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OZET

TOHUMLUK PATATES YUMRULARINDA PATATES iG YUMRU ViROIDi
(POTATO SPINDLE TUBER VIROID)’ NIN SAPTANMASI

Farkli patates gesitlerinde (Agria, Marfona, Hermes, Russet burbank, Granola) ve
ayrica ureticilerin kendi trettikleri tohumluk yumrularda Patates ig yumru viroidi
(PSTVd)’nin varligin1 Reverse Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
yontemi kullanilarak saptamak amaciyla bu ¢alisma yiiriitilmiistiir.

Yapilan bu calismada iki farkli ekstraksiyon yontemi ile toplam 398 yumru
ekstrakte edilmistir. “Silica capture” yontemi ile yapilan ekstraksiyonlarda nanodrop
spektrofotometre ile yapilan dlglimlerde ekstraktin icinde RNA miktarinin ¢ok az ve
kalitesiz oldugu gozlenirken, LiCl yontemi ile yapilan ekstraksiyonlarda elde edilen
RNA’larin ¢ok iyi kalitede olmamasina ragmen PCR yapilabilecek diizeyde ve kalitede
RNA miktarinin oldugu saptanmistir.

Ekstrakte edilen RNA’larin PSTVd’ine karsi testlemelerinde iki farkli primer ¢ifti
(PSTVd1/PSTVd2 ve 3H1/2H1) kullanilmigtir. PCR iriinleri %1-1,5 agaroz jelde
elektroforez iglemi ile gorsel hale getirilmistir. Her iki primer ¢ifti ile yapilan RT-PCR
testleri sonucunda testlenen tiim yumrular negatif olarak saptanmustir.

2015, 30 Sayfa
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ABSTRACT
DETECTION OF POTATO SPINDLE TUBER VIROID IN SEED POTATO

This study was conducted to detect Potato spindle tuber viroid (PSTVd) by
Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) method in different
potato cultivars (Agria, Marfona, Hermes, Russet burbank, Granola) and also in seed
tuber producing by growers.

In this study total 398 tuber was extracted by using two different extraction
methods. RNA amount was measured by nanodrop spectrophotometer. According to
“Silica capture” extraction method, RNA quantity has low quality and was not enough.
In LiCl extraction method, although RNA’s havent a good quality but RNA quantity has
found enough and quality for making PCR.

Extracted RNA’s were tested for PSTVd with two different primer
(PSTVd1/PSTVd2 and 3H1/2H1) pairs. PCR product were visualized by 1-1.5%
agarose gel. According to RT-PCR analysis made with two primers, all tested tubers
were found PSTVd free.

2015, 30 Pages

Key Words: Potato, PSTVd, RNA, RT-PCR
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1. GIRIS

Cesitli yonlerden faydalanma ve kullanma 06zelligine sahip bulunan patates bir
capa bitkisidir. Amerika’nin kesfine kadar bilhassa Giiney Amerika’da yerliler
tarafindan yenilen ve bilinen bu bitki, Ispanyollar tarafindan Avrupa’ya getirilmis ve
bilahare diinyanin diger yerlerine yayilmistir. Zhukovsky’e (1933) gbre, Anadolu’da
patatesin 1853 yillarinda kullanilmaya baslandigi ve XIX. Ylzyilin sonlarinda
yetistirildigi, eski diinyanin her yerinde oldugu gibi ilk anlarda Tiirkiye’de de pek yavas
yayildigi ve ilk kiiltiiriiniin Akovada (Sakarya nehri vadisinde), Karadeniz bogazi
yakinlarinda, Adapazari civarinda yapildigi bildirilmektedir (Senol, 1970).

Patates (Solanum tuberosum L.), iilkemizde en ¢ok yetistirilen ve tiikketimi en
fazla olan sebzelerden birisidir. Ayrica, patates nisastasi, bazi sanayi dallari i¢in 6nemli
bir hammadde durumundadir. Diger taraftan patates, hayvan yemi olarak da Onem
tasimaktadir (Ozbek, 1984).

Cramer’e (1967) gore diinyada bitki koruma tedbirlerinin iyi uygulanmamasi
sonucu 129 milyon 188 bin ton her yil patates iiriinii kaybolmaktadir. Bunun %32.3
hastaliklar, %9.7 sini zararlilar ve % 6,9 da yabanci otlar teskil etmektedir. Yabanci
otlardan meydana gelen zararlanma miktar olarak 16 milyon 535 bin ton patates
demektir (Ozer, 1977).

Patates, yumrulariyla iiretilen bir kiiltiir bitkisi oldugu i¢in bu kiiltiir bitkisinde
enfeksiyona neden olan viriisler tohumluk yumrular ile yildan yila, yil igerisinde de
mekaniksel olarak ya da vektorlerle tasinip hizli bir sekilde yayilarak (Jones, 1988;
Bostan ve ark., 2006) tohumlugun c¢ok kisa siirede yozlasmasina neden olmakta,
genelde ii¢ yildan sonra ayni tohumlugun kullanilmasi durumunda ise enfeksiyon
oranindaki artiga bagli olarak verimde 6nemli kayiplar meydana gelmektedir (Spiegel ve
Martin 1993; Slack 1995). Diger yandan viriisler bitkilerdeki metabolizma faaliyetleri
ile ¢ok siki bir iliski icerisinde oldugu i¢in viriis hastaliklarinin dogrudan kimyasal
miicadele ile kontrol edilmesi de miimkiin olmamaktadir (Walkey, 1991). Bu nedenle
viriis hastaliklarindan kaynaklanan verim kayiplarinin 6nlenmesinde viriislerden ari
tohumluk kullanimi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Yapilan calismalarda 25°den fazla viriisiin ve bir viroidin dogal olarak patatesi
enfekte ettigi (Salazar, 1996) ancak bu viriislerden ¢ogunun sinirli bélgeler icerisinde

kaldig1, sadece patates X virilisii (PVX), patates yaprak kivrilma viriisii (PLRV), patates



S viriisii (PVS) ve patates Y viriisiiniin (PVY) diinya genelinde siddetli enfeksiyonlara
sebep olarak, 6nemli verim kayiplarina neden olduklari kaydedilmistir (McDonald,
1984; Hooker, 1986; Shukla ve ark., 1994; Salazar, 1996; Brunt, 2001). Ustelik tarla
icerisinde enfeksiyon kaynagi mevcut oldugu siirece bu viriislerden bazilar1 mekaniksel
olarak bazilar1 vektorlerle ya da her iki sekilde de tasinarak kisa siire igerisinde patates
bitkisi ayni anda bu viriislerden bir kagmin enfeksiyonuna maruz kalmaktadir
(McDonald, 1984; Singh, 1999).

