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OZET

ohum kaynakli olan ve tohumla tasinabilen etmenlerin hizli tanilanmasi ve

bunlarin kontrol altina alinmasi saglikh bir iiriin elde etmenin ilk asamasini
olusturmaktadir. Bu calismanin amac, ithalat asamasinda analiz sarti olan tohum
kaynakli Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni)'nin aycicegi tohumundaki
varhginin klasik yontemlere gére cok daha avantajli molekiiler yéntemler
kullanilarak optimizasyonunun gerceklestirilmesidir. Klasik PCR (agaroz jel
elektroforez) ile ilgili hesaplamalari EPPO (Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma
Organizasyonu) Standart Protokolleri Appendix 2 ve Real Time PCR (hidroliz
problan) ile ilgili hesaplamalar ise EPPO Standart Protokolleri Appendix 3
referans alinarak optimize edilmistir. Ayrica, EPPO Standart Protokollerinde yer
almayan Real time PCR (SyberGreen) calismasinda ise, SyberGreen Mastermix kit
protokolii esas alinarak optimize edilmistir. Boylece, iilkemiz karantina
laboratuarlari icerisinde her lic molekiiler protokiiliin daha uygulanabilir olmasi
saglanmistir. Ayrica, bu optimizasyon ile etmenin aycicegi tohumundan direkt
tespitine yonelik ilk molekiiler calisma da lilkemiz karantina laboratuarinda
gerceklestirilmistir.

ABSTRACT

he fact that rapid diagnosing of especially seed-borne pathogens and their

control is the first step to obtain healthy crop. The aims of the study were to
optimize the analyzing methods in detecting presence of Plasmopara halstedii
(Farl.) Berl. & De Toni requiring analysis at the time of importation in the
sunflower seed using current molecular methods that were much more
advantageous than that of classical methods. Calculations related to classical PCR
(agarose gel electrophoresis) were optimized by referring to Appendix 2 of the
EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organisation) Standard
Protocols while those related to real-time PCR (the hydrolyze probes) were
optimized by referring to Appendix 3 of the EPPO Standard Protocols. Moreover,
SyberGreen Mastermix Kit protocol was used for optimization for the study of
real-time PCR (SyberGreen) that is not present in the EPPO Standard Protocols.
Thus, it was provided that all three molecular protocols were confirmed for better
applicable and practical ways for the quarantine laboratories in our country.
Furthermore, the first molecular study for direct detection of the agent from
sunflower seed through this optimization was conducted in quarantine
laboratories of Turkey.

ile karakterizedir. Etmen, tohumda misel ve/veya

P.halstedii;, Chromista alemi, Oomycota subesi,
Oomycetes sinifi, Peronosporales takimi, Peronosporaceae
familyasindandir.  P.halstedii, ~monopodial sekilde
dallanmis, genellikle ¢ sterigmata ile sonlanan ve
oval-eliptik sporangium tasiyan, her birinde apikal
papillalar bulunan silindir seklindeki sporangiforlar

oospore formunda, tarlada ise bitki artiklarinda
olusturdugu oosporlarla kislar ve toprakta oospor
formunda 5-10 yil canlih@ini stirdiirebilir. P. halstediinin
bu biyolojik 6zelliklerinden dolayr tohumla taginma
riski bulunmaktadir ve fitopatojen mikroorganizmalarin
tasinmasinda tohum c¢ok 6nemli rol oynamaktadir
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(Noble,1957; Zazzerini, A. and Raggi, V.,1974). Tohumlar,
Uzerinde veya icinde bulundurduklan patojenlerden
zarar gorebildikleri gibi, bu patojenlerin yayilmalarinda
ve taginmalarinda aracilik gorevini de yapabilmektedirler
(Erkan, 1998).

Gida, Tarim ve Hayvanclik Bakanligi Gida ve
Kontrol Genel Mudirligi'ne bagl Zirai Karantina
Mudirldgi organizasyonu icinde bulunan karantina
laboratuarlarinda,  "Bitki  Karantinasi  Yonetmeligi
Listesi"nde Ulkeye giris sarti bulunan tim bitki ve
bitkisel Grtinler, ithale mani teskil eden karantinaya tabi
zararli organizmalar yoni ile analiz edilirler. P.halstedlii,
Avrupa Birligi Karantina Yonetmeligi'nde (Directive
92/103/CEE) ve Ulkemiz Bitki Karantinasi Yonetmeligi EK
2/B Listesi'nde yer almaktadir (www.mevzuat.gov.tr).
Ulkemizde bulunmasina ve yaygin olarak gériilmesine
ragmen karantina listelerinden ¢ikarilmamasinin sebebi;
irk olusturma egiliminin yuksek olmasidir. Amag,
aycicedi yetistirme alanlarinda  P.halstediinin  yeni
genotipleri veya yeni irk'lari kadar fungisit dayanikliig
gosteren izolatlann yayllmasini da dnlemektir (Moinard
et al,, 2006). P.halstediinin tohumdan hizli, glivenilir ve
hassas tespiti, hastaligin Ulkeye girisini ve yayillmasini
onlemek acgisindan biyik bir 6nem arz etmektedir. Bu
nedenle, ozellikle ithalat giris kapilarinda bitki saglidi
tedbirleri uygulanmalidir. GUniimiize kadar fungal
organizmalarin tespit ve tanilanmasi klasik metotlara
gore yapilmaktaydi ki bunlar, secici besiyeri, yetistirme

testi, biyokimyasal, kimyasal ve immunobiyolojik
analizlerdir (Singleton, 1992). Aycicegi mildiyosi
P.halstedii, obligat bir patojendir ve morfolojik

tanimlama sadece konukgu bitki Uizerinde yetistirme
testi (in-vivo) olarak mimkindir (Bouterige et al,
2000). Patojenlerin teshisi icin temel olmasina karsin, bu
yontemlerin en énemli dezavantajlan; kiltire alinmig
organizmanin bu ortamdaki yetenegi, zaman, emek ve
taksonomik uzmanlik gerektirmesidir. Yetistirme testi
analiz slresi 10-14 glin stirebilmekte bu durum, tohum
ithalat ve ihracati yapan kuruluslar ile Greticileri
olumsuz yonde etkilemektedir.

