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Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera:Thripidae) tarafindan tasinan
Tospovirlslerin Molekiler Tespitinde RT-gPCR yonteminin uygulanmasi
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Oz: Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera: Thripidae) polifag bir tiir olup, pamuk, gilek, domates ve siis bitkileri gibi bircok tarimsal
urtinde zararlara yol agabilmektedir. F. occidentalis bitkilerin giceklerindeki 6zsuyunu emmek suretiyle giceklerin erken dékiilmesine ve verim
diisiikliigiine neden olmaktadir. Ayrica viriis vektérii olmasi nedeniyle bitkilerde dolayli yoldan da zarar yapabilmektedir. Bu ¢alismanin amaci,
Aydin ili igin ekonomik 6neme sahip ¢ileklerden elde edilen tripslerde vektéri olduklari tospoviriislerin varliginin RT-qPCR yéntemiyle tespit
edilmesidir. Bu amagla ilk olarak cilek bitkilerinin giceklerinden elde edilen tripslerin PCR-RFLP protokoliiyle molekiiler tanilamasi yapildiktan
sonra RNA izolatlari elde edilerek RT-qPCR yéntemiyle tospoviriislerin varlidi tespit edilmistir. Calisma sonucunda; elde edilen verilerle, eldeki
drneklerin F. occidentalis oldugu ve bu béceklerle tasinan virdislerin de tospoviriis oldugu tespit edilmistir. Her iki yontem (PCR-RFLP ve RT-
qPCR) hizli ve giivenilir sonug vermesi agisindan, hem trips tespiti hem de tospovirtis tespiti amaciyla éniimiizdeki ¢alismalarda kullaniimak
igin Gmitvar gériinmektedir.

Anahtar Kelimeler: Frankliniella occidentalis, RFLP, Tospoviris, RT-qPCR
The detection of RT-qPCR method of Tospoviruses carried by Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera:Thripidae)

Abstract: Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera: Thripidae) is a polyphagous species and can cause damage to many agricultural
products such as cotton, strawberries, tomato and ornamental plants. F. occidentalis sucks the sap from the flowers of plants and causes
premature flower fall and low yield. In addition, it can cause indirect damage because it is a virus vector. In this study, it was aimed to perform
molecular identification of thrips obtained from the flowers of strawberry plants, which have economic importance for Aydin province, by
applying PCR-RFLP protocol and to detect the presence of tospoviruses by the RT-gPCR method by obtaining RNA isolates. As a result of the
study; it was determined that all species obtained were F. occidentalis. In addition, the presence of tospoviruses transmitted by these insects
was also detected. Both methods seem promising to be used in future studies in terms of providing fast and reliable results.
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Frankliniella spp. (Thysanoptera: Thripidae) polifag turler
olup bir¢ok tarimsal Griinde zarar yapabilmektedir (Kirk ve
Terry, 2003). Turkiye’'de ilk defa 1993 yilinda Antalya’da
seralarda tespit edilen F. occidentalis, pamuk, ¢ilek, domates
bitkileri  gibi  birgok zararlara yol
acabilmektedir (Tung ve Gog¢men, 1994). Cicek tripsleri
bitkilerin giceklerinde 6zsu emmek suretiyle gigeklerin erken
dokilmesine ve verim duslkligiine neden olmaktadir.
Onceki galismalarda domates, cilek, pamuk ve siis bitkileri
gibi birgcok bitkide zararlari nedeniyle kalite ve verim
kayiplarinin oldugu tespit edilmistir (Schoonhoven ve Pefia,
1976; Navas ve ark., 1991; Coll ve ark., 2006). Zararli ayni
zamanda tospovirUslerin tasinmasinda Onemli bir rol
oynamakta, bu sayede bitki virUslerinin yayllimini da
kolaylastirmaktadir (Moriones ve ark., 1998; Beaudoin ve
ark., 2009). Cigek tripsleri F. occidentalis ve F. intonsa Uretim
alanlarinda yaygin olarak bulunmakla beraber, F. occidentalis
‘in son yillarda daha baskin bir konumda bulundugu
soylenebilir. Daha 6nce yaptigimiz ¢alismalarda Aydin ilinde
cileklerdeki yaygin tlrin F. occidentalis oldugu belirlenmistir
(Yildinm  ve Baspinar, 2013). Morfolojik agidan
degerlendirildiginde iki tlrin teshisinde ¢ok az farkhhk
bulunmaktadir. Antenlerin 8 segmentli olmasi, géz arkasinda
bulunan yan setae’lardan birinin Uglincli ocellar setadan
daha uzun olmasi ve 8. segmentin 7. segmentin iki kati kadar
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uzunlukta olmasi F.occidentalis’i tanimlarken; goz arkasinda
bulunan postocellar seta’nin Uglincli ocellar
yarisindan daha kisa olmasi ve 8. segmentin 7. segment
uzunlugunda olmasi F. intonsa 'y1 tanimlamaktadir (Doganlar
ve Aydin, 2009). Boceklerin morfolojik olarak tanilanmasi
olduk¢a zahmetli bir sire¢ olup, 6zel uzmanlik alani
gerektirmektedir. Bu nedenle son yillarda bdceklerin
molekiler diizeyde tanilanmasi ile ilgili bir¢cok ¢alisma
bulunmakta olup, yapilan bu ¢alismalarda hata orani oldukga
duslktir (Kuipers ve Jongsma, 2004; Mainali ve ark., 2008;
Huang ve ark., 2010). Benzer durum yukarida s6zl edilen bu
boceklerin virlis vektor ozelliklerinin saptanmasi agisindan
da gecerlidir (Rotenberg ve ark., 2009; Okazaki ve ark., 2011;
Sokmen ve Sevik, 2013). Tospovirlsler (TSWV, INSV,
WSMoV, MYSV, IYSV, TCSV, GRSV, WBNV, GBNV) genel
olarak U¢ adet negatif (ambisens) ssRNA’dan olusan bir
genom yapisina sahiptir. Bu RNA molekdlleri S (2.9 kb), M

