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OZET

Son 30 yilda tropik ve subtropik iklim kusaginda, biberde (Capsicum spp.) hastalik
yapan viriislerin sayis1 hizla artmistir. Patlicangilleri enfekteleyen Tobamovirus cinsindeki
tirler ayr1 bir klad olusturmaktadwr. Tobamoviriislerin enfeksiyonu biber bitkilerinde
iirlinlin pazar degerinde ve miktarinda diismelere neden olmaktadir. Tiirkiye’de bu cinste
yer alan tobacco mosaic virus (TMV), tomato mosaic virus (ToMV) ve pepper mild mottle
virus (PMMoV) uzun yillar dnce, paprika mild mottle virus (PaMMYV) ise yakin zamanda
Marmara Bolgesi’nde tanilanmistir. Dogu Akdeniz Bolgesi’ndeki onemli biber yetistirme
alanlarinda tobamoviriislerin neden oldugu belirtilerin goriilme sikligi son yillarda
artmistir. Viriis-benzeri belirti tasiyan (yapraklarda kivrilma ve beneklenme, meyvelerde
sekil bozuklugu) bitkilerden yaprak ve meyve Ornekleri alinarak Trizol ortamli yontemle
toplam niikleik asit (TNA) izole edilmistir. Bulasik bitkilerden hazirlanan TNA’lar
PaMMV’un tanilanmasi virlis protein kilif bolgesi’'nden hazirlanan primer ¢ifti
(P1-F/P1-R) kullanilarak tersine transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile
cogaltilmistir. Yapilan analizler sonucunda survey alanindan alinan 6rneklerde PaMMV
tanis1 yapilmamistir. Testlenen orneklerde CMV, CABYV, PVY, TEV ve TSWV’ nin

yaygin oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: PAaMMYV, Biber, Tobamovirus, PCR

Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Bitki Koruma Anabilim Dal1, Aralik /2019

Danigman: Prof Dr. Nihal BUZKAN
Ikinci Danisman: Prof. Dr. Hasan TUNAZ
Sayfa sayist: 33



PREVALENCE AND POPULATION DIVERSITY OF PAPRIKA MILD MOTTLE
VIRUS (TOBAMOVIRUS) IN PEPPER GROWING AREAS IN THE EASTERN
MEDITERRANEAN REGION
(M.Sc. THESIS)

HAKAN UNALDI

ABSTRACT

The number of viruses infecting pepper (Capsicum spp.) crops has increased
considerably over the past 30 years. Species infecting solanaceous crops build a distinct
clade among tobamoviruses. Infection of tobamoviruses has significant impact on both
quality and quantity of pepper crops. In this genus tobacco mosaic virus (TMV), tomato
mosaic virus (ToMV) and pepper mild mottle virus (PMMoV) were identified many years
ago in Turkey while paprika mild mottle virus (PaMMV) was recently reported in the
Thrace Region. Tobamovirus like symptoms have started spreading in important pepper
growing areas in the Eastern Mediterranean very lately. Leaf and fruit samples were taken
from plants bearing virus-like symptoms (leaf curling and mottling, fruit deformation) and
total nucleic acid (TNA) was isolated by Trizol-based medium. TNAs were tested to detect
PaMMYV with primer pairs (P1-F / P1-R) prepared from virus coat protein region in reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). As a result, PAMMYV was not detected
in any of the samples while the same samples resulted positive for CMV, CABYV, PVY,
TEV and TSWV in ELISA test.
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1. GIRIS

Diinyanin hemen hemen her bdlgesinde yogun olarak iiretilmekte olan sebzeler,
temel besin maddelerinden olup, genis bir iiriin yelpazesine sahiptir. Ulkemizde meyvesi

yenilen sebzeler igerisinde domates ve biber ilk siralarda yer almaktadir (Bozdogan, 2009).

Biber (Capsicum spp.), Solanaceae familyasmim onemli cinslerinden biridir. Taze
olarak tiiketilmesi, konserve, toz biber, salca ve tursu yapiminda kullanilmasi, hazir
gidalarda, dondurulmus iirtinlerde, sos, boya ve baharat olarak da kullanimisinin yaninda
aciligr veren kapsaisin antioksidan maddesi biberin sebze tarimindaki Onemini
arttrmaktadir.  Biberi insan beslenmesinde Onemli kilan faktorler; sindirimi
kolaylastirmasi, kanser riskini azaltmasi, ¢esitli agrilara iyi gelmesi, dogal yatistirict ve

antibakteriyel 6zellikte olmasidir (Akinci ve Akinci, 1999).

Tirkiye, yaklasik 2.600.000 ton (FAO, 2015) yillik biber iiretimiyle diinyada
ticlincii sirada, Akdeniz havzasinda bulunan diger iilkeler igerisinde ise en onemli iiretici
konumunda bulunmaktadir. Uretimin biiyiik bir kism (470.000 ton) ortii altinda, dzellikle
Antalya, Mersin ve Hatay illerinde yapilmaktadir. Samsun, Manisa, Bursa, Izmir,
Canakkale’de ise biber iiretiminin agik alanlarda yapildig1 6nemli illerdir. Ayrica Sanliurfa,
Gaziantep, Kilis ve Kahramanmaras’taki liretimin 6nemli bir kismi toz ve pul biber
imalatinda kullanilmaktadir. Tiirkiye’de garliston biber i¢cin 18.040 dekar alanda 99.390
ton, dolmalik biber i¢in 131.351 dekar alanda 397.175 ton, salcalik ve kapya biber i¢in
346.248 dekar alanda 1.128,060 ton ve sivri biber i¢in 290.885 dekar alanda ise 930.349
ton liretim gercgeklestirilmistir. Baharatlik biber iiretimi ise 119.865 da alanda 227.380
tondur (TUIK, 2018).



Son 30 yilda tropik ve subtropik iklim kusaginda, biberde (Capsicum spp.) hastalik
yapan viriislerin sayis1 hizla artmustir. Patlicangilleri enfekteleyen Tobamovirus cinsindeki
tiirler ayr1 bir klad olusturmaktadir. Tobamoviriisler biber bitkilerinde klorotik mozaik,
beneklenme, yaprak deformasyonu, yaprak ayasi daralmasi, meyvelerde sekil bozuklugu
ve diizensiz renk olusumu, tirlinde miktar ve kalitenin diismesine yol agmaktadir (Sekil 1.1,
Sekil 1.2). Bu cinste alt1 virilis biberlerde hastalik yapmaktadir. Paprika mild mottle virus
(PaMMYV), Pepper mild mottle virus (PMMoV), Tobacco mild green mosaic virus
(TMGMYV), Ribgrass mosaic virus (RMV), Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato mosaic
virus (ToMV) (Brunt ve ark., 1996). Akdeniz iilkelerinde en 6nemli olanlar1t TMGMV
(Font ve ark., 2009; Fraile ve ark., 2011), PMMoV (Buzkan ve ark., 2006; Giildiir ve
Caglar, 2006; Fraile ve ark., 2011), TMV ve ToMV (Arli-Sokmen ve ark., 2005)’dir.

