saptamislardir. Singh ve Singh
(1996), “Shepody” cesidine ait yumrular1 30, 45, 60 ve
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90 giin siire ile 4 ve 10 °C de depolanmislardir. Virtisiin
10 °C de 60 giine kadar ki depolama siiresince RT-PCR
ile belirlenmesinde herhangi bir diisiisiin olmadigini; 60-
90 giinliik depolama siiresinden sonra depolanmayan
yumrularla karsilastirildiginda duyarliligin - azaldigini,
buna karsin 4 °C de depolanan yumrularda viriisiin bu
teknikle belirlenmesinde duyarliligin = degismedigini
ancak virlis yogunlugunun distiigiinii ve bu durumun
“potyvirus” grubuna iligkin virlislerin tipik 6zelligi
oldugunu belirtmiglerdir. Yine ayni aragtirmacilar
“Atlantik”, “Russet Norkotah” ve “Shopody” ¢esitlerine
ait yumrularda PVY’nin yaygin bir ki olan PVY”m
yogunluklar1 arasinda farkin bulunup bulunmadigini
arastirmuslardir. Calismada RT-PCR ile PVY*'1n niikleik
asit yogunlugu “Atlantik” ve “Russet Norkotah”
cesitlerinde 1:4096 seviyesinde seyreltilinceye kadar
RT-PCR ile belirlenebilmesine karsin; “Shepody”
¢esidinde bu oranin 1:16-1:32 oraninda oldugunu ve
viriis yogunlugunun ¢esitlerde farklilik gdsterdigini
saptamislardir.

Viriis yogunlugu cesitlere gore farkliliklar gosterdigi
gibi aym ¢esidin farkli aksamlarinda da farkliliklar
gostermektedir. Singh ve Singh (1998), “Russet
Burbank” ¢esidinin yaprak ve yumrularindan PVA’nin
RT-PCR ile belirlenmesi amaci ile yaptiklar1 ¢aligmada,
yapraklardan ekstrakte ettikleri niikleik asitlerin 1:1024
ile 1:4096, yumrularda ise 1:256 ile 1:1024 oranindaki
seyreltmeye kadar belirlenebilecegi fakat bu sinirin
altinda  ise  siipheli  sonuglarin  alinabilecegini
belirtmislerdir.

b. inhibitor Maddelerin Etkileri

Bitkilerin bazi dokularinda ve afitlerde bulunan
polifenoller ve polisakkaritler gibi pigmentli maddelerin
niikleik asit ekstraksiyonu esnasinda serbest kaldigimni ve
PCR reaksiyonunu inhibe ettigi belirtilmektedir
(Korschineck ve ark., 1991; John, 1992; De Boer ve ark.,
1995; Hanni ve ark., 1995; Singh ve Singh, 1996). Bu
nedenle, enfekteli bitki dokularinda ve afitlerde
viriislerin ~ RT-PCR ile giivenilir bir sekilde
belirlenebilmesi niikleik asit ekstraksiyonunda boyle
maddelerin elemine edilip edilememesine bagl oldugu
bildirilmektedir (Spiegel ve Martin, 1993; Singh ve
Singh, 1996; Singh ve ark., 1996; Singh, 1999). Boyle
maddelerin inhibisyonunu engellemek i¢in ise niikleik
asit preparasyonunun isopropenol ile seyreltilmesi,
ekstraksiyon tamponu igerisine 1.6-2 pl PBS-Tween-20
ilave edilmesi (Barbara ve ark., 1995; Hanni ve ark.,
1995; Singh ve Singh, 1996); ve cDNA sentezi
esnasinda % 1 polyvinylpyrolidone kullanilmasi
onerilmektedir (John, 1992). Diger taraftan Singh ve
Singh (1996), yiiksek viriis yogunluguna sahip olan
cesitlerde polifenoller ve polisakkaritler gibi maddelerin
inhibisyonunun engellenmesinde niikleik asit
yogunlugunun seyreltilmesinin yararli olabilecegini;
fakat, viriis yogunlugunun disiik oldugu durumlarda ise
PCR inhibitérlerinin kaldirilmasi igin diger yontemlerin
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kullanilmasimni énermislerdir. Zira, RT-PCR ile PVY"m
farkli izolatlarinin belirlenmesi amaciyla yaptiklari
calismalarda 7 pirimer ¢ifti kullanmiglar ve wvirlis
yogunlugunu 1:40 oraninda seyrelttiklerinde bantlarin
silik ¢ciktigini belirlemislerdir.

