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OZET

Bu tez caligmasi, Tiirkiye'de biber yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi Adiyaman,
Hatay, Kahramanmaras, Kilis, Mersin ve Sanlurfa illerinde Tiitiin yaniklik viriisii (TEV)'niin
yaygimhigmm belirlenmesi, izolatlarinin genetik gesitliliginin ve pvr allellerinin incelenmesi

amaciyla ylritilmistiir.

Arastirma kapsaminda virlis-benzeri simptom tasiyan 561 biber bitkisinden yaprak ve
meyve Ornegi alinarak degerlendirilmistir. Bitki 6rnekleri TEV spesifik poliklonal antiserum
kullanilarak DAS-ELISA testi ile testlenmis ve TEV saptanan o6rneklerin virlis kilif proteini
kodlayan bolgesini ¢ogaltmak i¢in RT-PCR kullanilmistir. ELISA testi ile toplam 6rneklerin
% 12,8'inde TEV enfeksiyonu belirlenmistir. TEV’in en fazla yaygin oldugu il % 18,7
(55/294) ile Hatay olurken, en az TEV enfeksiyonuna % 3,38 (2/59) Sanlwrfa ilinde
rastlanmistir. Hatay izolatlarinin (Sadet) kilif protein bolgesi niikleotid dizinlerinin filogenetik
analizine gore bes izolat disinda tiim izolatlar kendi aralarinda alindiklar1 yillara gore ti¢ farkl
grupta toplanmistir. Bu izolatlar gen bankasinda kayitli Cin izolatlariyla benzer niikleotidi
dizilisine sahiptir.
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GENETIC CHARACTERIZATION OF Tobacco etc virus (TEV) AND
INTERACTION TO pvr ALLELES
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ABSTRACT

This study was carried out in Adiyaman, Hatay, Kahramanmaras, Kilis, Mersin and
Sanliurfa locations, most pepper growing areas to determine the prevalance of Tobacco etch
virus (TEV), genetic diversity of isolates and to evaluate the interaction to pvr resistance
alleles. Total of 561 fruit and leaf samples from plants carrying virus-like symptoms were
evaluated durng research. Samples were tested in DAS-ELISA using TEV spesific polyclonal
antiserum, then positive-resulting ones were subjected to RT-PCR to amplify coat protein
genome. About 12,8% of tested samples were found to be infected positive for TEV in
ELISA test. The highest number of samples were from Hatay (18,7%) and the least was from
Sanliurfa (3,38%).

Most isolates from Hatay except five cretaed three distinct group according to their
phylogenetic analysis of coat protein genome. They had high nucleotide identity with Chinese

isolate in Gene Bank.
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1.GIRIS

Biber (Capsicum annuum L.) bitkisinin, insan beslenmesinde yaklasik 7 bin yildir
kullanildigy, yetistiriciliginin ise 5 bin yildan beri yapildig1 bir¢ok yaymnda rapor edilmistir
(Heiser, 1973).

Solanaceae familyasmna dahil olan Capsicum cinsi igerisinde yaklagik 30 tiirden
bahsedilmektedir. Bunlardan, Capsicum annuum L., C. baccatum L., C. chinense L., C.

frutescens L., ve C. pubescens L. olmak tizere 5 tiir kiiltiire alinmistir (Pickersgill, 1997).

Gida isleme sanayinde ticari olarak kullamilan bir¢ok biber iiriini, C. annuum L.
tirliniin meyvelerinden elde edilir. Birgok biber c¢esidi, taze veya pisirilmis olarak
tiikketilebilen, sos, tursu, salca, kurutularak baharat yapiminda ve oleoresin imalatinda

hammadde olarak kullanilabilen meyveleri i¢in yetistirilir.

Tirkiye toplam 1.480.000 ton biber iiretimiyle, Akdeniz havzasinda bulunan diger
iilkeler icerisinde en &nemli iiretici durumunda bulunmaktadir. Uretimin biiyiik bir kismi
Kahramanmaras, Gaziantep, Sanlwrfa, Diyarbakir, Adiyaman ve Hatay illerinden
karsilanmaktadir. Bunun yami swa Cukurova bolgesi de tarla tarimi seklindeki biber
yetistiriciliginde biiyiik 6neme sahiptir.

Biber yetistiriciliginde ekonomik anlamda kalite ve kantite parametrelerinin
diismesinde viral etmenler ayr1 bir 6neme sahiptir. A¢ik alanda yetistirilen biber bitkilerinde,
viral etmenlerin enfeksiyonlar1 siklikla meydana gelmektedir. Bu iiretim kosullarinda vektor
kontroliiniin gii¢c olmas1 viriislerle enfeksiyon riskini daha arttirmaktadir. Akdeniz havzasinda
en sik goriilen biber viriisleri yaprakbitleriyle perzistent olmayan yolla tasinan Potyvirus
cinsinde Patates Y viriisii (Potato virus Y, PVY), Tiitlin yaniklik virtisii (Tobacco etch virus,
TEV), Biber damar beneklenme virlisii (Pepper veinal mottle virus, PepVMV) ve
Cucumovirus olan Hiyar mozaik virlisii (Cucumber mosaic virus, CMV) ile tripslerle
perzistent yolla tasman ve Tospovirus cinsinde yer alan Domates benekli solgunluk viriisii

(Tomato spotted wilt virus, TSWV)’diir (Moury ve Verdin, 2012).

TEV, bitki virlis alemi igerisinde en genis familya olan Potyviridae familyasinda
Potyvirus cinsinde yer almaktadwr. Viriis, perzistent olmayan yolla yaprakbitleriyle
tasinmaktadir. Genomik yapis1 yaklasik 10 kb uzunlugunda, pozitif-sense, tek sarmalli
RNA’dan olusmaktadir. Genomun 3’ terminal ucunda adenin bakimmdan zengin polyA’

kuyrugu (Hari ve ark., 1979; Hellman ve ark., 1980) ve 5’terminal ucunda kovalent bag: ile



baglanmis ve mesajc1 RNA olarak tek ve biiyiik bir polipeptid sentezleyen, kiigiik bir genoma
bagli virion proteini (VPg) bulunmaktadir (Hari, 1981; Siaw ve ark., 1985; Shahabuddin ve
ark., 1988). Bu poliprotein (340K - 350K), translasyon sonrasi viriis tarafindan kodlanmis {i¢
proteaza (P1, HCPro ve Nla) islem gorerek dokuz gen iirlinline islenmektedir (Carrington ve
Dougherty, 1987a, 1987b; Hellmann ve ark. 1988). TEV, biberin yani smra tiitiin ve

domateslere de hastalik yapmaktadir.

