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OZET

Potyviridae Uyesi olan Plum Pox Viris'in (PPV) etmeni oldugu Sarka hastaligi Prunus turlerinde ¢ok 6nemli
ekonomik kayip nedenidir. Viris 1930'larin basindan beri istikrarli bir sekilde yayiimaktadir. Son 15 yilda Giiney
ve Kuzey Amerika'ya yayllmistir. Hastaligin Turkiye'de de yayilmasi devam etmektedir. Son yillarda basta gen
susturma olmak (zere biyoteknolojik yaklasimlar hastaliklarla micadelede kullaniimaya baslanmistir. Bu
calismada PPV genomunda P1, HC-Pro ve kilif protein (CP) bdlgelerini kapsayan bes fragmanin RNA interferans
(RNAI) ve gen susturmadaki rolu ¢alisiimistir. Nicotiana Benthamina ve Prunus armenica bitkisel materyal olarak
kullanilmig, ©6ncelikle rejenerasyon potansiyelleri calisiimistir. Nicotiana Benthamina’da tek hiicreden
rejenerasyon basari ile gergeklestiriimistir. Hastalikh bitkiler tespit edilmis, bu hastalikh bitkilerde serolojik (DASI-
ELIZA) ve molekiler yontemlerle (RT-PCR ve baz dizileme) virls irki belirlenmis, gen transferinde kullanilacak 5
gen bolgesine Gateway gen transformasyonuna uygun rekombinasyon bdlgeleri (attB1 ve attB2) eklenmis,
transgen bolgeleri 6ncelikle pDONR201 vektériine, daha sonra tasiyici vektdre (P HELLSGATE12) aktariimistir.
Tasiyici vektorler elektroporasyon yontemi ile Agrobacterium tumefacience bakteri hiicrelerine aktariimis ve NB
in vitro sdrgilinlerden alinan yaprak parcaciklar transformant Agrobacterium tumafacience ile inokule edilip
transgenik bitkiler geligtiriimistir. Calismanin son asamasinda genetik transformasyonunun basarisini tespit
etmek igin, transgenik bitkiler virUs ile inokile edilmis ve transformant Nicotiana Benthamina bitkisinde dayanikli
olduklar tespit edilmigtir.



ABSTRACT

Plum Pox Virus (PPV), a member of Potyviridae, causes to Sharka disease, the most devastating viral disease of
Prunus species and result in important economic lost. PPV was first discovered in 1930’s and since then it has
spreat consistently. In last 15 years, PPV has ben also transferred from Europe to North and South America. In
Turkey, the infection level are increasing. Biotechnological approaches including gene silencing have been
investigated to struggle with the viruses. Here we also report investigation of the role of 5 fragment of PPV
containing P1, HC-Pro and Coat protein (CP) in gene silencing and RNAi mechanism. Nicotiana benthamiana
and Prunus armenica were used as plant material and first regeneration protocol for both plants were
investigated. Adventive regeneration succeed for Nicotiana benthamiana. Naturally infected plants in Kayseri
were detected by serological and molecular aproaches and used as virus source. The 5 fragment of PPV was
modified adding recombinant region (attB1 ve attB2) which was required for Gateway gene transformation. The
PCR-amplified 5 region was first transferred to the entry vector (pDONR201) and subsequently to transferred the
vector (pHELLSGATE12). The later vector was then transferred into Agrobacterium tumafacience by
eloctroporation. Transgenic Agrobacterium tumafacience cells were applied to Nicotiana benthamiana leaf and
transgenic plants were obtained. Efficiency of transformation were confirmed by PPV inoculation.



1. GIRIS/AMAG VE KAPSAM

Prunus tlri sosyal ve ekonomik agidan Turkiye’de oldukga dnemlidir. Tirkiye, Prunus turlerinden,
kayisi, kiraz ve visne Uretiminde diinyada lider konumunda; badem, seftali ve erikte ise ilk on Ulke iginde yer
almaktadir. Potyviridae Uyesi olan Plum Pox Viris’linun (PPV) etmeni oldugu $arka hastaligi Prunus turlerinde
cok dnemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Bu galismada, PPV genomunun 5 bdélgesi Nicotiana benthamiana bitkisine aktarilarak Sarka hastaligina
dayaniklilik kazandirma galigiimigtir. ilk asamada kayisida gen transferi hedeflenmis ve kayisi rejenerasyonu
calisiimig, fakat kayisida adventif rejenerasyon elde edilememis, Nicotiana benthamiana kullaniimistir.
Calismada PPV belirtileri gosteren agdaclar belirlenmis, 6rnekler toplanmig, Ornekler serlojik ve molekiler
yéntemlerle calisiimis ve PPV irki belirlenmistir. Serololojik ve revers transkriptaz PCR c¢alismalari Kayseri ili
PPV irkini belirlemede basarili olmamis, DNA dizileme ile Kayseri'de PPV bulasik 6rneklerin Turkiye (T) irkini
tasidiklar tespit edilmistir. Kayisida Hacihaliloglu dahil bes cesitte rejenerasyon galisilmis, suirgiin ve kallus elde
edilmesine ragman adventif rejenerasyon gergeklesmemistir. PPV calismalarinda gosterge bitki olarak kullanilan
Nicotiana benhtamiana bitkilerinde ise adventif rejenerasyon basar ile gerceklestiriimistir. PPV T genomundan
¢ogaltilan 5 pargca rekombinasyon yontemleri ile manupule edilerek Gateway teknolojisine uygun 5 vektor
konstrikti olusturulmustur. Bu konstriiktler Agrobakterium Tumafacience transfer edilip Nicotiana benhtamiana
bitkilerine gen aktariminda kullaniimistir. 18 adet transformant bitki elde edilmis, 10 transformant bitki basar ile
blyltilmis ve PPV-T ile inokile edilip belirti olusumu gézlenmistir. Transformant bitkilerde virls belirtileri
g6zlenmezken, kontrol bitkilerinde yodun belirti tespit edilmistir. Bu ¢alisma PPV genomundan alinan 5
parcaninda gen susturmada etkili oldugu géstermistir.

Geleneksel islahta basari; genlerin ¢alisma mekanizmalarinin, genom Uzerindeki yerlerinin,
ekpresyonlarinin ve diger genlerle olan etkilesimlerinin bilinmesi ile dogrudan baglantilidir. Molekdler biyolojide
gen manipulasyon teknikleri uygulanmadan genetik mekanizmalarini ispatlamak mimkin olmamaktadir. Bu
arastirmada gen manipulasyon teknikleri caligiimigtir.



2. GENEL BILGILER

Plum Pox Virisi’nin etmeni oldugu $arka hastaligi Prunus meyve grubunda énemli bir hastalik olup, ekonomik
olarak ¢ok 6nemli kayiplara neden olmaktadir (Lopez-Moya ve ark. 2000). PPV, diinyada ekonomik olarak en
Onemli gorilen bitki viris ailesi Potyviridae’nin bir Uyesidir. Cambra ve ark. 2006 yili itibariyle Sarka’nin son 30
yilda 10 000 EU zarar verdigini belirtmislerdir. Sarka belirtilerinin gérilmesi virlsin grubuna, konukgu bitkinin
tiru ve cesidine bagli olarak 2-4 yil surebilir. Yaprakta soluk yesil noktalar, halkalar ve cizgiler, meyvelerde
halkalar ve lekeler, ¢irime ve yumusak cukurluklar olusmaktadir. Meyvelerde enfeksiyonla beraber, seker
miktarinda disus, tatta bozulma, erken meyve dokimui goézlenir. Hastalik 1932 yilinda Bulgaristan’da ilk defa
tespit edilmis, ginimuzde Avrupa’nin nerdeyse tamamina, Akdeniz havzasi Ulkelerine yayilmistir (Llacer ve ark.
1986; Louro ve Corvo, 1986; Mazyad ve ark. 1992). Son 15 yilda, Sil'de (Rosales ve ark. 1998) Kanada’'da
(Thompson ve ark. 2001), ve ABD’de (Levy ve ark. 2000) de tespit edilmistir. PPV Turkiye'de ilk defa 1968
yilinda tespit edilmistir (Sahtiyanci, 1969). Tlrkiye’de o¢zellikle park alanlarinda, sus bitkilerinde gérulen
hastaligin Ankara’da yaygin oldugu belirlenmis, kayisi yetistiriciliginin yogun oldugu Malatya’'da ise gorilmemistir
(Elibuytk 2003; Serkaya ve ark. 2003; Eliblyuk 2004; Eliblyik 2006).

Prunus cinsi, Turkiye'de sosyo-ekonomik agidan énemli 5 tiri barindirir: badem (P. dulcis Miller), Avrupa Erigi
(P.domestica L.), Japon Erigi (P. salicina Lindl.), seftali ve nektarin (P. persica L.), kiraz (P. avium L.), ve visne
(P. cerasus L.ydir. Bu tirlerin meyve tohumlari oldukga sert odunsu bir endokarp ile kapl oldugu icin badem
digindaki Prunus turleri ayrica sert ¢gekirdekli meyveler olarak ta adlandirlir. Badem disindaki turlerde meyvenin
yenebilen kismi sulu mezokarptir. Tirkiye, kayisi, kiraz ve vigsne uretiminde dlnya lideridir. Tablo 1'de de
belirtildigi gibi badem, seftali ve erikte ise ilk on Ulke iginde yer almaktadir (FAO, 2011). Tirkiye’nin kayisi ihracat
degerleri son yillarda artarak 350 milyon dolar seviyesine ulagsmistir (FAO 2011). (Bu rakam Turkiye’'nin en
onemli ihrag bitkisi findikta 700 milyon dolar civarindadir/FAO 2011 istatistikleri). Sonug¢ raporu sunulan bu
arastirmanin ydratuldugu Kayseri ili cografi olarak hem Turkiye’'nin en blyuk kayisi ureticisi ili Malatya’ya yakin
hem de Erzincan ve Elazi§ ile beraber Malatya’dan sonra en ¢ok kayisi Ureten illerden biridir.

Tablo 1. Prunus cinsi ekonomik meyve turlerinde llkelerin tretim degerleri (FAO 2009)

TURLER

Kayisi Kiraz - Vigne Badem Seftali - Nektarin Erik
- Uretim - Uretim - Uretim - Uretim - Uretim
Ulkeler (ton) Ulkeler (ton) Ulkeler (ton) Ulkeler (ton) Ulkeler (ton)
Turkiye 660.894 Turkiye 417.694 ABD 1.562.200 | Cin 8.529 329 | Cin 5.373.001
Ozbeki. 290.00 ABD 390.000 ispanya  270.100 italya 1.638.100 | Sirbistan 662.631
italya 233.600 | italya 125.90 Suriye 97.002 ispanya 1.205.70 | ABD 561.366
Cezayir 202.806 Ispanya 90.000 Turkiye 54.844 ABD 1.197.665 | Romanya  533.691
Ukrayn 115.800 Suriye 76.055 Ceayir 47.39 Yunan. 604.000 Turkiye 245.702
Fransa 100.000 Rusya 69.00 Cin 35.000 Turkiye 547.219 ispanya 200.100
Suriye 98.913 Romanya 67.874 Avustu. 18.957 Misir 42.000 italya 194.100
Ispnya 97.100 Ozbeki. 67.000 Portekiz ~ 2.454 Fransa 310.000 Bosn 155.767
Cin 780112 Ukralna  51.000 israil 1.762 Arjantin 270.000 Fransa 150.000
Macaris. 78.75 Polonya 50.505 Sili 11.000 G.Arika 107.808 Ukrayna 136.700

Sarka hastaligin uzun mesafede yayilmasinda enfekte fidan ve gozlerin bir bdlgeden bagka bir gélgeye transferi
ile olmaktadir. Plum pox virlist afitler araciliyiyla kisa mesafede yayilir. Afitlerin kimyasal uygulamalarla kontrol
etkin olmadigi icin hastaligin yayilmasini kesin olarak engellemek mimkun degildir (Kegler ve ark. 1998). PPV’ye
karsi mucadele koruyucu 6nemler almaktan ibarettir. Hastaligin erken teshisi biyolojik, serolojik ve molekuler
yontemlerle yapiimaktadir (Asensio ve ark. 1994; Boscia ve ark. 1997; Cambra ve ark. 1994; Candresse ve ark.
1998; Schneider ve ark. 2004; Varveri ve ark. 1987; Wetzel ve ark. 1992). Hastaliga dayanikh cesitlerin sayisi
azdir. Kayisi gesitlerinden ‘Goldrich’, ‘Harlayne’, ‘Stark Early Orange’, ‘Stella’ ve ‘Harcot’ (Dosba ve ark. 1991;
Karayiannis ve ark. 1999; Fuchs ve ark. 2001) PPV-M ve PPV-D gruplarina dayanikhdir. Turkiye kayisilarinin 7
tanesinin ve 5 erik ¢gesidinin PPV'ye dayaniksiz oldugu belirlenmistir (Elibiyuk ve Erdiller, 1995).

PPV’nin alti alt grubu tanimlanmistir; M, D, C, EA, W ve Rec (Glasa ve ark. 2004; James ve Varga., 2005; Myrta
ve ark. 2006; Nemchinov ve ark. 1996; Palkovics ve ark. 1993). Serce ve ark. (2009) Ankara’da isole ettikleri bir
hattin var olan hatlarindan farkli oldugunu belirtip bu hat icin PPV T (Turkey) adini énermiglerdir. En yogun olarak
gorulen alt grup PPV-M ve PPV-D (Candresse ve ark. 1998)'dir. PPV-M grubu, Orta ve Dogu Avrupa’da yaygin
olup, PPV-D Bati Avrupa ve Amerika kitasinda gézlenmektedir. PPV-Rec alt grubu Orta Avrupa’da gorilmektedir
(Glasa ve ark. 2004). Diger G¢ alt grup ise (PPV-C, PPV-EA, PPV-W) yaygin degildir (Candresse ve Cambra
2006). Turkiye’de de PPV-M (Elibuyuk, 2003, 2004, 2006; Sertkaya ve ark. 2003) yaygin olup, bazi bitkilerde
PPV-D gurubunun PPV-M ile birlikte bulundugu belirlenmistir (Elibuytk, 2004). Son olarak PPV-Rec gurubu
Isparta’da tespit edilmistir (Cabdresse ve ark. 2007).

PPV alt guruplarinin tim genom sekanslar belirlenmis (Fanigliulo ve ark. 2003; Glasa ve ark. 2004; James ve
Varga, 2005; Lain ve ark. 1989; Maiss ve ark. 1989; Myrta ve ark ., 2006; Palkovics ve ark. 1993; Saenz ve ark.
2000; Teycheney ve ark. 1989) ve genomlar NCBI (National Center for Biotechnology Information), GeneBank’a
kaydedilmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/iwwwtax.cgi?id=12211). PPV genomu tek iplikli bir
RNA’dan olusur. RNA genom buyukligu yaklasik 9786 baz olup, tek bir okuma c¢ergevesinden olusmaktadir. Bu
tek okuma cercevesi bir tek poliprotein kodlar. Poliprotein, yine PPV genomu tarafindan kodlanan i¢ enzim
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tarafindan kesilip 10 protein Uriiniine dénusturilir (Salvador ve ark. 2006). Bu proteinler P1, HCPro, P3, 6K1, Cl,
6K2, Nla-VPg, NlaPro, Nlb, ve CP’dir. Sekil 1. PPV genlerinin viris genomu Uzerinde yerlerini ve genlerin
yaklasik buyukliklulerini géstermektedir. Virlis ¢calismalari 3 gen/protein izerine yogunlagmistir. Bu genler P1,
HCPro ve Coat (kilif)y protein genidir. (Lopez-Moya ve ark. 2000, Salvador ve ark. 2006). HCPro, RNA
sessizlestirme mekanizmasinda, P1 ise virlisiin hareketinde ve ¢ogaltiimasinda sorumludur. Ayrica P1’in, HCPro
ile RNAi sessizlestirme mekanizmasinda da yer aldigi bilinmektedir. PPV genomlarinin genetik yapilari
birbirlerine yakin olmakla beraber % 11 civarinda baz dizisi farklihgi gostermektedir. Baz dizisi farkhlklari
genoma dagiimistir. P1 ve HCpro genleri %4 ve %6 oraninda varyasyonla viris genomunda en fazla korunan iki
gendir (Palkovics ve ark. 1993; Pruss ve ark. 1997; Kasschau ve Carrington., 1998; Urcuqui-Inchima ve ark.
2001). Gen bolgeleri ve fonksiyonlari hakkinda detayl bilgi derleme olarak hazirlanmis makalelerde mevcuttur
(Lopez-Moya ve ark. 2000; Salvador ve ark. 2006).