seta’nin
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(4.8 kb), ve L (8.9 kb) olup her birinin 3’ ve 5’ uglarindaki
yaklasik 60 kadar complementer niikleotit bulunmasi
nedeniyle tava sapi (panhandle) konformasyonu sergilerler
(Law ve ark., 1992; Marie-Nguyen ve Haenni, 2003).
Tospovirls tiirlerinin tiire 6zgli genomik dizilerinin yani sira
yaygin korunmus dizilerin bulunmasi, klasik yontemlerden
farklh olarak, Tospoviruslerin tayinine yonelik ideal
yontemlerin kesfedilmesini tesvik etmektedir (Mainali ve
ark., 2008; Li ve Du, 2013). Bu baglamda korunmus dizilerin
belirlenip uygun primer dizilerinin belirlenmesi en yaygin
yontemlerden biridir (Wijkamp ve ark., 1993; Zhang ve ark.,
2013). Tospoviriis tirlerinin tayininde dot blot, ELISA
yontemlerinin yani sira kullanilan 6nemli yontemlerden biri
de RT-qPCR yontemidir (Roberts ve ark., 2000; Okuda ve
Hanada, 2001). Bunyaviridae ailesi hayvansal virtslerden
olusan Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, ve bitki
patojeni olan Phlebovirus ve Tospovirus cinslerini igerir ve bu
gruplarin konagi tripslerdir (Riley ve ark., 2011). Bu ¢alisma
cercevesinde de yukarida belirtildigi gibi hem elde edilen
orneklerden F. occidentalis 'in molekiler tanilamasi hem de
virlis vektor ozelliklerinin RT-gPCR Yontemiyle saptanmasi
hedeflenmistir

MATERYAL ve YONTEM

Frankliniella occidentalis’ in izolasyonu

Calismada 2016-2019 yillarinda arasinda Mayis- Haziran ayi
arasinda Aydin ilinin Efeler, Sultanhisar, Nazilli, Yenipazar,
Kosk ve Soke cilek bahgelerinde rasgele
orneklemeler yapilmig, bu 6rneklemelerde gilek gigekleri
beyaz kiivet igerisine 10-15 sn siireyle silkelenmistir. Kiivete
disen tripsler emgi tlplyle toplanmistir. Laboratuvara
getirilen bu 6rnekler Doganlar ve Aydin (2009)'da belirtilen
teshis anahtarina gore degerlendiriimis, daha sonra
molekiler kullaniimigtir. Frankliniella
occidentalis 6rnekleri Cryo tiiplerde bulunan 0,5 ml %96 ET-
OH igerisine her tlpe 1 ornek olacak sekilde konmus ve
laboratuvar ¢alismalarina kadar -20 °C de saklanmustir.
Frankliniella occidentalis 'in molekiler tanilamasi