Viriis izolatlarinin teshisi ve dayaniklilik mekanizmasini yikma kapasitelerini ortaya
koyan c¢aligmalar, ekonomik olarak Onemli iirlinlerin sertifikasyon programlar1 ve ileriye
dontik dayanikli varyetelerin elde edilmesi, kullanilmasini saglamalar1 bakimindan 6nemlidir.
Kirmizibiber yetistiriciliginin yaygin oldugu alanlarda PVY, TEV enfeksiyonlarmimn kontrolii
ve resesif dayanikliligin kullanilabilmesi i¢in mevcut dayaniklilik gen ve allelleriyle birlikte
ayn1 zamanda PVY ve TEV’indeki genetik farklilasmanin arastirilmasi zorunludur. Biberde
en yaygin dayaniklilik kaynagi, resesif dayamiklilik genlerinin (pvr) farkli lokuslarinda
allellerde meydana gelen genis farkliliklar PVY ’niin farkli izolatlariyla TEV ne kars1 en etkili
kontrol mekanizmasini saglamaktadir (Robaglia ve Caranta, 2006; Charron ve ark., 2008).
Viriislere karsi resesif konuk¢u dayanikliligi calismalari igerisinde PVY/TEV-biber genleri
interaksiyonu molekiiler diizeyde en 1yi anlasilir olanidir (Sacristan ve Garcia-Arenal, 2008).
Biitiin pvr2 alelleri, 6karyotik translasyon baslangic faktorii 4E (elF4E)’nin varyantlarini
kodladig1 belirtilmektedir ve az sayidaki aminoasitin yer degistirmesiyle de farklilasmaktadir
(Ruffel ve ark., 2002, 2004; Robaglia ve Caranta, 2006). PVY genomundaki viral kilif protein
kodlayan (VPg) bolgeye bagli gen dizisi, pvr2 dayanikliligmmn yikimma neden olan tek
determinant bolgedir (Moury ve ark., 2004; Ayme ve ark., 2006; Ayme ve ark., 2007). Viriis
VPg’sinin kapasitesi biber bitkilerindeki elF4E ile fiziksel olarak iliskiye girerek bitkinin

dayanikli veya hassas olma 6zelligini belirlemektedir (Charron ve ark., 2008).

Biber yetistirilen yerlerde 6zellikle agik arazilerde viriis enfeksiyonlar1 yaygin olarak
tespit edilmistir. Buzkan ve ark. (2006), yaygin biber yetistiriciligi yapilan Giineydogu
(Sanhurfa, Gaziantep) ve Dogu Akdeniz (Kahramanmaras, Hatay) bolgelerinde biberde
yaprakbitleriyle tasinan viriis enfeksiyonlarini tespit etmek amaciyla calisma yapmuislardir.
Toplanan 6rnekler Hiyar mozaik viriis (CMV), Yonca mozaik viriis (AMV), Patates X viriis
(PVX), Patates Y viriis (PVY), Biber hafif benek viriis (PepMoV) ve Tiitiin yanikiik viriis
(TEV) i¢cin analiz edilmisler ve 6rneklerin % 64,8’inin bir veya daha fazla viriisle enfekteli

oldugu belirlenmistir. Biber yetistiriciliginde TEV’niin enfeksiyonlarinin kontrolii, biber



genetik kaynaklarmmda mevcut olan ve ¢ok genis kapsamli calisgilmakta olan genetik

dayanikliligin saglanmasiyla miimkiindiir.

Bu tez calismasinda, Tirkiye'de biber yetistiriciliginin yaygin olarak yapildig:
Adiyaman, Hatay, Kahramanmaras, Kilis, Mersin ve Sanlwrfa illerinde TEV'niin
yaygimhigmin serolojik testlerle poliklonal antiserum kullanilarak belirlenmesi ve izolatlarinin

filogenetik iliskilerinin



2.0NCEKIi CALISMALAR

Biber yetistiriciliginde ekonomik olarak kalite ve kantite parametrelerinin diismesinde
viral etmenlerin ayr1 bir 6nemi vardwr. Tirkiye’de agik alanlarda biber tariminin yapildig:
bircok yorede virlis enfeksiyonlar1 tespit edilmistir. Virlislerle dogrudan kimyasal
miicadelenin miimkiin olmamasi, kiiltiirel kontrol yontemlerinin iireticiler tarafindan yeterli
diizeyde uygulanmamasi ve vektorle tasinan viriislerin epidemiyolojisinin iilkemizde yeterli
calisilmamasi gibi sebeplerden dolay viriis hastaliklarindan kaynaklanan zararlarin her gecen

giin artmasina neden olmaktadir.

Shifriss ve ark., (1994) tarafindan yapilan klon ¢alismalarinda, CMV’iin bir rkinin
biberlerde siddetli bodurluga ve kloroza, Vigna unguniculata (L) Walp, ‘’California Black
Eye’’ ve Nicotiana tabacum L. ©’Xanthi’’de mozayik simptomuna neden oldugunu, bitkilerin
araziye sasirtilmasini takiben 3 hafta sonra yapilan surveylerde hastalik oraninin % 0’dan,
hasat doneminde % 88’e ulastigmi saptamislardir. ELISA ile yaptiklar: testlerde bitkilerin %
96’smin TEV, % 21’inin CMV ile % 1’inin ise PVY ile enfekteli oldugunu saptamiglardir.

Hobbs ve ark., (1996) seralarda CMV’ne dayamklilik caligmalarinda ticari bir
firmadan temin ettikleri virlisten ari PBC 535 Capsicum annuum hatlarina, degisik cografik
alanlardan (ABD, Tayvan ve Dominik Cumhuriyeti) alinmis CMV izolatlarmi inokule
etmislerdir. PBC 535°deki viriis izolatina bagli olarak degisen simptom gelisimi, simptomsuz
goriinimden orta siddette simptom olusturmaya dogru olusmustur. Buna ilaveten CMV
izolatlarinin, viriise duyarli kontrollerde (Yolo Wonder, VR-2) ¢esitli simptomlara neden
oldugunu saptamislardir. PBC 535 ve Yolo Wonder bitkilerini bes viriis izolatinin her biri ile
ayr1 ayr1 inokule etmisler ve kiyaslamalar1 sonucunda PBC 535°te taze bitki agirhigindaki

azalmanin Yolo Wonder’dan daha az oldugunu tespit etmislerdir.

