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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Yabani Seker Pancari Tiirlerinde Rhizomania’ya Dayanikli Genotiplerin Belirlenmesi

Filiz MUTAF
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danigman: Prof. Dr. Ali Ergiil

Rhizomania hastalig1 seker veriminde %80’lere kadar diisiise neden olmakta ve pancar
ekim alanlarimizin tamamina yakininin Rhizomania ile bulasik oldugu kabul edilmektedir.
Hastaliga yol acan Seker Pancari Nekrotik Sar1 Damar Virlisi = BNYVV’ye karsi
kimyasal miicadele yontemleri etkisiz olup, iilkemizin biitlin pancar ekim alanlarinda
dayanikli c¢esitlerin kullanilmasi kag¢milmazdir. Seker pancarinin yabani tiirleri, bazi
morfolojik karakterler ile stres faktorlerine, hastalik ve zararlilara dayaniklilik gibi genetik
ozellikleri agisindan 6nemli bir gen kaynagidir. Yabani pancar populasyonlarinda, Real
Time PCR ile viriis genlerinin ifade analizleri, Rhizomania’ya dayanikli genotiplerin

ortaya ¢ikarilmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Bu tez calismasinda; BNYVV viriisiine ait gen bolgelerinin ifade analizleri, Beta ve
Corollinae seksiyonuna ait yabani pancar genotiplerinde, virlis genlerinin bitki
genomundaki bulunma oranim1 ¢ok hassas olarak tanimlayabilen ve virlis gen ifade
analizlerine olanak saglayan TagMan Real Time PCR ile ger¢eklestirilmistir. B. maritima,
B. adanensis, B. trigyna, B. lomatogona, B. corolliflora, B. intermedia ve B. macrorhiza'
ya ait genotipler arasinda BNYVV RNA1, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri agisindan
diistik ifade farkliliklar1 ile BNYVV' ye kars1 yiiksek tolerans gosterdikleri belirlenmistir.
Seksiyonlar agisindan farkliliklarin diisiik olmasinin yani sira; genotipler agisindan tolerans

farkliliklarinin olabilecegi belirlenmistir.

2015, 85 sayfa
Anahtar kelimeler: Beta, BNYVYV, Corollinae, Rhizomania, TagMan Real Time PCR.
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

Identification of Rhizomania Resistant Genotypes in Wild Beet Species

Filiz Mutaf
Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. Ali Ergiil

Rhizomania is a disease of sugar beet caused by Beet Necrotic Yellow Vein Virus
(BNYVV) and it can reduce sugar yield up to 80% in sugar beet. In Turkey, it has been
estimated that almost all sugar beet cultivation areas have been infected with Rhizomania.
Due to the fact that there is no chemical treatment existing against disease-causing
BNYVYV, cultivation of disease-resistant sugar beet types is inevitable in Turkey’s infested
cultivation areas. Wild types of sugar beet are very valuable gene sources and have some
morphological characteristics which make them resistant to diseases, pests, and stress
factors. In the wild sugar beet population, investigation of the virus gene expression
analysis via TagMan Real Time PCR method in order to screen disease-resistant plant gene

regions will be important for obtaining disease-resistant genotypes.

In this thesis, TagMan Real Time PCR analysis was performed for Beta and Corollinae
section of the wild sugar beet. This method is able to detect abundance of virus genes in
plant genomes very sensitively and enables us to perform gene expression analysis. It was
observed that there were small expression differences in RNA1, RNA2, RNA3 and RNA4
regions of the BNYVV amongst genotypes of B. maritima, B. adanensis, B. trigyna, B.
lomatogona, B. corolliflora, B. intermedia and B. macrorhiza. It was also shown that these
genotypes are tolerated to BNYVV. In addition to low differences between Beta and
Corollinae sections, it was observed that there might be differences between tolerances of

genotypes.

2015, 85 pages
Key Words: Beta, BNYVV, Corollinae, Rhizomania, TagMan Real Time PCR
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1.GIRIS

Insan beslenmesinde dnemli bir yere sahip olan seker, diinyada en ¢ok seker kamisi ve
seker pancarindan tretilmektedir. Tiirkiye; AB, ABD ve Rusya’dan sonra diinyanin 4iincii;
AB ve Rusya’dan sonra ise Avrupa’nin 3iincii bilylik pancar sekeri iireticisi konumundadir.
Ulkemizde yetistirilen endiistri bitkileri igerisinde seker pancari (Beta vulgaris var.
saccharifera L.) onemli bir yere sahiptir. 2013/2014 yili sektdr raporu verilerine gore
iilkemizde toplam tarim alani igerisinde yillik seker pancari ekim alani1 290.900 hektar,
iiretim miktar1 ise 16489 bin tondur (1). Tiirkiye’de seker pancari tarimi, Akdeniz ve

Gilineydogu Anadolu Bolgeleri disindaki bes bolgede yapilmaktadir.

Seker pancar iiretim alanlarinda goriilen hastaliklardan viriis ve benzeri etmenlerin neden
oldugu kayiplar ciddi boyutlara ulasarak iiretimi tehdit etmektedir (2). Seker pancari
iiretiminde ekonomik diizeyde {irlin kaybina neden olabilen en 6nemli viriislerden biri
BNYVV (Beet necrotic yellow vein virus=Seker Pancar1 Nekrotik Sar1 Damar Viriisii)
olup, koklerde asir1 kilcal kok olusumundan dolay1 hastaliga kok azmanlig1 anlamina gelen
Rhizomania’ adi1 verilmistir (3). Ulkemizde seker pancari tarrminin yapildigi alanlarmin
tamamina yakini Rhizomania hastaligi ile bulagiktir. Hastalik tarimsal uygulamalarla
(sulama suyu, toprak ve toprak isleme aletleri vb) ¢ok kolay yayildigindan, diinyada seker

pancar1 liretiminin yapildigi tim alanlarda da topraklar Rhizomania ile bulagik durumdadir.

BNYVV viriisii, ilk olarak Bahattin Keskin tarafindan teshis edilen toprak mantari
Polymyxa betae Keskin araciligiyla seker pancari koklerine bulagmaktadir. Viriis
semptomlar1 6zellikle koklerde goriilmekte, bitkilerde kilcal koklerin asirt cogalmasi ile
ana kok etrafinda sakal goriinimii olusmakta, kdk ucunun bogulmasi nedeniyle kokler
sarap kadehi seklini almakta ve kok kesitlerinde nekrotik halkalar goriilmektedir. Hastalik,
seker veriminde %80’lere kadar diisiise ve diisiik isleme kalitesi gibi istenmeyen sonuglara
neden olmaktadir. Hastaliga yol agan BNYVV’ye kars1 kimyasal miicadele yontemleri ise
etkisiz olup, ililkemizin biitiin pancar ekim alanlarinda dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi
kaginilmazdir. Ulkemizin en ekonomik bitkilerinden birisi olan seker pancarinda;
Rhizomania dahil abiotik/biotik kosullara dayanikli milli “seker pancar1 hat ve cesitleri”

bulunmamaktadir.



Seker pancarmin yabani tiirleri, bazt morfolojik karakterler ile stres faktorleri, hastalik ve
zararlilara dayaniklilik gibi genetik ozellikleri acisindan 6nemli bir gen kaynagidir.
Dolayistyla ulusal pancar gen kaynaklarimizin 1slah ve genetik materyal olarak
Rhizomania’ya dayanikliliklarinin degerlendirilmesi ve iistiin genotiplerin belirlenmesi

bliylik 6nem tagimaktadir.

Seker pancari ile ilgili yapilan ¢caligmalar daha ¢ok nematoda, kurakliliga kars1 dayaniklilik
ve sitoplazmik erkek kisir hatlarin gelistirilmesi ile iligkili olup ayrica BNYVV viriisiiniin
tiplerine ve cografik dagilimina yonelik degisik boyutlu konvansiyonel tan1 (ELISA, RT-
PCR) arastirmalar1 da yiiriitiilmektedir. Yabani pancar gen kaynaklarimizin Rhizomania’

ya dayanikli genotiplerin se¢imi agisindan taranmadig1 goriilmektedir.

Bu tez calismasinda, mevcut molekiiler veriler 1s18inda virlis bulastirilmis yabani
populasyonda virlis RNA parcalarina spesifik gelistirilen problar kullanilarak Real Time
PCR ile virlis genlerinin ifade analizleri ile tolerant (virlisiin az bulastigi) genotiplerin
secilmesine yonelik On bulgular saglanmistir. Bu bulgular yabani pancar tolerans
diizeylerinin belirlenmesi ve gelecege yonelik arastirmalarda yabani pancar dayaniklilik

gen havuzunun olusturulmasi agisindan 6neme sahiptir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Seker Pancar Sistematigi ve Yabani Pancarlar

Pancarlar, botanikte Kazayagigiller (Chenopodiaceae) ailesinin Beta L. veya Beta

Tournef. (L.) cinsi bitki tiir ve formlaridir. Beta L. cinsi dort biiylik seksiyona ayrilir:

- Beta veya Vulgares Ulbrich / Transel
- Corollinae Ulbrich / Transel
- Nanae Ulbrich

- Procumbentes Ulbrich veya Patellares Transel

Beta seksiyonu, bir dizi yabani pancar tilirlinlin yaninda, Beta vulgaris L. tlirlinlin ssp.
vulgaris ve ssp. cicla alt tiirleri olarak bilinen kiiltiir pancarlarinin tamamini igeren en
onemli seksiyondur. Diger seksiyonlar, yalnizca yabani pancar ve bazi pazi tiirlerini
kapsar. Ancak, biitiin seksiyonlar icerdikleri tim pancar formlar1 ile hastaliklara
(Cercospora, Polymyxa, Rhizomania, Curly top, Sarilik, Mozaik vb.), zararlilara (Sist
Nematodu vb.), dona, kurakliga ve tuza dayaniklilik veya tolerans gibi, pratikte kiiltiir
pancarlarina aktarilabilecek genetik oOzellikler acisindan oOnemli gen kaynaklarini

olustururlar.

Kiltiir formlar, siirekli olarak yiiksek verim ve kalite hedefleyen i1slah caligmalari
sonucunda gelistirilen yeni ¢esitler ile gen (6zellik) kaybina veya erozyonuna ugra-
maktadir. Bu agidan, yabani genotiplerin genetik 6nemi daha iyi anlagilmaktadir. 39 yil
oncesine kadar, Rhizomania adi verilen ve bugiin seker pancari ekim alanlarini tehdit eden

viriis hastalig1 gortilmemektedir.

Beta ve Corollinae seksiyonlarinda, bu hastalia veya tasiyicist Polymyxa betae mantarina
dayanikli genotipler bulunmaktadir. Yakin gelecekte, gelisen gen teknolojisi ile yabani
genotiplerden istenen 6zelliklerin kiiltiir formlarina aktarimi gergeklestirilebilecektir. Bu
amagla, 16 iilkede Beta-Gen Bankasi acilmistir. Cogunlukla, yabani pancar formlarinin
gen merkezlerinde bulunan bu bankalar, ilerde islahgilarin hizmetine sunmak {izere,
bolgelerindeki formlarin siniflamasini, tohumlarinin toplanmasini, saklanmasini ve zaman

zaman da Uretimini yapmaktadir. Boylece, bugiin yok olma tehlikesi ile karsi karsiya



kalan birgok form ve ekotip de koruma altina alinmaktadir (4).

2.1.1. Beta L. Cinsinin Seksiyonlar1 ve Bitki Tiirleri
2.1.1.1. Beta Seksiyonunun Pancar Tiirleri:
1. Beta maritima L. 2n=2x, yabani kiy1 pancar1 (Avrupa kiyilari, Akdeniz kiyilar1 ve

Yakin Dogu)

2.Beta trojana Pamukguoglu, 2n = 2x, yabani Trova pancari (Trova ve Didim

Kiyilar1 / Anadolu)

3.Beta adanensis Pamukg¢uoglu, 2n = 2x, yabani Adana pancar1 (Giiney Marmara,

Ege ve Akdeniz kiyilari ile Anadolu'nun i¢ kisimlar)

4.Beta macrocarpa Gussone, 2n=2x ve 4x, biiylk tohumlu yabani pancar

(Yunanistan kiyilarindan baglar, Bat1 Akdeniz kiyilar1 ve Kanarya Adalar1)
5.Beta atriplicifolia Rouy, 2n=2x, yabani pancar (Giiney Ispanya)
6. Beta patula Aiton, 2n=2x, yabani pancar (Madeira Adalar1)
7. Beta orientalis Roth, 2n=2x, Hindistan ve Himalaya

8. Beta vulgaris L., 2n=2x, 3x ve 4x, kiiltlir pancarlar1 (4)

2.1.1.2. Corollinae Seksiyonunun Yabani Seker Pancar Tiirleri:
1. Beta lomatogona Fischer et Meyer, 2n = 2x, Kizilca (Anadolu, Azerbaycan, Iran

Azerbaycan'i, Ermenistan ve Bat1 iran)

2.Beta macrorhiza Steven, 2n = 2x, Kizilca (Anadolu, Dagistan, Azerbaycan, Iran
Azerbaycan't ve Ermenistan)

3.Beta corolliflora Buttler, 2n = 4x, Kizilca (Tiirkiye, Glircistan, Bati Azerbaycan,

[ran Azerbaycan’i ve Ermenistan
y

4. Beta trigyna Waldstein et Kitaibel, 2n = 6x, Dogu Avrupa (4)

2.1.1.3. Nanae Seksiyonunun Yabani Seker Pancar Tiirii:
1. Beta nana Boissier et Heldreich, 2n = 2x, Yunanistan’in yiliksek daglar

(Olympos, Parnass ve Taygetos) (4)

2.1.1.4. Procumbentes Seksiyonunun Yabani Pancar Tiirleri:
1. Beta patellaris Moquin, 2n = 2x ve 4x, Kanarya Adalari, Madeira Adalari,
Selvagens Adalari, Kap Verde Adalari ve Fas'in Okyanus Kiyilar
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2. Beta procumbens Christian-Smith, 2n = 2x, Kanarya Adalar1 ve Kap Verde Adalari
3. Beta webbiana Moquin, 2n = 2x, Kanarya Adalar1 (4)

2.2. Seker Pancari1 Nekrotik Sar1 Damar Viriisii (BNYVYV)

2.2.1. Yapisi ve Genom Organizasyonu

BNYVV; 1987 yilinda viriislerin adlandirilmasi ve taksonomisi {izerinde c¢alisan
uluslararasi komite tarafindan Furoviriis cinsi i¢inde yer alirken; 2000 yilinda yapilan yeni
diizenlemeyle Furoviriis cinsi; Pomovirus, Pecluvirus, Furovirus ve Benyvirus olmak
tizere dort farkli cinse ayrilmig ve BNYVV Benyvirus cinsine dahil edilmistir (5,6). Viriis
partikiilleri i¢i bos, diiz ¢ubuk seklinde ve 20 nm eninde olup 390, 270, 105, 90 ve 80 nm
uzunlugundadir. BNY VYV virtiis izolatlar1 serolojik olarak ayni 6zellikleri gosterirken viriis
genomu pozitif polarite gosteren 4-5 tek zincir (ssSRNAs) RNA yapisina sahip olup
membransizdir (5). Bu RNA’lar 21kDa biiyiikliiglindeki ayni kapsid proteini ile (CP)
cevrelenmis olup (3), kapsid proteininin 3’ ucunda ise 65-140 A kalintilar1 ile poliadenilat

5” ucunda sapka bolgesi (3) bulunmaktadir.