ilcelerindeki

¢alismalarda

DNA izolasyonu asamasinda oncelikle 37 °C etiivde tim
orneklerden alkol tamamen uzaklastirimistir. Alkolden
arinmis Ornekler EZNA Insect DNA kit kullanilarak DNA
izolasyonu asamasina gecilmistir. Orneklerin ¢ok kigik
olmasi nedeniyle protokol biraz modifiye edilmis; ancak
temelde Ureticinin protokoll kullanilmistir. Finalde DNA 70
pl elisyon tamponu kullanilarak izolatlar yeni bir tlpe
alinmistir. Bu protokole gére DNA izolasyonu igin, Eliisyon
Tamponundan 70 pl tam kolon matrisine konulmustur. Elde
edilen total DNA %0,8’lik agaroz jelde yuritilmis ve DNA
kalite ve miktari kontrol edilmistir. Elektroforez jellerinde ve
tamponda boyar madde olarak EtBr kullaniimis ve jel
goriintiilemeleri MaestroGen Slider imager ile UV 320nm

dalga boyunda yapilmigtir.
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PCR Amplifikasyonu

Total DNA’lar kullanilarak 18S-ITS1-5,85-1TS2-285 rDNA
bolgeleri  standart protokollerle PCR  reaksiyonuna
sokulmustur. PCR reaksiyonunda forward primer olarak
FrUNIF 5" —GAT RCG ACT GTC AGA GWA C -3’ ve reverse
primer olarak FrUNIR 5" —GAT ACC GAC ACT TCA TCT G- 3’
kullaniimistir. PCR reaksiyonu 50 pl hacimde hazirlanarak 0,2
ml PCR tiplerinde gergeklestirilmistir. Bioron Taq polimeraz
0,5 U/ul, Bioron 10X Taq Buffer 5 pl, forward ve reverse
primerlerden 2’ser ul (10pmol/ul), Fermentas dNTPs Mix 2 pl
(20 pmol/ul), 1 ul MgCl2 (10mM), 2 ser pl kalip DNA ve 35 pl
ddH20 kullaniimistir. PCR reaksiyonu LongGene A300 Fast
Gradient Thermal Cycler kullanilarak gergeklestirilmistir.
PCR protokoli 94 °C 3 dk baslangig
denatirasyonu, 28 dongl 94 °C 45 sn denatirasyon, 57 °C 1
dk primer baglanma (annealing) ve 72 °C 1 dk uzama
(extension), 28 dongi sonunda 72 °C 5 dk final uzamasi
seklindedir. PCR reaksiyonu sonrasi Uriinler %1,2’lik agaroz
jelde yiritilerek kontrol edilmistir.

RFLP analizi

RFLP uygulamasi i¢cin daha 0Once Franklinella tirlerinin
ayirmada kullanilan Trull (5’-TATAA-3’) ve Hinfl (5’-GMANTC-
3’) FastDigest enzimi yine pek ¢cok enzimle basarih bir sekilde
calisan FastDigest Buffer (Thermo Scientific) kullaniimistir.
PCR Urlininden 10 pl kullaniimig ve her reaksiyon igin 5U
Trull ve Hinfl, 2 pl FastDigest Buffer eklenerek lizeri bidistile
su ile 25 pl ye tamamlanmigtir. Enzim kesimi LongGene Fast
Gradient Thermal Cycler kullanilarak 25 dk 37 °C de
gerceklestirilmistir. Restriksiyon sindirimi sonrasi Urlnler
TBE (0,5M Tris Base, 0,5M Borik asit, 0,01M EDTA, pH 8,13-
8,23) iceren %1,5’luk agaroz jelde kontrol edilerek tanilama
yapilmistir. Calismada 6X yikleme tamponu (%3 Gliserol,
%0,03 Bromfenol Blue) kullaniimistir.

