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İ ndirekt Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ile Kay ı s ı  
Yaprak Doku Diskierinde Plum Pox Potyvirus (PPV)'nin Tan ı lanmas ı  

İ . Özer Elibüyük' 

Geli ş  Tarihi : 13.03.2'001 

Özet: Plum Pox Potyvirus (PPV) ile enfekteli kay ı s ı  yapraklar ı ndan bir mantar delici yard ı m ı yla 2, 3.5, 5 ve 6 mm 
çapl ı  diskler kesilmiş tir. Bu farkl ı  çaptaki yaprak diskleri ELISA tabakalar ı ndaki kuyucuklara 1, 2, 3 ve 4'er tane olacak 
şekilde konulmuş tur.Denemede, PPV ile enfekteli yapraklar ı n belirtili ve belirtisiz dokular ı  kullan ı lm ış t ı r. Çal ış mada 

diskler için 37°  C'de 4 saat ve 4°  C'de bir gece olmak üzere iki inkübasyon s ı cakl ı k derecesi kullan ı lm ış t ı r. Yaprak disk 
say ı s ı  ve büyüklüğ ü artt ı kça absorbans de ğ erinin de artt ığı  gözlenmiş tir. Dört saat 37°  C'lik bir inkübasyon peryoduna 
b ı rak ı lan disklerin absorbans de ğ erleri bir gece 4°  C'de b ı rak ı lanlardan biraz daha yüksek olarak bulunmu ş tur. Ayr ı ca, 
belirtili yerlerden al ı nan disklerin belirtisizlerinkinden daha yüksek absorbans de ğ eri verdiğ i görülmüş tür. Bütün 
koş ullarda enfekteli disklerin absorbans de ğ erleri sağ l ı kl ı lar ı nkinden en az iki kat daha yüksek olmu ş tur 

Anahtar Kelimeler: Plum Pox Potyvirus, kay ı s ı , yaprak doku diskleri 

Detection of Plum Pox Potyvirus (PPV) in Leaf Tissue Disks of Apricot 
by Indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Abstract: The Plum Pox Potyvirus (PPV) infected leaf disks of 2, 3.5, 5 and 6.5 mm in diameter were cut of the 
leaf by cork borer. Leaf disks in different diameters were placed into the wells in the ELISA plate in increased numbers, 
starting with one till 4 folds. In this assay, symptomatic and asymptomatic leaves of infected trees were used. In the 
assay, two incubation times for disks as 37 °  C at hr and 4°  C in overnight was used. It is observed that as number and 
size of leaf disks increase, the absorbance values were also increased. Absorbance values of incubation period of 37 °  C 
was greater than that of overnight. In addition, absorbance values of disks from symptomatic area was all times found a 
bit greater than that asymptomatic disks. Results are found to be similar both leaf disks of apricots and plums. In all 
conditions, absorbance values of the infected disks were at least two times greater than that of healthy ones. 
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Giriş  

Plum Pox Potyvirus'u (PPV) ba ş ta kay ı s ı  (Prunus 
armeniaca L.), erik (P. domestica L.), ş eftali (P. persica L.), 
kiraz (P. avium L.) ve vi ş ne (P.cerasi L.) olmak üzere 
kültür, süs ve yabani sert çekirdekli bitkilerin (Prunus spp.) 
en tehlikeli hastal ığı d ı r (Brunt ve ark. 1996, Nemchinov ve 
Hadidi 1996, Crescenzi ve ark. 1997). Virus, bu bitkilerin 
yaprak, meyve, meyve çekirde ğ i ve çiçeklerinde belirti 
olu ş turmaktad ı r (Wmeth 1986, Desvignes 1999). PPV ile 
enfekteli kay ı s ı  ağ açlar ı n ı n yapraklar ı nda klorotik halka ve 
bantlar, anormal renk de ğ i ş iklikleri ile ş ekil bozukluklar ı ; 
meyvelerin üzerlerinde halka veya çizgi ş eklinde lekeler, 
çukurluklar, nekrozlar, mezokarp dokular ı nda kararmalar 
ve ş ekil bozukluklar ı  ; meyve çekirdeklerinin ise çekirdek 
reng ı nden daha aç ı k veya koyu, ş ekilsiz veya genellikle 
halka ş eklinde lekeler görülmektedir (Giunchedi ve ark. 
1977). 