BNYVV genomu genellikle degisen biiylikliikklerde dort adet RNA icermektedir (RNA 1,
RNA 2, RNA 3 ve RNA 4). RNA 1 ve RNA 2’ye viral replikasyon ve viriis taginmasinda

ihtiya¢ duyulurken, RNA 3 ve RNA 4 dogada viriisiin yayilmasi ve hastalik gelisiminde
gereklidir (6) (Sekil 2.1.).

BNYVV
RNA 1

237K JPoly(a)

Helicase Replicase

6K
Cap 25K I Poly (A)

Koklerde ¢cogalma

RNA 4

(& 31K Poly (A
” o e o

66K L

Fungal tagmma Simptom
siddetini
arttirma

Sekil 2.1. Seker pancar1 nekrotik sar1 damar viriisii’niin genom organizasyonu (7)




RNA 1 niikleotid uzunlugu 6746 b¢ olup RNA bagimli-RNA polimeraza sahipken RNA 2
niikleotid uzunlugu 4612 bg olup aralarinda zarf proteini (CP)’nin de bulundugu 6 farkl
proteini kodlamaktadir. Kodlanan proteinlerden P42 proteini; hiicre-hiicre etkilesimleri
aracilif1 ile virlis genomunun farkli hiicrelere giris yapabilmesinde rol oynarken, P14
proteini ise RNA2’ nin replikasyonunda, translasyonda yine yeni olusan viriis genomlari
icin zarf proteinin sentezinin arttirilmasinda gorev almaktadir (8). p25 proteini ise
uzunlugu 1775 b¢ RNA3’iin 445-1102 bg arasindaki bolgeden kodlanmakta olup, 6zellikle
Rhizomania semptomlarindan sorumlu oldugu belirtilmektedir (9). p25 proteinin 67-70
arasindaki amino asit dizisinin degiskenlik (68. amino asit) gosterdigi, buna bagl olarak
BNYVYV izolatlarmin patojenitelerinin degistigi bildirilmektedir (10,11). RNA4 1431 bg
uzunlugunda olup viriisiin vektoriiyle koklere girisinde anahtar rol oynadig1 ve bu girisin
izolatlarda RNA3 bulundugunda daha etkin gerceklestigi bilinmektedir (6). RNAS, 547-
1327 bg arasindaki bolgeden P26 proteinini kodlarken sadece RNAI1-4’ii igeren viriis
irklart ile karsilastirmali yapilan aragtirmalarda RNAS5’in virlisiin farkli Rhizomania
semptomlarindan sorumlu oldugu gozlemlenmistir (12). RNA3, RNA4 ve RNAS

arasindaki etkilesimlerle ise semptomlarin etkisi artmaktadir (6) (Sekil 2.1.).

2.2.2. Irklan

BNYVYV viriisii, icerdigi RNA kompozisyonuna gore A, B ve P olmak {izere temelde 3
patojenite smifina ayrilmaktadir (13,14). ELISA ve RT-PCR’a dayali virus tan
caligmalarinda baz alinan tiplere ve RNA kompozisyonlarina gore irklar siniflandirtlmigtir.
Tip A, Avrupa iilkeleri, Amerika, Cin ve Japonya’ da goriiliirken tip B daha smirli alanda
(daha ¢ok Almanya ve Fransa) yayilim gostermektedir. P tipi olarak adlandirilan grup ise
ek bir RNA (RNAS5) igermekle birlikte ilk olarak 1997 yilinda Pithivier-Fransa
yakinlarinda, sonrasimnda 2000 yilinda Kazakistan ve 2007 yilinda Ingiltere’de tespit
edilmistir. Japonya, Cin ve Almanya’da ise RNAS5’1 igeren diger izolatlar tespit edilmistir
(14). Dogu Asya iilkelerinde (Japonya, Cin) goriilen BNYVYV tiplerinin Avrupa iilkelerinde
goriilen A ve B tipleri ile benzer oldugu fakat birebir ayn1 olmadiklari belirtilmektedir (13).
Cin ve Japonya’da RNAS iceren drneklerin A veya B tipleri ile iligkili oldugu belirtilmistir
(13). Ayrica ayr1 BNYVV varyantlar incelendiginde RNAS5’in Fransa ve Kazakistan’da
tanimlanan P tipi ile iligkili ve RNAS igeren orneklerin igermeyenlere gore daha patojenik
oldugunun kanit1 oldugu belirtilmektedir (13). A, B ve P tipleri baslangicta RFLP ve SSCP

analizleri ile tanimlanmistir. Avrupa iilkelerinde goriilen A, B ve P tiplerindeki referans



dizi farkliliklar1 ve RNA igeriklerindeki farkliliklar “International Committee on
Taxonomy of Viruses, VIII report” komitesinin 8. raporunda listelenmistir (13).
Tiplendirme ¢aligmalarina bakildiginda s6zkonusu bildiride belirtilen ve referans olarak
kullanilabilecek A, B, P tipleri dikkate alinarak karsilastirmalar iizerine yogunlasilmistir.

Ulkemizde ise yaygin olan 1rk grubu A tipidir (4).

2.2.3. Bulasiklik Belirtileri

Hastalik yapraklarda, damarlar boyunca sar1 renk agilmalarina ve yapraklarda dik gelisime
neden olmaktadir. Daha sonra bu renk acilmalari koyulasarak nekrotik alanlari
olusturmaktadir (15). Enfekteli alanlarda hastalik 6bek 6bek renk agilmasi seklinde kendini
gostermektedir (Sekil 2.2.). Hastaliga adin1 veren nekrotik sar1 damar semptomu dogal

kosullarda ender olarak goriilmektedir (15).

Sekil 2.2. Rhizomania hastaliginin yapraklarda neden oldugu sararma, koklerde
sakallanma ve kok kesitindeki nekrotik halkalar (16).

Viriis koklerde yerlestiginden yapraga az oranda taginmaktadir (17). Bitkiler erken
donemde enfekte olduklarinda karakteristik semptomlar gozlenmektedir. Ana kok ucu
Olmekte ve lateral kokler asirt derecede c¢ogalmaktadir. Yeni olusan yan kdokler de
sonrasinda enfekte olmakta ve Slmektedirler. Mevsim boyunca siirekli yeni yan kokler

olustugundan kok ucu bir sakal goriiniimi almaktadir (11). Kokler tipik bir sekilde



enfeksiyon noktasinda daralmakta ve kok bir kadeh goriintiisiinii almaktadir. Bu durumda
ya hi¢c kok sakallanmasi goriilmemekte ya da sadece kokiin daralan kismimin en alt
parcasinda sakallanma olusabilmektedir. BNYVV ile enfekteli bitki yumrular1 egik veya
yukaridan agagiya dik olarak kesildiginde iletim dokusu halkalarinin portakal rengi ya da
kirmizimsi kahverengi oldugu ve liflesip odunsu bir yapiya doniistiigii goriilmektedir (17).

(Sekil 2.2.).

2.2.4. Cografi Dagilim

Hastalik ilk defa 1954 yilinda Italya’nin Po ovasi ve Adige vadisinde Canova tarafinda
gbzlenmistir (16). Rhizomania’nin ilk belirlenmesini takiben diinyada hastaligin tespit

edildigi diger tilkeler sirastyla Cizelge 2.1.’de goriilmektedir.

Cizelge 2.1. Rhizomania (BNYVV)’nin iilke ve yil bazinda dagilimi (16)

Ulke Y1l Ulke Y1l

Italya 1952 Macaristan 1982
Japonya 1965 Bulgaristan 1983
Hirvatistan 1971 Hollanda 1983
Fransa 1971 Isvicre 1983
Yugoslavya 1972 Belgika 1984
Yunanistan 1972 Birlesik Krallik | 1987
Almanya 1974 Tiirkiye 1987
Cin 1978 Ispanya 1988
Slovakya 1978 Isveg 1997
Avusturya 1979 Suriye 1998
Kazakistan 1979 Danimarka 2000
Romanya 1979 Polonya 2002
Rusya 1979 Misir 2003
Ukrayna 1979 fran 2004
ABD 1981 Fas 2005




Ulkemizde hastaligin varligi ilk kez Dr. Koch tarafindan Amasya Seker Fabrikasi'nin
Erbaa ve Tasova bolgeleri ile Alpullu Seker Fabrikasinin Kesan ve Uzunkopri
bolgelerinde tespit edilmistir (4).

1 Sekerpancan iiretim alanlan
0 W 120 WO ;:'V” - Rhizomania ile hulasik alanlar

Sekil 2.3. Tiirkiye’ de Rhizomania ile bulasik alanlar

Bugiine kadar Tiirkiye’de pancar iiretimi yapilan alanlarin neredeyse tiimiinde bulasiklik

tespit edilmistir (Sekil 2.3.).

2.2.5. Viriisiin Vektor Polymyxa betae Keskin ile Tasinmasi ve Enfeksiyonu

Toprak kokenli obligat parazit olan vektor fungus P. betae, Plasmodiophoromycetes
siifinin bir iiyesi olup ilk olarak Dr. Bahattin Keskin tarafindan teshis edilmis ve P. betae
olarak adlandirilmistir (18). Daha sonraki calismalarla fungusun BNYVV'yi de
tasiyabildigi  belirlenmistir  (18). Polymyxa betae Keskin’nin konukc¢u dizisi,
Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Caryophyllaceae ve Portulacaceae familyasi tiirlerini
icermektedir. Yakin zamana kadar funguslar alemi i¢erisinde Myxomycota boliimiinde yer
alan vektor son taksonomik gruplandirma ile ayri1 bir alem (Protozoa) igerisine dahil

edilmistir (19).

Fungus, toprakta ¢ok uzun yillar (yaklasik 15 yil) sporosori adi verilen kalin duvarl spor
kiimeleri halinde kalabilmektedir. Daha sonra bu dinlenme sporlar1 ¢imlenerek primer
zoosporlart olusturur. Primer zoosporlar bitki dokusuna temas etmeleri durumunda
kamgilarin1 kaybederek enkist hale dontisiirler ve yaklasik 2 saat sonra zoosporlarin igerigi

bitki dokusuna aktarilir. Bitki dokusu igerisinde zoosporlarin g¢ekirdekleri bdliinmeye



baslar ve plasmodium olusur. Olusan plasmodiumlarin %50’den fazlasi virlis tagimasina
karsin, olusan tiim zoosporlarin ve sistosorilerin bir kisminin viriis igermedigi bildirilmistir
(20). Bu plasmodiumdan ya sekonder zoosporlarin serbest kalacagi zoosporangium ya da
sporosorinin olusacagi sporogenik plasmodium olusur. Bir dongii yaklasik 60 saat

igerisinde tamamlanir (17) (Sekil 2.4.).

Prumer zoospor

Ve

Dinlenune sporlarmun ¢unlenmesi

‘

Toprakta W
sistosori
V g~

// > ) {

Zoospor cikist

Sistosorun gelismesi Zoosporangmun

(Dmlenme sporu)

Sekil 2.4. Polymyxa betae Keskin’nin yasam dongiisii (17)

2.3. BNYVV’YE ve Yabani Pancar Dayaniklihgina Yonelik Biyoteknolojik
Yaklasimlar

2.3.1. Nematoda Dayamkhlik Islah

Sekerpancar1 kist nematodu, Heterodera schachtii Schmidt, diinyada ve iilkemizde kok
bolgesinde zarar yaparak, Onemli iirlin kayiplarma (~%30) neden olmaktadir.
Nematisidlerin ¢evreye toksik etkisinin olmasi, ayrica miinavebe uygulamasi ve tuzak bitki
kullanilmasi durumunda bile 400-500 adet yumurtanin kist i¢inde toprakta 10 yildan fazla
yasayabilmesi nedeniyle gilinlimiizde nematod zararina karst en etkili ¢oziim dayanikli
cesitlerin 1slah edilmesidir. Bunun i¢in ise nematoda dayaniklilik genlerini tagiyan yabani
pancarlar kullanilmaktadir. Beta vulgaris (seker pancari) tiirii nematoda karsi hassas iken,

Beta maritima’da dayaniklilik poligenik olup kismi bir dayaniklilik s6z konusudur. Asil
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dayaniklilik kaynagin1 Procumbentes seksiyonu (Beta patellaris, Beta procumbens, Beta
webbiana) olusturmakta ve bu tiirlerde dayaniklilik major gen(ler) tarafindan kontrol
edilmektedir. Dayaniklilik genlerinin aktarilmasi amaci ile Procumbentes seksiyonu ile B.
vulgaris arasindaki melezleme calismalarinda ise kromozom uyusmazliklar1 nedeni ile
degisik monosomik (2n=18+yabani kromozom, 2n=18+kromozom pargasi) hatlar ortaya
cikarken, yabani pancar dayaniklilik genlerinin B. vulgaris genomuna entegre oldugu
translokasyona sahip diploid (2n=18) hatlar dayanikli-verimli hatlar1 olusturmaktadir.
Giliniimiizde nematoda dayanikli pancar 1slahinin kaynagini olusturan, dayaniklilik
translokasyona sahip hatlar cogunlukla B. procumbens (x B. vulgaris) melezlemelerinden
elde edilmistir (21). Ayrica B. patellaris’in kromozom 1 (HsI”') ve B. webbiana’nin
kromozom 7 bdlgesini (HsI"") igeren translokantlarin dayanikli oldugu belirlenmistir.
Diploid hatlardaki  biiyiilk translokasyonlarin  melezlemelerle ¢esitlere  kolay
aktarilamamalar1 ise, arastiricilart translokasyon bolgelerinden genlerin izolasyonuna
yoneltmistir. 1997 yilinda, B. Procumbens’in 1. kromozomundan dayanikliligi olusturan
HsI”" geni klonlanmis ancak yeterli dayanikhilik saglanamamustir. 1997-2013 arasinda
da, bu bolgede bulundugu savunulan ikinci bir genin (Hs/-2) belirlenmesine yonelik

yogun ¢alismalar yiiriitiilmis, fakat heniiz somut bir sonu¢ alinamamaistir (22).
2.3.2. Kuraklik Tolerans Islah1

Ulkemizin de yer aldigi Akdeniz kusaginda seker pancari alanlarinda sulama zorunlu olup,
kurak kosullar %40’lara varan bir iiriin kaybina neden olmaktadir. Sulanan alanlarimizin
ise Onemli bir pay1 (yaklasik %5-6’s1) pancar iiretimine ayrilmigtir. Kuraklikla stoma
kapanmasi1 artmakta, CO, asimilasyonu azalmakta ve dolayisiyla fotosentezle iiretilen
karbohidrat miktar1 (6zellikle sakkaroz) azalmaktadir. Ayrica, kuraklik kosullarinda prolin
yerine osmoprotektant olarak biriken glisin betain, stres sonrasinda da kokte kalarak,
islenme asamasinda kristallestirmeyi inhibe etmekte ve seker kalitesini bozmaktadir. Diger
taraftan, tolerant olmayan cesitlerde, fazla sulama ile kambiyum halkalarina ait hiicreler su
ve sakkaroz dis1 bilesiklerle dolmakta ve boylece sakkaroz birikimi azalmaktadir. Sonug
olarak, tolerant olmayan ¢esitlerde sulama yapilmadiginda hem bitki gelisimi yavasglamakta
hem de seker miktar1 ve kalitesi diismektedir. Beta vulgaris genotiplerinin kurakliga
tolerans1 diisiik olup, tolerant hat/gesit gelistirmede yabani pancar gen kaynaklarinin

kullanim1 tek yol olarak goriinmektedir (22). Bu acidan bakildiginda {ilkemiz gen
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kaynaklar1 arasinda yer alan B. corolliflora, B. macrorhiza gibi tiirlerin kiiltiir ¢esitleri ile

melezlenerek tolerant hatlarin elde edilmesi biiylik 6nem tagimaktadir (23).