Tospoviriislerin RT-qPCR yontemiyle tespit edilmesi

Trips orneklerinin konakgisi olduklari TOSPO virlslerinin RT-
PCR yontemiyle tespit edilmesine yonelik analizler igin trips
6rneklerinden DNA/RNA izolasyonu yapilmistir. Ardindan,
izole edilen DNA/RNA &rnekleri (karisim halinde) kalip olarak
kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir. Elde edilen cDNA lar
kullanilarak gPCR yéntemi uygulanarak viriis genomu tespit
edilmeye calisiimistir.

Total RNA izolasyonu ve Reverse Transktiptaz/RT-PCR ile
cDNA Sentezi

Bécek drneklerinden DNA/RNA izolasyonu icin “Analytiklena
innuPREP Virus DNA/RNA Kit” kullanilmistir. Uretici firmanin
talimatlari  dogrultusunda asagidaki basamaklar takip
edilmistir. Mikrosantrifiij tipinde tek zincirli cDNA sentezi
icin reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Bunun igin sirasiyla 1 pl
DNA/RNA izolati (Total RNA), 3 ul random primerler, 10.2 ul
RNase free distile su eklenerek master mix hazirlanmistir.
Karisim 65° C ta 5 dk inkiibe edilmis, ardindan yaklasik 10-15

Kullanilan



dk bekletilerek karisimin oda sicakligina sogumasi ve
primerlerin baglanmasi saglanmistir. Daha sonra 2 pl 10X RT-
Buffer, 0.8 pul 25 mM dNTP mix, 2 pul 100 mM DTT, 1 ul RT-
Enzimi eklenerek son hacim 20 pl ye tamamlanmistir. Karisim
25 °C de fazladan 10 dk daha bekletilerek primerlerin daha
iyi baglanmasi saglanmistir. Tlpler hafifce karstirilarak PCR
cihazina yerlestirilmis ve karisimlar 42-55 °C de 60 dk inkiibe
edilmistir. Stre sonunda sicaklik 70°C’ye cikartilarak 15 dk
bekletilmek suretiyle reaksiyon sonlandiriimistir. Tek zincirli
cDNA sentezi tamamlandiktan tipler -20 °C’ ye kaldirilarak
saklanmigtir. RT-PCR islemleri Bio-Rad PCR cihaziyla

Cizelge 1. Tospovirus tayininde kullanilan primerler (Eiras ve ark., 2001)

AVCI M K, KIREMIT F, YILDIRIM E M
yapilmistir. RT-PCR islemi sonunda elde edilen cDNA
ornekleri dogrudan real time PCR asamasinda kalip olarak
kullanilmistir.

Real-Time-QPCR reaksiyonlari igin primer dizayni

Frankliniella occidentalis’ in bitki enfeksiyonuna yol agan ve
Bunyaviridae familyasina ait olan Tospovirlis cinsindeki
virslerin vektorli olmasi nedeniyle primer dizayninda
tospoviris cinsinin genetik yapisi dikkate alinmistir (Nagata
ve ark., 2004). Bu nedenle primer dizayninda Cizelge.1’deki

primerler kullanilmistir (Eiras ve ark., 2021).

Bolge Primer No Primer Adi Primer Yonu Primer Dizisi
Kigiik Bolge (S) 1 ileri
kaBR60 5'-CCCGGATCCTGCAGAGCAATTGTGTCA-3'
2 Geri ' !
kaBR65 5'-ATCAAGCCTTCTGAAAGTCAT-3
Orta Bélge (M) 3 ileri
kaNS1 5' CCCTGCAGGATCCAGAGCAATCAGTGCA-3'
4 Geri
kaCLA1 5'-GCAGGCTTCAATGAATGC-3'
Biiylk Bélge (L) 5 ileri
kaPDH001 5'-CCCGGATCCTCGAGAGCAATCAGGTAACA-3'
6 Geri . .
kall 5'-AATATAACTATAGAAACGAAA-3

