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Kabakgil yeti stiriciligi yapilan alanlarda Zucchini Y ellow Maosaic Virus (ZYMV)
ekonomik kay1plara neden olan en 6nemli virs hastal 1klarindan biridir. Cal isma; Adanave
Icel illeri ile cevresinde Ortli alt 1ve ag 1k alanda yeti stirilen kabakgillerde saptanan ZY MV
izolatinin (ZY MV -FM) biyolojik, serolojik ve molekiler yontemler kullan  ilarak tanisinin
yapilmasi ve bitki aktivatorlerinin ZY MV miicadelesinde kullan im olanaklar 1nin
arastirllmasi amaciyla 2006- 2007 yillar1 arasinda yuritilmistar.

Araziden toplanan ve virlislti oldu  gundan stiphelenilen bitkiler, oncelikle ELISA
yontemi ile testlenmi s ve hastal 1k oran1 % 51.2 olarak hesaplanm 1stir. ZY MYV ile infekteli
olan drnekler igerisinde biri kodlanarak, mekanik inokulasyon ve vektor ile ta sima denemesi
calismal arinda kullanil magtir.

ZYMV ileinfekteli test bitkilerinden total RNA ekstraksiyonu yap ilmis ve bunlar
RT-PCR yonteminde kullan 1lmstir. Ayr icaham bitki ekstrakt 1 kullan ilarak |C-RT-PCR
yontemi uygulanmistir. Elde edilen PCR UrUnleri agaroz jel elektroforeziletest edilmi s ve
beklenen band biykltkleri gbzlenmistir.

Kabakgillerde ZYMV’ ye kar st dayan 1kliligin uyar 1lmasi ¢al 1smalarindaise,
ACTIGARD, MESSENGER ve ISR-2000 bitki aktivatorleri kullan  1larak saks1 ve arazi
denemeleri ile bu hastal 1gakar s1 etkinlikleri belirlenmi stir. ACTIGARD uyguland 1ktan 48
saat, MESSENGER ve | SR 2000 uyguland 1kta 72 saat sonraZY MV uygulanan bitkilerde
kontrol bitkilerine gére simptom cikis stiresinde farkliliklar gozlenmistir.

Y apilan histokimyasal boyamalar ile de; bitki aktivatorleri uygulanan bitkilerde
tesvik edilmi s dayan 1kliliktan dolay 1 meydanagelen Lignin sentezi ileH  ,0, birikiminin
varlig1 saptanmustir.

Anahtar kelimeer: ZYMV, RT-PCR, Bitki Aktivatori, SAR, Histokimyasal Boyama
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Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV) is one of the major viruses causing
economical losses in cucurbit production fields. The aim of this study, biological, serological
and molecular detection of ZYMV growing cucurbit in greenhouse and field in Adana and
Mersin provinces between 2006 and 2007 and possible using of plant activatorsin control of
ZYMV.

Collected samples that suspiciousinfected virus of plants were firstly tested with
ELISA and infection ratio was determined as 51.2% ZY MV . Positive one of them was coded
and used for mechanical inoculation and vector transmission.

Total RNA extraction was done from ZYMYV infected test plants and used for RT-
PCR method. Morever, plant extract was used for |C-RT-PCR method. DNA bands were
observed in respected sizes after the PCR products were tested in agarose gel
electrophoresis.

The effect of ACTIGARD, MESSENGER and I SR-2000 on viral disease
development were determined with pot and field experiments in order to induce resistance
against ZYMYV on sguash. ZY MYV inoculation after 48 hours of ACTIGARD applications
and 72 hours of MESSENGER and 1 SR-2000 aplications were observed effective on
symptom expression time compared to control plants.

Lignification and H O, mass were detected on plant activators treated and SAR
developed plants by histochemical staining.

