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Bu proje kapsaminda, Solanum tuberosum populasyonunda patates X viriisiine (PVX)
kars: - dayanikliigi  kontro] eden gen belirlenmis ve molekiiler haritalanmas;
gergeklestirilmistir. By proje TUBITAK tarafindan Yrd. Dog. Dr. Fevziye Celebi
Toprak’a saglanan destekle tamamlanmistir (TUBITAK 104T284).
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OZET

Patates tiretimini biitiin diinya’da oldugu gibi kisitlayan en Speml; faktorlerden
biri degisik viriislerin sebep oldugu viral hastaliklardir. Potato X potexvirus (PVX)
patates bitkisini infekte eden viriisler arasinda en yaygin ve zararh olanidir. PVX viriisii
bitkilere mekanik olarak tagindif gibi tohumluk olarak kullanilacak yumrulardan da
gecebilmektedir. Bu ylizden dayanikly ¢esit kullanmak belki de by viriise karsi en etkili
kontrol metodudur. Giiniimiizde bu virfise karst bir ¢ok dayanikhi gegit geligtirilmis ve
¢iftgiler tarafindan kullaniimaktadyr. Fakat, iilkemizde yetigtirilen patates cesitlerinin hi¢
birinde bu virtise kargi dayamiklilik meveut degildir,

Bu ¢alismada Patates X viriisiine karst - dayaniklilhik diploit bir patates
genotipinden (Solanum tuberosumdan - var. HH1-9) belirlenmigtir, Populasyonun
gelistirilmesinde kullanilan ebeveynler arasinda HH1-9, USW2230, M200-30, BHA, ve
BIIB hatlart yer almaktadsr. BUA ve HHI-9 hatlarinmn melezlenmesinden olusturulan
123 adet BCT populasyonu PVX ile mekanik olarak inokule edilmistir. Inokule edilen
bitkiler, iki haftalik (inokule edilen yapraklar) ve dort haftalik (sistemik yapraklar)
donemlerde olmak lizere virlis varliginm saptanmas; icin DAS-FLISA (Double
Antibody Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent Assay) ile analiz edilmistir.
Dayanikli anac HH 1.9 ve 68 adet BCT bitkisi PVX’e karst bagigik (immilnite) olduklar
gozlenmistir. Bu bitkilerin ne inokiile edilen yapraklarinda ne de (st (sistemik)
yapraklarinda viriisiin varligi ELISA ile tespit edilmemistir ve bitkilerde herhangi bir
sémptom gozlenmemistir, Fakat, duyarly anaclarda (USW2230, M200-30, BIIA ve
BIIB) ve 55 BCT bitkisinde hem inokule edilen yapraklarinda ve hemde sistemik
Yapraklarmda viriis varligt yogun bir sekilde ELISA ile tespit edilmistir, Fenotipik
agthma goére yapilan genetik analizler sonucunda dayamikliligin tek genle kontrol
edildigi belirlenmistir. Elde edilen veriler i ile test edildiginde 68 dayanikl; : 55 duyarh
(:1) (p = 0,24) seklinde BC1 populasyonundan beklenen agilim gézlenmistir,

Molekiiler isaretleyicilerle (RFLP ve AFLP) yapilan haritalama caliymalan
sonucunda PVX dayaniklilig ile baglantili olan AFLP ve RFLP isaretleyicileri ikinci

kromozom tizerinde belirlenmigtir.

Anahtar Kelime: Dayanikhlik, immiin, PVX, patates, Molekiiler Haritalama
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ABSTRACT

Viral diseases are a serious limitation to potato production in all areas where the
crop is grown. Potato X potexvirus (PVX) is one of the m
of these diseases. PVX is mechanicall

next generation via tubers. Therefore,

ost harmful and widespread
y transmitted and can also be transmitted to the
extreme care must be taken to plant only virus-
free material and to prevent contaminatio

n from infected plants and farm machinery and
tools.

An alternative is the use of virus resistant cultivars. Although several PVX

resistant cultivars have been developed, none of the cultivars

grown in Turkey carry
such resistance,

In this study, resistance to the Potato X potexvirus (PVX) was identified in
diploid potato progeny from a population drived from Solanum tuberosum {
Parents (HH]-9, USW2230, M200-30, BIIA, ve BIIB) and 123 backeross po
(BCT) were mechanically inoculated with PVX. In order to detect the virus

in inoculated (2 weeks) and systemic leaves (4 weeks) DAS
parent (HH1

HH1-9).
pulation
replication
-ELISA test was done. The
-9) and 68 backcross progeny population showed immune respond to PVX
because no virus could be detected by ELISA. In contrast,

parents (USW2230, M200-
30, BIIA, BIIB),

and 55 BCT brogeny were infected according to ELISA, although

plants remained symptomless, According to phenotypic anaylsis, resistance is

controlled a single dominant gene. A chi-square goodness of fit test indicated

segregation in the BCT population fit a ratio of 1:] at P = 0,24, the expected ratio for

this population assuming the resistance parent was heterozygous.

Resistance to PVX linked markers were identified by using RFLP and AFLP
molecular markers. These markers are located on chromosome II.

Key Words: Resistance, immune, PVX, potato, Molecular Mapping




o

S

GIRIS
Patates diinyada bugday,

piring ve misirdan sonra gelen en énemli temel besin
kaynaklar1 arasinda dordiincii

sirada; iilkemizde ise karbonhidrat kaynag: olarak

er almaktadir. Yumrularinmn %20-
%2 civarinda proteine sahip olmasi, B, B2,

bugday’dan sonra ikinci sirada y 30 nisasta icermesi,

Bé6 ve C vitaminleri ile bazi elementleri

ihtiva etmesi nedeniyle; insanlar i¢in Snemli bir gida kaynag; olup, ayn1 zamanda

hammaddelerini olusturmaktadir. Patates
iilkemizde kizartma, haslama, firinda pisirme, yemeklik ol
sekil

nisasta, alkol ve ispirto endiistrilerinin de

mak tizere pek cok degisik
mak iizere tiiketilmektedir.

te ve yilda 5.300.000 ton
“da patates verimi yaklasik 1518 kg/da iken Turkiye’de patates
verim ortalamasi 2400 kg/da civarmndadr. Diinya

zamanda iilkemizin iklim ve ekolojik durumlars

de genel tiiketim ve sanayi kullanimina yonelik ol

Ulkemizde patates toplam 200.000 ha. alanda ekilmek
liretilmektedir, Diinya

*da ve iilkemizdeki niifus artist ve ayni

dikkate alindiginda, patates Turkiye’de

en fazla gelecek vaad eden ve diinyada giderek artan aglik sorununa cevap verebilecek