Kiiltiir bitkilerinde ekonomik zarar olusturan viroidler 20. yy. ortalarina kadar
bir¢ok arastiric tarafindan klasik olarak bitki viriisleri olarak diistintilmekteydi (Bitters,
1952; Salibe, 1965; Weathers ve ark., 1967). Ancak 1967 yilinda patates ig yumru
hastaligina neden olan etmenin viriis olmadig1 ve yeni bir patojen grubu olan viroidler
tarafindan olusturuldugu belirlenmistir (Diener ve Raymer, 1967). Bu arastiricilar
hastalikl1 patateslerde yaptiklari calismalarda viriis partikiilleri yerine, hiicrede serbest
olarak bulunan diisiik molekiiler agirliga sahip RNA’lar izole etmislerdir. Boylece ilk
defa protein mantoya sahip olmayan, viriislerden farkli, kii¢iik molekiillii, tek sarmalli
RNA’lardan olusan patojenleri tanimlamak i¢in viroid terimi kullanilmaya baslanmistir.

Viroidler cogaltma materyali ile taginan, 1stya son derece dayanikli olan RNA’dan
meydana gelen en kiigiik bitki patojenleridir. En kiiglik viriis genomundan daha kii¢iik
olan viroidlerin 246-375 niikleotide sahip olup, canlilar aleminde sadece ¢igekli
bitkilerde zarar olusturdugu bildirilmektedir (Riesner ve Gross, 1985). Ancak insanlarda
karaciger enfeksiyonlarina neden olan ve Hepatit B viriisiiniin varliginda meydana gelen
Hepatit D hastaligi etmeninin orijini netlik kazanmamis olup viroid oldugu yéniinde
goriisler mevcuttur (Anonim, 2007).

Viroidlerin diinya’da yaygin bir sekilde bulundugu ve dnemli ekonomik kayiplar
olusturdugu bildirilmistir. Ozellikle hindistan cevizi, avokado ve patateste viroid etkisi
nedeni ile 6nemli verim kayiplarinin meydana geldigi bildirilmistir. En kiigiik viroid
olan, 246 niikleotide sahip Coconut Cadang Cadang Viroidi (CCCVd)’nin 1982 yilinda
Filipinler’de 30 milyondan fazla hindistan cevizi agacini 6ldiirdiigii ve her y1l yaklasik
500.000 agacin viroid enfeksiyonlar1 nedeni ile yok oldugu rapor edilmistir (Hanold ve
Randles, 1991). Viroidlerin oldiiriicti, siddetli, orta siddetli, degisebilen, bodurluk
olusumu gibi zarar sekillerinin bulundugu, bunlarin da {irtin ve kalite kaybina neden

oldugu tespit edilmistir (Randles, 2003).



Bu caligmanin amaci, iilkemizde kullanilan 6nemli patates cesitlerinden Agria,
Marfona, Hermes, Russet burbank, Granola ve ayrica lreticilerin kendi trettikleri
tohumluk yumrularda Patates ig yumru viroidi (PSTVd)’nin varligimin Revers

Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile belirlenmesidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Viroidler ilk kez 1967 yilinda patateste daha once bir viriis hastaligi olarak
diisiiniilen Patates I§ Yumru simptomunu gosteren yumrularda ortaya koyulmustur.
Hastalik arastirildiginda aslinda hastaligin bir viriis hastaligi olmadigi, viriisten daha
diisik molekiiler agirhiga sahip, protein manto igermeyen infektiyéz riboniikleik
asitlerden (RNA) kaynaklandigi bulunmustur. Bu RNA’lar1 tanimlamak i¢in ilk kez
viroid terimi kullanilmistir (Diener ve Raymer, 1967).

HSVd' nin 1968 yilinda Japonya'da serbetgi otu yetistirilen alanlarda % 60" a
varan bulasikliklara sebebiyet verdigi rapor edilmistir (Yamamoto ve ark., 1973).
PSTVd' nin genelde bodurluk olusturarak % 40-45 iiriin kaybina neden oldugu ve bu
viroidin siddetli irklarinda iiriin kaybimin % 64 oranina ulastig: bildirilmistir (Singh,
1988). Ulkemizde ise Dogu Akdeniz bolgesinde turung iizerine iiretilen turunggillerde
simptom goézikkmemekle birlikte yogun olarak CEVd ile bulasik oldugu ve Citrus
cachexia viroid (CCaVd)’inin mandarin ¢esitlerinde ekonomik 6lgiide zarar olusturdugu
bildirilmistir (Giillii, 1989; Onelge, 1994). Hop latent viroid (HLVd)' inin ingiltere' de
bazi ticari serbetgi otu iiretim alanlarinda % 90" a varan hastalik olusturdugu tespit
edilmistir (Barbora ve ark., 1990).

Viroidler 1siya son derece dayanikli olan RNA’ dan olusan en kiiclik bitki
patojenleridir. Viroidler 246-399 niikleotide sahip olup en kiigiik viriis genomundan
daha kii¢iik cicekli bitki zararlilaridir (Singh, 1998).