Real-Time Q-PCR yontemiyle Tospoviriislerin tayini

PCR uygulamalarinda primer olarak Cizelge 1'de belirtilen 3
farkh primer cifti kullanilmigtir. Uygulama, kiti Ureten
firmanin talimatlarina gére yapilmistir. Bu amagla 200 pl lik
PCR tuplerine 10 pl 2x innuMIX qPCR, 1 ul forward primer, 1
pl reverse Primer, 2 pl cDNA ekleyip toplam hacim 20 pl
olacak sekilde tstli ddH20 (6 pl) ile tamamlanmigtir. Karigim
hafifgce pipetaj yapilarak karistiriimis ve ardindan karisimin
dipte toplanmasi  saglanmistir.  Reaksiyon  karisimi
hazirlandiktan sonra PCR tiipleri veya 96-well plaka Applied
Biosystems ABI StepOne Plus Real-Time PCR cihazina
yerlestirilerek uygun program kurulmustur.

gPCR programi, Analytiklena innuMIX gPCR MasterMix
SyGreen Kit Uretici firmanin talimatlarina gore hazirlanmistir.
Buna gore baslangi¢ aktivasyonu igin 95 °C ta 2-3 dk ve 40
dongli olacak sekilde 95°C ta 5 sn, 60 °C'de 20 sn
bekletilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Modifiye edilmis DNA izolasyon kiti protokolii ile elde edilen
total DNA 6rnekleri % 0,8'lik Agaroz jelde 70 Volt ta 1 saat
yurGttlmustir. Elde edilen agaroz jel goriintisu Sekil 1'de
verilmistir.

Sekil 1. DNA izolasyonu sonrasi %0,8 lik agaroz jel goriintusu.
ilk kuyucuk Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker (Fermentas),
2. Kuyucuk 50ng/ul kontrol DNA, a,b,c,d érneklere ait total
DNA.

Yukaridakijel gérintisiinde gorildigi tizere mikrolitrede 50
ng DNA igeren pozitif kontrol DNA ile karsilastirildiginda
mikrolitrede vyaklasik 3-10 ng DNA elde edildigi
gorilmektedir. Baslangig orneklerinin ¢ok kiigiik olmasi
nedeniyle DNA 70 pl ellisyon tamponuna alindigindan
spektrofotometrik kantitatif 6lgim yapilmamistir. Genomik
DNA jel goruntisinde bir degredasyon gorilmemektedir.
Cahsilan 70 ornekten 1 tanesinde genomik DNA tespit
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edilememistir. Geri kalan oOrneklere ait DNA’nin PCR
reaksiyonu icin uygun ve yeterli oldugu gérilmastar.

69 adet trips 6rnegine ait total DNA izolatlari kullanilarak
yukarida belirtilen sartlarda PCR reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. Tim orneklere ait PCR Grlnleri % 1,2’lik
Agaroz Jelde 70 V 90' yiirGtilmis daha sonra ayni total
DNA’larda oldugu gibi EtBr ile boyanarak 320 nm UV isikta
gorintilenmistir. Negatif kontrolde bant gézlemlenmemis,
PCR drinlerinde de herhangi bir galismayan ornek veya
spesifik olmayan bant olmadigi goriilmustir. Olusan Griin
boyutu, kullanilan primer giftinin F. occidentalis igin vermesi
gereken 337 bg boyutuyla uygundur. Elde edilen PCR drunleri
Hinfl/Trull enzimleri ile kesildikten sonra elde edilen jel
gorintlist tim 6rneklerin F. occidentalis oldugunu gosteren
190 bg ve 147bg fragmentlerine sahip oldugu tespit
edilmistir (Sekil 2).

1%

M F-13  F-20 F-4 F8 F-12
o

[Hing 1

T(u1l

%1,5 Agaroz Jel

Sekil 2. Kuyucuk AMRESCO Ladder, 2-6 FrUNIF-FrUNIR
primer cifti Grtnlerinin Hinfl/Trull enzimleriye PCR-RFLP
Grunleri, Son kuyucuk Negatif Kontrol (-).

Calisilan 70 ornekten 1 tanesinde DNA elde edilememistir.
Geriye kalan 69 06rnegin tamami F. occidentalis PCR-RFLP
patternine uygun 190 ve 147 bg igeren 2 bant vermistir. Elde
ettigimiz tim o6rneklerin  morfolojik tanimlamalarinin
yaninda molekdler olarak da F. occidentalis tirli oldugu teyit
edilmistir.