Viriis wrklar1 ve patotiplerine yonelik detayli calismalarin iilkesel ve/veya bolgesel
kalkinmaya katkis1 biiyiik olan bitkiler i¢in olusturulacak sertifikasyon programlarina katkisi
biiytiktiir. Ancak spesifik monoklonal antibadiler kullanilarak yapilan ELISA testi ¢calismalari
PVY wklarimin teshisinde giivenilir sonuglar vermemektedir (Gugerli Ve Gehriger, 1980;
Gugerli ve Fries, 1983). RT-PCR bu amagla kullanilabilecek en giiclii alternatif yontem
olarak kabul edilmektedir (Singh, 1998; Weilguny ve Singh, 1998; Lorenzen ve ark., 2006).

Lindhout ve ark. (2002), potyviriislere dayaniklilik lokusunu “pvr’” sembolii ile ifade
etmis ve bunu teshis etmis olduklar1 alt1 lokus (pvrl, pvir2, pvr3, Pvrd, pvr5, pvr6) tizerinde



kronolojik siraya gore iist bilgi olarak gostermislerdir. Bu lokuslardaki dominant duyarlilik

genini ise yine iist bilgi olarak ‘+’ sembolii ile ifade etmislerdir.

2.1.Tiirkiye’deki Cahsmalar

Yilmaz ve Davis (1984), Cukurova bolgesindeki agik biber alanlarinda CMV, Tiitiin
mozaik viriisii (TMV) ve PVY enfeksiyonlarmni bulmustur. Bu bolgedeki biber
yetistiriciliginde biiylik ekonomik kayiplara neden olarak, sozii edilen viriislere duyarli

cesitlerin yetistirilmesi oldugunu vurgulamastir.

Palloix ve ark., (1994)’nin taze biber iiretimi yapan Demre’den Adana’ya kadar olan
bolgede cam seralarda veya plastik tiinellerde; acik alanlarda kurutmalik biber yetistiriciligi
yapan Kahramanmaras’ta ve salgalik biber yetistiren Karaisali yoresinde TMV, PepMoV,
PVY, TEV ve CMV i¢in yapmis olduklar1 genis surveylerde, simptomatolojik gézlemlerin
yani sira, toplanan ornekleri DAS-ELISA ve elektron mikroskobu gozlemleriyle kombine
etmiglerdir. Arastirmalarinin sonucunda viriis enfeksiyonlarinin Kahramanmaras yoresinde az
oldugu tespit edilirken, pek ¢ok bdlgede Ozellikle Karaisali havzasinda yogun olarak tespit

edilmistir.

Ekbi¢ ve ark., (1997) biberlerde zarar meydana getiren 43 farkli viriis oldugunu
Tirkiye’de biber yetistirilen alanlarda CMV’iin en ¢ok rastlanan viriis oldugunu, bunu
sirastyla PVY, TEV, TMV ve PeMMV’iin takip ettigini, Tiirkiye’de PVY’nin 0 ve 1

patotiplerinin bulundugunu rapor etmislerdir.

Glimiis ve ark., (2001), tohum {ireten ve pazarlayan ticari firmalardan aldiklar1 bezelye,
biber, domates, fasulye, hiyar, kabak ve marul tohumlarinda, tohumla tasman viriisleri
serolojik olarak tanilamak i¢in yaptiklar1 arastirmada biber tohum Orneklerinin % 84 niin

CMV, %50’sinin Tomato mosaic virus (ToMV) ile enfekteli oldugunu gostermistir.

Daplan ve ark., (2003) Hatay’da cv. "Hatay" veya "Geyikboynuzu" olarak adlandirilan
ve bu yoreye 6zgii olan biber bitkilerinde PVY, CMV ve Tomato spotted wilt virus (TSWV)
enfeksiyonlarini biyolojik ve serolojik yontemlerle arastirmislardir. Kalin etli biber tipinde
PVY'nin % 10.6, CMV'nin % 10.6, TSWV'in % 6.3 ve CMV+PVY'nin % 4.2 oranlarinda

enfeksiyon yaptigini belirlemislerdir..

Gildir ve ark., (2004) meyve donemine gelmis saglikli “Sirenae” biberlerinin
govdesine serada yetisen viriis enfekteli biber bitkilerinden izole ettikleri TMV ’nii siringa ile
inokiile etmisler ve inokiilasyonu takiben 15 giin sonra yaptiklart ELISA testi ile biberlerde

5



enfeksiyonun varligmi tespit etmislerdir. Inokiilasyondan bir ay sonra viriis simptomu
gosteren biber meyvelerinden alinan 6rnekler lizerinde antioksidan diizeyi, C vitamini orani
ve oksidatif durumunu belirlemek icin toplam peroksit icerigini Olgmiislerdir. TMV ile
enfekteli biber meyvelerinde, toplam peroksit ve toplam fenol diizeyleri yiiksek bulunurken
toplam antioksidan aktivite diizeyi ve C vitamini konsantrasyonunu diisiik bulmuslardir. C
vitamini ile toplam antioksidan aktivitesi arasinda énemli oranda pozitif kolerasyon, toplam
fenol miktar1 ile peroksitler arasinda ise dnemli oranda negatif kolerasyon tespit etmislerdir.
TMYV ile enfekteli olan biber meyvelerinde oksidan oraninin yiiksek, toplam antioksidan
oranimnin ise diisiik oldugunu belirlemislerdir. Siddetli oksidatif strese maruz kaldigini
saptadiklar1 enfekteli biberlerin saglikli gelisiminin olumsuz yonde etkilendigi ve gida
kalitesinin diistiigiinii ortaya koymuslardir.

Arli-Sokmen ve ark., (2005) Samsun'da biber alanlarindan topladiklar: 313 6rnegin %
15.4'inde TMV+PVY’iin karisik enfeksiyonunu tanilamistir. Biber ekili alanlarda Arabis
mosaic virus (AMV), ilk kez bu g¢alismada rapor edilmistir. Yaklagik 15 familyaya ait 24
yabanci ot tiirliniin 16 tanesinde en az bir virlis enfeksiyonu rapor etmislerdir.

Caglar (2006), CMV izolatlarinin tanilanmasi1 ve smiflandirilmas1 amaciyla Adana,
Mersin, Hatay ve Sanlwrfa illerinde kavun, domates ve biber iiretim alanlarinda arastirma
yapmistir. Yapilan surveylerle topladiklar1 6rnekleri ELISA ile testlemis ve 60 adet kavun
orneginden 5, 62 adet domates orneginden 9 ve 35 adet biber 6rneginden 6 tanesini sadece
CMV ile bulasik oldugunu saptamistir. Testler sonucunda pozitif olarak belirlenen
orneklerden elde edilen PCR iiriinlerinin RFLP ¢alismasinda CMV-K, CMV-D ve CMV-B
izolatlarinin alt grup 1A’ya ait olduklarmi belirlemistir.

