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ABSTRACT

Recently advances in biotechnology and molecular biology have played a significant role in development of
serological and molecular assays for detection of plant viruses. However, specificity and sensitivity of them may
show variation according to pathogens and hosts. In this study, Grapevine fanleaf nepovirus (GFLV) which was the
most prevalent viral agent in Aegean viticulture production areas was used to compare conventional RT-PCR and
real-time RT-PCR. For this purpose, 8 infected and 5 healthy, totally 13 symptomatic grapevine samples which have
been detected by DAS-ELISA were used. After the conventional RT-PCR and real-time PCR assays, results were
evaluated agarose gel electrophoresis and melting analysis respectively. The conventional RT-PCR results showed
that 10 out of 13 samples were infected with GFLV, whereas 11 out of 13 samples were found infected with real-
time RT-PCR. At the end of this study, the real-time RT-PCR assays were found more sensitive, reliable and rapid
than conventional RT-PCR.
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Grapevine fanleaf nepovirus (GFLV)’iin Tamlanmasinda Konvansiyonel RT-PCR ile Real-Time RT-PCR
Tekniklerinin Karsilagtirilmasi

OZET

Biyoteknoloji ve molekiiler biyolojideki son geligsmeler, bitki viriislerinin tanilanmasinda kullanilan serolojik
ve molekiiler yontemlerin gelismesinde 6nemli bir rol oynamustir. Bununla birlikte bu metotlarin spesifiklikleri ve
duyarliliklar1 patojenlere ve konukgulara gore degisim gosterebilmektedir. Bu ¢alismada, Ege Bolgesi bag
alanlarinda yaygin olarak goriilen Grapevine fanleaf nepovirus (GFLV)’tin konvansiyonel RT-PCR ve real-time
PCR yontemleriyle karsilagtirmali tanilan gerceklestirilmistir. Bu amagla, daha 6nce DAS-ELISA yontemiyle test
edilen 8 enfekteli, 5 saglikli toplam 13 adet Simptom gosteren asma Ornegi kullanilmigtir. Sonuglar, konvansiyonel
RT-PCR’1mn ardindan agaroz jel elektroforez sistemi ile real-time PCR’dan sonra ise melting (erime egrisi) analizi ile
degerlendirilmistir. Konvansiyonel RT-PCR sonucunda 13 6rnekten 10’u enfekteli olarak bulunurken real-time PCR
yonteminde 13 6rnekten 11°1 enfekteli olarak saptanmistir. Gergeklestirilen bu ¢alismanin sonucunda real-time RT-
PCR yonteminin konvensiyonel PCR’a gore olduk¢a duyarli, giivenilir ve hizli bir yontem oldugu saptanmuistir.

Anahtar kelimeler: Asma, GFLV, RT-PCR, real-time PCR

“Bu ¢alisma 25-29 Agustos 2015 tarihleri arasinda Canakkale’de diizenlenen VII. Ulusal Bahge Bitkileri Kongresi’nde poster bildiri olarak
sunulmus olup kongre kitabinda kisa 6zet olarak basilmistir.
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GIRIS

Ege Bolgesi, iiziim iiretimimizin 1.738.714 ton ile %43’iinil saglayarak iilkemiz bagciliginda ilk sirada yer
almaktadir (TUIK, 2013). Baglarda iiretimi simirlayan faktorlerin icerisinde hastalik ve zararhilarin payr énemli bir
yer tutmaktadir. Baglarda goriilen hastalik ve zararlilar incelendiginde viriis ve viriis benzeri etmenlerin verim ve
kalite kayiplar1 agisindan Onemli bir yere sahip oldugu gorilmektedir. Grapevine fanleaf nepovirus (GFLV),
baglarin bilinen en eski ve en 6nemli, diinya ¢apinda yaygin olarak goriilen viriis hastaliklarindan birisidir. Avrupa
literatiiriinde bu hastaliga ait yaklasik 150 yil oncesine dayanan kayitlar bulunmaktadir. GFLV hakkindaki ortak
goriis, bu hastaligin asma yetistiriciligi yapilan en erken donemden giiniimiize kadar gegen siire boyunca Akdeniz
Havzasi ve Yakin Dogu’da var oldugu seklindedir (Martelli and Boudon-Padieu, 2006). Giiniimiizde ise etmenin
diinyada bag yetistiriciligi yapilan hemen her yere yayildigi ve neredeyse tim Vitis tiirlerini enfekte ettigi
bilinmektedir (Martelli and Savino, 1990; Martelli et al., 2001).