Yapilan bazi deneysel ¢aligmalarda PSTVd; avocado (Persea americana) (Querci
ve ark., 1997), tath salatalik (Solanum mericatum) ve Avustralya yerli domatesinde
tespit edilmistir (Behjatnia ve ark., 1996). Ayrica birkag 6nemli solanaceous bitkileri
PSTVd’nin konukgusudur. Bunlar; patates, domates ve patlicandir. Bu konukgularin
yant sira altin ¢ilekte de oldugu rapor edilmstir (Ward ve ark., 2010, Verhoeven ve ark.,
2009). PSTVd; deneysel olarak toplamda 31 familyaya ait 94 bitki tiirlinde tespit
edilmistir (Jeffries, 1998).

Viroidlerin bircok konukguya mekanik ve ¢ogaltma materyali ile tasindigi
bildirilmis, ayrica viroidlerin polen, tohum ve bdceklerle diisiik oranda da olsa tasindigi
ortaya konulmustur (Diener, 1987; Hull, 2002). Son taksonomik ¢aligmalarda
viroidlerin iki familyaya ayrildigi, bunlarin Pospiviroidae ve Avsunviroidae familyalari

oldugu bildirilmistir (Cizelge 1).



PSTVd’nin ¢ogu tiirliniin hafiften siddetliye dogru simptomlara neden oldugu
rapor edilmistir. Siddetli simptomlara neden olan PSTVd tiirleri yumru kok hasadinda
%65’e kadar kayiba yol actigi gozlenmistir (Salazar, 1989). PSTVd’nin domates
hasadinda etkisi belgelenmemis olup, hasatta iirliniin yok edilmesine yol agan
hastaliklar kaydedilmistir (Mumford ve ark., 2003).

Viroidlerin ekonomik {iriin kayiplart olusturdugu bildirilen bazi bitkiler patates,
bag, turunggil, Hindistan cevizi, serbet¢iotu, domates, avokado, seftali, elma, armut,
pathican ve krizantemdir (Cizelge 2.2). Bazi viroidler genis bir konukgu spektrumuna
sahiptir. Ornegin, Hop stunt viroid’i (HSVd), Carnabaceae, Vitaceae, Cucurbitaceae,
Rosaceae ve Rutaceae; Turunggil exocortis viroid’i (CEVd) Rutaceae, Vitaceae,
Compositae ve Solanaceae familyalarindaki bir ¢ok tiirde infeksiyona neden olmaktadir
(Singh ve ark., 2003).

Viroidlerin Diinya’da yaygin bir sekilde bulundugu ve 6nemli ekonomik kayiplar
olusturdugu bildirilmistir. Viroidlerin oldiriicti, siddetli, orta siddetli, degisebilen,
bodurluk olusumu gibi zarar sekillerinin bulundugu, bunlarin da {iriin ve kalite kaybina
neden oldugu ortaya konulmustur (Randles, 2003). Coconut cadang-cadang viroid
(CCCVd) 'inin Filipinlerde 30 milyondan fazla hindistan cevizini Oldiirdigi ve
500.000° den fazla agacin her yil bu yiizden yok oldugu bildirilmistir (Hanold ve
Randles, 1991; Randles ve Rodriguez, 2003).

Viroidlerin bilinen 30" a yakin tiiriniin Pospiviroidae familyas: igerisinde yer
aldig: belirtilmistir (Flores ve ark., 2005). Pospiviroidae familyasinin tipik tiiriiniin
PSTVd oldugu (Diener, 1971; Gross ve ark., 1978), ¢ubuk benzeri yapiya sahip
bulundugu ve sekonder yapisinin (Sanger ve ark., 1976; Ding ve Owens, 2003) 5 farkl
yapisal bolge icerdigi bildirilmistir. Bu bolgelerin iyi korunmus bir merkez (C) bolge,
patojenite (P) bolgesi, degisken (V) bolge, sag (TR) ve sol (TL) terminal bdlge oldugu
rapor edilmistir (Keese ve Symons, 1985, 1987; Sano ve ark., 1992; Flores ve ark.,
2005).

Bazi viroidlerin ise sinirli ya da kendilerine 6zgii dogal konukgulara sahip oldugu
yapilan arastirmalarda ortaya konulmustur. Ornegin GYSVd-1, GYSVd-2 ve Australian
grapevine viroid’lerinin (AGVd) sadece Vitaceae familyasinda bulundugu arastiricilar
tarafindan belirtilmektedir (Flores ve ark., 2005). Viroidlerin hastalik etmeni olarak

diisiik molekiiler agirliga sahip, protein mantosu olmayan, tek zincir, halka formunda,



kapali kovalent baglari bulunan ve kendi kendine replike olabilen RNA'lardan olusan
bir patojen grubu oldugu bildirilmistir. Ayrica viroidlerin ¢ogaltma materyali ile
tasindig1 ve 1s1ya son derece dayanikli olduklar: tespit edilmistir. Arastiricilar 246-401
niikleotid arasinda degisen genis baz c¢iftine sahip oldugu kesfedilen viroidleri gubuk
benzeri ikincil yapida ve sadece ¢igekli Dbitkilerde zarar olusturdugunu

gozlemlemiglerdir (Sanger ve ark., 1976: Keese ve Symons, 1985; Flores ve ark., 2005).