Bu yontem daha 6nce de belirtildigi Gizere F. occidentalis, F.
intosa, F. pallida ve F. tenuicornis tirlerini diger tim Trips
tirlerinden ayirmada ve bu 4 tlrin birbirinden ayrilmasinda
en gegerli PCR-RFLP protokolidir. Bunun yaninda F.
occidentalis ve F. intosa ayrimi igin (Mainali ve ark., 2008),
Hercinothrips femoralis, F.occidentalis, Thrips palmi, T.tabaci
ve Heliothrips haemorrhoidalis ayrimi igin (Brunner ve ark.,
2002) ve F. occidentalis, F. intosa, T. hawaiiensis, T.
coloratus, T. flavus, T. palmi, T. tabaci ve T. setosus igin (Toda
ve Komazaki, 2002) cesitli PCR-RFLP protokolleri de
bulunmaktadir. Ancak en gegerli yéntem bu ¢alismada
kullanilan yontemdir ve buna goére tim Ornekler F.
occidentalis olarak tespit edilmistir.

Total RNA izolasyonunun ilk asamasinda bdcek yapisinin
tamamen pargalanmasi saglanmis ve DNA/RNA izolasyonun
yapilmistir. izole edilen DNA/RNA &rnekleri %1’lik agaroz jel
elektroforezinde vyuritilerek  kontrol  edilmistir  Jel
goriuntileri degerlendirildiginde Sekil 3’ de goruldigi gibi
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smear bir bant goriintisi pozitif bir sonug¢ olarak
degerlendirilmistir. Butlin izolatlar ayri ayri jellerde
yuritilmis ve pozitif degerlendirilen DNA/RNA izolatlari
reverse transkriptaz enzimiyle RT-PCR yontemi kullanilarak
cDNA sentezinde kalip olarak kullanilmistir.

— ———— — -
-t N e

Sekil 3. F. occidentalis 6rneklerinden elde edilen DNA/RNA
izolatlarinin agaroz jel elektroforezinde kontroli

RT-qPCR sonuglari degerlendirildiginde; birinci 6rnek
PrimerS (primer 1 ve primer 2) ile 25. dongtiden itibaren 0.7
seviyelerinden 1.1 seviyesine kadar artis gostermis ve bu
artis yaklasik 32. dongliden sonra duraganlagsmistir. Benzer
sekilde ayni 6rnegin 2. paraleli de 25. dongiliden itibaren artis
gostermis fakat farkli olarak baslangi¢ 1.7’den bitis seviyesi
yaklasik 10 degerine ulasmistir. Bununla beraber; ikinci
ornegin PrimerS ile yapilan gPCR isleminde olumlu bir sonug
alinmamistir. Uglincii 8rnegin PrimerS ile yapilan gPCR islemi
sonucunda birinci 6rnege benzer sekilde artis gorilmus fakat
farkli olarak artis 30. dinguden sonra (31. ve 34. Dongu)
baslamis olup ekspresyon seviyesi 0.02 den 1.1 seviyesine
cikmistir. Dérdlincli 6rnegin PrimersS ile gPCR uygulandiginda
ise 36. dongiden sonra bir miktar artis gérilmustar.
PrimerM ile yapilan analizlerde birinci, ikinci, Gglinci ve
dordincu 6rneklerin her iki paralelinde de ekspresyon
seviyesinde bir artis tespit edilememistir.

PrimerL ile yapilan gPCR analizlerinde birinci 6rnekte olumlu
bir sonug¢ alinamamasina karsin ikinci 6rnekte her iki
paralelde 14-15. dongliden itibaren bir artis egilimi
yakalanmistir (Sekil 4). Ancak bu artis 0.004 sevilerinden 0.1
seviyesine dogru olmustur. Uglincii  6rnegin  birinci
paralelinde de benzer sekilde 15. donglden itibaren bir
ekspresyon artisi gozlenmistir (Sekil 5). Bu artis 0.007
seviyelerinden 0.07 seviyelerine dogru olmustur. Uglincii
ornegin ikinci paralelinde ise 14. dongi itibariyle kendini



gosteren ancak birkag dongi varhgini silrdlren bir

ekspresyon tespit edilmistir. Fakat ekspresyonun kesik
olmasina karsin 0.07 seviyesinden baslayip 6 seviyesine
¢tkmis olmasi dikkat ¢ekicidir. Calismanin en dikkat ¢ekici
sonucu dordiincl 6rnegin PrimerL ile elde edilen gPCR
sonucudur. Dordinci 6rnegin PrimerL ile ekspresyonu 0.3
seviyesinden baslayip 10.1 seviyesine ¢ikmistir (Sekil 6).