PPV 20'den fazla yaprak biti türüyle non-persistent 
olarak ve vegetatif üretim materyalleriyle ta şı nmaktad ı r. 

PPV enfeksiyonu dünyada ilk kez 1918 y ı l ı nda 
Bulgaristan'da görülmü ş  ve günümüze kadar özellikle 
Avrupa ve Akdeniz ülkelerinin hemen hemen tümüne  

yay ı lm ış t ı r. Ş u an bu ülkeler d ışı nda virus ABD, Ş ili, 
Hindistan ve Kanada'da da bulunmaktad ı r (Wmeth 1994, 
Roy ve Smith 1994, Desvignes ve ark. 1999, 
http://www.cfia-acia.aqr.ca ). 

Yurdumuzda PPV ilk kez Sahtiyanc ı  (1969) 
taraf ı ndan eriklerde Edirne'de simptomatolojik olarak 
belirlenmi ş tir. Sonra Kurçman (1973), 1972 y ı l ı nda 
Ankara'da iki bahçede erik ve kay ı s ı  ağ açlar ı nda Sharka 
virus hastal ığı n ı  bir y ı ll ı k GF 305 ş eftali çöğ ürlerine kabuk 
a şı lama yöntemi vas ı tas ı yla ortaya koymu ş tur Yürektürk 
(1984), Marmara Bölgesi'nde Bilecik, Bursa, İ stanbul, 
İzmit, İ zmit, Sakarya ve Tekirda ğ  illerinde 1976-1982 y ı llar ı  
aras ı ndaki surveyleri sonucu az say ı da kay ı s ı , erik ve 
ş eftalinin Sharka virusu ile enfekteli oldu ğ unu kaydetmi ş tir. 
Erdiller (1988), Ankara'da kay ı s ı  ve eriklerde PPV 
enfeksiyonunu belirlemi ş tir. Elibüyük ve Erdiller (1991), 
Ankara'n ı n 13 ilçesinde yapt ı klar ı  surveyler sonucu kay ı s ı  
ve eriklerde ş arka hastal ığı na 5 ilçede rastland ığı n ı  ve hiç 
bir ş eftali a ğ ac ı nda PPV enfeksiyonu bulunmad ığı n ı  
bildirmi ş lerdir. Elibüyük ve Erdiller (1995), 7 kay ı s ı  ve 6 
erik çeş idinin ş arka virusuna kar şı  reaksiyonlar ı n ı  
ara ş t ı rm ış lar ve bunlardan Can erik çe ş idinin virusa kar şı  
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tolerant oldu ğ unu, Stanley erik çe ş idininde yaln ı zca 
yaprak belirtileri gösterdi ğ ini; ele al ı nan di ğ er çe ş itlerin ise 
virusa karşı  hassas oldu ğ unu bildirmi ş lerdir. Ş arka 
hastal ığı  bugüne kadar yurdu-muzda ekonomik anlamda 
kay ı plara yol açmam ış t ı r. Ülkemizin en önemli kay ı s ı  
yeti ş tiricilik bölgesi olan Malatya'da hastal ı k 
bulunmamaktad ı r (Elibüyük ve Erdiller 1998). 

PPV'nin tan ı s ı  biyolojik yöntemlerle, elektron 
mikroskopi yöntemi ile, ELISA ve moleküler tekniklerle 
yap ı lmaktad ı r. Bununla birlikte uygulamas ı n ı n kolay, ucuz 
ve etkili olmas ı  sebebiyle ELISA, tan ı  yöntemleri içerisinde 
en yayg ı n olarak kullan ı lan ı d ı r. ELISA yöntemlerinden 
indirekt ELISA (1E) bitkisel viruslar ı n tan ı s ı nda geni ş  
olarak kullan ı lmaktad ı r (Crescenzi ve ark. 1994, Dunez ve 
ark. 1994). Bununla birlikte, fazla say ı da örnekle 
çal ışı ld ığı nda havan ve havaneli ile dokular ı  ezmek fazla 
zaman ve i ş  gücü gerektirmektedir. Bundan dolay ı  böyle 
durumlarda tan ı da yaprak disklerinin kullan ı m ı  bir pratiklik 
sa ğ lamaktad ı r (Romaine ve ark. 1981, Menassa ve ark. 
1986). Bu çal ış mada PPV'nin tan ı s ı  için yaprak disklerinin 
kullan ı m ı n ı n uygunlu ğ u test edilmi ş tir. 