Sekil 1.1. Tobamoviriislerin neden oldugu yaprak ve meyve simptomlar: (Mnari-Hattab ve
ark., 2006)



Sekil 1.2. Tobamoviriislerin neden oldugu meyve simptomlar1 (Tobias ve ark., 2017)

Son iki yil igerisinde Tiirkiye’de acikta ve Ortii altinda yetistirilen biberlerde, biber
tobamoviriislerine ek olarak bir tiir daha diger viriislerle karisik enfeksiyonlar halinde
tanilanmistir. Gen Bankasinda kayitli viriis tiirlerinden PAMMYV (Buzkan ve ark., 2017) ile
dizin homolojisi gdsteren bu tiirler i¢in yapilan 6n ¢alismada, bulunma diizeylerinin
testlenen orneklerde dikkate deger diizeyde yiiksek olduklari tespit edilmistir. PAMMYV  un
konuk¢u dizisi dar ve bugiine kadar Japonya (Hamada ve ark., 2003) (Sekil 1.3),
Bulgaristan (Stoimenova ve Yordanova, 2005) ve Israil’de (Luria ve ark., 2018) (Sekil 1.4)

enfeksiyonlar1 rapor edilmistir.

Sekil 1.3. PAMMV nin neden oldugu simptomlar. (Hamada ve ark., 2003)
3



Sekil 1.4. PAMMYV nin neden oldugu simptomlar (Luria ve ark., 2018)

Viriis partikiilleri ¢ubuk benzeri yapida, pozitif yiikli tek sarmal RNA
(+ssRNA)’ya sahiptir. Genomu dort agik okuma bdlgesine sahiptir ve yaklasik 6200-6400
baz igerir. Tiirkiye’de agikta biber yetistiriciliginde populasyon tohumlarinin (bir 6nceki
yilin meyvelerinden tohum alinmasi) kullanilmasi, tohumla tasinan bu virlislerin
yayilmasmda oldukgu etkili rol oynamaktadir. Ortii altinda bitkiye yapilan fiziksel temas
nedeniyle bitkiden bitkiye mekanik olarak hizla ve kolay yayilmalarini saglamaktadir.
Virlis hastaliklariyla bilinen miicadele stratejileri, tobamoviriislerle miicadelede yetersiz
kalmaktadir. En 6nemlisi ve belki de en riskli olan1 tobamoviriislerin sahip olduklar1 stabil
yapilar1 nedeniyle bitki artiklarinda, toprak ve sulama suyunda uzun siire enfektif olarak
kalmalar1 nedeniyle stirekli enfeksiyon kaynagi olusturmalaridir (Moury ve Verdin, 2012).
Tobamovirtislerle etkili miicadele stratejisi olarak , bitkideki mevcut genetik dayaniklilik
kaynaklarmin belirlenmesi ve 1slah programlarinda dayanikli ¢esit gelistirilmesi zorunlu

olmustur (Matsumoto ve ark., 2009 ; Moury ve Verdin, 2012 ; Ruiz ve ark., 2016).

PaMMV, TMV patotiplerinde oldugu gibi biberdeki dayaniklilik genlerinin
iistesinden gelme yeteneklerine gore siuflandirilir. L' geni bakimindan homozigot olan
biber bitkilerini sistemik olarak enfekte eden PaMMYV izolatlar1 P1 patotipi olarak
adlandirilir. izolatlar yalnizca bir allelin iistesinden gelebildigi gibi birden fazla allelin de
istesinden gelebilir. Bu durumda “P” harfinin altina tistesinden geldigi allel numaralari

yazilarak patotip siniflandirmasi yapilir (Rast, 1988).



Ik olarak Hollanda’da rapor edilen P1 patotipi P11 olarak belirlenmis ve PAMMYV
olarak adlandmrilmistir. P11°in kilif proteini ile PMMoV ninki arasindaki farkliliklar
nedeniyle bu virilisiin baska bir tiir oldugu ve PAMMYV olarak isimlendirilmesi 6nerilmistir
(Garcia-Luque ve ark., 1993). PaMMYV biber bitkilerini (Capsicum annuum L.) enfekte
ederek kalici hafif mozaik simptomlarina neden olur. L>-L* direngli biber bitkilerinde ise
nekrotik lokal lezyonlara neden olur. PAMMYV ’nin kilif proteini L ve L* direng genlerini
etkiler. PAMMYV P1 patotipleri ayrica TMV ile karsilastirildiginda Nicotiana glutinosa gibi

Solanaceae tamilyasinin diger {iyelerine karsi patojeniteyi azaltir.

Bu calismada Buzkan ve ark., (2017) tarafindan Marmara Boélgesinde biberlerde
bildirilen PaMMV’un Dogu Akdeniz Bdlgesindeki biber iiretim alanlarinda yayginlik

durumu, yayginlik gosteren izolatlarin biyolojik ve genetik karakterizasyonu arastirilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

TMV ve ToMV’nin birbirleriyle yakindan iliskili oldugu bilinmektedir. Bununla
birlikte, Nicotiana sylvestris ve N tabacum L. cv. Bright Yellow gibi N genine sahip
bitkilerin, bu viriislerin enfeksiyonlarina farkli tepkiler verdigi gézlemlenmistir. TMV-OM
irkinin N genine sahip bitkilerde, sistemik olarak mozaik simptomlar ile yayildigi, TMV-

L’nin ise lokal lezyonlara neden oldugu belirlenmistir (Saito ve ark., 1987).

TMV’na dayanikli domates gesitleri ilk defa 1966°da Ingiliz yetistiriciler tarafindan
kullanilmistir. O yillarda toplanan TMV izolatlarmin dayaniklilik genlerinin iistesinden
gelemedigi dayanikli cesitleri enfekte edebilen streyn I’in, sonraki yillarda yayilis
gosterdigi bildirilmistir. Sadece bir gen tarafindan saglanan dayanikliligm siirdiiriilebilir

olmadig: belirtilmistir (Pelham ve ark. 1970).