Singh (1999), patates bitkisinin yapraklarinda,
petiollerinde, siirglinlerinde, yumrularinda ve tek bir
afitte (Myzus persicae), PLRV’yi belirlemek i¢in Triton
X serisinden 7 iyonik olmayan deterjan kullanmis ve
PLRV RNA’sinin serbest kalmasinda bunlarin en
etkilisinin Triton X405R oldugunu belirlemistir. Yine
ayni ¢alismada yiiksek virlis yogunluguna sahip olan
“Atlantic” ve “Shebody” ¢esitlerine ait dormant
yumrularda PLRV’nin RT-PCR ile belirlenmesinde
polifenoller ve polisakkaritler gibi maddeleri elemine
etmek i¢in niikleik asitlerin seyreltilmesinde 1 % PVP,
BLOTTO, isopropenol ¢ozeltisi ve PBS-Tween-20
kullanmis ve sonuclari karsilastirmistir. Sonugta, en
giiclii bandi ¢cDNA sentezinde isopropenol ¢ozeltisi ve
PBS-Tween-20 igeren cDNA karisimindan elde etmistir.
Diger taraftan, PVP ilavesinin sentezlenen baz
tiriinlerde sonucu iyilestirdigi, bazilarinda ise olumsuz
etki gosterdigi, isopropenol ¢dzeltisinin ise yalniz basina
en iyi sonug verdigini saptamistir.

c. Niikleik Asid Ekstraksiyon Yontemlerinin
Etkisi

PCR caligmalarinda basariya etki eden faktorlerden
birisi de niikleik asit ekstraksiyonunda kullanilan yontem
ile ekstraksiyon sonucunda elde edilen viral RNA’nin
kalitesidir. Nicolas ve Laliberte (1991), RT-PCR ile
salgam mozaik viriisi (TuMV)’nii belirlemek igin
yaptiklart ¢alismada, saflastirilmigs viral RNA’lardan
formaldehit agoroz jel elektroforezde tek bir band elde
ederlerken, saflastirilmayanlarda band elde edememisler
ve bu nedenle PCR c¢alismalarinda basarili bir
sentezleme icin direkt ham bitki 6z suyu yerine
saflagtirllmis RNA’nin  kullanilmasimni  6nermislerdir.
Diger taraftan, dejenere pirimerlerin bulasik niikleik asit
materyalinde spesifik olamayan bir bolgeye baglanma
olasiligmi ortadan kaldirmak i¢in saflagtirllmis RNA
kullanilmasinin =~ 6nemli  oldugu  vurgulanmustir
(Langeveld ve ark., 1991).

Nitekim, PVY”1n +4 °C de depolanmis “Shebody”
¢esidine ait dormant ve depolanmis yumrularda RT-PCR
ile belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada viral RNA
Spiegel ve Martin (1993), gore ekstrakte edildiginde
viriis belirlenemezken; Lopez-Moya ve ark. (1992),
tarafindan kullanilan yonteme gore belirlenmis ve RT-
PCR  caligmalarinda  niikleik  asit  ekstraksiyon
yonteminin 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir (Singh
ve Singh, 1996). Spiegel ve Martin (1993), “Russet
Burbank” ve “Desiree” patates g¢esitlerinin dormant
yumrular1 ile mikro yumrularinda PLRV’nin RT-PCR ile
belirlenmesinde viral RNA ekstraksiyon yontemlerinin
etkinligini aragtirmiglardir. Bunun i¢in “hot-cold phenol”
(Shizadegan ve ark., 1991), “guanidinium thiocyanate”
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(Chomceynski ve Sacchi, 1987), ve “lithium chlorid”
(Hughes ve Galau, 1988), ekstraksiyon yoOntemlerini
kullanmiglar ve sonugta “hot-cold phenol” ile “lithium
chlorid” yonteminde bantlar1 goriintillemisler; fakat,
“guanidinium thiocyanate” yonteminde ise goriintii elde
edememislerdir.