ELISA ve PCR gibi bir ¢ok serolojik ve molekler
yontemler, pratik ve guvenilir olarak tercih edilmektedir.
Bu teknikler icerisinde en énemlilerinden birisi de PCR
yontemidir. PCR; basit, spesifik ve hassas bir tekniktir
(Mullis, 1990). Teknik, ilk bulundugu 1985 yilindan
itibaren hizli bir gelisme gostermis ve gliniimiizde bitki
biyoteknolojisinin her alaninda yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir (Innis and Gelfand 1990). PCRIn en
onemli ozelliklerinden birisi, 6zel bir DNA dizisinin
secilip ¢ogaltilarak istenmeyen dizilerin  ortaya
¢ikmasinin  dnlenebilmesidir. Bu ozellik, test edilen
ornekler icerisinde aranan bdlgenin olup olmadigini
ayni zamanda bélgenin ¢ok miktarda kopyasi elde
edilecedinden daha ileri tekniklerle DNA'nin analiz
edilmesini saglamaktadir (Kahya vd. 2013). Bitki

dokularindan karantina etmenlerinin tespiti (Bonants et
al., 2001; Balmas et al., 2005) ve tohumlardan karantina
bakterilerinin varhdinin tespiti icin (Berg et al. 2005;
Hadas, 2005) de ¢ok sayida 6zgliin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) testi gelistirilmistir.

EPPO tarafindan yayinlanan ve 13  Avrupa
Ulkesindeki toplam 16 laboratuar tarafindan test edilen
(loos and lancu, 2008) PCR temelli tespit yonteminin
Ulkemizde de uygulanabilirliginin belirlenmesi, hizli
tani yontemlerinin gelistiriimesi ve karantina énlemleri
acisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir. Bu calisma
ile  P.halstediinin ithal aygicedi tohumlarindaki
varliginin rutin tespit ve teghisi icin hassas ve guivenilir
metotlarin Ulkemizde de uygulanabilir bir duruma
gelmesi saglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Marteyal

Galismamizin  ana materyalini 2011-2014 yillan
arasinda ithal edilmis ve tesadlifi olarak secilmis iretim
amach aycicedi tohumlar ile Trakya Tarimsal Arastirma
Enstitlisi yetistirme alanlari, Edirne Sera TGM ve Siloglu
Geckinli koyu aycicedi mildiydst  belirtisi  gdsteren
bitkilerden dogal olarak elde edilen  Plasmopara
halstedii izolatlar ve hassas aycicedi cesidi 9661-A
olusturmaktadir.

Molekiiler calismalarda kullanilan materyal

Molekiler calismalardaki materyali, 20 baz dizilimli
primerler (PHAL-F ve PHAL-R), problar (qPForward,
gPReverse, gProbe), internal kontrol olarak 18S prob,
18S ve 18F aycicedi bitkisi seti), Zymo Research DNA
izolasyon kiti, P. halstedii izolatlarina ait DNA'lar, Taq
DNA Polimeraz, dNTPler ve PCR master mix
olusturmaktadir. P. halstedii izolatlarina ait DNA'larin
elde edilmesi amaciyla yapilan izolasyon calismalarinda
Zymo Research Fungal-Bakteriyel DNA izolasyon kit
protokolli uygulanmistir. Kit icerisinde izolasyon igin
gerekli olan lyzis buffer, DNA binding buffer, DNA pre-
wash buffer, DNA wash buffer ve DNA elution buffer ile
birlikte bashing bead liziz tlip, tim toplama tipleri ve
mikrosantrifij tUpleri mevcuttur ve DNA Ol¢imi igin
Picodrop spektrofotometre kullaniimistir. Tohumlarin
oguitilmesi icin Retsch marka GM 200 o6gutlicd,
Magnalyser doku parcalayici, otomatik pipet seti ve
pipet uclarn ile mikrosantriflj cihazi kullaniimistir.
Nikleikasitlerin  amplifikasyonunda Thermal Cycler
(Eppendorf© Mastercycler Gradient) cihazi kullaniimistir.
PCR calismalan sonucunda amplifiye edilmis DNA'lar

agaroz jel elektroforez calismalarnin  materyalini
olusturmustur.  PCR  drinlerinin  aynstinimasinda
klasik PCR'da, agaroz, TBE buffer, DNA marker

(ThermoScientific), ylikleme tamponu (loading), Agaroz
jel tanki (ThermoScientific) , glic kaynagl (Consort) ve
jeldeki DNA bantlarinin  goérintilenmesinde UV
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Transilluminator goriintlileme cihazi kullanilmistir. Real
time PCR calismasinda da, Syber Green PCR mastermix
(SYBR®Green | boyasi iceren Real Time PCR calismalarina
uygun olarak hazirlanmis, kullanima hazir bir PCR reaktifi
karigimidir), hidroliz problari, LightCycler 480 Multiwell
Plate 96, Roche marka LightCycler 480 Il cihaz
kullanilmistir Molekuler calismalarda, 24 ornek klasik
PCR, 34 ornek real time PCR yontemi ile testlenmistir
(Cizelge 1). Yeni nesil molekiiler bir tespit yontemi olan
hidroliz problari ile Real time PCRda vyapilan
calismalarda da 9 ithal tohum 6rnegdi bu yontemle
testlenmistir (Cizelge 2).

