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OZET

BiBER HAFIF BENEK VIRUS’UNE (Pepper mild mottle virus, PMMoV) KARSI
L4 DAYANIKLILIK DURUMUNUN TARANMASI ve MOLEKULER
YONTEMLERLE KARAKTERIZASYONU

Murat BARUT
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damgsman: Dr. Ogr. Uyesi Hakan FIDAN
Mayis 2019; 54 sayfa

Biber hafif benek viriisii (Pepper mild mottle virus- PMMoV) Tobamoviriisler
icerisinde yer alan diinya genelinde biber iiretim alanlarinda en sik karsilagilan
virtislerden biridir. Bu viriis cogu zaman hasat dénemine kadar gizli kalabilmekte ve en
biiylik zararlarin1 hasat doneminde meyveler iizerinde meydana getirebilmektedir.
Bolgemizde son yillarda biber tiretim alanlarinda siklikla karsilasilan bir problem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. L4 geni vasitasiyla saglanan dayanikliligin, diinyanin farkl
bolgelerinde dayanikliligi kiran izolatin rapor edilmesiyle, iilkemizde de bu hastaligin
epidime durumunun arastirilmast gerekliligini ortaya koymustur. L4 dayanikliliginin
etkinligini belirleyebilmek i¢in bolgemizden biber iiretim alanlarinda PMMoV ile siipheli
ornekler toplanmistir. RT-PCR teknigi ile dogrulanan bu 6rnek PMMoV-Kum olarak
kodlanmistir. ve Gen bankasina kaydi yapilarak erisim numaras1 (MK806437) alinmistir.
PMMoV-Kum izolatt 1 hassas (B1) ve 5 dayanikli (L4B1,L4B2,1.4B3,L4B4,L4B5)
bitkilerine mekanik inokulasyon yontemi ile bulastirilmistir. Yapilan fenotipik gézlemler
neticesinde PMMoV-Kum izolatinin L4 genine bagli dayanikliligin iistesinden gelmedigi
biyolojik testler ile dogrulanmistir. Dayanikli olarak secilen bitkiler iizerinde herhangi bir
PMMoV simptomunun olusmamasi1 iizerine en basarili calisan L4 markirlarini
belirlemeye yonelik primerlerin belirlenmesi tez ¢alismasinin seyrini belirlemis ve en
bagarilt markirin AP-7/AP-8 ve P118/119primer ¢iftlerioldugu tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: L4 geni, Dayanikliligin kirilmasi, Biber, Biber hafif benek
viriusi, PMMoV

JURI: Dr. Ogr. Uyesi Hakan FIDAN
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ABSTRACT

SCREENING THE L4 RESISTANCE STATUS OF PEPPER MILD MOTTLE
VIRUS (PMMoV) AND ITS CHARACTERIZATION WITH MOLECULAR
METHODS

Murat BARUT
MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Dr. Hakan FIDAN
May 2019; 54 pages

Pepper mild mottle virus (PMMoV) is one of the most common viruses found in
Tobamoviruses worldwide. This virus, which has the potential to cause economic losses,
can be kept secret until the time of the harvest and it can cause the biggest damages on
pepper fruits in this period. During the 2016-2019 production period in our region, it has
been a problem that is frequently seen in pepper areas. To report the isolation of isolate
from different regions of the world in terms of the resistance obtained by the L4 gene
which is preferred in the fight against this disease, the necessity to investigate its share in
the increase in the incidence of this disease in our country. In order to determine the
effectiveness of L4 resistance, PMMoV and suspicious samples were collected from our
region in pepper production areas. This sample, which was confirmed by RT-PCR
technique, coded PMMoV-Kum and the gene bank was registered and the access number
(MK806437) was obtained. PMMoV-Kum isolate 1 is transmitted to the sensitive (B1)
and 5 resistant (L4B1, L4B2, L4B3, L4B4, L4B5) plants by mechanical inoculation. As
a result of the phenotypic observations, PMMoV-Kum and isolate was confirmed by
biological tests that it did not overcome the resistance due to L4 gene.The determination
of primers to determine the most successful L4 markers upon the non-occurrence of any
PMMoV symptoms on the selected plants was determined as the most successful AP-7 /
AP-8 primer. After determining that PMMoV isolate was not an isolator that breaks the
L4 strength, phylogenetic analyzes were performed to determine the location of this
isolate in the world isolates. As a result of the filoegenetic analyzes.

KEYWORDS: L4 gene, Pepper, Breaking resistance, Pepper mild mottle virus
(PMMoV), Mechanical inoculation, RT-PCR
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ONSOZ

Bu ¢alismada, iilkemizde en ¢ok tiiketilen sebzelerin basinda gelen biberin, en
onemli viriis hastaliklarindan, Biber Hafif Benek Viriis’ii (PMMoV) hakkinda arastirma
yapilmistir. Sebze virlis hastaliklariyla en etkin miicadele yontemlerinin basinda
dayanikli ¢esit secimi gelmektedir. Dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi ise iireticiye ek bir
maliyet getirisinin olmayis1 ve g¢evreye zararsiz olmasi nedeniyle en 6nemli konuyu
olusturmaktadir. Bélgemizdeki bir¢ok firma klasik 1slah yontemleri ile dayaniklilik ticari
cesitler elde etmeye calismaktadir. Projemizde elde edilen bilgiler; PMMoV dayanikli
bitkiler elde etmek icin klasik ve molekiiler 1slah yontemlerinin bir arada kullanilmasi
gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu ¢alisma, dayanikli biber ¢esitleri elde etmek isteyen
arastirmacilara yol gosterecek, dayanikli ¢esit ve adaylarini hizli bir sekilde piyasaya

sunma asamasina gegmesini hizlandiracaktir.

Tez c¢alismamda planlanmasinda, arastirilmasinda, yiiriitiilmesinde ve
olusumunda ilgi ve destegini esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim,
yonlendirme ve bilgilendirmeleriyle ¢aligmami bilimsel temeller 151¢1nda sekillendiren
sayin danigsman hocam Dr. Ogr. Uyesi Hakan FIDAN’a tesekkiirlerimi sunarim. Bu zorlu
tez siirecinde benden destegini bir an i¢in bile esirgemeyen degerli arkadaslarim; Nuray
Sar1 ve Pelin Sarikaya’ya, tiim egitim hayatim boyunca benden maddi ve manevi
desteklerini esirgemeyen her zaman yanimda olan sevgili aileme tesekkiirlerimi bir borg

bilirim.
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GIRIS M. BARUT

1. GIRIS
1.1. Biber Hakkinda Genel bilgiler ve Tarihcesi

Biber (Capsicum annuum L.) diinyada en yaygin olarak yetistirilen ve ekonomik
olarak onemli yere sahip sebze gruplarindan biridir. Solanaceae familyasinin bir iiyesi
olan biberin anavatant Amerika olup, Amerika kitasinda kiiltiire alinan ilk bitkiler
arasindadir. Amerika’nin kesfinden sonra Ispanya’ya getirilen bu bitkinin 30 kadar tiirii
olduguna dair bilgiler mevcuttur. Ancak bu tiirlerden Capsicum annuum L. disinda
kalanlarin ekonomik anlamda sebze olarak tarimi yalnizca Amerika’nin orta ve giiney
boliimlerinde yapilmaktadir (Abak ve Pitrat 1981). Uretimi diinya ¢capinda yilda yaklasik
30 milyon tonu buldugu bilinmektedir. Diinya genelinde yogun olarak tarimi1 yapilan bu
irin ~ bazt alanlarda  “siyah  altin” veya  “baharatlarin  krali”  olarak
isimlendirilmektedir. FAO’nun 2017 verilerine gore diinyada 34.655.814 ton biber
tiretimi yapilmaktadir. Ulkemizde ise TUIK 2018 verileri dikkate alinarak inceleme
yapildiginda toplam biber iiretiminde ilk sirayr 439.255 ton ile Antalya ilinin geldigi
ikinci sirada 308.892 ton ile Mersin ilinin, {i¢ilincii sirada 237.754 ton ile Bursa ilinin,
dordiincii sirada 233.419 ton ile Canakkale ilinin, besinci sirada ise 172.355 ton ile
Manisa ilinin geldigi goriilmiistiir. Biber tilkemizde Salgalik-Kapya, Dolmalik, Sivri ve
Carliston tiirleri olarak tiretimi gerceklestirilmekte olup bu iirlin gruplar1 igerisinde
187.311 ton ile Sivri gesidi en fazla {iretimi yapilan biber ¢esidi olarak karsimiza
cikmaktadir. Antalya bolgesinde 2018 yilinda biber tiplerine ait iiretim bilgileri Cizelge
1.1°de gosterilmistir. Antalya ili ilgeler bazinda tiretim miktarlar1 Sekil 1.1°de sematize
edilmeye ¢aligilmistir.

Cizelge 1.1. Antalya’da 2018 yilina ait biber iiretim bilgileri

Uriin Dekar Ton
Salcalik, Kapya 12130 94192
Dolmalik 12989 88765
Sivri 28027 187311
Carliston 6422 68987
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Sekil 1.1. flce bazinda biber iiretimi



GIRIS M. BARUT

Biber yetistiriciligi yapilan ac¢ik alan ve seralarda {retim maliyetlerini
siirlandiran bir¢ok faktor karsimiza ¢ikmaktadir. Biber yetistiriciligi yapilan alanlarda
hem kaliteyi hem de iiretim miktarin1 etkileyen en onemli faktorlerin basinda viriis
hastaliklar1 gelmektedir (Anandakumar vd. 2008).

Ister hobi bahgeciligi olsun ister biiyiik biber iiretim alanlar olsun yetistirildikleri
bolgelerde bu bitkiler birgok faktor tarafindan tehdit edilmektedir. Viriis hastaliklari ile
miicadelede en basarili yonetim modeli, dayanikli ¢esitlerin 1slah1 ve bu hastaliklara
vektorliik yapan bocekler ile kiiltiirel-kimyasal miicadele yontemlerinin kullanilmasidir.
Biber tiretimi yapilan alanlarda en ¢ok rastladigimiz vektorlerin basinda afitler (Myzus
persica), thripsler (Thrips tabaci, Frankliniella occidentalis) ve beyazsinekler (Bemisia
tabaci) gelmektedir. Bu boceklerin vektorliikk yaptigi hastaliklardan Potato virus Y,
Tomato spotted wilt virus, Tomato yellow leaf curl virus vb. gibi bir¢ok viriis
hastalikligiyla kismende olsa miicadele s6z konusudur. Bazi arastirmacilar biber tiretim
alanlarinda sik rastlanan ve 6nemli olan ti¢ viriis Potato virus Y (PVY), Tomato Spotted
wilt virus (TSWV) ve Pepper mild mottle virus (PMMoV) iizerinde durmuslardir (Kim
vd. 2008; Janzac vd. 2009; Scholthof vd. 2011). Sekil 1,2’de PVY, TSWV ve PMMoV
ile enfekteli biber bitkilerine ait simptomlar gosterilmistir.

Sekil 1.2. Biber iiretim alanlarinda verimi sinirlandiran virlis hastaliklar1 a) PVY,
b) TSWV, ¢) PMMoV

Biber iiretim alanlar1 birgok virlis etmeninden olumsuz yonde etkilenmesine
ragmen bu ii¢ viriis iiretimi oldukca sinirlandirmaktadir. Birgok viriis vektori ile
kimyasal-kiiltiirel miicadeleler yapilarak hastalik kontrol altinda tutulabilmektedir. Fakat
daha biiylik sorun ise PMMoV’ninde dahil oldugu Tobamovirusler gibi temas yoluyla
bile rahathikla bulasabilen ve suana kadar vektorii tespit edilmeyen yada edilemeyen
virtislerin varligidir. Virulensligi ¢ok yiiksek olan bu viriislerin miicadelesi bir o kadar
zor olmaktadir.

Son zamanlarda hem {ireticiler ve hem de 1slah firmalar1 tarafindan,PMMoV ile
ilgili sikayetlerin arttig1 tespit edilmistir. Yiiriitmiis oldugumuz bu ¢alisma ile de bu farkin
nedenleri ve L4 ile saglanan dayanimin kirilip kirilmadigmin tespit edilmesi yolu
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izlenmistir. Kimyasal, fiziksel ve kiiltiirel yontemlerin PMMoV kontroliinde bir yere
kadar basar1 saglayabildigi i¢in, dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi en 6nemli kontrol
stratejisi olarak kabul edilmektedir. L3 genini tagiyan bitkiler patotip P1.2'ye dayaniklidir,
fakat P1.2.3’e kars1 hassastir (Matsunaga vd. 2003). Aksine, L4 genine sahip bitkiler her
iki patojene karsida dayaniklidir (Matsunaga vd. 2003; Kim vd. 2008). Ulkemizde de
Tobamoviruslere karsi dayaniklilik da L3 ve L4 genleri etkin bir sekilde kullanilmaktadir.
Yogun biber tarimi yapilan alanlarda PMMoV ile karsilasilmasi sonucunda bu gen
vasitastyla dayaniklihigin kirilip kirilmadigi akillarda soru isaretleri olusturmaktadir.
Yiriitmiis oldugumuz bu ¢alisma ile tiretim alanlarinda kullanilan biber ¢esitleri tizerinde
L4 genlerinin varligi molekiiler markirlar yardimiyla belirlenmistir. L4 geni igeren
bitkilerde PMMoV mekanik olarak bulastirilmis ve L4 dayanikliligmmin kirilmadig
belirlenmistir. L4 geni kullanilarak yiiriitiilen 1slah ¢alismalarinda arastirmacilara basarili
bir yol haritas1 saglamak amaciyla rapor edilen markirlar denenmistir. Gergeklestirmis
oldugumuz calisma ile hem L4 geninden kaynakli dayanikliligin kirilmadigi belirlenmis
ve bu genin varliginin tespitinde, en basarili sekilde sonug¢ veren molekiiler markirin
tespiti yapilarak arastirmacilara sunulmasi hedeflenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Biber Hakkinda Genel Bilgiler

BiberSolanaceae familyasina ait tatli, ac1 gibi aromatik meyvelere sahip hem
baharat hem de taze olarak tiiketilen ayn1 zamanda ila¢ yapiminda da kullanilabilen bir
tiriindiir. Bu cins yaklasik 40 tiirli biinyesinde barindirabilmektedir. Bir¢ok tiirli agizda
keskin bir tat birakan kapsaisin igerdigi bilinmektedir. Anavatani Orta ve Giliney Amerika
olarak belirtilsede hemen hemen diinyanin her bélgesinde kendisine yetistirilme alani
bulabilen bir bitkidir (Anonymous, 2013).Capsicum annuum bitkileri, kullanim
alanlarina gore en yaygin olarak bilinen kirmizi biber veya yenibahar olarak farkli
bolgelerde isimlendirilmektedir. Lee (2019), yaptig1 arastirmasinda Capsicum tiirleri alt1
ana tiir'e ayrilmaktadir. Bunlar; C. annuum, C. frutescens, C.chinense, C. baccatum, C.
pubescens ve C. assamicum olarak ayirmistir. Bu tiir ¢ok ¢esitli meyve uzunluguna sahip
degisik renk ve aromalarina baglh yetistiriciligi yapilan otsu tek yillik bir bitkidir.
Capsicum frutescens ve C. chinense kiiciik, keskin lezzete sahip meyveleri bulunan aci
sos yapiminda tercih edilebilen ¢esitlerdir. Bu gesitlere ait fotograflar sekil 2.1'de
paylasilmistir.