Onemli bitkilerin basinda yer almaktadir. Dolayisiyla, temel gidalar arasinda yer almasi,
hracat potansiyeli gibi nedenlerle patates
Tirkiye icin stratejik 6neme sahip olan bir iirtindiir.

sanayide kullanimi ve tiriinlerinin yiiksek i

Tiiketimde bugdaydan sonra ikinci srada yer almasina

ragmen Tiirkiye’nin
patates tohumluk ihtiyac: yerli

ve yabanci tohum firmalar tarafindan Avrupa’dan ithal
edilmektedir. Ulkemizde sadece bir kag patates cesiti yetistirilmektedir.
gesitlerin hi¢ birisi hastal

BOLAT, 1979). Bu nedenl

Ancak bu
iklara kargi dayanikli degildir (HAVERKORT, 1981 ve

¢ yetistiriciliginin yapildigi her yoremizde patates {iretiminde
ciddi maddi kayiplar meydana gelmektedir. Patates Giretiminde, hastaliklardan dolay:

meydana gelen iiriin kayiplarmm bir kismy tarlada, bir kism pazarlama ve saklamada,
6nemli bir kismi da Urlintin bir sonraki yil tohum ol

gergeklesmektedir (HAVERKORT, 1981). Zarar
iriin - kayiplarimin  6nemli bir kismina sebep
HOOKER 1977; BEEMSTER ve DE BOKX, 1987

arak depolanmas; Sirasinda
yapan hastaliklar arasinda viriisler

olmaktadir (HAVERKORT, 1981;

.
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Viral etmenler arasinda patates Y potyviriis (PVY),

patates yaprak kivrilma
viriisii (PLRV), hiyar mozaik viriisii (CMV), patates A virlisii

(PVA) ve patates X potex
kemizde patates firetimini

klardir. Viral hastaliklar

viriisii (PVX) gibi viriislerin sebep oldugu viral hastaliklar g1
(verim ve Kkalite bakimindan) kisitlayan en énem; hastal

igerisinde jse PVX patatesi infekte eden en yaygin ve

zararh viriislerin basinda
gelmektedir,

pestisit kullanim; gibi olumly sonuglarindan
dolay1 6nemli bir 1slah ¢alisma konusudur. Son zamanlara kadar ¢ok biiyiik yatirimlar
irtislere dayanikhlig saglayan bir islah hatt

r ¢ok sebebi arasinda en Onemlisi fenotipe
dayal seleksiyonlar da istenilen diizeyde basaril;

heniiz gelistirilememistir, By durumun bi

sonuclarin alinamamasidir.
Dolayisiyla, en Gnemli patates viriis hastalik etmenlerine g

genlerin patates genomunda haritalanmas; ve bu genlerle baglantili olan molekiiler
isaretleyicilerin belirlenmesi ile birlikte bu genlerin mol

konmus ve artik diinyada (kismende lilkemizde) rutin olarak kamu ve Ozel sektor

patates i1slah programlarinda kullaniimaya baglanmugtir,

2. GENEL BILGILER
2.1. Patates

Patates Solanaceae famil

yasina ait tek yillik bir bitkidir. Anavatan, Gliney
Amerika’nin Andes Daglar ol

arak kabul edilmektedir. ik defa Giiney Pery ve Bolivya
da kiiltiir olarak ekilmis. Kiilti

re edilmis biitiin tiirleri tetraploidir (BAMBERG ve DEL
RIO, 2005),

Bitkinin toprak altinda kalan yumrular “patates”

olarak bilinir. By yumrular
nisasta  bakimindan zengin  oldugundan

onemli  bir  begip maddesidir
(htip:i/www.uga.edufvegetabIﬁ/patato.html). Patateste nisastadan baska belirlj oranlarda
protein, bazt vitaminler ve elementleri ihtiva ¢



firinda pisirme, yemeklik olmak tizere pek cok degisik sekilde genel tiiketim ve sanayi
kullanimina yénelik olmak iizere tiiketilmektedir.

Ulkemizde hemen her

ybrede olmak iizere toplam 200.000 hektar alanda
yetigtirilen patates, daha cok

Nevsehir, Nigde, Adapazari, Afyon, Odemis / izmir

Toplam iiretim 438 milyon
(http://www.toros.com.tr). Tablo 1 de yillara gore patates
gosterilmektedir.

Tablo 1.Tirkiye’de yillara gére patates iiretimi ve verimi(ha)

(httg:!/www.aﬁ/ontarim.gov.tr)

yorelerinde tretilmektedir. fon  civaridadir

Uretimi ve verimi

Yillar Py alan | Uretim (ton) | Verim
(ha) (Kg/ha
1991 200.40 4.600.00 22.954
1992 195.000) 4.600.00 23.589)
1993 192.00 4.650.00
1994 190.0%% 4.350.00
1995 200.00 4.750.00 23.75
{H 1996 210.00 4.950.00 23.571
1997 211.00 5.100.00 24.17
. | 1998 203.00 5.250.00 25.86
. 1999 220.00 6.000.00 27272
. 2000 205.00 5.370.00 26.195
| 2001 200.00 5.000.00 25.041]
2002 198.00 5.200.00 26.297
2003 - - -

2.2. Patates X Potexviriis

Patates X potexviriis (PVX) potexviriis grubuna aittir (AGRIOS, 1 997). Patates
X viriisii, biikiilebilir ¢ubuk yapida, tek sarmall; RNA

(2100 kDa) iceren, 515x13nm
boyutlarindadir.  Viriis partikiilleri

%6 niikleik asit,
(hﬂp://www.kkgm*gov,tr). PVX kolaylikla mekanik ol
yumrulart yolu ile taginir ve patates

(HOOKER, 1977; ROSS, 1986).