Key Words: ZYMV, RT-PCR, Plant Activator, SAR, Histochemical Staining
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1.GIRIS Asime Filiz CALISKAN

1. GIRIS

Cukurova Bdlgesi’ nde, ekolojik ve ekonomik ko sullarin uygun olmas indan
dolayi, insan sa glig1 ve beslenmesinde ¢cok 6nemli bir yere sahip olan vitamin ve
mineral maddeleri iceren sebzeler, yo gun olarak Uretilmektedir. Bunlar icerisinde
kabakgil ( Kabak, kavun, karpuz ve hiyar) ve domates tretimi basi1 gekmektedir.

2004 y1l1 verilerine gore; Adanaili ve cevresi’ nde, 580 321 ton ile karpuz
Uretimi dikkati cekerken, kavun 67 678 ton ile ikinci s iradayer amis, kabak tretimi
de, 10 294 ton olarak gergekle smis ve bude geri 9 711 tonileh 1yar Uretimi takip
etmistir. icel ili ve cevresindeise, h 1yar Uretimi 167 967 tonile birinci s  wradayer
alirken, bunu 66 638 ton ile karpuz ve 31 340 ton ile kabak takip etmi stir
(Anonymus, 2004).

Bitki virus hastal iklar, di ger bitkilerde oldu gu gibi, 6zellikle di ger hastal 1k
etmenlerinden farkl 1 olarak kimyasal mucadelesi olmamalar 1 nedeni ile kabakgil
yetistiriciligini tehdit eden en dnemli problemlerden biri olarak kar sitmiza
cikmaktadir. Bu hastal 1k etmenleri bitkilerin normal geli  sme diizenini bozmakta,
anormal meyve olu sumuna neden olarak pazarlanabilir Grin miktar 1 di stirmekte
veya meyve olu sumunu tamamen engelleyerek ekonomik anlamda blyik kay 1plar
meydana getirmektedir.

Kabakgillerde zararl 1 32 adet virlis ve virus benzeri hastal 1k etmeni rapor
edilmistir. Bunlar igerisinde; Kabak Sar 1 Mozayik Virtsi (Zucchini Yellow Mosaic
Virus, ZYMV), H 1yar Mozayik Virist (Cucumber Mosaic Virus, CMV), Kabak
Mozayik Virusi (Squash Mosaic Virus, SqMV), Karpuz Mozayik Virtsi |1
(Watermelon Mosaic Virus 1, WMV 1), Papaya Ring Spot Virus (PRSV)
kabakgillere zarar veren 6nemli viriislerden baz ilardir (Lisave Lecoqg, 1984;
Purcifull ve ark., 1984).

Buvirtdler icerisinde, Kabak Sar 1 Mozayik Virtsii (ZYMV) kabakgil
yetistiriciligini tehdit eden ve ekonomik olarak blyUk driin kay 1plarinayol agan en
Onemli viruslerden bir tanesidir (Lovisolo, 1980).

ZYMV, ilk olarak 1981y 1linda Italya da saptanmis (Lisave ark., 1981) ve
daha sonra diinyanin kabakgil yetistirilen bircok Ulkesinden rapor edilmistir (Nameth
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ve ark., 1983; Lesemann ve ark., 1984; Lisave Lecoq, 1984; Davis, 1986; Dolores
ve Valdez, 1988).

Ulkemizdeise, ilk olarak 1984 y 1linda Davis ve Y 1lmaz taraf indan saptanmis
ve daha sonra kabakgillerde ekonomik olarak dnemli kay 1plara neden olan en yaygin
viruslerden biri durumunageldi gi bildirilmis ve Gzerinde birgok ¢al isma yapilmistur.
Y apilan survey ¢al ismalarinda, ELISA testi iletestlenen 75 6rne  gin 58 tanesinde
ZYMYV infeksiyonu saptanmustir (Y1ilmaz ve ark., 1992; Yilmaz ve ark., 1994).

ZYMV, potyviris Uyesidir vek 1vrimli ipliksi partikillere sahiptir. 750 nm
uzunlukta yakla sik 9600 nikleotidli tek iplikcikli RNA icermektedir. 36 kDa
buy Ukl Uglinde kilif proteini vardir.