Sekil 2.1. Bazi biber ¢esitlerinin meyveleri, a) Capsicum frutescens, b) C. chinense

Biber verim ve kalitesini sinirlayan en 6nemli faktorlerden biri viral hastaliklardir
(Milosev1 vd. 2014, Petrovi vd. 2010, Anandakumar vd. 2008). Tobamovirus grubuna ait
virtiisler, 6zellikle Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus (ToMV) ve Pepper
mild mottle virus (PMMoV) biber yetistirciligi yapilan her alanda her zaman bir tehdit
unsuru olarak varliklarini siirdiirebilmektedir. Biber hafif benek viriisii (PMMoV), ticari
biber iiretimini etkileyen ve diinya ¢apinda biiylik ekonomik kayiplara neden olan en
onemli patojenlerden biri olarak nitelendirilmektedir (Genda vd. 2007). Ozellikle
tohumla taginabilen Tobamovirusler 6zellikle Cucurbitacea (Liu vd. 2014) ve Biber
(Capsicum annuum) (Kumar vd. 2011) yetistirilen alanlarda ciddi ekonomik kayiplara
neden olabilmektedir. Bu viriisten korunmanin en etkili yolu dayaniklilik geni ihtiva ettigi
bilinen ¢esitlerin kullanilmasindan gegmektedir. PMMoV'nin tohumla taginmasi ve
Capsicum tiirleri i¢in uluslararasi tohum ticaret hacminin biiyiik olmas1 bu viriisiin diinya
genelinde hizli yayilmasini agiklayan nedenlerden biridir (Lamb vd. 2001).
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Tobamoviruslere karsi dayaniklilikta kullanilan L lokusu Capsicum tiirlerinin
yabani ve kiiltiir formlarinda Capsicum annuum (L1), Capsicum frutescens (L2),
Capsicum chinense (L3) ve Capsicum chacocense (L4) bulunmustur (Berzal-Herranz vd.
1995; Boukema 1980; de la Cruz vd. 1997). L genlerininTobacco mosaic virus (TMV),
Tomato mosaic virus (ToMV), Paprika mild mottle virus (PaMMV) vePepper mild mottle
virus (PMMoV) olarak bilinen birkag Tobamoviruse karsi dayaniklilik sagladig
bilinmektedir (Csillery vd. 1983; Pernezny vd. 2003; Wetter vd. 1984). C. chacoense bu
tirlerden en 6nemlilerindendir veL4 geninin kaynagi olarak bilinmektedir. Ayrica L4
geni; ToMV, TMV ve PMMoV'in P1, P1,2 ve P1,2,3 patotiperine karsi dayaniklilk
sagladig1 belirtilmigtir. C. chacoense’ye ait goriintii Sekil 2.2°de paylasilmistir.

Sekil 2.2. C. chacoense ait gorsel a) meyvesi kizarmis ve g¢igegine ait goriinti,
b) ciceginin daha yakindan bir goriintiisii, ) meyvesi yesil donemdeyken elde edilmis
goruntisu

2.2. PMMoV Hakkinda Genel Bilgiler

Pepper mild mottle virus (PMMoV) ilk kez ABD'de Giiney Carolina'da rapor
edilmistir (McKinney, 1952). Ozellikle bitkilerin, geng donemlerinde enfekte oldugunda
hafif, genel kloroz belirtileri ve bitkilerde bodurluk simptomlari meydana gelir. Meyveler
kiiciik, malformasyon belirtileri gozlemlenir. Nekrozlar ve meyve iizerinde benekli
lekeler olugabilir. Bu simptomlar yiiziinden meyveler pazar degerlerini kaybetmektedir.
PMMoV, 1952 yilinda ilk defa rapor edilmesinden sonra diinyanin bir¢ok bolgesinde
Arjantin, Avustralya, Kanada, Danimarka, Fransa, Macaristan, izlanda, Italya, Japonya,
Kore, Hollanda, Ispanya, Ingiltere’de varlig1 rapor edilmistir. Hastaligin kontrolii i¢in en
iyi yontem dayanikli cesitlerin kullanilmasindan ge¢mektedir. Diinyanin farkh
bolgelerinde L4 allelleri tarafindan saglanan dayanikliligin iistesinden gelen yeni suslarin
varlig1 es zamanli olarak rapor edilmistir (Antignus vd. 2008).

Biber hafif leke viriisii (PMMoV), Virgaviridae familyasinin Tobamovirus
(Adams vd. 2009) cinsine aittir ve 6,356 niikleotidli (nt) pozitif-sens tek iplikli RNA'ya
sahiptir. PMMoV, dort proteini kodlayan 6,356 niikleotidden olusan pozitif sense
genomik RNA's1 olan Tobamoviruslerin icerisinde yer almaktadir: PMMoV'nin viral
genomu dort agik okuma bolgesi- ORF (Open Reading Frame)'den meydana gelmektedir
ve dort agik okuma bdolgeside dort farkli proteini kodlamaktadir (Fauquet, 2005). Viriis
312 nm uzunlukta ve 18 nm genisliktedir (King vd. 2012). PMMoV’a genomik bilgiler
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sekil 2.3’de sematize edilmeye calisilmistir Birinci ORF 70.ntikleotidden baslayip 3423.
niikleotidde son bulmakta yaklasik olarak 1117 amino asidi kodlamaktadir ve bu
kodlanan proteine 126 K protein ad1 verilmistir. 125 K proteinin sonunda yer alan amber
stop kodonu (UAG) sayesinde 4908. niikleotidden baslayarak dogru okuma ile 183 K
protein kodlar bu alan 1612 aminoasit proteinini kodlanmasindan sorumlu olan
bolgedir.Uciincii ORF alan1 4909. niikleotidden baslayarak 5682. niikleotidde son bularak
257 amino asiti kodlar ve 30 K- Hareket proteini olarak isimlendirilir. Son ORF'de 5685.
niikleottiden baslayarak 6158. niikleotidde son bularak 156 aminoasidi kodlayan Kilif
proteinini olusturmaktadir (Alonso vd. 1991).

R
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Sekil 2.3. PMMoV ait genomik bilgiler (Anonim-Viral Zone)

30 K proteini veya hareket proteini olarak adlandirilan alan Tobamovirusler
plasmodesmata kanallar1 yoluyla hiicreden hiicreye hareketi igin gerekli olan alandir
(Deom vd. 1987; Meshi vd. 1987).5" wucunda bir CAP yapisi bulunmaktadir ve 3'
ucundada kodlanmayan bolge olarak tRNA yapisina sahiptir. Genomik RNA, 126 ve 183
kDa replikaz proteinleri i¢in sablondur. 30kDa protein ve CP'yi kodlayan diger iki ORF,
subgenomik RNA'lar tarafindan translasyona ugratilir (Wolf vd. 1989). Viral RNA'nin
plazmodesmata boyunca hareketi hareket proteini ile aralarinda niikleik asid baglanma
alanlarimin yardimi ile gergeklesmektedir (Wolf vd. 1989; Oparka vd. 1997).

Kilif proteini Tobamovirusler i¢in tek yapisal proteindir ve viral partikiillerin uzak
mesafelere taginmasi igin gerekli bir yapidadir (Holt ve Beachy 1991; Simon Buela ve
Garcia-Arenal 1999; Tena vd. 2012). Kilif proteini sayesinde viral partiikiiller enkapside
olur ve boylelikle uzak mesafelere taginabilme imkanlar1 bulabilmektedir (Nelson ve van
Bel 1998).
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2.3. Tasinimi, Simptomlari ve Konukculari

PMMoV, TMV ve ToMV gibi viriislerin dahil oldugu Tobamogrup viriisleri
igerisinde yer almaktadir ve bu grubun tiyelerinin en belirgin 6zellikleri bir bitkiden diger
bitkiye aktarimlarinin olduk¢a kolay olmasidir. Tobamogrup viriislere, tasiyicilik yapan
herhangi bir vektor bilinmemektedir, ancak geng bitkilere 6zellikle de rutin olarak el
temasiyla mekanik olarak kolayca bulasmaktadir (Ozaslan vd. 2006). PMMoV, biber
yetistiriciligi yapilan alanlarda en sik rastlanan virlislerden biri haline gelmistir.
Tobamovirusler, bitkilere tohum yoluyla aktarilabildigi (Ikegashira vd. 2004; Kim vd.
2008) gibi eger toprakta bulasik durumdaysa (Pares ve Gunn 1989) toprak yoluyla da
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Tobamoviruslerin ¢ogunlugu embriyo veya
endospermi enfekte etmemekle birlikte, viral partikiiller dis kabukta kalir ve ¢gimlenme
islemi sirasinda bitkilere bulasabildigi birgok arastirmaci tarafindan belirtilmistir (Chitra
vd. 1999; Genda vd. 2011; Sevik ve Kose-Tohumcu 2011; Liu vd. 2014). Bu viriisiin
mekanik olarak taginimi olduk¢a 6nem arz eden bir konudur. Yapilan arastirmalarda
Tobamovirus lerin el, tarim alet ve ekipmanlari (Matsunaga vd. 2003) bunun yani sira
sulama suyu (Cho1 vd. 2004) ile ¢ok rahatlikla tasinabildigine ait raporlar mevcuttur.
Bitkiler bir kez enfekte olduktan sonra tiretim yapilan alanlarda bu viriis ile savagmak
olduk¢a zordur. Bu viriisiin toprakta da uzun siire kalabiliyor olmasi, toprak
dezenfeksiyonu eger uygun kosullarda ger¢eklesmezse {iretim alanlari i¢in daha biiyiik
sorunlara yol agabilecegi anlamma gelmektedir. Ozellikle erken dénemlerde meydana
gelen enfeksiyonlar bitkilerde 6liimlere bile neden olabilmektedir (Agrios 2005).

Kolay tasinabilmesinin yam1 sira yapilan arastirmalarda PMMoV nin
Solanaceae'nin alt1 cinsinden en az 24 tiirline ve Chenopodiaceae, Cucurbitaceae,
Labiatae ve Plantaginaceae familyalarinin bazi tiirlerine aktarilabildigi rapor edilmistir
(Wetter vd. 1984; Avgelis 1986). Capsicum tiirlerinin birgogunda bu hastalik goriillmesine
ragmen ayni familyaya ait olan domates, patlican ve tiitiinde bu hastalik gézlenmemistir
(Milosevic vd. 2015).

Kwon vd. (2015) Kore’de biber yetistirciligi yapilan tarlalarda biberler tizerinde
PMMoV’ye ait simptomlar1 gosteren bitkileri belirlemislerdir. Arastirmacilar tiretim
alanlarina yakin bir konumda bulunan Rorippa palustris iizerinde de benzer simptomlara
rastlamiglardir. Bunun tizerine bu bitkiden de RNA izolasyonu yaparak hem PMMoV ait
oldugu belirlenmistir hem de tiim niikleotid dizilimi elde etme yoluna gidilerek bu izolatin
PMMoV’nin P2 patotipine ait oldugunu belirlemislerdir. Rorippa palustris kilif
proteinine ait olan tiim niikleotid diziliminin PMMoV’nin P2 patotipine ait olmasi
Rorippa palustris tizerinde kis1 gegirdigini ve yetistirme donemlerinde viriisiin epidemi
yapmasina yardimei oldugunu belirtmislerdir.

Uretim alanlarinda PMMoV’nin, diger viriis hastaliklar1 ile karistirilabilme
imkan1 vardir. Ozellikle TSWYV ile simptomlari kolaylikla karistirilabilmektedir. Sekil
2.4.°de TSWV ve PMMoV’nin biber meyveleri iizerindeki simptomlar1 gosterilmistir.
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Simptomlar, bitkiler yaslandik¢a degil de gengken enfekte oldugunda c¢ok daha
belirgindir. Bu hastalik, yapraklar iizerindeki hafif simptomlart nedeniyle ge¢ farkedilir
ve bir¢ok kez bu patojen, meyvede daha belirgin simptomlar ortaya ¢ikana kadar tespit
edilemez. PMMoV’nin hem yapraklarda mozaik simptomlara sebep olmasi hem de
meyvede deformasyonasebep olmasi bitkilerin tizerinde ekonomik verimini ciddi sekilde
azaltan bir etmen olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Han vd. 2017; Peng vd. 2015).

Sekil 2.4. TSWV ve PMMoV ’nin bitkiler iizerinde meydana getirdigi simptomlar

PMMoV'nin neden oldugu simptomlar, 6zellikle bitkiler gengken enfekte oldugunda hafif
kloroz ve bodurlugu igerir, ancak simptomlar biber tiiriine bagli olarak degisebilir
(Velasco vd. 2002).

Simptomlari incelendiginde kloroz, yaprak kivircikligi, ciicelik gibi belirtiler
yapraklarda, (Sekil 2.5a) beneklenmeler ise meyveler  (Sekil 2.5b) iizerinde
goriilebilmektedir. Bazi durumlarda nekrotik alanlar yaprak ve meyve iizerinde
gelismektedir. Simptomlar1 kolaylikla anlasilabilmektedir. Bu simptomlar erken
dénemde veya ge¢ donemde goriilebilmektedir (Baker vd. 2000; Tena vd. 2012).
Enfekteli bitkilerde bodur biiyiime, yapraklar istiinde kivrilmalar, beneklenmeler,
meyveler iizerinde kiiclik beneklenmeler ve deforme alanlar olarak gézlemlenir (Giildiir
ve Caglar, 2006). Meyveler kiigiik kalabilir ve meyve kabugu tizerinde gukur alanlar
gozlemlenebilir (Petrov 2014). Bitki erken donemde infekte olursa hastalik derecesi daha
siddetli olmaktadir. Hastalik belirtileri, mahsullerin hasat edilmesinden hemen 6nce
meyve verme safhasinda belirginlestigi i¢in yiiksek verim kayiplari séz konusudur.
Bitkilere erken asamada yapilan virolojik testler, ireticilerin zararmi smirlayacaktir
(Petrov 2014). Bununla birlikte bitkiler iizerinde meydana gelen simptomlar bitkiden
bitkiye de degisebilmektedir. Biber bitkilerinde viriis enfeksiyonu belirtileri genellikle
enfeksiyondan 1-3 hafta sonra gelisir (Anandakumar vd. 2008).
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Sekil 2.5. PMMoV nun biber yapragi ve meyvesi iizerindeki simptomlari a) PMMoV
biber yapragi lizerindeki simptomlari, b) PMMoV’nun biber meyvesi iizerindeki
simptomlari

2.4. PMMoV’in Diinya Uzerindeki Yayihm

Pepper mild mottle virus (PMMoV) Diinya’da ve iilkemizde biber yetistiriciligi
yapilan alanlarda ekonomik anlamda biiytik zararlar meydana getiren viral bir hastaliktir.
Biber hafif benek viriisii (PMMoV) ilk olarak 1952 yilinda McKinney tarafindan Giiney
Carolina’da rapor edilmistir. Biber hafif benek viriisii (PMMoV) ilk kez Italya'da 1984
yilinda tanimlanmigtir (Wetter vd. 1984). Bu tarihten itibaren diinyanin farkli alanlarina
yayilarak oOzellikle biber iiretim alanlarinin en Onemli patojenleri igerisinde yerini
almastir.