2.3.3 Rhizomania Dayamikhhiginda Sitoplazmik Erkek Kisir (CMS) Hatlarn ve
Paraleli O-tip bitkilerin MAS Markirlar ile Seleksiyonu

Seker pancarinda CMS bitkileri, ilk defa 1945 yilinda F.V. Owen tarafindan bulunmus, ve
bu devam ettirici bitkiler Owen-tip bitki anlamina gelen O-tip bitkiler olarak adlandirmistir
(24). Steril sitoplazma (S), homozigot resesif sartlarda sadece iki ¢ift allellin varliginda
ortaya ¢cikmakta ve CMS bitkileri Sxxzz genotipine sahip olurken diger kombinasyonlari
fertil veya yar1 fertil doller olusturmaktadir (25). O-tip bitki se¢imi asamasinda
poptilasyondaki her bir bitkinin CMS test bitkisi ile melezlenmesi ve elde edilen melezlerin
erkek kisirlik agisindan test edilmesi gerekmektedir. O-tip bitki miimkiin oldugu kadar
yiiksek seker varligi, yiiksek genel kombinasyon kabiliyeti, biyotik ve abiyotik streslere
tolerans, yliksek tohum verimi ve yiiksek monogermlik gibi bir¢ok iyi 6zelligi bir arada

barindirmalidir (26).

Dayanikli ve O-tip sitoplazmik erkek kisir ebeveyn hatlarinin ve ¢esitlerinin
gelistirilmesinde, klasik 1slah ¢aligmalarindaki isgiicli miktarini ve 1slah siiresini azaltmak
amaci ile birgok bitki tiirlinde oldugu gibi seker pancarinda da hibritlerin erken donemde
secim yapilmasini saglayarak zaman kaybini azaltan Markira Dayali Seleksiyon (MAS,
Marker Assisted Selection) yaklagimi 6nem kazanmaktadir. MAS yaklagiminda; genetik
erkek kisirhigini (CMS) mekanizmasimi kontrol eden, rhizomaniaya dayaniklilikta rol
oynayan bitki genleri ile baglantili (linkage), RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple
Sequence Repeat), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) gibi DNA markirlar
harita populasyonlarinda tespit edilmekte, daha sonra bu DNA markir bandi izole edilerek
dizilenmekte elde edilen dizilere primerler olusturularak, kodominat 6zellikte gen iligkili
SCAR (Sequenced Characterized Amplified Region) markirlar1 olusturulmaktadir. SCAR
markir gelistirdikleri genetik haritalama c¢alismalarinda CMS (genetic erkek kisirligt)
gen/genleri, Rhizomania dayaniklilik gen/genlerinin tiimden klonlanmasina baglangi¢
noktasi olusturabilecegi gibi, seker pancari 1slahinda Rhizomania’ya dayanikli ebeveyn ve
Fi’lerde yine genetik erkek kisir Fi’lerde hizli tarama ile molekiiler agidan erken

seleksiyon saglamaktadir. Diger bir ifade ile SCAR markirlar veya bunlarin
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gelistirildikleri, ancak SCAR’a doniistiiriilmeyen molekiiler markirin (AFLP, RAPD bandi
veya bolgesi vb.) genle ilgili band1 seker pancarinda markira dayali erken seleksiyon

(MAS) caligsmalarina olanak saglanmaktadir.

O-tip sitoplazmik erkek kisirlikta rol oynayan Rf7 genine (fertility restorer gene) yonelik
molekiiler ¢caligmalara bakildiginda; Moritani vd., (27), BSA (Bulk Segregation Analysis)
dayal1 haritalama ¢alismasinda Rfl’e yakin baglanti1 gosteren 8 AFLP ve 2 RAPD markiri
tespit etmislerdir. Harita populasyonunda gene ait bu AFLP markirlarindan mAFEM972 ve
mAFEM985 AFLP markirlari ile RAPD’den doniistiiriilmiis AB-18, AD-11 STS markirlari
fertil ve steril bitkiler acisindan segregasyon gostermis ve MAS markir olarak iki
populasyonun birbirinden ayrimini saglamistir. Diger taraftan molekiiler caligmalar Owen
tip erkek kisirliginin mitokondriyal genom ile baglantili oldugunu ortaya koymustur. Seker
pancarinda Owen-CMS’ye yonelik 6 adet mtRNA gen bdlgesi (coxl, cox2, atpl, atp6, rps3
and orf324) belirlenmistir. Bunlardan cox1 transkripti CMS steril ve fertil genotiplerde
ifade farkliliklar1 gostermistir (27). Ayrica Moritani vd., (27), tarafindan gelistirilen 5 adet

CAPS markar fertil ve steril bitkilerin tanimlanmasinda MAS amagli kullanilabilmektedir.

2.3.4. Rhizomania Dayaniklihik Genleri MAS Markir Seleksiyonlar:

Rhizomania dayanikliliginda temel olarak farkli kaynaklardan koken alan 2 sorumlu genin
(Rzl ve Rz2) varlig1 bilinmektedir (14). Ancak seker pancarinin 3. kromozumda bulundugu

varsayilan Rz3, Rz4 ve Rz5 genlerinin iizerinde de haritalama ¢aligmalari siirdiiriilmektedir.

BNYVV’ye Holly tipi dayaniklilikta Rz/ genine ait degisik allellerin etkili oldugunu
bildiren Barzen vd., (28), tarafindan yapilan BSA (Bulk Segregation Analysis) dayali
haritalama c¢aligmalarinda 4. baglanti grubu iizerinde yer alan ve gen uzaklhigi 1.4 cM
olarak belirlenen 12 RAPD markir1 bulmuslardir.  Bunlardan F6-1050 ve N9-600
markirlart daha sonra dizilenip SCAR markir F61050 ve 9600°a doniistiiriilmiistiir. Holly
tip dayaniklilikta Rzl geni ile baglantili olarak SCAR-F6’nin her zaman bulundugunu
SCAR-N9’un ise bulunmadigini bildirmislerdir. Bitkilerde MAS taranmasi i¢in F6-N9
veya F6 diger RAPD markirlarla kullanilabilecegi belirtilmistir. Amiri vd., (29), WB41 ve
Holly-1-4 populasyonunda yaptiklart genetik haritalama ¢aligmalari sonucu Rz/ ile
baglantili AB6-15 RAPD markirt elde edilirken bu gene uzak ancak Rz2 ile yakin baglanti
gosteren bir diger RAPD (AB2-2-1800) markiri tespit etmislerdir. Bu markirin WB41 F2
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populasyonunda Rz2rz2 ve Rz2Rz2 allelerin segregasyonunu arastiran arastiricillar WB41
dayanikliliginda dominat bir genin rol oynadigini savunmuslardir. Grimmer vd., (30), Rz/
dayanikliliginda Holly populasyonunun sorumlu oldugunu bildirirlerken, Beta vulgaris
subsp. maritima kokenli pancar populasyonu olan WB42’nin Rz2 dayaniklilifindan ve
WB41 populasyonun ise Rz3 dayaniklilifindan sorumlu olabilecegini bildirmislerdir ve
Rhizomania’ya kars1 Rz3 geninin direngliligi tasiyan WB41 populasyonunda genetik
haritalama ¢aligmalar1 yapmiglardir. Haritalama Rz3 geninin, Rz/ ve Rz2’nin haritalandig1
kromozom 3’te olabilecegini ancak Rz2 ve Rz3’lin ayn1 genler olabilecegini belirtmislerdir.
Rz3 ile ilgili 2 SSR (MS0303 ve MS0331) markirinin baglantili olabilecegini belirten
aragtiricilar  bu  markirlarinin - heterozigot/homozigot durumuna gore Rz3 ile
iligkilendirilebilecegini vurgulamislardir. Rz3/Rz3 veya rz3/rz3 homozigot SSR allel
verilerinin hassaslarda Rz3/rz3 heterozigot allel verilerinin ise dayanikli bireylerde
goriilebilecegini belirtmiglerdir. (31) ise, beta aksesyonu olan 4 populasyon [Holly-1-4
(Beta vulgaris), R128 (Beta vulgaris), R104 (Beta maritima), ve WB42 (Beta maritima)]
iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda 2 RAPD markirt gelistirmislerdir. Holly-1-4, R104 and
R128 populasyonlarinin dayaniklilik geninin (Rz/) ayni allelini tasidigini belirten
arastiricilar operon-RAPD markirlarinin (OP-01 ve OP-02) dayanikli ve hassas bireylerin
ayriminda MAS olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Ayrica bu markirlarinin MAS
olarak kullanilabilecegi, doniistiiriildiikleri STS markir1 validasyonlar1 ile de tespit

edilmisgtir.
2.3.5. BNYVYV Tiplendirme ve Tam1 Calismalar:

BNYVYV viriisii, icerdigi RNA kompozisyonuna gore A, B ve P olmak {izere temelde 3
patojenite smifina ayrilmaktadir (13,14). ELISA ve RT-PCR’a dayali virus tam
caligmalarinda baz alinan tiplere ve RNA kompozisyonlarina yonelik temel ¢aligmalar su
sekilde 6zetlenebilir: Tip A, Avrupa iilkeleri, Amerika, Cin ve Japonya’ da goriliirken tip
B daha smirli alanda (daha ¢ok Almanya ve Fransa) yayilim gostermektedir. P tipi olarak
adlandirilan grup ise ek bir RNA (RNAS) igermekle birlikte ilk olarak 1997 yilinda
Pithivier-Fransa yakinlarinda, sonrasinda 2000 yilinda Kazakistan ve 2007 yilinda
Ingiltere’de tespit edilmistir. Japonya, Cin ve Almanya’da ise RNAS5’i igeren diger
izolatlar tespit edilmistir (14). Dogu Asya iilkelerinde (Japonya, Cin) goriilen BNYVV
tiplerinin Avrupa lilkelerinde goriilen A ve B tipleri ile benzer oldugu fakat birebir aynm

olmadiklar1 belirtilmektedir (13). Cin ve Japonya’da RNAS igeren Orneklerin A veya B
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tipleri ile iliskili oldugu belirtilmistir (13). Ayrica ayr1t BNYVV varyantlar1 incelendiginde
RNA5’in Fransa ve Kazakistan’da tanimlanan P tipi ile iligkili ve RNAS igeren 6rneklerin
icermeyenlere gore daha patojenik oldugunun kanitt oldugu belirtilmektedir (13). A, B ve
P tipleri baslangicta RFLP ve SSCP analizleri ile tanimlanmistir. Avrupa iilkelerinde
goriilen A, B ve P tiplerindeki referans dizi farkliliklar1 ve RNA igeriklerindeki farkliliklar
“International Committee on Taxonomy of Viruses, VIII report” komitesinin 8. raporunda
listelenmistir (13). Tiplendirme ¢alismalarina bakildiginda s6zkonusu bildiride belirtilen ve
referans olarak kullanilabilecek A, B, P tipleri dikkate alinarak karsilagtirmalar {izerine
yogunlagmistir. Bu dogrultuda A, B ve P tiplerinin Kazakistan da tanimlanmasi i¢in F72
(Fransa P tipi), N7 (Hollanda A tipi) kullanilan referans tiplerdir. Bir bagka arastirmanin
izolatlarinin taranmasinda, referans izolat dizisi olarak RNA2 i¢in: Fransa P tipi ve
Kazakistan P tipi, RNA3 icin: Hollanda A tipi, RNA4 icin: Fransa P tipi, Kazakistan P tipi,
Hollanda A tipi ve RNAS icin: Kazakistan P tipi baz almmustir (2). Ulkemizden yapilan
molekiiler caligmalarda ise genel RNA 3 {izerinde yogunlasilmistir. 6 adet izolat {izerinde
yapilan ¢alismada (T1, T8, T9, T11, T19, T24) RNA3 igerikleri hem izolatlar arasinda hem
de temelde F2 (Fransa-B tipi), S (Japonya-A tipi), Kas2 (Kazakistan-P tipi) referans
izolatlar1 ile karsilastirilarak arastirilmistir. Tokat’tan toplanan izolatlarin Kas2
(Kazakistan) izolatlar ile daha yakin, F2 (Fransiz) izolatlar1 ile daha uzak iliskili oldugu
tespit edilmistir (13). Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada RNAS iceren izolatlar
incelenirken, UK-FF ve UK-MH tiplerinin tanimlanmasi ve referans izolatlarla olan
benzerlik oranlarinin belirlenmesinde RNA2, RNA3, RNA4 i¢in S (Japonya-A tip) ve
RNAS5 i¢in F72 (Fransa-P tip) referans izolatlarinin RNA dizileri kullanilmistir (13).
Fransa’da F97, F98, F99, F100, F101 tiplerinin RNA igeriklerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan ¢aligmada RNA1, RNA2, RNA3 i¢in F2 (Fransa-B tip), RNA4 icin S (Japonya-A
tip), RNAS i¢in F72 (Fransa - P tip) referans izolatlarinin RNA dizilerine yonelik bilgiler
karsilagtirmada kullanilmistir (12). (32), tarafindan A ve B tipleri i¢in RNA2 ag¢isindan 72
izolat (Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika) iizerinde yapilan c¢aligmada A tipi i¢in S

(Japonya) ve B tipi i¢in F2 (Fransa) izolatlar1 referans alinmstir.