Cizelge 2.1. Viroidlerin siniflandirmasi (Di Serio ve ark., 2014, Flores ve ark., 2005)

Familya Pospiviroidae

Tir Ad1 Kisa adi Niikleotid sayis1 | Cins ad1
Potato spindle tuber viroid PSTVd 356, 359-360
Chrysanthemum stunt viroid csvd 354,356

Citrus exocortis viroid CEVd 370-375, 463

Columnea latent viroid CLvd 370, 372 Pospiviroid
Iresine 1 viroid Irvd 370

Mexican papita viroid MPVd 360

Tomato apical stunt viroid TASVd 360-363

Tomato chlorotic dwarf viroid TCDVd 360

Tomato planta macho viroid TPMVd 360

Hop stunt viroid HSVd 295-303 Hustoviroid
Coconut cadang-cadang viroid CcCccwvd 246, 287-301

Coconut tinangaja viroid CTvd 254 o
Hop latent viroid HLVd 256 Cocadvirold
Citrus viroid IV Cvd-1vV 284

Apple scar skin viroid ASSVvd 329-330

Apple dimple fruit viroid ADFVd 306-307

Australian grapevine viroid AGVd 369

Citrus bent leaf viroid CBLVd 318 Apscaviroid
Citrus viroid I Cvd-I 294, 297

Grapevine yellov speckle viroid-1 GYSVd-1 366-368

Grapevine yellov speckle viroid-2 GYSVd-2 363

Pear blister canker viroid PBCVd 315-316

Coleus blumei viroid-1 Cbvd-1 248, 250-251

Coleus blumei viroid-2 CbVvd-2 301-302 o
Coleus blumei viroid-3 CbVd-3 361-362, 364 Coleviroid




Cizelge 2.1. (Devam) Viroidlerin siniflandirmas: (Di Serio ve ark., 2014, Flores ve ark.,

2005)

Familya Avsunviroidae

Tiir Ad1 Kisa Ad1 | Niikleotid Sayis1 | Cins Adi
Avocado sunblotch viroid ASBVd 246-250 Avsunviroid
Peach latent mosaic viroid PLMVd 337 Pelamoviroid
Chysanthemum chlorotic mottle viroid | CChMVd 399

Eggplant latent viroid ELVd 333 Elaviroid

Cizelge 2.2. Baz1 viroidlerin zarar olusturduklari konukgu bitkiler (Singh ve ark., 2003)

Viroid Ana Konukc¢usu |Familya Diger Konukgular:
HSVvd Serbetciotu Carnabaceae, Rosaceae, | Turunggiller, bag, hiyar,
Rutaceae, Vitaceae, erik, seftali, armut
Cucurbitaceae
CEVd Turunggiller Rutaceaea, Vitaceae, Bakla, havug, Krizantem,
Compositae, Solanaceae | patlican, bag, petunya,
patates, domates, Kirli
hanim ¢icegi ,salgam
CCCVd [Hindistan Cevizi |Palmae Palmiye, Buri palm,
African oil palm, Manila
palm, Royal palm
ASBVd | Avokado Lauraceae Targin
PLMVd | Seftali Rosaceae Sert ¢ekirdeklilerden: erik,
kayisi, kiraz. Yumusak
cekirdeklilerden:armut
ChCNVd | Krizantem Compositae Kasimpati
PSTVd Patates Solanaceae Domates, Kibris kavunu,
avokado
TCDVd |Domates Solanaceae Nicandra physaloides,
Physalis spp.
GYSVd |Bag Vitaceae




PSTVd’nin en oOnemli konukgusu olan patates bitkilerinde goriilen genel
simptomlari; silirgiinlerde dik biiyiime, normalden daha kiigiik dallanmalar, saglikli
bitkilere oranla daha kiiciik ve sivri yaprak olusumu, bitkilerde cilicelesme seklindedir.
Enfekteli yumru uzar, sekli bozulur ve derin gézler olusur. PSTVd’nin patateslerde

meydana getirdigi belirtiler Sekil 2.1 ve 2.2°de verilmistir.

Sekil 2.1. PSTVd ile infekteli patates bitkilerinde gozlenen dikine biiytime
simptomlari. (A: © Beltsville Agricultural Research Centre, USDA), (B: ©
T.A. Zitter).

A - ©H.D. Thurston

Sekil 2.2. Patates yumrularinda PSTVd enfeksiyonu sonucu gozlenen yumru
simptomlar1. A: sagdaki 3 patates PSTVd enfekteli soldaki ise saglikli yumru (O
NSW Department of Agriculture), B: Sag tarafta PSTVd ile enfekteli yumrular,

solda ise saglikli yumrular (© H.D. Thurston).

PSTVd’inin ana konukgusu patates olmasina ragmen, etmenin patlican, domates,
biber ve pepino gibi Solanaceae familyasina ait diger bitkileri de dogal olarak enfekte
ettigi bildirilmistir (Lebas ve ark., 2005). PSTVd Tiirkiye’de ilk olarak patates
yumrularinda %1.2-1.8 oraninda saptanmistir (Onelge ve Bozan, 2005) ve bu sonuglar

Bostan ve ark. (2010) tarafindan %0.45 bulagma orani ile dogrulanmistir. Tiirkiye’de



farkli illerden patates, domates ve siis bitkilerinin yapraklar1 yaninda marketlerden
alman patates yumrularinda PSTVd’nin varligir aragtirllmis ve RT-PCR yontemi ile
testlenen toplam 891 oOrnekten 6 tanesinin PSTVd ile enfekteli oldugunu ortaya
koymuslardir (Bostan ve ark., 2010).

Ulkemizde PSTVd konusunda yapilan ilk kapsamli calismada; rastgele secilen
patates yumrularinda PSTVd varligi, radyoaktif olmayan dot blot hibridizasyon ve RT-
PCR testleri ile belirlenmistir. 2010 yi1l1 Ocak ve Subat aylarinda Tiirkiye’de tohumluk
patates Uretimi yapan farkli firmalardan, 27 patates ¢esidine ait toplam 168 patates
yumru 6rnegi temin edilmistir. PSTVd genomuna spesifik digoksigenin ile etiketli RNA
probu, pSPT18 vektoriine aktarilan PCR {iriiniinden sentezlenmis ve dormant patates
yumrularindan izole edilen RNA ekstraktlarinda etmen viroidi tespit etmede
kullanilmistir. Yiiriitiilen molekiiler testlerde toplam 7 numunede (6 ¢esit: Innovator,
Lady Jo, Russet Burbank, Agria, Provento ve Konsiil) PSTVd infeksiyonuna
rastlanmistir. Bazi RNA 6rnekleri, RT-PCR testinde pozitif sonu¢ vermesine ragmen,
dot blot testinde hibridizasyon sinyali vermemistir. Secilen bir izolata ait (PSTVd-TR)
genomun tamami klonlanarak baz dizisi tespit edilmistir (Gen Bankasi Ulasim No.
HQ456944). Izolatin primer ve sekonder niikleotid yapisina uygulanan filogenetik
analiz, PSTVd-TR genomunun karsilastirildigi diger izolatlardan sadece birkag
niikleotid diizeyinde farklilik gdsterdigini ortaya koymustur. PSTVd-TR izolatinin,
yakin zamanda Italya’da Solanum spp.’de tespit edilen PSTVd izolat: (Gen Bankasi
Ulasim No. EF459700) ile yiiksek diizeyde (% 99) benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
PSTVd-TR izolatinin patojenitesi Joker ¢esidi domates fidelerine gerceklestirilen
mekanik inokulasyon ile belirlenmistir. Olusan infeksiyonun varlig belirti géstermeyen
domates fidelerine uygulanan RT-PCR testi ile dogrulanmistir (Giiner ve ark., 2012).