d. Pirimerlerin Diizenlemesi

Niikleik aside dayali olarak patojenlerin belirlenmesi
ve tanilanmasi niikleik asidin konukguya ve gevresel
faktorlere bagl olarak degismemesi nedeniyle PCR diger
tan1 tekniklerine gore Oonemli bir avantaja sahiptir. Bu
teknikte en ©nemli belirleyici faktdr pirimerlerin
diizenlenmesi olup, pirimerlerin baglanacagi bolgenin
belirlenmesi igin essiz bir bolgenin secilmesi gerekir
(Nicolas ve Laliberte, 1991). Zira, PCR teknigi ile
secilen pirimerlerin spektrumuna (genis ya da dar) bagl
olarak viriis izolati, tek bir viriis, ya da bir familyaya
mensup ¢ok sayida viriisiin belirlenmesi ve tanilanmasi
yaninda ayni viriisiin farkli izolatlarinin farklilik ve
akrabalik  derecelerinin  belirlenmesi de miimkiin
olabilmektedir (Vunsh ve ark., 1990; Langeveld ve ark.,
1991; Dekker ve ark., 1993; Henson ve French 1993;
Mathews, 1993; Thomson ve ark., 1995; Singh ve Singh,
1997; Sauza-Dias ve ark., 1999a). Nitekim kilif protein
genlerinin  yiiksek derece korunmus bolgelerinden
diizenlenecek genis spektrumlu pirimerlerin “potyviriis”
(Langeveld ve ark., 1991; Nicolas ve Laliberte, 1991;
Pappu ve ark., 1993); ve “luteoviriis” grubunda
(Robertson ve ark., 1991), yer alan bitki viriislerinin
tanilanmasinda ve smiflandirilmasinda biiyiik bir deger
tasidig1r  belirtilirken; “carlaviriis” ve “potexviris”
grubunda ise (Langeveld ve ark., 1991), giivenilir bir
sekilde kullanilamayacagi vurgulamiglardir.

Robertson ve ark. (1991), gruba spesifik pirimerlerle
ayni grupta yer alan fakat dizilimleri belirlenmemis
virtislerin belirlenip belirlenemeyecegini saptamak igin
“Luteoviriis” grubunda yer alan arpa sar1 ciicelik viriisii
(BYDV), seker pancari bati (western) sarilik viriisi
(BWYV) ve PLRV’nin korunmus bdlgelerinden
diizenledikleri pirimerleri kullanarak halen niikleotit
dizilisleri belirlenmemis ayni gruptaki diger viriislerin
belirlenebilecegini gostermislerdir. Yine Singh ve Singh
(1996), PVY”1n depolanmus yumrularda RT-PCR ile
belirlenmesinde genis spektrumlu pirimer ¢iftlerinin
kullanilmasinin daha &nemli rol oynayabilecegini,
sadece bir izolata Ozgii pirimerlerin ise viriisii
kacirabilecegi kaydetmislerdir.

Diger taraftan, se¢ilen pirimerlerin 6zelligine bagh
olarak bir gruba mensup viriisler belirlenebilecegi gibi
ayni grupta yer alan virlislerin hatta izolatlarinin
akrabalik derecesi de belirlenebilmektedir. Nitekim
Colinet ve Kummert (1993), “potyviriis” grubunun bir
iiyesi olan tath patates feathery mottle viriis (SPFMV)
genomunun korunmus bdlgelerinden yiiksek homologluk
yiizdesi gosteren ve diisik dejenere kodonlara sahip 4
pirimer ¢ifti diizenlemisler ve bu virlisin SPFMV-CH



izolatinin 830 bp uzunlugunda pargasinin sirastyla 62 %,
48 %, 52 %, ve 46 % oraninda erik sarka viriisii (PPV),
patates Y viriisii Y (PVY), tiitiin etc viriisii (TEV) ve
titin damar benek virisii (TVMV) ile homologluk
gosterdigini belirleyerek; yine kullandiklari pirimerler ile
ayni virlisiin farkli izolatlar1 arasindaki akrabalik
iliskilerini saptamiglardir.

PCR’da pirimerlerin se¢ildigi bolgeye bagli olarak
viriislerin ya da wklarinin karisik enfeksiyonlart da
belirlenebilmektedir (Langeveld et al., 1991). Singh ve
Singh (1998), farkli ¢esitlerin yumru ve yapraklarindan
patates M viriisii (PVM), patates S viriisii (PVS), patates
X viriisi (PVX), PVY®, PVYY, PVYN™N PLRV, ve
patates ig yumru viroid (PSTV)’inin niikleik asitlerini
ekstrakte etmisler ve PVA genomundan diizenlenen
pirimer ¢iftleri ile sentezlenip sentezlenemedigini
aragtirmiglardir. Sonugta bu pirimerlerin  PVA’nin
haricindeki diger virilisler ile amplifiye olmadiginm
belirleyerek segilen pirimerler ile sadece bir viriisiin
diger viriislerden ayirt edilebilecegini gostermislerdir.