2.3.6. Yabani Pancar Gen Kaynaklarinda Dayamikhilik Diizeyleri/Real Time PCR

Viriisiin daha patojenik suslarinin ortaya ¢ikmasi veya BNYVV’nin mutasyona ugramasi
durumunda viriisiin dayanikli pancar kaynaklarinda dahi ciddi 6l¢iide hastalik yapabilecegi

diistintilmektedir (33,34). Yiiksek seviyede bir dayanikliligin gézlemlenmesine ragmen
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hastaligin siddetli oldugu yerde Rz/ dayanikliligi yeterli olmayabilmektedir (33). Bu
nedenle seker iretiminin siirekliligi ve bitki veriminin korunmasi-artirilmast igin, bir
cesitte birden fazla dayaniklilik geninin kombine edilmesi gerekir (33). Dayaniklilik
kaynaklarinin basinda ise yabani pancarlar gelmekte olup, P. betae vektoriine karsi Beta,
Corollinae ve Procumbentes seksiyonlart gibi yabani tiirlerde bazi dayanikli formlarin
kullanimi ile dayaniklilik bakimindan ek avantajlar saglamaktadir (35). “Alba P~ (36).
“Rizor” (36) ve “Holly” tipi (33) ¢esitleri dayanikliligin ilk kaynaklar1 olarak kabul
edilmektedir. Daha sonra, Danimarka’dan toplanan kiy1 pancar1 (sea beet) WB42’nin
dayanikli oldugu goriilmiis (15) ve Rz2 olarak adlandirilan bu genin Rz/ genine bagh
dominant bir genle kontrol edildigi (31) ve farkli bir mekanizmaya sahip oldugu
belirtilmistir (31). Son zamanlarda Beta maritima’da C28, R04, R05, C50, WBIS51,
WBI169 (15); WB41 ve WB 258 genotipleri (37,38), gibi Rz3, Rz4, Rz5 bitki genlerini
tastyan baska dayanikli kaynaklar da tespit edilmistir (34).

Ticareti yapilan dayaniklilik tipleri Alba, Rizor ve Holly’nin Befa maritima’dan elde
edildigi goriilmektedir (36). Rizor ve Holly’deki monogenik dayaniklilik ayni1 kromozomal
bolgede haritalanmis (31,36) ve monogenik dayaniklilik kaynag: tasiyan genotipler farkli
ifade seviyeleri gostermislerdir (31). Tek bir dayaniklilik geni (Rz/) tasiyan cesitlerin
dayanikliliklarinin ~ siirekli olamayacagi endisesi, yeni dayamiklilik kaynaklarinin
bulunmasin1 6nemli kilmaktadir. Islahtaki son gelismelerle Rz/ ve Rz2 genlerinin her
ikisini birlikte iceren cesitler elde edilmis ve bu ¢esitler BNYVV’nin mutasyona ugradigi
yerlerde oldukga yiiksek performans gostermislerdir (33). BNYVV dayaniklilig1 i¢in stabil
kaynaklar bulunamazsa, viriisiin kontrolii icin alternatif yaklagimlarin benimsenmesi

kacinilmaz olacaktir.

Diger taraftan iilkemiz pancarin muhtemel orijin alanlarindan birisi olup, Beta
seksiyonunun c¢ogu tiirleri ile Corollinae seksiyonunun bilinen tiim tiirleri Tiirkiye’de
yayilis gostermektedir. Tirkiye’de kiiltiir formlarn da farklilik gostermekte ve farkli
kullanim amacma gore farklilik icermektedir. Seker pancarlarinin eski ¢esitleri yaninda
Anadolu’da nesiller boyu kullanilagelen kok ve yaprak tipi sebze pancarlar1 da mevcuttur.
Ulkemizde bulunan zengin yabani gen kaynaklarmin korunmasma ve koleksiyonuna
yonelik, Ulusal program cergevesinde toplanan yaklasik 260 pancar Ulusal Gen
Bankasinda (Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii, izmir) muhafaza edilmektedir. Ticari

pancar varyetelerinin ve 1slah hatlarinin siirekli olarak 1slah ¢aligmalarinda kullanilmasiyla
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seker pancarinin (Beta) gen havuzu giderek daralmistir (16). Bu nedenle 1slah
programlarinda genetik taban olusturacak pancar tiirlerinin belirlenmesi, degerlendirilmesi
ve kullanilmasiyla ilgili arastirmalar 6nem kazanmistir. Seker pancarinin primitif formlar
ve yabani akrabalar1 icerdikleri genetik varyasyon ile pek cok genetik 1slah ¢aligmalart i¢in
onemli bir potansiyele sahiptir (35,37). Ozellikle seker pancarinin yabani tiirleri bazi
morfolojik 6zellikleri, baski faktorlerine, hastalik ve zararlilara dayaniklilik ve bazi genetik

ozellikleri agisindan 1slahgilarca aranilir olmustur.

Virus tiplerinin belirlenmesinde metot olarak secilen bir¢ok arastirmarda temel yaklagim
olarak uygulanan RT-PCR’a dayali yontemler virus tamisinda etkin olarak
kullanilmaktadir. Ancak yabani populasyonlar da dahil olmak iizere dayanikli genotiplerin
seciminde viriisiin ¢ogalmasini/virus genlerinin ifade analizlerini gosteren Real Time PCR
uygulamalar1 6nemli avantajlar saglamaktadir. RNA2 ve RNAS baz aliarak Harju vd.,
(39), tarafindan 12 BNYVV izolati iizerinde TagMan probu ile gergeklestirilen Real Time
PCR ve RT-PCR karsilastirmast ¢alismasinda, TagMan ile yapilan ¢alismanin RT-RCR
calismasindan ve ELISA’dan yaklasik 10,000 kat daha hassas oldugu belirtilmistir (39).

2.4. Bitkilerde Gen ifadesinin Belirlenmesine Yonelik Yaklasimlar

Biyotik ve abiyotik stres kosullar1 altinda bitkide meydana gelen degisim ve rol oynayan
mekanizmalarin  belirlenmesinde, gen ifade analizleri biiyilk Onem tasimaktadir.
Giliniimiizde farkli kosullarda, dokularda ifade edilen genlerdeki farkliliklarin anlagilmasi
icin gelistirilmis birgok kapsamli molekiiler teknik bulunmaktadir. Bunlardan RNA temelli
gen ifadesi analiz yontemleri genel olarak; Northen Blot, Real Time PCR (RT-PCR),
RNA mikroarray, SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) gibi teknikleri igermektedir.

2.4.1. Real Time PCR (RT-PCR) (Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Real Time PCR, niikleik asit amplifikasyonunun es zamanl olarak gozlenmesine olanak
saglayan ve temeli PCR teknolojisine dayanan analiz teknolojisidir. Bu teknolojide
ortamdaki DNA sarmalina baglanan ve floresan 1s1ma yapan 6zel boyalar (SYBR Green,
SYTO9, FAM, TAMRA gibi) kullanilarak, sinyal olusturan prob dizileri yardimi ile
ortamdaki amplifikasyon miktar1 tespit edilebilmektedir. Her PCR dongiisii sonrasinda,
ortamda olusan ¢ift zincirli iirlinlin bu sayede miktar1 belirlenebilmekte ve kantitaif

analizleri yapilabilmektedir (40). Real Time PCR; ¢ok sayida Ornegin ayni zamanda
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analizine olanak saglamasi, amplifikasyonun erken evrelerde saptanabilmesi, agaroz jele
gerek duyulmamasi ve agaroz jelde rezoliisyondan dolayr ayirt edilemeyen ifade

farkliliklarinin rahatlikla saptanabilmesi gibi ¢ok sayida avantajlara sahip bir yontemdir.

RT PCR reaksiyonlari; exponensiyal faz (yiikselme fazi), linear faz (yliksek farklilik) ve
plato faz (sonlanma noktasi) olmak iizere 3 temel basamaktan olusmaktadir (Sekil 3.1.).
Exponensiyal fazda tiim reaksiyon igerikleri ortamda yeterli miktarda bulundugundan
etkinlik %100 olup, bu nedenle PCR f{iriin miktar1 her dongiide iki katina ¢ikmaktadir.
Linear fazda ise yavas yavas reaksiyon komponentleri azalmaya baslar bu nedenle PCR
diriinlerinin olusumunda azalma gozlemlenmektedir. Plateu fazda ise PCR {irlin olusumu

tamamen sonlanmaktadir (41).

SRn
2,000,000 — sonlanma noktas
£ £
—_—
drnek
1,000,000 —|
yikselme fazi
Threshold
0
Template yok
I I
0 20 40
PCR dingl sayis!

[
Sekil 3.1. Real Time PCR dongii asamalari (41)

Real Time PCR’da; hibridizasyon problar, hidroliz problar ve SYBR green olmak {izere 3
cesit prob (floresan 1s1mada gorevli) kullanilmaktadir. Bunlardan hibridizasyon
problarinin, 3’ ucu (530 dalga boyu) floresan isaretli olup, 5’ ucunda (640 dalga boyu) ise
bagka bir prob baghidir. 3’ucu normalde aldigi enerjiyi geri salmaktadir. Reaksiyon
sirasinda bu iki prob bir araya gelince (maksimum iki baz uzaklikta) 3’ ucundaki probun
saldig1 enerjiyi 5’ ucundaki prop alir ve 640 dalga boyunda isitma (FRET-floresans
rezonans enerji transferi) gerceklesmektedir. Hidroliz problari ise dizi spesifik problardir.
Ortamda quenter (sondiiriicli) ve reporter (haberci) olmak {izere iki prob bulunmaktadir
(89). Hibridizasyon proplarindan farkli olarak isimanin gergeklesmesi igin bu iki probun
bir arada olmamasi gerekmektedir. Reaksiyon sirasinda uzama bagslayip quenter

(sOndiiriicii) parcalandigi zaman reporter (haberci) prob i1simasi yaparak analize olanak
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saglamaktadir. SYBR green ise diziye spesifik olmayip, ortamda ¢ift zincir DNA’nin

mindr grovene baglanarak 1s1ma gergeklestirmektedir (40).

Real Time PCR analizlerinde temel parametre esik dongii degeri (threshold cycle = Ct)’
dir. Bu deger gergeklesen amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan isiniminin esik
cizgisini kestigi noktadir. Baska bir ifade ile esik dongii degeri reaksiyonda ilk anlamli
artisin gerceklestigi noktay1 (eksponensiyal faza ilk gecis) belirtmektedir. Baslangictaki
hedef DNA miktar1 ne kadar fazla ise ilk anlamli artis o kadar erken olacaktir. PCR
iiriinleri eksponensiyal faza o kadar erken girecektir (41). Boylece Real time PCR sirasinda
farkli 6rneklerde olusan {iriin miktar1 Ct degerleri ile karsilastirilabilmektedir (40). Ayrica
analizler sirasinda standart tanimlama c¢alismasinda kullanilacak kontrol 6rneklerine ihtiyag
vardir. Kontrol gruplarindan ifadesi olan bir 6rnek, seri diliisyonlar1 yapilarak, standart
olarak tanimlanabilmektedir. Yapilan standart diliisyonlar varsayilan konsantrasyon
miktarlar1 icermektedir. Bu nedenle bu standartlar kullanilarak konsantrasyonlara karsilik
gelen diliisyonlarin Ct degerleri belirlenerek, kantitasyon i¢in gerekli olan regresyon egrisi
cizilmektedir. Bu egri standart egri olarak da ifade edilmektedir. Reaksiyonu gergeklesen
orneklerin Ct degerlerinin standart egri iizerinde onceki yapilan diliisyonlardaki hangi

konsantrasyonu temsil ettiklerine bakilarak goreceli miktar tayini belirlenmektedir (40).
2.4.2. Real Time PCR Calismalarinda Kontrol (Housekeeping) Genleri

Real time PCR ¢aligmalarinda analiz edilen tiim Orneklerin normalizasyonu igin, g¢esitli
kosullarda ifade diizeyinin degismedigi bilinen (en az etkilenen) bir referans gene ihtiyag
vardir (40). Analizler sirasinda ilgilenen genin ifade diizeyi, referans gen olarak secilen
housekeeping genin ifade diizeyine oranlanir. Bdylece basta drneklere ait RNA’lardan elde
edilen cDNA miktarlarinin 6rnekler arasi baglangic farkliliklar1 ve deney asamalarinda
meydana gelen farkliliklar normalize edilmektedir. Real time PCR c¢alismalarinda segilecek
housekeeping genin ifade diizeyinin degisim gostermemesi analizin dogrulugunu

yiikseltmektedir.
2.4.3. Real Time PCR Ozgiil Belirleme Sistemleri / TagMan® Prob Yontemi

“TagMan® probe” yontemi “Double-Dye Oligonucleotide”, “dual labeled probe” veya “5'

nuclease probe” olarak da adlandirilmaktadir. “TagMan® probe” yontemi c¢ogaltilmak
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istenilen DNA’ya komplementer olan ve floresan igaretlenmis tek zincirli bir prob igerir.
Floresan isaretli probun 5' ucunda “fluorophore” (6-karboksifloresin= 6-FAM) ve 3’
ucunda “quencher” (6- karboksitetrametil-rodamin= TAMRA) bulunmaktadir. 3’ uctaki
baskilayict TAMRA boyast 5' ugtaki FAM boyasinin sinyal olusturmasini engellemektedir.
Amplifikasyon sirasinda hedef niikleik asit dizisi {izerinde primerler baglanma bolgeleri
arasina ‘“Taq Man” problar baglanirlar. Primerlerin baglanmasinin ardindan yeni zincir
olusmaya baglar. Probun baglh oldugu bdlgeye gelindiginde Taq DNA polimeraz enzimi
5'—3 niikleaz aktivitesi ile FAM’1 probdan ayirir. Serbest hale gecen FAM sinyal
olusturur. DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir dongiide iiriin ¢ogalimi

arttik¢a floresan da ona bagl olarak artmaya devam eder (Sekil 3.2.) (42)

sonduricd

ileri primer TagMan
. Probe

Geri primer

v Amplifikasyon
Polimerizasyon

Sonug

Floresan
_— \
—_— Ny -
- ,
-

PCR Urlind Bolunme Uriini

Sekil 3.2. TagMan Prob ¢aligma prensibi (42)

“TagMan® probe” yontemi kisa siirede kantitatif sonu¢ verebilmektedir. Ayrica floresan
istma yapan  problar kullanilarak hedef niikleik asitteki bolgeler ¢ok diisiik
konsantrasyonda dahi olsalar (1/1000000 konsantrasyon) bdlgeye spesifik olarak, dogruluk
pay1 oldukga yiiksek kantitatif analiz olanag1 saglamaktadir (42).
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3. GEREKCE VE AMAC

Ulkemizde seker pancari tarimimin yapildigi alanlarinin tamamina yakini Rhizomania (kok
sakallanmasi) hastalig1 ile bulasiktir. Ayrica hastalik tarimsal uygulamalarla (sulama suyu,
toprak ve toprak isleme aletleri vb) ¢ok kolay yayildigindan, diinyada seker pancari
iiretiminin yapildig tiim alanlarda topraklar Rhizomania ile bulasik durumdadir. Hastalik
etmeni olan BNYVV viriisii (Beet Necrotic Yellow Vein Virus: Seker Pancar1 Nekrotik
Sar1 Damar Viriisii), genomundaki RNA zincirinin yapisina gore degisik tiplere (A, B ve
P) ayrilmaktadir. Viriisiin tiplerine ve cografik dagilimina yonelik degisik boyutlu
konvansiyonel tan1 (ELISA, RT-PCR) arastirmalar1 yiiriitiilmektedir. Seker pancarinda
iiriin kaybina yol acan Rhizomania hastalig1, seker veriminde %80’lere kadar azalmaya
neden olmaktadir (16). Ulkemizin en ekonomik bitkilerinden birisi olan seker pancarinda;
Rhizomania dahil abiotik/biotik kosullara dayanikli milli “seker pancar1 hat ve ¢esitleri”
bulunmamaktadir. Ayrica dayaniklilik geni/genleri tagiyan veya gen tespiti kaynagi
olabilecek yabani pancar gen kaynaklarimizin da Rhizomania dayanikliligi yoniinden

taranmadig1 goriilmektedir.

