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OZET

Bitki viriislerinin tan1 ve teshisi icin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler viriis
teshisinde elverigli olmalarina ragmen, bir kismi zaman alict olmakta ve ozellikle serolojik testlerde
antiserumun varligina bagimli kalinmaktadir. Son yillarda molekiiler tekniklerde meydana gelen
gelismelerle viriislerin tanist daha da kolaylastigi gibi, daha kesin ve gilivenilir sonuclara ulagmakta
mimkiin olabilmektedir. Bu molekiiler tekniklerin en 6nemlilerinden biri de; viriisle infekteli bitkilerden
replikatif double-stranded RNA (dsRNA)'nin izolasyonu ve analizidir. Bu yonteme gore bir bitkideki
dsRNA'nin varligy, sayis, bilyiikliigi, bir viriisiin tanis1 igin potansiyel tanilama degerleridir. Viral dsRNA,
seliiloz kolon kromatografi ile izole edilir ve dSRNA'nin varligi agarose jel elektroforez ile gosterilir.

Anahtar Kelimeler: dsRNA, Agarose Jel

USE OF dsRNA ANALYSIS METHOD FOR IDENTIFICATION OF PLANT
VIRUSES

ABSTRACT

Several approaches for detection and diagnosis of plant viruses can be used. Despite to their
usefulness, some of them have been time consuming and particularly serological tests have been depend
upon providing antisera. In recent years obtaining easy, fast and accurate results in detection and
determination of viruses has been possible by the development and improvements of molecular techniques.
One of the most important methods is the isolation and analysis of replicative double- stranded RNA
(dsRNA) from virus-infected plants. The presence number, size, and abundance dsRNAs in infected plant
tissue are of potential value for diagnosis. Cellulose-column chramatography are used for purification of
viral dssSRNA and the presence of dsSRNA are represented by agarose gel electrophoresis.
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1.GIRiS tropikal ve subtropikal bolgelerde onemli
) ) ‘ olmaktadir (Ulubas, 2002). Bu hastaliklarin
Diinya nifusunun hizhi artisi ile kontrol calismalarinda ilk o6nemli adim

beslenme de Onemli bir sorun haline hastaliga neden olan viriisin kimligini
gelmigtir. Tarim alanlarin1 genisletmenin belirlemek ve 6zelliklerini ortaya koymaktir.
zor oldugu giniimiiz kosullarinda birim  Son yillarda teshis metodlarindaki
alandan daha fazla iiriin almak, kahteyl Ve gelismeleﬂe bu lslem daha kolay olarak
verimi yiikseltmek beslenme acisindan gergeklestirilmektedir (Ulubas, 2001).

onem tagimaktadir. Bu konuda yapilan Birgok bitki virologu; bitkilerdeki
calismalar, ¢evresel kosullarin virlisiin teshis ve tanisi i¢in ¢esitli yontemler
dﬁzenlenmesi, kiltiirel faaliyetlerin kullanmlstlr_ Bu yéntemler, b1y010J1k
uygun bir bicimde yapilmas, bitkilerin ve indeksleme, hiicresel yapiciklar (inclusion
tiriinlerin hastalik ve zararlilardan body), boceklerle tasinan viriislerde tasima

korunmasidir (Baykal,1992). ) ozelligi ya da kapasitesi, seroloji, elektron
Bitki viriislerinin P?_den _ oldugu mikroskobik yontemler, niikleik asit
hastaliklar tarla ve bahge triinlerinde her  hibridizasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu

yil yaklagik 15 milyar dolar kayiplara ~ (PCR), dsRNA (Double Strand RNA)
neden olmaktadir. Ozellikle bu kayiplar analizidir(Mathews,1993).
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Viriis hastaliklarinin tanisinda genel
olarak bircok yontem kullanilmakla
birlikte basar1 sans1 viriise ve konukguya
baglidir. Morris ve Dodds (1979), viriis ve
funguslarla infekteli bitkilerden dsRNA
analizi ve izolasyonu yolu ile bir metod
gelistirmislerdir.

Birgok bitki viriisii bir veya birkag
parca halinde olan tek iplikcikli ssSRNA
genomuna sahiptir. Viral replikasyonu
olay1 sirasinda, her bir genom parcasina
karsilik gelen ¢ift iplik¢ikli dsSRNA tiirleri
infekteli dokuda birikebilir. Ayrica
subgenomik mesajli RNA'lara karsilik
gelen dsRNA'larda bazen bulunabilir. Bu
cesitli dsRNA tiirleri kolayca izole
edilebilir. Boylece virlislerin taksonomik
kriteri olarak kullanilabilir (Krajacic ve
Lorkovic, 1992).