PCR calismalarinda dikkat edilmesi gercken
hususlardan birisi de segilecek pirimerler ile viriis
niikleik  asidinde  sentezlenecek  bdlgelerin  ve
calismalarda  kullanilacak  virlis  niikleik  asit
yogunlugunun iyi belirlenmesidir. Nicolas ve Laliberte
(1991), sentezlenecek bdlgenin 3’(downstream) ucuna
yakin olmasiin 5 (upstream) bdlgesine yakin olandan
daha verimli oldugunu; cDNA’nin genis spektrumlu
primerlerin baglanabilmesi i¢in miimkiin oldugu kadar
uzun olmasi gerektigini, fakat Tagq polimerazin uzun
DNA pargalarini sentezleme giicliniin smirli oldugunu ve
bu nedenle uzun pargalarin sentezlenmesinde hata yapma
yiizdesinin de yliksek olabilecegini belirtmiglerdir. Bu
durumda, hata yiizdesini azaltmak ve sonucun
dogrulugundan emin olmak i¢in diziliminin en az iki
bagimsiz klondan segilmesi gerektigini kaydetmislerdir.

Singh ve Singh (1997), PVY 'nin yaygin bir irki1 olan
PVY”in dormant yumrularda belirlenmesinde RT-
PCR’1n hassasiyeti iizerinde sentezlenecek bolgenin ve
pirimer yogunlugunun belirlenmesi maksadiyla 5’
ucundan 1040, 690, 412, ve 217 bp, 3’ ucundan ise 1016,
704, 388 ve 249 bp uzunlugundaki parcalart sentezlemek
icin 4 farkli pirimerin 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg,
500 fg, 100 fg, 10 fg, 5 fg, 1 fg, ve 0.2 fg yogunluklarim
test  etmiglerdir. ~ Sonugta  saflastirilmis  RNA
kullanilacaksa 1016-1040 pargalarinin bulunmasinda 1-
10 pg; 217 ve 249 bp uzunlugundaki pargalarin
sentezlenmesinde ise 1 fg’e kadar diisiik pirimer
yogunlugunun yeterli olacagini, bununda 10° oraninda
duyarlilik sagladigini saptanuglar ve 3  bolgesinden
diizenlenecek pirimerlerin 5’ den diizenlenenlere gore
disik yogunluklarin  belirlenmesinde daha etkili
oldugunu belirlemiglerdir. Ayrica, sentezlenen iiriinlerin
biiyiikliik farkliliklarma bagli olarak RNA molekiilii
iizerindeki hedef dizilisin yerinin de viriislerin
belirlenmesindeki duyarlilig: etkileyebilecegini ve kiigiik
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parcalarin 2-64 kat daha biiyiik parcalardan duyarlt
oldugunu saptamislardir.

PCR ile aynmi viriisiin izolatlar1 arasindaki benzerlik
ve farkliliklar1 da belirlenebilmektedir. Sauza-Dias ve
ark., (1999a), 5 farkli cografi bolgeden toplanmis ve baz
dizilimleri belirlenmis PLRV  genomlarinin farkli
bolgelerinden diizenledikleri 3 pirimer ¢iftini kullanarak
Brezilya’dan topladiklar1 PLRV izolatlarinin diger
tilkelerdeki izolatlarla akrabalik iligkilerini
aragtirmiglardir.  Sonugta  Brezilya’dan  toplanan
izolatlarm % 99 oraninda birbiri ile % 97 oraninda
Avrupa ve Kanada izolatlariyla ve % 95 oraninda ise
Amerika ve Avustralya izolatlar1 ile homolog bolgelere
sahip oldugunu saptayarak, secilecek pirimerler ile
izolatlar  arasindaki  farklihk  ve  benzerliklerin
belirlenebilecegini gostermislerdir.