Biyotik stres 1slah ¢alismalarinda ve yabani populasyonlarin taranmasi bitki genomunun
yani sira, zararlinin (kontamine edilen viral, fungal etmenlerin bitkide ¢cogalma ve zarar
yapmalarina yonelik gen ifade analizi vb.) genomu iizerinden de gerceklestirilmektedir.
Ayrica yabani popiilasyonlarda seleksiyon i¢cin BNY VYV viriisiiniin genomu (RNA 1, 2, 3,
4, 5 virlis gen bolgesi/bdlgeleri) ilizerinden yiiriitiilecek biyoteknolojik caligmalar, gen
kaynaklarinin taranmasi ve daha dayanikli genotiplerin seciminde etkilidir. Viriisiin bitki
hiicresindeki bulunma orani/diizeyi, daha énemlisi de viriisiin ¢gogaldiginin gdstergesi olan
virus genlerinin ifadesini belirlemede konvansiyonel tan1 yontemleri yetersiz kalmaktadir.
Dolayistyla yabani populasyonlar da dahil olmak iizere dayanikli genotiplerin se¢iminde
virlistin - ¢ogalmasini/virus genlerinin ifade analizlerini gosteren Real-Time PCR

uygulamalar1 6nemli avantajlar saglamaktadir.

Yabani pancar gen kaynaklarinda Rhizomania’ya dayanikli genotiplerin belirlenmesine
yonelik olan bu tezde; BNYVV viriisii gen bolgelerinin Real Time PCR’a dayal1 ifade
analizleri ile Beta ve Corollinae seksiyonuna ait 35 yabani genotipin dayaniklilik
diizeylerinin belirlenmesi ve gelecege yonelik arastirmalarda yabani pancar dayaniklilik

gen havuzunun olusturulmasi amaglanmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Bitkisel Materyal

Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Ulusal Gen Bankasi’nda bulunan ve Beta ve Corollinae

seksiyonuna ait 35 yabani genotip kullanilmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Beta ve Corollinae seksiyonuna ait bitki materyal listesi

Ornek No | Gen bankas1 | Tiir ismi Toplandigr il
No
1 1 Beta corolliflora Erzurum
2 2 Beta corolliflora Kars
3 3 Beta corolliflora Agr
4 81 Beta corolliflora Bilecik
5 89 Beta corolliflora Bilecik
6 4 Beta maritama Antalya
7 6 Beta maritama Adana
8 29 Beta maritama Izmir
9 27 Beta maritama Izmir
10 8 Beta maritama Trabzon
11 5 Beta adanensis Adana
12 25 Beta adanensis Adana
13 28 Beta adanensis Adana
14 39 Beta adanensis Canakkale
15 53 Beta adanensis Adana
16 12 Beta lomatogona Erzurum
17 224 Beta lomatogona Isparta
18 13 Beta lomatogona Erzurum
19 14 Beta lomatogona Erzurum
20 222 Beta lomatogona Isparta
21 260 Beta trigyna Erzurum
22 47 Beta trigyna Bolu
23 48 Beta trigyna Kiitahya
24 125 Beta trigyna Eskisehir
25 227 Beta trigyna Bilecik
26 19 Beta intermedia Eskisehir
27 20 Beta intermedia Eskisehir
28 21 Beta intermedia Eskisehir
29 22 Beta intermedia Eskisehir
30 23 Beta intermedia Eskisehir
31 244 Beta macrorhiza Erzincan
32 245 Beta macrorhiza Erzincan
33 257 Beta macrorhiza Kastamonu
34 197 Beta macrorhiza Erzincan
35 239 Beta macrorhiza Erzincan
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4.2. Yabani Pancar Tohumlarinin Cimlendirilmesi

Yabani pancar tohumlarinin sert kabuklarinin yumusayip agilabilmesi i¢in kuvvetli bir asit
olan siilfirik asit H,SO4 ile 3 saat boyunca muamele edilmistir. Asitle muamele edilen
tohumlar musluk suyu altinda iyice yikanarak asitten arindirilmistir. Asitten arindirilan
tohumlar gece boyu 1lik suda bekletilmistir. Ertesi giin tohum kabuklarinin bistiirii
yardimiyla mikroskop altinda ag¢ilmasina baglanmistir. Sert olan tohum kabuklari
kaldirilarak embriyo zedelenmeden ortaya g¢ikarilmistir. Embriyolar1 agilan tohumlar
sirastyla, tohum c¢imlendirme ortami (Cizelge 4.2.), siirgiin ortami (Cizelge 4.3.) ve

koklendirme ortamlarina (Cizelge 4.4.) alinmstir.

Cizelge 4.2. Tohum ¢imlendirme ortami igerigi

Icerik Miktar
MS (Murashige and Skoog medium) | 4.4 g/l
Sakkaroz %3
BAP (benzil amino piirin) Img/L
Agar 5¢g/L

pH:5.8’ ¢ ayarlanarak ortam 121 °C’de 15 dk sterilizasyona tabi tutulmustur. Acilan
embriyolar ilk olarak aciklamasi verilen tohum ¢imlendirme ortamina alinmistir (Sekil
4.1.).

Sekil 4.1. Cimlendirme ortamindaki tohumlarin goriiniisii

3-4 giin siire ile doku kiiltiirii odasinda 16 saat karanlik 8 saat aydinlik kosullar ve 24 °C’

de ¢cimlenen yabani tohumlar siirgiin ortamina alinmistir (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3. Siirgiin ortami igerigi

Icerik Miktar
MS (Murashige and Skoog medium) | 4.4 g/l
Sakkaroz %3
IBA (indol butirik asid) Img/L
Agar 8g/L

pH:5.8> ¢ ayarlanarak ortam 121 °C’de 15 dk sterilizasyona tabi tutulmustur. Cimlenen
tohumlar siirgiin ortami igeren petrilere aktarilarak 1 hafta siire ile 16 saat karanlik 8 saat

aydimlik kosullar ve 24 °C” de biiyitilmistir (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. Siirgiin ortamina aktarilan bitkilerin goriiniisii

Cizelge 4.4. Koklendirme ortami icerigi

Icerik Miktar
MS (Murashige and Skoog medium) | 2.2 g/l
Sakkaroz %3
IBA (indol butirik asid) Img/L
Agar 8g/L

pH:5.8" ¢ ayarlanarak ortam 121 °C’de 15 dk sterilizasyona tabi tutulmustur. Siirgiin
ortaminda biiyiiyen bitkiler koklendirme ortami iceren magentalara aktarilarak 4 hafta siire
ile 16 saat karanlik 8 saat aydinlik kosullar ve 24 °C’ de koklenmeleri saglanmustir (Sekil
4.3)).
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Sekil 4.3. Koklendirme ortamina aktarilan bitkilerin goriiniisii

Biiyiiyen ve koklenen bitkiler oncelikle steril cicek topragina aktarilarak topraga

adaptasyonlari saglanmistir (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4. Topraga adaptasyonlar1 saglanan yabani bitkilerin goriiniisii
4.3. Yabani Pancarlara Viriis Bulagtirma, ELISA Testi
4.3.1. Viriis Bulastirma

2 hafta siire ile topraga adaptasyonu saglanan yabani bitkiler, TUBITAK 1003 (proje no:
113 O 096) projesi kapsaminda ELISA testi ile bulagikligi ve RT-PCR reaksiyonlar ile
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 varlig1 (Sekil 4.5.) tespit edilen, “Ankara, Ayas
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Bolgesi, Balgicek Kantar1” bolgesinden alinan topraga virlis bulastirlmak {izere
sasirtilmustir. 9 hafta siireyle iklim odasinda 16 saat karanlik 8 saat aydinlik ve 24 °C

kosullarinda bulasik toprakta viriis bulagtirilmigtir.

Sekil 4.5. Ankara, Ayas Bolgesi, Balgigek Kantar1 topragna ait 1-RNA1 (806 bg), 2-
RNA2 (889 bg), 3- RNA3 (954 bg) ve 4- RNA4 (1033 bg), M: Markir bolgelerinin RT-
PCR agaroz jel (%2) goriintiisii

9 hafta siireyle virlis bulastirilan yabani bitkiler musluk suyunda iyice yikanmigtir.
Topraktan arindirildiktan sonra yabani bitkilerin kokleri s1vi azotta ezilerek ELISA testi ve

RNA (Real time PCR ¢alismalari i¢in) izolasyonuna kadar -80 °C’ de muhafaza edilmistir.

4.3.2. ELISA Testi

BNYVYV bulasikliginin tespiti amaciyla yabani pancar koklerinden ELISA testi uygulamasi
yapilmistir. ELISA testi, DAS-ELISA yoOntemi Bioreba firmasinin test protokoliindeki
aciklamalar1 gbz Oniine almarak Seker Enstitiisii Fitopatoloji Subesi Viroloji

Laboratuari’inda tamamlanmistir.

Metot uygulamasi:

* Bitki ornekleri tampon c¢ozeltisinde ezilmistir (I g kok: 10 ml 6rnek tampon
cozeltisi).

* Onceden kaplama tampon ¢dzeltisinde 1:1.000 oraninda sulandirilarak hazirlanan
antiserum ile kaplanmig ELISA mikropleytlerine 200 pl olacak sekilde ilave
edildikten sonra mikroplatelere +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir.

* Tampon ¢ozeltisi ile 3 defa yikandiktan sonra 6rnekler, 200’er ul mikroplate’lere

yerlestirilip gece boyu +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir.

26



* Yikama tampon ¢ozeltisi ile 3 defa yikandiktan sonra konjugat tampon ¢ozeltisinde
1/1.000 oraninda sulandirilan konjugat’tan 200 pl mikropleytin her bir ¢ukuruna
ilave edilmistir.

* Mikropleytler, 6 saat +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir.

* Tekrar yikama tampon ¢ozeltisi ile mikropleyt ¢ukurlar1 yikandiktan sonra substrat
tampon ¢oOzeltisi igerisinde 1 gr/ml olacak sekilde hazirlanan substrattan (p-
nitrofenil fosfat) mikropleyt ¢ukurlarina 200°er ul ilave edilmistir.

* Mikropleytler, substrat inkiibasyonu i¢in 37°C’de 60 dakika inkiibasyona
birakilmistir.

¢ Sonuglar ELISA mikropleyt okuyucusunda (Bio-Rad Novapath Microplate Reader)
405 nm dalga boyunda absorbans degerlerinin alinmasiyla elde edilmistir.

* Negatif kontrollerin absorbans degerlerinden 2 kati ve daha fazla deger veren

ornekler pozitif olarak degerlendirilmistir (43).
4.4. Yabani Pancarlarda Tagman-Real Time PCR {le ifade Analizleri

Real Time PCR uygulama reaksiyonlari Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Merkez Laboratuvari’ndaki Light Cycler 480 (Roche) aletinde gergeklestirilmistir.
Tagman-Real time PCR uygulamalar1 her yabani genotipe ait en az 3 bitkinin bulagik kok
karsimindan en az 3’lii tekniksel tekrar seklinde, ‘Glutamine synthetase’ internal kontrol
gen kullanilarak viriis RNA bolgeri; RNA1, RNA2, RNA3, RNA4'e yonelik olarak
gerceklestirilmigtir. Denemeler ihtiya¢ duyuldugunda (RNA izolasyonu, Real Time PCR

uygulamlar vb) yeterli sayida tekrar edilmistir.
4.4.1. RNA Izolasyonu

Real Time PCR reaksiyonu dncesinde; virlis bulagik toprakta yetistirilen yabani pancar
koklerinden RNA izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. RNA izolasyonlar1 asagida metot

aciklamasi verilen Trizol yontemine gore yapilmistir.

TRIZOL protokolu

*  Ornekler s1v1 azotta ezilmistir.
* 2 ml lik tiipe 1 ml trizol eklenmistir.

*  Uzerine 300-500 mg drnek eklenmistir.
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* Elle tiip kuvvetli bir sekilde sallanarak karisim saglanir, vortekslenir ve drnekler
oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.

» Uzerine 250 pl kloroform eklenip karistirilmustir.

* (Oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.

¢ 14.000 rpm de 4°C de 10 dk. santrifiij edilir ve iist s1iv1 yeni tiipe aktarilmustir.

o Uzerine 250 pl 1.2M NaCl, 250 ul 0.8 M Na-citrate ve 250 pl isopraponal
eklenmistir.

* 10 dk. oda kosullarinda (tercihen -20°C de 10 saat) bekletilmistir.

* 10.14.000 rpm de 4°C de 10 dk.santrifiij edilip, @ist stv1 atilmustir.

* Pellet %70 EtOH ile yikanip ve dikkatlice kurutulmustur.

¢ 20-50 pul DEPC muamele edilmis suda ¢oziilmiistiir.

Elde edilen RNA’lar %!1’lik agaroz jelde gorsel olarak kontrol edilerek, miktar ve saflik

tayinleri ise, Nanodrop ND—1000 spektrofotometre aletinde belirlenmistir.
4.4.2. Total RNA’dan cDNA sentezi

Real Time PCR’mn ilk agsamasi olarak, drneklere ait cDNA sentezi yapilmistir. cDNA
sentezi i¢in First Strand cDNA Sentez kiti (Roche, Cat no: 04897030001) kullanilmistir.

RNA-Primer karisiminin hazirlanmasi:

Icerik Hacim
RNA (2000ng) Degisken
Oligo (dt) Primer (50pmol/pl) 0.5 ul
Su (PCR grade) Degisken
Toplam 6.5 ul

Karigim, termal cycler’da (Biorad marka) 65°C’de 10 dk denatiire edilip hemen buza
alinmig, asagida verildigi sekilde hazirlanan Revers Transkripsiyon karisimi eklenerek,

belirtilen reaksiyon kosullarinda revers transkripsiyon islemi ger¢eklestirilmistir.