GFLV’nin asmalarda neden oldugu simptomlar arasinda yelpaze yaprak olusumu, bogum aralarimin
kisalmasi, anormal siiliik ve yaprak olusumu, siirgiinlerde yassilasma ve zigzag yapi olusumlari, yapraklarda derin
dilimlilik, dis olusumu ve kiigiilmeler, sararma ve damar bantlagsmasi yer almaktadir. GFLV, o6zellikle sofralik
gesitlerde irili ufakli tane olusumu nedeniyle {iziimiin ticari degerinin diigsmesi sonucunda %80’lere varan oranlarda
zarara neden olabilmektedir (Anonim, 1999).

GFLV; arazi kosullarinda budama alet ve ekipmanlari, kok kaynasmasi ve vektor nematodlardan Xiphinema
index ve X. italiae ile tagmabilmektedir. Vektér nematodlar biinyelerine aldiklari viriisii 10-12 ay siiresince
tasiyabilmektedirler (Martelli et al., 2001). GFLV’nin uzak mesafelere taginmasi ise genellikle enfekteli liretim
materyali ile olmaktadir (Martelli and Savino, 1990).

Ulkemizde bag yetistiriciligi yapilan farkli bolgelerde gerceklestirilen sérvey calismalar1 sonucunda,
GFLV’nin %47’ye varan enfeksiyon orani ile baglarda yaygin olarak tespit edilen viriis hastaliklar1 arasinda ilk
sirada yer aldig1 farkl arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Akdogan, 1956; 1958; 1965; Erdiller, 1982; Martelli,
1987; Azeri and Fidan 1988; Ozaslan ve ark., 1991, Ozaslan et al., 1993; Ozaslan ve Yilmaz, 1995; Akbas ve
Erdiller , 1993; Azeri ve Cigek, 1995; Cigsar ve Yilmaz, 1998; Cigsar, 2002; Cigsar ve ark., 2002; Kaya ve Erilmez,
2014).

Giiniimiizde GFLV’nin tanisi serolojik yontemlerden “Double-Antibody Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay” (DAS-ELISA) ve molekiiler yontemlerden ise konvansiyonel RT-PCR ydntemi kullanilarak
yapilmaktadir. Serolojik tani yontemlerinden DAS-ELISA giiniimiizde rutin laboratuvar orneklerinin testlenmesi
amaciyla standart test protokolii olarak kullanilmakta ancak floemde lokalize olan ve diisiik viriis konsantrasyonuna
sahip 6rneklerde ve/veya kullanilan antiserumun akraba viriislerle ¢apraz reaksiyon gostermesi gibi bazi durumlarda
zaman zaman giivenilir olmayan sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Borja and Ponz, 1992; Golino et
al., 1992; Rowhani et al., 1992). Zaman zaman yasanan bu olumsuzluklar testlerin tekrarlanmasini ve/veya
sonuglarn daha duyarli bir yontemle teyit edilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu amagla molekiiler yontemlerden
konvansiyonel RT-PCR yo6ntemi birgok laboratuvarda kullanilmaktadir. Ancak bu yontemde de baglangigtaki hedef
genetik materyal miktarinin ¢ok diisiik olmast durumunda amplifikasyonun gerceklesememesi, PCR’dan sonra
elektroforez asamasina bagimlilik, elektroforez asamasindaki olas1 kontaminasyon riskleri ve pipetleme hatalari,
amplifikasyon seviyesinin diisiik oldugu durumlarda olusan PCR iiriinlerinin goriintiilenmesinde agaroz jelin yeterli
hassasiyete sahip olamamasi, emek yogun isgiicii kullammi ve ¢ok fazla zaman almast gibi bir takim
olumsuzluklarla karsilasilabilmektedir (Anonim, 2009).