RT-PCR yontemi kullanilarak, PSTVd’nin dogrudan ve ¢imlendirilen domates
tohumlarindan tespiti karsilastirmali olarak incelenmis ve bununla beraber elde edilen
bulgularin rutin karantina analizi laboratuvarlarda hizli ve giivenilir olarak
uygulanabilirligi amaglanmistir. Karantina analizi yapilan laboratuvarlarda hassas ve
giivenilir test yontemleri kullanilarak kisa silirede sonu¢ elde edilmesi istenmektedir.
Tohum 6rneklerini ¢imlendirdikten sonra teste tabi tutmak; zaman, malzeme, isgiicii vb.
kayb1 acisindan sorun olabilmektedir. Bu amacla domates tohumlari, ¢imlendirilmeden

oldugu gibi ve ¢imlendirildikten sonra PSTVd’nin varlig1 a¢isindan RT-PCR testine tabi
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tutulmustur. Bu testlerde adi gecen viroidin molekiiler olarak tespitinde, genomun her
ucuna spesifik primerler kullanilarak yaklasik 359 bp uzunlugunda iiriin olusturan
primer ¢ifti (PSTVd-F ve PSTVd-R) kullamilmistir. Elde edilen bulgular
degerlendirildiginde, PSTVd’nin tespitinde, ¢imlendirilmeden direkt olarak tohumdan
ve ¢imlendirilerek yapilan test sonuglarinin birbirine paralel oldugu goriilmiistiir (Gliner
ve ark., 2014).

Viroidler kesfedildikten sonra sebebi bilinmeyen bir ¢ok hastaligin kaynaginin
viroid oldugu bulunmus ve bu giine kadar yaklasik 30 farkl viroid tiirii tanimlanmustir
(Cizelge 2.1) (Di Serio F ve ark., 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali
Ulkemizde yaygin olarak yetistirilmekte olan Agria, Marfona, Hermes, Russet
burbank ve Granola cesitlerine ait tohumluk yumrular ve ayrica iireticilerin kendi

irettikleri tohumluk yumrular bu ¢alismada bitki materyali olarak kullanilmistir.

3.2. Molekiiler Calismalar
3.2.1. Patates yumrularindan Toplam Niikleik Asit izolasyonu (TNA)

Patates yumrularindan toplam niikleik asit (RNA) izolasyonu igin silica-capture
yontemi (Foissac ve ark. 2005) ve LiCl yontemi (Spiegel ve ark., 1996) kullanilmistir.
Bu calisma Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii
laboratuarlarinda yiiriitiilmiistiir. Izole edilen RNA’lar nanodrop spektrofotometre
(Thermo Sci. A.B.D) ile olciilerek kaliteli ve saf niikleik asitler PCR analizlerinde

kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmuigtir.

3.2.1.1. Silica Capture Yontemi ile RNA Ekstraksiyonu (Foissac ve ark., 2005)

e Her Ornek icin ayrilan havanlarda patates yumrularinin gozlerindan jilet
yardimiyla 4-5 parg¢a alinarak ezilmistir.

e Daha kiiglik pargalara ayirmak i¢in numuneler sivi azotla beraber tekrar
ezilmistir.

e lyice ufalanan patates drneklerinin her birine 3 ml silica capture grinding buffer
eklenmis ve iyice karistirilmistir.

e Elde edilen stvidan 500 pl ependorf tiipe alinip tizerine 100 pl %10 N- lauryl
sarcosyl ve 5 ul 2- mercaptoethanol eklenmis ve yavasga karistirilmistir.

e Tiipler 70 °C’ lik su banyosunda ara sira karistirilarak 10 dakika bekletilmistir.

e Tiipler 13.000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmistir.

e Yeni ependorf tiiplere santrifiij edilen tiiplerin {ist fazindan 300 pl alinip tizerine
150 pl %96’ ik ETOH ve 300 pul 6M Nal ve 25 pl siispanse edilmis silica
eklenmistir.

e Tiipler 10 dakika siireyle oda sicakliginda ara sira yavasca karistirilarak
bekletilmistir.

e Tiipler 1 dakika 6.000 rpm’ de santrifiij edilip {list faz1 dokiilmiistiir.
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Tiipiin dibinde kalan ¢okelti kism1 500 ul yikama buffer’1 ile ¢oziindiirilmiistiir.
Tiipler 1 dakika 6.000 rpm’ de santrifiij edildikten sonra iist faz dokiilmiistiir.
Cokelti 500 pl yikama buffer’1 ile ¢oziindiirtilmiistiir.

Tiipler 1 dakika 6.000 rpm’ de santrifiij edilip iist faz dokiilmiistiir.

Cokelti birka¢ dakika oda sicakliginda bekletilerek kurutulmustur.

Cokelti tizerine 150 pl steril su eklenerek ¢oziindiiriilmiistiir.

Tiipler 70 °C de 5 dakika bekletilmistir.

Tiipler 13.000 rpm de santrifiij edilmistir.