Buvirishastal 181, bula sik bitkilerde bodurluk, kloroz, deformasyon,
mozayik, geng stirguinlerde ipliklesmeye ve ¢igek azalmasina neden olmakta ve buna
bagl1 olarak da triin kayiplarinayol agmaktadir (Blua ve Perring, 1992).

Basta Aphis gossypii ve Myzus persicae olmak Uizere Aphididae tak imnuindan
bircok yaprak biti ile non-persistent olarak (Ullman, 1991) cok etkin ve kolay bir
sekilde yay 1labilen ZYMYV ile micadele etmek icin, vektorlere kar st kimyasal
mucadele uygulanmas 1, arazinin mal¢ veya plastik ortilerle kaplanmas 1, ayr ica
transgenik bitki hatlar 1mn kullan ilmasi gibi yontemler hastal 181 belirli oranlarda
azaltmakta ve bir miktar pazarlanabilir kalitede meyve Uretimi yap ilabilmektedir
(Summers ve ark., 1995; Clough ve Hamm, 1995).

ZYMV'’ye kars1 en basarili sonuglar ise, cross protection ¢cal ismalarinda elde
edilmis veZYMV’'ninzay 1f ki (ZYMV-WK) siddetli wrkakar si1ba sariile
kullanilmistir (Wang ve ark., 1991).

Bitki virts hastal 1klariile micadele etmek amac  1yla, kllttrel 6nlemler,
kimyasal (vektor miicadelesi amac yla) vefiziksel sava  sim, karantinave
biyoteknol ojik yontemler kullanilmistir. Son yillardaise, bunlara alternatif olabilecek
kontrol yontemleri Uizerinde calismalar yogunlasmustir. Ozellikle fungal ve bakteriyel
hastalik etmenlerine kar 1 ba sari ile uygulanan ve bitkinin do gal savunma
mekanizmasinin uyar 1lmasi esasina dayanan *‘ Sistemik Kazand 1rilmis Dayan iklilik
(SAR; Systemic Acquired Resistance)’” yontemi viral etmenler icin yap lan
calismalarda da 6n plana ¢gikmaya baslamustir.
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Ik olarak 1933y 1linda Chester adl 1 arastiric: taraf indan bildirilen bu goru s,
bitkilerin do gal savunma mekanizmas in bir te svik edici taraf 1ndan uyar ilarak
kendilerini patojen saldirilarina kars1 korumalarina dayanmaktadir.

Uyarilmig dayan 1klilikta (IR); dayan  1kliligin sistemik olarak bitkinin
uygulama gormemi s k 1simlarinayay ilmasi Sistemik Kazand 1rilmis Dayan 1klilik
(SAR) olarak adlandirilmaktadir.

Dogal savunma sistemini harekete geciren bu tesvik edicilere bitki aktivatori
denilmektedir. Bitki aktivatorleri; bitkilerin do gal savunma sistemlerini aktive eden,
besin maddelerinden dahaiyi yararlanmalarim saglayan, stres kosullar: ve benzeri dis
etmen ve etkenlerden korunmas 1iginyard 1mct olan ve/veyaverimini ve Urdn
kalitesini olumlu yonde etkileyendo  gal velveyakimyasal guclendirici, direng
arttirici, toprak yap 1sin1 diizenleyici 6zellikleri olan ve bu 6zelliklerden birini veya
birkagini bir arada tagiyan maddelerdir.

GUnlUmizde bitkilerde dayan  1kliligin uyar 1lmasi ¢al 1smalarinda, patojen
olmayan fungus veya bakteri inokulasyonu, fungus veya mayalar in hticre duvarindan
ekstrakte edilen oligosakkaritler gibi biyotik uyar icilar, Acibenzolar-S-Methyl
(ASM), UV Isik, ISR 2000, Messenger, Crop- Set, Herbisitler, B Amino Butyric Asit
(BABA) ve Salisilik Asit (SA) gibi abiyotik uyaricilar kullanilmaktadhr.