Sekil 1. PPV genlerinin genom Uzerinde yerleri. Lopez-Moya ve ark. (2000)’'nin ¢aligmasindan uyarlanmistir.

Nla-l‘-.ng
®4 P1 | HCPro | P3 Cl Nib CP Poli A
EP|<1 EJ{E Nla|-Pro
0 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 Kb

L
|

I T B

Odunsu bitkilerde genglik kisirligi doneminin uzun olmasi, 6zellikle vegatatif cogaltimdan kaynaklanan ylksek
hetorozigotluk, bitkilerin biyuk olmasi nedeniyle geleneksel i1slahin yogun is glicl, arazi ve yatirrm gerektirmesi
ve tum bitkilerde gérllen déllenme biyolojisinden kaynakli zorluklar nedeniyle, geleneksel bitki 1slahi metodlari
disindaki, karekterlerin iyilestiriimesi amaciyla kullanilan biyoteknolojik medotlar odunsu bitki ilsahgi ve
genetikgileri icin dnemli olmustur. Meyve turlerinde ve diger odunsu bitkilerde bu ylzden bir cok doku kdltiri ve
genetik transformasyon galismasi yapila gelmistir. Gen transferi calismalarinin geleneksel i1slah galismalarina
eklenerek ekonomik olarak dnemli, ilkbahar ge¢ donlarina dayaniklilik, bodurluk, meyvelerin erken veya geg¢
olgunlagsmasi, hastaliklara dayanikhilik ve meyve 6zellikleri gibi karakterlerin iyilestiriimesinde kullaniimasi meyve
islahini kolaylastirmaktadir.

RNAi mekanizmasiyla gen susturma galismalari disinda gen transferi calismalari meyve tirlerinde ve Prunus
familyasinda yogun olarak rapor edilmistir. Tablo 2, Petri ve Burgos (2005)'un meyve tirlerinde gen
transformasyonu calismalarini derledikleri makaleden alinmis olup, basarili transformasyon calismalarini
Ozetlemektedir. Prunus familyasinda PPV’ye dayanim saglayan gen veya genlerin belirlenemedidi, bu nedenle
izole edilip karakterize edilmedigi icin direkt dayaniklilik geninin aktarimi mimkin degildir. Calismalarda Sarka
dayaniminin kayisida bir lokusla (Dicenta ve ark. 2000; Karayiannis ve ark. 2008), iki lokusla (Dosba ve ark.
1991; Moustafa ve ark. 2001; Rubio ve ark. 2004; Kr8ka ve ark. 2002) ve Ug lokusla (Guillet-Bellanger ve
Audergon 2001; Salava ve ark. 2005) kontrol edildigini belirten geligkili sonuglar rapor edilmistir. Birka¢ kayisi
genetik baglanti haritasinda dayanim lokusunun pozisyonunun belirlendigi yayinlanmistir (Hurtado ve ark. 2002;
Salava ve ark. 2002; Vilanova ve ark. 2003; Lalli ve ark. 2008, Pilarova ve ark. 2010). ‘Goldrich’, ‘Harlayne’,
‘Stark Early Orange’, ‘Stella’ ve ‘Harcot’ (Dosba ve ark. 1991; Karayiannis ve ark. 1999; Fuchs ve ark. 2001)
hastaliga dayanikh oldugu tespit edilen Kuzey Amerika (ABD ve Kanada) kayisi cesitlerdir. Dayanim
calismalarinda bu 5 cesit kaynak olarak kullaniimaktadir. Dayanimin kalitatif mi yoksa kantitatif 6zellikte mi
oldugu netlesmese de yaygin goris baglanti grubu 1 (LG1)in yukari kisminda yer alan bir tek lokusun Sarka'ya
dayanimda % 70’e kadar etkin oldugudur. Avrupal gruplar tarafindan kayisi sarka dayanimi Uzerine yodun
makale yayinlanmasina ragmen Sarka dayanimi Uzerine eksik ve tartismall noktalar mevcuttur. Bunlar sirasiyla
soyledir; a) farkh gruplar tarafindan yapilan genetik haritalardaki dayanim lokuslarinin vyeri birbirleriyle
uyusmamaktadir; b) LG1’deki major lokusun yani sira minér lokuslarin etkileri netlesmemistir (Lambert ve ark.
2007; Pilarova ve ark. 2010); c) farkli dayanim kaynaklari kesfedilmemis, calismalar muhtemelen ayni dayanim
mekanizmasina sahip 5 dayanikl cesit ile sinirli kalmistir. Daha da 6nemlisi, dnemli bir gen havuzu olan
Turkiye'de yetistirilen kayisi gesitleri ve yabani kayisi formlarinin dayanim mekanizmalari bitin bu ¢alismalarin
disinda kalmistir. Kayisi dayanim gen veya genlerinin izolasyonu ve karekterizasyonu kisa zamanda mimkun
gOrinmemektedir.

Tablo 2'de verilen ¢alismalar diginda Prunus familyasinda gen transformasyonunu yerlestirmeye yonelik markér
gen transformasyonu galigmalari rapor edilmistir. Ornegin ekonomik olarak énemli badem gesidi ‘Ne Plus Ultra’
ile ilgili basarih bir rejenerasyon ve transformasyon rapor edilmistir. Transformasyon oraninin kanamisin
[neomycin phosphotransferase (nptll)) igin % 5.6 ve manoz (mannose- phosphomannose isomerase (pmi) igin
% 6.8 bulunmustur (Ramesh ve ark. 2006). ‘Montmorency’ visne ¢esidinde % 3.1 ve bodur kiraz anaci ‘Gisela 6’
(P. cerasus x P. canescens)'da % 3.3 oraninda glucuronidase (GUS) transformasyon orani rapor edilmistir (Song
ve Sink, 2006). Seftali ‘Miraflores’ ¢esidi yapraklarinda % 3.6 oraninda (Perez-Clemente ve ark. 2004), Prunus
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virginiana'da da tohumdan cogaltilan surgtnlerde % 2.6 oraninda (Dai ve ark. 2007), ‘Angeleno’ ve ‘Larry Anne’
Japon eriklerinde hipokotil dokularindan sirasiyla % 0.8 ve % 0.3 oraninda basarili olunan transformasyon
calismalar rapor edilmistir. Erik yaprak dokularinda rejenere edilen bitkilere (Mikhailov ve Dolgov., 2007;
Yancheva ve ark. 2002) transformasyon c¢alismalari yapiimigtir.

Yapilan bu calisma ile bire bir benzerlik gdsteren diger bir érnek ise Erikte PPV’ye dayanikli hat gelistirme
calismalandir. PPV'ye dayanim saglamak, RNAi mekanizmasini aktiflestirme igin kilf protein geni ve diger
genleri kullanarak otsu ve bazi diger bitkilerde ¢alisiimis isede (Regner ve ark. 1992; Ravelonandro ve ark. 1993;
Palkovics ve ark. 1995; Guo ve Garcia 1997;Ravelonandro ve ark. 1997; Jaquet ve ark. 1998; Tavert-Roudet ve
ark. 1998; Wittner ve ark. 1998; Barajas ve ark. 2004, Di Nicola-Negri ve ark. 2005) asil bagar éykusu erikte
gerceklesmistir. PVP kilif protein geni 1994 yilinda erik bitkilerine aktarilmis ve dayanikli hat gelistiriimis (Scorza
ve ark. 1994), C5 klonu adi konulan bir hatin ileriki yillarda yapilan galismalarla tam dayanim gdsterdigi
saptanmis (Ravelonandro ve ark. 1997; Hily ve ark. 2004; Malinowski ve ark. 2006), ve dayanimin RNAi
mekanizmasinin aktiflesmesiyle gerceklestidi tespit edilmistir (Scorza ve ark. 2001). C5 klonu farkh Ulkelerde
arazi denemelerine tabi tutulmus HoneySweet ismiyle piyasaya surilme asamasina gelmistir (Zagrai ve ark.
2008; Scorza ve ark. 2010)

Bu projenin temel amaci Plum Pox Viris’nin 3 gen bélgesini iceren 5 pargcanin RNAi mekanizmasi aktiflestirilerek
Sarka Hastaligi'na dayanikhlikta rolini belirlemek olmustur. Projenin énemli bir diger amaci gen susturma ve
gen manipulasyon tekniklerini gelistirmek ve uygulamasini yapmaktir. 2000 yilinda insan genom dizi analizi
belirlendikten hemen sonra 2002 yilinda model bitki Arabidopsisin genomu aciklanmig, sonraki yillarda bir ¢ok
bitki genomunun (misir, patates, pring, kavak, Gzum, seftali vs..) baz dizisi rapor edilmistir. Gelinen noktada artik
yeni genom analizinden daha ¢ok genlerin ve genom Uzerindeki diger noktalarin fonksiyonlarinin belirlenmesi
onem kazanmistir. Arabidopsis’de ve diger model ve major bitkilerde yiizlerce laboratuvar 6zellikle ekonomik
acidan 6nemli gen fonkisyonlarini belirlemek Uzere ¢alismalar yapmaktadir. Bitki 1slahi agisindan bu nokta gok
Oonemlidir. Gen fonksiyonlari ve calisma mekanizmalari 6zellikle basta mutasyon ve gen transferi olmak Uzere,
gen manipilasyon teknikleri ile belirlenip ispatlanabilmektedir. Gen susturma teknikleri gen fonksiyonlarini
belirlemede ¢ok yaygin olarak kullanilan gen manipulasyon yontemlerindendir. Bu projede de son yillarda ¢ok
o6nemli olan gen susturma mekanizmasi olan RNAi c¢alisiimis ve bircok molekiler biyoloji teknidi uygulanmistir.

10



Tablo 2. Meyve agaclarinda genetik transformasyon ile islah c¢alismalari-Petri ve Burgos (2005)'un
calismasindan uyarlanmistir.

Tirler Cesit Gen Fenotip Yil
Actinidia deliciosa (Kivi) Haward rol A, B, C b-1 koklenme kapasitesini arttirmak | 1999
Carica papaya (Papaya Sunset Cp-PRSV PRSV'ye dayanim 1977
Citrus aurantifoliata (Laym) Mexican Cp-CTV CTV'ye dayanim 2002
Citrus aurantium (Turuldg) -a Cp-CTV CTV'ye dayanim 2000
Citrus paradisi (Greyfurt) RioORe Cp-CTV gna CTV'ye dayanim, bdceklere | 2000

dayanim
Citrus paradisi (Greyfurt) Duncan cirotene sentez geni b-karoten seviyesinin arttirlmasi | 2002
Citrus sinensis (PortalJal) Pinelpple PR- Phytophthora citrophthora'ya | 2001
dayanim

Citrus sinensis X Poncirus | Citrange HAL 2 Tuzluluga tolerans 2000
trifoliata (Crrizo)

Citrus sinensis X Poncirus | Citrange LFY ve AP1 Genglik kisirhginin kisaltiimasi 2001
trifoliata (Carizo)

Diospyros  kaki  (Trabzon | Jiro crylA(c) lepidoptera'ya dayanim 1997
hurmasi)

Juglans regia L. (Ceviz) -a crylA(c) Cydia pomonella'ya dayanim 1998
Malus X domestica (Elma) -a Endochitinase Scab'a dayanim 2000
Malus X domestica (Elma) Jonaold bar Basta'ya dayanim 1996
Malus X domestica (Elma) Rs-AFP ad AMP1 Antibikrobiyal ve fungal dayanim | 1996
Malus X domestica (Elma) M.6 rol B koklenme kapasitesini arttirmak | 1998
Malus X domestica (Elma) M.9/29 rol B koklenme kapasitesini arttirmak | 2001
Malus X domestica (Elma Galald, M.26 atte Ates Yanikhgi'n dayanim 2000
Malus X domestica (Elma) Galaxy ech42 and nag70 Scab'a dayanim 2003
Malus X domestica (Elma) Arian pin Scab'a dayanim 2004
Malus X domestica (EIma) Gala Hcervif2 Scab'a dayanim 2004
Malus X domestica (Elma) Elstar S3 RNase Kendine uyusmazl 2004
Prunus armeniaca (Kayist) Kecskmeter Cp-PPV Sharka dayanim 1994
Prunus avium (Kira() Mazzard F12/ Ri-T-DNA koklenme kapasitesini arttirmak | 1998
P. avium X pseudocerasus | Colt RiOT-DNA koklenme kapasitesini arttirmak | 1998
(Kiraz anaci)

P. Dawykensis (Kiraz anaci) Damil Ri-T-DNA koklenme kapasitesini arttirmak | 1998
P. domestica (erik) SOanley Cp-PPV Sharka'ya dayanim 1994
P. fructicosa X avium (Kiraz) Black Eagle afp - 1999
P. incisa X serrula Inmil T-DNA (ipt bar) koklenme kapasitesini arttirmak | 1998
P. persica (Seftali) Redhaven -DNA (ipt) dallanma kapasitesini arttirmak 1991
Pyrus communis (Armut) Barlet D5C1 Ates Yanikhdi'na dayanim 1992
Pyrus communis (Armut) Passe atte Ates Yanikligi'na daldJanim 1999

Crassane

Pyrus communis (Armut) Coference gus Gus ekspresleme 2003
Pyrus communis (Armut) BP1030 rol B koéklenme kapasitesini arttirmak 2003
Pyrus communis (Armut) Beurre Bosc rol C koklenme kapasitesini arttirmak | 1999
Vitis vinifera (Uztm) Ceo Musat RCC, nptll Mantarlara dayanim 2000
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3. GEREG VE YONTEM
Proje kapsaminda asagidaki is paketleri sirasi ile yaratalmastar.

Plum Pox VirlsU ile bulasik agaglarin tespiti ve virts irkinin serolojik ve molekuler olarak tespit ediimesi
Farkh kayisi gesitlerinde (Hacihaliloglu, Kabaasi, Sekerpare, Iribitirgen, ve 1gdir kayisisi) surgin kulttra

ve rejenerasyon calismalari

Nicotiana Benthamina gdsterge bitkisinde rejenerasyon ve transformasyon calismalari

Vektdr konstriiksliyonu, Agrobakterium Tumafacience aktariimasi ve Nicotiana Benthamina bitkilerine

transferi
Gen transferi/RNAI ¢alismasindaki basarinin PPV inokilasyonlari ile tespit edilmesi

3.1. Plum Pox Viriisii ile bulasik agaclarin tespiti ve viriis irkinin serolojik be molekiiler

olarak tespit edilmesi

Kayserinin cesitli semtlerinden (Tablo 2) PPV belirtisi gOsteren agaglardan o6rnekler toplanmis,
orneklerde PPV enfeksiyonu molekiler ve serolojik yontemlerle belirlenmis ve virls irki dizileme ile de tespit

edilmistir.

Tablo 3. PPV belirtisi gésterdigi icin toplanan drnekler

Sirano  Orneklerin Toplandig Yer Egl;:]saell( Sirano Orneklerin Toplandigi Yer Bitkisel Kaynak
1 Talas Sosyete Pazari Kayisi 36 Talas Sosyete Pazari Kayisi
2 Talas Sosyete Pazari Kayisi 37 Talas Sosyete Pazari Kayisi
3 Talas Sosyete Pazari Kayisi 38 Talas Sosyete Pazari Kayisi
4 Talas Sosyete Pazari Erik 39 Talas Sosyete Pazari Kayisi
5 Talas Sosyete Pazari Kayisi 40 Talas Sosyete Pazari Kayisi
6 Yenidogan lojman girisi Kayisi 41 Talas Sosyete Pazari Erik
7 Yenidogan lojman girisi Kayisi 42 Talas Sosyete Pazari Kayisi
8 Yenidodan lojman girisi Kayisi 43 Talas Sosyete Pazari Kayisi
9 Okul Bahgesi, kontrol Kayisi 44 Yenidogan Lojman girisi Kayisi
10 Kayseri TED Koleji Kayisi 45 Yenidogan Lojman girisi Kayisi
11 Kayseri TED Koleji Erik 46 Yenidodan Lojman girisi Kayisi
12 Kayseri TED Koleji Kayisi 47 Yenidogan Lojman girisi Erik
13 Kayseri TED Koleji Kayisi 48 Esenyurt Kayisi
14 Kayseri TED Koleji Kayisi 49 Hisarcik Kayisi
15 Yukar Talas Yolu Kayisi 50 Esenyurt Kayisi
16 Yukari Talas Yolu Kayisi 51 Esenyurt Kayisi
17 Talas, Begendik'e giderken Kayisi 52 Esenyurt Kayisi
18 Talas, Begendik'e giderken Kayisi 53 Hisarcik Kayisi
19 Talas, Begendik'e giderken Kayisi 54 Esenyurt Kayisi
20 Talas, Begendik'e giderken Kayisi 55 Hisarcik Kayisi
21 Talas, Begendik'e giderken Erik 56 Hisarcik Kayisi
22 Talas, Begendik'e giderken Kayisi 57 Beyazsehir-ildem yolu Kayisi
23 Talas, Begendik'e giderken Kayisi 58 Beyazsehir-ildem yolu Kayisi
24 Talas, Begendik'e giderken Kayisi 59 Beyazsehir-ildem yolu Erik
25 Talas, Begendik'e giderken Kayisi 60 Erkilet yolu Kayisi
26 Talas, Begendik'e giderken Kayisi 61 Hurriyet Kayisi
27 Yukar Talas Yolu Kayisi 62 Erkilet Erik
28 Yukari Talas Yolu Kayisi 63 Erkilet Kayisi
29 Yukari Talas Yolu Kayisi 64 Altinoluk Kayisi
30 Yukari Talas Yolu Erik 65 Altinoluk Kayisi
31 Yukari Talas Yolu Kayisi 66 Altinoluk Kayisi
32 TED Kaoleji Kayisi 67 Altinoluk Kayisi
33 TED Koleji Kayisi 68 Altinoluk Erik
34 Talas Sosyete Pazari Kayisi 69 Altinoluk Kayisi
35 Talas Sosyete Pazari Erik 67 Altinoluk Kayisi
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DASI-ELISA PPV testleme galismalari ve irklarin belirlenmesi

PPV-irklarini belirlemede 6ncelikle yayginca kullanilan DASI-ELISA (Camra ve ark. 1994) testi kullaniimistir.
Batun irklar tanimlayan 5B-IVIA antiserumu ile PPV'nin varligi belirlenirken, PPV-M spesifik antiserum-AL ve
PPV-D spesifik antiserum 4D ile irklar belirlenmigtir.