Revers transkripsivon karisiminin hazirlanmasi:
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fcerik Hacim Reaksiyon

Kosullar
Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction buffer 2 ul
(5X)
RNase Inhitor (40 {inite/pl) 0.25 ul

55°C30dk

DNTP mix (10 mM) 1 ul

85°C 5 dk
Transcriptor Reverse Transcriptase Enzimi (20 0.25 pl
tinite/pl)
Toplam 3.5ul

cDNA sentezi sonrast Nanodrop ND—1000 spektrofotometre ile elde edilen cDNA miktari
Olgiilerek miktar tayini yapilmistir. Sentezlenen cDNA’lar Real Time PCR reaksiyonuna

kadar -20 °C’ de saklanmustir.
4.4.3. ifade Analizlerinde Kullanilan Tagman Primer/Prob Dizileri

Real-Time PCR ifade analizlerinde virlis RNA bdlgelerine spesifik primer prob giftleri
kullanilmistir. BNYVV RNA1, RNA3 ve RNA4 bolgeleri i¢in primer/prob dizaynlari
yapilirken, RNA2 bolgesine yonelik Harju vd., (39), tarafindan gelistirilen primer/prob
ciftleri kullanilmistir. Reaksiyonlar TagMan Probes Mastir (Roche kat no: 4902343001)
protokoliine gdre yapilmistir. Internal kontrol (house keeping) olarak ise seker pancari
‘Glutamin sentetaz’ genine yoOnelik primer/prob c¢iftleri kullanilmistir.  Viriis RNA
bolgelerine yonelik ifade analizlerinde kullanilan primer/prob cifti dizileri Cizelge 4.5.’te

belirtilmistir.

Cizelge 4.5. ifade analizlerinde kullanilan Tagman prob/primer ¢ifti dizileri

Bolge Primer dizisi 5°...3’ Taqman prob dizisi
adi 5’-FAM/TAMRA-3’
RNA1 1: gaataaaggccatgccacag cctatcttgatgaaggttgttgtogtttictca

g: caagaaccgacataagcaactc

RNA2 1: catggaaggatatgtctcataataggtt tgaccgatcgatgggcccg
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g: aacactcacgacgtccgaaac

RNA3 1: cctaatgcaacaaatttcectc

g: tacaaaccagagtgaaccca

caggtttacatggtgtgtttggtaaacacggttga

RNA4 1: gtcgttggatgttcetgtgte

g: ggcattaagaaagcacccag

g:ctgagtgacaccaagtg

aaacacgtacacgtccaacgccaac

sentetaz

Glutamin | i: aatacatttggattggaggatctg

g: aattgcttgggggtataagattac

caggtcgtgatagtgtcctcgatttgcta

i:ileri primer, g: Geri primer

4.4.4. Standart Egrilerin Olusturulmasi ve Optimizasyon Kosullar1

Standart egri ¢izimi i¢in dncelikle ELISA bulasiklik diizeylerine gore (yiiksek bulagiklik)
viriis bulasikligi fazla olan ornekler belirlenmistir. Bulagiklik diizeyi yliksek olan
orneklerden 29 gen bankasi numarasina sahip numarali érnek olan Beta maritima/izmir,

standart egrilerin olusturulmasi i¢in belirlenmistir.

29- Beta maritima' ya ait cDNA’ dan 6 logaritmik konsantrasyon olmak iizere; 1/10, 1/100,
1/1000, 1/10000 ve 1/100000 oranlarinda seri diliisyonlar hazirlanmis ve OSlgiimlerin
degerlendirilmesi asamasinda Real Time PCR aletine ait analiz programa ile her bir primer
icin ayr1 ayr standart egriler ¢izilmistir. Virlis RNA bdlgelerine ve Glutamin sentetaz

genine ait Tagman primer/prob optimizasyon kosullar1 asagidaki Cizelge 4.6., Cizelge 4.7.,

Cizelge 4.8., Cizelge 4.9., Cizelge 4.10 ve Cizelge 4.11.’de verilmistir.

Cizelge 4.6. RNA1 bolgesine ait Tagman primer/prob optimizasyon kosullari

RNA1 bélgesi optimizasyon kosullari (Tm 52 "C)

cDNA (200 ng) 2 ul
Ileri primer (10 pmol) 1 ul
Geri primer (10 pmol) 1 ul
Tagman Prob (10 pmol) 0.2 ul
Prob master mix Sul
Toplam hacim 10 pl
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Cizelge 4.7. RNA2 bolgesine ait Tagman primer/prob optimizasyon kosullari

RNA2 bélgesi optimizasyon kosullari (Tm 57 'C)

cDNA 2 ul
Ileri primer (10 pmol) 1 ul
Geri primer (10 pmol) 1 ul
Tagman Prob 0.2 ul
Prob master mix Sul
Toplam hacim 10 pl

Cizelge 4.8. RNA3 bolgesine ait Tagman primer/prob optimizasyon kosullar

RNA3 bélgesi optimizasyon kosullari (Tm 52 "C)

cDNA 2 ul
Ileri primer (10 pmol) 1 ul
Geri primer (10 pmol) 1 ul
Tagman Prob 0.2 ul
Prob master mix Sul
Toplam hacim 10 pl

Cizelge 4.9. RNA4 bolgesine ait Tagman primer/prob optimizasyon kosullari

RNA4 bélgesi optimizasyon kosullari (Tm 52 "C)

cDNA 2 ul
Ileri primer (10 pmol) 1 ul
Geri primer (10 pmol) 1 ul
Tagman Prob 0.2 ul
Prob master mix Sul
Toplam hacim 10 pl
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Cizelge 4.10. Glutamin sentetaz genine ait Tagman primer/prob optimizasyon kosullar1

Glutamin sentetaz geni optimizasyon kosullar1 (Tm 52 °C)

cDNA 2 ul
Ileri primer (10 pmol) 1 ul
Geri primer (10 pmol) 1 ul
Tagman Prob 0.2 ul
Prob master mix Sul
Toplam hacim 10 pl

Her primer/prob icin optimize edilen kosullara goére hazirlanan karisim eklenerek Roche

Light Cycler-LC 480 aletinde protokole uygun PCR programi kosullarinda amplifikasyon

reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir.

4.4.5. Orneklerin Alete Yiiklenmesi

Her bir primer/proba ait 6rnekleri igeren cDNA’lar ile Tagman Prob Master Kit icerikleri
karisimi alete ait 384’liikk platelere yerlestirilerek plate 15000 rpm’ de 2 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda Roche Light Cycler Sealing foil ile plate kaplanarak Roche
Alette

Light Cycler 480 aletinde optimize edilen sicakliklar secilerek kosturulmustur.
kullanilan PCR programi asagida verilmistir (Cizelge 4.11.).
Cizelge 4.11. Real Time PCR Programi
Program
Program Cycles Analysis Mode
Pre incubation | Acquisition Cycle | Hold(hh:mm:ss) | Ramp
Mode Rate
None 1 00:10:00 4.8 None
Amplification | Acquisition Cycle | Hold(hh:mm:ss) | Ramp | Quantifcation
Mode Rate
95°C None 00:00:10 4.8
™ °C None 45 00:00: (15-30) |[2.5
72 °C Single 00:00:01 4.8
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Cooling Acqusition Cycle | Hold(hh:mm:ss) | Ramp
Mode Rate

40°C None 1 00:00:10 0.2 None

4.4.6. Verilere Ait istatistik Analizleri

TagMan Real Time PCR reaksiyonlar1 sonrasinda, referans gen (Glutamin sentetaz) ile 35
adet yabani pancar genotipinde BNYVV RNA1, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgelerine ait Ct
degerleri, Rest 2009 (http://rest-2009.gene-quantification.info/) yazilimi ile karsilagtirilarak
relatif gen ifadesi analizleri tamamlanmistir. Yazilm tarafindan uygulanan 24"
metodunda, p<0.05 anlamlilik diizeyinde, referans gen ile hedef genlerin kontrol Ct
degerlerinin farklar1 “0”, reaksiyon etkinligi ise “1” olarak kabul edilerek analizler

tamamlanmustir.
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S5.ARASTIRMA BULGULARI

5.1. ELISA Testi

ELISA testi, yabani pancar koklerinde BNYVV’nin varligmin arastirilmasinda
kullanilmigtir. DAS-ELISA yontemi ve Bioreba firmasinin test protokoliindeki
aciklamalar1 gbz Oniine almarak Seker Enstitiisii Fitopatoloji Subesi Viroloji
Laboratuari’inda yiiriitilmistiir. 35 adet yabani pancar genotipine ait, virus bulagiklik

diizeyleri ELISA testi sonuglar1 Cizelge 5.1.’de belirtilmistir.

Cizelge 5.1. Yabani pancar drneklerine ait ELISA testi sonuglari

Ornek No | Tiir ismi Toplandig1il | ELISA Testi
Sonucu

1 Beta corolliflora Erzurum 0,082

2 Beta corolliflora Kars 0,077

3 Beta corolliflora Agr 0,042

4 Beta corolliflora Bilecik 0,048

5 Beta corolliflora Bilecik 0,059

6 Beta maritama Antalya 0,062

7 Beta maritama Adana 0,039

8 Beta maritama [zmir 0,031

9 Beta maritama [zmir 0,036

10 Beta maritama Trabzon 0,033

11 Beta adanensis Adana 0,053

12 Beta adanensis Adana 0,059

13 Beta adanensis Adana 0,087

14 Beta adanensis Canakkale 0,080

15 Beta adanensis Adana 0,059

16 Beta lomatogona Erzurum 0,031

17 Beta lomatogona Isparta 0’a oldukg¢a yakin
18 Beta lomatogona Erzurum 0,040

19 Beta lomatogona Erzurum 0,035

20 Beta lomatogona Isparta 0,043

21 Beta trigyna Erzurum 0’a oldukg¢a yakin
22 Beta trigyna Bolu 0,043

23 Beta trigyna Kiitahya 0,030

24 Beta trigyna Eskisehir 0,033

25 Beta trigyna Bilecik 0,040

26 Beta intermedia Eskisehir 0,038

27 Beta intermedia Eskisehir 0,035

28 Beta intermedia Eskisehir 0,031

29 Beta intermedia Eskisehir 0,031

30 Beta intermedia Eskisehir 0,035

31 Beta macrorhiza Erzincan 0,031

32 Beta macrorhiza Erzincan 0’a oldukea yakin




33 Beta macrorhiza Kastamonu 0,038
34 Beta macrorhiza Erzincan 0,029
35 Beta macrorhiza Erzincan 0,033

Yiiksek veya diisiik ELISA bulagiklik degerleri belirlenen genotipler hem Beta
seksiyonuna hem de Corollinae seksiyonuna ait olup genotipe bagli olarak degisim
belirlenmistir. Seksiyonlar arasi belirgin bulasiklik degerleri ayrimlar1 belirlenmemistir.
Elisa bulasiklik degerlerinin oldukea diisiik olmasinin (yiiksek tolerans) yanisira bulasiklik

degerleri 0’a oldukga yakin olan genotipler (bulasik olmayan) de belirlenmistir.
5.2. RNA izolasyonu, Miktar ve Kalite Tayini

Izole edilen RNA &rneklerinin miktar ve kaliteleri, Nanodrop ND 1000 cihaz1 ile
spektrofotometre olglimleri (Cizelge 5.2.) ve % I’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol
edilmigtir (Sekil 5.1.). Elde edilen jel goriintiileri ve spektrofometrik veriler Real Time
PCR analizlerinde kullanilacak kadar miktar ve saflikta RNA elde edildigini

gostermektedir.

Sekil 5.1. izole edilen RNA’lara ait bazt RNA’larin agaroz jel (%1 ) goriintiisii

Cizelge 5.2. 35 06rnek ve bir kontrole ait RNA’larin spektrofometrik 6l¢iimleri

Ornek | Tiir ismi ng/ul 260/280 | 260/230
No

1 Beta corolliflora 651,50 1,93 1,39
2 Beta corolliflora 497,30 1,83 1,57
3 Beta corolliflora 500,00 1,63 1,38
4 Beta corolliflora 836,25 1,66 1,50
5 Beta corolliflora 692,9 1,82 1,36
6 Beta maritama 811,50 1,77 1,80
7 Beta maritama 900,00 1,81 1,66
8 Beta maritama 890,22 1,92 1,78
9 Beta maritama 411,40 1,62 1,71
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10 Beta maritama 434,00 1,83 1,62
11 Beta adanensis 788,23 1,83 1,82
12 Beta adanensis 922,63 1,65 1,76
13 Beta adanensis 634,50 1,84 1,88
14 Beta adanensis 711,32 1,73 1,76
15 Beta adanensis 683,64 1,82 1,88
16 Beta lomatogona 921,89 1,92 1,86
17 Beta lomatogona 778,70 1,93 1,95
18 Beta lomatogona 905,50 1,91 1,86
19 Beta lomatogona 664,30 1,81 1,95
20 Beta lomatogona 885,52 1,84 1,95
21 Beta trigyna 445,30 1,92 1,99
22 Beta trigyna 662,90 1,93 1,98
23 Beta trigyna 624,20 1,82 1,99
24 Beta trigyna 880,73 1,93 1,96
25 Beta trigyna 734,40 1,93 1,97
26 Beta intermedia 487,00 1,92 1,83
27 Beta intermedia 805,90 1,93 1,72
28 Beta intermedia 525,54 1,92 1,91
29 Beta intermedia 518,00 1,82 1,91
30 Beta intermedia 668,69 1,71 1,97
31 Beta macrorhiza 690,50 1,93 1,98
32 Beta macrorhiza 958,89 1,82 1,96
33 Beta macrorhiza 658,69 1,92 1,91
34 Beta macrorhiza 390,50 1,88 1,97
35 Beta macrorhiza 358,89 1,98 1,98
36 Kontrol 510,00 1,80 1,96

5.3. cDNA Sentezi

35 adet yabani pancar genotipine ait cDNA’larin spektrofometrik Ol¢iimleri sirasi ile
Cizelge 5.3.” te sunulmustur. cDNA’larin safliklar1 (260/280, 260/230) yeterli bulunurken,
miktarlar1 (ng/pul) beklenen oranlarda (yaklasik 2000ng) elde edilmistir.