Gebre-Selassie ve Marchoux, (1991) Giineydogu Fransa'da biberlerden topladiklar1
tobamoviriis izolatlarin1 karakterize etmislerdir. Fransa’dan segtikleri Vi76, Adam ve Eve
ile diger ToMV-D ve TMV-Ul'nun biyolojik ve serolojik 6zelliklerini incelemislerdir.
Ayrica Hollanda'dan diger tobamoviriis tiirleri Pll, P8 ve P14 ile L diren¢ geninden izole
edilen italya’dan PMMV-W ile de karsilastirmuglardir. Biyolojik ve serolojik reaksiyonlara
gore, Vi76’nm, TMV'den ¢ok ToMYV ile ilgili oldugunu, ancak PAMMYV ile daha yakindan
ilgili olan Adam ve Eve ile ilgili olmadigint bulmuglardir. Biber genotiplerinde
dayaniklilik i¢in "L" geniyle etkilesime dayanarak, Adam ve P8 irklarinin Pi-2 patotipine,
Eve ve Pi4 wrklarmin Pi-2-3 patotipine ait oldugunu bildirmislerdir. Fransa'da, Adam ki
ile uzaktan ilgili olan PII irkinin izolasyonu hakkinda herhangi bir rapor bulunmadigini

belirtmektedirler.

Ben Moussa ve ark. (2000) Tunus’un farkli bolgelerinden topladiklar1 257 domates
orneginde CMV, tomato aspermy virus (TAV), potato virus Y (PVY), tobacco etch virus
(TEV) ve pepper vein mottle virus (PeVeMoV), ToMV ve TMV, tobacco rattle virus
(TRV), alfalfa mosaic virus (AMV), tomato spotted wilt virus (TSWV), tomato ring spot
virus (ToRSV) ve potato X virus (PVX) belirlemislerdir. TMV, CMV, TEV, PVY, ToMV,
AMV, TAV, TSWV ve TRV’yi 3 bolgede digerlerini ise sadece iki bolgede (Cap-Bon ve
Sahel'de PeVeMoV ve Sahel'de ve giineyde PVX) veya bir bolgede (Cap-Bon'da ToRSV)
saptamiglardir. Viriislerin  bir bolgeden digerine hareketinin, spesifik vektorlerin
hareketinden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Bu viriislerin bir kismini Tunus'ta ilk

kez rapor etmislerdir.



Japonya’da P1 patotipine ait bir tobamoviriis, tatli biberden izole edilerek,
PaMMYV-J olarak tanilanmistir. Domates bitkilerini enfekte edemeyen bir PAMMYV tiiriiniin
aksine, her ne kadar bulasiklik oran1t ToMV’den diisiik olsa da, PAMMV-J’nin domates
bitkilerini nadiren enfekte ettigi tespit edilmistir. PAMMV-J"nin c-DNA klonundan in vitro
RNA transkriptleri kullanilarak yapilan analizler, PAMMV-J’nin domates bitkilerindeki
enfeksiyon yeteneklerinin hem replikasyon hem de hiicreden hiicreye hareket seviyelerinin

diisiik olmasindan kaynakladigmi gostermistir (Hamada ve ark. 2003).

Velasco ve ark., (2002) bir PMMoV izolatinin RNA genomunun, tam niikleotid
dizisini tamamlamis, biberdeki L’ direng geninin iistesinden geldigini belirlemislerdir.
RNA genomunun 6357 niikleotitten olustugunu ve dort agik okuma bolgesi igerdigini
tespit etmislerdir. ORF 3’lin, virlisiin hiicreden hiicreye yayilmasini saglayan 28 kDa
proteinini kodladigmni ve son ORF’nin kilif proteinini kodladigmi tespit etmislerdir.
PMMoV izolatlarmm kilif proteini bolgesinin L’ direng geninin kirlmasindan sorumlu

olabilecegini ifade etmislerdir.

Mnari-Hattab ve Ezzaier, K. (2006) Tunus'ta, TMV’yi biberde (Capsicum annuum
L.) yaygin olarak belirlemislerdir. L genini tasityan F1 biber melezi J-27 TMV yerel bir
1slah programinda elde edilmis ve birka¢ yil boyunca yapilan yetistiriciligi doneminde
meyvelerde nekroz ve yapraklarda beneklenme gozlenmistir. Sah.11-00 ve Teb.24-00
izolatlart DAS-ELISA testi ile PMMoV olarak belirlenmistir. Patotip-genotip etkilesimine
dayanan biyolojik smniflandirma, Sah.11-00 ve Teb.24-00 olarak adlandirdiklari yerel
izolatlarm, L' ve L’ direnc genleri igeren biber tiirlerini enfekte ettiklerini ve bu nedenle
PMMoV (1-2) patotipi olduklarmni, izolatlarm domates tiirlerini hastalandirmadiklarini
bildirmislerdir. Yerel izolat Sah.11-00'e karsi iiretilen antikorlarm, Teb.24-00 izolat1 ile

giiclii bir sekilde reaksiyona girdigini tespit etmislerdir.

Martins da Silva ve ark. (2008) seralarda domateslerin %90'min, yaprak
anormallikleri gosterdigini, mekanik inokiilasyondan sonra segtikleri konukgularda viriis
benzeri simptomlarin gelistigini gozlemislerdir. TMV ve ToMV igin primerler kullanilarak
yapilan RT-PCR reaksiyonlar1 sonucu 409 bp cDNA par¢asinin sadece TMV primerleri
tarafindan ¢ogaltildigini belirlemislerdir. Amino asitlerin, TMV ile % 100, ToMV ile % 94

oraninda benzerlik gosterdigini tespit etmislerdir.



Kumar ve ark. (2011) TMV ve ToMV’nin ayni anda tanilanmasi i¢in biber ve
domateste protokol gelistirmek amaci ile miiltipleks PCR teknigini kullanmiglardir. Biber
ve domates tohumlarinda TMV ve ToMV'yi es zamanl olarak tespit etmek i¢in replikaz
genlerini hedef alan iki primer cifti ile multipleks RT-PCR metodunu gelistirmislerdir.
Viral genomun korunan bolgelerinden tasarladiklar1 spesifik primerleri TMV ve ToMV'yi
dogru sekilde ayirt etmede yardimci olan diisiik maliyetli ve hizli bir teshis teknigi

oldugunu belirlemislerdir.