Buzkan ve ark., (2006) biber yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi Giineydogu
(Sanhurfa, Gaziantep) ve Dogu Akdeniz (Kahramanmaras, Hatay) bolgelerinden toplanan
biber orneklerinde DAS-ELISA ile CMV, AMV, PVX, PVY, PMMoV ve TEV tanilamistir.
PVY’iin biberde en yaygm viriis olarak bulunurken bunu PVX, AMV, TEV, PMMoV ve
CMV enfeksiyonlar1 takip etmistir. PeMMoV 6rnek alinan biitiin bolgelerde ilk kez tespit
edilmistir. Ayni arastirmaci tarafindan Kahramanmarag’ta yetistirilen biberlerde tohumla
tasman viriislerin PCR yOontemiyle teshis edilmesine yonelik arastirmada CMV ¢ok az oranda
tohumda tespit edilmistir. Yorede virlislerin tohumla taginma oranmin 6nemli olmayacak

seviyelerde oldugunu séylemek miimkiindiir.



Buzkan ve ark., (2009) Kahramanmaras’ta tohumla tasinan viriisleri tanilamaya
yonelik biber arazilerinde surveyler yapmis. Tohumlar iizerinde yapilan bu arastirmada PCR

yontemiyle testledikleri 6rneklerde ¢cok az oranda CMV gdzlenmistir.

Buzkan ve ark., (2013) Tiirkiye ve Tunus’ta biber iiretim alanlarindan PVY ve
CMV'iinii her iki tilkede, TEV'iinii ise sadece Tirkiye'de tespit etmiglerdir. Bununla birlikte
orneklerin % 70’in Ustiinde goriilme sikligiyla en yaygin Poleroviriisleri belirlemislerdir.
Kismi dizi analizleri sonucunda Poleroviriislerin Sekerpancari bati sarilik viriisii (Beet
western yellows virus, BWYV) ve Biber sar1 yaprak kivirciklik viriis (Pepper yellow leaf curl
virus. PYLCV)’li oldugunu bildirmislerdir. Hatay’dan 11, Monastir, Kairouan ve Gabes
(Tunus)’ten ise 7 farkli biber iiretim alanmnin tarandig1 ¢alismalarinda PVY, CMV, TEV,
ToMV, PeMMoV, TSWV ve Polerovirus etmenlerini CABYV antiserumu kullanarak DAS-
ELISA ile arastirmislardir. CABY'V antiserumu ile pozitif bulunan 6rneklerin niikleik asitleri,
viriis spesifik primerlerle RT-PCR kullanilarak ¢ogaltilmistir. PCR DNA’larmin tek yonli
dizi analizleri, Tirkiye’de ilk kez PYLCV varligin1 gostermistir. Viriisiin DNA dizisinin Gen
Bankasinda kayitl benzer dizlerle karsilastirmasi sonuglarma gore, etmenin isminin Biber sar1

damar viriisii (Pepper vein yellows virus, PVYV) olarak degistirilmesini teklif etmiglerdir.

Buzkan ve ark., (2015) Kahramanmaras, Hatay ve Gaziantep’te biber alanlarindan
topladiklar1 biber 6rneklerinde, PVY ve TEV’lerininin populasyon dinamigini KP ve viral
protein gen bdlgelerine gore incelemislerdir. Biitlin izolatlarin benzer yapiya sahip oldugu,
bunun nedeninin her iki wvirilisiin izolatlarimin farklilagmasini ¢ok uzun zaman Once
tamamlamis olmasindan kaynakli olabilecegini ifade etmistir. PVY izolatlar1 KP ve viral
protein gen bolgesi niikleotid dizinleri benzerliklerine gore C1 grubunda yer almistir. Tiirk
potyviriis izolatlarmm pvr2’ dayamklilik allelini kirdigi igin (0,1) patotipi oldugu
bildirilmistir. PVY kontrolii icin pv#* dominant dayaniklilik geni etkiliyken, TEV i¢in bunu
soylemek miimkiin degildir. PVR ve TEV’iin (0,1) patotiplerine dayaniklilik igin pvr2’
dayaniklilik alleli etkilidir.



3.MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal

Bu arastirma 2011 ve 2013 yillarinda Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii'nde biber potyviriisleri lizerine yapilan onceki ¢aligmalarda
toplanmig ve TEV tanis1 konulmus izolatlarin yani sira, 2014 yilinda Dogu Akdeniz (Hatay,
Kahramanmaras, Mersin) ve Gilineydogu Anadolu (Adiyaman, Kilis ve Sanlurfa)
Bolgelerinde biber yetistiriciliginin ekonomik olarak 6nemli oldugu illerdeki biber

alanlarindan alian biber yaprak ve meyve drnekleriyle yiirtitilmiistiir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde survey yapilan iller

Orneklerde TEV’iin serolojik tanisinda viriis spesifik poliklonal antiserum
kullanilmistir. Antiserum ticari olarak temin edilmistir.
Alinan bitkisel ornekler (yaprak ve meyve), plastik torbalarda buz dolu kaplarla

laboratuvar ortamina getirilmis ve analizler i¢in kullanilmak tizere +4°C’de saklanmustir.

3.2.Metot

3 .2.1. Arazi Surveyi , Simptomatolojik Gézlem ve Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Surveyler, biber bitkilerinde meyve tutum doneminden baslayarak, meyve olgunlagsma
ve hasad donemlerini kapsayacak sekilde haftalik olarak gergeklestirilmistir. Surveyler Ben
Khalifa ve ark., (2009)’nin 6nerdigi sekilde yaprak oOrneklerinin yami sira uzun siire
saklanabilir olmalarindan dolay1 gen¢ meyvelerde (bitki bagina 1 adet meyve) orneklenmistir.

Bitkilerde 6rnekleme giidiimlii olarak yapilmis, yapraklarda mozaik, yaprak damar nekrozlari,



yaprak kivrilmasi, beneklenme gibi simptomlar: tasiyan bitkiler dikkate almmistir. Survey
alanlar1 iki gruba ayrilarak: A (< 0.5 ha), B (0.5-1 ha). Ortalama 5-10 6rnek “A” alanlarindan,
10-15 6rnek “B” alanlarindan almmustir. Ornekleme arazi igerisinde “W” desenine gore
yapilmistir. Surveylerde TEV enfeksiyonlar: tespit edilen bolgelerde alanlar genis ve alman

ornek sayist daha ytiksek tutulmustur.