Cizelge1. Klasik PCR ve Real Time PCR’ da kullanilan 6rnekler
Table1. Samples used in the classical PCR and real-time PCR

Yontem

Molekiiler Calismalar

Plasmopara halstedii’'nin DNA izolasyonu

Etmenin, aycicedi tohumlarnndaki varliginin molekuler
yontemler ile tespit edilebilmesi icin oncelikle Trakya
Tarimsal Arastirma Enstitlisii yetistirme alanlari, Edirne
Sera TGM ve Siiloglu Geckinli kéyl aycicegi mildiyosi
belirtisi (Sekil 1) gosteren bitkilerden dogal olarak elde
edilen P. halstedii izolatlarinin DNA izolasyonu Zymo
Research ZR Fungal-Bakteriyel DNA Kit protokoll ile
yapilmis olup calismamiz boyunca pozitif kontrol olarak
kullaniimak Gizere DNA'lar -80°C'de saklanmustir.

Klasik PCR yontemi icin optimizasyon

Galismamizda, enfekteli yapraklardan elde edilen ve
pozitif kontrol icin kullanilacak olan P. halstedii

No OrnekNumarasi DNAOIcimi(ng) Ithal edilen dlke izolatlarinin ve test edilen 6rneklerin DNA's, polimeraz
; Eg:H gg:g E::::g zincir reaksiygpu (PCR) yGntemi ile amplifiye edilr_ni§ ve
3 132-11 38.4 Fransa ornekler pozitif kontrol ile karsilastiriimistir. PCR islemi,
4 137-11 37.6 Fransa loos et al. (2007)a gore yapilmistir. Elde edilen PCR
5 142-11 40,5 Fransa Uruinleri, %1'lik agaroz jelde elektroforezde yiiritilmistir
6 156-11 42,5 Fransa (Sekil 2). Oncelikle, bu calismada kullanilacak primerler
/ 269-11 191 li icin gerekli literatiir incelemeleri yapilmis ve loos'a gore
8 350-11 61,9 Fransa A e . ,

9 380-11 40,2 Fransa (2007) ribozomal buyik alt Unite DNA'sina dayali P.
10 422-11 73.8 Fransa halstedifye 6zgl gelistirilen PCR testi referans alinmustir.
11 425-11 71,2 Fransa Uluslararasi ticari bir firma (ThermoScientific) tarafindan
12 432-11 47,0 Sili da primer sentezi yapilmistir. Cizelge 3'de, kullanilan
1 i ;gf:}; 22:3 A';I'iD PHAL-foryvard ve PHAL-reverse prime.rler.ini.n baz
15 295-12 65.8 Fransa dizilimleri ve badlanma sicakliklari verilmistir. PCR
16 305-12 88,9 Sirbistan reaksiyonundaki  bilesenlerin  miktarlar, literatlirde
17 400-12 72,1 sili belirtilen degerlere uygun olarak bu calismada 50 ul'lik
18 401-12 62,6 sili reaksiyon hacmi icin optimize edilmistir. Reaksiyonlarda
;g gég 332 g::: 1X polimeraz zincir reaksiyon .(II?CR). buffer’! iceren
1 424-12 397 Sil rT)asterm|>§ kl_JII:_amImlg,tlr. Mastermmn bl!e§eqler| Clzglge
22 429-12 70,9 sili 4'te  verilmistir.  Amplifikasyonda bir  6rnek igin
23 438-12 68,5 Fransa konsantrasyon 1X, bu calismadaki 6rnek sayisi 24 ve 1
24 61-13 87,4 Fransa hacim de pipetaj hatasi eklenerek 25X konsantrasyonda
2 65-13 36,5 Fransa hesaplamalar yapilmistir.

26 76-13 86,1 Fransa

27 80-13 80,2 Fransa Cizelge 3. Primer baz dizilimi ve baglanma sicakligi (loos, 2007)

28 88-13 854 Fransa Table 3. Primer base array and binding temperature

;g 13‘;112 ii? E:g::g Primer Baz Dizilimi Baglanma Sicakligi (°C)*
31 351-14 63,0 A.BD PHAL-Forward 332

3 35214 65,9 ABD 5-TATCTCTAAGTTGCTTATAC-3'

33 353-14 62,4 Fransa PHAL-Reverse 406

34 355-14 80,7 Fransa 5'-AGCATATACAGCACATACG-3'

Cizelge 2. Hidroliz Problari ile Yapilan Calismada kullanilan 6rnekler
Table 2. The hydrolysis probes and the samples used in the studies

ithal edilen tilke

No  Ornek Numarasi DNA 6lgim (ng)

1 122-14 51,4 A.B.D
2 398-14 71,3 Fransa
3 399-14 58,0 Fransa
4 400-14 30,5 Fransa
5 401-14 33,2 Fransa
6 403-14 47,5 Fransa
7 404-14 60,5 Fransa
8 405-14 60,2 Fransa
9 425-14 57,3 Fransa