Tomato mottle mosaic virus (ToOMMYV), Tobamovirus cinsinde yakin zamanda
tanilanmis bir tiirdiir ve ilk olarak 2013 yilinda Meksika'da seradan toplanan domateste
rapor edilmisti. TOMMV, aym yil icerisinde Cin'de de biberlerde tespit edilmistir.
Bununla birlikte, TOMMV'nin molekiiler ve biyolojik 6zellikleri hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Cin’de belirlenen ToOMMYV izolatinin tam genomu belirlenmis ve genomik
dizilerinin 6399 niikleotitten olustugu ve sirastyla 5 ve 3' ucundan 126, 183, 30 ve 18 kDa
proteinlerini kodlayan dort agik okuma c¢ercevesi (ORF) icerdigi tespit edilmistir.
ToMMV’un genom sekansinin GenBank'ta mevcut olan diger tobamoviriislerle genel
benzerliklerinin %49.6 ila %84.3 arasinda degistigi belirlenmistir. ToMMYV nin tam genom
niikleotid dizilerinin ve dort proteinin amino asitlerinin filogenetik analizlerinin, TOMV ile
yakindan iligkili oldugu dogrulanmistir. ToMMV’un bugiine kadar sadece biberlerde
goriildigi ve TOMMV un, Solanaceae ve Cucurbitaceae familyasidaki bitkileri enfekte

edebilecegi bildirilmistir (Li ve ark., 2017).

Buzkan ve ark. (2017) Tiirkiye’de biber iiretim alanlarinda yaptiklar1 ¢alismalarinda
pepper vein yellows virus (PVYV)’u % 9 oraninda, beet western yellows virus (BWYV)’u
%10 oraninda yaygin oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte baz1 sekanslarin PAMMV
(Tobamovirus) ve broad bean wilt virus-2 (BBWV-2) (Fabavirus) ile karisik enfeksiyonlar
gosterdigini tespit etmislerdir. Tiirkiye’de ilk defa PaMMV (%4) ve BBWV-2 (%6)

varligin bildirmiglerdir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Arastirma materyalini biber {iretim alanlarindan toplanan biber yaprak ve meyve
ornekleri olusturmustur. Bitkisel 6rneklerde viriislerin serolojik tanisi i¢in viriis poliklonal
antiserumlary, molekiiler tanilar1 i¢in virlis genomundan hazirlanmis primerler
kullanmilmistir. Viral RNA izolasyonu ¢esitli kimyasal maddeler ile hazirlanmis tampon

cozeltiler kullanilarak yapilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Arazi surveyi ve bitkisel 6rneklerin toplanmasi
Biber ekili alanlarda viriis enfeksiyonu i¢in simptom gézlenmesi ve 6rnek toplamak

iizere surveyler yapilmistir. Survey alanlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Survey yapilan alanlar ve 6rnek sayilari

iller Survey yapilan Koyler Ornek sayisi
ilceler
Yesemek 75
Ortaklar 64
Akm Yolu 24
Gaziantep Islahiye Merkez 159
Karakaya 8
Sahinbey Kazikh 108
Nurdagi 31
Onikisubat DAGTEM iretim | 2
Kahramanmarasg alani
Pazarcik Narl 111
Kiipliice 15
Kilis Merkez Mesetlik 26
Duruca 22
Elbeyli Alahan 29
Toplam 674




Izolatlarm molekiiler karakterizasyonunu belirlemek amaci ile yapilan surveyler
biber bitkilerinin meyve tutum donemlerinde baglayip hasat dncesi, olgun meyve ve hasat
sonrast donemler boyunca gerceklestirilmistir. Bu donemler Dogu Akdeniz Bélgesi’nde

Agustos ayma rastlamaktadir.

Yaprak oOrneklerinin yani sira olgunlasmamis meyveler de viriis tanist ig¢in
toplanmistir (Ben Khalifa ve ark., 2009). Biber yapraklarinda mozaik, meyvelerde
beneklenme veya dairesel cokiintiiler, bitkide solgunlukluk belirtileri dikkate alinarak
ornekler toplanmistir. Bunun disinda virlis-benzeri belirti tasimayan bitkilerden de 6rnekler
toplanmistir. Ornekler buz dolu kaplar igerisine yerlestirilen plastik torbalarda muhafaza
edilerek laboratuvar ortamma getirilmis ve analizler i¢in daha sonra kullanmak iizere
+4°C’de saklanmustir. Gaziantep ili Islahiye ilgesinden toplanan 6rnekler ‘I’ harfi ile,
Sahinbey ile¢sinden toplanan ornekler ‘S’ harfi ile, Nurdagi ilgesinden toplanan 6rnekler
‘N’ harfi ile ifade edilmistir. Kilis ili Elbeyli ilgesinden toplanan o6rnekler ‘E’ harfi ile,
Kiipliice Kdyiinden toplanan drnekler ‘K1’ ile, Mesetlik Mahallesinden toplanan érnekler

‘M’ harti ile ve Duruca kdyiinden toplanan 6rnekler ‘D’ harfi ile ifade edilmistir.

3.2.2. Biberlerde PAMMYV tanilanmasi ve izolatlarin populasyon cesitliligi

3.2.2.1. Viral RNA izolasyonu
Yaprak ve/veya biber meyveleri viral RNA izolasyonu i¢in kullanilmistir. Yaklagik 0.5
gr ornek Tri-Reagent kit (Molecular Research Center Inc.) kullanilarak RNA izolasyonu

asagidaki adimlarla gergeklestirilmistir.

a) Yaprak ve meyve oOrnekleri (500 mg), 2 ml fosfat (ezme) tamponu igerisinde
porselen havan ve havan eli kullanilarak ezilip, kullanilincaya kadar havan
icerisinde +4°C’de saklanmustir.

b) Ezilen 6rnekler tiiplere aktarilip 500 pul TriReagent eklenmistir.

c) Vortekslenen 6rnekler oda sicakliginda 10 dak bekletilmistir.

d) Ornekler iizerine 200 ul kroloform eklenip iyice karistiriimistir.

e) 14.000 devir/dak’da 15 dk santrifiij yapilmistir.

f) Ayristirilan ve tiiplin iistiinde kalan temiz sivi kisimdan yaklagik 200-300 pl yeni
tiiplere aktarilmistir.

g) 300 pl izopropanol eklenerek karistirilmastir.

h) Tipler 10 dak oda sicakliginda bekletilmis, daha sonra 14.000 devir/dak’da 15 dak

santrifiij edilmistir.
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1)  Swvi kisim atildiktan sonra ¢okeltiye 1 ml %70 etanol eklenmistir.
j) Hafif¢e vortekslenen tiipler 14.000 devir/dak’da 5 dak santrifiij edilmistir.
k) Daha sonra sivi1 kisim atilip tiipler kurutulmustur.