%94 protein igerir

s .
.. -

SN SBIrRRENARE

arak ya da infekte olmusg patates

veriminde biiyiik kayiplara neden olmaktadir

PVX mekanik olarak kolaylikla tagindigindan dolay,

Yapraklarin birbiri ile
temas: alet ve ekipman, dikim makinalari, Patates bocegi ve

gekirgeler gibi 1siricy
¢igneyici agiz yapisina sahip bocekler ile rahatlikla yayilir. ]

k yil meydana gelen
enfeksiyonlarda viriis genellikle birgok gesitte simptom olusturm

az, ancak yumrulardaki
ngi bir belirti gériilmez.
-30 azalma meydana gelir,

bulasiklik oran: artar. Yumrularda viriisiin olduguna dair herha

Buna ragmen bu enfeksiyonlardan dolay1 verimde %10

D e




PVX, PVY ya da PVA ile birlikte enfeksiyon yaparsa siddetli “Rugoz mozaik”
hastaligia yol agar. Verim kaybi da bir o kadar artar. Viriisiin baz1 strainleri siddetli
yaprak ve yumru nekrozuna yol acarak bitkiyi sldiirebilir. Yl iginde meydana gelen
enfeksiyonlarin olusturdugu simptomlar, sicakhigin 38° C’nin lizerinde oldugu zaman
genellikle maskelenir (http://www.tagem.gov.tr).

Viriisiin diger konukeular1 domates ve titlindiir. Ancak enfekteli tohumlar
viriisiin esas bulasma kaynagidir. Virtis demir, odun ve toprak gibi yiizeylerde 3 saatten
24 saate kadar canhihgini stirdiirebilir. Bu siire igerisinde viriis bulasik yumrulardan
saglam yumrulara kolayca bulagabilir (hup://www.tagem.gov.tr).

Bir kere eldeki iiriin viriis ile infekte oldugunda bu bir sonraki generasyon igin
hastalik kaynagim teskil etmektedir. Bu kosullar altinda, PVX’e dayanikh ¢esit
gelistirilmesi patates tirtintinti korumak igin potensiyel olarak en etkili ve ekonomik
stratejidir.

w

L

e

2.3. Patates X Potexviriis Dayanikligi Haritalamas ile Ilgili Onceki Caligmalar

Daha 6nce yapilan calismalarda, PVX’e karst agin direnclilik (extreme
resistance) (Rx) bazi yumry Yapan Solanum spp.’de belirlenmistir. Bu fenotipin (asirt
diren¢lilik) bazilarinin tek bir dominant gen tarafindan kontrol edildigi g&steriimigtir'
(CADMAN, 1942, COCKERHAM, 1945, COCKERHAM 1958, COCKERHAM 1970,
ROSS 1986, RITTER ve ark., 1991, VALKONEN ve ark., 1996, BENDAHMANE ve
ark., 1997, ve BRIGNETI ve ark. 1997). Ayrica, PVX’e dayamklihk saglayan baz;
genlerin patates genomundaki kromozomal bolgeleri belirlenmistir. By genlerden Rx/
ve Rx2 agin direnclilik saglamakta ve meveut biitiin PVX izolatlarina kars1 dayaniklilik
gosterebilmektedir (COCKERMAN, 1970) ve ayrica bu genler patatesin 5. ve 12
kromozomlarinda haritalanmistir (RITTER ve ark., 1991). Rx geni ise yine patatesin
12. kromozomunda haritalanmistir (BENDAHMANE ve ark, 1997). PVXe
hipersensitif (HR) dayaniklilik saglayan diger genler izolat spesifiktir. Bu genlerden Np
geni PVX’in 1. ve 2. grup izolatlarma kars1 dayamkhilik saglarken Nx geni ise PVX’in
1. ve 3. grup izolatlarina karg1 dayamklilik saglamaktadir (COCKERHAM, 1955). Son
zamanlarda, Nb geni 5. kromozomun Rx2 genini igeren ayni bolgesinde haritalanmistir
(DE JONG ve ark., 1997).

Klasik yontemleri kullanarak Gzellikle patates bitkisinde viriislere karg:
dayanikhilik kaynaklarinin kiiltir gesitlerine aktarilmalarmda  sinirly basarilar elde
edilmigtir. Halbuki molekiiler markirlarin ve pek ¢ok bitki tirleri i¢in molekiiler

.

10
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genetik haritalarin gelistirilmesi, biyolojik ve ekonomik Oneme sahip genlerin

transferine biiyiik bir imkan tanimistir.  Ozellikle domates, patates, patlican ve biber

gibi Solanaceae ailesine ait bitki tiirleri icin molekiiler genetik haritalar hazirlanmistir

(TANKSLEY ve ark., 1992, LIVINGSTONE ve ark.,

1999). Son yillarda genetik
haritalar kullanmak sureti ile bir ¢ok viriislere karg1 d

ayanikliligr saglayan genlerin

patates genomundaki yerleri belirlenmis ve link markirlar kullanmak suretiyle istenilen

cegitlere aktarilabilmislerdir.

Patateste dogal dayaniklilik saglayan ilave PVX genleri belirlemek i¢in yapilan
bu projede, geri melezlemelerden olusturulan bir diploid patates populasyonu

kullantlmistir, PVX’e karsi bu populasyonda agiri dayaniklilik belirlenmigtir,

3.GEREC VE YONTEM

3.1.Bitkisel Materyal

Calismada kullanilan materyal geri melez po

pulasyonu olup diploid bir Solanum
berthaultii

ve diploid bir Solanum tuberosum melezlemesinden tiretilmigtir. Elde edilen
tiirler aras1 melez Solanum tuberosum’a (BC1 populasyonu) geri melezlenerek geri
melez (backeross) populasyonu olusturulmustur (BONIERBALE ve ark.,
Buradaki ebeveynlerden USW2230 diploid bir S tuberosum (2x
tetraploit bir patates ¢esiti olan S tuberosum cv. Saco

PI473331a ise S, Berthaultii’den gelistirilmis
HH1-9 §

1994),
= 2n = 24) olup
(4x = 2n = 48)°dan gelistirilmistir,
bir USDA (accession) tohum Ornegidir.
tuberosum  haploidlerinin birbiriyle melezlenmesinden (intermating)
olusturulan populasyonundan dslleme yeteneginde polen tozu iiretme (male fertility)
Ozelligi bakimindan se¢ilmis bir hattir (SANFORD VE HANNEMAN 1982). BIIB ise
yine dolleme yeteneginde polen tozu iiretme (male fertility) 6zelligi bakimindan

secilmis bir USDA accessioni P1473331b’dan tiiretilmis bir klondur (BONIERBALE ve
ark.

lar1 diploid (2n=2x=24)

Ui ortamlarinda muhafaza

1994). Ebeveynler ve agihim gbsteren BC populasyon
yapidadir ve bitkicikler (plantlets) in vitro olarak doku kiiltiir
edilmis ve klonal olarak cogaltilmistir. Calisma populasyonu
Anne Frary tarafindan saglanmistir, Populasyonu olusturan
Potato Genebank, Sturgeon Bay, WI 54235,

Dr. Sami Doganlar ve Dr.

bitkiler original olarak US
USA’den saglanmigtir.