Materyal ve Yöntem 

Yüksek s ı cakl ı klar PPV'nin belirtilerini maske-
ledi ğ inden ve virus konsantrasyonunu dü ş ürdü ğ ünden 
dolay ı  örnekler May ı s ay ı nda toplanm ış t ı r. 

Ankara ş ehir merkezinde 10 adet sa ğ l ı kl ı  ve PPV ile 
enfekteli ayn ı  yaş  ve büyüklükteki 10 adet kay ı s ı  ağ ac ı n ı n 
yapraklar ı n ı n hastal ı k belirtileri gösteren ve göstermeyen 
k ı s ı mlar ı ndan bir mantar delici yard ı m ı yla 2, 3.5, 5 ve 6 
mm çap ı nda diskler kesilmi ş tir. Her bir çaptaki disklerden 
ELISA tabakalar ı n ı n kuyucuklar ı na 1, 2, 3 ve 4'er tane 
konulmuş tur. Ostermann ve Hampe (1986). Sonra her bir 
kuyucu ğ a içinde % 2 polyvinylpyrrolidone (PVP), % 0.2 
bovine serum albumine (BSA) ve % 0.45 sodium 
diethyldithiocarbamate (Na-DIECA) bulunan kaplama 
tamponu (pH 9.6) eklenmi ş tir. Örneklerin bir k ı sm ı  4 C'de 
bir gece ve bir k ı sm ı  da 37°  C'de 4 saat inkübe 
edilmi ş lerdir. ELISA tabakalar ı  y ı kama tamponu ile 
y ı kand ı ktan sonra kuyulara içerisinde % 2 PVP ve % 0.2 
BSA bulunan tuzlu fosfat tamponu (PBS, pH 7.4) ile 
suland ı r ı lm ış  PPV antiserumu (1/1000 v/v) konulmu ş  ve 
tabakalar 37°  C'de 3 saat inkübe edilmi ş lerdir. Bu süre 
sonunda y ı kama i ş leminden sonra antiserumlar ı n 
suland ı r ı ld ığı  tampon solusyonla suland ı r ı lm ış  keçide 
tavş an ı nkine kar şı  üretilmi ş  IgG (goat anti-rabbit IgG) 
kuyulara konulmu ş  (1/80000 v/v) 37°  C'de 4 saat 
inkübasyona b ı rak ı lm ış t ı r. Yöntemde kuyulara 200 III s ı v ı  
yüklenmi ş  ve okumalar da 405 nm dalga boyunda 
yap ı lm ış t ı r. Negatif kontrol absorbans de ğ erinin iki kat ı  ve 
yukar ı s ı nda absorbans değ eri veren örnekler pozitif o ı arak 
değ erlendirilmi ş tir (Uyemoto ve ark. 1989). 

Ayr ı ca hem pozitif kontrol olarak ve hem de yöntemin 
etkinli ğ ini test etmek amac ı yla ele al ı nan bu 10 a ğ açtan 
al ı nan PPV belirtileri gösteren ve göstermeyen yaprak  

örnekleri ile sa ğ l ı kl ı  yaprak örnekleri klasik indirekt ELISA 
yöntemine tabi tutulmu ştur. Bu yöntemde örnekler ilk 
olarak yine ayn ı  kaplama tamponu ile ezilerek (1/10 g/ml) 
elde edilen özütler kuyulara konulmu ş tur. Di ğ er a ş amalar 
yukar ı daki gibi yap ı lm ış t ı r (Uyemoto ve ark. 1989). 