1) Tiplere 50 pl saf su eklenip vortekslenerek -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.2. Tamamlayici1 DNA (¢cDNA, complementary DNA) sentezi

Viral RNA’lar Moury ve ark. (2004) nin bildirdigi protokol kullanilarak asagidaki
adimlarla tamamlayici tersine transkripsiyon ile cDNA sentez asamasi gergeklestirilmistir.
Tersine transkripsiyon reaksiyonu 2 pl RNA ve virlis protein kilif bolgesine spesifik
hazirlanmis heterolog primeri (Hamada ve ark., 2003) 10 uM oraninda kullanilmistir
(Cizelge 3.2). Karisim sirasiyla 70°C’de 5 dak ve buzda 5 dak bekletilmistir. Karigima 4 pl
5X tersine transkripsiyon tamponu, 0.8 pul 10 mM dNTP ve 0.5 pl Maloney Murine
Leukemia Virus (M-MLV) ReverseTranscriptase (20.000 U) enzim eklenmistir. Reaksiyon

karisimi 37°C’de 1 saat bekletilerek cDNA sentezi tamamlanmustir.

Cizelge 3.2. PAMMYV kilif protein bolgesi primerleri (Hamada ve ark., 2003)

Primer Primer dizini Pozisyont
P1Fwd AGCGAGATTTCATCTGATTCG [60-81
P1Rev TTACTTTTACAGTTGTACACG 864885

3.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Tamamlayict DNA sentezlenen Orneklerin analizi PCR yontemi kullanilarak
yapilmistir. Reaksiyon Moury ve ark. (2004)’nin bildirdigi protokol kullanilarak
gerceklestirilmistir. Reaksiyon sentezlenen 5 pl cDNA ile 50 ul karisim igerisinde 1X
termofilik Taq tampon, 1.75 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, 1U DNA polimeraz enzim
(Thermo), homolog ve heterolog primerlerle gerceklestirilmistir. PCR kosullar1 94°C’de 5
dak baslangi¢ sicakligi, 94°C’de 30 sn, 60°C’de 30 sn, 72°C’de 1 dak 30 sn ve 40 dongii
olacak sekilde programlanmistir. Reaksiyon 72°C’de 10 dak ile sonuglandirilmistir

(Hamada ve ark., 2003).
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3.2.2.4. PCR DNA’larn Elektroforetik Analizi

PCR sonrasi elde edilen DNA kaliplarinin elektroforetik analizleri %1.5’luk agaroz
jel tzerinde 1X TAE (0.04 M Tris-acetate, 0.001 M EDTA, pH 8.0) kullanilarak
gerceklestirilmistir. PCR {iriinlerinin goriintiilenmesinde Qiaxcel Advanced System kapilar

elektroforez sistemi kullanilmistir.

3.2.3. DAS-ELISA Testi

PaMMYV tanisi i¢in toplanan bitkisel drnekler ayni zamanda Akdeniz havzasinda
biber kiiltiiriinde yaygin olan CMV, cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV), PVY,
TSWV, TMV ve TEV enfeksiyonlarinin tanilanmasi i¢cin DAS-ELISA (Clark ve Adams,
1977) ile testlenmistir. Polerovirus cinsi viriisler arasinda serolojik olarak ¢apraz reaksiyon
bulundugundan CABYV antiserumu bu cinsin iiyelerini tanilamak ic¢in tercih edilmistir
(Buzkan ve ark., 2013). Ortalama 1 g bitkisel materyal CMV, CABYV, PVY, TSWV ve
TEV icin 0,03 M fosfat tamponu (pH 7.0) ve %2 (agirlik/hacim) DIECA iceren 4 ml

tampon ile ezilmis ve testlemede kullanilincaya kadar +4°C’de saklanmustir.

ELISA plakalar1 CMV (Bioreba), CABYV (Sediag), PVY (Bioreba), TSWV
(Loewe), TMV (Bioreba) ve TEV (Agdia) poliklonal antiserum ile kaplanmistir. Kaplama
islemi icin antiserumlar ireticilerin belirledigi; CMV i¢in 1:1000, CABYV i¢in 1:100,
PVY i¢in 1:1000, TSWV i¢in 1:200 ve TEV i¢in 1:200 oranlarinda kaplama tamponu (Ek
1) iginde sulandirilnistir. Plakalar 100 ul/cukur olacak sekilde kaplanmis ve 37°C’de 3 saat
siireyle, nem ¢emberi olusturulmus saklama kaplarinda bekletilmistir. inkiibasyon sonunda

plakalar yikama tamponuyla (Ek 2), 3 kez ve 3 dk arayla yikanmis ve iyice kurulanmistir.

Ezme tamponuyla hazirlanmis ornekler iki tekerriirli ve 100 pl/cukur olacak
sekilde plakalara konulmustur. Her viriis i¢in pozitif ve negatif kontroller, antiserum
tireticilerinden viriislere spesifik olarak temin edilmistir. Plakalar +4°C’de bir gece (16

saat) bekletilmistir.
Plakalar yikama tamponuyla 3 kez ve 3 dk arayla yikanmis ve iyice kurulanmaistir.

Antiserum+enzim konjugasyonu iireticilerin tavsiye ettigi oranlarda (CMYV,
CABYV, PVY, TSWV ve TEV) konjugat tamponu (Ek 3) icinde seyreltilmis ve 100
ul/gukur olacak sekilde ¢ukurlara konulmustur. Plakalar 37°C’de 3 saat siireyle, nem

cemberi olusturulmus saklama kaplarinda bekletilmistir.