Once 1 gr yaprak érnegi 20 kati ekstraksiyon gézeltisi iginde homojenize edilmek suretiyle érnekler hazirlanmistir
(Cambra et al., 1994) . Ekstraksyonu ¢ozeltisi Phosphate buffer saline (PBS) (bir litre icin 5 tablet)+ %2
Polyvinylpyrrolidone (PVP-10) ve % 0.2 sodium diethyl dithiocarbamate (DIECA) karistirilarak hazirlanmigtir.
DASI-ELISA testi

1.

2.
3.

Tabaga baglamada, poliklonal immunoglobulin 1/1000 oraninda karbonat bufer icerisinde seyreltilerek
96’lik eliza tabagdi kuyucuklarina 200yl aktariimis 16 saat 4°C de inkubasyona birakilmistir.

3’er dakika 3 kez PBS(Sigma, bir litre icin 5 tablet)+ -% 0.005 Tween karigimi ile yikama yapilmistir.
Ornek ekstrakte edilerek 200ul tabaktaki her kuyucuga eklenmis 16 saat 4°C de inkiibasyona
birakilmistir.

3’er dakika 3 kez PBS-Tween ile yikama yapilmistir.

Kuyucuklara PBS+BSA ile sulandirilmis monoklonal antibadi eklenmis (antiserum 5B-IVIA veya
antiserum-AL veya antiserum-4D) 37°C de 2 saat inkiibe edilmistir.

3’er dakika 3 kez PBS-Tween ile yikama yapilmigtir.

200yl Alkalin fosfataz ile isaretli anti-mouse imminoglobulinler kuyulara konularak 37°C de 2 saat
inklibasyon yapilmigtir.

3’er dakika 3 kez PBS-Tween ile yikama yapilmigtir.

200pl Alkalin fosfataz sollisyonu substrat tampon igerisinde ¢oziilerek kuyucuklara aktariimistir.

ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda negatif sonug veren bitkilerin 2 kati ve Uzeri absorbans
degerine sahip ornekler pozitif olarak kabul edilmistir. Enfekteli ve enfektesiz érnekler pozitif ve
negative kontrol olarak kullaniimistir.

Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR)
RNA ekstraksiyonu
Yetmis 6rnekte RNA ekstraksiyon Qiagene sirketinin RNeasy Mini Kiti kullanilarak yapiimistir.

1.

wn

HBoo~Noa A~

0.

Qiagene proseduri kisaca asagidaki sira ile uygulanmistir:

Ekstraksiyon bufer icindeki érneklerden 300 pl alinarak 400 pl RLT buffer ile ve 30 saniye vorteks
yapilir.

14,000 rpm de 3dk santrifiij edilir.

Sipernatat yeni 1.5 ml ependorf tiipe alinarak lzerine (400 ul) ayni hacimde %70 etanol eklenir ve
mikropipetle karistirilir.

800 pl karisim spin tiplere aktarilir ve 8,000 x g de 15sn santriflij edilir. Altta kalan sivi dokdlur.

700 yl RWI eklenerek 8,000 x g de 15 sn santrifiij edilir. Altta kalan sivi dokulir.

500 pl RPE eklenerek 8000 x g de 15 sn santriflij edilir. Altta kalan sivi dokalir.

500 pl RPE eklenerek 10000 x g de 2 dk santrifijj edilir. Altta kalan sivi dokalur.

Filtre kismi alinir 1.5 ml ependorf tiptne yerlestirilir.

50 pl RNase free water eklenerek 8,000 x g de 1dk santrifiij yapilir.

Elde edilen toplam RNA’larin konsantrasyonu NanoDrop ile 6lgulip -80°C’de muhafaza edilmistir. Tim
orneklerden toplam RNA izole edilmistir.

cDNA kiitiiphanelerin kurulmasi
cDNA yap|m| asagidaki sira ile gercgeklestirilmistir:

»

Nukleaz icermeyen mikrosantrifijj tiplere asagdidaki bilesenler eklenmistir:
Oligo(dT)12-18 (500 pg/ml) yada

50-250 ng random primer yada 1ul

2 pmol gen-spesifik primer

1ng-5mg arasinda total RNA yada

1-500 ng mRNA x ul
1 pul ANTP mix( her biri 10 mM) 1ul
Steril distile su 12 pl

5 dk 65 °C de karistirilip ve hizlica buz iizerine konmustur. Igerigi tiip altinda toplamak igin kisa bir
santriflij yapilip ve asagidaki bilesenleri eklenmigtir.

5X First-Strand Bafir 4 ul
0.1 MDTT 2yl
RNaseOUT (40 units/ pl) 1ul

Tup kisaca sanrifij edilip oligo (dT) ve gen spesifik primer kullanildiginda 42 °C de 2 dk inkibe edilmis,
rondom primer kullanildiginda 25 °C de 2 dk inkibe edilmigtir.

1 I (200 units) SuperScript Il RT eklenip ve pipetleme yaparak karistirimistir. Random primer
kullanildiginda 25 °C de 10 dk inklbe edilmigtir.

Daha sonra 42 °C de 50 dk ve reaksiyonu inaktif etmek igin 70 °C de 15 dk inkube edilmistir.
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Kullanilan primerler ve PCR
Olusturulan cDNA kituphaneleri TaKaRa LA PCR kit kullanilarak ¢ogaltilmistir. TakaRa LA PCR kit Ver. 2.1 e
gore asagidaki PCR karigsimi ve dongusu takip edilerek yapilmistir:

ZSR iceng 1X PCR déngis i

10 X LA Buffer II( Mg free) 5ul g4 *c-3 dk

dNTP 8 ul -

25 mM MgCl2 5 pl )

Primer forward 10-50 i

pmol 72 -3 dk 35 dongld
Primer revers 10-50

pmol

TaKaRa LA Taq 0.5 ul Son uzama sicakhg-72 °C-5 dk
Template <1pg

Toplam hacim 50 pl

Genel PPV tanimlanmasi Wetzel ve ark. (1991) yontemine gére P1 ve P2 primerleri kullanilarak
gerceklestiriimistir. PPV-D tanimlanmasi Olmos ve ark. (1997) yontemine gére P1 ve PD primerleri kullanilarak
gerceklestiriimistir. PPV-M tanimlanmasi yine Olmos ve ark. (1997) yontemine gore P1 ve PM primerleri
kullanilarak gerceklestirilmigstir.

RT-PCR primerleri ve dizileri:

P1:5- ACC GAG ACC ACT ACACTC CC -3’

P2: 5- CAG ACT ACA GCC TCG CCA GA -3’

PD: 5- CTT CAA CGA CAC CCG TAC GG-3’

PM: 5- CTT CAA CAA CGC CTG TGC GT-3'

Sekanslama Caligmalari

Tam guvenilir bir tanimlama igin (ayrica genetik varyasyonu da gérmek amaciyla) Glasa ve ark. (2002) rapor
ettigi primerler (viris genomunun (Cter)P3-6K1-(Nter)Cl bélgesini ¢godaltan PP3 ve PCI primerleri) ile Candresse
ve ark. (1998)nin gelistirdigi PD primerleri kullaniimistir. Bu primerler T ve M irklar icin modifiye edilerek
ismarlanmistir. Sekanslanacak fragmanlarin ¢ogaltilmasi igin yapilan PCR c¢alismalari yukarda belirtildigi gibidir.
Dizi analizi i¢in kullanilan primerler:

PP3 TTATCTCCAGGARTTGGAGC
PCI TTGAGTCAAATGGRACAGTTGG
P3D_F ACATTGCGGAGACAGCACTG
P3D_R TGCCTTCAAACGTGGCACTG
P3T_F ATATAGCAGAGACGGCACTT
P3M_F ACATAGCAGAAACGGCACTC

3.2. Farkli kayisi gesitlerinde (Hacihaliloglu, Kabaasi, Sekerpare, iribitirgen, ve Igdir kayisisi)
surgun kiiltiirii ve rejenerasyon galigmalari

Sirgln ve yapraklarindan adventif rejenerasyon gergeklestirmede Perez ve ark. (2000) ile Burgos ve ark.
(2003)'nin galismalari referans alinmistir. Birinci yil sadece Hacihaliloglu gozleri kiiltire alinmis, basarili sonug
alinmadidi icin ikinci yil ise Hacihaliloglu cesidine ilaveten Kabaasi, Sekerpare, Iribitirgen ve 1§dir kayisi cesit ve
tipleri cahsiimistir. 2012- 2013 Mayis -Eylul siresince ayda bir kez sirgunler alinmigtir. Yapraklar temizlenip
surgunler 1,5-2 cm uzunlugunda, Uzerinde bir veya iki goz olacak sekilde in vitro dikime hazirlanmistir. Yizde
15’lik sodyum hipoklorit ile 15 dakika yikanan bitki pargaciklari 3 defa 5 dakika siteril saf su ile ¢alkalanip sirgiin
gelistirme ortamina dikilmistir. Her bliyime kabina (magenta veya cam kavanoz) 5 sirglin dikilimis, beyaz
floresan lambalarla saglanan 16 saat aydinlikta (45-50 yE m-2 s—1), 24 °C’de bitkiler kiltire alinmigtir. Sirgtin
gelistirme ortami olarak QL makro besin maddeleri (Quoirin ve Lepoivre 1977), DKW mikro besin maddeleri,
vitaminler, organik bilesikler (Driver ve Kuniyuki 1984), % 3 sukroz ve %7 agar 3,1 yM BA kullaniimigtir. pH
5,7'ye ayarlanarak 121 °C'de 20 dakika otoklavlanarak ortam hazirlanmistir. Her denemede iki litre ortam 26
blyime kabinda (kavanoz veya magenta kutusu) katilastiriimig, her biyume kabina 5 surgin ekilmistir.
Toplamda: Hacihaliloglu ¢esidinde 260 biyume kabinda 1300 sirgin denemede kullaniimistir. Diger cesit ve
tiplerin her biri icin 130 blyime kabinda 650 surgun kullaniimigtir.

Gozlerden slren taze surgunlerin yapraklari rejenerasyon igin kullaniimistir. Rejenerasyon ortami makro ve
mikro besin elementleri, vitamin ve organik maddeleri sirgin gelistirme ortami ile ayni tutulmustur. BiyUmeyi
dizenleyici olarak 9 uM TDZ ve 4 uM NAA kullaniimigtir. Standart Agar yerine saf agar eklenmistir. PH’l 5.7’ye
ayarlanmig ortamlar otoklavlandiktan sonra sicaklik 50 °C diisiiriilecek petri tabaklarina 25 ml dagitilmistir.
Katilasan ortamlarin Uzerine siteril yapraklar 2-3 mm kalinhidinda seritler halinde kesilerek yerlestirilmistir. Her
cesit icin 100 petri kabinda olmak tzere 500 yaprak pargasi rejenerasyon ortamina alinmigtir. Karanlikta ve 16
saat aydinlkta (45-50 yE m-2 s-1), 24 °C’de yaprak seritleri kallus ve adventif sirgin olusumu ic¢in kulttre
alinmistir. Olusan kalluslar her (i¢ haftada bir bir 5 ay boyunca alt kiltire alinmistir.
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3.3. Nicotiana Benthamina gosterge bitkisinde rejenerasyon ve transformasyon ¢alismalari

Nicotiana benthamiana viris c¢alismalarinda gdsterge olaran kullanilan otsu bitkilerden biridir. Calismada NB
tohumlari siterilize edilmis, MS ortaminda ¢imlendiriimis ve olusan bitkilerin 4. haftadan itibaren yapraklari
kesilerek Agrobacterium slspansiyonunda 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra steril kurutma kagidi Gzerinde
tutularak kurutulan yaprak Uzerine 3-4 gizik atilmig sonra 3 gun inokllasyon ortaminda kiltire alinmistir.
inokiilasyon ve rejenerasyon ortami MS + gelrite + 30 g sukroz +3.1 uyM BA katilarak hazirlanmistir.
inokiilasyon/seleksiyonortamina ayrica 0.63 mM cefotaxime + 0.13 mM kanamisin eklenmistir. Her bir fragman
icin her petride 5 parga olmak lGzere 100 adet yaprak serit kiltire alinmistir. Yaprak dokulari 16 saat aydinhkta
(45-50 PE m-2 s—1), 24 °C’de bitkiler kiltire alinmistir. 3 hafta sonra bitkiler bitki blyimeyi dizenleyici
icermeyen MS ortamina aktariimistir. Koklendirme islemi yine MS ortaminda gergeklestirilmistir.

3.4. Vektor konstriiksilyonu, vektérlerin Agrobakterium Tumafacience aktarilmasi ve
Nicotiana benthamiana bitkilerine gen transferi

Primer dizayni ve transgen parcaciklarinin elde edilmesi

Primer dizayni icin PPV M tim genom dizisi NCBI GeneBank’tan indirilmistir. 5 fragman i¢in primerler Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) internet programi kullanilarak dizayn edilmistir. Standart primer tasarim kriterleri
Primer3 programina girilerek en uygun primerleri Uretmistir. Bu o6zellikler sdyledir; primerler 18-25 baz
uzunlugunda, 55-60°C baglanma sicakliginda ve % 40-60 GC igerigine sahip olmalidir. Sadece birinci fragmanin
sol primeri tasarim edilirken transgen lokusu P1 geninin tamamini ¢ogaltabilmek igin primer tasarim kriterleri
genis tutulmustur. Primerlerin PPV genomu Uzerindeki yerleri Sekil 2’de; baz dizileri, uzunluklari, PCR’da
baglanma sicakliklari ve amplifiye edecekleri bolgeler ise Sekil 3’ de verilmistir.

Sekil 2.Plum pox virus Marcus Hattinin tiim genomu ve NCBI GeneBank kayit bilgilerinin 6zeti ve tranfer edilecek
5 lokus ve her lokus igin sol sag primer yesil ve sari renkle isaretlenmigtir.

Tanim: Plum pox virus strain Marcus, isolate GR0O01 9, Genomik RNA

Kayit no: Numarasi; FM955843

Organizma: Plum pox virusmarcus(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cqi?id=587197)
Virus: Potyviridae, Potyvirus

Kayit Yapan Arastiricilar; Palmisano. F, Minafra. A, Bazzoni. A, Boscia. D, Castellano. MA

ve Savino. VN.