Almasi vd. (2017) yaptiklari ¢alismaya gore biber yetistiriciligi yapilan alanlarda
1970-80 yillar1 arasinda verim parametrelerini sinirlandiran en 6nemli viriis hastaliklar
olarak Cucumber mosaic virus (CMV), Potato virus Y (PVY),Broad bean wilt virus
(BBWYV), Potato X virus (PVX), Alfalfa mosaic virus (AMV), Tobacco mosaic virus
(TMV) ve Tomato mosaic virus (ToMV) olarak belirtmislerdir. Giiniimiizde ise biber
tiretim alanlarinin en biiyiik sorunu olarak Cucumber mosaic virus, PMMoV'nin 3 patotipi
ve TSWV'nin NT (normal tip) ile RB (dayanikliligi kiran) olarak belirlemislerdir.
2007'den bu yana diinyanin farkli bolgelerinden PMMoV'nin biber iiretim alanlarinda
gerceklestirdigi zararlara ait raporlar olusturulmaktadir (Kim vd. 2011; Lee vd. 2004) ve
her gegen gilin bu raporlarin sayisinda artis yasanmaktadir. Sekil 2.6’da PMMoV nin
diinya genelindeki dagilimi paylasilmistir. Diinyanin birgok bolgesinde PMMoV’e ait
farkli patotipler rapor edilmistir. Giineydogu Avrupa'da TMV, ToMV, TMGMYV ve
PMMoV baskinken (Moury ve Verdin 2012) Giineydogu Asya'da PMMoV ve ToMV
daha yaygin oldugu belirtilmistir (Kenyon vd. 2014).
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Sekil 2.6. PMMoV 'nin diinya genelindeki dagilim1

2.5. PMMoV Diinyada ve Tiirkiye’deki Durumu ve Bu Hastahk icin Kullanilan
Dayamkhlik Kaynaklar

Tobamoviruslerin biber alanlarinin en 6nemli sorunu oldugu bilinmektedir ve son
yillarda bu grubun iiyesi olan PMMoV, iiretim yapilan tarla ve seralarda meyveler
tizerinde ciddi simptomlara ve biber iiretiminde 6nemli verim kayiplarina neden oldugu
belirtilmistir ( Giildiir ve Caglar, 2006 ). Bu viriis, tarla ve sera yetistiriciliginde 6nemli
ol¢iide iiriin kaybina veya azalmaya neden olur (Jarret vd. 2008). Capsicum cinsine ait
bazi kiiltir bitkilerininTobamoviruslere karsi hipersensetif yanitlar araciligi ile
dayaniklilik sagladigi bilinmektedir ve bu genler hiyerarsik olarak L1, L1a, L2, L3 ve L4
olarak smiflandirilmistir (Boukema 1983; Sawada vd. 2004). L genleri araciligi ile
Tobamoviruslerin PO, P1, P1,2 veya P1,2,3 patotipleri iizerinde dayaniklilik sagladig:
belirlenmisgtir. PMMoV'ye karst dayaniklilik L1'den L4'e kadar siralanabilen 4 adet
dayaniklilik geni tarafindan saglanmaktadir (Boukema vd. 1984). PO patotipine ait
viriisler, herhangi bir L geni tasiyan bitkilere bulasamaz. Benzer bir sekilde viriislerin ait
oldugu P1, P1.2 ve P1.2.3 patotipleri sistematik olarak sirasiyla L1 ve L1a genlerini; L1
ve L2 genlerini ve L1 ile L3 genlerini enfekte edebilmektedir (Bowkema 1984;Sawada
vd. 2005). Ek olarak, farkli sicakliklara bagli alleller L1a, L1c ve L2b, C. annuum cv.
KC780, C. chinense KC667 ve C. baccatum Pl 439381-1-3 iizerinde tanimlanmistir
(Tomita vd. 2011). Bu siniflandirmaya uygun olarak da diinyada bulunan PMMoV
izolatlart P1.2 veya P1.2.3 olarak adlandirilmistir (Rast 1988). Tobamovirus kilif
proteinine (CP, coat protein) karsi saglanan dayanikliliktal geninin rolii gok biiyliktiir ve
L geni araciligr ile saglanan dayaniklilikta viral patotip tayininde de belirleyici faktor
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Berzal vd. 1995; Dardick vd. 1999; Gilardi vd.1999;
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Hamada vd.2006; Tsuda vd. 1998). Gen igin gen” kavrami, Flor (1971) tarafindan bazi
patojen-bitki etkilesimlerindeki dayaniklilik reaksiyonunu agiklamak ig¢in Onerilmistir.
Bu sistem ile konukguda bulunan bir gen ile patojen arasindaki iliskiye gore konukguda
dayaniklilik cevaplarint icermektedir. L genleri araciligr ile bitkilerde HR yanitlari
yanitlar1 olusturularak PMMoV’a ait enfeksiyonlar onlenebilmektedir. Kenyon vd.
(2014) belirtikleri L genlerine ait dayaniklilik kaynaklar1 ve dayaniklilik sergiledikleri
virlisler Cizelge 2.1.’de gosterilmistir.

L genleri biber bitkilerinin 11. kromozomu iizerinde konumlanmistir (Lefebvre
vd. 2002) ve L4 lokusu monogenik dominant bir dayaniklilik sergiledigi rapor edilmistir
(Boukema, 1983; Van Duin, 1998).

L genlerinin dayanikliligini baz alan birka¢ arastirmact PMMoV'nin P1.2.3

patotipinin bu dayanikliligin Gistesinden gelebildigini rapor etmislerdir (Tsuda vd. 1998;
Velasco vd. 2002; Matsunaga vd. 2003; Kim vd. 2008).

Cizelge 2.1. L genleri ve sagladiklari dayaniklilik (Kenyon vd. 2014)

Viriis Tiirleri ve Patotipler

TMV, ToMV, PaMMV, PMMoV PMMoV PMMoV
TMGMV, ObPV
BPMoV
Dayamkhhk Genotip PO P1 P1.2 P1.2.3 P1.2.34
Kaynag
C. annuum Early L+/L+ S S S S S
Cal Wonder
C.annuum Tisana  L1/- R S S S S
C. annuum Lla/~ R R# S S S
Oonatsume
C. frutescens L2 /- R R S S S
Tabasco
C. chinense L3 /- R R R S S
P1159236
C. chacoense L4 /- R R R R S
P1260429
C. annuum Hk S R* S S S
NanbuOhnaga

S: Hassas, R: Dayanikli, R#: dayanikli <24 C'e kadar, R*, Dayanikli >30 C. TMV,
Tobacco mosaic virus; ToMV, Tomato mosaic virus; TMGMV, Tobacco mild green
mosaic virus; BPMoV, Bell pepper mottle virus; PaMMV, Paprika mild mottle virus;
ObPV, Obuda pepper virus; PMMoV, Pepper mild mottle virus

PMMoV 1980'li yillarda Capsicum tiirlerini enfekte edebilen TMV benzeri viriis
olarak isimlendirilmistir (Boukema vd. 1980). Bu izolat oOnceleri P14 olarak
adlandirilmistir. P14 straini tizerinde devam eden calismalar ile C. chacoense'nin (Pl
260429 hatt1) bu viriise dayanikli oldugu belirlenmistir (Boukema 1983). 1984 yilina
gelindiginde Boukema bu dayanikliligin L4 geni vasitasiyla saglandigini ve P14 strainin
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L3 tarafindan saglanan dayanikliligin da istesinden gelebildigini acgiklamistir.
Baslangigta TMV benzeri olarak smiflandirilan bu L3 dayanikliligini kiran P14 straini
PMMoV'nin P1.2.3 patotipine ait oldugu belirlenmistir.

Svoboda vd. (2002) yilinda Cek Cumhuriyeti’nde biber yetistirilme alanlarinda
viral enfeksiyon benzeri Ornekler toplamislardir. Bu ornekleri elektron mikroskobu
altinda incelemeye tabii tutarak viral partikiilleri Tobamovirus ile eslestirmislerdir.
ELISA ile test ederek bu 6rneklerin PMMoV’ye ait oldugunu dogruladiktan sonra bu
izolatin hangi patotipe ait oldugunu belirlemeye ¢alismislardir. Yaptiklar1 ¢alisma ile Cek
Cumhuriyetinde PMMoV’nin P1.2 patotipinin biber bitkilerini enfekteledigi ama bu
izolatmn smirl bir alan igerisinde yer aldigini rapor etmislerdir. Ruiz vd.(2016)ispanya’da
biber bitkileri tizerinde viriis benzeri simptom gosteren sekiz 6rnegi Paprika mild mottle
virus, Tobacco mosaic virus, Tomato mosaic virus, Tobacco mild green mosaic virus,
Pepper mild mottle virus (PMMoV) ve Cucumber mosaic virus’e karst DAS-ELISA
yontemi ile test etmislerdir. Bu sekiz 6rnek PMMoV harig¢ diger viriislere karst negatif
olarak bulunmustur. Pozitif olarak bulunan PMMoV izolat1 C. chinense P1159236, C.
chacoense P1260429 ve 4 tane L4 ve 2 tane L3 dayaniklilig1 olan biber bitkileri tizerinde
mekanik inokulasyonu gerceklestirilerek test bitkileri iizerinde olusturdugu simptomlar
incelenmistir. Yaptiklar1 calisma neticesinde Ispanya’da PMMoV’in P1.2 izolatinin
bulundugunu ilk kez rapor etmisler ve kilif proteinini RT-PCR teknikleri ile ¢cogaltarak
66. Pozisyonunda Alanin aminoasitinin Thriozin aminoasitine doniismesine neden olan
bir mutasyonun varligina isaret etmislerdir.

Deri vd.(2018) yilinda yiiriitmiis olduklar1 ¢alismalarda PMMoV'nin patotipleri
arasindaki farkliliklar1 belirleyebilmek i¢in 231 niikleotid sekanst kullanarak
arastirmalarini gerceklestirmislerdir. Elde ettikleri bulgulara gore izolatlar arasinda
birgok mutasyonun var oldugunu ve bu mutasyonlarin birgogunun anlamsiz mutasyonlar
oldugunu belirtmislerdir. Calismalar1 kapsaminda en dogru sonuca varabilmek i¢in birden
fazla tekrarli analizler ile P1.2 ve P1.2.3 patotiplerini birbirlerinden ayirmak i¢in replikaz
ve kilif proteinleri iizerindeki niikleotid icerikleri baz alinarak ayrim yapilabilecegi
sonucuna varmiglardir.

Sugitavd. (2004) yilinda yaptiklart ¢alismalarinda P1.2 patotipinin Japonya'da
yaygin olarak bulunurken P1.2.3 patotipine nadir oranlarda rastladiklarini rapor
etmislerdir. Genda vd.(2007)’de Capsicum chacoense'den gelen L4 geni, en etkili
dayaniklilik geni olup, Biber hafif benek viriisiine (PMMoV) kars1 yeni dayanikli gesitler
gelistirmis olan Japonya'daki 1slah programlarinda yaygin olarak kullanilmakta oldugunu
belirtmislerdir. Bununla birlikte 2004 yilinda Japonya'daki iiretim alanlarinda L4 geni
iceren biber bitkilerinde hafif mozaik belirtileri saptanmistir. Bu simptomlarin
PMMoV'ye ait oldugu belirlendikten sonra bu patojenin P1.2.3.4 patotipine ait oldugu
belirlenmistir. PMMoV'nin Japonya'da tespit edilen P1.2.3.4 patotipinin kilif protein
tizerindeki iki aminoasit siibstitlisyonun bu patotipin olugmasinda etkili oldugunu
belirtmislerdir. Bu mutasyon noktalar1 46. pozisyonda Gln ila Arg ve 85. pozisyonunda
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Gly ila Lys'in olarak degismesi yoluyla meydana geldigi ve bu olayinda arastirmacilara
L4 dayaniminin kirildig1 sonucunu vermistir.

Choi vd. (2016) yilinda Giiney Kore’de gergeklestirdikleri c¢aligmalarinda
PMMoV’nin hem P2 hem de P3 izolatlarinin tiim niikleotid dizilimlerini Sanger
sekanslama yontemi kullanarak elde etmislerdir. Bu aragtirma grubu 2013-2014 yillarinda
PMMoV’nin kirmizibiberler ilizerinde P2 ve P3 patotipleri sayesinde L3 ve L4
dayanikliligimin kirtldigimi rapor etmislerdir (Choi vd. 2013;2014). PMMoV-P2 ve
PMMoV-P3 farkli patojenisitelere sahip olmasina ragmen bu iki izolatinda tiim niikleotid
dizilimleri toplamda 6,356 nt olarak belirlenmistir. Elde ettikleri verilere gore iki viral
genomda 4 protein kodlanmaktadir. Bunlar; 126 kDa, 183 kDa, hareket proteini bir kilif
proteini ve 5" -3' UTR alanlarinda (untranslated region) sirasiyla 69 nt ve 198 nt oldugunu
rapor etmislerdir.

Antignus vd. (2008) yilinda Israil’de gerceklestirmis olduklar1 caligmalarinda
PMMoV’nin P1.2 ve P1.2.3 patotiplerinin yakindan iligkili oldugu konusu iizerinde
yogunlagsmislardir. L4 genotipine sahip bitkilerde ve hassas cesitler lizerinde gelisen
simptomlarin diger patotiplere kiyasla daha siddetli oldugunu vurgulamislardir. Saptanan
bu patotipin kilif proteini lizerinde ¢alisarak P1.2 ve P1.2.3 patotipi ile karsilastiriimistir.
Yapilan karsilastirma sonucunda bu iki patotip arasinda 47. pozisyonda Lozin yerine
glutamin ve 87. pozisyonda alanin yerine gilisinin yer aldig1 belirtilmistir.P1.2.3.4 olarak
adlandirilan bu yeni patotipin 87. pozisyonunda gilisin yerine alanin aminoasidi
bulundugu rapor edilmistir. Belirlenen bu patotipin diger patotiplere gore daha agresif
oldugunu yaptiklar1 arastirmalar ile ortaya koymuslardir.

Yang vd. (2012) yilinda L4 geni ig¢in F2 popiilasyonu iizerinde yaptiklari
aragtirmalarinda Tobamovirus dayanikliligi i¢in bagka bir gerekli genetik faktoriin etkili
olabilecegi diisiincesini rapor etmislerdir.

Ulkemizde de biberde L3 dayaniklilik genini kiran izolata ait ilk rapor 2012
yilinda gerceklestirilmistir (Caglar ve Fidan 2012). Literatiir taramasina gore Tiirkiye’de
su ana kadar L4 geninin kirilmast ile ilgili yaymlanmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.

2.6. L4 ve L3Geninin Belirlenmesi i¢in Kullamlan Markirlar

L genleri biber bitkileri igin Tobamovirusler ile miicadelede kullanilan en 6nemli
dayanmiklilhik kaynagidir. Dolayisiyla bu dayaniklilik kaynaginin biber bitkilerine
aktarilarak dayaniklilik 1slahi ¢aligmalarinda kullanilmasi gerekmektedir. Dayaniklilik
1slah1 ¢alismalarinda en verimli yanit1 almak ve hem zamandan hem de emekten tasarruf
yapmak i¢in izlenilecek en dnemli adimlardan biri molekiiler yontemler ile bu genlerin
tespitinin dogru bir sekilde yapilmasidir. L genleri ile dayaniklilik saglanmasi icin DNA
markirlar1 gelistirilmeye c¢alisilarak haritalama popiilasyonlar1 olusturulmustur. Sugita
vd. tarafindan 2004 yilinda yapilan galismada Rastgele Cogaltilmis Polimofik
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DNAstratejisine dayali RAPD markir sistemi kullanarak L3 lokusuna 4.0 ¢cM uzaklikta
markir gelistirmeyi basarabilmislerdir.

L4 dayaniklilik geninin monogenik baskin karakterli bir gen oldugu bilinmektedir
(Boukema, 1983; Van Duin, 1998). Bununla birlikte L4 geninin PMMoV’ye
dayanikliliginin 1slahgilar tarafindan melezleme sonucunda homozigot hatlardan geldigi
distiniilmektedir.

Dayaniklilik 1slahint basarili bir sekilde gergeklestirmek adina devamindaki
caligmalar ile L4 genine en yakin konumlanmayi basaran markirin gelistirilmesi
calismalar1 gergeklestirilmistir. Matsunaga vd. (2003) yilinda L4 ile baglantili RAPD
markirlarint gelistirmislerdir. L4 lokusuna 1.5 cM uzaklikta bulunan WA31-1500 RAPD
markirt SCAR markira doniistiiriilmiistiir. Ap-7 ve AP-8 SCAR markirlardir. Bu
markirlarin L4 lokusuna uzaklhigi 1.5 cM olarak tahmin edilmektedir (Matsunaga vd.
2003). Kim vd. (2008) yilinda baska bir haritalama ¢alismasi yaparak L4 ile baglantili ii¢
AFLP markirinin oldugunu belirlemislerdir ve en yakin isaretleyici olarak 1L.4SC340
markirini bir SCAR markira doniistiirmiislerdir. Bu marker iki popiilasyona ait bireylerde
test edildiginde, L4 markirindan 0.9 ve 1.8 cM uzakta haritalandigi belirlenmistir. Bu tiir
markir ¢aligmalart L4 geninin haritalanmasina katki sagladigi gibi L3 ile L4 arasindaki
allelik iligkisinin aydinlatilmasina da harika bir firsat sunmaktadir.