Son yillarda gok yo gun olarak ¢al 1silan ve salisilik asitin bir analogu olan
Acibenzolar-S-methyl (ASM) uygulamas 1 sonucu elde edilen te svik edilmi s
dayaniklilik sayesinde, bitki korumada yeni bir koruma sistemi geli stirilmistir.
Y apilan bir ¢al 1smada, ASM’ nin kavun bitkisinde uygulamas 1, fungal bir patojen
olan Colletotrichum lagenarium ve viral bir eimen olan Cucumber Mosaic Virus
(CMV)’yekars etkili olmu stur. Agik alanda ve seradayap 1lan bu ¢al ismada, SAR
sonucu, sistemik bir kitinaz birikimi gézlenmi stir. ASM’ nin 50 veya 100 pg/ ml’ s
seradenemelerinde, CMV' ninyay 1ilimini simirlamistir. Ayricafungal etmene kar s1
datam bir korumasa glamistir. CMV’ nin bask 1s1 ortadan kalkt 1ginda, ASM’ nin
meyve Uretimi Uzerine herhangi bir olumsuz etkis saptanmam stir (Smith-Becker ve
ark., 2003).

ABD’ ningineydo gusundadomateslerdes 1k s ik meydanagelenve
Frankliniella occidentalis ve di ger thrips turleri ile deta sinan Tomato Spotted Wilt
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Virus (TSWV)' 1nsebepoldu gu lekeli solgunluk virlisii sorun olu  sturmaktadir.
Y apilan bir ¢alismada, tarla denemeleri ile insektisitler, Acibenzolar-S-Methyl, siyah
ve UV yans itmal1 mal¢lar in, gigek thripslerinin canl 1 populasyonu ve TSWV ‘nin
yayilma oram Uzerine etkileri belirlenmis ve mukayese edilmistir. Siyah polietilen ve
UV yans itmal1 mal¢ Gzerinde yeti  stirilen domates alanlar 1, thrips kontrolt icin
insektisit uygulanm 1s ve uygulanmam 15, ASM uygulamal 1ve ASM uygulamas 1z
parsellere bolinmi stir. Bu gal 1sma sonucunda, UV yans itmalt mal¢ sistemi ile
thripslerin kolonizasyonu ve bunun sonucu olarak TSWV' nin ilk infeksiyonu
azaldigi ve siyah polietilen malgtan dahaetkili oldu  gu saptanm 1stir. 2000- 2002
yillar aras inda hastal 1k bask 1sinin yiksek oldu gu donemlerde, ASM uygulamas 1
TSWV'nin hastal 1k siddetini azaltm istir. Bu arazi denemelerinde, UV yans  itmal1
mal¢ sistemi kullan 1lan, ASM uygulanan ve insektisit at  1lan ayr 1 ayr 1 parsellerde
domates bitkilerinde TSWV oran inda etkili bir azalma saptanm 1stir (Momol ve ark.,
2004).

Amerika n in guneydo gu bolgesinde TSWV, domates bitkisine ilaveten,
biber, tatln, f 1stik dretimini de s 1nirlayan en 6nemli faktérlerden bir tanesidir. Bu
dranler Uizerinde TSWV' nin etkisini azaltmak amac iylabaz 1 programlar
gelistirilmistir. Yerf 1stig1, domates ve biberde TSWV’ yekar 1 dayan 1kl1 kultdr
hatlar1 gelistirilmis, fakat titin icin hentiz bdyle bir hat bulunamam 1stir. Mandal ve
ark. (2001) taraf 1ndan yap1lan bir ara stirma sonucunda; ASM velveya imidaclorip
uygulamasinin tarla ko sullar: at inda bu hastal 1g1n zarar i1 6nemli 6lgude azaltt 181
ortaya konulmu stur. ASM uygulamas 1ileelde edilen SAR’  1n bir sonucu olarak
uygulamayap 1lan bitkilerde dayan  1klilik mekanizmas 1 meydanagelmi  stir.
Baslangicta elde edilen sonuglarda SAR, ASM uygulamal 1 tutdn bitkilerinde
patojene bagli proteinler (PR)’ in seviyesini arttirmustir.