1 aaaatataaaaactcaacacaacaticaaaattitatgcgatcaaatcaatctcaagcta

61 tcaaaattttccaaatttcactggaaagatcaagaaccaacaaagaacattcctcaaatt
12 ttctcccaaatttactgcaagtcaagatgtcaaccattgtatttggctcattcacttgee
181 acctcgatgcagctatccaccaggataatgcaaacagattggcaaaggcctggacccgtc
241 cagagaaccgccaagtcagtaacgtgcatctactgtgccgaagagcggcaaaaagtctca
301 taaatacatatgagagtgcaacagctagtgcttggaaagggctggaggagaaattgcaac d.Fragman
361 ctatgtttgctaagcgagagtttagcaaaacagtcacaaagagaaaagggcttcggtgct
421 tcaaagaaagctctgaagaatttatcgaaaagaagctcaagaaacagtataaagaggagc
481 gtgagagattccaatttctcaacggtccagatgcaatagtcaaccaaatcagtgttgaca
541 aatgtgaagcttcagtatgggtgccattcccccatattatigagaaacctagctttacaa
601 caccatcaatgaaaaagaaggtagtgtttactaaggataggatgtccgaggcttcactac
661 aacttttcatgaggagggttgctgcaaacgccaaggcaaatggtcaaaaagttgagatca
721 tagggcgtaagcgtgtagtcggtcactacacgacgaaaagtcgtctgacatactttcgca
781 cacatgttcggcacttggatggttcaaaaccacgctatgaccttgtgtiggacgaggcaa
841 ccaagaagattctgcaactgttigcaaacacaagtggttttcaccatgtccacaagaaag
901 gggagataacaccaggaatgagcggatttgtggtgaatcccatgaatctatcggacccaa
961 tgcatgtgtacgacacggatctttttatagticgtggaaaacacaactccattcttgttg
1021 actcacggtgtaaggtttccaaagagcagagcaatgagatagttcactactctgacccag 2. Fragman
1081 gcaaacaattttgggatggttticaccaattcatttatgcagtgcaagctacgcgaaactg
1141 atcatcagtgcacatctgacctggacgtgaaggagtgtggttatgttgcagcacttgtgt
1201 gccaagcgataatcccttgtggaaaaattacatgtctgcaatgtgctcaaaagtactctt
1261 acatgtcacaacaggaaatacgtgatagattticgacagtaatigagcagcatgagaaaa
1321 cagtgatggataactatccacaattttcacatgttcttgctttictaaagaggtatcgtg
1381 aattgatgcgcgtggaaaatcagaattatgaagctticaaggatatcacgcacatgatag
1441 gtgagcgcaaagaagcaccitttttcccatctcaacaagatcaatgaattaatcattaagg
1501 gtggtatgatgagcgcacaagactacatagaagtctcggatcatctgcgcgaactagcge
1561 gatatcagaagaatcgcacagagaacattaggaacggatctataaaggctttcaggaaca
1621 aaatctcatcaaaagcacatgtcaatatgcagcttatgtgtgataatcaacttgatacta
1681 atggcaatttcgtgtggggacagagagagtatcatgccaaacgctictttaggaattatt
1741 tcgatgtgatcgatgttagcgagggctacagacgtcatattgticgtgaaaatcctagag
1801 gcattcgcaaattggccattggcaaccttgttatgtcaacaaatctggcagcactacgta
1861 agcagctcttgggtgaagagtgcattcattttgaggtctcaaaggaatgcactagcaagce

3. fragman

15


http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
../AppData/Local/Local%20Settings/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/Downloads/Plum%20pox%20virusmarcus

1921 gaggggaaaattttgtataccagtgttgctgtgtcacacacgaagacggtacaccactgg
1981 agtctgaaataataagtccagcaaagaatcatttagttgttggtaactcaggtgactcga
2041 agtatgtggattcgcccacagcaaagggaggtgcaatgttcatagcaaaggcaggttatt
2101 gttacatcaacattttcctigctatgctigatcaacataaatgaagatgaaacaaaaagtt
2161 tcacaaagacagtgcgtgacactattgtacccaagcttggagcatggccatcgatgatgg
2221 acttagctacagcttgccactttctcgcagttctctacccagaaactcggaatgctgage
2281 ttccacgaatactcgttgatcatgaagcaaatatctttcatgtggttgactcattcggat

2341 cactgtcaactggaatgcatgtcttgaaagcgaacacaatcaatcaacttattagcttcg
2401 ctagtgatacattggatccaagcatgaaaacatacctggttggaggtcttgaagtggata
2461 agtgtgatgaattcaaaaatgtcaagctctigatcagaagcatttacaagccccacatca
2521 tggagcaggtgcttaaagaagaaccatatttactgctcatgagcgtttigtcacctggtg
2581 tcttaatggcgctgttcagtagtggttcattggaaaaagacacacaatattggatcacac
2641 gatctcatagcttggcagcgatcacatcaatgttatcagcacttgcagcccaagtctcge
2701 ttgcaagtacactgaatgcaccaatgaatgtcattgacgaacatgcagcagttctgtgtg
2761 atagtgtctttgtaggaaccaagccatatgcatcctacatgatggcagtgaagactttag
2821 aaagaatgaaggcacgaactgaatctgatcacaccctgaatgatttaaggttttcagtac
2881 tccgacaggcgacaccacatctggttgaaaaaagttatctccaggagttagagcaggctt
2941 ggagagaattaagttggtcggaaaggttctctgcaatcttggaatcgcagcggtggecgaa
3001 aacatataccaaaatctttcatcccgaaggacgcagcagatttaggaggcaggtacgaca
3061 tctcggttcggtcattacttggcagccaatacaaacgcctgaaggacgcagtticggegga
312 1 aaagagacgacgttgtttgttacacacaccagtcgatgggaaagctattitgcaaagcta
3181 tcggaatttccacaagttticticcaagcactctgaagatgtttgatatgctcatcatat

3241 ttggtctcctgctctcaataggagccacatgcaattcaatgattaatgagcacaaacatt
3301 taaagcaagtcgctgccgatcgtgaagataagaaaagattcaagagattgcaggtettgt
3361 acacgagactattagaaaagattggttgcacaccaacagcggatgaattictigaatatg
3421 tgcaaggtgagaaccctgatctatcgaaatatgcagaggacttgatcggcgatgggcaag
3481 ttgttgtacatcaaagcaagagagattcacaagctaatctggaacgagtcgtagcatttg
3541 tagcccttgttatgatgctttttgattcggaacggagtgatggtgtttacaaaatcctca

3601 acaagcttaaaggcgtcatgggaagtattgatcagactgttcaccatcaaaatttggacg
3661 acattgaagacatgttggacgaaaagaaattgacagtcgattttgtgctgcaaagtaacg
3721 aagtcgcaccaactgttccatttgactcaacatttgagaagtggtggactaatcagcttg
3781 aaacaggaaatgtgatcccgcactacagaactgaaggacactttctcgagtttacacgag
3841 agaacgcagcacacgttgcaaatgaagttatgcatggttcacatcaaaacatcctaatcc
3901 gcggagcagttggctcaggtaagtcaactgggttgccatttcatctaagcaaaaagggtc
3961 atgttttgctaattgaacccactcgaccattagctgaaaatgtgtgcaagcaactacgag
4021 ggcaaccattcaacgttaaccccacattgcgtatgcgcggaatgagcacctttgggtcaa
4081 ctccaatcactgtgatgacgagtggttacgcactgcacttcttagcgaacaatccgactt
4141 atttggataactacaagtgcatcatcticgacgagtgtcacgtacacgacgcatcagcaa
4201 tggcatttagatgtctcctttcggagtattcgtacccagggaagatactgaaagtctcaa
4261 caacacctcccgggcatgaagttgatttcaagacacaaaaggaggtgaaggttatcgttg
4321 acgaagcactgtcattccagcagttcgtttctaatcttggcactggatgtaatagtgata
4381 tcttgaagcatggcgttaacgtgttggtctatgtggcaagttacaatgaggtggacacac
4441 taagcaagctgcttacggatagaagctttaaggtttcgaaagttgatgggcgaaccatga
4501 aagtcggcaatgtcgaaattccaacgagtggtactcaagccaagccacattttgtggttg
4561 caacaaacattatcgagaatggagtcacactggatatcgacgtggttgtggattitggtc
4621 tcaaagtcgtacccgttctggacattgacaaccgacttgttcgttatacgaagaagagca
4681 ttggctatggggagagaattcaaagactgggtcgagttggccgaaacaaaccaggagcegg
4741 cacttcgtattggattcacagagaaaggactcactcaaataccctcgataattgcaacag
4801 aagccgcatttctatgtttcacctatggcctaccagtcatgacaaacggtgtgtcaacaa
4861 gcttactagcgatgtgtactgttaagcaagcacgaactatgcaacaatttgaactatcac
4921 cattttacacagtggcattggttcggtttgatggcacgatgcaccaggaaatttttcggt
4981 tgctcaaaagctacagactgcgcgactcagaagtaatcctgaataaattagccataccaa
5041 acagcaatgtgtgtgggtggatgagtgttcgtgattataagcgacaaggctgcaatttgg
5101 acctcgatgaaaacatccgtgtgccattctatgtgagggacattcctgaaactctacatg
5161 acaaagtttggcaagcagtggaaactcataagtcggatgcaggatttggaagaatttgca
5221 gttcgagtgcttgcaagatagcgtacacattgcagacagatatccactccattcctcgga
5281 cagttaaaatcattgacgcattgttagagcaagaaaggacaaagcaagcacacttcagag
5341 cgatgaccagccaatcttgtticaagttcgaatttctctctgtcaagcatcacatcagcaa
5401 ttcgctcgaagtatgccaaggatcacactgaggagaacattggtgtictgcagatggcga
5461 agtctcaattgttggaattcagaaatctgaacatcgatccaagttatcctgagctcgttc
5521 gcaactttggtgctctagaatgtgtgcatcatcagacaaaggagggagtctcaaagacac
5581 tgcagctaaaagggcattggaacaagcgactcatcacgcgtgacgcaacattgatgctcg
5641 gagttcttggtgggggagcatggatgattttcacttatttgaaggatagttttcgagaag
5701 aagttgttcaccaaggcttcaaccgcaggcaaagacaaaaattaaagttcaggcaagctc
5761 gggataatagaatggcaagagaggtgtatggcgacgattcaactatggaggactacttcg
5821 gttccgcatactcaaagaaagggaagagtaagggaaaaactagaggaatgggaacgaaaa
5881 ctcgcaagtttgtgaacatgtatggttacgaccctacagattataacttcgttcggtceg
5941 tcgatccgttaactggtcatactttggatgagaaccctctcatggacatcaacctggtgce
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6001 aggagcatttttcgcaaatccggaatgactacattggagatgacaagatcacgatgcagc
6061 acataatgtcaaatcctggtatcgttgcgtattacatcaaggatgcaactcaaaaagccc
612 1 tcaaagttgatcttacaccacacaacccattgcgcgtatgtgataagactgctactattg
6181 caggatttccggagagagaatttgaattgaggcagacaggacacccaactttcgtcgaac
6241 ctaatgcaattcctaagatcaacgaggaaggggaagaagaagttgatcatgaaagcaagt
6301 ccttgtttagaggcttgagagactacaatccgatcgcaagttcgatatgccagtigaaca
6361 attcgtccggcactcgtcagagtgagatgtttggtcttggtttcggaggactaattgtta

6421 cgaatcagcaccttttcaaaagaaatgatggagagttaacaattcgatcacatcatggtg
6481 aatttgtggtgaaggacacaaaaactctcaaactgctaccttgtaagggtcgcgacatag
6541 tgatcatccgattaccaaaggactttcccccttttcccaaaagattgcagticcgaacac
6601 ccaccacagaggatagagtctgcttaatiggatcaaactttcaaacaaagagcatatcca
6661 gcactatgtcagaaacaagtgccacatatcctgttgacaacagtcacttttggaagcact
6721 ggatcagcacgaaggatggtcactgtggactgcctatcgtaagtactcgagatgggagca
6781 ttcttgggctgcatagtctigcaaaticaacgaatacgcaaaattictatgcagcatttc

6841 ctgacaactttgagaccatatacttgtcaaatcaggataatgataactggattaaacaat
6901 ggcggtacaatccagatgaggtctgttgggggtictitgcaactcaagagagatattccac
6961 agagtccgttcacagtttgcaaactactgacggaccttgatggggagttcgtttataatc
7021 agtccaaaacaacacattggcticgggacaagttagaaggaaatttgaaagcggttggag
7081 cctgtcctggacaattggtgacaaaacatgtigtgaaaggtaaatgcactctttttgaga
7141 catacttgttgacacacccagaagagcatgaattctttcgacctttgatgggagcatacc
7201 agaaaagtgctttgaataaggatgcgtatgttaaagatctgatgaaatactcgaagccaa
7261 ttgtcgttggagctgttgactgtgagcaattcgagcgcegcetgtcgatgtcgttatctcga

7321 tgttgatttcaaaaggtttcgaagaatgcaactatgtcacagacccggatgacatattct
7381 ctgcacttaacatgaaagcagcagttggtgctctgtacagtggcaagaagagggattatt
7441 tcaaagatgcttctgagcaagacaagggggattitataaaagctagttgcaaacgcctat
7501 tcatgggaaagaaaggagtgtggaatggttctttaaaggctgaattgcgaccaaaagaga
7561 aagtggaagcaaacaagactcgctctttcacagcagcaccaatcgacactcttcttgggg
7621 gaaaagtgtgtgtcgacgatttcaacaatcaattctgcagcttgaatttgcactgcccat
7681 ggagcgttggaatgacaaaattcagaggtggtigggacaagttactcagagctataccag
7741 atgggtggatctattgcgatgctgacggttctcagttcgatagctctctctcaccatatt

7801 taatcaacgcagttctcaacatccgtctggcectticatggaagagtgggatattggtgagce
7861 agatgctttcgaacttatatacggagattgtttacacgccaatcgcgactccagatggaa
7921 caattgtgaagaagttcaagggcaataatagtggtcagccttcgacggttgtigacaaca
7981 cactcatggtcattctagcaatgacttactcactttigaagcttggctatcatccagaca
8041 cacacgattgcatttgccggtattticgtgaatggtgacgatttagtccttgcagtgcatc

8101 cagcgtacgagagcatgtatgatgaactccaagaacacttttcacaacttggactgaact
8161 acacattcacaacaaagactgagaacaaggaggaattgtggttcatgtctcataggggtg
8221 tattgtttgaggacatgtacattcccaaactggaacctgagagaatcgtgtcaatacttg
8281 agtgggatagatcaaatgaaccaattcacagactggaggcaatttgtgcatcaatggtcg
8341 aggcgaggggctacaaagaactgctgagagaaattcgaaaattttacagttgggttcttg
8401 aacaggcaccatacaatgctctttcaaaagacgggaaagccccgtacatagcagagacgg
8461 cactcaggaaactctatactgattctgaagcatctgagacggaaattgagagatacctcg
8521 aagcattttacaatgatgttgatgatagccttgactccaacattgttatacaccaggctg
8581 atgaaaaggaggacgatgaagaagtggatgcaggaagacctactgtggtaactgcaccgg
8641 cagcaactgtggcgacgactcaaccagctccagtgatacaacctgcaccccaaaccacag
8701 caccaatgttcaaccccattttcactccagcaacaactcagcctgcggtaagaccagttc
8761 ctccaattccaggggccaaaccgcggtcttttggagtttatggaaatgaagacgcatcac
8821 ctagcacctcaaacactttggtgaatacaggaagggatagggacgtcgatgcaggatcga
8881 ttggaacttticgcagtgccacgcttaaaaacaatgacatcgaagttatctctaccgaagg
8941 tgaagggaaaaacaattatgaacttaaatcatttggcacactacagtcctgcacaagttg
9001 acttgtcaaacacacgagctccacaatcctgtttccagacttggtatgaaggagttaagc
9061 gtgattacgatgtcacagatgaggaaatgagcatcattttgaatggcttgatggtttggt

912 1 gcatcgaaaacggaacgtctccaaacatcaatggaatgtgggtgatgatggatggggaga
9181 cacaagtggagtatccaataaagccattgttggatcacgcgaaacccacttttagacaaa
9241 ttatggcacatttcagtaacgtggctgaagcgtatattgaaaaacgaaattacgagaaag
9301 catacatgccaaggtatggaattcagcgcaacctgacagattacagcctcgccagatacg
9361 cctitgatttttacgaaatgacttcaacaacgcctgtgcgtgcacgtgaagctcatatac
9421 agatgaaggcagcagcattgagaaatgttcaaaatcgtttatttggcttggatggaaacg
9481 tcggaacacaagaagaggacacagagaggcacaccgctggtgacgtgaatcgcaacatgc
9541 acaacctcctcggtgtgaggggagtgtagtggtctcggtatctatcataaactctacttg
9601 ggtgagagtctagtcacccaattgtttttagattcctgtcagcatccttttctccgcttt

9661 aattgcggcacattcagtgaggttatacctccacatgtgttagtcttttatigtcgaaca

9721 caggcccttgtatctgatgtagcgagtgtttcactccaticgggttatagttctigtgca

9781 agagac
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Sekil 3. Primerler ve gogaltacaklari lokuslar
Fragman 1
Uriin Uzunlugu 729