Tomita vd. (2008)’de ise L3 lokusunda 0.1 cM'dan daha yakin bir alanda
konumlanmig markirlart bulked segregant analiz-gogaltilmis fragment uzunlugu
polimorfizmi (BSA-AFLP) ve dayanikli gen analoglari (RGA) haritalama tekniklerini
kullanarak gelistirdiklerini belirtmislerdir.

Yang vd. (2009) yilinda kromozom 11 tizerindeki R genleri arasindaki ortolog
iligkiyi arastirmak istemislerdir. Bu ama¢ dogrultusunda patatesteki R3/R7 lokusu,
domates igerisindeki 12 lokusu ve biberdeki L lokusu arasindaki karsilastirmali genomik
bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. TMV ve PMMoV dayaniklilik genlerinin bulundugu L
lokusu biberde kromozom 11, patateste R3 lokusu ve domateste 12 lokusu iizerinde
bulunmaktadir (Yang vd. 2009). Baglanti (Linkage) analizlerine gore BAS 082F03 klonu
kromozom 11 {izerinde TG36 yakinlarindaki hedef bolgede bulanabilecegini gostermistir.
082F03 sekans1 kullanilarak daha fazla BAC klonu tanimlanmistir ve 224 kb
uzunlugunda bir BAC kolonu ile kontig yapilmigtir. Gen tahmin analizlieri ile BAC
kontigi i¢iresinde en az 12/R3 R geni anologu (RGAs) oldugunu gostermistir. BAC kontig
dizisi kullanilarak L4 geninin yaklasik 1.2 ¢cM yakininda konumlanmis ti¢c DNA markeri
gelistirilmistir. 087H3T7 tek niikleotid polimorfizmine dayanan yontemler ile
gelistirilmistir ve L3-L4 segregasyon calismalarinda kullanilmistir. L3 markiri ile birlikte
segregasyona ugradigt bilinen 189D23M markiri, 087H3T7 kars1 tarafinda (zit)
konumlanmistir ve L4 genininden yaklasik 0.7 ¢cM uzakliktadir. Bu fikir L3 ve L4
genlerinin ayn1 lokus iizerinde farkli alleler oldugu yerine birbirine yakindan baglantili
farkli genler olabilecegi diisiincesini olusturmustur.
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Yang vd. (2009) L4 i¢in bir baska markir daha gelistirerek katkida bulunmuslardir.
Tomita vd. (2008) 189D23M markirt ve Yang vd. (2009) gelistirdikleri SNP markeri
087H3T7HRM"inin L4 lokusu ile yakin konumlandigini belirtmislerdir.

Yang vd. (2009) L3 ve L4 markirlann arasindaki genetik uzakligin
C.annuum/C.chinense veya C. annuum/C. chacoense arasinda meydana gelen melezler
arasinda farkliliklar gosterebilecegini belirtmislerdir.

L lokusu daha 6nce kromozom 11 iizerinde RFLP markir1i TG36'dan 5.2 cM
uzaklikta haritalanmistir (Paran vd. 2004). Biber genomunun bu bolgesi patates icin
R3/R7 bolgesine ve domatesteki 12 bolgesine denk gelmektedir. Kim ve ark (2008)
yaptiklar1 ¢calismalarinda L4SC340 markirinin L4 lokusuna yaklasik 1.8 ¢cM uzakliginda
oldugunu rapor etmislerdir.

Boukema (1984)’de L3 ve L4 genlerinin PMMoV dayaniminda allelik oldugu
onceden rapor etmistir. Tomita vd. (2008) yilinda L3 igin (C. chinense) gelistirdikleri
markirlarin L4 geninin tespiti i¢in kullanilabilecegini belirtmislerdir. Yang vd. (2009),
Tomita vd. (2008) verilerine ek olarak L4 ve L3 'in allellik olmayabilecegini
belirtmislerdir.

Lee vd. (2012) L1-SCAR, L3-SCAR, L4-SCAR ve LOc-SCAR markirlar1 olarak
L lokusuna ait spesifik allelleri igeren markir seti dizayn etmislerdir.

L genlerinin molekiiler markir yontemi ile tespiti i¢in bir¢ok arastirmaci tarafindan
farkli ¢aligmalar yiiriitiilmistiir. Bu ¢aligmalarin genel amaci L genlerinin en dogru
tespitinin gerceklestirilmesi ve L genlerini temel alan dayaniklilik 1slah1 ¢aligmalarina
katki saglayabilmektir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Yiiriitmiis oldugumuz calismanin materyallerini L4 geni barindirmayan bir adet
hassas ¢esit ile L4 genine sahip oldugu beyan edilen, yerli ve uluslararasi tohum
firmalarinin 5 adet biber ¢esidi, laboratuvar malzemeleri, tampon ¢dzeltiler, molekiiler
tan1 amaciyla yapilacak olan PCR ve RT-PCR analizinde kullanilacak spesifik primerler,
dayaniklilik geninin belirlenmesinde kullanilacak molekiiler markirlar, enzimler ve diger
kimyasallar, gii¢ kaynagi, yatay elektroforez aparati olusturmustur.

PMMoV ile bulasik 6rnekler iizerinden bitki 6zsular1 elde edilmesinde porselen
havan ve havaneli tercih edilmistir. Laboratuvar calismalar1 esnasinda hassas terazi,
vorteks cihazi (Vortex-GENE2), cam ve plastik malzemeler kullanilmistir. RT-PCR
calismalari i¢in BIO-RAD firmasinin T100 Thermal Cycler cihazi, iiriinlerin jel iizerinde
gorlintiistiniin elde edilmesi i¢in Thermo Scientific firmasinin jel elektroforez cihazi, Jel
goriintliileme icin ise BioDocAnalyze firmasinin Biometra cihazi kullanilmistir.

Mekanik inokulasyon calismasindan sonra elde edilen bitki 6rnekleri iizerinde
PMMoV’nin varligint molekiiler yontemler ile saptayabilmek i¢in RT-PCR (Reverse
Transcriptase-Polimeraz Chain Reaksiyon) yontemi kullanilmistir. RT-PCR ¢aligmalari
icin Thermo Fisher Scientific (Fermantas, Vilnus, Lithuania) tarafindan saglanmis olan
enzimler, enhanser ve master mix kullanilmistir. Cizelge 3.1.’de denemede kullanilan
cesitlerin bilgileri ve dayaniklilik durumlar1 belirtilmistir. Cizelge 3.2.’de kullanilan
cesitlere ait 6zellikleri paylagilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanisan bitkilerin L4 geni bakimindan durumlari

Cesitler L4 gen durumu
Bl -
L4B2 +
L4B3 +
L4B4 +
L4B5 +
L4B6 +
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Cizelge 3.2. Denemede kullanilan gesitlere ait bilgiler

Cesit
Bl

L4B2

L4B3

L4B4

L4BS

L4B6

Tip
Dolma biber,
Standart ¢esit,

Yazlik erkenci

Kirmiz1 Kaliforniya
Wonder tipi biber, giiclii,
erkenci, bogum aralari orta,
soguk toleransi ¢ok iyi,
yiiksek verimli.

Dolma, giiclii, ¢cokerkenci,
verimli.

Sili biberi, giiclii, soguk
donemde yliksek meyve
tutumu, yesil ve kirmizi
hasada uygun.

Kirmiz1 Kaliforniya biber.
Giiglii bitki yapisina sahip.
Yiiksek kis performansi ve
bahar yenilenmesi.

Kirmiz1 Kaliforniya
Wonder tipi biber.

Dayanim

Hassas

HR: Tm:0-3 (L4)

IR: TSWV

HR: Tm:0-3 (L4)

IR: TSWV

HR: Tm:0-3 (L4)

IR: Lt / Ma/Mi/Mj

HR: Tm:0-3 (L4)

IR: TSWV:0/
Ma/Mi/Mj

HR: Tm:0-3 (L4)
IR: TSWV:0

17

Ceside ait goriintii




MATERYAL VE METOT M. BARUT

Fidelik ortaminda yetistirilen fideler torf, hayvan giibresi ve toprak karigim iceren
saksilara sasirtilmistir. In vivo’da yapilan denemelerde disardan gelebilecek zararlilara
kars1 40 mesh bocek tiili kullanilmigtir. Til icerisine mavi ve sar1 yapiskan tuzaklar
astlmistir. Bitkilere deneme siiresi boyunca 7 giin araliklarla thrips, beyazsinek, kirmizi
ortiimcek ve yaprakbiti ilaglari uygulanmistir. Kullanilan insektisitlerin aktif maddeleri
Cizelge 3.3 de belirtilmistir.

Cizelge 3.3. Denemede kullanilan insektisitler ve aktif maddeleri

Zararh Ad1 Aktif Madde ve Oram Kullanim Dozu
Cigek thripsi (Frankliniella Spinosad 480g/L 30ml / 100L suya
occidentalis)

Tiitiin beyazsinegi (Bemisia Pyriproxyfen 100g/L 50ml / 100L suya
tabaci)

Kirmizi 6riimcekler (Tetranycus | Abamectin 18g/L 25ml / 100L suya
spp.)

Seftali yaprakbiti (Myzus Acetamiptrid %20 25gr / 100L suya
persicae)

Sulama suyu olarak 18.18.18+2Mg+ME giibreli su kullanilmistir. Kullanilan
giibrenin besin elementi igerikleri Cizelge 3.4’te verilmistir. Kullanilan giibreli suyun EC
oranlar1 1,2 - 1,6 mS ve pH’lar1 6,5 — 7,0 arasinda 6l¢iilmiistiir. Deneme hem serada hem
de iklim odasinda 5 tekerriirlii olarak kurulmustur. Denemeler esnasinda sera iginde
herhangi bir suni 1siklandirma veya 1sitma yapilmamistir. iklim odasinda ise bitkiler
floresan lambalarla 1siklandirilmis (16 saat aydinlik, 8 saat karanlik) ve iklim odasinin
sicakligl 25 °C’de tutulmustur.

Cizelge 3.4. Test bitkilerinde sulama suyunda kullanilan giibre icerigi

icerik Y%ow/w
Toplam Azot (N) % 18
Amonyum Azotu (N-NH4) % 3,5
Nitrat Azotu (N-NO3) %5
Ure Azotu (N-NH2) % 9,5
Suda Coziiniir Fosforpenta Oksit (P205) % 18
Suda Coziiniir Potasyum Oksit (K20) % 18
Suda Coziiniir Magnezyum Oksit (MgO) % 2
Suda Coziiniir Bor (B) % 0,01
Suda Coziiniir Bakir (Cu) (EDTA selatlr) % 0,005
Suda Coziiniir Demir (Fe) (EDTA selatli) % 0,05
Suda Coziiniir Mangan (Mn) (EDTA selatl) | % 0,02
Suda Coziiniir Molibden (Mo) % 0,003
Suda Coziiniir Cinko (Zn) (EDTA selatlr) % 0,007
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3.2. Metot

3.2.1. PMMoV’nin L4 geni vasitasiyla sagladigi dayaniklihik durumunun
belirlenmesi

Biber bitkileri tizerinde L4 geninin PMMoV enfeksiyonlarina karst olusturdugu
tepkilerin belirlenmesi amaciyla viriis, bitkilere mekanik inokulasyon yontemi ile
bulastirilmistir. Buradan elde edilen sonuglar dogrultusunda L4 geninin PMMoV’a kars1
dayaniklilik durumlar fenotipik ve genotipik yontemler kullanilarak belirlenmistir. Sekil
3.1°de bitkilere PMMoV mekanik inokulasyonu gosterilmistir.

Sekil 3.1. Bitkilere mekanik inokulasyon agamasi

Sekil 3.2. Mekanik inokulasyon sonrasinda bitkilerde meydana gelen simptomlar; a) L4
geni bulunan ¢esitlerde meydana gelen hipersensitif reaksiyonlar b) Hassas bitkiller
iizerinde meydana gelen simptomlar
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3.2.2. Test bitkilerinin L4 dayanikhliklarinin belirlenmesi

Biberler lizerinde PMMoV’ye yonelik yiiriitiilen 1slah ¢alismalarinda kullanilan
L4 geni, bu hastalifa karsi dayaniklilik durumlarinin belirlenmesinde spesifik bir
noktadir. Bu genin dayaniklilik aktivitesinin ¢ok yliksek oldugunun bir¢ok arastirmaci
tarafindan rapor edilmesi ve Antalya bdlgesinde PMMoV’ye ait sikdyetlerin artmasi
neticesinde bizleri en dogru sonuca ulastiracak olan molekiiler markirt bulmaya
yonlendirmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 6 test bitkisi, biberde L4 geninin tespitinde
yayinlanmig ve kabul goren primerler; L4SC340 (Han ve Kim 2008), AP-7/AP-8
(Matsunaga vd. 2003), 060I12END- 087H3T7 (Yang vd. 2008), P118/P119 (Lefebvre vd.
2002) ile test edilmistir. Kullanilan primerlere ait bilgiler Cizelge 3.5.’te paylasilmistir.
L4 geninin molekiiler olarak belirlenmesinde kullanilan PCR protokolii Cizelge 3.6’da
paylasiimistir.

Cizelge 3.5. L4 dayanimini belirlemek i¢in kullanilan primerlere ait bilgiler

Marker Primer Ismi Primer dizilimi 5° 3’ Boyut Tip Annelig
087H3T7 087H3T7F | CCTTTGCCTGCATTATTCTTG 440 | Codominant 62
087H3T7R | GCCCAAATTTATTCCCAAATGC
06012END | 060I2END-2F | GCACATCAGCAGGTTTAGTACG | 751 Dominant 62
06012END- | CCAACTGTCAAACCTCGG
2R
L4SC340 L4SC340F | AAGGGGCGTTCTTGAGCCAA 340 53
L4SC340R | TCCATGGAGTTGTTCTGCAT
AP-7/AP- AP-7 CGTACTGTGGCTCAAAACTC 1400 58
; AP-8 ATTCGCACCGTTTAGCCCGT
P118/P119 P118 AATCCTTCAACTGCCATTTC 350 58
P119 ATTGGGACATGAGGTGTGTA

Cizelge 3.6. Molekiiler analizler i¢in kullanilan PCR bilesenleri

PCR Bilesenleri Miktar

DreamTaqg Green PCR Master Mix (2X) 23 ulL
Forward primer 0.1-1.0 uyM
Reverse primer 0.1-1.0 uyM
Template DNA 10pg-1pg

Su 23 uL

20



MATERYAL VE METOT M. BARUT

Bitkilerin L4 dayanimlari belirlendikten sonra PMMoV izolatinin test bitkileri
tizerindeki durumlarmin belirlenmesi amaciyla mekanik inokulasyon ¢aligmalarina
gecilmistir.

Yiiriitiilen tez calismasi sirasinda biber bitkileri Akdeniz Universitesi Fitopatoloji
seralarinda muhafaza edilmistir. Bitkiler iizerinde mekanik inokulasyon ¢aligmalari i¢in
%0,1°lik 2-mercaptoethenol igeren soliisyon 1:5 (w/v) oraninda hazirlanmis 0,02 M
Fosfat tampon (pH:7) ¢6zeltisi olarak kullanilmistir. PMMOoV izolati porselen havanlarda
ezilmis ve aymi bitkiler tizerinde, farkli zamanlarda, 5 tekerriirlii mekanik inokulasyon
islemi yapilmistir. Sekil 3.3’te mekanik inokulasyon c¢alismalarina ait bir gorsel

paylasilmistir.

Sekil 3.3. PMMoV izolatinin L4 geni bulunan ve bulunmayan c¢esitler tizerinde mekanik
inokulasyon uygulanmast

3.2.3. Test bitkileri iizerinde PMMoV’nin molekiiler yontemler kullanilarak
belirlenmesi

Hassas ve dayanikli test bitkiler lizerinden yaprak 6rnekleri alinarak total niikleik
asit izolasyonu gerceklestirilmistir (Total niikleik asit ekstraksiyonu i¢in kullanilan
kimyasallar Ek1’de paylasilmistir).