Alinan bitkisel ornekler (yaprak ve meyve), plastik torbalarda buz dolu kaplarla

laboratuvar ortamina getirilmis ve analizler i¢in kullanilmak tizere +40C’de saklanmustir.

3.2.2. Serolojik Test

DAS-ELISA testi 2014 yilinda, arastirma projesi i¢in toplanmis taze bitkisel
materyallerde TEV tanis1 koymak ve izolat se¢cimi yapmak i¢in uygulanmistir. Bitkisel
ornekler TEV poliklonal antiserum (Agdia) kullanilarak DAS-ELISA yontemi ile testlenmistir
(Clark ve Adams, 1977). Testlemelerde kullanilacak pozitif ve negatif kontroller antiserum
temin edilen firmadan saglanmistir. ELISA okuyucuda negatif kontrollerde okunan degerin 2-

2,5 kat1 degerlere sahip drnekler pozitif olarak kabul edilmistir.

Biber yaprak ve meyve Orneklerinden 100 mg tartilarak, TEV (Agdia) i¢in tavsiye
edilen ezme tamponu igerisinde 1:10 oraninda kullanilarak ezilmis ve testlerde kullanilincaya

kadar +4°C’de saklanmistr.

(1) ELISA plakalar1 TEV poliklonal antiserum ile kaplanmigtir. Kaplama iglemi icin
antiserumlar Uretici firmalarin belirttigi oranlarda kaplama tamponu (ek 1) i¢cinde
sulandirilmigtir. Plakalar 100 pl/cukur olacak sekilde kaplanmis ve 37°C’de 2 saat

siireyle, nem ¢emberi olusturularak saklama kaplarinda bekletilmistir.

(11) Inkiibasyon sonunda plakalar yikama tamponuyla (EK 1) 3 kez ve 3 dak arayla

yikanmis ve iyice kurulanmistur.

(111) Ezme tamponuyla (EK 1) hazirlanmis 6rnekler 100 pl/cukur olacak sekilde, her
ornek iki tekerriirlii olarak plakalara konulmustur. Plakalar +4°C’de bir gece (16

saat) bekletilmistir.

(iv)  Plakalar yikama tamponuyla 3 kez ve 3 dak arayla yikanmis ve iyice

kurulanmustir.



(v) Antiserum+enzim konjugasyonu antiserum iiretici firmalarm tavsiye ettigi
oranlarda, konjugat tamponu (EK 1) icinde seyreltilmis ve 100 pl/cukur olacak
sekilde cukurlara konulmustur. Plakalar 37°C’de 2 saat siireyle, nem g¢emberi

olusturulmus saklama kaplarinda bekletilmistir.

(vi)  Plakalar yikama tamponuyla 3 kez ve 3 dak arayla yikanmis ve iyice

kurulanmustir.

Alkalen fosfataz substratt 1mg/ml olacak sekilde substrat tamponu (ek 1) icinde
hazirlanmis ve 100 pl/gukur olacak sekilde ¢ukurlara konulmustur. Plakalar 151k almayacak
sekilde saklama kabinda, oda sicakliginda bekletilerek ¢ukurlardaki renk degisimi izlenmistir.
Pozitif kontrollerde renk degisimin gozlendigi ilk 30 ve 60 dakika siire araliklarinda 405 nm
dalga boyunda, ELISA okuyucusunda okumalar yapilmistir. Negatif kontrollerden 405 nm
dalga boyunda elde edilen degerin en az iki katindan fazla absorbans degerine sahip olan

ornekler pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.2.2. Toplam Niikleik Asit (TNA) izolasyonu

Viral niikleik asit izolasyonu Tri Reagent kit (Molecular Research Center Inc.)
kullanilarak yapilmigtir. TNA izolasyonunda kullanilan tampon ¢ozeltilerinin igerikleri ve

hazirlanma yontemleri EK 2° de yer almaktadir.

(1) Yaklasik 0.5 g taze meyve Ornegi sogutulmus porselen havan igerisinde 1:10
(agirlik/hacim) oraninda Tri Reagent ile ezilmistir. Mikrosantrifiij tiiplere aktarilan

karigim oda sicakliginda 5 dak bekletilmistir.

(ii) Uzerine 0,2 ml/ml Tri-Reagent olacak sekilde kloroform eklenmistir. Karisim
14.000 devir/dak'da 15 dak santirifiij edilerek, fazlara ayrilmasi saglanmstir. Ustte

kalan sivim kisim alinmis ve temiz mikrosantrifiij tiiplere aktarilmistur.

(111) RNA ¢okelmesi 0.5 ml isopropanol eklenerek, oda sicakliginda 10 dak bekletilerek
yapilmistir. Karigim 14.000 devir/dak'da 10 dak santrifiij edilmis ve RNA
mikrosantrifiij tliplerin tabaninda toplanmstir.

(1iv)RNA c¢okeltisi 1ml %70'lik etil alkol kullamilarak, 10.000 devir/dak'da 10 dak

santrifiij edilerek yikanmistir.
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(v) RNA ¢okeltisi 50 pl saf su ile homojenize edilmis ve molekiiler testleme

calismalarinda kullanilmak tizere -20°C'de depolanmuistir.

3.2.2.3. Viral RNA’min Tersine Transkripsiyonu ve Tamamlayicti DNA (cDNA,
complementary DNA) Sentezi

TNA'larin tersine transkripsiyonu ve cDNA sentezi 2011 ve 2013 yillarinda TEV
tanis1 konmus orneklerden TNA preperasyonlar1 kullanilarak, Moury ve ark., (2004)’e gore
yapilmistir. Reaksiyon i¢in 3 pl TNA, 10 uM 1 pl heterolog primer (Cizelge 3.2.) karisimi
sirastyla 70 °C’de 5 dak ve +4°C’de 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) Reverse Transcriptase (20.000 U) enzim

eklenmistir. Reaksiyon karisimi 42 °C’de 1 saat bekletilerek cDNA sentezi tamamlanmustir.