Sonug¢ ve Oneriler

Onemli bir kiiltiir bitkisi olan patateste birim alandan
daha fazla ve kaliteli iiriin elde edebilmek i¢in viriis
hastalilar1 ile bilingli bir miicadelenin yapilmas: biiyiik
6nem tasimaktadir. Vejetatif olarak yumrulari ile iiretilen
patateste viriis hastaliklar1 tohumluk yumrular ile yildan
yila, y1l igerisinde de mekaniksel olarak ya da vektorlerle
tasiarak hizli bir sekilde yayilmaktadir. Bu nedenle,
patates tohumluk dretiminin farkli asamalarinda,
tiiketime yonelik liretim alanlarinda, in vitro kosullarda
elde edilen mikro  yumrularda, sertifikasyon
programlarinda ve viriislerin taginmasinda rol oynayan
afitlerde viriislerin belirlenmesi ve yayginlik oranlarinin
izlenmesi gerekmektedir. Bu amacla giiniimiizde en
yaygin kullanilan ELISA ve PCR teknikleri olup, bunun
nedeni de bu tekniklerin diger tekniklere oranla daha
duyarli, giivenilir ve ekonomik olmalaridir. Bununla
birlikte hangi teknigi nerede kullanmamiz gerektigini
bilmemiz zaman ve sarf malzemesi israfinin 6nlenmesi
acisindan Onem tagimaktadir. Bu bakimdan; siirvey
caligmalarinda, siirgiin vermis yumrularda, in vitro
kosullarda elde edilen bitki ve mikro yumrularda
ELISA’nin, sertifikasyon programlarinda, dormant
yumrularda, afitlerde, viriis yogunlugunun diisiik oldugu
dokularda, 30 °C civarinda sicaklikta yetistirilen
bitkilerden alinan yaprak orneklerinde ise PCR
tekniginin kullanilmasi 6nerilmektedir.

ELISA’ya gore 100-10.000 kat daha duyarli ve
spesifik oldugu belirtilen PCR ve bitki viriislerinin
smiflandirilmasindan  izolatlar arasindaki  akrabalik
derecelerinin belirlenmesine kadar genis bir kullanim
alanina sahip olmakla birlikte PCR c¢alismalarinda
basariya etki eden ¢ok sayida faktdriin oldugu da
bilinmesi gerekmektedir. Bunlar:

1. Enfekteli dokularda viriislerin yogunlugunun
geside, bitki aksamina, Orneklerin alindigi zamana,
enfeksiyon zamanina, depolama siiresine, viriis grubuna,
viriise ve virlis irkina bagh olarak degisim gdsterdigi
belirtilerek, yapilacak seyreltmelerde dikkatli olunmasi
Onerilmektedir.
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2. Bitkilerin bazi dokularinda ve afitlerde polifenoller
ve polisakkaritler gibi pigmentli maddelerin niikleik asit
ekstraksiyonu esnasinda serbest kaldigi ve PCR
reaksiyonunu inhibe ettigi belirlenmistir. Bu nedenle,
yiiksek virlis konsantrasyonuna sahip olan dokularda
boyle maddelerin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak
icin niikleik asit preparasyonunun isopropenol ile
seyreltilmesi, ekstraksiyon tamponu icerisine 1.6-2 pl
PBS-Tween-20 ilave edilmesi ve cDNA sentezi
esnasinda % 1 polyvinylpyrolidone kullanilmasi
Onerilmektedir. Diger taraftan, viriis yogunlugunun
diisiik oldugu durumlarda ise seyreltme yerine diger
RNA ekstraksiyon metotlarinin kullanilmasi gerektigi
belirtilmektedir.

3. PCR c¢alismalarinda basariya etki eden
faktorlerden birisi de ekstraksiyon sonucunda elde edilen
viral RNA’nin kalitesi olup, dejenere pirimerlerin
bulagik niikleik asit materyalinde spesifik olamayan bir
bolgeye baglanma olasiligini ortadan kaldirmak igin
direk ham bitki 6z suyu yerine saflagtirilmis RNA’nin
kullanilmas1 6nerilmektedir.

4. Bu teknikte en 6nemli belirleyici unsurlardan birisi
de pirimerlerin ¢alismanin amacina gore
diizenlenmesidir. Burada amag¢ bir gruba mensup
viriisleri diger gruplara mensup viriislerden ayirt etmek
ise pirimerlerin ayn1 gurup igerisinde yer alan viriislerin
genomlari {izerindeki ortak bdlgelerden, izolat diizeyinde
bir tanilamaya gidilecekse bunun i¢inde diger
izolatlardan farkli olan egsiz bir bolgenin belirlenip
pirimerlerin bu bolgeden diizenlenmesi gerektigi
vurgulanmaktadir.