Bulgular ve Tart ış ma 

Polak (1995), ELISA ile PPV tan ı  çal ış malar ı nda en 
iyi zaman ı n ı n Ağ ustos ay ı na kadar olan süre oldu ğ unu 
bildirmi ş tir. Bundan dolay ı  örnekler Ankara ko ş ullar ı nda 
havalar ı n virus belirtilerini maskeleyecek kadar s ı cak 
olmad ığı  ve yapraklardaki PPV belirtilerinin belirgin oldu ğ u 
May ı s ay ı nda toplanm ış  ve bu örneklerle yap ı lan tan ı  
çal ış malar ı nda Çizelge 1 ve 2'deki sonuçlara ula şı lm ış t ı r. 
Bu çizelgelerdeki sonuçlar 10 a ğ açtan al ı nan örneklerin 
absorbans değ erlerinin ortalamas ı d ı r. Bu sonuçlara göre: 

1.Enfekteli a ğ açlardan al ı nan hastal ı k belirtilerini gös-
teren ve de göstermeyen disk örnekleri sa ğ l ı kl ı lar ı nkinden 
en az iki kat daha yüksek absorbans de ğ erleri vermi ş lerdir. 
Yani bu yöntemle virus ba ş ar ı yla tan ı lanm ış t ı r, 

Bununla birlikte Çizelge 3'de görüldü ğ ü gibi yaprak 
dokular ı n ı n ezilerek (1/10 g/ml) yap ı ld ığı  indirekt ELISA ça-
l ış malar ı nda daha yüksek absorbans değ erleri elde edil-
miş tir. Ş üphesiz yaprak doku disklerinin çevresindeki yara-
lanm ış  hücrelerden ezilmi ş lere göre daha az özsu ç ı kaca-
ğı ndan bu yöntemle antibadilerin virusu yakalama ş ans ı  
ezilmi ş  dokulardan elde edilen özsulardakine göre daha 
dü ş ük olacakt ı r. Nitekim Romaine ve ark Menassa ve ark. 
(1986) ile Ostermann ve Hampe (1986) de yapm ış  oldukar ı  
çal ış mada yaprak dokular ı n ı n ezilerek yap ı ld ığı  ELISA 
çal ış malar ı nda daha yüksek absorbans değ erleri elde edil-
di ğ ini bildirmi ş lerdir. Ancak, ayn ı  ara ş t ı r ı c ı lar bu yöntem ile 
de viruslar ı n ba ş ar ı yla teş his edilebilece ğ ini bildirmi ş lerdir. 

2.Hastal ı k belirtilerini gösteren örneklerin absorbans 
değ erleri göstermeyenlerinkine göre daha yüksek olarak 
elde edilmi ş tir. Bu da bize hastal ı k belirtileri gösteren 
dokularda daha yüksek virus konsantrasyonu oldu ğ unu 
göstermektedir. Rankovic ve Vuksanovic (1985) ile 
Baumgartnerova ve ark. (1998) DAS-ELISA yöntemiyle 
PPV ile enfekteli ancak belirti göstermeyen dokularda 
virusu tan ı layamam ış lard ı r. Buna ra ğ men bu yöntem 
belirtisiz dokularda bile virusu tan ı layabilmiş tir 

3.Disk çap ı  ve say ı s ı  artt ı kça elde edilen absorbans 
değ erleri de buna paralel olarak yükselmi ş tir. Virus belirti 
göstermeyen dokularda 2 mm'lik tek bir diskte bile virusu 
tan ı layabilmi ş tir. 