Primer Dizi DNA bandi
(bg)
KP-TEV-forward 5’- TGCTGAYGCYGGYAAGAAGAAAG -3’ 768

KP-TEV-reverse 5’- CCCTAATAGTGTGTGCATGTTACGG -3’

3.2.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyon (Polymerase Chain Reaction, PCR)

PCR analizi elde edilen ¢cDN’lar kullanilarak 50 pl’lik karisim ile yapilmistir.
Karisimda 45 pl PCR reaksiyonunda (10 mM Tris-HCI pH 8.3), 50 mM KCL, 1 mM MgCl,,
200 uM dNTP’nin her birisi, 120 pM viriis spesifik homolog ve heterolog primerler(Cizelge
3.2.), 1U Tag DNA polymerase (Fermentas) ve steril su olarak hazirlanmig ve 5 pul cDNA
eklenmistir. PCR programi ise 95°C’de 30 sn, 55°C” de 45 sn ve 72°C’de 90 sn olarak
belirlenmistir. Biitiin reaksiyonlarda son uzatma sicakligi 72°C’de 10 dak olacak sekilde

ayarlanmisg, 40 dongii uygulanmistir.
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Cizelge 3.2. TEV-KP bolgesinden hazirlanan PCR primerleri

Primer Dizi DNA bandi
(bg)
KP-TEV-forward 5’- TGCTGAYGCYGGYAAGAAGAAAG -3’ 768

KP-TEV-reverse 5’- CCCTAATAGTGTGTGCATGTTACGG -3’

3.2.2.5. PCR DNA’larinin Elektroforetik Analizi

PCR c¢alismasinda elde edilen DNA iiriinlerinin elektroforetik analizleri % 1,5’ luk
agaroz jel tizerinde 1XTAE (0.04 M Tris-acetate, ]| mM EDTA, pH 8.0) tamponu kullanilarak
yapilmistir. Elektroforetik analizlerde “100 bp DNA standart” (Fermentas) kullanilmistir.
Agaroz jel etidium bromid boyamasindan sonra UV transilluminator iizerinde gézlenmis, jel

fotograflar1 “GelDoc-It imaging system” ile ¢ekilmistir.

3.2.2.6. Niikleik Asit Dizi Analizi

RT-PCR DNA’larmin tek yonlii dogrudan dizilemesi, GENOSCREEN (Fransa)
firmasina yaptirilmistir. Elde edilen dizilerin NCBI (The National Center for Biotechnology
Information) Gen Bankasindan kayitli benzer dizilerle karsilastirmasi Blastn (Altschul ve ark.,
1997) programi aracilii ile yapilmistir. Dizinler MEGAS yazilimi (Tamura ve ark., 2011)
kullanilarak ClustalW programu ile hizalanmis filogenetik aga¢ Neighbor Joining metodu ile

Tamura-Nei modelinde 1000 bootstrap tekrarlanacak sekilde olusturulmustur.

3.2.3.izolatlarin pvr Alleleriyle iliskisinin Belirlenmesi

Arastirma alam icerisinde toplanmis olan TEV izolatlarinin patotip ¢esitliligini pvr
dayaniklilik alleleriyle olan iliskileri referans biber genotipleri Yolo Wonder (YW, pvr2"),
Yolo Y (YY, pvr2"), Florida VR2 (pvr 2%) ve W4 (pvr 2°) iizerinde arastirilmistir. Biber
tohumlar1 1:1 oraninda bahge topragi:torf ile hazirlanmis karisima ekilmistir. Bitkiler 2-3
gercek yaprakli konuma geldiklerinde mekanik inokiilasyon ¢aligmalari i¢in kullanilmislardir.
Inokiilasyonlar Moury ve ark. (2004) nin belirttigi protokole ile yapilmistir. Yaprak rnekleri,
4 hacim olacak sekilde, %2 (agirlik/hacim) DIECA, 20 mg/ml aktif komiir ve 20 mg/ml

karborandum iceren 0.03 M fosfat tamponu (pH 7.0) ile ezilmis ve indikator bitkiler tizerinde
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inokiilasyonlar gerceklestirilmistir. Inokiilasyonlar ELISA testlerinde viriis enfekteli bulunan
her 6rnek i¢cin 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir. Negatif kontroller, saglikli indikator
bitkilere sadece tampon kullanilmak suretiyle inokiile edilerek hazirlanmistir. Bitkiler iklim
odalarmda 16 saat fotoperyot, 24°C sicaklik, %60 oransal nem bulunan sartlara konulmus ve

simptom ¢ikis1 i¢in periyodik olarak gdzlenmistir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Simptomatolojik Gozlemler

Survey calismalarinda vejetasyon doneminde (meyve tutum donemi ve hasad
donemine yakin donemler) viral etmenin yaprak ve meyvelerde gosterdigi belirtilere dikkat
edilmistir. Bitkilerde genel olarak, yapraklarda mozaik (Sekil 4.1.), damar aralarinda renk
acilmasi (Sekil 4.2.), yukart dogru kivrilma ve sararma (Sekil 4.3), yapraklarda mozaik ve

sararma (Sekil 4.4.) simptomlar1 gozlenmistir.

Sekil 4.2. Damar aralarinda renk agilmasi
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Sekil 4.3. Yapraklarda yukar1 kivrilma ve sararma

Sekil 4.4. Yapraklarda mozaik ve sararma

Toplam alt1 lokasyonda 52 biber alanindan 561 biber bitkisinden 6rnek alimmistir
(Cizelge 4.1.). Survey calismalarindan alinan bitkisel Orneklerde ELISA testiyle TEV

tanilanmasina gore en fazla 6rnek Hatay ilinden alinmustir.
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ornek sayilari

Cizelge 4.1. Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Boélgelerinde Survey yapilan alanlar ve

SURVEY YAPILAN ARAZI TOPLAM ORNEK SAYISI
LOKASYON SAYISI
Adiyaman 2 23
Hatay 26 294
Kahramanmarag 3 17
Kilis 8 93
Mersin 8 75
Sanlwrfa 5 59
TOPLAM 52 561

4.2. Serolojik Testler

4.2.1. DAS-ELISA ile Biber Orneklerinde TEV Tanilanmasi

Adiyaman, Hatay, Kahramanmaras, Kilis, Mersin ve Sanlwrfa illerinden toplanan 561
ormek, TEV’e spesifik poliklonal antiserum ile DAS-ELISA yoOntemiyle testlenmistir.
Ornekler kolorimetrik (Sekil 4.2.1.), olarak ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda
okunan OD (optical density) degerlerine gore degerlendirme yapilmistir. Testlenen toplam
561 ornegin 72 tanesinde (% 12,83) virlis saptanmistir. Survey yapilan illerde testlenen
ornekler icinde en yiiksek bulasiklik oran1 % 18,7 (55/294) Hatay ilinde tespit edilirken en
disik bulagiklilik orant %3,38 (2/59) Sanlwrfa ilinde tespit edilmistir. Adiyaman ve
Kahramanmaras illerinde TEV ile bulasik biber bitkisi bulunmamistir. Mersin’deki biber
alanlarinda TEV’nilin bulunma orant % 10,66 olarak hesaplanmis ve Hatay ilinden sonra

viriisiin en yaygimn oldugu ikinci il olmustur.
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Cizelge 4.2. DAS-ELISA testinde lokasyonlara gore TEV niin yayginlik durumu