11



3.2.In vitro Bitkilerin Cogaltilmas:

Patates X Viriisii (PVX) testlemelerinde kullanilmak lizere yeterli sayida bitki tiretmek
igin BCT populasyonunun mikrogogaltiimas: yapimustir. Mikrogogaltma i¢in in vitro
kiiltiir gu sekilde olugturulmugtur: Bitkicikler steril ortamdaki besi ortamindan steril
pens kullamlarak daha énceden otoklavda steril edilmig kurutma kagitlarmin tizerine
steril edilmis makas ile kesilerek konulmugtur. Bu iglemler steril kabinde (laminar flow
hood) gergeklestirilmigtir.  Steril bir makas yardimi ile yaklasik olarak 1 cm
uzunlufunda kesilen bitkiciklerin bir yada i¢ aksiller tomurcuk icermesine dikkat
edilmigtir. 1 cm uzunlugunda kesilen by bitkigiklerin kesilen kisumlar steril bir pens
yardimi ile daha énceden hazirlanmig steril besi ortam; iceren cam test tiipiine steril
kabinde yerlestirilmistir.  Her bir tlp sadece bir kesilmis bitkicik icermektedir.
Bitkiciklerin ¢osaltiimasinda standart Murashige ve Skoog (MS) besi ortami
kullamlmistir. Besi ortammm hazirlanmasinda pH 6.0°de, %3 seker ve katilagtiriimas:
iginde 2.5 g/l phytagel kullanilmsstir.  Bitkicikler 22°C de ve 16 saat isikli 8 saat
karanlikta biyiitme odasinda tutulmustur. In vitro bitkiciklerin kontrollii sartlarda
muhafazas: icin her ay diizenli olarak yeni test tiiplerine aktarilmigtir (Sekil 1). PVX
inokulasyonu igin her bir fakh bitkicikten en az 8§ klon kullamlmugtir. Bunlarm altis;
PVX inokulasyonu igin ikisi negatif kontrol olarak kullanitmugtir. PVX testlemesi 2 seri
halinde yapilmgtir.

Sekil 1. In vitro bitkicikler cam tiipler icerisinde.
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3.3.PVX Testleri I¢in Bitkiciklerin Hazirlanmast:

Cam test tiipler icerisinde ¢ogaltilan bitkicikler yeterli bityiikliige ulastiktan

sonra kiiciik plastik kaplarin igerisine topraga aktanlmistir ve nemi muhafaza etmek igin
plastik posetler ile kaplanilmislardir (Sekil 2). Bitkiler yeterli biiytiklige ulasinca plastik
poset ¢ikartilmigtir (Sekil 3a ve 3b). Yeterli bitytikliige ulagmis koklenmis bitkiler daha
iyi biiytime icin 10 cm lik saksilara aktartlmislardr (Sekil 4a, 4b, ve 4c). Saksilara
aktarilan bitkiler PVX testlemesi icin bitki buiylitme kabinine aktariimislardir ve
deneme boyunca 16 saat 151k ve 22 °C sicaklik olacak sekilde tutulmuslardir (Sekil 5a ve

5b). Bitkiler dért yaprakh devreye geldiklerinde PVX ile inokiile edilmislerdir.

Sekil 2.Cam test tilp igerisinde yeterli buytiklige ulasmis bitkicik

Sekil 3a. Bitkicikler plastik kaplara aktarilmis ve naylon poset ile sarilms.

DT UGS uN e i
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Sekil 3b. Plastik poget kaldirilmss bitkiler uzaktan ve yakindan goriintiisi,

Sekil 4a. Bitki plastik kaptan ¢ikartilmig ve sakstya aktar1lmak tizere hazirlaniyor.
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Sekil 5b. Biiyiitme odasinda PVX testlemes

Sekil 4c. Ekilmis bitki sulaniyor.




3.4.Virlis Kayna@

PVX orijinal élarak S. tuberosum aksesyonu (accessionu) PI 257534 izole
edilmistir (GRIFFITHS ve ark. 1990). Bitkilerdeki PVX seviyesi, enzyme linked
immunosorbant assay (ELISA) teknigi ile test edilmistir. PVX izolah Laura Miller
(Cornell University)’den saglanmustir,

3.5.Mekanik Inokulasyon

_ Geng patates bitkileri yaklasik olarak 4-6 yaprak seviyesinde iken (in vitro
bitkicikler 4 haftadan az saksilara aktarildiktan sonra) mekanik olarak inokiile
edﬂmigerdir. Inokulasyondan bir glin dnce ve bir giin sonra bitkiler biiyiitme odasinda
1giklar kapatilarak karanlikta birakilmistir. Her genotipten 6 bitki PVX ile inokiile
edilmis ve deney 2 set halinde yapilmstir. PVX inokulum kaynag1 olarak gogaltilmis

patates yapraklan toplanilmis ve havan-havaneli kullanilip iyice ezilerek bitki 6zsulart
alinmgtir, Alinan bitki 6zsuyu fosfat tamponu kullanilarak 1:5 oraninda seyreltilmistir.
Fosfat tamponu, 1L distile su icerisinde 1,47 mM KH,PO, ve 8,1 mM Na,HPO.-susuz
¢oziilerek pH 7.4% ayarlanip kullamilmistir, Seyreltme yapilirken fosfat tamponunun
+°C olmasma dikkat edildimistir, Seyreltilmis inokulum kaynagi buz iizerine

konularak inokulasyonlar yapilmistir (Sekil 6).

Sekil 6, Seyreltilmis inokulum kayﬁagi buz iizerinde.