2.DsRNA ANALIZ YONTEMIi

DsRNA (¢ift iplik¢ikli RNA) analizi
bitki viriislerinin tanisinda yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Bu yontem bir
RNA virtisii ile enfekte olmamis bitkilerin
Olciilebilir miktarda yiiksek molekiil
agirlikl1 dsSRNA ihtiva etmeyecegi esasina
dayanmaktadir (Morris ve Dodds, 1979).

Bu yaklasima gore, eger bir bitkide
dsRNA varsa bu bize bitkinin bir RNA
virlisii veya virlis benzeri bir etmenle
infekte oldugunu gosterir. Ortaya
c¢ikarilan bu dsRNA da bir tek sarmal RNA
viriisiiniin replikatif formuna ait genomu
olabilir.

Bu dsRNA'lar1 tanilamada birinci
kosul bunlarin enfekteli bitkisel
dokulardan izole edilmesidir (Korkmaz
ve Cinar, 1998).

2.1.Bitkisel Dokulardan Niikleik Asitin

Izolasyonu

Bitkisel dokulardan niikleik asitin
izole edilme c¢alismalarina dokunun
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parcalanmasi ile baglanir. Bu adim doku
tipine ve farklt amacglara gore
gelistirilebilir. Bitkisel ve fungal
dokulardan dsRNA'in izole edilmesi
sirasinda niikleik asitlerin  bir kismi
kaybolmaktadir. Bu sebeble kaybi
Onleyen sartlar altinda toplam hiicresel
niikleik asitlerin izolasyonuna ¢aligilir.
dsRNA, diger hiicresel niikleik asitlere
gore oldukca kararli oldugu i¢in daha az
itina ile izole edilebilir. Bu yonteme ilk
baslayan kisi i¢in en iyi yol tiitiin mozaik
viriisii ya da hiyar mozaik viriisii ile
enfekteli olan bitkiler ile baglamaktir.

Giildiir ve Yilmaz (1994), enfekteli
domates bitkisi ekstraktlarindan agarose
jel elektroforez yontemi ile domates
mozaik virlistinii saptamigtir.

Yine, Bostan ve Acikgoz (2000)
Erzurum yoresinde yetistirilen
patateslerden izole edilen patates X ve S
virlislerini % 2'lik agar jelde 100 V'da 3
saat siire ile elektroforetik ayrima tabi
tutarak PVX'e ait tek banta sahip dsSRNA
profilini elde etmistir.

Bitkinin geng, korpe ve sulu, yeni
enfekte olmus kisimlar1 genellikle 1yi
kalitede ve ylksek niikleik asit
konsantrasyonuna sahiptir. Bu dokular bol
miktarda viral dSRNA igerir. Ancak Citrus
tristeza gibi floemle sinirli viriislerde
yapraklardan ziyade bitkinin gen¢ kabuk
dokular1 ya da yapragin orta damarinin
kullanilmasi tercih edilir.

1998 yilinda Korkmaz ve Cinar
tarafindan Morris ve Dodds (1979)'un
Onerdigi ve Valverde ve ark.(1990)'nin
gelistirdigi dsRNA analizi ve izolasyonu
metodu modifiye edilerek turunggil
tristeza virilisii, tiitiin mozaik virdsi
(TMV), hiyar mozaik viriisii (CMV) ve
turunggil klorotik clicelesme hastalig
etmenlerini niikleik asit analiz yontemi ile
tanilama ¢aligmalarini yiiriitiilmiistiir.
Turunggil klorotik clicelesme hastalig
disinda diger viriislerin molekiil
agirliklari belirlenmistir.



cilek ve kiraz gibi Rosaceae familyasina
ait bitkilerde farkli bir problem goriiliir.
Bu bitkilerde sulu ekstraktlardan
dsRNA'nin ayrimimi zorlastiran yiiksek
miktarda polisakkarit kontaminantlar
bulunur. Bu sekilde problemli dokularda
bir 6nlem olarak sulu ekstraktin su oranini
artirmak Onerilebilir (Zhang et.al.,1998).
Kiraz bitkisi ile yapilan ¢aligsmalara 6rnek
verecek olursak;

[lhan ve ark. (2001) de yaptiklar1 bir
calisma da Hatay, Yalova ve Canakkale
illerindeki fidanlik gen kaynaklar1 ve
bahgelerden temin edilen erik ve kayisi
orneklerini dsRNA analizine tabi tutmus
ve ¢alisma da Erik halkal1 leke viriisii'niin
dsRNA izolasyonu Sbanadzovic ve di
Terlizzi (1994)'nin yOntemine gore
yapilmistir. Viriistin niikleik asit analizleri
sonucunda 1 izolatta 3 RNA tesbit
edilmistir. (RNA1, 3.662kb; RNAZ2,
2.507kb; RNA3, 1.887kb) 1 izolatta ise
RNA2 bulunmus, negatif kontrolde ise
herhangi bir bant olusumu
gbdzlenmemistir.