Tiiplerin iist fazindan 130 pl alinarak yeni tliplere aktarilip -20 °C de

saklanmustir.

3.2.1.2. LiCl Yontemi ile RNA Ekstraksiyonu (Spiegel ve ark., 1996)

Patates yumrularinin gézlerindan jilet yardimiyla 4-5 parca alinarak ezilir.

Iyice ezilen patates dokularindan 0,1 gr drnek alinarak iizerine 1 ml RNA LiCl
tamponu + B-mercaptoethanol (BME) karisimi1 eklenmis ve iyice karistirilarak
ependorf tiiplere alinmistir (1 ml LiCl tamponu i¢in 2 ul BME eklenir.)

Tiipler 65 °C’de 15 dakika bekletilmis ve iizerine esit hacimde Potasyum asetat
eklenmistir.

Karigim elle karigtirildiktan sonra vortex aletinde karigimin homojen hale
gelmesi saglanmistir. Tiipler 15 dakika buz {izerinde bekletilerek 10 dakika
15000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Tiiplerden 650 pl iist faz alinarak yeni tiiplere aktarilmis ve iizerine esit hacimde
1zopropanol eklenip yavasca karistirilmigtir.

Tiipler -20 °C’ de 1 saat bekletilmis ve daha sonra 10 dakika 15 000 rpm’de
santrifiij edilmistir.

Ust faz dokiilerek ¢okelti 500 pl %70’lik soguk Ethanol ¢ozeltisi ile yikanmis ve
oda sicakliginda 5 veya 10 dakika bekletilerek kurutulmustur.

Cokelti, 50 pl steril saf su ile sulandirilmis ve RNA’lar -80 °C’de saklanmustir.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR) Analizleri

3.2.2.1 Reverse Transkripsiyon ( RT; Reverse Transcription)

PSTVd’ nin testlenmesinde tek bir reaksiyon i¢in; 2 pul Random hexamer primer

0,2 pg/ ul, 5 ul RNA ve 6 pl H20 karisimi 65 °C’de 10 dakika tutulmus ardindan -20
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°C’de 1 dakika bekletilmistir. Tiiplere 4 pl 5 x RT Buffer, 2 pl 10Mm dNTP karigimi,
0,5 pl RNase inhibitér ve 0,5 pl RT (200U/ul) eklenerek tiipler 25°C’ de 10 dakika,
55°C’ de 30 dakika, 85°C’ de 5 dakika tutulduktan sonra elde edilen cDNA’ lar 4°C’de
cikarilip -80°C’ de bekletilmistir.

3.2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

50 ul’lik PCR karigimina 33,5 pl doH20, 5 pl 10xTaq Buffer, 1ul ANTP (10 mM),
3ul MgCl; (25 mM), her bir primerden (10mM) 1’er pl, 0,5 pl Taq Polymerase (5U/ul)
ve Sul cDNA eklenmistir. Kullanilan primerler ¢izelge 3.1°de verilmistir. Bu karisim 1
déngii 94 'C’de 2dk, 35 dongii 94 °C’de 30 saniye, 62 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 45
saniye ve 1 donglii 72 °C’de 7 dakika olarak programlanmis thermocyclere
yerlestirilmistir.

Cizelge 3.1 Patateslerde enfeksiyon yapan Patates ig yumru viroidinin (PSTVd) PCR
analizlerinde kullanilan primer ¢iftlerinin niikleotid dizilimleri

Primer Dizilim (5°-3”) Biiyiikliik | Referans

Adi (bp)

PSTVdl | ATCCCCGGGGAAACCTGGAGCGAAC 360 Shamloul ve
ark., 1997

PSTVd2 | CCCTGAAGCGCTCCTCCGAG

3H1 ATCCCCGGGGAAACCTGGAGCGAAC 360 Shamloul ve
ark., 1997

2H1 CCC TGA AGC GCT CCT CCG AG

3.2.2.3 PCR Sonuglarinin Degerlendirilmesi: Jel Elekroforez

RT-PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi i¢in %1°lik Agaroz jel elektroforez islemi
yapilmigtir. 1 gr Agaroz, 100 ml 1x TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu igersinde
mikrodalga firinda ¢oziindiiriiliip tarak yerlestirilmis jel tepsisine diiz bir zemin iizerinde
dokiilerek agarozun polimerizasyonu icin 20 dk siire ile bekletilmistir. Jelin
polimerizasyonundan sonra tarak dikkatli bir sekilde alinip jel elektroforez tankina
yerlestirilmistir. 1XTAE tamponu tankin igersine jeli kapatacak sekilde dokiildiikten
sonra jel cukurlarina DNA marker ile beraber PCR iiriinleri yiikleme tamponu ile jel
cukurlarma yiliklenmistir. Yiikleme tamamlandiktan sonra elektroforez gii¢ kaynag ile

eloktroforez tankina 150 V’luk elektrik akimi 40 dakika siireyle uygulanmigtir.
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Ethidium Bromid (EtBr) 0.5 ug/ml konsantrasyonda 100 ml suya karigtirilmis ve jel bu
karisim igerisinde 5-6 dakika tutularak boyanmistir. Jel UV 1sikta goriintiilenip olusan
bantlara gore degerlendirilmistir. Ornekler kullanilan pozitiflerle karsilastirilmis bant
olusturanlar pozitif, olusturmayanlar negatif kabul edilerek jel goriintiileme cihazinda

fotograflanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Agria, Marfona, Hermes, Russet burbank ve Granola ¢esitlerine ait 311 patates
yumrusu ve ayrica Uretici tarafindan tohumluk olarak kullanilan ve ¢esit adi bilinmeyen
87 yumru olmak iizere toplam 398 yumru iki farkli RNA ekstraksiyon yontemi ile
ekstrakte edilmistir.