Inokulasyondan once, karsilikh seilen iki yaprak Yyiizeyine hafif¢e carborundum
serpilmigtir (Sekil 7). Pamuklu cubuk ile yaprak yiizeyine inokulum kaynag1 iyice
stiriilmustiir ve karsilikli kiiciik iki delik agilarak isaretlenmistir (Sekil 8a ve 8b).
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Negatif kontrol olarak her genotipten bir bitki ve tiitiin bitkileri sadece fosfat
tamponu ile inokule edilmistir. Benzer sekilde tiitiin ve dayaniksiz patates bitkileri de
pozitif kontrol olarak inokule edilmistir. Inokiilasyondan yarim saat sonra biitiin bitkiler

fazla karborondan ve viriislerden temizlenmesi icin su ile yikanmistir.

3.6.Fenotipik Karakterizasyon

Inokule edilmis yapraklar inokulasyondan 15 giin sonra toplanmis ve ELISA
yapilarak inokiilasyonun basarihi olup olmadig:1 belirlenmigtir.

Ileri sistemik (inokule edilmeyen) yapraklar ise inokule edilen yapraklarin 2-3
yaprak iistiindeki yapraklarin alinmastyla inokulasyondan bir ay sonra toplanarak DAS-
ELISA metodu (Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ile
CLARK ve ADAMS (1977)in dnerdigi sekilde test edilmistir. Agdia firmasindan
saglanan PVX’e spesifik poliklonal antikor ve alkaline fosfataz konjugated antikorlar
kullanilmistir.

$ekil 9. Bitki yapraklan eziliyor ve ektraksiyon tamponu icerisine almyor.

Toplanan bitki yapraklart merdane yardimu ile ezilerek suyu alinmig ve yaprak suyu
1:10 oraninda (2 damla yaprak suyw:900 ul ekstraksiyon tamponu) ekstraksiyon
tamponu igerisinde seyreltilmistir (Sekil 9). Ekstraksiyon tamponu 1L PBST tamponu
igerisinde 20g PVP (polyvinilprolidon), 1,3 g Na,SOs-susuz, 0,2 g NaNj3, 2¢g albumin,
20g Tween—20 ¢oziiliip, pH7,4’e ayarlanarak kullamlmigtir. Kaplama tamponu, 1L
distile su igerisinde 1,59g NayCO;3, 2,93g NaHCO;, 0,2g NaN; ¢oziilip pH 9,6’ya
ayarlanarak hazirlanmigtir. PVX virlistine 6zgii capture anti-PVX antikor 1:200

oraninda kaplama tamponu igersinde seyreltilmistir. ELISA tabagi (Nunc-Immuno
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Plates MaxiSorp F96, Bioreba) her bir kuyucuga 100 pl kaplama tamponuyla
seyreltilmis spesifik antikor yiiklenerek kaplanmistir. Tabaklar, stre¢ film ile sikica
sarilmig ve nemli bir bezin arasina konulup kapakh bir kutu icerine yerlestirilerek 16
saat 4° C’de bekletilmistir. 16 saat sonra tabaklar dort kere yikama tamponu (PBST) ile
Mikroplaka-Yikayici (ASYS Hitech GmbH-Atlantis) cihazinda yikanmugtir. Bioreba
firmasindan hazir olarak alinan toz halindeki yikama tamponu, 1L distile su igerisinde

10g gézﬁlerek hazirlanmistyr, Ekstraksiyon tamponu iginde seyreltilen ve buz iizerinde

muhafaza edilen yaprak 6z sulani (antijen) *ndan her bir kuyucuga 100 pl yiiklenmistir
(Sekil 10). Tabaklar, streg film ile sikica sanlmis ve nemli bir bezin arasina konulup
kapakh bir kutu igerine yerlestirilerek 16 saat 4 °C’de bekletilmistir. 16 saat sonra
tabaklar tekrar dort kere yikama tamponu (PBST) ile Mikroplaka-Yikayict (ASYS
Hitech GmbH-Atlantis) cihazinda yikanmustir (Sekil 1 1).

Sekil 10. Bitki 6z sularinm her bir kuyucuga ytklenmesi.

Sekil 11.ELISA tabak mikroplaka yikayicisinda yikantyor.

Alkaline-fosfataz-konjugated anti-PVX antikoru 1:200 oranindan konjugasyon tamponu
igerisinde seyreltilmistir. Tabaktaki her bir kuyucuga 100 pl yiiklenmistir. Tabaklar,
streg film ile stkica sanildi ve nemli bir bezin arasma konulup kapakli bir kutu igerine
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yerlestirilerek 2 saat oda sicakhginda bekletilmistir. 2 saat sonra tabaklar tekrar dort
kere yikama tamponu (PBST) ile Mikroplaka-Yikayici (ASYS Hitech GmbH-Atlantis)
cihazinda yikanmustir. Her bir kuyucuga p-nitrofehﬂfosfat substrat soliisyonundan
(Agdia) 100 pl yitklenmis ve tabaklar yine aym sekilde kapakh kutu icerisine konularak
30-60 dakika oda sicakhginda bekletilmistir (Sekil 12). Tabaklardaki renk depisikligi
Mikroplaka-Okuyucu (Thermolabsystems-MultiskanEX) cihazi ile fotometrik olarak
630 nm’de Sl¢tilmiistilr. Pozitif ve negatif kontroller Agdia firmasindan saglanmistir.
Negatif kontrol i¢in secilen bitkilerin ELISA sonuglarmmn ortalamasinm iki kats pozitif
yani hasta olarak kabul edilmistir.

Sekil 12. ELISA tabaklarinda renk degisiklizi.

3.7. Genotipik Karakterizasyon

Her bir genotipten DNA’lar FULTON ve ark. (1997) tarafindan tantilan
yonteme gbre ¢ikanlmistir. Calismada kullamlan BCT populasyonu i¢in daha 6nce
yapilan galigmalarda RFLP isaretleyicileri ile dilsiik ¢oztinirliikte de olsa bir genetik
baglant: haritas1 olusturulmustur (BONIERBELA ve ark., 1994). Ancak bu haritada
sadece 58 RFLP isaretleyicisi oldugu igin patates genomunun tamamim temsil
etmemektedir ve Uzerinde calisilan PVX dayanikhilik geninin haritalanmasi calismalani
igin yeterli degildir. Bu nedenle bu populasyonun diger isaretleyici sistemleri ile
karakterize edilmesi gerekmistir. Cahsmada, AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism = Cogaltilmis Parcacik Uzunlugu Polimorfizmi) igaretleyicileri PVX igin
patates dayanikhlik geninin belirlenmesinde kullamlmugstir.