Teknolojinin hizla gelismesiyle birlikte onceleri sadece insan sagliginda kullanilan real-time PCR yontemi
giiniimiizde bitki virolojisinde de kendisine kullanim alani bulmustur. Karantina analizlerinde oldugu gibi olduk¢a
fazla sayida ornekle calisan laboratuvarlarda bitki viriis hastaliklarinin hizli ve giivenilir tanisi oldukga biiyiik 6nem
tasimaktadir. Real-time PCR yontemi, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artig gosteren floresan
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sinyalinin 6l¢iilmesiyle, kantitatif sonug alinabilen, 6zgiilliigii son derece yiiksek olan bir PCR yontemidir (Mackay
et al., 2002).

Bu calismada GFLV agisinda DAS-ELISA yontemiyle enfekteli ve saglikli oldugu onceden bilinen bazi
izolatlar secilmis ve konvansiyonel RT-PCR ve real-time RT-PCR yontemiyle GFLV etmeni agisindan tanilarinin
gerceklestirilmesi ve her iki molekiiler tan1 yontemiyle de elde edilen sonug¢larin duyarliliklarinin karsilastiriimasi
amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Calismada viriis kaynagi ve negatif kontrol olarak 2012 ve 2013 yillarinda Ege Bdolgesi bag alanlarindan elde
edilen ve GFLV etmeni agisindan enfeksiyon durumlart DAS-ELISA ile 6nceden belirlenmis izolatlar kullanilmistir

(Cizelge 1).

Bunun disinda Total RNA ekstraksiyon kitleri, cDNA sentez kitleri, konvansiyonel PCR ve real-time PCR
calismalar1 igin enzimler, GFLV’nin molekiiler yontemlerle tanisinda kullanilan spesifik oligoniikleotidler,
laboratuarlarda rutin olarak kullanilan farkli 6zellik ve markalardaki sarf malzemeleri (Eldiven, homojenizasyon
tiipleri, mikro pipet uglari, PCR ve mikrosantrifiij tiipleri v.b.) ve laboratuvar cihazlari (sogutmali santriifiij, 1siticlt
kuru blok, konvansiyonel PCR ve real-time PCR sistemi) de analizlerin gergeklestirilmesi sirasinda kullanilan diger
materyalleri olugturmustur.

Yontem
Total RNA Ekstraksiyonu

Konvansiyonel ve real-time RT-PCR ¢alismalarinda kullanilacak asma Orneklerine ait total RNA’lar Zymo
firmasindan temin edilen ZR Plant RNA MiniPrep™ RNA ekstraksiyon kiti (R2024) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon protokolil i¢inde yer alan santrifiij iglemlerinin timi +4 °C’ye ayarli sogutmali
santrifiij kullanilarak yapilmistir. Bu amagla, ufak parcalara ayrilmig 150 mg yaprak dokusu lysis tiipleri igerisine
konulmus ve iizerlerine 1000 ul lysis buffer eklenerek homojenize edilmistir. Homojenizasyonun ardindan lysis
tiipleri 12.000 g’de 2dk. santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan lysis tiipleri i¢inden alman 400 pl siipernatant,
koleksiyon tiipii tizerine yerlestirilmis Zymo spin IIIC filtresine pipetle aktarilmis ve 8.000 g’de 1 dk. santriifiij
edilerek sivinin koleksiyon tiipiine gegmesi saglanmistir. Santrifiijden sonra filtreden koleksiyon tiipline gegen
stviya 320 pl %96’lik etil alkol eklenerek karistirtlmis ve bu karisim pipet yardimiyla Zymo IIC filtresine
aktarilmigtir. Aktarimdan sonra tiipler 12.000 g’de 1 dk. santrifiij edilerek koleksiyon tiipiine gecen sivi kisim
dokiilmiis ve Zymo IIC filtresi iizerine 400 ul RNA preb buffer eklenmistir. Tiipler 12.000 g’de 1,5 dk. santrifiij
edilmis, ardindan koleksiyon tiipiine gegen sivi dokiilerek Zymo IIC filtresi iizerine 800 pul RNA wash buffer
eklenmis ve bu tiipler 12.000 g’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan koleksiyon tiipiine gegen sivi
dokiilerek Zymo IIC filtresi tizerine 400 pl RNA wash buffer eklenmis ve bu tiipler 6nce 12.000 g’de 1 dk. ardindan
12.000 g’de 2,5 dk. santrifiij edilmis ve koleksiyon tiipii igerisindeki siv1 ile birlikte atilmistir. Zymo I1C filtresi 1,5
ml’lik mikrosantrifiij tiip igerisine yerlestirilmis ve filtre izerine 45 ul nuclease free su eklenerek 1 dk. beklenmistir.
Son olarak bu tiipler 10.000 g’de 1 dk. santrifiij edilmis ve elde edilen Total RNA’lar bir sonraki asama i¢in
kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmigtir. Her iki PCR yontemi i¢in de ayni yontemle elde edilen total RNA’lar
kullanilmistir.

Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen Total RNA’lardan komplementer DNA (cDNA)’lar Fermantas firmasindan temin edilen Thermo
Scientific RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1632) kullanilarak gergeklestirilmistir. GFLV,
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genomunda poly (A) kuyrugu igermektedir (Sanchez et al., 1991). cDNA asamasinda daha spesifik bir sentez
gergeklestirilmesi amaciyla oligo (dT)18 primer kullanilmistir. Bu amagla, 6pl Total RNA, 1 ul oligo (dT)is primer
ve 7 ul nuclease free su PCR tiipleri igerisine eklenmis ve vortex yardimiyla karistirildiktan sonra 1000 rpm’de 5 sn.
santrifiij edilmigtir. Tiipler PCR thermocycler’a yerlestirildikten sonra 65 °C’de 5dk. inkiibe edilmis ve soguk blok
tizerine alinarak 1 dk. bekletilmistir. Ardindan tiipler, 1000 rpm’de 10 sn. santrifiij edilmis ve tekrar soguk blok
izerine alinmistir. Tlplerin igerisine sirasiyla 1 pl RiboLock RNase Inhibitor (20 u/ ul), 1 pl RevertAid H Minus M-
MuLV Reverse Transcriptase (200 u/ pl), 2 pl 10 mM dNTP mix ve 4 pl 5X Reaction buffer eklenerek vortex
yardimiyla karistirilmig ve 1000 rpm’de 10 sn. santrifiijiin ardindan tekrar PCR thermocycler’a yerlestirilerek 6nce
42 °C’de 60dk. inkiibe edilmis ardindan reaksiyonu sonlandirmak amaci ile 70 °C’de 5dk. inkiibe edilerek cDNA’lar
elde edilmistir. Elde edilen cDNA’lar kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmistir. Elde edilen cDNA’lar her iki
PCR yontemi i¢in de baglangi¢c materyali olarak kullanilmistir.

Konvansiyonel PCR Yontemi

Konvansiyonel PCR yontemi, Applied Biosystems GeneAmp® 9700 PCR sistemi ve Thermo PCR Master
Mix (2X) kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen cDNA’lar Cizelge 1’de yer alan spesifik primer dizileri
kullanilarak konvansiyonel PCR sistemi ile GFLV etmeni agisindan test edilmistir. Calismada GFLV’nin farkli
irklariminin genomlarina baglanabilen, GFLV_CP2_822r reverse primeri (5° TTCCACATACACCCCGGGATA 3°)
ile uyumlu, GFLV_CP2_671f1 (5 GTTGTGTGTTAGGTATGGGAGGTACTATTA 3’) ve GFLV_CP2_671f2 (5
TGTGTTTTGGGTATGGGAGGTACTATTA 3°) forward primerleri (Osman and Rowhani, 2006) kullanilmusgtir.
Bu amagla PCR tiipleri igerisine 0,5 pl 20 pM GFLV_CP2_671f1 ve GFLV_CP2 67112 primerleri ile 0,5 ul 20 uM
GFLV_CP2_822r primeri, 1 pl cDNA ve 25 pl 2x Thermo PCR Master Mix eklenerek nuclease free su ile son
hacim 50 ul’ye tamamlanmigtir. Her kosumda 1 tiip olasi kontaminasyon riskine karsi drnek eklenmeden negatif
kontrol olarak ¢alismaya eklenmistir. Tiipler konvansiyonel PCR sistemine yerlestirildikten sonra, 6nce 95 °C 5 dk.
On 1sitma yapilmig ardindan 45 dongi; 94 °C’de 30 sn, 57 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 45 sn ve son olarak 72 °C 10
dk.’lik spesifik dongii programlari kullanilarak PCR gerceklestirilmistir. Cizelge 2’de yer alan spesifik dongii
programlar1 uygulanmaistir.

Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

Konvansiyonel PCR’in ardindan kullanilan primerlere spesifik 151 bp’lik iiriiniin belirlenmesi amaciyla
ornekler %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Ornekler jele yiiklenirlen 10 ul 6rnege 2 pl yiikleme tamponu
eklenerek yiikleme yapilmis ve elektroforez 1X TAE tamponu igerisinde 100 V’da 60 dk. olacak sekilde
gerceklestirilmigtir.

Jel Dokiimantasyon Sisteminde Sonuclarin Degerlendirilmesi

Jel dokiimantasyon sisteminde sonuclarin degerlendirilmesi DNR MiniBIS Pro jel dokiimantasyon sistemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amacla, agaroz jel elektroforez yonteminin ardindan jel, ethidium bromide ile
boyanmis ve jel dokiimantasyon sisteminde goriintiilenmistir.

Real-time PCR Yontemi

Real-time PCR yontemi, Roche LightCycler® Nano real-time PCR sistemi ve Roche FastStart Essential
DNA Green Master Mix kullanilarak gerceklestirilmistir. Orneklere ait cDNA’lar “Konvansiyonel PCR Yontemi”
kisminda belirtilen GFLV’ye spesifik primer dizileri kullanilarak real-time PCR sistemi ile test edilmistir. Bu
amagla PCR tiipleri igerisine 0,2 pl 20 uyM GFLV_CP2_671f1, GFLV_CP2_671f2 ve GFLV_CP2_822r primerleri,
2 pl cDNA ve 10 pl 2x FastStart Essential DNA Green Master mix eklenerek nuclease free su ile son hacim 20
pul’ye tamamlanmigtir. Her kosumda 1 tiip olas1 kontaminasyon riskine kars1 6rnek eklenmeden negatif kontrol
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olarak ¢alismaya eklenmistir. Tiipler real-time PCR sistemine yerlestirildikten sonra 6nce 95 °C 10 dk. 6n 1sitma
yapilmis ardindan 45 dongi; 95 °C’de 20 sn, 57 °C’de 20 sn ve 72 °C’de 15 sn olacak sekilde spesifik dongii
programlari kullanilarak real-time PCR yontemi gergeklestirilmistir.

Melting (Erime egrisi) Analizi

Real-time PCR sonuglarinin yorumlanmast PCR isleminin ardindan Roche LightCycler® Nano real-time
PCR sistemiyle gerceklestirilen melting (erime egrisi) analizine gore yapilmistir. Gergeklestirilen melting analizi ile
cogaltilan DNA Orneginin sicakligini yavas yavas artirilarak floresan sinyalin sicakliga bagl degisimini gosteren bir
grafik elde edilmis ve floresan sinyalin ani diisiisiinden kaynaklanan pikler araciligiyla, DNA iplik¢iklerinin
birbirlerinden ayrildiklar1 sicaklik degerleri tespit edilmistir. Analiz sonucunda primer dimerleri gibi spesifik
olmayan iirlinlerin yanlis pozitif verme durumlari bertaraf edilmis ve real-time PCR islemi sonucunda ¢ogaltilan
DNA’nin hedef bolge olup olmadigi belirlenmistir (Chou et al., 1992; Zipper et al., 2004). Bu amagla, real-time
PCR calismalarinda kullanilan Roche FastStart Essential DNA Green Master mix protokoliinde belirtildigi tizere
cogaltilan PCR iiriinii 62 °C’den 95 °C’ye kadar saniyede 0,1 °C’lik artislarla 1sitilmig ve PCR iiriiniindeki ¢ift
zincirli DNA’nin hangi sicaklik derecesinde denatiirasyona ugradigt SYBR Green I florosan boyanin verdigi is1ma
sonucunda tespit edilmistir. Melting analizi sonucunda enfekteli ve saglikli 6rnekler igin elde edilen erime sicakligt
degerlerine gore sonuglar degerlendirilerek enfeksiyon durumlari belirlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA
Konvansiyonel PCR Yonteminin Sonuclari