Sekil 4. ikinci 6rnegin PrimerL ile gPCR sonucu.

Sekil 5. Uglincii 6rnegin PrimerL ile gPCR sonucu.
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Sekil 6. Dérdlnci 6rnegin PrimerL ile qPCR sonucu.

Her (¢ ornegin de ortalama 14. dongl itibariyle artisa
gecmesi de dikkat c¢ekici bir noktadir. Bununla beraber; F.
occidentalis 'de bulunan tospovirislere ait cDNA izolatlari ile
yapilan gPCR analizlerinin ayni primer ciftleri (PrimersS,
PrimerM, PrimerL) kullanilarak klasik PCR da dogrulamasi
yapimistir. Bu sayede islem guvenilirligi bir kez daha test
edilmistir. Bu amagla cDNA 6rneklerinden 5 ul alinip kalip
olarak kullanilmig, kontrol tuplerinde cDNA yerine dH20
eklenmistir. PCR tdrlerinin agaroz jel elektroforezinde
yapilan kontrollerinde PrimerS, PrimerM ve PrimerL primer
giftlerinin 1, 2, 3 ve 4 no’ lu drneklerde pozitif sonug verdigi,
kontrol sitinlarinda ise herhangi bir bant olusmadigi
belirlenmistir (Sekil 7). Bu sonuglarla cDNA izolasyonundan
elde edilen izolatlarin kalip olarak kullaniimaya uygun oldugu
belirlenmistir. Tercih edilen primer ciftleri de bu kalip
DNA’lar Uzerinde kendilerine taniyacaklari bir dizi
bulabilmektedir. Elde edilen bu sonuglar Erias ve ark.
(2001)'ni desteklemektedir.

Primer S

Primer M

Primer L

Sekil 7. Q-PCR sonuglarini dogrulama amaciyla yapilan kontrol PCR sonuglari, dort 6rnek g farkl primer giftiyle reaksiyona tabi tutulmustur.
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Tespitinde RT-qPCR yonteminin uygulanmasi

SONUC

Aydin ilinin farkli bolgelerinden gilek tarlalarindan toplanan

trips 6rnekleri uygulanan PCR-RFLP protokoli ile tanilanmis

ve elde edilen tim tirlerin F. occidentalis tlrine ait oldugu
saptanmistir. Bununla beraber; belirledigimiz primerler
yardimiyla RT-gPCR yoéntemi kullanilarak bocekte bulunmasi
muhtemel Tospoviriisler tespit edilmeye c¢alisiimistir. RT-
gPCR sonuglarina gore kullandigimiz  primerlerden

“primerM” olarak etiketlenen primer ¢ifti herhangi bir

olumlu sonu¢ vermemistir. Bununla beraber “primerS”

ciftiyle 3 adet, “primerL” giftiyle 3 adet olmak lzere 6 pozitif
sonu¢ alinmis ve kullanilan bu ydntemle tospoviriislerin
varhigi tespit edilmistir.

Bu sonuglar, ribozomal RNA gen bolgelerini hedef alan tespit

sistemimizin ylksek derecede hassasiyet ve 6zgilinlige sahip

oldugunu gostermistir. Ancak bu sonuglarin daha detayli
analizlerle dogrulanmasi gerekmektedir. Bu galismanin
devaminda o6rnek sayisi, primer sayisi ve primer cesidi
arttirilarak ve kantitatif analizlere imkan verecek teknik alt
yapi da calismaya dahil edilerek bir ¢ok tarimsal Grinde
zararlara sebep olan F. occidentalis ve bunun tasidig

Tospovirlslerin tespitini kolaylikla yapabilecek bir yontem

gelistirilebilir.
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