Haritalama ¢alismasinda kullamilan biitin metodlar PCR’a dayalidir. Her bir
isaretleyici polimorfik olup olmadiklarmi testlemek igin oncelikle anag (HHI1-9 ve
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BIIA) DNA’larinda testlenmistir. Sadece anaclarda polimorfik bulunan isareﬂeyicilef
haritalama populasyonunda uygulanmugtr,

AFLP analizleri igin 6ncelikle ekstrakte edilen BCT populasyonuna ait DNA’lar
restritksiyon enzimleri ile kesilmistir. Kesim i¢in 5 pl DNA (~250 ng), 5 ul 5x
reaksiyon tamponu, 2 pl EcoR I/Mse 1 ve 13 pl steril dH,0 1,5 pP’lik mikrosantrifiij
tiipil igerisine konulmus ve 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra restritksiyon
endonilkleazlarin aktivitesini durdurmak icin ayni karisim 70°C’de 15 dakika inkiibe
edilmistir. Tkinci basamakta, 24 pl adaptor baglama soliisyonu ve 1 ul T4 DNA ligaz,
DNA karigimma eklenmis ve 20°C’de 2 saat inkiibe edilmigtir. Bu baglama soliisyonu
1:10 oraninda TE tamponu ile seyreltilmistir (10 ul karisim + 90 pl TE tamponu).
Ugiincii basamakta, Sngogaltma (preamplification) reaksiyonu yapilmigtir; 40 pl pre-
amp primer karisimi, 5 pl ikinci basamaktaki seyreltilmis kalip DNA, 5 ul 10x PCR
tamponu (Mg igeren) ve 1 pl Tag DNA polimeraz 0,6 mI’lik mikrosantrifiij titpii igérine
eklenmistir. Bu kangim; 94°C/30 sn., 56°C/1 dk., 72°C/1 dk.da tutularak 20 tur
amplifiye edilmistir. Citkan PCR driiniinden 3 pl alnmis ve 147 pl TE tamponu ile
seyreltilmigtir. Son basamakta segici AFLP gofaltimi (amplifikasyonu) yapilmigtrr, 2,5
ul etiketlenmis EcoR 1 primeri, 1,5 ul Mse I primer(dNTP iceren), 2 ul 10x PCR
tamponu (Mg igeren), 0,1 pl T7ag DNA polimeraz ve 80 ul steril dH,O karisimi
hazirlanmistir. PCR tiipleri igerisine figlinctt basamakia elde edilen PCR iiriiniinden 5ul
konulmus ve iizerine de kanigimdan 15 pl eklenmis ve 94°C/30 sn., 65°C/30 sn.,
72°C/60 sn. 1 tur; sonra her turda baglanma sicakligs 0,7°C dugecek sekilde toplam 12
tur, son olarak 94°C/30 sn., 56°C/30 sn., 72°C/1 dk. 23 tur tutularak gogaltilmistir.
PCR’dan sonra iki seyreltme daha yapilmistir. {lk olarak PCR driinit 1:3 (7 ul PCR
trinti + 14 pl dH,O) oraninda su ile seyreltilmistir. Daha sonra sekanslama
mikroplakas: igerisine, bu soliisyondan 3 ul almarak lizerine 27 ul Omek Yiikleme
Soliisyonu (SLS) ve 0,5 pl size standart 600 eklenerek 1:10 oranmda seyreltme
yapilmistr. Bu soliisyon iizerine 1 damla mineral yag damlatilarak buharlasmas:
Snlenmigtir ve CEQ 8800 Genetik Analiz Sistemi cihazi’na yerlestirilerek' kapiﬂar
olarak yiriitiilmiigtiir. Frag-4 metodu AFLP analizleri (ayrisma 90 °C, 120 saniye:
capillary 50 °C; injeksiyon 2.0 kV, 30 saniye; ayrisma 4.8 kV, 60 dakika) icin kullanihr,
Bu agamadan sonra, sonuglar Tablo 3 de verilen parametrelere gre istenmeyen veya
diigiik kalite Srnekleri ¢ikarmak igin filtrelenir. Toplam olarak 11 primer kombinasyonu

denenmistir. Kombinasyonlar Tablo 2°de verilmistir.
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Tablo 2: AFLP’de uygulanan primer kombinasyonlari

] Uretilen Pargacik Sayist
Primer Kombinasyonu LeoRI Msel

1 E-AAC M-CAG 70

2 . E-AAG M-CAC 99

3 E-ACA M-CAG 90

4 E-ACA . - M-CTG 38

5 E-ACC M-CAA 76

6 E-AGG M:-CAG 84

7 E-ACC M-CTA 72

8 E-ACG M-CAA 66

9 E-AGC M-CAA 75

10 E-ACT M-CTT 80

11 E-ACT M-CAT 63
Tablo 3. AFLP analizleri i¢in filtreleme parametreleri

Isim Operator Degerler

Analiz ¢iktist Esit degil gecer
Ortlama akim > 13
Ortlama akim < 6
Diigiik D1 SNR = evet
Peak lerin sayis1 < 10
Akim degisikligi > 5

Toplam 813 AFLP lokusu ve 58 RFLP isaretleyicisi genetik haritalama ¢alismalarinda

kullamilmastr.

4 BULGULAR

Caligma 1 Mayis 2005 tarihinde resmen baglatilmistir. 11k alti aylik sireg
igerisinde, ¢aligmanin viriis testleri ve gen haritalama ¢ahimalari icin gerekli bitki
materyali ve alet ekipmalarin temin edilmistir. Ayrica, bu siireg igerisinde projede
kullamlacak diger sarf malzemeler ve kitler de satm almmugtir. Her bir genotipten en az
6 bitki testlemelerde kullanilmistir ve denemeler iki kez tekrarlanmigtir. Denemede

kullanilan hatlarin PVX virtistine reaksiyonlari ELISA testi ile belirlenmigtir.