Agaroz jel elektroforez yonteminin ardindan jel dokiimantasyon sistemi ile elde edilen jel fotografi
incelendiginde F6, F7, H7, H8, R10, R11, R12, R13, R14 ve R48 kodlu izolatlarda beklenen hedef {iriin olan 151 bp
biiytikliigiinde DNA bantlarinin elde edildigi ve bu izolatlarin GFLV ile enfekteli oldugu; R8, F10 ve F9 kodlu
izolatlarinin ise saglikli oldugu belirlenmistir (Sekil 1).

L I I B B L )

F10 F6 F7 F9 H7 H8 R10 R11 R12 R13 R14 RS Ras

Sekil 1. GFLV’nin konvansiyonel PCR ile tanist sonucunda jel dokiimantasyon sistemi ile elde edilen jel fotografi (M:100 bp DNA ladder).

Sekil 1°de yer alan bantlar dikkatli bir sekilde incelendiginde F6 ve F7 kodlu izolatlara ait bantlarin H7, HS,
R10, R11, R12, R13, R14 ve R48 numarali izolatlara ait bantlardan daha diisiik yogunlukta oldugu anlasilmaktadir.

Caligmaya dahil edilen izolatlarin Cizelge 1’de yer alan DAS-ELISA ile karsilagtirmali sonuglari
incelendiginde DAS-ELISA tam yontemiyle saglikli oldugu bilinen F6 ve F7 numarali izolatlarin konvansiyonel
PCR sonucunda GFLV agisindan enfekteli oldugu tespit edilmistir. DAS-ELISA tan1 ydontemi sonucunda s6z konusu
izolatlarin saglikli olarak tespit edilmesinin bu Orneklerdeki virlis konsantrasyonunun ¢ok diisiik seviyelerde
olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. DAS-ELISA tam yontemiyle ilgili yasanan bu gibi durumlar farkl
birgok arastirici tarafindan da bildirilmistir (Borja and Ponz, 1992; Golino et al., 1992; Rowhani et al., 1992).
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Cizelge 1. GFLV nin farkli yontemlerle tanilarinda elde edilen sonuglar.

izolatlar DAS-ELISA Konvansiyonel PCR Real-time PCR
F6 S E E
F7 S E E
F9 S S S
F10 S S S
H7 E E E
H8 E E E
R8 S S E
R10 E E E
R11 E E E
R12 E E E
R13 E E E
R14 E E E
R48 E E E

Konvansiyonel PCR, DAS-ELISA ile karsilastirildiginda oldukga duyarh bir yontem oldugu i¢in F6 ve F7
numarali izolatlarda etmeni bagarili bir sekilde tanilayabilmistir. Buna ragmen s6z konusu iki izolatin jel
goriintiistindeki bantlarinin enfekteli olarak tespit edilen diger izolatlara gore silik olusu amplifikasyon sonucu
olusan hedef {irlin miktariin gergekten de az oldugunun bir gostergesi olarak bu durumu dogrular niteliktedir.

Real-time PCR ve Melting Analizi Sonuclar:

GFLV etmeni agisindan gerceklestirilen real-time PCR analizi sonuglarinin yorumlanmasinda dncelikle s6z
konusu izolatlarda amplifikasyonun gerceklesip gerceklesmedigi, gergeklestiyse eger kaginci dongii sonunda
basladigi tespit edilmistir (Sekil 2).

Real-time PCR analizi sonucu elde edilen quantitation cycle (Cq) degerleri Cizelge 2’de yer almaktadir.
Real-time PCR analizi sonucu Cq degerleri elde edilemeyen izolatlar GFLV agisindan saglikli olarak
degerlendirilmistir. Cq degerleri elde edilen izolatlar ise amplifikasyon sonucu elde edilen iiriiniin hedef iiriin olup
olmadiginin tespit edilmesi amaciyla her bir izolat igin gergeklestirilen melting analizi sonuglarina gore
belirlenmistir.