Plakalar yikama tamponuyla 3 kez ve 3 dk arayla yikanmis ve iyice kurulanmistir.
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Alkaline fosfataz (S0942, Sigma-Aldrich) 1 mg/ml olacak sekilde substrat tamponu
(Ek 4) icinde ¢ozilmiis ve 100 ul/gukur olacak sekilde konulmustur. Plakalar oda
sicakliginda bekletilerek gukurlardaki renk degisimi izlenmistir. Pozitif kontrollerde renk
degisiminin gozlendigi ilk 60 dakikada 405 nm dalga boyunda elde edilen degerlerin 2

katindan fazla olanlar1 pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.4. Viriis izolatlarinin Kkiiltiire alinmasi

Virlis izolatlar1 Nicotiana tabacum cv. Samsun bitkilerine mekanik inokulasyon ile
taginmistir. Biber Orneklerinden alinan yaprak veya meyve ornekleri, 0,03 M fosfat
tamponu (pH 7.0) (1:4) ve %2 (agirlik/hacim) DIECA, 20 mg/ml aktif komiir ve 20 mg/ml
karborandum kullanilarak ezilmistir. Inokulasyon indikatdr bitkilerin ilk gercek
yapraklarinin ¢ikismin ardindan 2 kotiledon/bitki olacak sekilde el yordamiyla yapilmistir
(Moury ve ark., 2004). Negatif kontroller, indikator bitkilerine sadece ezme tamponuyla
mekanik inokulasyon yaparak hazirlanmistir. Inokulasyonu tamamlanan bitkiler iklim

odalarinda bekletilerek simptom gézlemleri yapilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Mekanik inokulasyon yapilmis Nicotiana tabacum cv. Samsun bitkileri
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. PAMMV’nin Survey Alamindaki Biberlerde Yayginhk Durumu

Gaziantep ve Kahramanmaras illerinden toplanan 6rneklerin niikleik asit izolasyonu
yapilmis ve PAMMV nin kilif proteini bolgesine 6zel primerlerle gerceklestirilen RT-PCR
ile elektroforetik analizleri gerceklestirilmistir. Belirlenen bantlar viriis tespiti i¢in sekans
analizine gonderilmistir. Sekans kalitesinin diisiik olmasi1 nedeniyle filogenetik analiz

yapilamamistir. (Sekil 4.1)

Etmeni tespit etmek amaciyla tekrar surveylere c¢ikilmis, Kilis ilinde surveyler
gerceklestirilmistir. Ornek se¢imi simptomatolojik olarak viriisle bulasik oldugu diisiiniilen
bitkilerden yapilmustir. Orneklerin niikleik asit izolasyonu yapilmis ve PAMMYV tanis1 i¢in
gergeklestirilen RT-PCR ile elektroforetik analizleri yapilmis, ancak belirlenen bantlara ait

DNA kaliplar1 dizilenememistir. (Sekil 4.2)
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4.2. Serolojik Testler

PaMMV tanisi i¢in toplanan bitkisel materyallerde Akdeniz havzasinda yaygin olan
viriisler (CMV, PVY, TEV, TSWV ve CABYV) DAS-ELISA yontemiyle testlenmistir.

Kilis Ilinde toplanan 92 &rnegin 50’sinde CMV (%54,3), 22’sinde PVY (%23,9),
17’sinde TEV (%18,4), 13’tinde TSWV (%14,1) ve 9’unda ise CABYV (%9,78)
tanilanmistir. ELISA testinde pozitif sonuglanan Ornekler farkli renk gruplariyla

belirtilmistir: Pembe: CMV, Sart: PVY, Yesil: TEV, Kirmizi: TSWV, Mavi: CABYV
(Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. ELISA okuma degerleri (OD4ps)

ELISA OKUMA DEGERLERI (405 nm)

ORNEK | CMV PVY TEV TSWV | CABYV | ORNEK | CMV PVY TEV TSWV | CABYV
D10 1,487 0,133 0,112 0,131 0,152 Kil 2,460 0,467 0,266 0,148 0,220
D1 0,940 0,149 0,112 0,120 0,269 Ki2 0,591 2,730 2,794 0,147 0,186
D6 0,644 0,131 0,119 0,131 0,119 Kil3 0,145 0,350 0,211 0,160 0,161
D2 0,100 0,143 0,117 0,145 Mi14 0,101 0,113 0,099 0,155 0,153
D17 0,729 0,128 0,106 0,120 M1 0,351 0,546 0,229 0,149 0,256
D4 1,366 | 0,143 | 0,113 | 0,122 | 0,062 M12 0,556 | 0,114 | 0,096 | 0,129 | 0,148
D18 | 0,298 | 0,140 [ 0,120 | 0,123 | 0,060 | m23 | 0,005 | 0,122 | o,101 [[EEON 0211 |
D22 0,344 | 0,136 | 0,115 | 0,111 0,059 Ki3 0,755 | 0,127 | 0,103 | 0,120 | 0,215
D13 0,550 0,119 0,115 0,122 0,058 Ki7 0,240 3,261 2,851 0,119 0,197
D16 0,269 0,123 0,125 0,124 0,108 Kil4 0,091 0,130 0,103 0,121 0,165
D7 0,283 0,120 0,118 0,122 M4 0,359 1,026 0,706 0,146 0,195
D15 0,732 0,142 0,118 0,104 \J"] 2,803 0,248 0,153 0,112 0,183
D7 1,644 0,135 0,108 0,175 0,175 M22 1,523 0,127 0,096 0,154
D5 0,498 0,122 0,105 0,128 0,132 M10 0,108 0,102 0,096 0,162 0,151
D3 0,319 0,130 0,110 0,109 0,055 Kid 2,098 0,127 0,106 0,114 0,213
D9 0,197 0,140 0,110 0,125 0,059 Ki8 2,991 0,123 0,106 0,096 0,175
D8 0,340 0,127 0,093 0,107 0,059 Kil5 0,090 0,113 0,097 0,109 0,161
D19 0,143 0,155 0,105 0,119 0,049 M9 2,555 3,223 2,215 0,124 0,163
D21 0,312 0,203 0,216 0,139 0,112 Mi15 0,129 0,096 0,094 0,163 0,136
E22 0,334 0,131 0,115 0,130 M16 0,562 0,117 0,098 0,162
El1 1,099 0,105 0,101 0,125 0,097 M8 0,166 2,279 1,699 0,103 0,209
El14 0,248 0,109 0,106 0,144 0,100 Kis 2,084 0,923 0,925 0,119 0,195
E4 0,114 | 0,126 | 0,103 | 0,112 | 0,107 Ki9 0,155 | 0,120 | 0,097 | 0,116 | 0,187
E5 0,485 0,140 0,103 0,112 0,046 Mi13 2,566 0,104 0,106 0,114 0,178
SE 0,459 | 0,131 0,101 0,121 0,059 M6 0,096 | 0,152 | 0,109 | 0,111 0,151
E27 1,816 2,380 2,953 0,211 0,058 M26 0,122 0,104 0,092 0,116 0,125
E15 0,320 0,118 0,108 0,116 0,063 M17 1,565 0,123 0,102 0,154
ES8 0,168 0,220 0,250 0,113 0,124 Mil1 0,098 0,107 0,105 0,127 0,132
E26 1,282 | 0,133 | 0,112 | 0,123 | 0,127 Ki6 0,775 | 3,223 2,088 | 0,131 0,190
E25 0,350 | 0,124 | 0,115 | 0,112 Ki10 2,326 | 3,111 1,916 | 0,121 0,164
E24 0,326 0,108 0,104 0,157 0,101 M7 0,140 1,251 0,765 0,120 0,174
E6 0,320 0,530 0,307 0,125 0,098 M5 2,488 0,839 0,544 0,119 0,189
E21 0,370 0,125 0,111 0,136 0,048 M24 0,102 0,108 0,095 0,139
E16 1,877 | 0,117 | 0,104 | 0,116 | 0,060 Mi18 0,106 | 0,109 | 0,101 0,148
E23 0,516 0,117 0,108 0,139 0,049 Kill 0,126 0,740 0,316 0,133 0,225
E19 0,137 0,808 0,277 0,141 0,058 Kil2 0,107 0,100 0,100
E12 0,858 | 0,123 | 0,111 | 0,143 | 0,141 M25 0,199 | 0,120 | 0,106
E18 0,104 0,390 0,205 0,135 0,133 M21 0,173 0,126 0,100
E20 0,375 | 0,149 | 0,112 | 0,136 M19 0,148 | 0,125 | 0,104
E13 0,344 | 0,131 0,111 0,127 M20 0,108 | 0,121 0,102
E3 0,524 0,772 0,436 0,135 0,050 | Negatif | 0,098 0,103 0,112
E15 1,097 0,112 0,104 0,123 0,058
El 0,467 0,114 0,119 0,122 0,050
E28 0,090 0,110 0,113 0,141 0,123
E29 0,088 1,485 1,332 0,127 0,131
E7 0,085 0,125 0,119 0,126
E17 0,084 2,798 1,267
E10 0,084 0,125 0,110 0,098
D20 0,087 0,126 0,108 0,127 0,048
D11 0,088 0,109 0,098 0,122 0,058
E2 0,086 1,826 1,040 0,139 0,051