ORNEK ALINAN TOPLAM . }
BOLGE TESTLENEN ENFEKTELI YUZDE (%)

Hatay 294 55 18,70

Adiyaman 23 - 0
Sanlrfa 59 2 3,38

Kahramanmaras 17 - 0
Kilis 93 7 7.52
Mersin 75 10,66
TOPLAM 561 72 12,83

Sekil 4.2. DAS-ELISA testinde TEV tanilanmis 6rneklerde kolorimetrik analiz sonucu
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4.3. TEV’niin Filogenetik Analizi

Biber yaprak ve meyve Orneklerinden elde edilen TNA'lar ile hazirlanmig cDNA'larin
TEV'lin kilif protein (KP) gen bolgesini cogaltmak icin yapilan PCR analizinde 768 bg
biiytikliglinde DNA bantlar1 elde edilmistir. Hatay Bolgesi’nde biber alanlarindan tanilanan
TEV-KP izolatlarinin 2011 ve 2013 yillarinda tanilanmig olan TEV-KP izolatlar1 ile gen
bankasma kayitli benzer izolat dizilerinin “Neighbor-joining” yontemine gore karsilagtirmali

olarak hazirlanmis filogenetik agaci olusturulmus olup agac topolojisi kuvveti 1,000 bootstrap

alinmustir.

Sekil 4.3. Biber yaprak ve meyvelerinden izole edilen TNA'lardan hazirlanan ¢cDNA'larin
PCR DNA'larinin elektroforetik analizi. Marker (M): 100 b¢ DNA Standart1 (Fermentas).
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Sekil 4.4. Biber yaprak ve meyvelerinden izole edilen TNA'lardan hazirlanan ¢cDNA'larin
PCR DNA'larinin elektroforetik analizi. Marker (M): 100 b¢ DNA Standart1 (Fermentas).

M

Sekil 4.5. Biber yaprak ve meyvelerinden izole edilen TNA'lardan hazirlanan cDNA'larin
PCR DNA'larinin elektroforetik analizi. Marker (M): 100 b¢ DNA Standarti (Fermentas).
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Hatay’dan alinan 6rneklerde TEV-KP tanilanan 762, 770, 835, 858 ve 861 numarali
bes izolatin filogenetik analizi yapilarak birbirleriyle ve gen bankasinda kayith diger
izolatlarla aralarindaki akrabalik iligkileri incelenmistir. Hatay izolatlarmin KP geni niikleotid
dizinleri, Buzkan ve ark. (2015)’nin rapor ettigi Hatay izolatlarinin niikleotidi dizinleriyle
yiiksek benzerlik gdstermistir. Izolatlar daha dnceki yillarda toplanan izolatlardan ayri bir
gruba yerlesmiglerdir. Hatay izolatlar1 biiyiik oranda yillara gore degisecek sekilde 3 farkh
grup olusturmustur. 2011 yilinda alinmis 3 izolat ile 2014 yilinda toplanan 2 izolat ayn1 grup

icinde yer alirken, 2013 yilinda toplanan izolatlar ayr1 bir grup olusturmustur.

Jamaika orijinli TEV izolatlarmm ii¢ ayr1 grup altinda toplandigi Sekil 4.6. da
goriilmektedir. Bu izolatlardan bir kismi ayrilarak Cin izolatma yaklagmistir. Aralarinda
yaprak bitleri ile hizla yayilabilen bir izolatin da yer aldigi bu grubun Cin izolatindan sonra
Tirkiye’den toplanan izolatlara yakin oldugu goriilmektedir. Sonug olarak ¢alismada toplanan
izolatlar etmenin kilif protein bolgesi dikkate alindiginda Cin izolatma (AY787757-SD1)

yakin bulunmustur.
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Sekil 4.6. Hatay Bolgesi’nde biber alanlarindan tanilanan TEV-KP izolatlarinin 2011 ve 2013
yillarinda tanilanmis olan TEV-KP izolatlar1 ile gen bankasina kayith benzer izolat dizilerinin
“Neighbor-joining” yontemine gore karsilastirmali olarak hazirlanmis filogenetik agaci. Agac

topolojisi kuvveti 1,000 bootstrap alinmaistir.
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5.SONUC VE ONERILER

Arastirmada Dogu Akdeniz (Kahramanmaras, Hatay, Mersin) ve Gilineydogu Anadolu
(Adiyaman, Sanlwrfa, Kilis) Bolgelerinden alinan toplam 561 biber (yaprak ve meyve)
orneginin yapilan serolojik (ELISA) ve Molekiiler (PCR) testlemeler sonucunda 9%12,83
(72/561) oraninda TEV ile enfekteli oldugu belirlenmistir. TEV niin en yaygin oldugu il /18.7
(55/294) Hatay olurken, en az TEV enfeksiyonuna % 3,38 (2/59) Sanlwrfa ilinde
rastlanmigtir. Adiyaman ve Kahramanmaras illerinde TEV ile enfekteli biber 0Ornegi

saptanmamistir.

TEV izolatlarin patotip cesitliligi ve pvr dayaniklilik alleleriyle olan iliskilerinin
belirlenmesi amaciyla referans biber genotipleri Yolo Wonder (YW, pvr27), Yolo Y (YY,
pvr2"), Florida VR2 (pvr 2%) ve W4 (pvr 2°) iizerinde mekanik inokulasyon yapilmustir.
inokulasyonun ikinci haftasindan itibaren W4 (pvr 2°), Yolo Y (pvr 2") Yolo Wonder (pvr 2%)
ve Florida VR2( pvr2’ 774 ) alellerinin izolatlara dayamim gdstermemesi sonucu yapraklarda
mozaik, sararma, yukar1 dogru kivrilma seklinde simptomlar gézlenmistir. Florida VR2(
pvr2") 1002 numarali TEV izolat1 {izerinde ise simptom gdstermemistir. inokulasyonun
iiclincli haftasin1 takiben yapraklardaki sararmalarin kloroz ve nekrozlara doniismeye

basladig1 gbzlenmistir.