Acikgoz ve ark. (1998), tarafindan
Amasya Kiraz Hastaligina neden olan
etmeni tanilamak amaciyla niikleik asit
izolasyonu ve analizi ¢caligmalar1 yapilmis
ve viral dSRNA'nin elektroforetik analizi
sonucunda dsRNA profilinin ¢ok sayida
bantigerdigi ifade edilmistir.

Zhang ve ark. (1998)'nin yaptiklar
calismada Stem pitting simptomu
sergileyen kiraz agaclarindan niikleik
asitin replikatif formu izole edilebilmis ve
polyacrylamid jel elektroforezde
fragmentlerine ayirarak jelde virusa 6zgii
5 bantelde edilmistir.

Cilek bitkisi ile yapilan ¢aligmalarda
ise;

Spiegel (1987), cilek sar1 kenar
(Strawberry mild yellow-edge) viriisii ile
enfekteli c¢ilek bitkisinden dsRNA
izolasyonunu gerceklestirmis ve elde
edilen profilde 3 bant gézlemlemistir.
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Bunlarin molekiil agirligs; 3.8,2.8 ve 1.3 x
10° dalton oldugunu belirleyen arastirici,
bu dsRNA profilinin daha Onceden
belirlenmis pancar western sarilik viriisii
ve arpa sari ciicelik viriisti (Barley yellow
dwarf) profiline benzedigini ifade
etmistir.

Watkins ve ark. (1990), June sarilik
virisii (June yellow virus) ile enfekteli
cilek bitkisinden dsRNA izolasyonunu
gerceklestirmis ve en biiyiik fragmentin
molekiil agirhiginm 1x 10° oldugunu,
saglikli bitkilerde ve Fragaria vesca
bitkisinde ise dsRNA profiline
rastlamadiklarini bildirmisler-dir.

Dokular, proteinlerin dogal yapisini
bozan bir buffer (tampon) ile homojenize
edilerek, nikleik asitlerin serbest kalmasi
saglanir. Homojenattaki riboniikleaz
enziminin aktivitesini azaltmak igin tuz
konsantrasyonunun  1-0.1 mol arasinda
ayarlanmast gerekir. Yine niikleaz
aktivitesini diisirmek i¢in bentonit,
diethylprocarbonat ve metal iyonlar1 gibi
katk1 maddeleri kullanilabilir(Sbanadzovic
ve diTerlizzi, 1994).

Proteinin denature edilip niikleik
asitlerin serbest kalmasini saglamak icin
Sodium dodecyl sulphate (SDS) veya
P-aminosalicylic acid gibi deterjanlar
kullanilir. Bitki dokularinin
oksidasyonunu ve kahverengilesmesini
onlemek icin ekstrakta sulfite,
polivinylpyrrolidone, mercaptoethanol,
sodium diethyldithiocarbamate gibi katk1
maddeleri ilave edilir. Baz1 prosediirlerde
protein denaturasyonu i¢in Phenol
onerilmektedir. Phenol ve Chloroform-
Pentanol kullanimi1 proteini uzaklastirma
da en iyi sonucu vermistir (Valverde et.al.
1990).

Eger bilinmeyen bir virlis ya da rk
ile ¢alisma yapiliyorsa mutlaka bitkinin
degisik organlarindan 6rnekler alinmalidir.
Arazi ya da sera kosullarinda elde edilen
bitkilerden toplanan 6rnekler analiz igin
—20 yada —80 derecede uzun siire



saklanabilir. (Jarupat ve ark., 1991; Karan
veark., 1991).

2.2.Yontem

Uzerinde ¢ok c¢alisilmis bir niikleik
asit olan dsRNA'y1 saflastirmak i¢in pek
cok prosediir gelistirilmistir. Cogu bitki
virilisliniin dsRNA izolasyonunda Morris
ve Dodds (1979) tarafindan Onerilen
yontem kullanilmaktadir. Bu ydntemin
esas1; CF-11 seliiloz kolon
kromatografisine dayanur.