*Baglanma Sicakhgi degerleri (ThermoScientific)

Cizelge 4. Klasik PCR protokolii reaksiyon icerigi
Table 4. Reaction content of the classical PCR protocol

Bilesenler 1X (50pl) 25X
Su 25,75ul 643,75 pl

10X Taq buffer Sul 125 pl

dNTP s5ul 125l

MgCl, 4ul 100 pl

PHAL-F 2,5 62,5 ul

PHAL-R 2,5 62,5 ul

TaqDNA polimeraz 0,25ul 6,25 pl
Kalip DNA S5ul
Toplam Hacim 50 pl
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Real Time PCR ydntemi icin Syber Green ile
optimizasyon

Calismamizda Roche LC 480 Il cihazini (Sekil 3)
kullanarak real time (gergek zamanl) PCR uygulamalari
gergeklestirilmistir. Real Time PCR icin; primerler (PHAL-
F ve PHAL-R), SyberGreen Master Mix (dNTP, MgCl,,
TagDNA polimeraz enzimi, Taq buffer, Dnase free su)’e
ihtiyag duyulmaktadir. Cizelge 5’ de reaksiyon iceriginin
miktarlari belirtilmistir. Cizelge 1" de belirtilen PCR
Grtnleri (toplam 34 6rnek), Real time PCR cihazinda
"var/yok” analizi yapilmak Uzere hazirlanmistir. Otuz
dort 6rnek ve 1 hacim de pipetaj hatasi eklenerek 35X
konsantrasyonda hesaplamalar yapilmistir.

SyberGreen boyasy; ift sarmal DNA ipliklerinin major
bosluklarina baglanan bir boyadir. Reaksiyon asamasinda,
primerlerin dimerizasyon sonucu baglanmalan halinde
olusan cift sarmal DNA iplikciklerine de baglanabilir

(Sekil 4). Analiz asamasinda Syber Green boyasinin dimer
bolgelere baglanmasi nedeniyle floresan sinyalleri
artar. Elde edilen floresan sinyallerinin istenen hedef
bolgenin amplifikasyonuyla mi gerceklestigi yoksa non-
spesifik dimerizasyon sonucu bir Uriin mi oldugunu
anlayabilmek icin “melting curve” (erime egrisi) analizi
yapilir. Bu durum “erime edrisi” grafiginde tekrar
degerlendirilir.

Cizelge 5. Real Time PCR SyberGreen Protokolil Reaksiyon icerigi
Table 5. Reaction content of the real-time PCR SyberGreen Protocol

Bilesenler 1X 35X
dH.0 1,9 pl 66,5 pl
F 0,3l 03l 10,5 pl
RO,3 pl 0,3l 10,5 pl
SyberGreenMasterMix 5ul 175 pl
Kalip DNA 2,5 ul
Toplam Hacim 10ul

(b)

Sekil 1. (a,b). Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii yetistirme alanlarinda aycicedi bitkisinde mildiyd belirtileri
Figure 1. (a,b). Signs of mildew in the sunflower in raising fields of Institute of Agricultural Research of Trakya

Sekil 2. Baz1 PCR UrUnlerinin agaroz jel elektroforezdeki gériintim
Figure 2. View of some PCR products on the agarose gel electrophoresis

[stitun: M, 100 bp Marker (Fermentas); 1, negatif kontrol; 2, pozitif kontrol; 3, pozitif kontrol; 4, 128-11; 5, 129-11;6,137-11; 7, 156-11; 8, 269-11;
9,350-11;10,380-11; 11, 422-11; 12,425-11; 13,432-11; 14, 142-12; 15,negatif kontrol; 16, 295-12; 17, 420-12; 18, 305-12; 19, 400-12; 20, 401-12;
21,411-12; 22,424-12; 23, 429-12; 24,201-12; 25, 61-13; 26, 65-13; 27, 76-13; 28, 80-13]

Sekil 3. LightCycler480 Il Real Time PCR cihazi
Figure 3. LightCycler480 Il Real Time PCR device
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Aycicegi Mildiyosii ile dogal enfekte Grneklerin
%1’lik agaroz jel elektroforez ile molekiiler analizi

ithal edilen tohum 6rneklerine ek olarak; Tekirdag-
Hayrabolu yolu Uzerindeki tarlalardan bulasik Tunca
cesidi aycicedi bitkilerinden secilmis ve tablalardan
dogal enfekte tohum, gévde ve yapraklan alinarak
calismaya dahil edilmisti. Bunun sebebi, bulasik
oldugunu bildigimiz 6rneklerin molekdler yéntemlerle
de dogrulugunu gosterebilmektir. Deneme alanlarindan
alinan bu bulasik 6rnekler buz cantasinda laboratuara
getirilmis ve Climas marka derin dondurucuda -20°C’ de
DNA izolasyonu yapilana dek saklanmistir. P. halstedif
nin varligl, %1lik agaroz jel elektroforezde hem ithal
tohum o&rneklerinde hem de dogal enfekte tohum,
govde ve yapraklardan alinan O&rneklerde pozitif
kontrole gore karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
Boylece yontemin uygulanabilirligi ve glvenilirligi
dogrulanmustir.