5. Diger taraftan segilecek pirimerler ile virtis niikleik
asidinde amplifiye edilecek bdlgelerin iyi belirlenmesi
gerekmektedir. Zira yapilmis calismalarda amplifiye
edilecek bolgenin 3’ (downstream) ucuna yakin
olmasinin 5’ (upstream) bolgesine yakin olandan daha
verimli oldugu belirlenmis olup giivenilir bir sonug
alinmas: agisindan da pirimerlerin en az iki bagimsiz
klondan segilmesi gerektigi kaydedilmistir.

6. Dikkat edilmesi gereken bir diger faktorde viral
RNA’nin  ekstraksiyonunda kullanilacak  ydntemin
se¢imidir. Bunun i¢in farkli metotlar mevcut olmakla
birlikte, arastirmaci kullanacagi metodu daha Once
yapilmis ¢aligmalar dogrultusunda belirlemelidir.

7. PCR teknigini tanilamada kullanilabilmesi icin
tanist yapilacak viriisiin sequens dizilimin belirlenmis
olmasi pirimer diizenlenmesi i¢in bir gerekliliktir.

KAYNAKLAR

Ahloowalia, B.S., 1994. Production and performance of potato mini-
tubers. Euphytica, 75, 163-172.

Avila, A.C., Salazar, L.F., Hidalgo, O.A., Nakashima, J., Dusi, A.N.,
1989. Serological techniques and antiserum production.
International Potato Center, 17, 1-8.

Barbara, D.J., Morton, A., Spence, N.J., Miller, A., 1995. Rapid
differentiation of closely related isolates of two plant viruses by
polymerase chain reaction and restriction fragment length
polymorphism analysis. J. Virol. Methods, 55, 121-131.

22

Barker, H., 1987. Multiple compenents of the resistance of potatoes to
potato leaf roll virus. Annals of Applied Biology, 111:641-648
Barker, H., Webster, K.D., Reavy, B., 1993. Dedection of potato virus
Y in potato tubers: a comparison of polymerase chain reaction and

enzyme-linked imminosorbent assay. Potato Res. 36, 13-20.

Chomynski, P., Sacchi, N., 1987. Single-step method of RNA isolation
by guanidinium tihiocyanate-phenol, chloroform extraction.
Analytical Biochemistry, 162:156-159.

Colinet, D., Kummert, J., 1993. Identification of a sweet potato
feathery mottle virus isolate from China (SPFMV-CH) by the
polymerase chain reaction with degenerate primers. Journal of
Virol. Methods, 45:149-159.

Cortbaoui, R., 1984. Roguing Potatoes. Technical Information Bulletin
5, International Potato Center (CIP), Lima, Peru, 13p.

Dekker, E.L., Derks, A.F.L., Asjes, C.J., Lammers, M.E.C., Bol, J.F.,
Langeveld, S.A., 1993. Characterization of potyvirus from tulip
and lily which cause flower breaking. J. Gen. Virol. 74:881-887.

De Boer, S.H., Ward, L.J., Li, S. Chittaranjan, X., 1995. Attenuation
of PCR inhibition in the presence of plant compounds by addition
of BLOTTO. Nucleic Acids Res.23, 2567-2568.

Delgado-Sanchez, S., Grogan, R.G., 1970. Potato Virus Y.
C.M.I./A.A.B. Descriptions of Plant Viruses. No:37.

Garner, H.R., 1994. Automating the PCR process. Pages182-198 in:
The Polymerase Chain Reaction . K. B. Mullis, F. Ferre, and R.A.
Gibbs, eds. Birkhauser, Boston.

Harrison, B.D., 1984. Potato Leaf Roll Virus. C.M.I/A.A.B.
Descriptions of Plant Viruses, No: 291.

Henson, J.M., French, R., 1993. The polymerase chain reaction and
plant disease diagnosis. Annu. Rev. Phytopathol. 31:81-107.

Hooker, W.J., 1986. Compendium of Potato Diseases. American
Phytopathologycal Society Press., St. Paul, Minnesota, 125p.

Hanni, C., Brosseau, T., Laudet, V., Stephelin, D., 1995. Isopropanol
precipitation removes PCR inhibitors from ancient bone extracts.
Nucleic Acid Res., 23:881-882.

Hill, S.A., Jackson, E.A., 1984. An investigation on the reliability of
ELISA as a practical test for detecting potato leafroll virus and
potato virus Y in tubers. Plant. Pathol., 33:21-26.