Negatif [ 0,098 0,103 0,112 0,116 0,122




4.3. Simptomatolojik Gozlemler

Survey alanlarinda biber yapraklarinda kivrilmalar, agik sar1 renkte mozaik

belirtileri, meyvelerde ise halkalar gézlenmistir. Bu belirtileri gosteren orneklerde CMV

tanilanmustir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. CMV tanis1 yapilmis bitkilerde yaprak ve meyve simptomlar

Survey alanlarindan alinan biber yapraklarinda mozaik, i¢e kivrilma, sekil
bozukluklar1 gézlenmistir. Bu belirtileri gdsteren drneklerde PVY tanist yapilmistir (Sekil

4.4).

Sekil 4.4. PVY tanis1 yapilmig biber bitkilerinde gdzlenen simptomlar

18



Meyvede sekil ve renk deformasyonu tasiyan biber meyvelerinde TSWV tanisi

yapilmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. TSWYV tanisi yapilan biber meyvelerinde gdzlenen simptomlar

Meyvelerde halka seklinde ¢okiintli simptomu tasiyan oérneklerde CMV ve TSWV
tanilanmustir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. CMV+TSWYV karisik enfeksiyonu tanisi yapilmis meyvelerde gézlenen
simptomlar
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Meyvede kahverengi nekroz ve ylizey deformasyonu bulunan drneklerde PVY ve

TEV’in karigik enfeksiyonu tanist yapilmistir (Sekil 4.7).

o it —=

Sekil 4.7. PVY+TEYV tanis1 yapilmis meyvelerde gézlenen simptomlar

PVY, TEV ve TSWV’nin karisik enfeksiyonunun tanilandigi bitkide yaprak
deformasyonu, yapraklarda kasik formu, yaprak yiizeyinde klorotik beneklenme ve mozaik

simptomlar1 gozlenmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. PVY+TEV+TSWYV Kkarisik enfeksiyonu tanilanmis bitkide gdzlenen
simptomlar
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CMV, PVY ve TEV’in karisik enfeksiyonunu tasiyan bitkilerde meyve yiizeyinde
nekrotik alan, meyve sekil ve renk deformasyonu, yaprakta mozaik simptomlari

gozlenmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. CMV+PVY+TEV karisik enfeksiyonu tanist yapilmis meyvelerde gozlenen
simptomlar

CMV ve PVY karisik enfeksiyonunu tasiyan bitkilerde yaprak sekil bozuklugu,
kasik formu, mozaik deseni, meyvelerde sekil bozuklugu, mozaik benekler gozlenmistir

(Sekil 4.10).

Sekil 4.10. CMV+PVY karisik enfeksiyonu tanis1 yapilmis biber bitkisinde ve
meyvelerinde gozlenen simptomlar
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4.4, Viriis izolatlarin Cogaltilmas

ELISA testinde tanis1 yapilmig olan CMV, PVY ve TEV bulasik 6rneklerden, otsu
indikator bitkilerine (Nicotiana tabacum cv. Samsun) viriisler mekanik tasinarak viriislerin
biyolojik karakterizasyonu yapilmistir. Konukc¢u bitkilerde virlislerden kaynakli
simptomlarin gozlenmesini takiben ELISA testleri tekrar edilerek virlislerin varligi

kesinlestirilmistir.

TEV+CMV+PVY karisik enfeksiyonunun mekanik olarak tagindigi tiitiin
bitkilerinde yeni gelisen yapraklarda deformasyon, mozaik benek, yaprak ylizey
deformasyonuve nekroz simptomlar1 gézlenmistir (Sekil 4.11). ELISA testinde PVY igin
alman okuma degeri (OD4ps: 2.745) sirastyla CMV (ODags: 1.606) ve TEV (ODgps:
0.903)’in okuma degerlerinden yiiksek ¢ikmuistir.

Sekil 4.11. CMV+PVY+TEV karisik enfeksiyonunun tiitiin bitkilerine mekanik
inokulasyonu sonrasi gozlenen simptomlari

CMV+PVY’nin mekanik olarak tasindigi tiitiin bitkilerinde yaprak sarilik
simptomu gozlenmistir (Sekil 4.12). Tiitiin bitkilerinde CMV i¢in alinan ELISA okuma
degeri (ODg4ps: 2.105) PVY icin alinan okuma degerinden (ODaos: 0.339) daha yiiksek

bulunmustur.
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Sekil 4.12. CMV+PVY karisik enfeksiyonunun tiitiin bitkilerine mekanik inokulasyonu
sonrasi gdzlenen simptomlar1

CMV’nin mekanik olarak tasindigi tiitiin bitkilerinde sararma (A) ve sar1 mozaik

simptomlar1 (B) gozlenmistir (Sekil 4.13).