Real-time PCR analizi sonucunda gergeklestirilen melting analizi sonuglarinda GFLV etmeni agisindan
saglikli 6rneklerin 76,5 °C’de denatiire oldugu enfekteli 6rneklerde ise bu degerin 80,5 °C oldugu belirlenmistir
(Sekil 3). GFLV i¢in gerceklestirilen melting analizi sonucunda 80,5 °C’de pik veren 6rnekler enfekteli olarak
degerlendirilirken 76,5 °C’de pik veren ornekler ise saglikli olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 2°de yer alan Real-time PCR analizi sonucunda elde edilen Cq degerleri incelendiginde F6, F7, F10,
H7, H8, R8, R10, R11, R12, R13, R14 ve R48 numaral izolatlarda amplifikasyon tespit edildigi goriilmektedir.
Ancak amplifikasyon tespit edilen bu izolatlarin melting analizi sonuglari incelendiginde F10 numarali 6rnekte
gerceklesen amplifikasyonun hedef dig1 iiriine ait oldugu belirlenmis ve bu 6rnek saglikli olarak degerlendirilmistir
(Sekil 4).

Cizelge 1°de yer alan karsilagtirmali sonuglar incelendiginde ¢aligmaya dahil edilen F6 ve F7 numarali
izolatlarin DAS-ELISA sonuglarina gére GFLV agisindan saglikli oldugu bilinmesine karsin konvansiyonel PCR
yonteminde elde edilen sonuglara benzer sekilde séz konusu iki izolatin real-time PCR yontemi sonucunda da
enfekteli oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda hem DAS-ELISA hem de konvansiyonel PCR sonucunda saglikli
oldugu tespit edilen R8 numarali izolatin ise gerceklestirilen real-time PCR tan1 yontemi sonucunda enfekteli oldugu
tespit edilmistir. R8 numarali izolatin, viriis konsantrasyonunun diisiik olmasindan dolay: jel elektroforez asamasi
sonucunda enfekteli olarak tespit edilemedigi diisiiniilmektedir. R8 numarali izolat i¢in gergeklestirilen melting
analizi sonuglart da bu durumu dogrular niteliktedir.
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Sekil 4. F10, R8 ve R10 numarali izolatlarin melting analizi sonuglari.

Cizelge 2. Real-time PCR ve melting analizlerine ait sonuglar.

Izolatlar Cq degeri Melting analizi sonucu
F6 34.73 E
F7 32.73 E
F9 0 S
F10 36.81 S
H7 24.66 E
H8 22.81 E
R8 41.91 E

R10 26.70 E
R11 27.69 E
R12 29.11 E
R13 31.18 E
R14 27.82 E
R48 27.03 E

E: Enfekteli, S: Saglikli, 0: Amplifikasyon tespit edilmedi.
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COMPARISON OF CONVENTIONAL RT-PCR AND REAL-TIME RT-PCR ASSAYS FOR DIAGNOSIS OF
GRAPEVINE FANLEAF NEPOVIRUS (GFLV)

Sekil 4’te yer alan melting analizi sonuglar1 incelendiginde R8 numarali izolatin denatiirasyonu sonucu agiga
cikan florosan 1s1ma miktarmin R10 numarali izolata gdre ¢ok diisiik seviyelerde kaldigi goriilmektedir. Cizelge
2’de yer alan Cq degerleri incelendiginde yine benzer bir sekilde R8 numarali izolattan ilk florosan sinyalin 41,91,
dongiide alindigt bu degerin R10 numarali izolat igin 26,70 oldugu goriilmektedir. Bu durum R8 numarali izolatta
amplifiye olan hedef iirtin miktariin dolayisiyla da viriis konsantrasyonunun oldukea diisiik seviyelerde oldugunu
gostermektedir. Real-time PCR sistemi molekiiler tani araclari arasinda saptama limitleri agisindan son derece
duyarli bir yontem olup ¢ok diisiik kopya sayisindaki baglangi¢c materyalini bile basarili bir sekilde cogaltip
enfeksiyon durumunu tespit edebilmektedir. Konvansiyonel PCR ile real-time PCR tan1 yontemleri arasinda
karsilasilan duyarlilik farkliliklartyla ilgili bu durum farkli calismalarda da bildirilmistir (Osman et al., 2007, Osman
et al., 2008).