Primer

uzunluk

Erime sicakhigi

%GC

baz dizisi

Sol

26

54.80

19.23

aaaatataaaaactcaacacaacatt

Sag

20

54.91

45.00

tacgccctatgatctcaact

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

caaaattttatgcgatcaaatcaatctcaagcta
PRSP D DD D 0.9.9:9.0.9.9:9:9.0.9.9.9.0.0.9:9:90:0.0.9.0.0.0.9.0:0.0.0.0.0:
tcaaaattttccaaatttcactggaaagatcaagaaccaacaaagaacattcctcaaatt
):0:0:9:9:9:9:0.9:9:9:0.9.9.9:9:0.0:9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9:0.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0:0.9.9.0.0.9.:9:0:0:0.9.9.0.0.0:¢

ttctcccaaatttactgcaagtcaagatgtcaaccattgtatttggctcattcacttgec
):9:0.9:9:9:9:0.:9:9:9:0.9.9.9:9:0.0:9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0:0.9.0.0.0.9.:0:0:0:0.9.9.0.0.0:¢

acctcgatgcagctatccaccaggataatgcaaacagattggcaaaggcctggacccgtce
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.:9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9.9.0.9.9:9:0.0.9.9.0.9.9.9:9:0:0.0.9.9.0.9.9:9:0:0.9.9.0.0.0.04

cagagaaccgccaagtcagtaacgtgcatctactgtgccgaagagcggcaaaaagtctca
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.:9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9.9.9.9.9:9.0.0.9.9.9.9.9.9:9:9:0.0.9.9.0.9.9:9:0:0.0.9.9.0.0.0:¢

taaatacatatgagagtgcaacagctagtgcttggaaagggctggaggagaaattgcaac
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.:9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.0:0.9.9.9:9.0:0.9.9.0.9.9.9:0:0.0.9.9.0.9.9.9:0:0:0.9.9.0.0.9.04

ctatgtttgctaagcgagagtttagcaaaacagtcacaaagagaaaagggcttcggtgcet
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9.0.9.9.:9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9.9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0.0.9.9.0.9.9:9:0:0.0.9.9.0.0.0:¢

tcaaagaaagctctgaagaatttatcgaaaagaagctcaagaaacagtataaagaggagc
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.:9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9:0.0.9.9.:9:9.0.0.9.9.0.9.9.9:0:0:0.9.9.0.0.9.0:0:0:0.0.9.0.0.0.0:¢

gtgagagattccaatttctcaacggtccagatgcaatagtcaaccaaatcagtgttgaca
):0:0.9:9:9:9:9.9.9:9:0.9.9.9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9:9.9.9.9:9.0.0.9.9.0.9.9.9:9:0:0.9.9.9.0.9.9:9:0:0.0.9.9.0.0.0:¢

aatgtgaagcttcagtatgggtgccattcccccatattattgagaaacctagctttacaa
):0:0.9:9:9:9.:0.9.9:0.0.9.9.:9:9.:0.0:9.9.0.9.9.9:9:0.0.9:0.0.0.9:9:9:0.0.0.0.0.9.0.9:0:0:0.0.0.0.0.9.9:9:0:0.0.9.0.0.0.0:¢

caccatcaatgaaaaagaaggtagtgtttactaaggataggatgtccgaggcttcactac
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:0.0.9.9.:9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.0.0.0.9.:9:9:0.0.0.9.9.0.0.9:0:0:0.0.9.0.0.9.9:9:0:0.0.9.0.0.0.0:¢

aacttttcatgaggagggttgctgcaaacgccaaggcaaatggtcaaaa

XXXXXXX <LLLLL L L L LKL

agcg
<LLLLLLLKL

>>>>>> sol primer

<<<<<< sag primer

Fragman 2
Uriin Uzunlugu 744

Primer

uzunluk

Erime sicakhigi

%GC

baz dizisi

Sol

22

60.74

50.00

Sag

22

61.03

40.00

1 gcgtg

aagtcgtctgacatactttcgcacacatgttcg

tagtcggtcactacacgacgaa
tcttgttgagatgggaaaaagg

61

121

181

PP PP P PP DD PP L2 0.0:0.0.0.0.0:0:0.0.0:9:0.0.0:0.0.0:0:0.0:0:9.0.0:0.0.9.0:0.0:0¢

gcacttggatggttcaaaaccacgctatgaccttgtgttggacgaggcaaccaagaagat
):0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:4:0:9:0:0.0.0:0:0:0.0.0.0.:0:0:0:0:0.0.0.0.0.0.0.0.:0.:0.0:0:0:0.0.0.0:0.0.0.0.0.:0.0:0:9:0:0.0.0.0.04

tctgcaactgtttgcaaacacaagtggttttcaccatgtccacaagaaaggggagataac
):9:0:9:0:9:9:9.:9.9:9:9.9.9.0:9.9:9.0:9.0.9.0.9.0:9.9:9.0:9.0:9.0.9.0.9.0:9.0.9.0.9.0.9.0.9.0.9.0.9.0.9.0.9.0.0.0.0.0.0.

accaggaatgagcggatttgtggtgaatcccatgaatctatcggacccaatgcatgtgta
):9:0:9:0:9:9:9:9:9:0:9.9:9.9:9.9:9.0:9.0.9.0.9.9:9.0:9.0:9.0:9.0.9.0:9.0:9.9.9.0.9.0.9.0.9.0.9.0.9.0.9.0.9.0.9.0.0.0.0.
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241

301

361

421

481

541

601

661

721

cgacacggatctttttatagttcgtggaaaacacaactccattcttgttgactcacggtyg
):0:0:9:9:9:9:0:9:9:9:0.9.9.9:9.:0.0:9.9.9.9.9.9.:9:0:0.9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0:0.9.9.0.0.9.:9:0:0:0.9.9.0.0.0:¢

taaggtttccaaagagcagagcaatgagatagttcactactctgacccaggcaaacaatt
):0:0:9:9:9:9:0.:9:9:9:0.9.9.9:9.:0.9:9.9.9.9.9.9:9:0:0.9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0:0.9.0.0.0.9.:9:0:0:0.9.9.0.0.0:¢

ttgggatggtttcaccaattcatttatgcagtgcaagctacgcgaaactgatcatcagtg
):9:0:9:9:9:9:0:9:9:9:0.9.9.9:9:0.0:9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:0:0:0:0.9.9.0.0.9.:9:0:0:0.9.9.0.0.0:4¢

cacatctgacctggacgtgaaggagtgtggttatgttgcagcacttgtgtgccaagecgat
):9:0.9:9:9:9:0.:9:9:9:0.9.9.9:9.:0.0:9.9.9.9.9.9:9:0:0.9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0:0.9.0.0.0.0.:9:0:0:0.9.9.0.0.0:¢

aatcccttgtggaaaaattacatgtctgcaatgtgctcaaaagtactcttacatgtcaca
):9:0:9:9:9:9:0:9:9:9:0.9.9.9:9.:0:0:9.9.9.9.9.9:9:0:0.9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0:0.9.0.0.0.9.:9:0:0:0.9.9.0.9.:04

acaggaaatacgtgatagattttcgacagtaattgagcagcatgagaaaacagtgatgga
):9:0.9:9:9:9:0.9:9:9:0.9.9.9:9.:0.0:9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0.0.9.9.0.0.9.:9:0:0:0.9.9.0.0.0:¢

taactatccacaattttcacatgttcttgcttttctaaagaggtatcgtgaattgatgcg
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.:9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9.0.0.9.9:9.0.0.0.9.0.9.9.9:0:0.0.9.9.0.0.9.9:0:0:0.9.0.0.0.9.04

cgtggaaaatcagaattatgaagctttcaaggatatcacgcacatgataggtgagcgcaa
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9.9.9.9.9:9:0.0.9.0.0.9.9.9:9:0:0.0.9.9.0.0.9:9:0:0.0.9.0.0.0.0:¢

agaagcaEEEEEECECateEcaacaagd caatgaattaatcattaagg
XXX <LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL

>>>>>> sol primer
<<<<<< sag primer

Fragman 3
Urin Uzunlugu 624

Primer

uzunluk Erime sicakhigi | %GC baz dizisi

Sol

Sag

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

tcaatgaattaatcattaagggtggtdtgatoagegcacaagactacatagaagtctcgg
SS>SSSSSSSSSSS55>>5>>> XXXXX

atcatctgcgcgaactagcgcgatatcagaagaatcgcacagagaacattaggaacggat
):9:0:0:9:9:9:9:9:0:0:9.9.:9.:9.9.0:0.9.9.0.9.9.0.0.0.0.9.9.0.0:0.9:0.0.0:0.0.0.9.0:0.0.0:0:0.0:0.9:0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0:¢

ctataaaggctttcaggaacaaaatctcatcaaaagcacatgtcaatatgcagcttatgt
):0:0:0:9:9:0:9:9:0:0:0.9.:9.:9.9:0:0.9.9.0.9.9.0:0.0.0.9:9.0.0:0.0:0.0.0:0.0.0.0.0:0.0.0.0:9.:0.0.9:0.0.0.0.0:0.0.0.0.0.0:¢

gtgataatcaacttgatactaatggcaatttcgtgtggggacagagagagtatcatgcca
):9:9:0:9:9:9:9:9:0:0:0.9.:9.:9.9.0:0.9.9.0.9.9.0:9.9.0.0.0.0.0:0.0:0.0.0:0.0.0.0.0.0.0.0.0:0.:0.0.9:0.0.0.0.0:0.0.0.0.0.0.¢

aacgcttctttaggaattatttcgatgtgatcgatgttagcgagggctacagacgtcata
):0:0:0:9:9:0:9:9:0:0:0.9.:9.:9.9:0:0.9.9.0.9.9.0:0.0.0:9.9.0.0:0.9:0.9.0:0.0.0.0.0.0.0.0.0:0.:0:0.9:0.0.0.0.0:0.0.0.0.0.0:¢

ttgttcgtgaaaatcctagaggcattcgcaaattggccattggcaaccttgttatgtcaa
):0:0:0:9:9:9:9:9:0:0:0.0.:9:9.9:0:0.9.9.0.9.9.0.9.9.0.9.9.0.0:0.0:0.9.0:0.0.0.0.0:0.0.0.0:0.0.:0.9.0:0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.¢

caaatctggcagcactacgtaagcagctcttgggtgaagagtgcattcattttgaggtct
):0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:9:0:9:0:0.0.0:0:0.0.0.0.0.:0.0:0:0:0.0.0.0.0.0.0.0.:0.0.0:9:0:0.0.0.0:0.0.0:0.0.:0.0:0:0:0:0.0.0.0.04

caaaggaatgcactagcaagcgaggggaaaattttgtataccagtgttgctgtgtcacac
):0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:9:0:0.0.0:0:0.0.0.0.0.:0:0:0:0:0.0.0.0.0:0:0.0.:0.0.0:0:0:0.0.0.0:0.0.0.0.0.:0.0:0:9:0:0.0.0.0.04

acgaagacggtacaccactggagtctgaaataataagtccagcaaagaatcatttagttyg
):0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:9:9:0.0.0.0:0:0.0.0.0.:0:0:0:0:0.0.0.0.0.0.0.0.:0.0.0:9:0:0.0.0:0:0.0.0:0.0.:0.0:0:9:0:0.0.0.0.04

ttggtaactcaggtgactcgaagtatgtggattcgcccacagcaaagggaggtgcaatgt
):0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0.:9:9:0:0.0.0:0.0.0.0.0.:0.0:0:9:0:0.0.0.0:0.0.0.:0.:0.0:0:0:0.0.0.0:0.0.0.0.0.:0.0:0:9:0:0.0.0.0.04

tcatagcaaaggcaggttattgttacatfdacattttecttgetatgetgatcaacataa
);9:0:9.:9:9:9.9:9:9.9.:9:0.:9.0:9:9.9:0:9.9.0:0.0.0:¢ LLLL L L L L

atgaagatgaaacaaaaagtt
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22 60.86 50.00 atgatgagcgcacaagactaca
22 61.59 40.00 cagcatagcaaggaaaatgttg




>>>>>> left primer
<<<<<< right primer

Fragman 4

Uriin Uzunlugu 529

Primer uzunluk Erime sicakhigi | %GC baz dizisi

Sol 21 59.94 47.62 ttcacaaagacagtgcgtgac

Sag 22 58.99 40.91 ctgcaagtgctgataacattga
1 atcaacataaatgaagatgaaacaaaaagt actattgta

SO

61 cccaagcttggagcatggccatcgatgatggacttagctacagettgceccactttctegea
):9:9:0:90.9:9:9:0:9.9:9:9.9.9.9.:9:0:0.9:9:9.9.9.9.:9:9:0.0:9.9.0.0.9.9:9:0:0.9.9.9.0.9.9:9:0:0.0.9.9.0.9.9:0:9.0.0.9.0.4

121 gttctctacccagaaactcggaatgctgagcttccacgaatactecgttgatcatgaagea
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.:9:9:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9.9.9.9.9:9:0:0.9.9.0.9.9.9:9:0.:0.0.9.9.0.0.9:9:0:0.0.9.0.0.0.0:¢

181 aatatctttcatgtggttgactcattcggatcactgtcaactggaatgcatgtcttgaaa
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9.0.0.9.9:9.0.0.9.9.0.9.9.9:9:9.:0.0.9.9.0.9.9:9:0:0.0.9.9.0.0.0:¢

241 gcgaacacaatcaatcaacttattagcttcgctagtgatacattggatccaagcatgaaa
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.:9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9:0.0.9.:9:9.0.0.9.9.0.9.9.9:0:0:0.0.9.9.0.9.9:9:0:0.0.9.0.0.0.0:¢

301 acatacctggttggaggtcttgaagtggataagtgtgatgaattcaaaaatgtcaagctc
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.:9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9.9.9.9.9:9.0.0.9.9.9.9.9.9:9:9:0.0.9.9.0.9.9:9:0:0.0.9.9.0.0.0:¢

361 ttgatcagaagcatttacaagccccacatcatggagcaggtgcttaaagaagaaccatat
):9:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.:9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9:9.9.9.9:9.0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0.0.9.9.0.9.9:9:0:0.0.9.9.0.0.0:¢

421 ttactgctcatgagcgttttgtcacctggtgtcttaatggcgctgttcagtagtggttca
):9:9:0:9:9.:9:9.9.9.0:9.9.9:0.0.9.0:9.9.9:0.9.9.0.:9.9.9:0:9.9.0:9:0.9:0.0.9.0:9.9:9:0.0.9.0:9.9.9:0.9.9.0:0.9.9.0:0.0.0:¢

481 ttggaaaaagacacacaatattggatcacacgatctcatagcttggcagcgatcaca-
):0:0:9.9:9:9.:0.9.9:0.0.9.9:9:0.0.0.9.9.0.9.9:9:0:0.0.9.0.0.0.9:9:9:0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.4 <<<

541 EEGEESECANOEEEEGERE coaagtotoge
<L L L L L L L L L L L ek

Fragman 5

Uriin Uzunlugu 1000

Primer uzunluk Erime sicakhigi | %GC baz dizisi

Sol 18 62.00 56.00 aattccaggggccaaacc
Sag 19 58.92 52.63 cccgaatggagtgaaacac

1 caccaatgttcaaccccattttcactccagcaacaactcagcctgcggtaagaccagttce

61 ctcc
SS>SSSS5SSSS>>>>>>

gcggtcttttggagtttatggaaatgaagacgcatcac
):0:0:0:9:9:9:9:9:9:0:9.9.9.0.0:9.0.9:9.9.0:0:0:9.0.0.0:04

121 ctagcacctcaaacactttggtgaatacaggaagggatagggacgtcgatgcaggatcga
):0:9:9.:9:0.:9.9.9:9.9:9:9:9.:9.9:9.0.0:0.9.9.9.9.9:0:0:0.9.0.0.0.0.0.9.9.9.9.0.0:0:0.9.0.0.0.9.0.9.9.9.0.0:0:0:0.0.0.0.0 4

181 ttggaactttcgcagtgccacgcttaaaaacaatgacatcgaagttatctctaccgaagg
):0:9:9.9:0:9:9:9:9.9:9:9:0.:9.9.9.0.0:0.9.9.9.9.9:0:0:0.9.9.9.0.0.9.9.9.9.0.0:0:9:0.9.0.0:0.9.0.9.9.9.0.0:0.0.0.0.0.0.0 4