A

Sekil 4.13. CMV nin tiitiin bitkilerine mekanik inokulasyonu sonucu meydana gelmis
simptomlar1
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5. SONUC VE ONERILER

Gaziantep, Kahramanmaras ve Kilis illerinde biber yetistirilen alanlarda yapilan
surveyler ve laboratuvar testleri sonuglarina gore, testlenen biber meyve ve yaprak
orneklerinde PaMMV tanis1 yapilmamistir. PAMMV’nin yanisira Akdeniz havzasinda
yaygin oldugu rapor edilen CMV, PVY, TEV, CABYV ve TSWV nin arastirma alanindan
alinan biber bitkilerinde yaygin oldugu tespit edilmistir.

Tim diinyada biber tarimini sinirlayan en 6nemli faktor viral hastaliklardir. Tiirkiye
ortalama yillik 1.5 milyon tondan fazla biber iiretim miktartyla (TUIK, 2018) diinyada ve
yer aldig1 cografyada (Akdeniz havzasi) onemli biber {lireticisi iilkelerden biridir. Bu
cografyada biber tariminda en 6nemli virlisler tohumla tasman tobamoviriisler, yaprak
bitleriyle tasinan PVY ve TEV (Potyvirus), CMV (Cucumovirus), thripslerle tasman bir
tospoviriis olan TSWV (Tospovirus) ve son yillarda siklikla tanilanan PVYV ve BWYV
(Polerovirus)’dir (Moury ve Verdin, 2012; Buzkan ve ark., 2013). Son yillarda
tobamoviriislerin Tiirkiye’de agikta ve oOrtii altinda biber tarimi yapilan alanlarda artan
epidemileri rapor edilmeye baslamistir. Tobamovirus cinsi patlicangiller (Solaneceae)
tiirlerinde hastalik yapan en zararh viriis tiirlerini igermektedir. Tiirkiye’de agikta biber
yetistiriciliginde populasyon tohumlarinin (bir 6nceki yilin meyvelerinden tohum alinmasi)
kullanilmasi, tohumla tasinan bu viriislerin yayilmasinda oldukga etkili rol oynamaktadir.
Mekanik olarak kolayca tagmiyor olmalar1 da ortii altinda bitkiye yapilan fiziksel temas
nedeniyle bitkiden bitkiye hizla ve kolay yayilmalarmmi saglamaktadir. Bilinen viriis
hastaliklar1 miicadele stratejileri, tobamoviriislerle miicadelede yetersiz kalmaktadir.
Cesitli tohum dezenfeksiyonu ydntemi, tobamoviriis enfeksiyonunu azaltmis olsa da
tamamen yok edememistir (Gooding, 1975; Rast ve Stijger, 1987). Sanitasyon amagl
tohumlara 1s1 uygulamasi (termoterapi) yapilmis ve yontemin tohum ¢imlenme kapasitesini

disiirdiigii gézlenmistir (Rast ve Stijger, 1987).

Viriislerle dogrudan kimyasal miicadelenin mevcut olmamasi, diger kontrol
yontemlerinin lreticiler tarafindan yeterli diizeyde bilinmemesi ve viriis epidemiyolojisi
iilkemizde yeterli g¢alismanin yapilmamis olmasi virlis zararlarindan kaynaklanan

kayiplarin her gegen giin artmasina neden olmaktadir.
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Viriislerle etkili miicadele stratejisi olarak, bitkideki mevcut genetik dayaniklilik
kaynaklarmin belirlenmesi ve 1slah programlarinda dayanikli ¢esit gelistirilmesi zorunlu
hale gelmistir. Capsicum tiirlerinde tobamoviriislere kars1 dayaniklilik, dort allelli L (L;, L,
L3, Ly) genlerinin asir1 duyarlilik reaksiyonu baglatmasiyla olusan nekrotik lezyonlar
sonucu viriisiin enfeksiyon noktasindan ilerleyememesiyle gerceklesmektedir (Boukema,
1980; Rast, 1988). Bununla ilgili olarak tobamoviriisler sistemik olarak enfekteledikleri L;,
L,, Ls;- dayanikli Capsicum bitkilerinde neden olduklar1 patojeniteleri nedeniyle Py, Py, P;»
ve P, 3 patotipleri olarak smiflanmaktadir (Rast, 1979). L;, Py patotip viriislerine (ToMV),
L, Py ve Py (L, dayanikliligin1 kiran PAMMYV gibi) patotiplerine; L3, Py, P; ve Pis (Lo
dayanikligini kiran PeMMoV gibi) patotiplerine; Ls, Po, P, P12 ve P23 (L3 dayanikliligini
kiran PMMOoV gibi) patotiplerine dayaniklilik saglamaktadir (Boukema, 1980). L genlerine

ek olarak farkli sicaklik derecelerine duyarli L, geni tanilanmistir (Sawada ve ark., 2004).
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EKLER

EK-1 Kaplama Tampon Cozeltisi (Coating Buffer), pH 9.6, 1000 ml

Kimyasal Miktar
Na,COs 1.59¢g
NAHCO; 293¢
NaN3 02¢g

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf sud eritilip pH’s1 9.6’ya ayarlanmis ve

4°C’de saklanmustir.

EK-2 Yikama Tampon Cozeltisi (Washing Buffer), pH 7.4, 1000 ml

Kimyasal Miktar
PBS 11t
Tween 20 0.5 ml

1 litre PBS igerisine 0.5 ml tween 20 eklenerek hazirlanmistir.

EK-3 Konjugat Tampon Cozeltisi (Enzyme Conjugate Buffer), pH 7.4, 1000 ml

Kimyasal Miktar
PBS 11t
PVP 20g
Ovalbumin %2
Tween 20 0.5 ml

1 litre PBS igerisine 20 gr PVP, 2 gr ovalbumin eklendikten sonra pH ayarlandi ve 0.5 ml

tween 20 ilave edilerek hazirlanmistir.
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EK-4 Substrat Tampon Cozeltisi (Substrate Buffer), pH 9.8, 1000 ml

Kimyasal Miktar
Diethanolamine 97 ml
NaNj; 0.2 gr

800 ml saf su igerisine 97 ml diethanolamine ve 0.2 gr NaNjs ilave edildikten sonra pH

9.8’¢ ayarlanip, 1 litreye tamamlanmis ve 4°C’de saklanmustir.
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