Hughes, D.W., Galau, G., 1988. Preparation of RNA from cotton
leaves and pollen. Plant Molecular Biology Reporter, 6:253-257.

John, MLE., 1992. An efficient method for isolation of RNA and DNA
from plants containing polyphonolics. Nucleic Acids Res. 20,
2381.

Jones, E.D., 1988. A current assessment of in vitro culture and other
rapid multiplication methods in North America and Europe. Am.
Potato J., 65, 209-220.

Korschineck, 1., Himmler, G., Sagl, R., Steinkellner, H., Katinger, H.,
1991. A PCR membrane spot assay for the dedection of plum pox
virus RNA in bark of infected trees. Journal of Virological
Methods, 31:139-146.

Langeveld, S.A., Dore, J.M., Memmelink, J., Derks, A.F.L.M., Vlugt,
V., 1991. Identification of potyviruses using the polymerase chain
reaction with degenerate primers. J. Gen. Virol., 72:1531-1541.

Lobenstein, G., Akad, F., Filatov, V., Sadvakasova, G., Manadilova,
A., Bakelman, H., Teverovsky, E., Lachmann, O., Davida, A.,
1997. Improved detection of potato leafroll luteovirus in leaves
and tubers with a digoxigenin-labelled cRNA probe. Plant Disease,
81:489-490.

Lopez-Moya, J.J., Cuabero, J., Lopez-Abella, D., Diaz-Ruiz, J.R.,
1992. Detection of cauliflower mosaic virus (CaMV) in single
aphids by the polymerase chain reaction (PCR). J. Virol. Methods,
37:129-138.

Mathews, R. E. F., 1993. Diagnosis of Plant Virus Diseases. CRS
Press, N.W., Boca Raton, Florida. 374 p.

Nicolas, O., Laliberte, J.F., 1991. The use of PCR for cloning of large
c¢cDNA fragments of turnip mosaic potyvirus. Journal of
Virologycal Methods, 32, 57-66.

Pappu, S.S., Brand, R., Pappu, H.R., Rybicki, E.P., Gough, K.H.,
Frenkel, M.J., Niblett, C.L., 1993. A polymerase chain reaction
method adapted for selective amplification and cloning of 3’
sequences of potyviralgenomes: Application to dasheen mosaic
virus. J.Virol. Methods, 41:9-20.



Robertson, N.L., Frech, R., Gray, S.M., 1991. Use of group-specific
primers and the polymerase chain reaction for the detection and
identification of luteoviruses. Journal of General Virol., 72:1473-
1477.

Rowhani, A., Maningas, M.A., Lile, L.S., Daubert, S.D., Galino, D.A.,
1995. Development of a detection system for viruses of wood
plants based on PCR analysis of immobilized virions.
Phytopathology, 85:347-352.

Rowhani, A., Biardi, L., Routh, G., Daubert, S.D., Galino, D.E., 1998.
Development of a sensitive colorimetric-PCR assay for detection
of viruses in woody plants. Plant Diseases, 8: 880-884.

Russo, P., Miller, L., Singh, R.P., Slack, S.A., 1999. Comparison of
PLRV and PVY deduction in potato seed samples tested by
Florida winter field inspection and RT-PCR. Amer. J of Potato
Res., 76:313-316.

Saiki, R.K., Gelfand, G.H., Stoffel, S., Scharf, S.J., Higuchi, R., Horn,
G., 1988. Primer directed enzymatic amplification of DNA with a
thermostable DNA polymerase. Science, 239:487-491.

Samson, R.G., Allen, T.C., Whitworth, J.L., 1993. Evaluation of direct
tissue blotting to detect potato viruses. Am. Potato J., 70, 257-265.

Sauza-Dias, J.A.C., Russo, P., Miller, L., Slack, S.A., 1999a.
Comparison of nucleotide sequences from three potato leafroll
virus (PLRV) isolates collected in Brazil. Amer J. Of Potato Res.
76: 17-24.

Sauza-Dias, J.A.C., Russo, P., Betti, J.LA.,, Miller, L., Slack, S.A.,
1999b. Simplified extraction method for ELISA and PCR
detection of potato leafroll luteovirus primary infection in dormant
potato tubers. Amer. J. of Potato Res., 76:209-213.