Niikleik asitlerin seliilloz kolonda
fraksiyonlarina ayrilmasi ¢esitli ethanol
konsantrasyonlarinda tek ve cift sarmal
RNA'nin ve DNA'nin seliiloza
baglanmasi temeline dayanir. DNA ve
ssRNA fraksiyonlar1 9%15-18 Ethanol
igeren tampon soliisyonda akip giderken,
dsRNA gibi yiiksek sekonder yapili olan
RNA seliilozda bagli kalir (Spiegel,
1987). Daha sonra Ethanol igermeyen
tampon sollisyonu uygulanarak
dsRNA'lar selillozdan elde edilir. Bu
islemlerden sonra bitkisel dokulardan
viral etmene 0zgii dSRNA elde edilmis
olur.

Seliiloz prosediirii ile bitkisel
dokulardan elde edilmis olan dsRNA nin
analizi i¢in, akrilamid ya da agar jel
icerisinde elektroforetik ayrima gidilir.
Dogru elektrik akimi alanin da belirli bir
stire ile yapilan ayrimlar niikleik asitlerin
molekiil agirligina baghdir. Molekiil
agirligi fazla olanlar yakina, az olanlar ise
daha uzaga go¢ ederler (Jordan ve Dodds,
1983).

Akrilamid ya da agardan hazirlanan
destekler iizerine ornekler uygulanir ve
uygun pH'lh bir tampon ile 1slatilir.
Cogunlukla kullanilan tamponlar Tris-
Borate (TBE) ya da Tris-Phosphate
(TPE)'dir. Bunlarin pH's1 7.5-8 arasinda
olmalidir. dsRNA i¢in uygulanan elektrik
akimi genellikle 100 V, siire ise 2.5-4 saat
arasindadir. Bu siire sonunda viral niikleik
asit fragmentleri molekiil agirliklarina
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gore jelde yerini alir. Jel igerisindeki
dsRNA'lar1 goriiniir hale getirebilmek i¢in
Ethidium Bromid'le (EtBr) boyanir.
Niikleik asit molekiilleri 260-280 nm de
UV 15181 absorbe ederler. Bu kisimlarin
EtBr ile boyali olmas1 profilin UV 151k
altinda goriinmesini saglar (Valverde
et.al.1990).

Jeliizerinde olusan dsRNA profili ile
molekiil agirlik standardinin olusturdugu
profillerin karsilastirilmas1 yapilarak
elektroforeze tabi tutulan viral
dsRNA'larin molekiil agirliklar: saptanir.
Standart olarak 6nceden molekiil agirlig
bilinen bir makromolekiil (6rnegin Hind
111, Cift sarmal DNA) kullanilir (A¢ikg6z
ve ark., 1998). Arastirmacilar tarafindan
farkli tiirlerin dsSRNA'larinin belirlenmesi
virlis enfeksiyonu icin ayrintili bir kanit
olarak yorumlanmistir. Clnki her
viriisiin, hatta her tilirlin yada izolatin
dsRNA'sinin molekiiler agirlig:
birbirinden farklidir. Analiz edilen viriis
gruplarmin molekiil agirlik standartlar ile
bagintis1 incelenerek teshisi
yapilmaktadir.

Yardimci ve Agikgdz (1997),
tarafindan yoncalarda yiriitiilen
caligmada alfalfa mozaik viriisiiniin
tanisinda lic ayr1 dsRNA izolasyon
yontemi kullanilarak elde edilen viral
RNA larin elektroforetik ayrimi
gerceklestirilmistir. Diaz-Ruiz ve Kaper,
Morris ve Dodds ve Duran Vila ve ark.nin
onerdigi yontemleri uygulayan
aragtiricilar  etmene 0zgii en belirgin
dsRNA profilini Morris ve Dodds'un
yontemiyle elde etmislerdir.

Yine bagka bir calisma da A¢ikgdz
ve Doken (2001), incir mozaik
hastaliginin tanilanmasinda diger tam
yontemlerinin kullanilamamasi sebebiyle
dsRNA analiz ydnteminin
kullanilabilirligini arastirmiglardir.
Enfekteli bitkilerden elde edilen niikleik
asit profilinin molekiil agirliginin 0.6 Kbp
ile 6.6 Kbp arasinda yer aldigini
belirlemislerdir.