Aycicegi mildiyosi ile dogal enfekte drneklerin
SyberGreen ile molekiiler analizi

Bu calismada; PHAL-forward/PHAL-reverse primerleri
kullanilarak SyberGreen protokoli ile Real time PCR
cihazina bir 6nceki calismada elde edilen 40 PCR Urin(
yUklenmistir. Amag; Real time PCR'da dogal enfekte
orneklerdeki  P.halstedii izolatlarina ait DNA'larin
varliginin teyid edilmesidir. Bu ¢alismada da yine; 31
ithal tohum, 3 porzitif kontrol, 1 negatif kontrol olmak
Uzere toplam 4 adet dogal enfekte tohum, yaprak
ve gbvdeden alinan &rnekler ve 1 hacim de pipetaj
hatasi icin toplam 40X konsantrasyonda hesaplamalar

yapilmistir ve bu reaksiyonun icerigi Cizelge 6'da
belirtilmistir.

Cizelge 6. Aycicegi Mildiyosu ile dogal enfekte orneklerin SyberGreen
ile real time PCR reaksiyon igerigi

Table 6. Reaction content of the real-time PCR with SyberGreen of the
samples naturally infected with sunflower mildew

Bilesenler 1X 40X
dH20 3,8 ul 152
F 0,6 pl 03l 12
RO,6 pl 0,3 ul 12
SyberGreenMastermix 10 ul 400
Kalip DNA 5ul

Toplam Hacim 20 ul

Molekiiler
kullanilmasi

Calismamizda, P. halstedii icin gPHAL-F ve qPHAL-R
primerleri ile gPHAL-P probu, Helianthus annuus
(aycicegdi) icin ise 18S uni-F ve 18S uni-R primerleriile 185
uni-P probu kullaniimistir (loos et al., 2012). P.halstedii ve
H.annuus icin kullanilan primer-prob’larin baz dizilimleri
Cizelge 7'deki gibidir. DNA izolasyon asamasinda hem P.
halstedii hem de Helianthus annuus DNA'larinin elde
ediliyor olmasindan yola c¢ikilarak, real time PCR
reaksiyonlarinda, reaksiyonun kontrolii amaciyla, her iki
DNA'ya spesifik primer-probe setleri ile reaksiyonlar
kurulmustur. Boylelikle, her o6rnek icin, mutlaka
Helianthus annuus porzitif sonug ¢ikmasi beklenir. Aksi
durumda, P. halstedii negatif dahi olsa, sonug gegersizdir
ve DNA izolasyon asamasi itibariyle calisma tekrar
edilmelidir (Cizelge 8).

yontemlerde hidroliz problarnin

Cizelge7. P.halstediive H.annuus icin kullanilan primer-prob’larin baz dizilimleri (loos et al., 2012)
Table 7. Base arrays of the primer probes used for P.halstedii and H.annuus (loos et al., 2012)

Primer/Probe

Baz Dizilimi

Hedef : Plasmopara halstedii
Forward primer : qPHAL-F
Reverse primer: qPHAL-R
Probe: qPHAL-P

Hedef : Helianthus annuus
18 S uni-F

18 S uni-R

18 S uni-P

5-TTCCAGTGTCTATAATCCGTGGT-3'
5-GCACATACGCCGAGCGTA-3'
5'FAM-TCGGCGAGCGTGTGCGTGT -BHQ1-3

5"-GCAAGGCTGAAACTTAAAGGAA-3'
5-CCACCACCCATAGAATCAAGA-3'
5"-ACGGAAGGGCACCACCAGGAGT- BHQ1-3'

Cizelge 8. H.annuus- P.halstediireal time PCR'da sonug degerlendirme
Table 8. Evaluation of the results on real time PCR for H.annuus- P.halstedii

Ornekl Ornek2 Ornek3
P.halstedii 4+ + _
H. annuus - + +
S Gergersiz, . .

Tekrar edilmeli.
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Primer-prob  reaksiyon karisimi,  P.halstedii ve
aycicedi bitkisi icin ayri ayr hazirlanmistir. Primer ara
stok hazirlanisinda; gPHAL-F ve gPHAL-R primerleri P.
halstedii icin, 18S uni-F ve 18S uni-R primerleri ise
Helianthus annuus icin  kullanilmistir. Forward ve
reverse primerlerinden 10uM (100uM’lik ana stoktan
10ul alinip (izerine 90ul Dnase free su eklenerek) ara
stok hazirlandi. Problar igin ise; 4uM ara stok hazirlandi.
Hidroliz problar ile Real time PCR karisim tlpinin
hazirlanmasi asamasinda 1 &rnek icin reaksiyonun
icinde olmasi gereken PPMIX (primer-prob karisim
miktan) icin miktarlar Cizelge 9'da belirtildigi gibidir.
Hazirlanan ara stoktan 2ul PPMix kullaniimistir.

Cizelge 9. Primer-prob (PPMix) reaksiyon kargimi
Table 9. Reaction mixture of primer-probes (PPMix)

ANA STOK 1X 100X

100uM FO.1ul 10ul
RO.Tul 10ul
Prob 0.04ul 4l
Su 1,76ul 176yl

TOPLAM 2ul 200 pl

Karisim tlpU hazir hale geldikten sonra Real time
PCR (LC480 Il) cihazina yiklenmek Uzere hazirlanmistir.
Toplam 15ul (karnisim) + 5 pl DNA = 20ul (15 l plate’e
dagitilir ve Uzerine 5 pl DNA her bir kuyucuga son
reaksiyon hacmi 20 ul olacak sekilde ilave edilir) cihaza
konmadan &nce 2000 rpm’de 15 saniye santrifij islemi
uygulanmis ve cihaza yuklenmistir. Calismamizda, 9
ornek, 3 pozitif kontrol (yeni) ve daha dnceki calismada
kullandigimiz 2 pozitif kontrol (eski), 1 negatif kontrol
de calismaya dahil edilmis 1 hacim pipetaj hatasi da
eklenerek toplam 16X konsantrasyonda hesaplamalar
yapllmistir (Cizelge 10). Pozitif kontrole gére 6rnekler
degerlendirildiginde amplifikasyon egrisinde herhangi
bir pik gdzlenmemistir.

