PCR 1985 yilinda Kary B. Mullis tarafindan gelistirilmesinden itibaren ¢ok genis bir kullanim
alan1 bulmustur. Bu yontem patojenin hedef DNA’simin in vitro kosullarda enzimatik olarak
amplifikasyonuna dayanmaktadir. Diisiik miktarlarda olan DNA enzimatik olarak ¢ogaltilarak ¢ok

sayida kopyasi elde edilmekte ve farkli goriintiilleme yontemleri ile incelenebilmektedir.

DNA’nin PCR ile ¢ogaltilmasi oligoniikleotid primerler kullanilarak gerceklestirilir. Primerler
DNA zincirinin ¢ogaltilacak bdlgelerinin u¢ kisimlar ile komplementer tek kollu kisa DNA

molekiilleridir. Kullanilan yonteme gore degismekle beraber 10-30 bp biiytikliigiindedir.

Normal bir PCR reaksiyonu farkli sicakliklarda 3 asamada 25-50 dongii arasinda

gerceklesmektedir. Bu asamalar;

1. Denatiirasyon: 94°C sicaklikta ¢ift sarmal DNA yapisinin ayrilarak tek sarmal hale
getirildigi basamak.

2. Annealing: 35-65°C sicaklik araliginda hedef DNA iplik¢igine primerlerin baglandigi
basamak.

3. Extension (Uzama): Sicakligin 72°C’ye ¢ikartilarak baglanan primerlerin DNA

polimeraz araciligiyla ikinci iplik¢igi sentezledigi basamak.

PCR’1n spesifitesini primerlerin 6zgiinliigii belirlemektedir. Bununla birlikte annealing sicakligi,
polimerazin miktar1 ve islevi, primer konsantrasyonu gibi etkenler de PCR reaksiyonunu
etkilemektedir. PCR mixinde Buffer (KCl, TrisHCl, MgCly), DNA polimeraz enzimi, dNTP,

Forward-Reverse primerler, hedef DNA bulunmaktadir.

PCR islemi bittikten sonra DNA’larin gorsel hale getirilmesi i¢in ELEKTROFOREZ denilen
asamaya gegilir. Elektroforez DNA molekiillerinin molekiil agirliklarina gore bir elektrik akimi

altinda ayirima tabi tutulmasi islemidir

PCR’nun Avantajlan

- Cabuk

- Duyarh

- Yiiksek spesifiklige sahip

PCR Uygulamasinda Karsilasilan Sorunlar
* Yalanci pozitif veya negatiflik

* Deneyimli personel ve hassas ¢alisma gerektirme



«  Ozel laboratuar alt yapis1 ve ekipman gerektirmesi

+ Standardizasyon gerekliligi

* Maliyet

Standart PCR

» Bitki patojenlerinin tespit ve tanisi i¢in spesifik Forward/Reverse primerleri ile yapilan

rutin PCR yontemidir.
Temperature, . . Number of
Step op Time, min Bk

Initial
Denaturation % -3 1
Denaturation 95 0.5
Annealing Tm-5 0.5 25-40
Extension 72 1 min/kh
Final 72 515 1
Extension