Cizelge 5.3. 35 adet 6rnek ve bir kontrole ait cDNA’larin spektrofometrik dl¢timleri

Orne | Tiir ismi ng/ul 260/280 | 260/230
k No

1 Beta corolliflora 1951,50 2,23 2,39

2 Beta corolliflora 1997,30 2,23 2,39

3 Beta corolliflora 1900,00 2,23 2,38

4 Beta corolliflora 2036,25 2,23 2,32

5 Beta corolliflora 2092,90 2,22 2,36

6 Beta maritama 1811,50 2,22 2,35

7 Beta maritama 1900,00 2,22 2,36

8 Beta maritama 1990,22 2,22 2,38
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9 Beta maritama 2011,40 2,22 2,11
10 Beta maritama 2034,00 2,23 2,12
11 Beta adanensis 1988,23 2,23 2,12
12 Beta adanensis 1922.,63 2,23 2,36
13 Beta adanensis 1934,50 2,24 2,28
14 Beta adanensis 1911,32 2,23 1,36
15 Beta adanensis 2083,64 2,22 1,28
16 Beta lomatogona 1921,89 2,22 2,36
17 Beta lomatogona 1978,70 2,23 1,35
18 Beta lomatogona 2005,50 2,21 2,26
19 Beta lomatogona 2064,80 2,21 2,25
20 Beta lomatogona 2085,52 2,24 2,35
21 Beta trigyna 2045,30 2,22 2,29
22 Beta trigyna 1962,90 2,23 1,98
23 Beta trigyna 2024,20 2,22 1,99
24 Beta trigyna 1980,73 2,23 2,36
25 Beta trigyna 1934,40 2,23 1,97
26 Beta intermedia 2087,00 2,22 2,33
27 Beta intermedia 2005,90 2,23 2,32
28 Beta intermedia 2025,54 2,22 2,31
29 Beta intermedia 2018,00 2,22 2,31
30 Beta intermedia 2018,69 2,21 2,27
31 Beta macrorhiza 1990,50 2,23 1,98
32 Beta macrorhiza 1958.89 2,22 2,36
33 Beta macrorhiza 2004,80 2,21 2,25
34 Beta macrorhiza 2085,50 2,20 2,35
35 Beta macrorhiza 2045,00 2,20 2,26
36 Kontrol 1960,00 2,23 1,90

5.4. Primer/Prob Ciftlerine Ait Standart Egrilerin Olusturulmasi

Kullanilan primer/problara ait standart egri grafikleri Sekil 5.2., Sekil 5.3., Sekil 5.4., Sekil
5.5. de verilmistir. Cizilen standart egri grafiklerinin etkinlik (efficiency) degerleri

yaklasik 2 ve slope degerleri ise -3.3’e yakin bulunmustur. Ilgili primerler icin Real Time

PCR reaksiyon kosullarinin ve standart egrilerin uygun oldugu belirlenmistir.
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Sekil 5.2. Real Time PCR cihazindan almman RNAT1 primerine ait standart egri grafigi
efficiency ve slope degerleri
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Sekil 5.3. Real Time PCR cihazindan alimman RNA2 primerine ait standart egri grafigi
efficiency ve slope degerleri
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Sekil 5.4. Real Time PCR cihazindan alimman RNA3 primerine ait standart egri grafigi
efficiency ve slope degerleri
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Sekil 5.5. Real Time PCR cihazindan alinan RNA4 primerine ait standart egri grafigi
efficiency ve slope degerleri
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Sekil 5.6. Real Time PCR cihazindan alman Glutamin sentetaz genine ait standart egri
grafigi efficiency ve slope degerleri

5.5. ifade Analizleri
5.5.1. Ger¢ek Zamanh Amplifikasyon Egrileri

Glutamin sentetaz, RNA1, RNA2, RNA3, RNA4 primerinde standart ve orneklere ait
amplifikasyon egrileri Sekil 5.7., Sekil 5.8., Sekil 5.9., Sekil 5.10., Sekil 5.11°de
sunulmustur. Amplifikasyon egrilerinde Ct degerleri house keeping gen icin 20-35.
dongiiler arasinda iken bu deger RNA1, RNA2, RNA3 ve RNA4 viriis genleri i¢in tolerant
yabani genotiplerde 39. dongiiye kadar ulasmistir. Kontrol o6rneginde viriis genleri
acisindan Ct degeri elde edilmemistir (bulasiklik yoktur). Orneklere ait Ct degerleri Ek

1'de sunulmustur.
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Sekil 5.7. RNA1 primerinde kontrol ve drneklere ait amplifikasyon egrileri
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Sekil 5.9. RNA3 primerinde kontrol ve drneklere ait amplifikasyon egrileri
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Sekil 5.10. RNA4 primerinde kontrol ve 6rneklere ait amplifikasyon egrileri
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Sekil 5.11. Glutamin sentetaz geninde kontrol ve drneklere ait amplifikasyon egrileri

5.5.2. Real Time PCR Verilerinin ifade Analizleri

35 yabani seker pancar1 genotipinde, 'Glutamin sentetaz' house keeping genine gore
BNYVV RNAI1, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifade analizleri yapilmis olup Sekil
5.12.a., Sekil 5.12.b., Sekil 5.12.c., Sekil 5.12.d., Sekil 5.12.¢., Sekil 5.13.a., Sekil 5.13.b.,
Sekil 5.13.c., Sekil 5.13.d., Sekil 5.13.¢., Sekil 5.14.a., Sekil 5.14.b., Sekil 5.14.c., Sekil
5.14.d., Sekil 5.14.e., Sekil 5.15.a., Sekil 5.15.b., Sekil 5.15.c., Sekil 5.15.d., Sekil 5.15.¢.,
Sekil 5.16.a., Sekil 5.16.b., Sekil 5.16.c., Sekil 5.16.d., Sekil 5.16.e., Sekil 5.17.a., Sekil
5.17.b., Sekil 5.17.c., Sekil 5.17.d., Sekil 5.17.e., Sekil 5.18.a., Sekil 5.18.b., Sekil 5.18.c.,
Sekil 5.18.d., Sekil 5.18.e.,’de sunulmustur.
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Relatif Ifade Degerleri
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Sekil 5.12.a. 4 gen bankasi numarasina sahip Beta maritima (Antalya) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi

Relatif Ifade Degerleri
2 L
1
05
025 .
z o
> 125 :
(3
Z
063
2
J_E 031
0.016
0.008
0.004 - - - === e -
0.002F - - === mmmmm e e e I T
6-RNA1 6-RNA2 6-RNA3 6-RNA4
Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.12.b. 6 gen bankasi numarasina sahip Beta maritima (Adana) genotipinde BNYVV
RNA1, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Sekil 5.12.c. 8 gen bankasi numarasina sahip Beta maritima (Trabzon) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Sekil 5.12.d. 27 gen bankas1 numarasina sahip Beta maritima (1zmir) genotipinde BNYVV
RNA1, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Relatif ifade Degerleri
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29-RNA4

Sekil 5.12.e. 29 gen bankasi numarasina sahip Beta maritima (Izmir) genotipinde BNYVV

RNA1, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi

Beta maritima' ya ait genotiplerin analizlerinde; BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4

bolgelerine ait ifade genel olarak oldukga diisiik bulunurken, 6zellikle 29 numarali Beta

maritima (Izmir) genotipinde diger genotiplerden daha farkli ve daha fazla viriis bolgesi

ifadesi belirlenmistir.
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Sekil 5.13.a. 5 gen bankasi numarasina sahip Beta adanensis (Adana) genotipinde

BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Ornek numarasi - bélge adi
Sekil 5.13.b. 25 gen bankasi numarasina sahip Beta adanensis (Adana) genotipinde
BNYVV RNAI1, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Ornek numarasi - bélge adi

Sekil 5.13.c. 28 gen bankasi numarasina sahip Beta adanensis (Adana) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Relatif ifade Degerleri
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Sekil 5.13.d. 39 gen bankasi numarasina sahip Beta adanensis (Canakkale) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Ornek numarasi - bolge adi
Sekil 5.13.e. 53 gen bankasi numarasina sahip Beta adanensis (Adana) genotipinde

BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi

Beta adanensis genotiplerinde de; benzer olarak olduke¢a diisiik BNYVV RNA1, RNA2,
RNA3 ve RNA4 ifadesi belirlenmistir. Yapilan analizlerde genotiplerde, 6zellikle RNA2

ve RNA4’ nin ifadelerinin oldukga stabil oldugu belirlenmistir.
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Sekil 5.14.a. 47 gen bankasi numarasina sahip Beta trigyna (Bolu) genotipinde BNYVV
RNA1, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.14.b. 48 gen bankasi numarasina sahip Beta trigyna (Kiitahya) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Relatif ifade Degerleri
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Sekil 5.14.c. 125 gen bankast numarasina sahip Beta trigyna (Eskisehir) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.14.d. 227 gen bankasi numarasina sahip Beta trigyna (Bilecik) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Relatif ifade Degerleri
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Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.14.e. 260 gen bankasi numarasina sahip Befa trigyna (Erzurum) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi

Beta trigyna' ya ait genotiplerin ifade analizlerinde benzer diisiik virlis bolgesi ifadesi
belirlenmistir. 260 gen bankasi numarali Beta trigyna (Erzurum) genotipi disindaki diger
genotiplerde en yiiksek ifade RNA1 viriis bolgesinde belirlenmistir. Beta trigyna/ Erzurum

genotipinde ise en yiiksek ifade RNA2 bolgesi i¢in belirlenmistir.
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Ornek numarasi - bélge adi

Sekil 5.15.a. 12 gen bankasi numarasina sahip Beta lomatogona (Erzurum) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Sekil 5.15.b. 13 gen bankasi numarasina sahip Beta lomatogona (Erzurum) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.15.c. 14 gen bankasi numarasina sahip Beta lomatogona (Erzurum) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.15.d. 222 gen bankasi numarasina sahip Beta lomatogona (Isparta) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.15.e. 224 gen bankasi numarasina sahip Beta lomatogona (Isparta) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi

Beta lomatogona genotiplerindeki BNYVV RNA bolgeleri ifadesi de oldukea diisiik olup
incelenen tiim genotiplerde benzerdir. Bu genotiplerde 6zellikle RNA2 ve RNA4 bolgesi

ifadesi stabil olarak yiiksek bulunmustur.
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Relatif ifade Degerleri
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Sekil 5.16.a. 1 gen bankasi numarasina sahip Beta corolliflora (Erzurum) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi

Relatif ifade Degerleri

0.5 - T Tt
025 ;
7.7 P PRI SO ...................
063 !

T T B
016 ; ;

ifade katsayisi

0084 ---cnmmmemiee  iH L A l BB —=—
LT ERRnCRECEEEEEEERRTEREES CEPPTRTTRRTRPTRRTRS
0.002

0.001 oo ! rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr S SO —
0.000 : : -

2RNA1 2-RNA2 2-RNA3 2.RNA¢
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Sekil 5.16.b. 2 gen bankasi numarasina sahip Beta corolliflora (Kars) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.16.c. 3 gen bankasi1 numarasina sahip Beta corolliflora (Agr1) genotipinde BNYVV
RNA1, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.16.d. 81 gen bankasi numarasina sahip Beta corolliflora (Bilecik) genotiplerinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Relatif ifade Degerleri
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Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.16.e. 89 gen bankasi numarasina sahip Beta corolliflora (Bilecik) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi

Beta corolliflora genotiplerine ait BNYVV RNA bolgeleri ifade analizlerinde oldukca
diisiik (0'a yakin) ifade belirlenmistir. incelenen tiim genotiplerde tiim RNA bélgelerine ait
ifadeler ¢ok diisilkken en yiiksek ifade RNA2 bolgesi, en diigiik ifade de RNA4 bolgesi

icin belirlenmistir.
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Ornek numarasi - bélge adi

Sekil 5.17.a. 19 gen bankasi numarasina sahip Beta intermedia (Eskisehir) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Ornek numarasi - bolge ad

Sekil 5.17.b. 20 gen bankasi numarasina sahip Beta intermedia (Eskisehir) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi

Relatif ifade Degerleri

L . T — T TR ISR

I RS S S

@ ‘ ' ' '

Z 031

2z

' 016

=< ' ' )

_9008 o o o i ceeees Cmmeeeees Creereeeeees

=1 ' ' ' '

u_’EOO‘ ............................ ecscsconsacncaceccavasnsnane , .....................

0.001

0.000 ]

0,000 4 - - - - m e e T CLCICTCT TSR e S

00004 -y oo oo - L L L L LT, e e
21-RNA1 21-RNA2 21-RNA3 21-RNA4

Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.17.c. 21 gen bankasi numarasina sahip Beta intermedia (Eskisehir) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Relatif ifade Degerleri
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Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.17.d. 22 gen bankast numarasina sahip Beta intermedia (Eskisehir) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi

Relatif ifade Degerleri
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Ornek numarasi - bolge ad

Sekil 5.17.e. 23 gen bankasi numarasina sahip Beta intermedia (Eskisehir) genotipinde
BNYVV RNAI, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi

Beta intermedia genotiplerine ait 6rneklerde BNYVV RNA bélgeleri ifadesinin oldukca
diistik oldugu belirlenmistir. Tiim genotiplerde benzer RNA bolgeleri ifadesi belirlenirken,

en yiiksek ifade RNA2 ve RNA4 bolgesi i¢in belirlenmistir.
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Relatif ifade Degerleri
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Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.18.a. 197 gen bankasi numarasina sahip Befa macrorhiza genotipinde BNYVV

RNAI,

RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Ornek numarasi - bolge ad

Sekil 5.18.b. 239 gen bankasi numarasina sahip Beta macrorhiza genotipinde BNYVV

RNAI,

RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Relatif ifade Degerleri
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Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.18.c. 244 gen bankasi numarasina sahip Beta macrorhiza genotipinde BNYVV
RNA1, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Ornek numarasi - bolge adi

Sekil 5.18.d. 245 gen bankasi numarasia sahip Beta macrorhiza genotipinde BNYVV
RNA1, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi
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Relatif ifade Degerleri
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Ornek numarasi - bolge ad

Sekil 5.18.e. 257 gen bankasi numarasina sahip Beta macrorhiza genotipinde BNYVV
RNA1, RNA2, RNA3 ve RNA4 bolgeleri ifadesi

Beta macrorhiza genotiplerinde en yiiksek ifade BNYVV RNA4 bolgesi i¢in
belirlenmistir. incelenen tiim macrorhiza genotiplerinde viriis RNA bolgeleri igin benzer
olarak oldukga diisiik ifade belirlenmistir. Bu genotiplerde ayrica RNA4 bdlgesinden sonra
RNA3 bolgesi i¢in diger bolgelere gore belirgin ifade belirlenmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Seker pancari iiretiminde ekonomik diizeyde iiriin kaybina neden olabilen en 6nemli
viriislerden biri olan BNYVV, Polymyxa betae Keskin vektorii araciligiyla seker pancari
koklerine bulasmaktadir. BNYVV genomu genellikle degisen biiyiikliiklerde dort adet
RNA icermekte ve bu RNA Dbolgeleri iceriklerine gore viriisiin patojenitesi
degisebilmektedir (35). Patojenitenin yanisira belirlenmis tolerans kaynaklarina yonelik de
viriiste diren¢ gelisebilmekte ve bitki dayanikliligi/toleranst kirillabilmektedir. Aymni
zamanda yapilan caligmalara bakildiginda (9,13,44,45), calismalarin bolgesel BNYVV

irklar1 ve patojenitelerinin belirlenmesi iizerine yogunlastig1 goriilmektedir.

Beta ve Corollinae seksiyonlarinda, bu hastaliga veya tasiyicist Polymyxa betae mantarina
tolerant genotipler bulunmaktadir. Bu konuda yiiriitiilen ¢alismalar da bolgesel kaynaklarin
taranmasi ve tolerant genotiplerin belirlenmesi iizerine yogunlagmistir. (13,39,44). Bu
sebeplerle bakildiginda; ulusal gen kaynaklarimizin BNYVV patojenitelerinin belirlenmesi
ve gen tespiti kaynagi olabilecek yerel yabani pancar gen kaynaklarimizin Rhizomania' ya

toleranslar1 agisindan taranmasi bilyiik 6nem tasimaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, BNYVV viriisii gen bolgelerinin Real Time PCR’a dayali ifade
analizleri ile Beta ve Corollinae yerel yabani genotiplerinde tolerans diizeylerinin

belirlenmesi amaglanmastir.