Hassas ve dayanikl test bitkileri iizerinde bazi1 simptomlarin meydana gelmesiyle
birlikte bu bitkilerin sadece PMMoV ile bulasik oldugunun belirlenmesi amaciyla biberde
en sik rastlanan 14 viriise karsi RT-PCR islemi uygulanmistir. Bu islem bitkilerin sadece
PMMoV ile enfekteli oldugunun dogrulanmasi ve ayni zamanda karisik enfeksiyonlarin
var ise bu durumun belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir. Bu amag i¢in kullanilan
primer bilgileri Cizelge 3.7°de paylasilmistir.
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Cizelge 3.7. RT-PCR calismalarinda kullanilan primer giftleri

Viriis Primer ismi | Uriin boyu (bp) | PCR Sartlari Referans
ToCV ToCVF 340 bp 60 C° 30 sn Pehlivan 2013
ToCVF
EMDV EMDVF 400 58 C° 30 sn Mavric 2011
EMDVR
AMV | AMV (F) 700 52 C°30sn | Buzkan ve Yiizer (2009)
AMV (R)
ChivMV D (F) 788 56 C° 30 sn Moury vd. (2005)
ER)
CMV CMV (F) 513 52 C°30sn | Buzkan ve Yiizer (2009)
CMV (R)
PMMoV P12/3 (F) 836 53 C°30sn | Buzkan ve Yiizer (2009)
P12/3A (R)
PepMoV P3 (F) 345 52 C° 30 sn Eman (2006)
M4 (R)
PVMV D (F) 737 50 C° 30 sn Mouryvd. (2005)
E(R)
PVX PVX (F) 562 58 C° 30 sn Fidan vd. (2011)
PVX (R)
PVY PVY (F) 480 54 C° 45 sn Fidan vd. (2011)
PVY (R)
TEV | TEV-CP2-F 391 54 C° 30 sn Lee vd.(2011)
TEV-CP2-R
TMV TMV(F) 880 56 C° 45 sn Kumar vd. (2011)
TMV(R)
ToMV | ToMV(F) 318 56 C° 45 sn Kumar vd. (2011)
ToMV(R)
TSWV | LITSWVR 276 52 C°30sn Adkins vd. (2005)
L2TSWVF
TYLCV VP2715 543 52 C° 1 dak Anfoka vd. (2008)
RVC427

Biber bitkilerden yaprak 6rnekleri alinarak RT-PCR ¢aligmalarinda kullanabilmek
icin Thermo Scientific-RNA izolasyon Kkiti ile bitkilerdken RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede optimize edilerek
(A260/280 1.8-2.0) konsantrasyonlart 200 ng/ul olacak sekilde ayarlanmistir. RNA
optimizasyonu yapildiktan sonra Thermo Scientific Verso 1-StepRT-PCR Kit ReddyMix
kullanilarak Tek asamali RT-PCR c¢alismalar1 yiiriitilmistir. Elde edilen RT-PCR
trtinleri %1,5 lik agaroz jelde yiiriitiilmiis Ethidium bromide ile boyandiktan sonra
Biometra jel goriintiileme cihazinda UV altinda goriintiilenerek kaydedilmistir.
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RT-PCR c¢alismalar1 i¢in Thermo Scientific markasinin RT-PCR Kiti
kullanilmistir. RT-PCR kit igerikleri Cizelge 3.8’de ve RT-RCR dongiisii Cizelge 3.9°da
paylasilmistir.

Cizelge 3.8. RT-PCR caligmasinda kullanilan kitin icerikleri

Icerik Hacim pL | Son Konsantrasyon
Verso Enzim Mix 0.5
2X-1- Step PCR ReddMix* | 12.5 1X
RT Enhanser 1.25
Forward primer (10) 1 200 nM
Reverse primer (10) 1 200 nM
(RNA) 2 1ng
ddH2o0 6.75
Toplam 25

Cizelge 3.9. PCR ¢aligmasinda kullanilan PCR protokolii

Asama Sicaklik (°C) | Siire (dk) | Déngii Sayisi
On Denaturasyon gg 12 1 cDNA yapimi
Denaturasyon 94
Baglanma 57-50 1 35
Uzama 72
Son uzama 72 5 1

PMMoV Tobamovirusler iigerisinde yer alan yaklasik 6.3 kb biiyiikliigiinde
genoma sahip bir replikaz genomu (126 kDa, 183 kDa), bir hareket proteini ve bir kilif
proteininden meydana gelmektedir. Buzkan ve Yiizer (2009)’in gelistirdikleri PMMoV

tanilama primerleri

kullanilarak PMMoV-Kum

izolatinin  4015...4807

araligi

ampifikasyona ugratilarak genom bilgileri elde edilmistir. PMMoV-Kum izolatinin 183
kDa bolgesine ait sekans bilgileri elde edilmistir ve Sekil 3.4’te bu primerlerin taradiklart
alanlar isaretlenmistir.

4015...4807

3421 Hﬂ 4908

5685

4909

Sekil 3.4. PMMoV-Kum izolatinin ¢ogaltilan alani
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Elde edilen veriler soy agacinin olusturulmasi agamasinda elde edilen RT-PCR
tirtinlerinin dogrudan genoma ait dizi analizleri yapilmistir. Bu amacgla RT-PCR’da 50 pl
hacimde c¢alisilarak 10 pl’lik hacim jelde yiriitilmis ve 40 pl’lik kalan kismi dizi analizi
hizmeti almak i¢in gonderilmistir. Dizi analizi hizmetinde Sentebiolab firmasindan
hizmet alimi gerceklestirilmistir. Dizi analizleri sonucunda elde edilen veriler
CHROMAS v.2.6.4 (Technelysium Pty. Ltd.), BIOEDIT v.7.2.5 (Hall 1999) ve Mega7
(Kumar vd. 2011) programlar1 kullanilarak diizenlenmistir. CHROMAS program ile
yaklasik 806 bp uzunlugunda olan iirlinlerin forward ve reverse dizilerinin bas ve son
kisimlarindaki okuma kirlilikleri silinmistir. Daha sonra forward ve reverse dizileri
BIOEDIT programinda iist iiste denk getirilerek okuma dogrulanmis ve olasi baz
kaymalar1 diizeltilmistir. Calismaya ait olan tiim hizalama (alignment) ve filogenetik
analizler MEGA7 programi ile yapilmustir.
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4. BULGULAR

Yiritmis oldugumuz tez ¢alismasinda Biber hafif benek viriis’tiniin (PMMoV)
L4 vasitasiyla saglanan dayaniklik yanitlari tespit edilmistir. L4 gen aktivasyonun
belirlenmek i¢in 1 hassas (B1) ve 5 adet ticari olarak L4 geni barindirdig1 beyan edilen
cesit (L4B2, L4B3, L4B4, L4BS5, L4B6) test bitkisi olarak kullanilmistir. Hassas ve
dayanikli test bitkileri tizerinde PMMoV izolat1 bulastirilarak bu bitkilerin virtise karsi
sergiledikleri dayaniklilik durumlari belirlenmeye ¢aligilmistir.

L4 geni iceren test bitkilerinin PMMoV izolatina gosterdigi tepkiler tez ¢caligsmasi
boyunca hem fenotipik hem de genotipik kriterlere gore gézlemlenmistir. Bitkilerin
sergilemis olduklar1 fenotipik ve genotipik reaksiyonlar birlestirildiginde geriye
belirlenmesi gereken bir diger konu L4 genini en iyi belirleyen markirlarin tespitidir.
Bunun i¢in daha o6nceden rapor edilmis olan L4SC340, AP-7/AP-8, 060I12END,
087H3T7, P118/P119 markirlar segilerek en dogru yanitt veren markir belirlenmeye
calisiimustir.

4.1. PMMoV izolatinin Elde Edilmesi, Test Bitkilerine inokulasyonu

Gergeklestirmis oldugumuz tez ¢alismasi kapsaminda PMMoV izolati Antalya il
ve ilgelerinde yogun olarak biber yetistiriciligi yapilan seralardan elde edilmistir.
Ozellikle Kumluca bélgesinden gelen yogun sikayetler bu tezin ¢alisma yoniinii
belirlemistir. Yiiriitiilen tez ¢alismasi kapsaminda farkli iklim kosullarmin L4 geninin
verimli ¢alismasini etkileyip etkilemedigi belirlenmek istenmistir. Denemeler 4 farkl
donemde biber bitkilerinin farkli ortamlarda (iklimlendirme odalar1 ve sera) ve farkli
sicaklik donemlerde (ilkbahar, yaz, sonbahar ve kis periyodlarinda) PMMoV
enfeksiyonlarma karst verdikleri tepkiler belirlenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
olusturulan plan Cizelge 4.1°de paylasilmistir.
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Cizelge 4.1. PMMoV-Kum izolati i¢in olusturulan deneme plani

Deneme Deneme Ortalama  Inokulasyon Molekiiler Yer
Sayisi Siiresi Sicakhik Tarihleri Test
Tarihleri
I Bs:23.09.18 15,8 °C 1:24.09.17 10.12.18 Sera
Bt:01.12.18 11:04.09.17
111:14.10.17
IV:25.10.17
V:05.11.18
1| Bs:10.01.18 11,2°C 1:12.01.18 27.03.18 Sera
Bt:25.03.18 11:21.01.18
111:03.02.18
IV:13.02.18
V:23.02.18
Il Bs:01.04.18  25-28 °C 1:02.04.18 13.07.18 Iklimlendi
Bt:27.07.18 11:05.04.18 rme Odas1
111:15.04.18
IV:25.04.18
V.06.05.18
v Bs:01.07.18  25-28 °C 1:02.07.18 24.10.19 Iklimlendi
11:06.07.18 rme Odasi
Bt: 25.10.18 111:14.08.18
I\V:27.08.18
V:05.10818
Vv Bs:02.11.18 11,3°C 1:03.11.18 25.03.19 Sera
Bt:30.03.19 11:08.11.18
111:18.11.18
111:01.012.18
IV:11.01.19
V:21.01.19
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Her bir denemeye ait goriintiiler ve RT-PCR sonuglar1 Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3,
Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te paylasilmistir.

Sekil 4.1. 23.09.18-01.12.18tarihleri arasinda kurulan denemeye ait goriintiiler;
a) PMMoV-Kum izolatinin mekanik inokulasyon sonrasi goriintilleri b) PMMoV
varliginin molekiiler olarak karakterizasyonu.

PMMoV 880bp

Sekil 4.2. 10.01.18-25.03.18 tarihleri arasinda kurulan denemeye ait goriintiiler;
a) PMMoV-Kum izolatinin mekanik inokulasyon sonrasina ait gozlemleri, b) PMMoV’in
varliginin molekiiler olarak belirlenmesi
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PMMoV 880bp

Sekil 4.3. 01.04.18-27.07.28 tarihleri arasinda kurulan denemeye ait goriintiiler
a) PMMoV-Kum izolatinin mekanik inokulasyon sonrasinda meydana getirdigi
simptomlar b) PMMoV’in varliginin molekiiler olarak karakterizasyonu

PMMoV 880bp

Sekil 4.4. 01.07.18-25.10.18 tarihleri arasinda kurulan denemeye ait goriintiiler;
a) PMMoV-Kum izolatinin mekanik inokulasyon sonrasinda meydana getirdigi
simptomlar b) PMMoV’in varliginin molekiiler olarak karakterizasyonu

& 880bcPMMoV-

Sekil 4.5. 02.11.19-30.03.19 tarihleri arasinda kurulan denemeye ait goriintiiler;
a) PMMoV-Kum izolatimin mekanik inokulasyon sonrasinda meydana getirdigi
simptomlar b) PMMoV’nin varliginin molekiiler olarak karakterizasyonu
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4.2. LAGeninin Varhgim Molekiiler Markirlar Kullanilarak Belirlenmesi

Bilindigi tizere Tobamoviruslere kars1 hastalik dayanikliliklari igin L1, L2, L3, L4
genleri kullanilmaktadir. Bu genler bitkiler iizerinde HR reaksiyonlar1 sayesinde
enfeksiyonlarin gelismesine imkan saglamamaktadir (Boukema 1982; Rast 1982).
PMMoV dayaniklilig1 i¢in ise L3 geni Capsicum chinense, L4 geni ise Capsicum
chacoense biber genotipleri kullanilmaktadir. Ulkemizde Caglar ve Fidan’in (2012)
gerceklestirdikleri calismada biber {iretim alanlarinda L3 geni vasitasiyla saglanan
dayanikliligin kirildigina ait raporlar mevcut iken L4 dayamikliliginin durumunu
inceleyen bir ¢alisma heniiz gergeklestirilmemistir. Bu nedenle {ilkemizde L4 geninin
PMMoV enfeksiyonlarina karsi dayamikliligini en iyi sekilde yorumlamak amaciyla
yayinlanmis 5 adet primer ¢ifti kullanilarak test bitkileri molekiiler analizlere tabi
tutulmustur.

4.3. Bitkilerin Mekanik Inokulasyon Sonras1 Gozlenen Simptomlar

Bitkilere uygulanan mekanik inokulasyon sonrasinda ilk simptomlar hassas ¢esit
olarak secilen B1 bitkisi lizerinde 15-20 giin igerisinde gézlemlenmistir. B1 olarak se¢ilen
hassas ¢esit iizerindeki simptomlar Sekil 4.6’da paylagilmistir.

Sekil 4.6. B1 bitkisinde meydana gelen simptomlar

B1 bitkisi lizerinde PMMoV ait simptomlar gozlemlenirken diger test bitkilerinde
herhangi bir simptoma rastlanmamustir. L4B2, L4B3, L4B4, L4B5 bitkilerinin 15-20 giin
sonrasindaki goriintiileri Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. L4B2, L4B3, L4B4, L4B5, L4B6 bitkilerinin 15-20 giin sonraki durumlari

Tiim test bitkileri tizerinde PMMoV’de dahil olmak iizere biber bitkileri tizerinde
en sik rastlanan virlislerin varliginin belirlenmesi igin RT-PCR c¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Test bitkilerinin RT-PCR sonuglar1 Sekil 4.8.’de paylasilmistir. RT-
PCR sonuglar1 dogrultusunda sadece hassas c¢esit olan Bl bitkilerinin PMMoV
enfeksiyonu RT-PCR c¢alismalar1 ile dogrulanmistir. Diger viriisler i¢in RT-PCR
calismalarinda tiim test bitkileri i¢in negatif sonu¢ alinmistir.

Yaptigimiz tez kapsaminda bitkilerde L4 gen aktivitesini belirlemeye yonelik 5
adet primer c¢ifti i¢cin PCR ¢aligmas1 yapilmig, dayanikliligin durumunu belirleyebilmek
icin PMMoV mekanik olarak bulastirilmis, viriislerin varligini tespit etmek i¢in RT-PCR
analizleri gergeklestirilmistir. Tiim bu islem basamaklari gecildikten sonra sira fenotipik
ve genotipik verilerin birlikte yorumlanmasi agsamasina gelinmistir. Cizelge 4.2°de 6 adet
biber c¢esidinin 5 farklt primer kombinasyonuna ait PCR c¢alismast sonuglari
paylasilmistir.  Sekil 4.9°da L4 markirlariin  (L4SC340,AP-7/AP-8, 06012END,
087H3T7, P118/P119)’nin sonuglar paylasiimistir.
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Ty
REOLPMMOY

838bg

PMMoV
800 bg

Sekil 4.8. Tiim test bitkilerine ait RT-PCR analizine ait jel goriintiileri; @) TYLCV ait
bant goriintiisii; b) PVX’e ait bant goriintiisii; ¢) PVY e ait bant goriintiisii, d) ToCV’a ait
jel goriintiisti; €) ToMV’e ait jel goriintiisti; ) EMDV’e ait jel goriintiisii; g) ChiVMV’e
ait jel goriintiisii; h) TEV e ait jel goriintiisii; 1) CMV’e ait jel goriintiisii; j) TMV e ait jel
goriintiisii; K) AMV’e ait jel goriintiisii; ) TSWV e ait jel gortintiisii; m) PepMV’e ait jel
goriintiisii; N) PMMoV e ait jel goriintiist

Cizelge 4.2. adet biber ¢esidinin 5 farkli primer kombinasyonuna ait PCR caligsmasi
sonuglar1. (+) L4 var, (-) L4 yok.