Patates yumrularinin RNA  ekstraksiyonu amaciyla iki farkli yOntem
kullanilmistir.  “Silica capture” yontemi ile yapilan ekstraksiyonlarda nanodrop
spektrofotometre ile yapilan dlglimlerde ekstraktin icinde RNA miktarinin ¢ok az ve

kalitesiz oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Patates yumrularindan (A: 260, B:268 ve C:255 numarali) Silica capture
yontemi ile izole edilen RNA’larin spektrofotometre (NanoDrop 2000¢, Thermo Sci,
A.B.D) ile 6l¢iim sonuglari
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LiCl yontemi ile yapilan RNA ekstraksiyonlarinda yapilan nanodrop 6l¢iimlerinde

ise RNA’larin ¢ok iyi kalitede olmamasina ragmen PCR yapilabilecek diizeyde ve

kalitede RNA miktarinin oldugu saptanmustir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Patates yumrularindan (A:9, B:21 ve C:23 numarali) LiCl yontemi ile izole
edilen RNA’larin spektrofotometre (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, A.B.D) ile 6l¢iim

sonuglari
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Ekstrakte edilen RNA’larin PSTVd’ine karsi testlemelerinde 3H1/2H1 ve
PSTVd1/PSTVd2 primer giftleri kullanilmigtir. PCR diriinleri %1-1,5 agaroz jelde
elektroforez islemi ile gorsel hale getirilmistir. Her iki primer ¢ifti ile yapilan RT-PCR

testleri sonucunda tiim yumrular negatif olarak saptanmustir (Sekil 4.3 ve 4.4).

Sekil 4.3 3H1/2H1 primerleri kullanilarak yapilan PCR analizi sonucunun agaroz
jeldeki goriintiisii. 49-62: Marfona patates ¢esidine ait yumrular, 63-68: Agria patates
¢esidine ait yumrular.-K: Negatif kontrol, +K: Pozitif kontrol, Su: Su kontrol.

Sekil 4.4 PSTVd1/PSTVd2 primerleri kullanilarak yapilan PCR analizi sonucunun
agaroz jeldeki gorlntiisii. 1-18: Hermes patates ¢esidine ait yumrular, 19: Negatif
kontrol, 20: Pozitif kontrol sulandirilmamais, 21: Pozitif kontrol 1/10 sulandirilmuis, 22:
Pozitif kontrol 1/100 sulandirilmis, 23: Su kontrol.

Yapilan bu calisma kapsaminda testlenen Agria, Marfona, Hermes, Russet
burbank ve Granola ¢esitlerine ait 311 patates yumrusu ve ayrica Uretici tarafindan
tohumluk olarak kullanilan ve ¢esit ad1 bilinmeyen 87 yumru PSTVd agisindan negatif
bulunmustur. Ulkemizde patateslerde PSTVd’inin saptama calismalar1 son yillarda
baslamis olup Onelge ve Bozan (2005), patates yumrularinda PSTVd’ini %1.2-1.8
oraninda saptanmis ve bu sonuclar Bostan ve ark. (2010) tarafindan %0.45 bulagsma

orant ile dogrulanmistir. Etmenin {lkemizde c¢ok diisiik oranlarda bulundugu
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bildirilmistir (CABI/EPPO, 2012; Bostan ve ark., 2010; EPPO, 2014). Ulkemizde
PSTVd konusunda yapilan ilk kapsamli ¢calismada; rastgele segilen 27 patates ¢esidine
ait toplam 168 patates yumru 6rnegi i¢inde toplam 7 ornekte (6 ¢esit: Innovator, Lady
Jo, Russet Burbank, Agria, Provento ve Konsiil) PSTVd infeksiyonu saptanmis olup
baz1 RNA ornekleri, RT-PCR testinde pozitif sonu¢ vermesine ragmen, dot blot testinde
hibridizasyon sinyali vermemistir. Bu da bitkilerin testlenmesinde kullanilacak
yontemin 6nemini gostermektedir (Giiner ve ark., 2012).

Tohumluk patates yumrularin iiretimde kullanilmadan 6nce mutlak surette
testlenerek patojenden ari yumru kullanilmasi verim ve kalitede 6nemli 6lciide artis

saglayacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde patates yetistiriciligi biitiin bolgelerde yapilmaktadir. Bu ¢alismada
farkli patates gesitlerinde (Agria, Marfona, Hermes, Russet burbank, Granola) ve ayrica
tireticilerin  kendi drettikleri tohumluk yumrularda Patates ig yumru viroidi
(PSTVd)’nin varligim1 saptamak amaciyla Reverse-Transkripsiyon Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi kullanilmustir.

Yapilan bu calismada iki farkli ekstraksiyon yontemi ile toplam 398 yumru
ekstrakte edilmistir. “Silica capture” yontemi ile yapilan ekstraksiyonlarda nanodrop
spektrofotometre ile yapilan Ol¢timlerde ekstraktin iginde RNA miktarinin ¢ok az ve
kalitesiz oldugu goézlenirken, LiCl yontemi ile yapilan ekstraksiyonlarda elde edilen
RNA’larn ¢ok iyi kalitede olmamasina ragmen PCR yapilabilecek diizeyde ve kalitede
RNA miktarinin oldugu saptanmastir.

Ekstrakte edilen RNA’larin PSTVd’ine karsi testlemelerinde iki farkli primer
cifti (PSTVAL/PSTVd2 ve 3H1/2H1) kullanilmistir. PCR {irtinleri %1-1,5 agaroz jelde
elektroforez iglemi ile gorsel hale getirilmistir. Her iki primer ¢ifti ile yapilan RT-PCR
testleri sonucunda tiim yumrular negatif olarak saptanmigtir.

Ulkemizde birkac arastirici tarafindan yiiriitiillen ¢alismalarda PSTVd ¢ok diisiik
oranlarda bulunmustur. Yapilan bu c¢alismada ise testlenen toplam 398 patates
yumrusunun PSTVd acisindan negatif bulunmast bu viroidin iilkemizde bulunmadig:
anlamima gelmemelidir. Tohumluk olarak kullanilacak materyalin mutlaka testlenmesi
ve temiz materyalin kullanilmasi1 gerekmektedir.