241 tgaagggaaaaacaattatgaacttaaatcatttggcacactacagtcctgcacaagttg
):0:9:9.:9:0:9:9.9:9.9:9:9:9:9.:9.9.0.0:0.9.9.9.9.9.0:0:0:9.9.9.0.0.0.9.9.9.0.0.0:9:0.9.0.0.0.9.0.9.9.9.0.0:0:0:0.0.0.0.0 4

301 acttgtcaaacacacgagctccacaatcctgtttccagacttggtatgaaggagttaage
):0:9:9.:9:0:9:9:9:9.9:9.9:9:9.:9.9.0.0:0.9.9.9.9.9:0:0:0.9.9.0.0.0.0.9.9.9.0.0:9:0:0.9.0.0:0.9.0.9.9.9.0.0:0.0.0.0.0.0.0 4

361 gtgattacgatgtcacagatgaggaaatgagcatcattttgaatggcttgatggtttggt
):0:9:9.9:0:9:9.9:9:9:9:9:9:9.9.9.0.0:9.9.9.9.9.9:0:0:0.9.9.9.0.0.9.9.9.9.0.0:0:9:0.9.0.0:0.9.0.9.9.0.0.0:0.0.0.0.0.0.0 4
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421 gcatcgaaaacggaacgtctccaaacatcaatggaatgtgggtgatgatggatggggaga
):0:0:9:9:9:9:0:9:9:9:0.9.9.9:9.:0.0:9.9.9.9.9.9.:9:0:0.9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0:0.9.9.0.0.9.:9:0:0:0.9.9.0.0.0:¢

481 cacaagtggagtatccaataaagccattgttggatcacgcgaaacccacttttagacaaa
):0:0:9:9:9:9:0.:9:9:9:0.9.9.9:9.:0.9:9.9.9.9.9.9:9:0:0.9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0:0.9.0.0.0.9.:9:0:0:0.9.9.0.0.0:¢

541 ttatggcacatttcagtaacgtggctgaagcgtatattgaaaaacgaaattacgagaaag
):9:0:9:9:9:9:0:9:9:9:0.9.9.9:9:0.0:9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:0:0:0:0.9.9.0.0.9.:9:0:0:0.9.9.0.0.0:4¢

601 catacatgccaaggtatggaattcagcgcaacctgacagattacagcctcgccagatacg
):9:0.9:9:9:9:0.:9:9:9:0.9.9.9:9.:0.0:9.9.9.9.9.9:9:0:0.9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0:0.9.0.0.0.0.:9:0:0:0.9.9.0.0.0:¢

661 cctttgatttttacgaaatgacttcaacaacgcctgtgcgtgcacgtgaagctcatatac
):9:0:9:9:9:0:0:9:9:9:0.9.9.9:9:0.9:9.9.9.9.9.9:9:0:0.9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0:0.9.0.0.0.0.:9:0:0:0.9.9.0.0.0:¢

721 agatgaaggcagcagcattgagaaatgttcaaaatcgtttatttggcttggatggaaacg
):9:0.9:9:9:9:0.9:9:9:0.9.9.9:9.:0.0:9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9:9.9.9.9:9:0:0.9.9.9.9.9.9:9:0:0.0.9.9.0.0.9.:9:0:0:0.9.9.0.0.0:¢

781 tcggaacacaagaagaggacacagagaggcacaccgctggtgacgtgaatcgcaacatgce
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.:9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9.0.0.9:9:9.0.0.9.9.0.9.9.9:9:0:0.0.9.9.0.9.9:9:0:0.0.9.0.0.0.0:¢

841 acaacctcctcggtgtgaggggagtgtagtggtctcggtatctatcataaactctacttg
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9.9.9.9.9:9:0.0.9.0.0.9.9.9:9:0:0.0.9.9.0.0.9:9:0:0.0.9.0.0.0.0:¢

901 ggtgagagtctagtcacccaattgtttttagattcctgtcagcatccttttctceccgettt
):9:9:0:9:9.:9:9.9.9.0:9.9:9:0.0.9.0:9.9.9:0.9.9.0.9.0.9:0:0.9.0:9.9:9:0.0.9.0:9.9.9:0:0.9.0:9.0.9.0.0.9.0.:9.9.9.0:0.0.0.

961 aattgcggcacattcagtgaggttatacctccacatgtgttagtcttttattgtcgaaca
):0:0.9:9:9:9:0.9.9:9:0.9.9.:9:9.:0.0:9.9.0.9.9.:9:9:0.0.9.9:0.0.9.:9:9.0.0.9.9.0.9.9.9:0:0:0.0.9.9.0.9.9:9:0:0.0.9.0.0.0.0:¢

1021 caggcccttgtatctgatgtagcgagtgtttcacteccattegggttatagttcttgtgea
AAXXXKX XXX AXXXX LKL LKL KKK X LKKLLLLLLLLLLLL

1081 agagac

Gen transformasyonunda Gateway yaklagimi kullaniimistir. Bu teknoloji, rekombinasyon bdlgeleri ve iki enzim
(LR clonase ve BP clonase) kullanilarak vektorler arasinda DNA transferine imkan vermektedir, Sekil 4’te 6zet
olarak sematize edilmistir. Transfer edilecek gen ve vektorlerin restriksiyon enzimleri ile kesim asamalarini
icermedigi icin uygulamasi daha kolaydir. Gateway yonteminde transfer edilecek DNA'nin vektér plazmid igine
aktarilmasi igin DNA'nin rekombinasyon oligo bolgelerini icermesi gerekmektedir. PPV virus fragmanlarina
rekombinasyon oligolari primeri amplifikasyonu esnasinda eklenmistir. Sol primerin 5 ucuna attB1ve sag
primerin 5 ucuna attB2 oligonukleotidleri  primerler  Uretildigi asamada eklenmigtir.  attB1
(5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 3’)ve att B2 (5'GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 3)
oligolari eklenmis primerler kullanilarak virus DNA’si cogaltiimistir. PPV fragmanlarinin amplifikasyonunda
asagida belirtlen PCR protokolt uygulanmigtir. PCR sonrasi Urinleri temizlemek igin her seferinde PCR
purtfikasyon (QlAquick PCR Purification Kit) kiti kullaniimistir

PCR protokoli;

95°C 5 dakika

95°C 30 saniye

Erime sicakhgi °C 45 saniye x 35 dongu (stadart PCR bilesenleri eklenmistir)

72°C 60 saniye

72°C 7 dakika
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Sekil 4. Gateway yaklasiminin temel asamalari

PCR Uriind pDONR201 Vektor
+
attB1 attB2 attP1 attP2
pDONR201 Klon pHELLSGATE12 Vektér
attL1 atil2 Promoter MR codp AMR2 ———PpaliR2 o qp attRI L or

!

hPRNA transgen yapisi
Sense Antisense
=] >. e = Il el lH =
Promoter attB1 attB2 —’ attB2 attB1 Terminator

Intron

ﬂ Bitkiye tranformasyon

T, Intron-spliced hpRNA
pliced hp

Gene sesizlestirme

3.4.1. Rekombinasyon ¢aligmalari

Donor vektore (pbDONR201) genlerin aktarilmasi (Bp reaksiyonu)

PCR urini fragmanlar Oncelikle donér attP1 ve attP2 bdlgelerini iceren plazmite eklenmistir. Bunun igin
pDONR201 (invitrogen) plazmiti kullaniimistir. Gen bdlgelerinin plazmit icerisine aktarimi protokol el kitapgiginda
detayli olarak belirtiimektedir (http://wolfson.huji.ac.il/lexpression/gateway_pdonr_vectors.pdf). Plazmitin 6zellikleri
Sekil 5'de verilmektedir. Ozetle; 2 pl clonase tampon, 2 ul PCR iiriini, 1 pl (150 ng) pDONR201, 2 ul TE, 2 ul BP
Clonase (Invitrogen) oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra 1 pl proteinase-K ilave edilerek 10 dakika 37
°C’ de inkiibe edilmistir.

Sekil 5.Gataway teknolojisi icin tasarlanmis pDONR201 vektori (Invitrogen). attP1 ve attP2 bolgeleri belirtilmigtir.
Pozitif secim i¢in Kanamisin diren¢ geni icermektedir.

attP1 ccdB
: acte2
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Gen aktarilan transformant vektorlerin segilmesi

PCR Urunlerinin dondr vektére aktarilma basarisi ve transformant vektérlerin secimi dncelikle donér vektorlerin E.
coli hicrelerinde ¢ogaltiimasiyla belirlenmigtir.1 pl donor vektér 50 pl ‘One Shot ® OmniMAX ™ 2 T1 Phage-
Resistant Cells’ (Invitrogen) ile karistirilmig, 42 °C’de 30 dakika sicak sok uygulamasindan sonra 250 ul S.0.C.
ortami eklenip 37 °C ve 200 rpm’de 1 saat calkalamak suretiyle inkiibatérde bekletilmistir. Her bir érnegin 20 pl'si
100 pg/ml kanamisin igeren LB besiyerinde 16-24 saat 37 °C’de inkiibe edilip, sadece transformant hiicreler
kolonilesmistir. Vector plazmitler . E. Coli'den ‘Minielute plasmid prifikasyon kit ile izole edilmigtir. Detayh bilgi
kullanici el kitabinda mevcuttur
(http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Bulletin/na0300bul.Par.0001.File.tmp/na0300bul.pdf)
Transformant dondr vektdérler pDONR™201’den gelistirilmis primerler kullanilarak koloni PCR ile de
belirlenmistir. Bu primerlerin baz dizisi soyledir;

Forward primer 5'-TCGCG TTAAC GCTAG CATGG ATCTC-3'

Reverse primer 5-GTAAC ATCAG AGATT TTGAG ACAC-3'

Donér vektorden transgenlerinin tagiyici vektore aktarilmasi (LR reaksiyonu)

pHELLSGATE12 vektoru tasiyict olarak kullanilmistir. Bu vektdr, vektorl gelistiren “The Commonwealth
Scientific and Industrial Research Organisation (CSIRO)” kurumundan temin edilmistir. Sekil 6’da
pHELLSGATE12 vektor yapisi gosterilmektedir. Vektorler arasi gen aktarimi igin bir 6énceki reaksiyondan elde
edilmis PVP genlerini tasiyan 2 pl donor vektor, 2 pl tasiyr vektér (pHELLSGATE12) (300 ng), 2 pl LR Clonase
tampon, 2 pl LR Clonase enzimi karistirilarak 16 saat oda sicakliginda inkibe edilmis, inkiibasyon sonrasi
karisima 1 l proteinase-K eklenerek 37 °C’'de 10 dakika bekletiimistir.

Sekil 6.Taslyici vektorin dizayni. CaMV 35S promotor bdlgesi, Pdk intron, attR rekombinasyon bdlgeleri, OCS
terminator , Nos promotoér ve terminatoru ile NPT Il (kanamisine direng) pozitif seleksiyon geni gosterilmigtir.

27-3 primer
aftR1

Cat intron

Pdk Intrp _ Mos terminator

alif, pHellsgate 12
17681 bp

Right Border

Spec Resistance

Rekombinasyonun basarisi dncelikle vektériin  E. coli hlcrelerinde klonlamasi ile tespit edilmistir. E. coli igine
transformasyon daha o6nce belirtildigi gibi yapilmistir. E Coli icinde ¢ogalan tasiyici vektor icinde beklenilen
transgen yapinin olup olmadigi tasiyici vektdérin promotér ve terminatér boélgelerinden gelistirilen primerler
kullanilarak koloni PCR’1 ile tespit edilmistir.

Primerlerin dizisi soyledir;
P27-5 5 GGGATGACGCACAATCC 3’
P27-3 5GAGCTACACATGCTCAGG 3

Tasiyici vektoriin Agrobacterium tumafacience hiicrelerine aktariimasi

Agrobakterium hucreleri satin alinmistir. Fakat galismalar basladigi sirada hucrelerin canliliklarini kaybettkileri
anlagilmigtir. Ankara Universitesinden Prof. Dr. Sabahhattin Ozcan yeni hiicreler géndermis, bu hiicrelerden bir
koloni secilip, gcogaltiimis ve kompatent hale getirilmistir. Kompatent Agrobakterium hucreleri, spektrofotometrede
0O.Deoo’ de 1.5-20 degerini verinceye kadar 16 saat civarinda 1 ml LB besiyeri ( 10 g tryptone, 5 g maya 6ziti, 10
g NaCldeiyonize su ile 1 litreye tamamlanir) icinde blyutilmustir. Bes defa siteril su ile 3000 rpm de 15 dakika
santriflj edilerek yikanmak suretiyle transformasyona hazirlanmigtir. 2 ng plazmit pHELLSGATE12 ve 40 ul
Agrobacterium tumafacience EHA105 hucreleri elektroporasyon cihazinin (Biorad GenPulser) kiivetinde yavasca
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karistinimistir. Kiivet cihaza koyulduktan sonra, 1440 volt- 5 ms elektirik vurusuyla plazmidin Agrobacteriuma
transferi gergeklestiriimistir. Agrobakterium karisimi daha sorna 400 pl LB ortamina aktarilarak 28°C ve 200 rpm
de 3 saat inkibe edilmig, 28° C de 3 gun karanlikta muhafaza edilerek bitki pargaciklarinin transformasyonunda
icin kullanilmistir. Bakteriler kanamisinli LB besiyerinde bir gece inkiibe edilerek transformasyonun basarisi
kontrol edilmigtir.

3.5. Gen transferi calismasindaki basarinin tespit edilmesi

PPV inokiilasyonlar

Transfromant bitkiler 6nce MS ortaminda koklendiriimis, daha sonra dis ortama aktariimistir. 4-5 yaprak
asamasinda PPV-T izolatinin mekanik inokulasyon gerceklestirilmistir. Virls ile bulasik olan kaysi, seftali ve erik
bitkileri PBS buffer iginde ezilmis, otsu yapraklara carborandum tozu serpilmis, virisli yaprak o6zitleri
transformant NB yapraklarina ovularak uygulanmistir. Inokllasyondan 21 gin sonra semptom olusumu
g6zlenmistir.

Serolojik ve Molekiiler testler
Inokiilasyondan 21 giin sonra (¢ hafta boyunca haftada bir kez yukarda daha 6nce agiklandigi gibi 8 6rnekte
DASI-ELIZA testi yapilmig, 5B-IVIA antiserumuna reaksiyon seviyesi 6lgtilmustur.