Simptom gosteren ve gostermeyen bitkilerden alman 6rnekler ile TEV poliklonal
antiserum ile yapilan ELISA sonucunda 1002 ve 774 numarali TEV izolatlarmm W4 (pvr 2°),
Yolo Y (pvr 2') ve Yolo Wonder (pvr 2%) alellerine dayamim gdstermedigi saptanmustir.
Florida VR2 (pvr2') alellinin ise TEV’niin 1002 numarali izolatma dayanim gosterdigi, 774

numarali izolatina ise dayanim gostermedigi sonucu elde edilmistir (Cizelge 5.1.).

Cizelge 5.1. pvr alellerinin TEV izolatlarina kars1 gosterdigi reaksiyonlar

IZOLATLAR
ALELLER
1002 774
W4 pvr 2° 1,573 2,103
Yolo Y (YY) pvr 2 1,716 1,861
Yolo Wonder (YW) pvr 2* 1,909 1,795
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Bu calismada Tiirkiye’de yayilis gosteren TEV niin kilif bolgesi dikkate alindiginda
Cin’de bulunan TEV’ne benzerlik gosterdigi anlasilmistr. TEV'ne dayaniklilik
mekanizmasinin anlasilmas: i¢in viriis populasyonu karakterize edilmeli, buna bagli olarak

patotip cesitliligi aragtirilmalidir.
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6.TARTISMA

Konukgu-patojen iliskisinin organizma farklilasmasinda, konuk¢uyla patojen yasam
dongiislinlin birbirine bagimli olarak siiregelmesi ve genlerin kompleks ve dinamik etkisiyle
evrimsel gelisimlerinin etkisi biliyiik olmaktadir. Capsicum spp. tirleriyle potyviriisler
arasindaki iligki, elF4E-ortamli dayaniklilik mekanizmasmin anlagilmasinda fonksiyonel ve
evrimsel ¢aligmalar i¢in miikemmel bir sistem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Biber kiiltiirlerinde yaygin enfeksiyonlar1 tanimlanmis potyviriislerin dayaniklilik
proteinleri ve aviriilent proteinleri molekiiler diizeyde karakterize edilmistir. Potyvirus cinsine
bagl bes viriis icerisinde Patato Y virus (PVY) ve Tobacco etch virus (TEV)’leri diinya’da
biberlerde yaygin olarak rapor edilmistir (Green ve Kim, 1991). Bu patojendeki farklilagsma
problemi dikkate alindiginda, dayanmiklilik konusu Capsicum spp. tiirleriyle potyviriisler
arasindaki iliskiden kaynaklanan olagan bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Capsicum
hatlarinin ortalama %40’1t PVY’nin yaygm wklarina dayanikhilik tasirken, resesif genetik
dayaniklilik faktorii potyviriislere kars1t mevcut en yaygin faktor olarak tarif edilmistir (Kyle
ve Palloix, 1997; Palloix ve Daubeze, INRA, Fransa; yaymlanmamis sonug). Bunlar
igerisinde pv° geni 1slah programlarmda en etkili ve stabil kaynak olarak bildirilmistir
(Greenleaf, 1986). pvi”, eIF4E kodlayan gen olarak bilinmektedir. Gen iizerinde Capsicum
annum’da dayaniklilik saglayan pvr2’ ve pvr2’ dayaniklilik allelleri tanimlanirken, yakin
zamanda C. chinense’de pvr' (ayn1 gen tizerinde pvi’ ve pvr' alelleri) bulunmustur (Kang ve
ark., 2005; Ruffel ve ark., 2004, 2002). Bu aleller eIF4E’deki I ve 11 bolgelerinde bulunan
aminoasit birimlerindeki farklilagsmadan sorumlu olmayip ayni zamanda bu bdlgedeki
dayaniklilik etkisinde de etkilidir. pvr2’ PVY(“0” patotip)’nin yaygm wklarina kars
etkiliyken pvr2’ PVY-0 ve PVY-0,1 patotipleri ve TEV wrklarmni kontrol etmektedir. pvr’ alleli
ise PVY, TEV ve PMMoV rrklarina kars1 etkilidir (Kyle ve Palloix, 1997). Viriis agisindan
VPg’nin merkez bolgesinde aminoasit birimlerindeki farklilasma PVY enfekteli biber
genotiplerinde homozigot pvr2’ ve pvr2”’nin sagladigi dayamiklilik bulunmaktadir (Moury ve
ark., 2004). Benzer sekilde TEV niin avirulashginda etkili olarak VPg bolgesi tanilanmistir
VPg (Kang ve ark., 2005). TEV'ne dayaniklilik mekanizmasinin anlasilmasi i¢in viriis

populasyonu karakterize edilmeli, buna bagl olarak patotip cesitliligi arastirilmalidir.
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EKLER

ELISA Testinde Kullamlan Tampon Cozeltiler

Ek 1. Kaplama Tampon Cozeltisi (Coating Buffer) pH 9.6 1000ml

Kimyasal Miktar
Na,COs 1.59¢
NaHCO; 293¢
NaNj3 02¢g

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 9.6’a ayarlanmis ve 4

°C’ de saklanmuistir.

Ek 1. Fosfat Tampon Cozeltisi (Phosphate Buffered Saline, PBS), pH 7.4, 1000ml

Kimyasal Miktar
NaCl 8.0g
KH,PO4 0.24 ¢
Na;HPO4 l.44 g
KCl 0.2¢g

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 7. 4’e ayarlanmig ve

4°C’ de saklanmustir.
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Ek 1. Konjugat Tampon Cozeltisi (Enzyme Conjugate Buffer) pH 7.4 1000ml

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

1 litre PBS igerisine 20 gr PVP, 2 gr ovalbiimin eklendikten sonra pH ayarlandi ve 0. 5 ml

tween 20 ilave edilerek hazirlanmstir.

Ek 1. Yikama Tampon Cozeltisi (Washing Buffer) pH 7.4 1000ml

Kimyasal Miktar
PBS 11t
Tween 20 0.5 ml

1 litre PBS igerisine 0.5 ml tween 20 eklenerek hazirlanmaistir.

Ek 1. Substrate Buffer pH 9.8 1000ml (Substrat Tampon Cozeltisi)

Kimyasal Miktar
Diethanolamine 97 ml
NaN; 02¢g

800 ml saf su igerisine, 97 ml dietanolamine ve 0. 2 g NaNj ilave edildikten sonra pH 9. 8’¢

ayarlanip, 1 litreye tamamlanmis ve 4 °C’ de saklanmastir.
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