GFLV etmeninin konvansiyonel PCR ve real-time PCR yontemleri ile tanist sonucunda DAS-ELISA tani
yontemi sonucu saglikli olarak tespit edilmis olan F6 ve F7 numarali izolatlarin her iki molekiiler yontemle de
enfekteli oldugu belirlenmistir. Konvansiyonel PCR ve real-time PCR yontemlerinin sonuglari birlikte
degerlendirildiginde bu durumun virlis konsantrasyonuyla ilgili oldugu anlasilmaktadir. DAS-ELISA tam
yontemiyle ilgili yasanan bu gibi durumlar farkli bir¢ok arastirici tarafindan da bildirilmistir (Borja and Ponz, 1992;
Golino et al., 1992; Rowhani et al., 1992).

R8 numarali izolat ise DAS-ELISA ve konvansiyonel PCR tami1 yontemleri sonucunda saglikli olarak
bulunmasina ragmen real-time PCR tan1 yontemi sonucunda enfekteli olarak tespit edilmistir. Bu durum, real-time
PCR tan1 yonteminin saptama limitlerinin konvansiyonel PCR’a gore oldukea diisiik oldugunu dogrular niteliktedir.
Karsilagilan bu durum yapilan farkli ¢alismalarda da bildirilmistir (Osman et al., 2007, Osman et al., 2008).
Nitekim, R8 numarali izolat igin gerceklestirilen melting analizi ve elde edilen Cq degerleri, yiiksek viriis
konsantrasyonuna sahip R10 numarali izolatla karsilagtirildiginda bu durumu dogrulamaktadir. Calismaya dahil
edilen F6, F7 ve R8 disindaki diger 10 izolatta ise her ii¢ tan1 yonteminin de birbirleriyle paralel sonuglar verdigi
goriilmektedir.

Real-time PCR, saptama limitleri konvansiyonel RT-PCR ile kiyaslandiginda son derece diisiik, oldukg¢a hizl
ve daha giivenilir bir tan1 yontemidir. Ayrica, PCR’dan sonraki jel elektroforez ve goriintiileme islemlerine ihtiyag
duymamakta dolayisiyla jel elektroforez asamasindaki olasi kontaminasyon riski ve pipetleme hatalarini da ortadan
kaldirmaktadir. Analiz siiresi agisindan konvansiyonel PCR ile sonuglarin alinmasi yaklasik 4,5-5 saat gibi bir siire
alirken real-time PCR yontemiyle 1,5-2 saat kadar bir siirede sonuglar elde edilebilmektedir. Son dénemde real-time
PCR sistemlerinin ve reaktiflerinin fiyatlarinin diigmesiyle 6rnek bast maliyetler firmalara gére degismekle birlikte
konvansiyonel RT-PCR maliyetleriyle hemen hemen ayni seviyelerde seyretmektedir. Bu avantajlarinin yaninda bu
calismada da oldugu gibi SYBR Green I benzeri florosan boyalarin kullanildigi durumlarda siklikla primer
dimerlerinden kaynakli ¢ogalan hedef dis1 bir takim {irlinler de tespit edilebilmekte ve bu durum sonuglarin hatalt
yorumlanmasma neden olabilmektedir. Ortaya ¢ikabilecek hedef dis1 tiriinleri belirleyebilmek ve olasi hatal
sonuglar1 elemine edebilmek amaciyla elde dilen Cq degerleri mutlaka melting analizi sonuglariyla birlikte
degerlendirilmelidir. Real-time PCR ydnteminin analiz siiresi ve 6zelikle de saptama limitleri acisindan sagladig:
avantajlarin fazla sayida ornekle ¢alisan bagta karantina laboratuvarlari olmak iizere hemen her laboratuvar igin
oldukga biiyiik bir fayda saglayacag diisiiniilmektedir.
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