Cizelge 10. Real time PCR (Hidroliz problan) Mastermix icerigi
Table 10. Mastermix content of the real-time PCR (Hydrolysis probes)

Bilesenler 1X 16X
SuU oul 144l
PPMix 2ul 32ul
TagMan MasterMix(Enzim) 4ul 64ul
TOPLAM 15pl

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Agaroz jel elektroforez calismalar sonucunda
DNA bantlarinin degerlendirilmesi

Bu calismada loos et al.(2007)'nin gelistirdikleri
yontem modifiye edilerek uygulanmistir. P. halstedii
izolatlarindan elde edilen DNA'nin kalip DNA olarak
kullanildigi PCR reaksiyonundaki bilegenlerin miktarlari
50 pl'lik final hacim igin optimize edilmistir. Elde edilen

hesaplamalar sonucunda P. halstedii icin Klasik PCR
Protokolli reaksiyon icerigi Cizelge 4'deki gibi
olusturulmustur ve primerlerin, reaksiyonda basaril
oldugu belirlenmistir.

PCR reaksiyonu, toplam 24 ornek ile calisiimistir.
Agaroz jel (%1'lik) elektroforez calismalarn sonucunda;
pozitif ~ kontrole  gbre,  degerlendirilebilir  her
bant “var / yok” olarak kaydedilmistir. Orneklerde
degerlendirilebilir herhangi bir bant olusmamistir. Pozitif
kontrolin DNA bandi ise yaklasik 308 bp araliginda
gozlemlenmistir (Sekil 2). DNA izolasyonu yapilan
tohumlar; P. halstediivarligi yoniinden ari bulunmustur.

Real time PCR yontemi icin SyberGreen ile
optimizasyon sonugclarinin degerlendirilmesi

Gizelge 1" de belirtilen PCR Urdnleri (toplam 34
ornek), Real time PCR cihazinda “var/yok” analizi
yapilmak Uzere hazirlanmistir. Bu calismada, PHAL-F /
PHAL-R primerleri kullanilarak SyberGreen boyasi ile
Real time PCR cihazina 6rnekler ylklenmistir. P.halstedii
izolatlarindan elde edilen DNA'nin kalip DNA olarak
kullanildigi PCR reaksiyonundaki bilesenlerin miktarlari
10 wl'lik final hacim icin optimize edilmistir. Elde edilen
hesaplamalar sonucunda P. halstedii icin Real Time PCR
SyberGreen Protokolli Reaksiyon icerigi Cizelge 5'deki
gibi olusturulmustur.

Calismamizda, pozitif kontrol ve  primerler
amplifikasyon egrisinde de goruldigi gibi (Sekil 5 )
sadece pozitif kontrolin Ct (Cycler Treshold)
degeri okunmus, orneklerde herhangi bir Ct degeri

kaydedilmemistir. Ancak primer dimerleri tespit
edilmistir.
Pozitif ~ kontrolde  amplifikasyon  gozlenmis,

Orneklerde P. halstedii ye ait DNA bulunmadig
icin herhangi bir amplifikasyon g6ézlenmemistir
Amplifikasyonda gorilen pozitif ve negatif sonuclar,
melting egrisi (Sekil 4) grafiginde teyit edilmistir. Ct
degeri, yiikselme egrisinin  en yiksek fazinin
izdlisimiidir. Bu denemede pozitif kontrol Ct degeri 27
olarak okunmus ve orneklerde herhangi bir sinyal
g6rilmemistir.

Agaroz Jel Elektroforez (%1'lik)  calismalari
sonucunda her bir érnek icin olusan ve degerlendirilebilir
her bant “var /yok” seklinde kaydedilmistir. Buna gore;
ithal tohum orneklerinde herhangi bir bant acilimi
gozlemlenmemis fakat dogal enfekte tablalardan alinan
tohum 6rneklerinde (B1 ve B2) ve gévde (G1) den alinan
orneklerde pozitif kontrole gére daha disiik diizeyde
bant goruntisa (Sekil 6) gdzlemlenmistir. Bu sonug,
dogal enfekte Orneklerden izole edilen P. halstedii
izolatlarina ait DNA'larin varhidini gostermekte ve klasik
PCR protokoliiniin ve déngiileme profili basamaklarinin
dogrulugunu teyid etmektedir.
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Aycicegi mildiyosii ile dogal enfekte drneklerin
SyberGreen ile Molekiiler Analizinin Degerlendirilmesi
Amplifikasyon egrisi (Sekil 7) degerlendirildiginde,
pozitif kontrol Ct degeri, 30. donglde sinyal
vermistir. Bu egri, pozitif kontrollin sistemde amplifiye
oldugunu ve test edilen orneklerin kontrole gore
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Sekil 4. Pozitif kontrol ve primer dimeri pik egrileri
Figure 4. Peak curves of the positive controls and the primers

Sekil 6. Bazi ithal tohum, dogal enfekte tohum , gvde ve yapraktan
alinan 6rneklerin, pozitif kontrole gére bant gorunttleri

Figure 6. Band view of some exported seeds, naturally infected seeds,
and samples from the stems and leaves relative to the controls

Grafige gore (Sekil 8) pozitif 6rnekler 80-84°C'de
melting pik'i vermistir. Negatif drnekler, herhangi bir pik
vermemistir. Tohum ve gévde 6&rneklerinde 35.
donglden sonra, amplifikasyon egrileri goéruldigu icin
melting egrisi ile de kontrol edilmistir. Pozitif kontrole
gore net pik'ler olmasa da, 80-84°C'de, disik diizey
pik egrileri gozlenmistir. Bu sonuc¢ ile primerlerin
reaksiyonda basarili oldugu, pozitif kontrol ve dogal
enfekte 6rneklerden izole edilen P.halstedii izolatlarinin
DNA'larinin  degerlendirilebilir  pik egrileri  verdigi
saptanmistir.