Tesvik edicilerin uygulanmas 1 sonucunda bitkilerde biyokimyasal savunma
reaksiyonlari olu sarak, lokalize hiicre 6limi (HR; Hypersensitive Reaction),
lignifikasyon ve papillaolu sumu, patogeneze ba gli proteinlerin (PR) sentezi ile
fitoaleksinlerin sentezi ve birikimi seklinde ¢esitli savunma mekanizmalar 1 harekete
gecirilmektedir. Bunlar icerisinde, lokalize hiicre 61umi (HR) sonucunda, patojenin
buytimes sinirlanmakta ve bdylelikle konukgu bitki patojene kar 1 dayan ikl1 hale
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gelmektedir. Di ger bir ifade ile HR, patojen infeksiyonu sonucu patojenin girdi ~ gi
noktadan itibaren konukcu bitki hiicrelerinin h 1zla 6lerek nekrotik bir durum almas 1
sonucu patojenin bitki icerisinde yayilamamasi olarak da ifade edilmektedir.

Bitkilerde dayaniklilig: tesvik eden bitki aktivatorleri kullan ilarak, bitkilerde
bulunan savunma mekanizmalar 1min virtislere kar s1 harekete gegirilmesi ve bunun
pratikte uygulanabilirligi Uzerine gesitli arastirmalar yapilmis ve bitki aktivatorlerinin
Tatin Mozayik Virusi (TMV), H 1yar Mozayik Virtusi (CMV), Domates L ekeli
Solgunluk Virtsl (TSWV) gibi baz 1 virtglerin infeksiyonu, hastal 1k siddeti ve
yayginligi Uzerine etkisi iledi  ger baz 1 kultirel uygulamalarla mukayese edilerek
virtslerin mucadel esinde kullan 1lma olasiligr arastirilmistir (Smith-Becker ve ark.,
2003; Momoal ve ark., 2004).

Y apilan bu tez ¢cal 1smasinda, ACTIGARD (Acibenzolar- S- Methyl Ester),
MESSENGER (Harpin- EA) ve ISR-2000 gibi bitkilerde hastal iklarakar s1
dayaniklilig1 ve bitkinin gelismesini tesvik eden aktivatorlerin, kabak bitkisi Gzerinde
ZYMYV infeksiyonu, simptom ¢ 1kis1 ve hastal 1k oran1 Gzerine etkisi ara stirilmstur.
Ayricabu ¢al ismadakullanilan ZY MYV izolat 1nin biyolojik, serolojik ve molekiler
tanisi ile karakterizasyonu yapil mistir.

Elde edilen bu Umit var sonuglar  1n, bundan sonrayap 1lacak olan arazi
cikislarylaveyafirmalar arac ihigiyla kabakgil Ureticili gi yapan ciftcilere aktar ilmast
ve pratikte kullanilmasi saglanacaktadir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1.ZYMV ilellgili Onceki Cahsmalar

ZY MV, potyvirs grubunun bir Gyes olup (Hollings ve Brunt, 1981; Murphy
ve ark., 1995), 750 nm uzunlu gundaipliks partikillere sahiptir (Lisave ark., 1981).
Buvirisyakla sik 9600 nikleoid uzunlu  gundatek-iplikcikli RNA’dan ibarettir
(Ballint ve ark., 1990).

ZYMV, ilk olarak 1981y 1linda Italya da saptanmis (Lisave ark., 1981) ve
daha sonra diinyanin kabakgil yetistirilen bircok Ulkesinden rapor edilmistir (Nameth
ve ark., 1983; Lesemann ve ark., 1984; Lisave Lecoq, 1984; Davis, 1986; Dolores
ve Valdez, 1988).

Meyve ve yapraklarda siddetli deformasyon seklinde simptomlara neden olan
bu virts hastal 1gindan dolay 1, baz 1 Ulkelerde %80 ve daha fazla oranlarda tiriin
kayiplart meydanagelmi s ve kabakgil Uretimi s inirlanmustir (Al-Shahwan, 1990;
Stobbs ve Van Schagen, 1990).