Bu tezde gen ifadesi analizleri yapilan Beta ve Corollinae seksiyonlarina ait genotiplerde
oldukca diisiik BNYVV RNA bolgeleri ifade belirlenmistir (Sekil 5.12.a., Sekil 5.12.b.,
Sekil 5.12.c., Sekil 5.12.d., Sekil 5.12.¢., Sekil 5.13.a., Sekil 5.13.b., Sekil 5.13.c., Sekil
5.13.d., Sekil 5.13.e., Sekil 5.14.a., Sekil 5.14.b., Sekil 5.14.c., Sekil 5.14.d., Sekil 5.14.¢.,
Sekil 5.15.a., Sekil 5.15.b., Sekil 5.15.c., Sekil 5.15.d., Sekil 5.15.e., Sekil 5.16.a., Sekil
5.16.b., Sekil 5.16.c., Sekil 5.16.d., Sekil 5.16.e., Sekil 5.17.a., Sekil 5.17.b., Sekil 5.17.c.,
Sekil 5.17.d., Sekil 5.17.e., Sekil 5.18.a., Sekil 5.18.b., Sekil 5.18.c., Sekil 5.18.d., Sekil
5.18.e., Sekil 5.19.). Tim genotiplerdeki tiim RNA bdlgeleri ifadelerine bakildiginda da
oldukc¢a diisiik ifade seviyesi belirlenmis olup, RNA bolgeleri ifadesi agisindan yiiksek
farkliliklar belirlenmemistir. B. maritima, B. adanensis, B. trigyna, B. lomatogona, B.
corolliflora, B. intermedia, B. macrorhiza' ya ait genotipler arasinda da genellikle diigiik

ifade farkliliklar1 belirlenmistir. Cok kiiciik farklilikla birlikte Corollinae seksiyonuna ait
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orneklerde daha diisik BNYVV RNA1, RNA2, RNA3 ve RNA4 ifadesi belirlenmistir.
BNYVV' ye kars1 yapilan tolerans ¢alismalarinda B. maritama, B. trigyna, B. lomatogona,
B. corolliflora, B. intermedia genotiplerinde tolerasin belirlendigi (44,45) ¢aligmalarda
belirtilmistir. Yapilan aragtirmalara uygun olarak bu tez calismasinda da BNYVV'ye ait
RNA bolgelerinin yabani pancar gen kaynakalrindaki ifadesi diigiik bulunmus olup
BNYVV'ye kars1 tolerans gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica Rhizomania' ya karsi
gelistirilmeye c¢alisilan dayanikli hat ¢alismalari, daha ¢ok BNYVV' ye karsi tolerans
kaynaklarina yogunlasmis olsa da vektdre karst tolerans mekanizmalarinin ve
kaynaklariin belirlenmesine yonelik ¢alismalar da devam etmektedir. Autotetraploid (4x)
B. corolliflora basta olmak tlizere corollinae tiirlerinin soguk, yiiksek sicakliga ve
kurakliga dayanikli tiirler oldugu, B. lomatogona’nin ise tuza toleransh tiirler oldugu
bilinmektedir. Ayrica bu seksiyonda az sayida da olsa virus (rhizomania) ve funguslara (P.
Betae) tam dayanikli genotiplerin bulundugu 6zellikle B. corolliflora ve B. macrorhiza nin
tepe kivircikligi hastaligi viriistine (curly top) ve BNYVV’ye kars1 dayaniklilik genlerini
tasidigr tespit edilmistir. Pancarda Polymyxa betae' ye toleransina yonelik yapilan ¢ok az
sayida ¢alisma yiiriitiilmiis, bu ¢alismalarda da Corollinae seksiyonuna ait B. lomatogona,
B. corolliflora, B. intermedia, B. macrorhiza genotiplerinde vektdre karsi tolerans
belirlenmis ve BNY VYV birikimin az oldugu tespit edilmistir (44,45). Bu tez ¢alismasinda
Corollinae seksiyonuna ait genotiplerde kismi daha az BNYVV ifadesinin belirlenmis
olmasi, bu genotiplerde ayrica literatiirde belirlenmis olan vektor toleransindan

kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir.

Tim Corollinae genotiplerinde 0Ozellikle RNA2 ve RNA4 ifadesinin diger RNA
bolgelerine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. RNA2 hiicre-hiicre etkilesimleri
aracilifi ile virlis genomunun farkli hiicrelere giris yapabilmesinde rol oynarken ayni
zamanda replikasyonunda, translasyonda ve yeni olusan virilis genomlari icin zarf proteinin
sentezinin arttirllmasinda gorev almaktadir. RNA4' {in ise viriisiin vektoriiyle koklere
girisinde anahtar rol oynadig1 ve bu girigin izolatlarda RNA3 bulundugunda daha etkin
gerceklestigi  bilinmektedir (6,16). Bu sebeple, virlisiin temel mekanizmalarinin
gerceklestirilmesinde gorevli olan bu bolgelerin ifadelerinin farkliligi daha tolerant

olabilecek genotiplerde de belirlenebilmektedir.

Seksiyonlardaki genotiplerin dayanikliligin yanisira genotipler arasinda da tolerans

farkliliklarmin olabilecegi belirlenmistir. 29 gen bankasi numarali Beta maritima /izmir ve
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260 gen bankast numarali Beta trigyna/ Erzurum genotiplerinde belirlenen ifade
farkliliklar1 seksiyonlarda daha genis genotip taramalarinin yapilmasi gerekliligini

gostermektedir.

Bulagiklik ve ifade diizeyleri ELISA ve TagMan prob/Real Time PCR ifade analiz
yontemleriyle belirlenmistir. TagMan Real time PCR/prob yonteminde de ELISA testi
sonuclarina (Cizelge 5.1.), paralel olarak olduk¢a diisiik bulasiklik diizeyleri belirlenmistir.
Olduke¢a diisiik ELISA bulasiklik diizeylerine ragmen olduk¢a hassas spesifik TagMan
prob yontemi ile ¢ogunlukla tolerant olan genotiplerdeki ¢ok kiiciik ifade farkliliklar1 dahi
belirlenmistir. (39) tarafindan yapilan ¢alismada da benzer olarak hem Elisa testi hem de
Tagman Real Time PCR/prob yontemi ile bulagiklik ve RNA2, RNAS ifadelerine
bakilmis, Elisa testinin sonug¢ veremedigi oldukea diisiik bulasiklik konsantrasyonlarindaki
Tagman prob yontemiyle alinan basarili sonuglar belirtilmistir. Bu tez ¢aligmasinda da
benzer olarak ELISA testi sonucunda oldukga diisiik ya da negatif sonug verebilen diisiik
konsantrasyonlardaki bulagikliklar TagMan Real Time PCR prob yontemi ile ifade

diizeyinde belirlenmistir.

Yabani pancar gen kaynaklarinda Rhizomania’ya dayanikli genotiplerin belirlenmesine
yonelik olan bu tezde; ¢imlendirilmesi ¢ok zor olan yabani pancar genotiplerinin
cimlendirme basamaklarinin optimizasyonu saglanmis, BNYVV viriisii gen bdlgelerinin
Tagman Real Time PCR’a dayali ifade analizleri ile seksiyonlar ya da genotipler
arasindaki farkliliklarin gosterilebilecegi belirlenmis olup gelecege yonelik arastirmalarda
yabani pancar dayaniklilik gen havuzunun olusturulmasi agisindan ilk ve 6n ¢aligma olarak
tamamlanmigtir. Ulusal yabani pancar dayaniklilik gen havuzunun olusturulabilmesi
calismanin genisletilerek gen bankasinda bulunan tiim genotiplerin taranmasi ve

Rhizomania' ya karsi tolerans diizeylerinin belirlenmesiyle miimkiin olabilecektir.
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EK 1: 35 yabani pancar genotipinde 3 teknik tekrara ait ct (cycle threshold) degerleri

Gen
bankasi
no-
teknik Glutamine
tekrar Tiir ady/Toplandig: il synthetase RNA1 RNA2 RNA3 RNA4
1-1 Beta corolliflora/Erzurum 2421 33,99 32,51 34,01 35,3
1-2 24,40 34,13 32,68 34,10 35,45
1-3 24,00 34,20 32,78 34,20 35,69
2-1 Beta corolliflora /Kars 24,90 34,24 28,80 34,27 35,13
2-2 24,71 34,45 28,89 34,30 35,41
2-3 24,13 34,40 28,99 34,39 35,65
3-1 Beta corolliflora /Agn 25,00 34,49 33,21 34,25 35
3-2 24,90 34,51 33,67 34,31 35,36
3-3 24,55 34,68 33,76 34,36 35,31
81-1 Beta corolliflora / Bilecik 24,43 34,17 33,66 34,44 35,18
81-2 24,35 34,33 33,99 34,55 35,19
81-3 24,88 34,29 34,00 34,66 35,29
89-1 Beta corolliflora /Bilecik 24,33 34,70 34,13 34,78 35,29
89-2 24,77 34,68 34,24 34,66 35,28
89-3 24,69 34,77 34,21 34,50 35,33
4-1 Beta maritama/Antalya 27,68 35,31 36,32 36,56 35,78
4-2 27,78 35,35 36,40 36,59 35,88
4-3 27,90 35,68 36,45 36,69 35,99
6-1 Beta maritama /Adana 27,50 35,78 29,99 36,77 35,37
6-2 27,55 35,88 30,31 36,80 35,77
6-3 27,66 35,90 30,23 36,50 35,65
29-1 Beta maritama /Izmir 27,90 28,89 29,51 29,20 25,77
29-2 27,81 28,99 29,57 29,17 25,66
29-3 27,78 28,67 29,67 29,30 25,37
27-1 Beta maritama /Izmir 27,13 37,78 34,21 36,13 35,13
27-2 27,27 37,35 34,23 36,18 35,2
27-3 27,37 37,50 34,65 36,20 35,33
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8-1 Beta maritama /Trabzon 27,88 36,45 35,40 35,40 35,43
8-2 27,75 36,56 35,43 35,78 35,49
8-3 27,91 36,60 35,55 35,66 35,66
5-1 Beta adanensis/Adana 26,13 35,35 33,17 34,21 35,76
5-2 26,20 35,45 33,65 34,45 35,89
5-3 26,50 35,57 33,25 34,66 35,69
25-1 Beta adanensis /Adana 26,33 35,88 34,11 36,43 35,79
25-2 26,47 35,50 34,24 36,36 35,88
25-3 26,13 35,67 34,40 36,51 35,77
28-1 Beta adanensis /Adana 26,80 33,57 34,90 34,45 35,66
28-2 26,91 33,78 34,70 34,56 35,89
28-3 26,75 33,69 34,66 34,69 35,79
39-1 Beta adanensis /Canakkale 26,99 34,67 34,54 33,45 34,99
39-2 27,13 34,78 34,69 33,33 35,13
39-3 26,89 34,88 34,99 33,67 35,23
53-1 Beta adanensis /| Adana 26,15 33,45 33,14 34,65 35,31
53-2 26,30 33,67 33,29 34,77 35,4
53-3 26,37 33,77 33,67 34,88 35,48
12-1 Beta lomatogona/Erzurum 25,25 36,88 31,13 38,29 34,26
12-2 25,35 36,99 31,25 38,12 34,27
12-3 25,40 37,00 31,40 38,23 34,37
224-1 Beta lomatogona /Isparta 25,60 36,67 31,80 38,43 35,29
224-2 25,66 36,77 31,77 38,30 34,88
224-3 25,78 36,81 31,90 38,33 34,99
13-1 Beta lomatogona /Erzurum 25,13 36,77 32,13 38,75 35,4
13-2 25,20 36,89 32,20 38,70 35,22
13-3 25,49 36,88 32,27 38,55 35,56
14-1 Beta lomatogona /Erzurum 25,67 36,78 31,80 38,58 35,55
14-2 25,55 36,70 31,89 38,65 35,66
14-3 25,80 36,90 31,88 38,70 35,69
222-1 Beta lomatogona /Isparta 25,90 36,13 32,67 38,65 35,8
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222-2 25,77 36,33 32,50 38,75 35,77
222-3 24,55 36,27 32,59 38,78 35,6
260-1 Beta trigyna/Erzurum 26,78 28,77 34,13 30,30 34,82
260-2 26,78 28,88 34,20 30,33 34,8
260-3 26,50 28,90 34,25 30,54 34,6
47-1 Beta trigyna /Bolu 26,55 28,17 33,89 30,20 34,55
47-2 26,60 28,29 33,79 30,33 34,66
47-3 26,66 28,28 33,75 30,45 34,7
48-1 Beta trigyna /Kiitahya 26,21 33,15 34,56 38,13 34,89
48-2 26,18 33,20 34,67 38,42 34,66
48-3 26,25 33,27 34,78 38,45 34,77
125-1 Beta trigyna /Eskisehir 26,67 33,40 34,70 38,43 34,67
125-2 26,88 33,50 34,77 38,38 34,78
125-3 26,76 33,33 34,36 38,40 34,7
227-1 Beta trigyna /Bilecik 26,34 33,59 34,89 38,55 34,9
227-2 26,45 33,67 34,70 38,41 34,88
227-3 26,67 33,78 34,34 38,49 34,69
19-1 Beta intermedia/Eskisehir 25,56 37,80 36,87 38,55 37,13
19-2 25,77 37,88 36,78 38,67 37,4
19-3 25,88 37,70 36,50 38,49 37,55
20-1 Beta intermedia /Eskisehir 25,13 37,23 36,66 38,33 37,41
20-2 25,24 37,40 36,77 38,56 37,21
20-3 25,47 37,45 36,80 38,48 37,33
21-1 Beta intermedia /Eskisehir 25,15 37,88 36,90 38,27 37,13
21-2 25,54 37,99 36,89 38,65 37,23
21-3 25,51 37,78 36,94 38,58 37,39
22-1 Beta intermedia /Eskisehir 25,44 37,56 36,59 38,45 37,45
22-2 25,78 37,77 36,89 38,50 37,55
22-3 25,88 37,65 36,77 38,67 37,67
23-1 Beta intermedia /Eskisehir 25,97 37,46 36,90 37,99 37,78
23-2 25,82 37,67 36,99 37,90 37,99
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23-3 25,85 37,77 37,00 37,89 37,66
244-1 Beta macrorhiza/Erzincan 26,56 38,45 38,56 37,21 36,99
244-2 26,39 38,27 38,67 37,30 37,2
244-3 26,45 38,45 38,90 37,41 37,25
245-1 Beta macrorhiza /Erzincan 26,30 38,65 38,66 37,13 36,8
245-2 26,13 38,45 38,55 37,20 36,9
245-3 26,26 38,50 38,33 37,49 36,95

Beta macrorhiza
257-1 /Kastamonu 26,40 38,13 38,88 37,57 36,77
257-2 26,45 38,20 38,77 37,60 36,88
257-3 26,57 38,27 38,90 37,68 36,91

197-1 Beta macrorhiza /Erzincan 26,48 38,30 39,00 37,44 36,89
197-2 26,66 38,37 38,88 37,66 36,81
197-3 26,88 38,47 38,77 37,88 36,78
239-1 Beta macrorhiza /Erzincan 26,45 38,50 38,78 37,67 37,14
239-2 26,13 38,40 38,99 37,89 37,2
239-3 26,51 38,33 38,77 37,90 37,21
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