3.SONUC

Viriis hastaliklarinin tanisinda ¢esitli
yontemler kullanilmaktadir. Ancak her
metodun kullanimi ve basarili olma sansi
viriise ve konukc¢uya baghdir.

dsRNA analiz yonteminin diger
yontemlere gore birgok avantaji vardir.
Klasik tan1 yontemleri ile kiyaslandiginda
basit ve goreceli olarak daha ucuzdur.

Kokli ve Baloglu (2001)'de,
yaptiklart bir c¢alisma da; Trakya
Bolgesinde yetistirilen baglarda Asma
yaprak kivrilmasi ile iligkili viriislerle
enfekteli bitkilerde dsRNA analizleri
sonucunda 1. 6rnekte agarose jelde 4 bant,
2. Ornekte 3 bant, 3. Ornekte 2 bant
gbozlemlemislerdir. Arastiricilar dsRNA
analiz yonteminin, ELISA ile
kiyaslandiginda daha hassas ve giivenilir
oldugunu  ancak test edilen Ornek
sayisinin sinirlt olmasi ve test igin gereken
zamanin uzun olmasi gibi dezavantajlari
oldugunu ifade etmislerdir.

Karigik infeksiyonlarin tanisinda
kullanilabilir. Ayrica viriisiin farkh
irklarinin belirlenmesini saglamaktadir.

Honda ve ark.,(1986) da,
Kanagawa ve Hirosima da AMV (Alfalfa
mosaic virus) ve CMV (Cucumber mosaic
virus) ile ilgili yaptiklari caligma da bu iki
virlistin elektroforetik bantlarinin ve
protein kiliflarinin birbirine benzer
oldugunu bulmuslardir. Sekil 2'de Kve T
harfleriile gosterilen bantlar AMV'y1, S, Y
ve P harfleri ile gosterilenler ise CMV'yi
anlatmaktadir.

Rezaian ve ark. (1990), asma
yaprak kivircikligr virtisi ile iligkili
viriislerle infekteli bitkilerden dsRNA
profillerini tesbit ederek farkli asma
bitkilerindeki dsRNA'larin farkli
biiyiikliikte oldugunu belirtmislerdir.
RNA'lar1 saf olarak elde etmek i¢cin CF-11
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selluloz kromatografisi kullanan
arastiricilar viral niikleik asiti jel
elektroforezde analiz ederek viral bantlar
elde etmislerdir. Saglikli bitkilerde ise
dsRNA'yarastlanmamustir.

Protein kapsiilii bulunmayan
viroidlerin tanisinda da kolaylikla
kullanilabilen bir yontemdir.

Purifiye edilen dsRNA daha sonra
RNA'dan ¢cDNA (Tamamlayic1
deoksiriboniikleik asit) sentezinde
kullanilir. Viriisiin baz dizilerinin
belirlenmesine kaynaktir. PCR, molekiiler
klonlama ve northern blot analizinde
kullanilr.

Bu yontemle sadece RNA viriisleri
tanilanabilmektedir. Luteoviriisler ve
bir¢cok Potyviriisler ¢ok miktarda dsRNA
tiretemezler ve bu durum onlarin bu
yontemle tanisin1 imkansiz kilar.

Bazi durumlarda arazi ornekleri
diisiik miktarda dsRNA'ya sahiptir ve bu
gibi Orneklerin seralarda duyarl bitkiler
tizerinde ¢ogaltilmasi gerekmektedir.

Serolojik testler; basit, pratik ve
kisa zamanda sonuca ulasilmasi sebebiyle
yaygin olarak kullanilmak- tadir. Bununla
birlikte eger bitki birden fazla viriisle
infekteli ise hedef alinmayan viriis
tanimlanamayabilir (Clark ve Adams,
1977).

Sadece indikator bitki kullanilarak
yapilan tan1 yoOntemleri de giivenilir
degildir. Ciinkii bitkinin gostermis oldugu
reaksiyon ve simptomlar ¢evre kosullari,
bitki ¢esidi ve viriis irkina gore degisiklik
gostermektedir (Guldiir ve Yilmaz, 1994).

Biitiin bunlar g6z 6niine alindiginda,
bitkilerdeki viriis hastaliklarinin tanisinin
dogru olarak yapilabilmesi ic¢in birden
fazla yontemin kullanilmasi
Onerilmektedir.
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Sekil 1. Bitki dokusundan dsRNA’nin izolasyonu
(Krajacic ve Lorkovic, 1992)



Sekil 2. Alfalfa Mozayik Viriisii ve Cucumber Mozayik Viriisiiniin dsRNA’ larimin
Elektroforetik Analizleri (Honda et. al,1986)
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