ZYMV, di ger potyvirlislerde oldu gu gibi yaprak bitleri ile non-persistent
olarak tasinmaktadir (Lisave ark., 1981; Lecoq ve ark., 1991). M. persicae ve Aphis
gossypii ZY MV’ nin en 6nemli vektorleri olarak bildirilmi stir (Lisave Lecoq, 1984;
Purcifull ve ark., 1984; Castle ve ark., 1992). Bunlardan ba ska Macrosiphum
euphorbiae, Aphiscitricola, Aphiscraccivora, Aphisspiraecola ve Acyrthosiphon
pissum’ daZYMV'’ yi degisik oranlarda tasimaktadir (Adlertz, 1987).

Katisve ark., (2006) laboratuar ko  sullarindayapt 1klar1 ¢al 1smada, kabak
bitkilerine Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV) ta siyabilme yeteneginde olan 19
tur yaprak biti kullanm 1slar ve bunlardan 16 tiri ZY MV’ nin yeni vektori olarak
bulmuslardir ( Aphis craccae, Aphis fabae, Aphis nerii, Aulacorthum solani,
Brachycaudus cardui, Brevicoryne brassicae, Hyalopterus pruni complex,
Hyperomyzus lactucae, Macrosiphoniella sanborni, Macros phum rosae,

Metopol ophium dirhodum, Myzus cerasi, Rhopal osiphum maidis, R. padi, Semiaphis
dauci ve Spha maydis ). Bu virlisiin tasinmasinda bir yaprak biti bireyi bile etkilidir,
fakat genelde ta sinma oran 1 du sUktlr (%0.1- 4.2). Ara stirmacilarin yapt iklari bu
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calismada, Myzus persicae kontrol olarak kullanilmis ve bu virtsiin en etkili vektort
olarak saptanmustir (bitki basina bir yaprak biti, %41.1). Hayhurstia atriplicis, Myzus
ascalonicus ve Stobion avenae turleri ise, bu virisiita simamustir. Alt1yeni vektor
disinda dordi a¢ 1k alandatestlenmi s ve etkilerinden dahayiksek e gilimde
bulunmuslardir. Kuzey Y unanistan’ daki kabak yeti stirilen alanlarda yapilan deneme
sonuglari, vektor turleri ile ZYMV’ nin yay ilimt aras inda ba glanti oldu gunu
gostermistir. Iki yillik deneme boyunca M. persicae, Aphis gossypii ve A. spiraecola
en etkili yaprak biti vektorleri olmu stur. ZY MV epidemiyol ojisinde daha 6nceden
bilinen tirler ile yeni 16 tUr yaprak biti vektorlerinin kombinasyonlar 1nin taginmada
etkili oldugu saptanmustir.

Summers ve ark. (1995); Clough ve Hamm (1995), ZYMYV ile micadele
etmek icin, vektorlere kar s1 kimyasal mucadele uygulanmas imin, arazinin mal¢ veya
plastik Ortllerle kaplanmas 1 seklindeki uygulamalar 1n ve transgenik bitki hatlar 1
kullanilmasinin infeksiyonu belirli oranlarda azaltabildi gini ve bir miktar
pazarlanabilir kalitede meyve Uretildi ~ gini bildirmi slerdir. Bunlarailaveten, Al-
Shahwan ve ark. (1995), ZYMV’ ye kar s1 elde edilen dayan 1kl1 bitki hatlar imin bir
kisminin gercgekte tolerant oldu gunu, baz 1larimn da virsi bunyesinde
bulundurdugunu, fakat sinirlandigi sonucunu elde etmislerdir.