Her ne kadar Marco ve Kohen (1979) disk say ı s ı  ile 
ELISA okumalar ı  aras ı nda do ğ rusal bir ili ş ki bulamam ış  
olsa bile yine Romaine ve ark. (1981), Menassa ve ark. 
(1986) ile Ostermann ve Hampe (1986) ELISA testlerinde 
disk say ı s ı  ve büyüklü ğ ü artt ı kça absorbans değ erlerinin 
de yükseldi ğ ini kaydetmiş lerdir. 
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Çizelge 1. PPV ile enfekteli belirti gösteren ve göstermeyen disklerin ortalama absorbans de ğ erleri (4°  ve 37° C' lerde) 

Disk 
çap ı  
(mm) 

Disk say ı s ı  

1 2 3 4 
İ . S. (° C) B.li B.siz B.li B.siz B.li B.siz B.li B.siz 

2 
4 0.298 0.275 0.328 0.310 0.440 0.309 0.483 0.396 

37 0.458 0.312 0.502 0.347 0.540 0.387 0.586 0.507 

3.5 
4 0.330 0.298 0.419 0.360 0.481 0.401 0.510 0.425 

37 0.477 0.340 0.529 0.371 0.581 0.408 0.601 0.552 

5 
4 0.340 0.350 0.428 0.390 0.502 0.441 0.542 0.458 

37 0.498 0.356 0.550 0.397 0.603 0.449 0.638 0.586 

6.5 
4 0.397 0.398 0.457 0.415 0.596 0.461 0.639 0.507 

37 0.541 0.372 0.593 0.427 0.672 0.475 0.688 0.600 

İ . S.: İ nkübasyon s ı cakl ığı , B.li: Belirti gösteren, B.siz: Belirti göstermeyen 

Çizelge 2. Sa ğ l ı kl ı  disklerin ortalama absorbans de ğ erleri (4°  ve 37°  C' lerde) 

Disk çap ı  (mm) Disk say ı s ı  
1 	 2 	 3 	 4 

İ . S. (u  C) Sağ l ı kl ı  

2 
4 0.131 0.135 0.140 0.144 
37 0.144 0.148 0.152 0.155 

3.5 
4 0.135 0.142 0.147 0.154 

37 0.150 0.155 0.158 0.165 

5 
4 0.139 0.144 0.149 0.155 

37 0.159 0.164 0.170 0.176 

6.5 
4 0.144 0.149 0.156 0.161 

37 0.166 0.172 0.177 0.184 

İ . S.: İ nkübasyon s ı cakl ığı  

Çizelge 3. Sa ğ l ı kl ı  ve enfekteli disklerle yap ı lan klasik indirekt 
ELISA'da elde edilen ortalama absorbans de ğ erleri 
(4°  ve 37° C' lerde) 

İ nkübasyon 
s ı cakl ığı  

(° C) 

Örnekler 

Sağ l ı kl ı  Belirtili Belirtisiz 
4 0.278 1.248 0.912 

37 0.286 1.951 1.288 

4.Yaprak disklerinin kaplama tamponu ile birlikte 
inkübe edildiklernde inkübasyon s ı cakl ığı  ile süresinin 
değ i ş tirilmesi (4°  C'de bir gece ve 37 °  C'de 4 saat) ELISA 
okuma de ğ erlerinde az da olsa farkl ı l ı klara yol açm ış t ı r. 

Ostermann ve Hampe (1986) yaprak disklerini 4 ° 
 C'de 4 saat ve 20 saat inkübe etmiş ler, ancak bunlar 

aras ı nda absorbans değ erleri bak ı m ı ndan bir farkl ı l ı k 
bulamam ış lard ı r. Romaine ve ark. (1981) ile Menassa ve 
ark. (1986) ise denemelerini 37 °  C'de yürüterek ba ş ar ı l ı  
sonuçlar elde etmi ş lerdir. 

Ayr ı ca klasik indirekt ELISA'da da yine belirtili 
dokularla 37°  C'de yap ı lan denemelerde daha yüksek 
absorbans de ğ erleri elde edilmi ş tir (Çizelge 3). 

Sonuç olarak yap ı lan çal ış mada disklerin 37 °  C'de 4 
saatlik bir inkübasyon durumunda 6.5 mral ı k disklerden 
4'er adet kullan ı ld ığı nda daha yüksek abscrbans de ğ erleri  

verdi ğ i görülmü ş tür. Bu ELISA yöntemiyle zaman ve i ş  
gücünden tasarruf edilerek PPV'nin ELISA ile tan ı s ı na bir 
pratiklik kazand ı r ı lmaya çal ışı lm ış t ı r. 
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