Schilde-Rentschler, L., Schmiediche, P.E., 1984. Tissue Culture: past,
present, and future. International Potato Center, 12 p.

Shirzadegan, M., Christie, P., Seamann, J.R., 1991. An efficient
method for isolation of RNA from tissue cultured plant cells.
Nucleic Acids Res., 19:6055.

Schoen, C.D., Knorr, D., Leone, G., 1996. Detection of potato leafroll
virus in dormant potato tubers by immunocapture and a
fluorogenic 5’ nuclease RT-PCR assay. Phytopathology, 86:993-
999.

Singh, R.P., Somerville, T.H., 1992. Evaluation of the enzyme-
amplified ELISA for the deduction of potato viruses A, M, S, X, Y
and leafroll. Am. Potato J., 69: 21-30.

Singh, R.P., Kurz, J., Boiteau, J., G., Bernard, G., 1995. Detection of
potato leafroll virus in single aphids by reverse transcription
polymerase chain reaction and its potential epidemiological
application. J. Virol. Methods, 55:133-143.

Singh, M., Sing, R.P., 1996. Factors affecting detection of PVY in
dormant tubers by reverse transcription polymerase chain reaction
and nucleic acid spot hybridization. Journal of Virol. Methods,
60:47-57.

H.Bostan, K.Haliloglu

Singh, R.P., Kurz, J., Boiteau, G., 1996. Detection of stylet-borne and
circulative potato virus in aphids by duplex reverse transcription
polymerase chain reaction and its potential epidemiological
application. J. Virol Methods, 59:189-196.

Singh, M., Sing, R.P., 1997. Potato virus Y deduction: sensitivy of RT-
PCR depends on the size of fragment amplified. Can J. Plant
Pathology, 19:149-155.

Singh, R.P., Kurz, J., Boiteau, G., Moore, L.M., 1997. Potato leafroll
virus detection by RT-PCR in field-collected aphids. American
Potato Journal, 74:305-313.

Sing, R.P., 1998. Reverse-transcription polymerase chain reaction for
the detection of viruses from plant and aphids. J. Virol. Methods,
74:125-128.

Singh, R.P., Singh, M., 1998. Specific dedection of Potato virus A in
dormant tubers by reverse transcription polymerase chain reaction.
Plant Diseases, 82:230-234.

Singh, M., Singh, R.P., Moore, L., 1999. Evaluation of NASH and RT-
PCR for the detection of PVY in dormant tubers and its
comparison with visual symptoms and ELISA in plants. Amer. J.
of Potato Res., 75:61-66.

Singh, R.P., 1999. A solvent-free, rapid and simple virus RNA-release
method for potato leafroll virus detection in aphids and plants by
reverse transcription polymerase chain reaction. Journal of Virol.
Methods, 83:27-33..

Slack, S.A., 1995. Potato viruses with some implications for
production and processing in the United States: a history of
problems and solutions. Summa Phytopathologica, 21:273-275.

Spiegel, S., and Martin, R.P., 1993. Improved detection of potato
leafroll virus in dormant potato tubers and micro tubers by the
polymerase chain reaction and ELISA. Ann. Appl. Biol. 121:493-
500.

Thomson, D., Dietzgen, R.G., 1995. Detection of DNA and RNA plant
viruses by PCR and RT-PCR using rapid virus release protocol
without tissue homogenization. J. Virol. Methods, 54:85-95.

Tovar, P., Estrada, R., Schilde-Rentschler, L., Dodds. J.H., 1985.
Induction and use of in vitro potato tubers. International Potato
Center, Lima, Peru, 13:1-3.

Uyen, N.V., Zaag, P.V., 1983. Vietnamese farmers use tissue culture
for commercial potato production. Am.Potato J., 60, 873-879.
Vunsh, R.A, Roster, A., Stein, A., 1990. The use of the polymerase
chain reaction (PCR) for detection of bean yellow mosaic virus in

gladiolus. Ann. Appl. Biol. 117:561-569.

Vunsh, R., Roster, A., Stein, A., 1991. Detection of bean yellow
mosaic virus in gladioli corms by the polymerase chain reaction.
Annals of Applied Biology. 119:289-294.

Walkey, D.G.A., 1991. Applied Plant Virology. St. Edmundsbury
Press, Bury St. Edmunds, Suffolk, USA, 338p.

White, B.A., 1993. PCR protocols; current methods and applications,
397 pp. Humana Press, New Jersey, USA.

23