Primer / Biber Cesidi B1 L4B2 L4B3 L4B4 L4B5 L4B6
L4SC340 ] ] ] + + +
AP-7/AP-8 ] + + T ; n
06012END + + + + + +
087H3T7 - - + + + +
P118/P119 - + + + + +
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L4SC340 06012END

340bp APT7-APS
a) b) 1400bp )751bp

087H3T7 P118-119
d)440bp - )350bp

Sekil 4.9. L4 primerlerine ait jel goriintiiler, a) L4SC340 primerine ait jel goriintiisi,
b) AP7-AP8 primerine ait jel goriintiileri, ¢) 06012END primerine ait jel gorintiisi,
d) 087H3T7 primerine ait jel goriintiisii, €) P118-P119 primerlerine ait jel goriintiisii.

Tez calismast boyunca elde etmeyi istedigimiz en 6nemli verilerden biri L4
geninin varligini en dogru sekilde bize sunan molekiiler markirlar1 belirleyebilmektir. Bu
verilerin elde edilmesi hem L4 geni kullanilarak yiiriitiilen dayaniklilik 1slahi
calismalarinda arastirmacilara biiyiik kolaylik saglayacak hem de L4 genin dayaniklilik
aktivitesinin belirlenmesinde en dogru sonuclari bizlere sunarak akillardaki soru
isaretlerini azaltmaya yonelik bir adim olacaktir. Bu amag i¢in L4 geni igeren ve
icermeyen bitkilerin PMMoV ye kars1 gosterdikleri tepkiler belirlenmistir. L4 geni iceren
bitkiler PMMoV enfeksiyonlarina HR yanitlari ile karsi koyarak enfeksiyonu dnlemesi
bu genin aktivitesinin hala saglandigini bizlere gostermistir. L4B2, L4B3, L4B4, L4B5
bitkileri tizerinde herhangi bir PMMoV enfeksiyonu meydana gelmedigi hem gézlemlerle
hem de RT-PCR sonuglar1 ile dogrulanmistir. B1 bitkisinde ise PMMoV enfeksiyonuna
ait simptomlar hem gozle goriiliir sekilde fark edilmis hem de RT-PCR sonuglar ile bu
simptomlarin sadece PMMoV ait oldugunu dogrular nitelikte olmustur. Bu sonuglar
dogrultusunda molekiiler markirlarinda L4B2, L4B3, L4B4, L.4BS5 bitkilerinin L4 genini
icerdigi B1 bitkilerinin ise L4 geninden yoksun oldugu sonucunun elde edilmesi
gerekmektedir. L4 geni igin denenen 5 primer ¢iftinden sadece P118/P119 ve AP-7/AP-
8 primer c¢iftleri elde ettigimiz fenotip sonuglart ile birebir uyustugu sonucuna varilmistir.
L4 geni bulunmayan B1 ¢esidinde, 060I2END primerine gore pozitif sonug vermesinin
yaniltici olabilecegi belirlenmistir. Ayrica L4 geni bulunduguna emin oldugumuz L4B2
ve L4B3 gesitleri i¢inde, L4SC340 primerine gore negatif sonug verip, AP-7/AP-
8primerine gore pozitif sonu¢ vermesi de bu iki primerin birbirleri ile tutarli sonuglar
vermedigi dolayisiyla da anlam karmasasina yol agabilecegi diisiiniilmektedir.

Ozellikle biber 1slahi iizerinde calisan firmalarin L4 dayanimi iizerinde daha
hassas sonuglar veren markirlar tizerinde yogunlasmalar1 gerekmektedir. Cizelge 4.2’deki
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veriler incelendiginde L4 markirlarinin birbirinden uyumsuz sonu¢ vermesi bu
markirlarin  herhangi birini kullanarak devam eden calismalarda yanlis sonuglar
vermesine neden olabilmektedir. Bu problemde aslinda L4 geni icermedigi halde var
olduguna dair bilgiler vermesi aragtirmacilart yanlis sonuglara yoOneltmektedir.
Yaptigimiz tez ¢alismasi ile L4 geninin hala PMMoV i¢in en gilivenilir dayaniklilik
kaynagi oldugu dogrulanmistir. L4 geninin dayanikliligina ait siiphelerin bu geni
belirlemeye yonelik kullanilan primerlerin birbirleri ile tutarli olmayan sonuglarin neden
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tez ¢alismas1 kapsaminda hem bu siiphelerin ortadan
kalkmasi saglanmistir hem de en dogru primer kombinasyonun tespiti yapilarak
arastirmacilart dogru hedeflere ulastirilmaya ¢aligilmistir.

4.4. PMMoV-Kumluca izolatina Ait Filogenetik Analizler

PMMoV genomu Sekil 4.10°da gosterildigi gibi bir hareket proteini (Movement Protein),
bir kilif proteini (Coat Protein) ve iki alt tinite seklinde bir replikaz genomu (183 kDa ve
126 kDa)’dan olusmaktadir.

RT
ORF1
SnTG | - orF2 | ORF4] o ion
i | orr3
[ witr 126K Hel |
[ mir 183K Hel RARP__|

sgRNA 5m’G—  ORF3 _ HORF4HEl3OH

\

sgRNA 5m’G ORF4 3'OH

v

Sekil 4.10. PMMoV’nin dahil oldugu Tobamiviruslerin genom yapist (ICTV-Viral
Genome)

Tez ¢alismasi1 boyunca kullanilan PMMoV-Kumluca izolatinin L4 gen aktivitesini
kirmadigr tespit edilmistir. Bu izolat Buzkan ve Yiizer (2009)’ingelistirdigi primerler
kullanilarak RT-PCR c¢alismalari ile PMMoV’ye ait oldugu dogrulanmistir. Bu izolatin
evrimsel iligkileri hakkinda yorumlarda bulunmak ve go¢ haritasi hakkinda ipuglar
alabilmek icin sekans hizmetleri alinmis ve filogenetik analizleri gerceklestirilmistir.
Sekans hizmetleri sonucunda 793 bp uzunlugunda PMMoV’ye ait genom pargasi elde
edilmistir. Bu genom pargas1t NCBI (National Center for Biotecnology Information) veri
tabani kullanilarak Blast Analizi (Sekans bazinda arama) yapilarak genom verileri ve bu
verilere ait bilgiler ¢izelge 4.3’te gosterilmistir.
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>PMMoV-Kumluca (MK806437)

CAAACTGAATACCCGGCTTTGCAAACTATTGTGTATCATAGCAAGAAAATC
AATGCGCTTTTTGGTCCTGTATTTTCAGAATTAACAAGACAACTGCTAGAGT
CAATTGACAGTTCGAGATTCATGTTTTATACAAGGAAAACGCCTACACAGA
TCGAAGAGIitttHICAGATCTGGACTCTAATGTTCCTATGGACATATTAGAGCTG
GACATTTCCAAGTATGACAAATCACAGAACGAATTTCATTGTGCAGTTGAGT
ATGAGATTTGGAAAAGGTTAGGCTTAGACGATTTCTTGGCCGAAGTTTGGA
AACACGGGCATCGGAAGACAACGTTGAAAGACTACACAGCCGGAATAAAA
ACGTGTTTGTGGTATCAAAGGAAAAGTGGTGATGTCACCACATTCATTGGA
AACACGATCATTATTGCTGCATGTCTGTCCTCTATGCTACCGATGGAGAGAT
TGATTAAAGGTGCCTTTTGTGGTGATGATAGTATACTATACTTTCCAAAGGG
CACTGATTTCCCTGATATTCAACAGGGTGCAAATCTTCTCTGGAATTTTGAA
GCCAAGTTGTTTAGGAAGAGATATGGTTACTTTTGCGGTAGGTACATAATCC
ACCATGACAGAGGTTGTATTGTATATTATGACCCTCTAAAATTGATCTCGAA
ACTCGGTGCTAAACACATCAAGAATAGAGAACATTTAGAGGAATTTAGGAC
CTCTCTTTGTGATGTTGCTGGGTCGTTGAACAATTGTGCGTACTATACACATT
TGGACGACGCTGTCG

Cizelge 4.3. PMMOoV sekansina ait bilgiler

Bolge 4015...4807

Toplam biiyiikliik 793 bp

ORF RdRp (183 kDa alt iinitesi)
Toplayan Murat BARUT
Tanimlayan Hakan FIDAN

Konuke¢u Capsicum annuum

PMMoV-Kumluca izoaltina ait sekans uzunlugunun genomun hangi pargasina ait
oldugu arastirilmistir. Sekil 4.11’de PMMoV-Kumluca izolatinin BLAST Analizine ait
goriintiiler paylasilmigtir. PMMoV genom biiytikliigli yaklasik olarak 6.3-6.5 kb arasinda
degismektedir. Blast analizi sonucunda PMMoV-Kumluca izolatinin genomun 4015.
noktasindan bagladig1 ve 4807. noktasinda sonlandig: belirlenmistir.
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Sekil 4.11. PMMoV-Kumluca izolatinin BLAST Analiz sonuglari

Sekil 4.11°de gosterildigi gibi BLAST Analizi sonucunda benzerlik orani en
yiiksek (%100) olarak Sirbistan izolat1 (KC288153.1) ile kurdugu belirlenmistir. BLAST
Analizinin bizlere verdigi 39 benzer izolattan agirlikli olarak biber konukg¢usu olmasina
dikkat edilerek diinyanin farkli bolgelerinden elde edilen izolatlar veri sisteminden
alinarak filogenetik analizlerde kullanilmigtir. Filogenetik analizler igin kullanilan
izolatlara ait bilgiler Cizelge 4.4’de paylasiimustir.

Cizelge 4.4’de gosterilen izolatlar1t MEGA-7 programi Komsu Birlestirme
Yontemi (Neighbor-Joining) kullanilarak Sekil 4.12°de gosterilen filogenetik analiz
gerceklestirilmistir. PMMoV-Kumluca izolatinin filogenetik analizi i¢in Tiirkiye,
Sirbistan, Japonya, Cin, Kanada, Giliney Kore, Brezilya, Tunus, Amerika Birlesik
Devletleri, Hindistan, ispanya, Venezuela, Avustralya'nin dahil oldugu 13 fiilke
filogenetik analize dahil edilmistir.
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Cizelge 4.4. Filogenetik Analizler i¢in kullanilan izolatlara ait bilgiler

Sira NCBI izolatismi  Strain Ulke Konukcu Benzerlik
numarasi oranlari
1 MK806437 PMMoV- Tiirkiye Capsicum
Kum annuum
5 KC288153  P-60-09 Sirbist Capsicum L3 100.00
frostan annuum dayanimi
var
AB276030 L4BV . Yesil L4 99.75
3 Japonya: biber dayanimini
Hokkaido
kiran
AB254821 pathotype L3 99.75
4 P1,2 Japonya dayanimini
kiran
5 KP345899  HN1 . Capsicum 97.60
Cin annuum
KU311159 PMMVOU?2 99.12
6 Kanada
7 KR108206 RP Giiney Kore: Rorlppg P2 izolat1 97.73
2. palustris
Dangjin
AB550911 BR- . L3 97.73
8 Brezilya:
DF01 Brasilia dayanimi
var
KR108207 LS . ~ Leonurus 97.60
9 Gliney Kore:  Giricus
Dangji
EF061142 Tun-12 Biber L3 97.60
10 Tunus
dayanimi
var
11 MHO063882 BL14 Amerika Sili biber 97.23
Birlesik
Devletleri
KJ631123 HP1 - Capsicum L3 97.23
12 Hindistan annuum dayanim
var
LC082100 PMMoV- P3 . Acibiber L3 94.18
13 Giiney Kore
KP3 dayanimini
kiran
KX063611 pMG P1,2 . Biber L3 97.73
14 Ispanya d
ayanimi
var
15 KU312319 VE Venezuela 97.35
MH427282 PMMoV- . Apis 97.35
16 QLD Avustralya: mellifera
Queensland
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Filogenetik analiz olusturulurken dikkat edilen bir diger 6nemli unsur ise konukg¢u aralig
olmustur. Filogenetik analize dahil edilen 16 izolatin konukgular1 incelendiginde 9 tanesi
biber, 3 tanesi ise yabanci otlardan olugmaktadir. Filogenetik analizlerde kullanilan
izolatlarin yakinlik-uzakliklart MEGA-7 programi ile hesaplanmis ve Cizelge 4.5°te
paylasiimistir.

20 AB276030
271 1.C082100
AB2354821
AB330911
KU312319
1KJ631123

MH063882

Grup |
g0 ||KP345859

KR108206

KR108207

KX063611

KC288153

|
100 | PAMMoV-Kum Grup Il

Sekil 4.12. PMMoV-Kumluca izolatina ait filogenetik analizler

Filogenetik agaca ait veriler incelendiginde PMMoV e ait izolatlarin iki ana gruba
bagli olarak dallandig1 goriilmektedir. 1. grup olarak nitelendirilen kiimede genel olarak
L4 ve L3 dayanimini kiran P1.2.3. ve P1.2.3.4 izolatlarin var oldugu goriilmekte iken
iilkemizin Antalya-Kumluca bélgesinden elde edilen PMMoV-Kum izolatininda dahil
oldugu II. grupA ait oldugu belirlenmistir.

2016-2017 yilinda Antalya-Kumluca bolgesinden elde edilen izolatlarin Grup
II’de yer almasi bu izolatin L4 dayanimim1 kiran bir patotipe ait olmadigini
gostermektedir. Filogenetik agac verileri olusturulurken PMMoV ’nin replikaz bolgesine
ait olan sekans verileri kullanilmistir. Svoboda vd. (2002), Ruiz vd. (2016), Deri vd.
(2018), Genda vd.(2007), Choi vd. (2016), Antignus vd. (2008)’nin g¢alismalarinda
belirttigi gibi eger patotip tayini lizerinde bir ¢alisma yapilacak ise bu ¢aligmanin
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PMMoV’nin kilif proteini {izerindeki mutasyon bolgeleri baz alinarak yiiriitiilmesi
gerekmektedir. Genel hatlar1 ile incelendiginde PMMoV-Kum izolatinin filogenetik
verileri ile fenotipik ve genotipik yanitlart birlestirildiginde L4 dayanimim kiran bir
patotipe ait olmadig belirlenmistir. 2016-2017 yilinda biber {iretim alanlarinin PMMoV
ile yogun olarak bulasik bulunmasmin islah ¢alismalarinda Onciilik edicek olan
molekiiler markirlarin birbirleri ile ¢eliskili sonuglar i¢erebilecek oldugu diisiincesidir.

Cizelge 4.5. Filogenetik analizlerde kullanilan izolatlarin birbirlerine uzaklik-
yakinligina ait verileri

PMIMoOV-
Kum

88153 0,00
Ry 12,87 12,87

LAl 1286 12,86 0,01

13,58 13,58 14,03 14,02

TR gl 13,04 13,04 003 003 1445

T 1335 13,35 004 003 1444 001
FTE Ot 13,35 13,35 0,04 003 1445 002 002

(o Al 1336 13,36 0,03 003 1444 001 000 001

(TEIoecl 1336 13,36 003 003 1444 001 001 001 000

3t rrl 1442 1442 991 991 2017 971 9871 972 971 971

(UEeE M 1336 13,36 0,03 003 1445 001 001 001 000 000 971

[Tl 1335 1336 003 003 1445 001 001 001 000 000 971 000

13,37 13,37 0,04 003 1445 001 001 001 001 001 972 000 001

Tt 1258 1268 005 006 138 008 008 008 008 008 1015 008 007 0,08
YTyl 13,97 13,97 1413 1415 1752 1370 1401 1401 1401 1401 1350 1401 1401 14,01 14,29
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5. TARTISMA

Tohumla ve mekanik olarak kolaylikla tasinabilen Tobamovirusler biber
yetistiriciligi yapilan alanlarda her donem i¢in bir tehdit unsuru olarak karsimiza
cikmaktadir. PMMoV son yillarda biber iiretim alanlarinda biyiik problemler
olusturmaktadir. Ozellikle Caglar ve Fidan tarafindan 2012 yilinda yaptiklar ¢alismada
L3 geni vasitastyla PMMoV i¢in saglanan dayanikliligin kirilmasinin rapor edilmesiyle
birlikte bu hastalik ile miicadelede kullanilacak tek dayaniklilik kaynagi olarak Capsicum
chacoense’den elde edilen L4 geni iizerinden galismalara devam edilmistir.