Fragmanlarin Nicotiana benthamiana genomuna entegrasyonu, PCR calismalari ile tespit edilmistir. Sekiz

transformant bitkiden DNA Qiagen Plant DNA izolasyon kiti kullanilarak gerceklestiriimis. Bes fragman igin
gelistirilen lokus spesifik primerler kullanilarak tranfromant bitki DNA’lari gogaltilmistir.
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4, BULGULAR
4.1. Plum Pox Viriisii ile bulasik agaglarin tespiti ve viriis irkinin serolojik ve molekiiler
olarak tespit edilmesi
Kayseri il merkezinde belirti gosteren 70 ornek toplanmis (Resim 1), toplanan 6rnekler 3 yaklasimla
testlenmisgtir:
a) Serolojik testler ve Molekuler primerlerle 6rneklerin pozitif olup olmama durumlarinin belirlenmesi
b) Serolojik testler ve Molekdler primerlerle irklarin belirlenmesi
c) Dizi analizi ile irklarin netlestiriimesi ve genetik gesitliligin belirlenmesi

a) Orneklerin pozitif olup olmama durumlari:

Orneklerin 5B-IVIA antiserumuna gosterdikleri reaksiyon belirlenmig ve tim PPV irklarini gogaltan
P1/P2 primer cifti ile drneklerin pozitif olup olmama durumlari belirlenmistir: 70 drnegin 51 adeti DASI-ELISA ve
RT-PCR sonucunda pozitif bulunmustur (Tablo 4 ve Sekil 7)

Resim 1. Semptom gdsteren kayisi drnekleri

-

Tablo 4. Toplanan 6rneklerde PPV test sonuglari

g;;‘les': DASI-ELISA RT-PCR
PPV-Poli PPV-M PPV-D PPV-Poli PPV-M PPV-D
Kayseri 12 + - - + + -
Kayseri 9 + + - + + -
Kayseri 30 + + + + +
Kayseri 19 - - - - - -

Sekil 7: PPV-Poli primerleri kullanilarak gergeklestirilen RT-PCR analizi (6rnek 1-24 arasi, M:Markir) PPV bulasikhhgini
gostermektedir.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

— — et Y G — --d———--h--

b) Irk (streyn/sus) belirleme testleri
PPV-M ve PPV-D irklarini belirlemek igin AL ve 4D antibodileri kullaniimigtir. Ayrica M ve D irkini ¢gogaltacak
primerler ile tim o6rneklerin cDNA'si PCR ile gogaltiimistir. Eliza ve primer sonuglarina gére M ve D irklarinin
sayisl Tablo 2'de 6zetlenmigtir. Pozitif orneklerin 39 adeti PPV-M spesifik antiserum ile reaksiyona girerken 30
adeti ayni zamanda PPV-D sipesifik antiserum ile reaksiyona girmistir. 51 adet pozitif drnek M irkina sipesifik
primerlerle ¢cogaltilmistir (Sekil 8)
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ekil 8. Spesifik PPV-M primerleri kullanilarak gerceklestirilen RT-PCR analizi (1-24 arasi, M:Markir)
123 4567 89 1011121314151617 18 192021 22 23 24 M

c) Dizi analizi ile irklarin netlestiriimesi ve genetik gesitliligin belirlenmesi
70 Orneklerin, P3-6K1 bélgesini kapsayan 830 bazlik bélgesi PCR ile gogaltiimis ve PCR driinleri hizmet
alimi yolu ile dizilenmistir. Fragmanlar iki yonden ileri ve geri primerleri ile dizilenmisg, kirli bolgeler
cikartiilmis ve 807 baz konsensiis fragman elde edilmistir. 23 6rnek iyi dizilenirken (Liste 1), geriye kalan
orneklerde bozuk niikleotid dizileri gézlenmistir. Gen bankta kayitli olan PPV genomlari indirilmis ve
bunlarin 807 P3-6K1 bdlgesi ¢ikarilarak, bu calismada elde edilen diziler ile Mega ve ClustalW2

programlarinda analiz edilmistir (Sekil 9). Filogenetik analiz Kayseri orneklerinin PPV-T irki oldugunu
gostermisgtir.
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Sekil 9. Kayseri érnekleri ile GenBank drneklerinin filogenetik analiz dendogrami
Q626508Plumpoxvirus 0

Li1z751.1 0
EvectorPPV-Dsequence 0,00154
genome 0,00218
PRY-D_Od4 0,00135
OCdnlZ 0,0028
458-922 0,00692
PEMM1 0.00Z296
PEMMZ 0,002
Fantazia 0.00228
Vulcan 0.00083
EvectorPPVYGEFPsequence 0,00395
S21731FPY 0.00244
DFZpartialeds 0,0121%
BIII-Z 0.013&4
Valjevka 0,00862
Jdc 0.01244
of 0,00954
RecBOR-2 0,00131
BOR-3 0,00241
BULG 0.0025
ElArmar 0,10745
UkR44189 0.00089
LW-145kt 0,00503
Lw 0O,02644
Wi3l74 0.02312
Bvigl 000061
Bvi0l 000187
YO9851, 2PPW 0.00%05
PPWRPOLPROMSKGS 0.00204
Marcus_GRO0D1S 0.01926
MPS 000623
Ap39partialeds 0.01011
33 0,00364
70 0.,002568
48 0,00128
49 0,00367
i0 0,00121
Pl4Spartialeds O
5 0.00857
AbTkeds 0,01593
Fl2Spartialeds 0.00141
F0,00241
62 0,002535
Z4 0
47 0.00611
32 0,00123
u}
o]
o]

iy

£3 0,00125
64 0.0048%
40 0,00363
5 0.00124
14 0.00248
&6 0.00371
26 0,0061%
£5 0.0012
&7 0

9 0,00372
18 0.00124
21 0.00124

1 1 J‘HJWF?-VHI*I r%ﬁﬁgﬁ

27



Liste 1. 23 6rnegin fasta formatinda PPV dizisi.

>5
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAGGCCCTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGCCA
ATACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTAT
TCTGCAAAGCTATCGGAATTTCTACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTG
CTTTCGATAGGAGCCACATGCAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGA
AAAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTG
AATATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAA
GTAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGA
GTGATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAAGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGA
CGACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAATTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAGAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>7
TGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATACC
AAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAATA
CAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATTCT
GCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGCTT
TCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGACAAGAAAA
GATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGAAT
ATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAGAGTA
AAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGTG
ATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGACG
ACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>8
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATTATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGA
ATATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGGGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAG
TAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>9
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGAAGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACCCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTG
CTTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGA
AAAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTG
AATATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAA
GTAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGA
GTGATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGG
ACGACATTGAAGACATGATGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>10
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCCTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGCAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGA
ATATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGATTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAG
TAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>14
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGAATGAATTTCTTGAA
TATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGGGATGGGCAAGTTGTGGTGCATCAAAGT
AAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>18
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
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AAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGA
ATATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAG
TAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTTGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>21
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAATTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGA
ATATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAG
TAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>24
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGCACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGA
ATATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAG
TAAAAGAGACTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAG
TGATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGTGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>26
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGATTGCAAGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGAA
TATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTACATCAAAGT
AAAAGAGATTCACAAGCTAATTTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTTAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGACTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>33
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAGTTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGATATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGA
ATATGTGCAAGGTGAAAATCCCGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATTGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAG
TAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAGCGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAG
TGATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>32
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATCTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGCACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGA
ATATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAG
TAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGTGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>40
TGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCTCAGCGGTGGCGAAAACATATACC
AAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAATA
CAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATTCT
GCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGCTT
TCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAAAA
GATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGCACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCAGATGAATTTCTTGAAT
ATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAGTA
AAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGTG
ATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGTGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGACGA
CATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>47
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCATCGGTGGCGAAAACATATAC
CAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAAT
ACAAACGCCTGAAAGATGTAGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATTC
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TGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGATATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGCT
TTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAAA
AGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGCACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGAA
TATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAGT
AAAAGAGACTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGTGTCATGGGGAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>48
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGACGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAAATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGA
ATATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATTGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAG
TAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>49
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGATGGCGAAAACATATAC
CAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAAT
ACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATTC
TGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAAATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGCT
TTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAAA
AGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGAA
TATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGAATTGATTGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAGT
AAGAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>62
TGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATTTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATACC
AAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAATA
CAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATTCT
GCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGCTT
TCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAAAA
GATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGAAT
ATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAGTA
AAAGAGATTCACAAGTTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGTG
ATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGACG
ACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>63
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGCACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGA
ATATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAG
TAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGTGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAGGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>64
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATTATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCGGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGACTGCAGGTTTTGCACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGA
ATATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAG
TAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAGATCCTCAATAAGCTTAAGGGTGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>65
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAACCTTTTATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGA
ATATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAG
TAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>66
TGGAGCAAGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATAC
CAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAAT
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ACAAACGCCTGAAAGACATGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTTGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATTC
TGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGCT
TTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAAA
AGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGAA
TATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAGT
AAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>67
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTTATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGA
ATATGTGCAAGGTGAAAACCCTGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATCGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAG
TAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAACGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAGT
GATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATCGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

>70
TGGAGCAGGCTTGGAGAGAATTAAGTTGGTCGGAAAGATTCTCTGCAATCTTGGAATCGCAGCGGTGGCGAAAACATATA
CCAAAGCCTTTCATCCCGAAAGACGCAGCAGATTTAGGAGGCAGGTACGACATCTCCGTTCGGTCATTACTTGGCAGTCAA
TACAAACGCCTGAAAGACGTGGTTCGGCGGAAAAGAGACGACGTCGTTTGTTACACACACCAGTCGATGGGGAAGCTATT
CTGCAAAGCTATCGGAATTTCCACAAGTTTTCTTCCAAGCACTCTGAAGATGTTTGACATGCTCATCATATTTGGTCTCTTGC
TTTCAATAGGAGCCACATGTAATTCAATGATTAATGAACACAAACATTTAAAGCAAGTTGCTGCTGATCGTGAAGATAAGAA
AAGATTCAAGAGATTGCAGGTTTTGTACACGAGACTATCAGAAAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTGGA
ATATGTGCAAGGTGAAAACCCCGATCTATTGAAACATGCAGAGGACTTGATTGGAGATGGGCAAGTTGTTGTGCATCAAAG
TAAAAGAGATTCACAAGCTAATCTGGAGCGAGTCGTAGCATTTGTAGCCCTTGTTATGATGCTTTTTGACTCGGAGCGGAG
TGATGGTGTTTACAAAATCCTCAATAAGCTTAAGGGCGTCATGGGAAGTATTGATCAGACTGTTCACCATCAAAGTTTGGAC
GACATTGAAGACATGTTGGACGAAAAGAAGTTGACAGTCGATTTTGTCTTGCAAAGTAATGAAGTTGCACCAACTG

4.2. Farkl kayisi gesitlerinde (Hacihaliloglu, Kabaasi, Sekerpare, iribitirgen, ve Igdir
kayisisi) surgiin kiiltiirii ve rejenerasyon ¢alismalari

Farkli kayisi gesit ve tiplerinde adventif stirglin olusturma calismalari yapiimistir. Birinci yil sadece Hacihaliloglu
gozleri kultire alinmig, basarili sonu¢ alinmadidi igin ikinci yil ise Hacihaliloglu g¢esidine ilaveten Kabaasi,
Sekerpare, Iribitirgen, ve I§dir kayisi gesit ve tipleri calisilmistir. 2012- 2013 Mayis -Eyliil siiresince ayda bir kez
surginler alinmistir. Her denemede iki litre ortam 26 biyime kabinda (kavanoz veya magenta kutusu)
katilastirilmig, her blyime kabina 5 surgin ekilmistir. Toplamda: Hacihalilodlu ¢esidinde 260 biuyume kabinda
1300 stirgiin denemede kullaniimistir. Diger cgesit ve tiplerin her biri igin 130 blylime kabinda 650 sirgin
kullaniimistir. Tablo 5’de degerler goruldugu tzere sirgln surgin olusumunda sorun yasanmamistir.

Tablo 5. Kayisi gesitlerinde kiltire alinan tomurculardan suren sirgln sayisi

Siiren slirgiin sayisi
Cesitler Mayis Haziran Temmuz Agustos Eylil
Hacihaliloglu 22 40 15 17 18
1. Yi)
Hacihaliloglu 39 70 35 20 30
(2. Yil)
Kabaasi 22 34 33 15 14
Sekerpare 40 45 22 25 12
iribitirgen 33 72 35 22 15
Igdir 58 40 27 30 24

Gozlerden slren taze surgunlerin yapraklari rejenerasyon igin kullaniimistir. Rejenerasyon ortami makro ve
mikro besin elementleri, vitamin ve organik maddeleri slrgin gelistirme ortami ile ayni tutulmustur. BiyUmeyi
dizenleyici olarak 9 yM TDZ ve 4 yM NAA kullanilimistir. Her ¢esit icin 100 petri kabinda olmak Gizere 500 yaprak
pargasi rejenerasyon ortamina alinmistir. Karanlikta ve 16 saat aydinlikta (45-50 JE m-2 s—1), 24 °C’de yaprak
seritleri kallus ve adventif slrgln olusumu icin killtire alinmistir. Yapraklarin tamaminda kallus olugmustur.
Olusan kalluslar her Ug¢ haftada bir 5 ay boyunca alt kiltire alinmisgtir. Kalluslar sulu ve oldukga canli
gorulmelerine ragmen (Resim 3) adventif stirglin gelismemistir.
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Resim 2. Kayisi surgiin calismasindan resimler

L
6.Suren gozler

7.Suren gozler
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Resim 3. Petri kaplarinda kayisi kallus dokulari

4.3. Nicotiana Benthamina gosterge bitkisinde rejenerasyon ve transformasyon ¢aligmalari

Nicotiana Benthamina virls ¢alismalarinda gdsterge olaran kullanilan otsu bitkilerden biridir. Kayisida adventif
rejenerasyon calismasindan sonu¢ alinmamis bu nedenle Nicotiana Benthamina calisiimistir (Resim 4).
Calismada NB tohumlar siterilize edilmis, MS ortaminda ¢imlendiriimis ve olusan bitkilerin yapraklari
Agrobacterium ile inokdle edilmis, rejenerasyon ortaminda trnasformant adventif stirgtinler elde edilmistir.

Tablo 6. Transformant Nicotiana benthamiana sayisi

Fragmanar Transformant
siirglin sayisi

F1 3

F2 5

F3 2

F4 4

F5 4

Resim 4. Nicotiana benthamiana bitkilerinde rejenerasyon ve transformasyon c¢alismalari

7 - . . - . ——

a) Rejenerasyon ortaminda N. b) Rejenerasyon ortaminda biyiyen
Bentahimiana yapraklari ve ilk surgun
surgunler

c) Dis kosullara alistiriimak Gzere torf ortaminda yetistirilen N.Benthamiana bitkileri
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4.4, Vektor konstriiksiiyonu, rekombinant vektérlerin Agrobakterium Tumafacience
hiicrelerine aktarilmasi ve Nicotiana Benthamiana bitkilerine transferi

Plum pox virisinin RNA gen susturmadaki rolini belirlemek Gzere PPV T irkinin bes bélgesi igin konstriktler
gelistiriimistir. Bes bodlge (Tablo 7) PCR ile gogaltiimis, attB1 ve attB2 oligonukleotidleri eklenmis, gateway
sistemine uygun hairpin konstriktler olusturmak lzere kullaniimistir. attB1 ve attB2 eklenen pargalar ilk olarak
pDONR221 vektoriine transfer edilmistir.

Tablo 7. Bes adet vektor konstriktiinde kullanilan PPV fragman primerleri
Fragman Isim Dizi
F1 Forward (UTR/P1) 5GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC
AAATATAAAAACTCAACACAACATTCA 3’
Reverse (UTR/P1) 5GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GT
CGCTTACGCCCTATGATCTC 3~
F2 Forward (P1/HCPro) 5GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC
TAGTCGGTCACTACACGACGA3’
Reverse (P1/HCPro) 5GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GT
TCATTGATCTTGTTGAGATGG3’
F3 Forward (HCPro) 5GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC
TGATGAGCGCACAAGACTACAS
Reverse (HCPro) 5GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GT
AACCTGCCTTTGCTATGAACA3’
F4 Forward (HCPro/P3) 5GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC
TTCACAAAGACAGTGCGTGAS3’
Reverse (HCPro/P3) 5GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GT
AACTGCTGCATGTTCGTCAA3”
F5 Forward (CP) 5GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC
GCTGATGAAAAGGAGGACGAS’
Reverse (CP) 5GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GT
CTCCCCTCACACCGAGGA3”’

PPV fragmanlar pDONR221 vektori igine aktariimig daha sonra One Shot 10 Chemically Compotent E. coli kiti
kullanilarak, pDONR221 vektodri, E. coli icine transfer edilmis ve 50 pg/ml kanamisin iceren ortamda
buyutilmustir (Resim 5). Fragmani tasiyan vektorler prifikasyondan sonra koloni PCR'iI ile ¢ogaltiimis,
fragmanlari vektdr iginde oldugu kesinlestiriimistir (Resim 6).

Resim 5. pDONR221 vektiiriini tasiyan E. coli kolonileri
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Resim 6. pDONR221 vektoriine fragmanlarin (F1, F2, F3, F4 ve F5 igin) basar ile aktarldigini gésteren koloni
PCR resimleri

F1

f et et ol e el el Deed D) F3

F4

E5
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Pozitif pPDONR221 vektorleri purifiye edilmis ve LR reaksiyonunda kullaniimistir. 100 mg/lI Spectinomycin (Spec)
iceren LB ortaminda buylyen pozitif kloniler (Resim 7), koloni PCR’ile amplifiye edilerek reaksiyonun
basarisi, transgen bdlgelerin pHELLSGATE12 vektorine aktarildigi ispatlanmistir (Resim 8).

Resim 7. pHELLSGATEZ12 vekturini tasiyan E. coli kolonileri
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Resim 8. pHELLSGATE12 vektériune fragmanlarin (F1, F2, F3, F4 ve F5 igin) basari ile aktarildigini
gOsteren koloniPCR resimleri

4.5. Gen transferi galismasindaki basarinin PPV inokiilasyonlar ile tespit edilmesi

inokiilasyon galismalan

Nikotiana Bentamiana bitkilerinde adventif rejenerasyon basar ile gergeklestiriimistir. PPV T genomundan
cogaltilan 5 parca, genetik rekombinasyon yontemleri ile manupule edilerek, Gateway teknolojisininin
kullanimina uygun 5 vektor konstriktu olusturulmustur. Bu konstriiktler EHA105 Agrobakterium Tumafacience
hicrelerine transfer edilip Nicotiana benthamiana  bitkilerine 5 parga ayn olarak aktariimigtir. 18 adet
transformant bitki elde edilmis, transformant bitki PPV-T ile inoklle edilip semptom olusumu goézlenmigtir.
Transformant bitkilerin hi¢ birinde virls belirtisi goriilmezken, kontrol bitkilerinde yodun semtomplar tespit
edilmistir. PPV genomundan alinan 5 par¢aninda gen susturmada etkili oldugu sonucuna varilmistir.
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Resim 9. Nicotiana benthamiana bitkilerinin PPV-T ile inokilasyonu
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Resim 11. Semptom gosteren kontrol Nicotiana benthamiana bitkiler

Serolojik ve Molekiiler testler

inokiilasyondan 21 giin sonra (i¢ hafta boyunca haftada bir kez DASI-ELIZA testi yapilmig, 5B-IVIA antiserumuna
reaksiyon seviyesi Olgtlmustir. DASI-ELIZA’da tim Ornekler negatif cikmistir.