Hidroliz problan kullanilarak analizi yapilan
orneklerin degerlendirilmesi

Bu calismada, 9 6rnek (Cizelge 2), 3 pozitif kontrol
(yeni) ve daha onceki calismada kullandigimiz 2
pozitif kontrol (eski), 1 negatif kontrol de calismaya
dahil edilmis 1 hacim pipetaj hatasi da eklenerek 15X
konsantrasyonda hesaplamalar yapilmistir. Calismamizda

degerlendirilebilecegini gdstermektedir. ithal tohum
orneklerinde ve negatif kontrolde herhangi bir sinyal
goralmemistir. Sadece, dogal enfekte aycicedi
tablalarindan alinan tohum, yaprak ve godvdeden
alinan o6rneklerde, 35. dongliden sonra dusuk
amplifikasyon sinyali gorilmustur.

Amplification Curves
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Sekil 5. Amplifikasyon Egrisi
Figure 5. The amplification curve

Ampimestion Surves

Figure 7. The Amplification Curve
Sekil 7. Amplifikasyon Egrisi

tekrar yeni pozitif kontrol kullanmamizin nedeni
orneklemeyi arttirmaktir. Pozitif kontrole gore 6rnekler
degerlendirildiginde amplifikasyon egrisinde herhangi
bir pik gézlenmemistir (Sekil 9).

Calismamizda, molekiiler yontemler ile elde edilen
sonuclar asagida dzetlenmistir:

Klasik PCR calismalarinda reaksiyona girecek
bilesenlerin (Taq Buffer, dNTP, MgCl,, PHAL-F, PHAL-R,
TagDNA Polimeraz, Su, Kalp DNA) optimum
konsantrasyonlar belirlenmis (Cizelge 4) ve Thermal
Cycler cihazi agaroz jel -elektroforez calismalan
sonucunda ¢odaltilan DNA'lar %1’ lik agaroz jel
elektroforezde 100 voltta 35 dakika yiritilmustir. PCR
Grtnleri transilliminatére 302 nm UV isik altinda
fotograflanarak kaydedilmistir. Pozitif kontrole gére
herhangi bir bandin gdzlemlenmemesi etmene ait
herhangi bir DNA'nin da olmadigini gdstermektedir
(Sekil 2).
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Sekil 8. Melting Egrisi
Figure 8. The Melting Curve

SyberGreen boyasi; cift zincir spesifik bir boya
oldugundan primer dimerlerine baglanarak yanls pozitif
sonuglara neden olabilmektedir. Amplifikasyonda
gorilen pozitif ve negatif sonuclar, Melting egrisi
grafiginde teyit edilmistir. Ct (Cycler Treshold) degeri,
yikselme edrisinin en yiiksek fazinin iz disimidir. Bu
denemede porzitif kontrol Ct degeri 27 olarak okunmus
ve oOrneklerde herhangi bir sinyal gorilmemistir. Bu
durum, ithal tohum o6rneklerinde Real time PCR'da P.
halstedii DNA varhigi yoninden negatif oldugunu
gostermistir.

Aycicedi Mildiyosu ile dogal enfekte tohum, gévde
ve yapraktan alinan 6rnekler ve ithal tohum 6rneklerinin
%1’ lik agaroz jel elektroforez ile molekiler analizi
galismalarinin degerlendirilmesi ile ilgili olarak yapilan
denemenin sonuglarn c¢alismada kullanilan ydntemin,
PCR bilesenlerinin  optimizasyonunun (Cizelge 4)
dogrulugunu ve karantina laboratuarinda uygulanabilir
ve glvenilir bir yontem oldugunu gdstermistir. Bu
calismadan sonra elde edilen PCR Urlinleri, Real time
PCR uygulamasinda tekrar kullaniimistir.

Aycicedi mildiyosti ile dogal enfekte o6rneklerin
SyberGreen ile molekiiler analizinin degerlendirilmesi ile
ilgili yapillan denemenin sonuclan dogal enfekte
Orneklerin pozitif oldugunu gdstermektedir. Bu sonucu
dogrulamak icin melting edrisi incelenmistir. Bu durum,
dogal enfekte Orneklerin melting egrisinde pozitif
oldugunu teyit etmektedir. Dogal enfekte 6rneklerdeki
disik diizey pik egrisi, hedef DNA miktarinin dislik
olmasi ile iligkilendirilebilinir. Ayrica, bu érneklerden daha
yuksek dizey pik egrisi alabilmek icin, PCR dongu
sayisinin 40 dongiden 50 dongu diizeyine arttirlmasi
daha uygun olabilir fakat SyberGreen metodu ile 40
dongl Uzerindeki reaksiyonlar glivenilir olmadigindan
bu yaklasim uygulanmamistir. Calismalara spesifikasyonu
ve tekrar edilebilirligi yiksek olan, yanls pozitif olasiligini
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Sekil 9. Primer-prob calismasinda amplifikasyon egrisi.
Figure 9. The amplification curve in the Primer-probe studly.

da ortadan kaldiran hidroliz problar dahil edilerek,
surdirilebilir ve glivenilir bir ydntem uygulanmistir.