L4 geni vasitasiyla sadece PMMoV’ye karsi degil ayn1 zamanda Tobamovirus
grubuna ait ToMV, TMV gibi diger virlislere karsida dayaniklilik saglanabildigi
belirtilmistir (Boukema vd.1984). L4 gen aktivitesinin kirilmis olma ihtimali bu viriislere
karsi elimizdeki en giiglii silahimizi kaybedebilecegimiz anlamima gelmektedir. Bu
yiizdenL4 gen aktivitesini belirlemeye yonelik en basarili molekiiler markirin tespit
edilmesi, PMMoV’nin bitkiler {izerinde olusturduklar1 reaksiyonlar ile birlikte
degerlendirilmesi L4 geninden saglanan dayanikliligin kirilip kirilmadigi konusundaki
slipheleri aydinlatmanin en 6nemli adimini olusturmaktadir. Yaptigimiz ¢alismalarda en
basarili L4 markir1 olarak P118/P119 ve AP-7/AP-8 olarak belirlenmis ve L4 geninin
dayaniminin hala basarili bir sekilde devam ettirdigini tespit etmis durumdayiz. Diger
onemli bir konu ise neden L4 geni kirilmadig1 halde arazi sorveylerinde biber bitkileri
tizerinde PMMOoV reaksiyonu meydana geldigi konusudur. Her 1slah firmasi elde etmek
istedigi verilerin basinda molekiiler markir destekli seleksiyon yontemlerini basarili bir
sekilde kullanarak ismine dogru cesitlerin piyasaya siiriilmesini saglamaktir. Tez
caligmamizda yayinlanmis olan 5 primerin (L4SC340, AP-7/AP-8, 060I2END,
087H3T7, P118/P119 ) L4 geninin tespitinde, en yiiksek basariy1 hangi primer ile elde
edilebileceginin ortaya koyulmasi amaglanmistir. Yiriitmiis oldugumuz galismada L4
dayaniminin kirilip kirilmadiginin cevabini molekiiler markirlarin seleksiyon basarisinin
bizleri dogru sonuca ulastiracagini diisiindigiimiiz i¢in bu cevap bizlerin en Onemli
verisini olusturmustur. Bu tez ¢alismasi boyunca kullanilmis olan bes primer molekiiler
analizler neticesinde birbirleri ile tutarsiz cevaplar vermesi L4 dayaniminin dogru bir
sekilde bitkilerde tespitini zorlastiran unsurladan biri olmustur. L4 markirlar1 arasindaki
bu tutarsizliklarin firmalar1 yanilgiya diisiirebilecek bir veri oldugu kanaatindeyiz.
Denememizde kullandigimiz B1 ¢esidi hassas cesidi olusturmaktadir ve PMMoV ile
enfekte olabilmektedir. 06012END primerini kullanarak yapmis oldugumuz denemelerde
bu markir bizlere L4 geni i¢in pozitif sonug vermesi markirin seleksiyonda basari oraninin
diisiik oldugu diisiincesini olusturmustur. Denemede kullanilan L.4B2 bitkisi ise L4 geni
icerdigi iiretici firma tarafindan beyan edilen ve yaptigimiz calisma neticesinde PMMoV
ile enfekte olmayan bir ¢esittir. LSC340, 087H3T7 markirlari ise L4B2 ¢esidinde L4 geni
bulunmasina ragmen,L4 geni i¢in negatif sonu¢ vermesi bagar1 parametresini etkileyen
bir diger verimizi olusturmaktadir. Elde edilen bu bulgular,L 4 geninin kirilip kirilmadig:
tartismasina verilebilecek cevabi bizlere sunmaktadir. Basar1 orani diisiik olan markirlarin
kullanilmast L4 gen varligmmin bitkilerde yanlis belirlenmesine, dolayisiylaL4 geni
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bulunmayan ¢esitlerin arazi denemelerinde, PMMoV ile bulasik duruma gelmesi
sonucunu dogurmustur. Yanlis primer kullaniminin iilkemiz i¢in; emek, zaman ve kaynak
israfina yol actigmi unutmamak gerekir. Bu primerlerin birbirleri ile neden tutarl
cevaplar vermediginin irdelenmesi de baska bir ¢alisma ile aydinlatilmasi gerekmektedir.

Molekiiler markirlarin basarisini etkileyen unsurlardan biri de bu primerlerin aday
gen olan L4 genine ne kadar yakinlikta konumlandig: bilgisidir. Denemede kullanilan
L4SC340 L4 genine 1.8 ¢cM yakininda konumlandigi (Kim vd. 2008), AP-7/AP-8
primerlerinin L4 genine olan yakinhiginin 1.5 ¢M yakininda oldugu (Matsunaga vd.
2009), 087H3T7 primerinin ise gene olan uzakligmin 0.7 ¢cM yakininda konumlandigi
rapor edilmistir (Yang vd. 2009). Bu arastirmacilarin verileri dikkate alindiginda en
basarili primerin Yang vd. (2009) yilinda gelistirdikleri 087H3T7 primeri olmasi
beklenmektedir. Buna karsilik kurmus oldugumuz bes deneme ve bitkilerin PMMoV ile
bulasik olma durumlari degerlendirildiginde en basarili primerin Matsunaga vd.
(2009)’da gelistirdikleri AP-7/AP-8 primeri oldugu belirlenmistir. 087H3T7 primerinin
kurmus oldugumuz denemlerde L4B2 bitkisinde herhangi bir PMMoV enfeksiyonuna
rastlamadigr ve AP-7/AP-8, 060212END, P118/P119 primerleri ile L4 geninin varligi
tespit edilmistir. Bu sonuglar birlestirildiginde 087H3T7 primerinin basar1 oranini
diisiiren bir parametre oldugu kanisina varilmaktadir. Daha genis populasyon araliginda
bu primerlerin basar1 oranlarinin irdelenmesi arastirmacilarin dogru sonuclara ulagsmasi
icin atilacak 6nemli bir adimdir. Ayrica Yang vd. (2009) L3 ve L4 markirlari arasindaki
genetik uzakligin C.annum/C.chinense veya C. annum/C. chacoense arasinda meydana
gelen melezler arasinda farkliliklar gosterebilecegini belirtmislerdir. Melezler arasindaki
farkliliklarin bu genlerin ¢aligma aktivitelerinde herhangi bir farklilik meydana getitip
getirmediginin belirlenmesi gerekmektedir.

L genleri icin farkli sicakliklara bagh aleller L1a, L1c ve L2b, C. annuum cv.
KC780, C. chinense KC667 ve C. baccatum Pl 439381-1-3 iizerinde tanimlanmistir
(Tomita vd. 2011).L4 gen aktivitesinin farkli sicakliklar gibi degisik ¢evre etmenleri
tarafindan etkilenip etkilenmediginin belirlenmesi amaciyla tez ¢aligmamiz, biyolojik test
kismu bir yilin tiim zaman dilimine dagitilarak ve farkli ortamlar (sera ve iklimlendirme)
baz almarak planlanmistir. Bu planlamanin amaci sicaklik etkilerinin monogenik
dominant gen olarak belirtilen (Boukema 1983; Van Duin 1998) L4 geninin sicakliga
bagli olarak gosterdigi davranislarin belirlenmesi ve son yillarda Antalya’daki biber
tiretim alanlarinda neden olan PMMoV enfeksiyonlarinda sicaklik faktoriiniin L4 genine
bagli olarak davranigindaki etkilerindeki payinin belirlenmesidir. Bir y1l boyunca farklhi
mevsimlerde planlamis oldugumuz biyolojik test sonuglarinda
L4B2,L4B3,L4B4,L4B5,L4B6 bitkilerinde herhangi bir simptomun olusmamasi hem
makroskobik gozlemlerle hem de molekiiler yontemler ile belirlenmistir. Bu veriler
birlestirildiginde PMMoV-Kum izolatinin epidemilerinde sicaklik etmeninin 6nemi
olmadig belirlenmistir.
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PMMoV enfeksiyonlari ile son yillarada daha fazla karsilasilmasi diger bir merak
konusudur. Bazi virlisler bitkilerde bulasik olsa bile simptomlart ¢ok geg
farkedilebilmektedir. PMMoV *nin bitkiler {izerindeki simptomlari bitkilerin yetistirildigi
ortam kosullarina (sicaklik, nem vb.), bitkinin yasina ve daha bir¢ok neden bagli olarak
degisebilmektdir. Denememizde kullandigimiz hassas ¢esidimiz Bl {izerinde
simptomlarinda dalgalanmalar meydana geldigi belirlenmistir. Bu bitkiler tizerindeki
simptomlar baz1 bitkilerde yaprak simptomu olarak meydana gelsede tiim hassas bitkiler
tizerinde belirgin simptomlar saptanmamistir. Bulastirmadan 20 giin sonra yapilan RT-
PCR yontemi ile viriis varliginin belirlenmesi hassas ¢eside ait tiim bireylerin PMMoV
ile enfekteli oldugu sonucunu bize vermistir. RT-PCR sonuglarina goére pozitif olan
bitkiler meyve donemine kadar herhangi bir simptom ifadesi sergilememistir. Bu sonug
bizleri PMMoV’nin uzun bir donem bitki igerisinde gizli kalabildigi tam meyve
donemine gecildiginde ortaya ¢ikarak zararlar meydana getirebilecegi kanisina
ulasgtirmistir. Petrov (2014) yaptig1 calismasinda PMMoV nin bitkiler meyve donemine
gecinceye kadar henhangi bir belirti vermedigini hasat zamani gelindiginde ise biiyiik
verim kayiplarina neden oldugunu belirtmistir. Bizim de benzer sonuglar elde etmemiz
Ozellikle hasat zamanina kadar gizli kalmasi bu alanda tarim alet ve ekipmanlarinin
dezenfeksiyonun g6z ardi edilmesine ve ilerleyen zamanlarda daha biiyiikk zararlar
seklinde karsimiza ¢ikacagi sonucuna ulagtirmistir.

PMMoV gibi viriis hastaliklarinin konukg¢u araliginin belirlenmesi bu hastaligin
epidemiyolojisinin yorumlanmasinda bize bilgiler verebilecek calismalardir. Kwon ve
ark (2015) biber iiretim alanlar1 ve ¢evresinden elde ettikleri 6rneklerde PMMoV benzeri
simptomlar belirlemislerdir. Bu iiretim alanlaria yakin bolgelerde kendine yasam alani
bulan Rorippa palustris yabanci ot {izerinde de viriis benzeri simptomlarin bulunmasi bu
aragtirmacilari bitkinin PMMoV konukguluk etmedeki payinin belirlenmesi gerekliligini
ortaya koymustur. Yaptiklari ¢aligmalarinda Rorippa palustris PMMoV’ye konukguluk
eden bir yabanci ot oldugu ve ortamda biber bitkileri yok iken bu viriis hastaliklarin farkli
konukgular tizerinde yasamlarina devam ettigi ve biber iiretim donemine gecildiginde ise
asil zararlarim1 gergeklestirerek verim kayiplarina neden olabilecegi sonucunu bize
vermistir. Ozellikle biber alanlarinda kendilerine yasam alami bulan yabanci otlarin
hangilerinin PMMoV’ye konukc¢uluk yaptiginin belirlenmesi ve bu bitkilerin ortamdan
uzaklastirllmasi PMMoV ile miicadelede atilabilecek 6nemli bir adimdir. Virislerin
konukgu araliklar1 onlara tasinmasi ve hayatta kalmasi icin bir firsat sunar. Viriislerin
tiretim alanlarinda yabanci ot gibi konukg¢u araliginin daraltilmasi onlarin enfeksiyon
meydana getirme sansini ellerinden almaktadir.

PMMoV’nin biber iiretim alanlarinda goriilme nedenleri arasinda toprak
dezenfeksiyonuda 6nemli bir unsurdur. 2009 yilindan bu yana metil bromid
uygulamalarinin ¢evreye olan zararindan dolayr yasaklanmasi toprak kokenli
hastaliklarinda artisinda incelenen nedenler arasinda kendine yer bulmaktadir. PMMoV
toprak kokenli bir viriistiir ve toprakta uzun siire kaliciligr devam etmektedir. Toprakta
kokler gelistikge acilan kiiciik yaralardan viriis temas yoluyla bulasabilmekte ve sistemik
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enfeksiyonlarma bitkilerde meydana getirebilmektedir(Tosic vd. 1980; Toyoda vd.
2004).

Ulkemizde son yillarda biber iiretim alanlarinda problem olan PMMoV
patotipinin L3 genini kiran P1.2.3 patotipi oldugu diistiniilmektedir. Caglar ve Fidan’in
2012 yilinda yaptiklar1 calismalarinda L3 dayanimini kiran izolatin iilkemizde
varligindan s6z etmislerdir. Suanki biber iiretim alanlarinda L4 dayanimini kiran izolata
rastlanmamistir. Ama iilkemizde P1, P1.2 patotiplerinin varligi veya yokluguna dair bir
calisma da mevcut degildir. Choi vd. (2013;2014) Kore’de gergeklestirdikleri
calismalarinda P1.2 ve P1.2.3 patotiplerinin bulunabildigini belirtmislerdir. Antignus vd.
(2008) ise Israil’de benzer bir ¢alisma yiiriiterek P1.2 ve P1.2.3 patotiplerinin varligimi
onceden belirlemislerdir. Arazi siirveylerinde PMMoV ile benzer 6zellikler sergileyen
ornekleri toplayip RT-PCR yontemi kullanarak PMMoV ile enfekteli oldugunu
dogrulamislardir. Elde edilen kilif proteininin tiim niikleotid dizilimlerini kullanarak bu
protein alani igerisinde meydana gelen bir mutasyonun P1.2.3.4 patotipini meydana
getirdigi sonucuna varmuglardir. Genda vd. (2007) Japonya’da gergeklestirdikleri
caligmalarinda benzer yontemleri kullanarak PMMoV’in agresiflik derecesi en yliksek
patotipi olarak P1.2.3.4 patotipinin varligini rapor etmislerdir.