4.1.PVX Inokulasyonundan Elde Edilen Sonuglar

Sekil 137 de denemede kullanilan BCT populasyonu ve anag bitkilerinin PVX ile
mekanik inokulasyonu sonucu elde edilen ELISA sonuglar: gosterilmistir, ELISA
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degerleri 2 ve 4 haftalik inokule edilmis bitki 6rneklerinden alinan ortalama degerlerdir.
Ornekler eger OD>0.05 tizerinde ise pozitif olarak (duyarli) degerlendirilmistir. Sekil
1’de ilk siitunlar inokule edilen yapraklar ikinci stitunlar ise sistemik yapraklardan elde
edilen ELISA sonuglarini gostermektedir. Standart sapmalar siitunlarin tizerinde
belirtilmigtir. Y ekseni ELISA degerlerini gostermektedir. X ekseni: negatif ve pozitif
kontrol, ebeveyinler ve projenin dagilimm: gostermektedir. HII-9 nolu hat PVX’e
dayaniklt olan olan ebeveyndir. Diger hatlar (USW22-30, BII-A, BII-B, M200-300) ise

duyarhi olan genotiplerdir.

Sekil 13. BCT populasyonu ve anag bitkilerinin PVX ile mekanik inokulasyonu sonucu
elde edilen ELISA sonuglari

Hinokule yapraklar
M sistemik yaprakiar

BCT populasyonundaki PVX viriisiine karst belirlenen dayaniklihik sekli asini
dayaniklilik (extreme resistance) olup viriis inokule edilen yapraklar da dahi
¢ogalamamaktadir. Viris girdigi hiicrelerde kalmig ve hiicreler arasida hareket (cell to
cell movement) edememistir. Dayaniksiz olan bitkilerde virils hem inokule edilen
yapraklarda ve hem de sistemik yapraklarda gogalabilmistir. PVX viriisiiniin p
bitkisindeki genel ozelligi infekte ettifi yapraklarda herhangi bilinen bir
gostermemesidir. Bu durumda viriisiin varlift ELISA testi ile tespit edilmistir,
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BCT populasyonu, anag bitkiler ve kontrol bitkilerin ELISA sonuglar Sekil 14 te
gosterilmistir. Sekil 14 te goriildiigii gibi heterozigot bir ebeveyin homozigor resesif bir
ebeveyin ile ¢aprazlandiginda F1 da gorilen sonuglar 1:1 dagihm gostermektedir. Bu
segregasyonda dominant tek gen igin beklenen sonuctur. Tablo 4 populasyondaki

dominant tek gen dagilimini g0stermektedir.

Sekil 14. Populasyonun yapisi

S. tuberosum (rxtbrirxtbr) X S. berthaultii (rxtbrirxtbr)
(USW 2230) (PI473331)

F1 TB (M 200-30) (rxtbr/rxibr)

F1 TB (M 200-30) (rxtbr/rxtbr) X Backeross to S tuberosum (HH1-9)
(Rxtbritxtbr)
» BCT(1:1 dagtim) Ny

Dayanikli (Rxtbr/rxtbr) Dayaniksiz (rxtbr/rxtbr)

Tablo 4. Diploit patates populasyonundan (S. ruberosum and S, berthaultii) olusturulan
BCT populasyonunda PVX’e karg1 dayamikhlik sonuglari.

Populasyon Bitki sayist Beklenen oran  x2 degeri P
degeri ‘
Immiin (dayanikl)) Dayaniksiz

S. tuberosum (USW2230) 0 6

S. berthaultii (P1473331) 0 6

(TxB) F1M200-30 0 6

S. tuberosum (HH1-9) 6 0

S. berthaultii (B11-B) 0 6

F1xS. tuberosum (HH1-9) 68 55 I:1 1.37 0,24
(BCT)

BCT=backeross to S. tuberosum
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4.2 Molekiiler Analiz

PVX dayanikliiginda rol oynayan genin belirlenmesi igin, 123 bitkiden olusan
bir BCT populasyonu kullamlmistir. Bu populasyon geri melez populasyonu olup
diploid bir yabani tiir Solanum berthaultii ve diploid bir Solanum tuberosum
melezlemesinden tiiretilmistir. (BONIERBALE ve ark., 1994). polam olarak 58 RFLP

ve 11 AFLP primer kombinasyonu isaretleyicisi polimorfizm igin testlenmigtir.

4.2.1.AFLP (Cogaltilmis Pargacik Uzunluk Polimorfizm)

Bu ¢alismada, 11 AFLP primer kombinasyonu kullanilmistir (Tablo 2). Bu
par¢aciklarin bazilara ait temsili resimler Sekil 15, 16, 17°de verilmistir. AFLP
sisteminin yeniden iiretilebilirliginin kontrol edilmesi igin, biiyiiklik standartlar1 igin
Overlay grafikleri yapilmistir ve beklenen bityiikliikk standartlar: ile iist iiste gelmeyen
pargaciklara sahip 6rnekler analizlerden ¢ikarlmistir  (Sekil 15). 11 primer
kombinasyonu i¢in toplam olarak 813 band ¢ogaltilmistir. E-ACA/M-CTG primer
kombinasyonu en az bandi (38 band) verirken E-AAG/M-CAC kombinasyonu ise 99
bandla en ¢ok band iireten primer kombinasyonu olmugtur. Toplam 813 band
polimorfik bulunmus ve genetik haritalama ¢aligmalarinda kullanilmistir. Biitiin primer

kombinasyonlari igin ortalama polimorfizm orani %24.4’tiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada patates X potexviriisiine kars1 asir1 dayaniklilik, diploid haritalama
(mapping) populasyonu Solanum tuberosum (BCT) da belirlenmisti. Bu BCT
populasyonundan 68 bitkinin hem viriis inokule edilen yapraklarinda ve hem de sistemik
yapraklarinda ELISA ile virus tespit edilememistir ve bitkiler semptom gdistermemistir. Buna
kargilik 55 bitkide ve dayaniksiz ebeveyinlerde virlis hem inokule edilen hemde sistemik
yapraklarda ELISA ile tespit edilmis fakat bitkiler semptom gostermemistir. Bu
populasyondan elde edilen 1 (Dayanikh):1 (hassas) oran buradaki dayaniklihigin tek bir
dominant gen ile aktarildigini 5nermektedir.

Bu konu ile ilgili daha 6nce yapilan calismalarda, PVX’e dayaniklilik saglayan bazi
genlerin patates genomundaki kromozomal bolgeleri belirlenmistir. Bu genlerden Rx/ ve Rx2
agirt.direnclilik saplamakta ve meveut bitin PVX izolatlarma karst dayanikhilik
gosterebilmektedir (COCKERMAN, 1970) ve ayrica bu genler patatesin V., ve XII
kromozomlarinda haritalanmistir (RITTER ve ark., 1991). Farkli bir haritalama
populasyonun da Rx geni ise yine patatesin 12. kromozomunda haritalanmistir
(BENDAHMANE ve ark., 1997). Asini dayaniklilik genleri daha 6nce ki baska calismalarda
kromozom XI da haritalanmistir (BRIGNETI ve ark., 1997; HAMALAINEN ve ark., 1997).
Bu haritalanan genlerin tek dominant gen ile kontrol edildigini gOstermislerdir. Dahasi
patateste asir1 dayaniklilik genlerinin kalitimi tek bir dominant gen ile kalitildig
gosterilmisitir (RITTER ve ark., 1991).