Hidroliz problar kullanilarak analiz edilen 6rneklerin
degerlendiriimesi  ile ilgili yapillan denemenin
sonuglarina gore, her 6rnek icin, mutlaka Helianthus
annuus pozitif sonug ¢cikmasi beklenir. Aksi durumda, P.
halstedii negatif dahi olsa, sonu¢ gecersizdir ve DNA
izolasyon asamasi itibariyle calisma tekrar edilmelidir.

P. halstedii 'nin, zaman, emek ve taksonomik
uzmanlik gerektiren klasik yéntemler (EPPO (PM 7/85-2)
Yetistirme Testi, 10-14 giin) yerine tohumdan daha
erken, hizli, glvenilir ve hassas tespiti icin molekuler
yontemler (2-3 giin) kullanilarak patojen daha erken
tespit edilebilecektir. Boylece Ureticilere ve aycicedi
tohum ithalat ve ihracati yapan kuruluslara ekonomik
fayda saglayacak ve ilkemiz karantina laboratuarlan
icerisinde de etmenin aycicedi tohumundan tespitine
yonelik ilk calisma olacaktir. Ozellikle analiz siirelerinin
uzunlugu, liman, antrepo, yeddi-emin gibi guimrikli
sahalarda bekleme stirelerini de uzatmakta ve ithalatgl
firmalara maliyeti yiksek olmaktadir. 2017 degerlerine
gore dis karantina analizlerinin licret tarifesi her
numune icin 600 TL ayrica belge-beyan kontroli , bitki
pasaportu kaydi gibi diger islemler ile her bekledigi
stre icin de ayrica Ucretlendirme yapilmaktadir. Bu
Ucretlendirme bekleme vyerine gore degiskenlik
gosterebilmekte 3 glinden sonraki her giin icin maliyet
yukselmektedir. Sahadaki bu sikintilara ¢oziim olacak
en etkili yollardan birisi de analiz siirelerini kisaltacak en
hizli ve guvenilir metodlarin bu laboratuarlarda
uygulanabilmesidir.

Bu calismalar sonunda edinilen bilgi, tecriibe ve
go6zlemlerimize gore klasik ve molekiiler yontemleri
avantaj ve dezavantaj olarak karsilastirdigimiz kriterler
Cizelge 11'de verilmistir.
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Cizelge 11. Klasik ve molekiiler yontemlerin bazi kriterler yéntinden karsilastirimasi
Table 11. Comparison of the classical and molecular methods for some criteria

KLASIK YONTEMLER MOLEKULER
KRITER ACIKLAMA Yetistirme Testi, Besiyeri YONTEMLER
hazirlama, Biyokimyasal Testler Klasik & Real Time PCR
Zaman Testin, o"rnel.<§llm|ndan sonug verilene kadar 10-14 giin 1-2 giin
gecen slresidir.
Hassasiyet Aranan etmenin tespit edilebilme diizeyidir. %70-95 %99
Spesifiklik Arzfmar? etmgmn net olarak tespit 9%70-80 %99
edilebilmesidir.
Tekrar edilebilirlik Her 6rnek her uygulamada farkl sonug verebilir. Yok %99
insan Faktorii Analizi yapan kisinin yetkinlik ve kabiliyeti %100 etkili %3 etkili
Uygulama Sureci Analiz agamalari Cok asamali 2 asamali
Kontrol Mekanizmasi Analiz agsamalarinin kontrol edilebilirligi Yok Her asama kontrollu
Raporlama Analiz sonucunun belgelenmesi Makroskobrn\;e“;n|kroskob|k Genetik veri analizi

Ayni sekilde yaptigimiz ¢alismada, molekiler yontemleri
de kendi aralaninda karsilastirdigimizda klasik PCR
¢alismalarinin duyarl, protokol standart hale geldikten
sonra uygulamasinin kolay ve kullanim alaninin genis
olmasi gibi avantajlari bulunmaktadir. Buna karsilik
kontaminasyon riskinin yiiksek olmasi, zaman ve yodun
emek gerektirmesi, analitik 6zglnligunin dasidk olma
olasiligl, kantitasyonun belirlenememesi ve kullanilan
reaktiflerin kanserojen etkisinin olmasi gibi dezavantajlari
da bulunmaktadir. Real time PCR calismalarinin ise,
duyarllik, 6zglnlik ve tekrar edilebilirliginin yiksek
olmasi, kontaminasyon riskinin diisik olmasi, zaman
tasarrufu, bir ¢cok hedefi ayni anda analiz edebilme
ozelligi ve kantitatif analizlerin dahi reaksiyon sireci ile eg
zamanl olarak tespit edilebilmesi gibi ciddi avantajlari
vardir. Klasik PCR islemlerine gore yiksek maliyetli
olmasi, cihazlarin  donanimsal &zelliklerine gore
standardizasyon ve analiz farkliliklarinin  olmas,
kullanicilarda teknik donanim ve alt yapi gerektirmesi
gibi dezavantajli yonleri de bulunmaktadir.

SONUC
Sonug olarak; P.halstedii (Farl.) Berl. & De Toni'nin
tohumlardaki varliginin rutin analiz gerektiren karantina
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