PMMoV-Kum izolatinin bitkiler {izerindeki gézlemleri ve molekiiler ¢alismalari
birlestirildiginde geriye tartisilmasi gereken diger konu bu izolatin diinya izolatlar ile
arasindaki filogenetik iliskinin belirlenmesidir. Filogenetik analizler bizlere bir tiiriin
evrimsel tarihi hakkinda bilgiler sunarken ayni zamanda o izolatin go¢ haritas1 hakkinda
da aragtirmacilara ipuglar1 sunmaktadir. Filoegenetik analizlerin gergeklestirilmesi i¢in
PMMoV-Kum izolatinin sekans bilgileri elde edilmigtir. PMMoV-Kum izolatinin sekans
bilgileri replikaz genomunun 183 kDa alanmna ait yaklasik 793 bp uzunlugunda bir
alandir. Bu kisa sekans pargasi PMMoV-Kum izolatinin BLAST Analizlerinde en yakin
iliskiyi %100 oranimmida KC288153 izolat1 ile kurdugu goriilmiistiir. KC288153 izolat1
2009 yilinda Sirbistandan elde edilen PMMoV’ye ait bir sekanstir (Milosevic vd. 2009).
Bu arastirma grubu rapor ettikleri PMMoV sekansmin kilif proteinine 6zgii bolgeyi
amplifiye ederek yaptiklar1 kiyas analizlerinde bu izolatin L3 geninin sagladigi dayanimi
kiramayan P1.2 patotipine ait oldugunu belirtmigleridir. Svoboda vd. (2002), Ruiz vd.
(2016), Deri vd. (2018), Genda vd.(2007), Choi vd. (2016), Antignus vd. (2008)’nin
calismalarinda belirtildigi gibi eger patotip tayini amaciyla bir ¢aligma yiiriitiilecek ise
PMMoV’nin kilif proteini iizerindeki mutasyon noktalar1 baz alinarak incelemelerin
yapilmasi gerekmektedir. PMMoV-Kum izolatinin replikaz genomu baz alinarak yapilan
filogenetik analizlerde L3 ve L4 dayanimimi kiran izolatlardan uzak konumlanmasi
calismanin tiim verileriyle Ortiisen tamamlayici nitelikte bir veridir. Ulkemizde
PMMoV’nin patotiplerini niikleotid ve aminoasit bazinda belirlemeye yonelik
caligmalarinda es zamanli olarak yiiriitiilmesi gerekliligini de ayni zamanda ortaya
koymaktadir.
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Giinliimiiz teknolojik verileri sayesinde bu izolatlar kolaylikla Genbanklarina kayzt
edilebilmekte ve erisim numaralar1 kullanarak bu izolatlar niikleotid kiyas analizlerine
tabii tutlabilmektedir. Ulkemizde su ana kadar hangi patotipin yaygin oldugu konusunda
bir ¢alismanin yapilmamis olmasi bu konu iizerinde agirlik verilmesi konusunu ortaya
koymaktadir. Ulkemizde Fidan ve Sar1 (2019) TSWVAntRB ve Fidan vd. (2019) TSWV-
TRPep izolatlarinin tiim niikleotid dizilimleri bilim diinyas1 ile paylasilarak bolgemizden
elde edilen izolat bilgilerinin diger aragtirmacilarin kullanim ve inceleme imkani
verilmistir. PMMoV gibi uzun bir dénem bitki igerisinde sessiz kalan ve hasat zamani
ataga gecen bir viriisiin ve ona ait patotiplere sahip olan bir virlisiin iilkemizdeki
izolatlarinin varliginin teshis edilmesi ve bu virlisiin tim niikleotid dizilimlerinin
olusturulmasi hem filogenetik calismalar i¢in hem de patotiplerin tayini i¢in izlenmesi
gereken adimlardan biridir. Arastirmacilar PMMoV nin patotiplerinin kilif proteinleri
lizerinde meydana gelen mutasyonlar sayesinde farklilastigi konular1 iizerinde
durmuslardir. Kilif proteini iizerinde protein modellemeleri ¢alismalar1 yapilarak bu
noktalarin yapisal anlamda herhangi bir farkililik meydana getirip getirmedigi konusu
incelenmesi gereken konulardan biridir.

PMMoV’nin 2019 yilinda iilkemizde L4 dayaniklilik genini kiran izolatin
bulunmamasi1 ve meydana gelen epidemilerde roliiniin olmamas: ilerleyen donemlerde
karsimiza ¢ikmayacagi anlamina gelmemektedir. Diinyanin farkli bélgelerinde L4 genini
kiran bu izolatin varligina dair raporlar mevcuttur. Bu raporlarin genel 6zellikleri
diinyanin farkli bolgelerinde PMMoV ’nin farkli patotiplerinin karsimiza ¢ikabilecegidir.
Bu aragtirmalardan elde ettigimiz sonu¢ ise oklar1 karantina uygulamalarina
cevirmektedir. Biber iiretim alanlarinin yetistirilme periyodu boyunca basta TSWYV,
PVY, CMV, TMV, PMMoV gibi bircok viriis tarafindan tehdit altindadir. Ozellikle
TSWV’nin dayanikliligr kiran irkinin varligi yetistirilme alanlarinin bilyiik bir sorun
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu hastalik ile miicadelede heniiz diinyada bir ¢alismanin
varliinin s6z konusu olmamasindan dolayi, yakin gelecekte ¢o6ziimii olmayan
PMMoV’in L4 genini kiran irkinin iilkemize girmemesi i¢in dikkat edilmesi gereken bir
konudur. Bu amag i¢in karantina uygulamalarina agirlik verilmeli, toprak ve tohum
dezenfeksiyonu her zaman en itinali sekilde yapilmali ve bitkiler igin alternatif yeni
dayaniklilik stratejileri gelistirilmeye c¢alisiimalidir.
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6. SONUCLAR

Son yillarda biber iiretimalanlarinda viriis hastaliklarinin goriilme insidansinda
artislar meydana gelmistir. Uretim alanlarinda kiiltiirel-fiziksel ve kimyasal kontrol
yontemlerinin bilingsiz yapilmasi virlislerin ve onlara vektorliik yapan etmenlerin bu
alanlara erisimini kolaylastirmistir.Bir yandan iklim parametlerindeki degisimler
biryandan da kontrolsiiz yapilan yetistiricilik metodlar1 farkli viriislerin yetistiricilik
alanlaria girebilmesini ve epidemiler meydana getirerek ekonomik anlamda zararlarin
ortaya ¢ikmasina neden olmusutur. 21. yiizyilda ulagsmay1 arzuladigimiz nihai hedefler
virlislerin tespiti ve kontrolii i¢in bizleri en dogru sonuca gétiiren yontemlerin
gelistirilmesidir. Son yillarda Antalya’da o6zellikle Kumluca ilgesinde biber iiretim
alanlarinda sik rastlanan viriislerden biri olarak karsimiza PMMoV’nin ¢ikmasi ve
viriistin diger Tobamoviriisler gibi tohumla tasinmasi nedeniyle ciddiye alinmasi gereken
bir problem oldugunu bizlere gdstermektedir. Bu baglamda incelenmesi gereken bir diger
konunun PMMoV ile miicadelede L4 gen aktivitesinin enfeksiyonlara verdigi cevaplarin
nitelendirilmesi gerekliligidir. Tiim nedenler géz Oniinde tutuldugunda bu etmenler
Tiirkiye’de PMMOoV izolatinin Molekiiler Karakterizasyonu isimli tez ¢alismasinin ana
rotasini olusturmustur.

[k sonucumuz bélgemizde zarar olusturan PMMoV-Kum izolatmin L4 genine
kars1 aktivitesinin yitirip yitirmediginin belirlenmesidir. Bu izolattan, hassas ve L4 geni
ihtiva ettigi bilinen ticari ¢esitler izerinde mekanik inokulasyon islemleri yapilmistir.
Biyolojik test sonucunda elde ettigimiz veriler, bu izolata karsiL4 geninin hala etkili bir
gen oldugu sonucunu bizlere vermektedir.

L4 geninin dayaniklilik cevaplarmma verdigi yanitlar degerlendirildiginde
yiiriittiiglimiiz tez planina baska bir parametre dahil olmustur. L4 geninine dayaniklilik
kirilmadiysa PMMoV probleminin artisinda etken olan faktdr ne oldugu arastirilmalidir.
Bu sorunun cevabini iki baslik altinda incelemek miimkiin olmustur. Bunlardan ilki 1slah
firmalariin L4 geni var olarak beyan ettikleri cesitlerin etkili molekiiler markirlar ile
taranmiyor olabilme ihtimalidir. Bu sorunu ¢oziime kavusturmak igin L4 geninin
belirlemeye yonelik rapor edilen 5 adet molekiiler markir teste tabi tutulmustur. Bu testin
sonucunda bazi molekiiler markirlarin yaniltict sonuglart bizlere verebilecek oldugu
sonucudur. Tez ¢alismamiz kapsaminda biyolojik ve molekiiler verilerimizi
birlestirdigimizde Ap-7/Ap-8 ve P118/119 primerlerinin L4 genini belirleyebilmek i¢in
en giivenilir markir oldugu sonucudur. Bu veri bizim en 6nemli sonu¢larimizdan birini
olusturmaktadir. Molekiiler markirlar yardimiyla yiriitiilen 1slah caligmalarinda en
onemli kriter bu kilit noktanm tespit edilmesidir. Ikinci etmen olarak PMMoV diger
Tobamoviriisler gibi temas yoluyla bile kolaylikla bulasabilmesidir. Tobamoviriisler
toprakta uzun siire kalicigini stirdiirebilmekte ve kokler gelistikce acilan kiigiik yaralardan
giris yaparak enfeksiyonlarini meydana getirebilmektedir. Bu konu g6z Oniinde
tutuldugunda toprak dezenfeksiyonun énemini artirmaktadir. Ozellikle 2009 yilindan bu
yana toprak dezenfeksiyonlarinda tercih edilen Metil bromid’in yasaklanmas ile toprak
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kokenli patojenlerin oraninda artiglar goriilmiistiir. Alternatif ¢evre dostu kimyasal
uygulamalar1 belirlensede {ireticilerin bu konu hakkinda bilinglendirilmeleri ve bu
uygulamalarin gelistirilmesi gerekmektedir.

Yaptigimiz arasgtirma sonucuna gore, lretim alaninda PMMoV enfeksiyonu
bulunan ireticiler,L4dayaniklilik geni ihtiva eden ticari biber ¢esitlerini dikmesi
durumunda, PMMoV ile herhangi bir problem yasamamayacagi sonucuna varilmaktadir.

Bir bagka neden olarak degerlendirebilecegimiz konuda karisik enfeksiyonlarin
bizleri yanlis veriler degerlendirmeye itmesidir. Fidan (2016) elde ettigi verilere
dayanarak Antalya bolgesinde Tsw geni ile saglanan dayanimin kirildigi ve TSWV’ye ait
enfeksiyonlarin miktarinda meydana gelen artiglardir. TSWV ve PMMoV farkhi
familyalara ait olmalarina ragmen simptomlar1 birbirlerine olduk¢a benzemektedir. Bu
benzerlik kimi zaman biber iiretim alanlarinda yaniltici degerlendirmelere neden
olmustur. Tez calismast boyunca gerceklestirilen sorvey ve molekiiler analizler
neticesinde L4 genine bagli PMMoV dayanikliliginin kirilmadigi ¢ogu enfeksiyonlarin
bu virlise benzer simptomolojik karakterlere sahip olan virlislere ait oldugu tespit
edilmistir. Bu veride bizleri viriislerin tanilamasinda molekiiler yontemlerin dnemini bir
kez daha anlamizi saglayan bir sonug olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Tez kapsaminda arastirilan konulardan biride PMMoV-Kum izolatinin diinya
izolatlar1  igerisindeki  yerinin  belirlenmesi i¢cin  filogenetik  analizlerinin
gercgeklestirilmesidir. Bunun i¢cin PMMoV-Kum izolati i¢in sekans hizmeti alinmis ve
elde edilen izolat NCBI (Uluslararas1 Biyoteknoloji Merkezi) sistemine kayit edilerek
erisim numarast alinmis (MK806437) ve diger arastirmacilarinda kullanimina
sunulmustur. Yapilan filogenetik analizlerde PMMoV-Kum izolatinin en yakin iligkiyi
2009 yilinda Sirbistan’dan elde edilen KC288153 ile olusturmustur. KC288153 izolat1
PMMoV’in P1.2 patotipine ait oldugu rapor edilmis bir izolat olmast PMMoV-Kum
izolatininda bu izolata ait olabilecegi diisiincesini olusturmaktadir. Bu diisiincede
aydnlatilmas1 gereken bir diger konunun Tiirkiye’de PMMoV ait hangi patotiplerin
bulundugunun belirlenmesine yonelik arastirmalarin  yapilmasi gerektigini ortaya
koymaktadir.
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8. EKLER
EK.1 — Total Niikleik Asit Protokolii

1- 100-400 mg ornek, 1.2 ml ekstraksiyon buffer (100 mM Tris, pH 8.0, 50 mM
EDTA, 500 mM NaCl, 10 mM 2-mercaptoethanol)’da ezilmistir.

2- Ezilmis 6rnekten 600 pl alinip 1.5 m1’lik tiiplere konulmustur. Uzerine %10’ luk
SDS’den 70 pl eklenip 65 °C’de 10 dk bekletilmistir. Bekleme esnasinda tiipler bir veya
iki kez karistirilmustir.

3-200 pul 5 M potasyum asetat, tiiplere eklendikten sonra buzda 10 ila 30 dakika
arasinda bekletilmistir.

4- Buzdan alinan 6rnekler 10 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmis, sivi kisitmdan
600 ml alinarak yeni 1.5 ml’lik tiiplere konulmustur.

5- 300 ul soguk izopropanol eklenerek 25-30 dk buz i¢inde bekletilmistir.

6- 10 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmis, siipernatant (s1v1) dikkatlice ortamdan
uzaklagtirilmastir.

7- -20 °C de saklanan soguk %70’lik etanol den 750 pl pellete eklenip kibarca
karistirilmistir. 10 dk 10.000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

8- Cokelti tlizerinde kalan sivi, tiiplerden dikkatlice uzaklastirilmis, 15 sn’lik kisa
bir santrifiij daha yapildiktan sonra alkol, pipetle ¢ekilmistir.

9- Pellet 10 dk kurutulmus, lizerine 400 pl steril distile su eklenerek
karigtirilmistir.

10- 37 °C’de 15 dk. inkiibe edilmis ve inkiibasyon sirasinda bir iki kez hafifce
karigtirilmistir.

11- Elde edilen total niikleik asitten 5-10 pl alinip elektroforez sonug kontroliinden
sonra -20 °C ya da -80 °C’de saklanmistir.

Not: Ekstraksiyon ¢ozeltisi kullanmadan kisa bir siire once ve steril ortamda
hazirlanmigtir (Tris, NaCl ve EDTA..)
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EK 2 FOSFAT TAMPON COZELTISI;

Degisik PH degerlerinde Kimyasallarin aldigi PH Faktorleri

PH degeri KH2PO4 Na2HPO4
6.2 0.800 0.200
6.4 0.715 0.285
6.6 0.614 0.386
6.8 0.500 0.500
7.0 0.386 0.614
7.2 0.285 0.715
7.4 0.200 0.800
7.6 0.137 0.863
7.8 0.090 0.910
8.0 0.059 0.941
8.2 0.038 0.962

Molekiiler agirlik (MA) xHacim (It) xMolarite xPH Faktori

Ornek 0,02 M PH 7.0 1 litre Fosfat Tampon Cézelti Hazirlama

KH2PO4 = 136 08
NazHPOas= 14106 X

X

1it
1t X 0,02

%0,02 X0,386= 1.1gr
X 0,614= 1,7 gr alnip

950 mlt saf suda ¢oziiniir pH kontrol edilir% 0.1 Mercaptoethanol ilave edilir. 1 It ye

tamamlanir
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EK 3 Total Niikleik Analizlerinde Kullanilan Cozelti ve Solusyonlar
1. Ekstraksiyon tamponu

Asagida belirtilen miktardaki kimyasallar 150 ml steril saf su igerisinde manyetik
karistiricida ¢6zlinmiis ve pH’s1 ayarlanarak 200 ml tamamlanmistir. Daha sonra 1/1000
v/v oraninda 2.B.Mercaptoethanol ilave edilmistir.

(100 mM Tris-HCI (pH: 8.0), 50 mM EDTA (pH:7,0), 500 mM NaCl, 10 mM
2.B.Mercaptoethanol).
Tris- HCI 2.422qr
EDTA 3,722 gr
NaCl 5,844 gr

2. %20 SDS (Sodium Dodecyl Sulphate)

20 gr SDS tartilmis ve 80 ml steril saf su igerisinde 1siticili manyetik karistiricida
¢Ozdiriilmiistir. Daha sonra saf su ilave edilerek 100 ml tamamlanmis ve oda
sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.5 M Potasyum Asetat (CH3COOK)

60 ml steril saf su icerisinde 49,07 gr potasyum asetat ¢ozdiiriilmiis ve daha sonra 100
ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

4. 3M Sodyum Asetat (CH3COONa)

60 ml steril saf su igerisinde 40,82 gr sodyum asetat ¢ozdiiriilmiis ve daha sonra 100
ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

5. %70 lik ETOH

% 99 Ethanol’den 707 ml alinarak 293 ml saf su ilave edilmis ve hazirlanan bu %70
ETOH

+4C’de kullanilmak tizere muhafaza edilmistir
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