Bilindigi {izere viroid hastaliklarinin bir kimyasal miicadelesi bulunmamaktadir.
Patateslerde sorun olan PSTVd hastalikli yumrularin iiretimde kullanilmasiyla ve
mekanik olarak tasinmaktadir. Bu ylizden gerek yurtdisindan ithal edilen yumrularin
gerek TUreticilerin kendi irettikleri yumrularin mutlak siiretle viroidden ari olmasi
hastaligin kontroliinde 6nem tasimaktadir.

Patatesin yumru ve vejetatif yolla ¢ogaltilmasi, hastalik ve zararlilarin tohumla
daha kolay tasinmasina, tohumluk kaitesinin daha hizli bozularak verim ve kalitede
onemli diislis olmasia neden olmaktadir. Patates iiretiminin verimli ve siirdiiriilebilir
olmast i¢in tohumluk materyalin mutlaka viriis ve viroid gibi etmenlerden ari olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle patates yumrularinin ithalatinda karantina analizi yapilan

laboratuvarlarda hassas ve giivenilir test yontemleri kullanilarak PSTVd’e karst mutlak
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surette testlenmesi gerekmektedir. Tohumluk patates yumrularinin gerek viroid gerekse
diger viral, fungal ve bakteriyel hastaliklar agisindan temiz olmasi saglikli ve ekonomik

iiretim yapilabilmesi i¢in mutlaka gereklidir.
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EKLER

EK 1. Silica capture RNA ekstaksiyonunda kullanilan ¢ozeltiler ve icerikleri

Ezme tamponu (Grinding Buffer) (100 ml)

Guanidine Thiocynate (4.0 M) 11.8 gr
0.5 M EDTA pH: 8.0 (25mM) 5ml

5 M KOAc pH: 7.5 (1.0MM) 20 ml
3 M NaOAc pH: 5.2 (0.2M) 6.6 ml
PVP 40 (% 2.5) 0.25 gr

Yikama Tamponu
10 mM Tris-HCI, pH: 7.5
0.5mM EDTA
50 mM NaCl
% 50 Ethanol (EtOH)

0.5M EDTA, pH 8.0
100 ml d;H,0’ da 0.0145 gr EDTA eritilmis ve pH’s1t NaOH pelletleri ile 8.0’a

ayarlanmistir. Otoklav edilerek oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

5 M NaOAc, pH 5.2
60 ml d,H,0O’ da 29.445 gr NaOAc ¢ozindiiriilmiis, glacial asetik asid damlatilarak

pH 6.0’a ayarlanmis ve suyla 100 ml’ye tamamlanmustir.

Nal Soliisyonu

40 ml dH,O’ da 0.75 gr Na,SO; ¢o6ziindiiriilmiis ve 36 gr Nal eklenerek

karistirilmistir. Soliisyon karanlik ortamda +4°C’de muhafaza edilmistir.

10 mM Tris-HCI, pH:7.5
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80 ml d;H,O’ da 0.121 gr trizma base ¢oziindirilmis ve HCl eklenerek pH
dengelenmistir.suyla 100 ml’ye tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicakliginda

muhafaza edilmistir

50mM NacCl
0.29 gr NaCl 50 ml d;H,0’ya tamamlanacak sekilde ¢oziindiiriilmiistiir.

Resiispanse silica
60 gr silica iizerine 500 ml dyH,O eklenmis, karigimin ¢okelmesi igin 24 saat
beklenmistir. Ust fazin 470 ml’si dokiiliip tizerine 500 ml dyH,O eklenmis ve
¢Okelmesi i¢in 5 saat beklenmistir. Karisimin {ist fazindan 440 ml alinip, 60 ml
camurlu kisim atilmis ve karisim HCI ile pH 2.0 ayarlanarak ve otoklav edilip +4

°C’de muhafaza edilmistir.
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EK 2. LiCl yonteminin kimyasalarinin hazirlanis

RNA LiCl ezme tamponu (100 ml)

1 M Tris HCI pH: 8-8.5 20 mi
% 10 SDS 15 ml
4 M LiCl 7.5ml
0.5EDTA 2ml
Sodium deoxychloride acid 1gr
Nonidet P40 1ml

% 10 SDS (100 ml)
10 gr SDS bir miktar d,H,O’da ¢6ziindiiriliip tizeri 100 ml dyH,O’ya

tamamlanmistir

5 M KoAc (100 ml)
29.445 gr KoAc 60 ml d,H,0’da ¢oziindiiriiliip Glacial acetic acit damlatilarak ph’s1

6’ya ayarlanmis ve 100 ml’ye tamamlanmustir.
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EK 3. Agaroz jel elektroforez (Maniatis ve ark., 1982)
TAEX50 (100 ml)

0.5 M EDTA pH:8 10 ml
0.6 Glacial acetic acide 571 ml
Trizma base 24.2 gr

Cozelti 100 ml dyH,O’ya tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicakliginda saklanmistir.

PCR iiriiniiniin yiikleme ortami (15 ml 6X stok i¢in)

Bromophenol blue 15 ml
Glycerol 18 gr
TAEX50 6 ml

Hazirlanan ortam -20 °C’de saklanmustir.

Ethidium Bromide cozeltisi (1 mg/ml 200 ml stok i¢in)
0.5XTAE 200 ml
Ethidium bromide 200 pl

Koyu renkli bir kap i¢inde karanlik ortamda oda sicakliginda saklanmistir. 5-10

kullanimdan sonra ¢ozelti tazelenmistir.

%1 Agarose Jel Elektroforezi

1 gr agaroz, 100 ml 0.5XTAE i¢inde mikrodalga firinda eritilmistir. Yaklasik 40°C
sicakliga geldikten sonra, elektroforez iinitesinin jel tepsisine dokiillip taraklar
yerlestirildikten sonra agarozun donmasi beklenmistir (15-20 dakika ). 0.5XTAE ortami

iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir.
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