Fragmanlarin Nicotiana bentamiana genomuna entegrasyonu, PCR calismalari ile tespit edilmistir. Bes fragman
icin geligtirilen lokus spesifik primerler kullanilarak transfromant bitki DNA’lar ¢ogaltiimistir (Resim 11). Resim
11’de banti gorilmeyen T2 fragmani icin PCR birkag kez tekrar edilmis ve amplifikasyon gerkeglesmis, T2
fragmaninin da bitkilere entegre oldugu gorilmusgtir.

Resim 11. Semptom gdsteren kontrol Nicotiana benthamiana bitkilerinde virlis fragmanlari.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kayseri il merkezinde birgok enfeksiyonlu agag tespit edilmis ve bunlardan 51 adetinde PPV varsogi testler ile de
netlestiriimistir. Kayseri il merkezinde bulasikhdin yiksek seviyede oldugu gérilmektedir. Pozitif drneklerin 39
adeti PPV-M spesifik antiserum ile reaksiyona girerken 30 adeti ayni zamanda PPV-D sipesifik antiserum ile
reaksiyona girmistir. 51 adet pozitif 6rnek M irkina sipesifik primerlerle cogaltiimistir. Tek bir izolatin M ve D
antiserumu ile reaksiyona girmesi PPV karakterizasyon calismalarinda gérilen bir olgudur. Candresse ve ark
(1998) Tirkiye'de alinan Ab-Tk izolatinin hem M hemde D antiserumlari ile reaksiyon gdsterdigini belirtmistir.
Glasa ve Candresse (2005) bu izolatin virs genomunun 1566. bazi civarinda HC-Pro geninde bir
rekombinasyon oldugunu rapor etmislerdir. Ulubas Serge ve ark. (2009) daha sonra Ab-Tk izolatininin tim
sekans analizini yaparak bu izolatin rekombinasyonunu kesinlestirmis ve bu izolati yeni bir irk (PPV-Turkey)
olarak dnermislerdir. Ayni zamanda Ankara’dan toplanan hem D hem de M ile reaksiyon gosteren izolatlari analiz
ettiklerinde bu izolatlardan bazilarinin Ab-Tk ile ¢cok yakin nukleotid dizi benzerligigdsterdiklerini rapor etmislerdir.
Bu c¢alismada belirlenen M ve D ile reaksiyon goésteren 33 izolatin PPV-T olma ihtimali yiksek goérilmus,
kesinlestirmek icin dizileme yapilmistir. Yirmitg 6rnegin 807 baz uzunlugunda P3-6K1 bdlgesi dizilenmigstir.
Ayrica GenBankta kayitli olan PPV genomlari indirilmis ve bunlarin 807 P3-6K1 bdlgesi cikariimistir. Bu
calismada elde edilen diziler ve GenBank’a kayith diziler birlikte analiz edilmistir. Filogenetik analiz Kayseri
orneklerinin PPV-T irki oldugunu géstermistir. Elde edilen T izolati vektor konstriiktl galismalarinda viriis kaynagi
olarak kullaniimistir.

Calismada PPV T grubunun P1, HC-Pro ve kilif protein geni (CP) i¢cin Gateaway yaklasimi kullanilarak 5 adet
vektor gelistiriimis, Nicotiana benthamiana bitkilerine aktariimig ve viris pargalarinin bitkilere dayanikhlik
kazandirdigi, inokulasyon caligmalari ile ispatlanmistir.  Kilif proteyini birgok virus sesizlestirme ¢alismasinda
kullanilmis ve dayanikli bitki gelistirmede kilif proteyinin dnemli oldugu belirlenmistir (Dominguez ve ark. 2002;
Fagoaga ve ark. 2006; Hilly ve ark 2007). P1 ve HC-Pro genlerinin segilmesinde ise su noktalar géz 6niinde
bulundurulmustur;

1) P1 ve HC-Pro, PPVD ve PPVM alt gruplari arasinda en fazla korunmus gen bdélgelerdir (Palkovics ve
ark. 1993, Glasa ve ark. 2004, Nicola-Negri ve ark. 2005, Salvador ve ark. 2006).

2) P1ve HC-Pro RNA gen sessizlestirme mekanizmasinda etkindirler (Pruss ve ark. 1997; Kasschau ve
Carrington, 1998; Nicola-Negri ve ark. 2005, Salvador ve ark. 2006).

3) P1ve HC-Pro PPV genomunun ilk iki agik okuma gercevesi (ORF) uriiniidir ve C uglarinin kontroliinde
kendilerini aktive ederler (Lopez-Moya ve ark. 2000, Nicola-Negri ve ark. 2005, Salvador ve ark. 2006).

4) P1 hem genom amplifikasyonunu artirmada hemde HC-Pro RNA susturma slipresorl olarak trans
formunda haraket eder (Urcuqui-Inchima ve ark. 2001, Nicola-Negri ve ark. 2005, Salvador ve ark.
2006).

Transfer edilen 5 pargcanin PPV genomu Uzerindeki yerleri ve uzunluklari ve genom Uzerindeki pozisyonlari Sekil
10'da sematize edilmistir. Gateaway teknolojisinde aktarilacak transgenin optimum uzunlugu 600 baz
civarindadir (Helliwell ve ark. 2003). Bu nedenle P1 ve HC-Pro genlerini iceren yaklasik 2600 bazlik bdlge 4
parca halinde transfer edilmistir. Nicola-Negri ve ark. (2005) yaptiklari calismada P1 ve HCPro genleri igin 4
parca belirlemiglerdir. Sonug¢ projesi sunulan bu ¢alismada da Nicola-Negri ve ark. (2005) tarafindan belirlenen
uzunluklardaki pargaciklar transfer edilmistir. Kiif proteini 1kb uzunlugunda olmasina ragmen daha o6nceki
calismalarda yapilageldigi lzere (Scorza ve ark. 1994; Ravelonandro ve ark. 1997; Hilly ve ark. 2007) kihf
proteyin geni tam bir parga olarak aktariimistir. Calisma sonunda benzeri galismalarda rapor edildigi gibi (Negri
ve ark. 2005; Ravelonandro ve ark. 1997; Hilly ve ark 2007) tim fragmanlar dayanikh hatlarin olusmasinda etkili
oldugunu goéstermistir.

Sekil 10. Transfer edilen 5 parganin PPV genomu (zerindeki yerleri ve uzunluklari ve genom U(zerindeki
pozisyonlari

&— pPi| HcPo| P3 | \ [ cp |-poiia
— P 1729 nt — P 8765-9765 nt
— P1/HCPro 736-1480 nt
= HCPro 1505-2129 nt
= HCPro/P3 2160-2689 nt

Kayisida proje basvuru metninde planlandidinin aksine rejenerasyon saglanamamigtir. Kayisida adventif
rejenerasyon ¢alismalari Escalettes ve Doasba (1993) tarafindan baslatiimistir. Arastirmacilar thidiazuron (TDZ)
ve Napthaleneacetic Acid (NAA) karisiminin rejenerasyon igin optimum oldugunu belirtmiglerdir. Perez-Tornero
ve ark. (2000) kayisida rejenerasyon ¢alismis ‘Helena’ kayisi gesidinde yapraktan bitki rejenerasyonunda TDZ ve
Benzyladenine (BA) kombinasyonunun iyi sonu¢ verdigini, NAA buyume duzenleyicinin ise fenolik bilesik
salinimini azalttigini rapor etmistir. ‘Bebeco’ gesidinde yapilan bir caismada BA ve Indol Asetik Asit (IAA)
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kombinasyonu kullanilarak, yaprak disklerinden en yiksek rejenerasyon orani elde edilmistir (Koubouris ve
Vasilakakis, 2006). Calismamizda literatirde belirtildigi bigi TDZ ve NAA kombinasyonu kullaniimig maalesef 5
¢esidin (Hacihaliloglu, Kabaasi, Sekerpare, Iribitirgen, ve 13dir kayisisi) kallus dokularindan adventif suirgiin
gelismemisgtir.

Sonug¢ raporu sunulan bu projede RNA interferans mekanizmasinin aktifletirimesi ile Sarka hastaligina
dayanikliligin olusturulmasi amaglanmistir. Bu tir calismalar literatiirlde gen sessizlestirme veya gen susturma
(Gene Silencing) basligi altinda yer almaktadir. Gen sessizlestirme virlslere ve isgalci nikleik asitlere karsi
bitkilerin ve diger organizmalarin asadi gen regllasyonu (down regulasyon) ile gergeklestirdikleri molekuler
savunma mekanizmasi olup, sayisiz orijinal ¢alisma ve derleme makale ile agiklanmistir (Fire ve ark. 1998;
Voinnet ve ark. 2000; Waterhouse ve ark. 2001; Hannon, 2002; Wassenegger, 2002, Pattanayak ve ark. 2005;
Poethig ve ark. 2006; ; Warkocki ve Figlerowicz, 2006; Souza ve ark. 2007; Chen, 2009; Lele, 2009, Maas,
2010; Beisel ve Paro, 2011; Djuranovic ve ark. 2011; Huntzinger ve lzaurralde, 2011). Dért gen sessizlestirme
mekanizmasi bilinmektedir. Bu mekanizmalar; a) transkripsiyon sonrasi gen sessizlestirme (posttranscriptional
gene silencing- PTGS) veya RNA interferans (RNA interference- RNAI) b) transkripsiyon gen sessizlestirme
(transcriptional gene silencing) c) mikroRNA sessizlestirme (microRNA silencing) ve d) virls tetikli gen
sessizlestirme (virus induced gene silencing)'dir. Dért molekiler mekanizmanin hepside hicre dizeyinde gen
farkhlagsmasinda ve gen regulasyonunda virlis ve transpozonlara kargi korumada 6nemli rol oynar (Bartel, 2000;
Vaucheret ve ark. 2001; Burch-Smith ve ark. 2004; Pattanayak ve ark. 2005; Poethig ve ark. 2006; Warkocki ve
Figlerowicz, 2006; Chen, 2009; Lele, 2009, Maas, 2010; Beisel ve Paro, 2011; Djuranovic ve ark. 2011;
Huntzinger ve lzaurralde, 2011). Bu calismada hedeflendigi gibi Nicotiana benthamiana bitkisinde gen susturma
basariimistir.

VirGs kilif protein genleri virtslere kargi RNAi mekanizmasini aktiflestirmede sik¢a kullaniimigtir. Citrus tristeza
viris (CTV) kilif proteini (CP) virise dayaniksiz turuncgillere aktarilarak bitkilere dayaniklilik kazandiriimistir
(Dominguez ve ark. 2000; Dominguez ve ark. 2002; Fagoaga ve ark. 2006). Son 10 yilda yapilan RNAi
mekanizmasiyla gen susturma calismalarinda, sonu¢ raporu sunulan bu projede de gerceklestirildidi gibi,
transfer edilecek gen aksi ydne yerlestirilen bir komplementeri ve aralarina yerlestirilen bir intron ve
transkripsiyonu saglayacak promotér ve terminatdr bdlge icerecek sekilde tasarlanmaktadir. Boylelikle
transkripsiyon esnasinda gen ve genin komplementeri birlikte transkript edilmekte, iki komplementer
transkripsiyon sonrasi birleserek hairpin yapida cift iplikli RNA olusmaktadir.

Bu galismaya oldukga benzeyen bir calisma Papaya meyvesinde yapilmistir. Papaya Ring Spot Viris'i (PRSV),
Sarka virlisli gibi Potyviridae familyasinin Potrivirus cinsinin altinda yer almaktadir. PRSV doksanlarin basinda
Havayi'de yayilmig, papaya endisdistirisini tehtit etmis, ama viris kilifinin bitkilere transferi ile saglanan dayanikli
genotipin kullanimi ile birlikte bdlgede uretim yukselise ge¢cmistir (Gonsalve ark.1998, 2004). PRSV’ye dayanikli
cesit gelistirme ile bitiriimis olna bu proje ile bire bir ortisen benzerlikler sdyledir; virls istikrarli bir sekilde
yayllmaktadir, ¢linkii PRSV, aynen S$arka virisinde oldugu gibi, afitler araciigiyla ‘non-persistent’ olarak
yayllmaktadir. Diger bir ifadeyle afit enfekte bir bitkiden beslenir beslenmez, birka¢ saniye iginde virlis afite
transfer olur. Bu durum bdcek kontroli veya hastalikh bitkilerin yok edilmesiyle hastaligi kontrolini imkansiz
kilmaktadir. ikinci olarak, PRSV’ye dayanikli dogdal cesit veya genotip ¢ok sinirli sayida mevcuttur. Havayi'de
degil ama payanin yaygin olarak yetistirildigi Filipin’de PRSV’ye dayanikh ‘Sinta’ hibridi piyasaya surilmus, ama
ne yazik ki dayanimi iki yil gibi gok kisa bir siirede viriis tarafindan kinlmistir. Uglincli olarak, gapraz-koruma
(bitkilerin goérece zayif irklarla bulastirilarak, dayanimin arttinimasi) Havayi, Tayland ve Tayvan’da denenmis
hastaligin yayllmasini engelleyecek bir basari saglanamamistir. Dérdlincl olarak, karantina &énlemleri ve
hastalikli bitkilerin gorildigiu anda sokulip yakilmasi uygulanmis ama bu dnlemlere ragmen Sarka’nin dinyada
yayiligi gibi PRSV’'de de artmistir. Sonug olarak Havayi'li arastiricilar PRSV genomunda kilif proteinin kodlayan
geni kullanarak PRSV’ye dayanikli papaya gelistirme yoluna girmislerdir. Kilif protein geni bitki icerisinde RNAI
mekanizmasini harekete gegirerek bitkinin virlise karsi korunmasini saglamistir. Havayi’deki papayi tretiminin %
95'ni saglayan Puma bodlgesinde doksanlarin basinda endistri hastalik nedeniyle kirize girmis ayni yillarda
transgenik papaya calismalari baslamig, ve iki hat (‘SunUp’ ve ‘Rainbow’) 1998'de piyasaya surilmuistar.
Dayanikh transgenik hatlarin piyasaya surilmesiyle beraber U¢ yilda toplam uretimdeki orani % 65'de dusen
uretim Puma’da 2002 yilinda tekrar ylkselmis ve % 88’e c¢ikmistir (Fitch ve ark. 1992; Swain ve ark. 2001;
Gonsalves, 1998, 2001; Gonsalve ark.1998, 2004)

Sonug itibariyle PPV genomunun 5 bdlgesi Nicotiana benthamiana bitkisine aktarilarak Sarka hastaligina
dayanikliik kazandirma calisiimistir. Once virlis kaynaklari toplanarak test edilmis ve Kayseri ilinde PPV-T
irkinin yaygin oldugu belirlenmistir. Kayseri izolatlarinin nikleotid dizisi GenBank’ta kayith genomlar ile analiz
edilmisg, filogenetik iligki belirlenmistir. TPPV-T’nin 5 pargasi PCR ile ¢ogaltilmig, PPV T genomundan cogaltilan 5
parca rekombinasyon ydntemleri ile manupule edilerek Gateway teknolojisine uygun 5 vektdr konstrikti
olusturulmustur. Kayisi rejenerasyonu c¢alismasinda adventif rejenerasyon elde edilememis, Nicotiana
benthamiana bitkisi c¢alisilmistir. Nikotiana Bentamiana bitkilerinde adventif rejenerasyon basar ile
gercgeklestiriimistir. Bes konstriikt Agrobakterium Tumafacience transfer edilip Nicotiana benthamiana bitkilerine
transfer edilmistir. 18 adet transformant bitki elde edilmis, 10 transformant bitki basari ile buyitilmis ve PPV-T
ile inokille edilip belirti olusumu gézlenmistir. Transformant bitkilerin hi¢ birinde virlis belirtisi gézlenmezken,
kontrol bitkilerinde yogun semtomp tespit edilmistir. PPV genomundan alinan 5 parganinda gen susturmada etkili
oldugu sonucuna varilmigtir.
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