BCT populasyonunda PVX’e karsi olan dayamikhihk: asir dayaniklilik (immiinite)
seklindedir ¢uinkii viriisiin bitkideki hareketi sadece sistemik degil ayn1 zamanda girdigi
hiicrede kalacak sekilde engellenmistir. Ayni benzer sonuclar BRIGNETI ve ark,, (1997)
tarafindan da gosterilmistir. Bundan daha &nceki tarihte yapilan baska bir calismada,
BARKER ve HARRISON (1984) asiri dayanikh patates kiiltiivarlar: ile dayaniksiz olan
kiiltiivarlarda protoplast inokulasyon sonuclari asirt dayanikli olan patateslerde viriis
¢ogalmasi ¢ok ¢ok diisiik oldugunu gOstermistir.

BRIGNETI ve ark. (1997) asirt dayanikli olan bitkilerdeki mekanizma konusundaki
Onerileri: ya virlis ¢ogalmasi baskilanmakta yada viriisii hiicre igerisindeki dayaniklilig
azaltilmaktadir. Bundan dolay1 bu ¢alismada elde edilen PVX’e agir1 dayanikhilik geni kiiltiire
edilmis patateslere aktarilabilir ve patateste agirt {irlin kaybmmn engellenmesinde degerli

katkilar saglayabilir.
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Molekiiler galismalar igin RFLP ve AFLP isaretleyicileri kullamilmistir. RFLP verileri
daha 6nceki ¢alismalardan elde edilmistir. AFLP analizleri bu proje kapsaminda yapmistir,
Toplam 11 AFLP primer kombinasyonu kullamlmig ve kombinasyonlardan toplam 813
skorlanabilen bandlar tretmigtir. Genetik analizlerde genotipik veri olarak RFLP ve AFLP
¢aligmalarindan  elde edﬂen bilgiler kullanilmistur. Fenotipik veri olarak ise BCT
populasyonunun PVX viriisi ile inokiilasyonu sonucu ELISA analizleri ile elde edilen veriler
kullamlmigtir. Bu veriler (genotipik ve fenotipik) Qgene (NELSON, 1997) programi
kullanilarak iligkilendirilmistir. Bu analizler sonucunda toplam 17 molekiiler isaretleyici
dayanikli kaynak HHI-9 dan gelen PVX dayanikhligs ile degisen oranlarda iligkili
bulunmustur. Bu isaretleyiciler arasmda 15 AFLP lokusu ve 2 adet RFLP lokusu yer
almaktadir. Her iki RFLP lokusu da ikinci kromozom fizerinde yer almaktadir. En Snemli
isaretleyici olarak EACTMCTT140 (P=0.0002) lokusu bulunmugtur ve PVX dayaniklig1 icin
toplam fenotipin %20 sini agiklamaktadir ve HHI-9 alleli dayaniklihgi arttirmaktadir. Diger
6nemli ii¢ isaretleyici (EACTMCTT408 (13%), EACTMCTT202 (12%) ve EACTMCTTI176
(10%) fenotip iizerinde enaz %10 luk bir etki gostermektedir. Geriye kalan lokuslar ise daha
kiigiik etkiler gdstermistir. Genetik analiz sonuglar1 Tablo 5 de verilmistir. Bu ¢alismada
belirlenen EACTMCTTI40 nolu isaretleyici CAP (Cleaved Amplified Polymorphism)
isaretleyicisine donistirildiigiinde patateste PVX dayaniklihg: icin molekiiler isaretleyiciye
dayali seleksiyon ¢alismalarinda kullanilabilecektir,

Tablo 5. PVX dayanikliligs ile baglanti halinde olan molekiiler isaretleyiciler. R® her bir lokusun
toplam fenotip (ELISA analizleri sonucunda elde edilen PVX dayanikhligr) iizerindeki etkisini
gostermektedir. AA ve Aa alleleri herbir lokus igin homozigot ve heterozigot bireylerin fenotipik
ortalamalarini vermektedir.

Marker P-value R (%) AA Aa
EACTMCTT140 0.0002 20 0.45 1.71
EACTMCTT408 0.0031 13 0.52 191
EACTMCTT202 0.0042 12 0.51 1.72
EAACMCAGI2S 0.0069 9 0.46 1.04
EAAGMCACS544 0.0089 9 0.46 1.07
EACTMCTT176 0.0106 10 0.48 1.28
EACTMCTTI131 0.0176 9 048 1.17
CT75 0.0232 6 0.34 0.83
EAAGMCAC258 0.0243 6 0.47 0.98
EACTMCTT603 0.0339 7 0.54 1.55
EAGGMCAG542 0.0373 5 0.62 1.63
EACTMCTT207 0.0408 6 0.48 1.03
TG276 0.0433 5 0.39 0.83
EACTMCTTR? 0.0441 6 0.46 0.98
EAGGMCAG493 0.0461 5 0.65 2.55
EACCMCAA353 0.0483 5 0.48 0.9
EACTMCATI174 0.0489 5 0.62 1.25
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Bu galigmada patates X potexviriisiine karst agirt dayamiklilik Solanum tuberosumdan (HH1-9)
(BCT) olugan populasyonda belirlenmistir.  Sonuglar Ki-kare ile test edildiginde 1:1 oranda p=0,24
heterozigot dayanikli ebeveyinden elde edilmis populasyonda beklenen sonuglart vermistir. Dayaniklilik tek
genle kontrol edilmektedir.

Elimizdeki veriler {genotipik ve fenbtipik) Qgene programi kullantlarak analiz edilmistir ve
analizler sonucunda toplam 17 molekiiler isaretleyici dayanikli kaynak HH1-9 dan gelen PVX dayamkhilipy
ile degisen oranlarda iligkili bulunmustur: Bu markirlar ikinei kromozom iizerinde yer almakiadir.

—
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