ZY MV micadelesinde en ba saril1 sonuglar, cross protection cal 1smalariile
elde edilmis ve ZYMV’ ninzay if wrklar (ZYMV-WK) siddetli wrkakars1 basariile
kullanilmistir. Wang ve ark. (1991) yaptiklar: bir ¢alismada, ZY MV’ nin zayif wrkinin
uygulandigi alanlarda, kontrol bitkilere gore 40 kat daha fazla pazarlanabilir Grin
elde edildigini bildirmislerdir.

Diger virishastal 1k etmenlerinde oldu gu gibi, ZYMV’ nin biyolgjik,
serolojik ve molekiler diizeyde karakterizasyonu ve virlsizolatlar 1nin gesitliliginin
ortayakonulmas 1, hastal 1gakar s1 kullan ilacak olan miicadele stratejilerinin
belirlenmesinde ve dayan 1klilik ¢al ismalarinda etkili olmaktad ir. Ayr 1ca, antijenik
farkliliklardan dolay 1te shisyodntemlerinde ortaya¢  1kan problemlerin ortadan
kaldirilmas: da gereklidir.

Desbiez ve ark. (1996) yapt  1klar1 ¢cal 1smada, Martinique adas indafarkl 1
bolgelerden, farkli konukgular Uzerinde 14 tane ZYMV izolat 1 toplamislar ve bunlar
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arasinda biyolojik ve serolojik olarak ¢cok belirgin farklar oldu  gunu saptamiglardir.
Ayni arastiricilar, 1992 y 1lina kadar adada ZY MV epidemisinin gbzlenmedi gini, en
azindan virtisiin meydana getirdi gi tipik simptomlara rastlanmad 1gini, bu izolatlar in
adaya tohum veyainfekteli bitki materyalleriyle veya vektorler yoluyla girmi S
olabilecegini bildirmiglerdir.

Sidek ve ark. (1999) ise, iki Malezyaizolat Nt izole ettiklerini, bunlar 1n
konukcu bitkiler Gizerinde ¢ok az farkl ihiklar gosterdi  gini, k 1lif proteini
niukleotidlerini ve aminoasit dizilimlerini mukayese ettiklerinde, k 1lif proteininin 9.
ve 32. aminoasitlerinde fark oldugunu saptamiglardir.

ZYMV, Ulkemizdeilk olarak 1984y  1ilindaDavisveY 1lmaz taraf indan
saptanmis ve daha sonra kabakgillerde ekonomik olarak 6nemli kay 1plara neden olan
enyayg 1n virtslerden biri durumuna geldi gi bildirilmi stir. Yap 1lan survey
caligmalarinda ELISA testi ile testlenen 75 6rne gin 58 tanesinde ZY MYV infeksiyonu
saptanmustir (Yilmaz ve ark., 1992; Yilmaz ve ark., 1994). Daha sonra, Fransa’ da bu
virustin zayif bir izolat1 bulunmus (Lecog ve ark., 1991) ve Glkemizde de ZYMV ile
micadele amac 1ylacrossprotectioncal  1smalarindakullan ilmistir (Y 1lmaz ve
ark.,1994).

Mahgoub ve ark. (1997), GeziraBdlges’ nde (Sudan) 1993y 1linda; yaprak
ve meyvede ciddi  sekil bozuklu gu gosteren kabak bitkilerinden al 1nan érneklerden
Zucchini Yellow Mosaic Potyvirusii izole etmi sler ve bu izolatin (ZYMV-Su), italya
rkiileayn 1tipolmad 1gim, fakat serolojik olarak ¢ok yak in akrabaoldu gu
saptamiglardir. Ayn 1ara stiricilar, ZYMV’ nin konukgular 1nin genellikle
Cucurbitaceae familyas ina ba gl bitkiler olmas nara gmen, buizolat in Sudan’ da
Onemli olarak yeti stirilen susam ( Sesamum indicum) bitkisinde sistemik infeksiyona
neden oldu gunu, dayan 1kl kavun ge sitlerinde mozayik simptomlar 1 meydana
getirdigini ve Myzus persicae ve Aphis gossypii ile non-persistent olarak ta sindigini
ortaya koymuslardir.

Shih-Shuh ve ark. (2001), 5 cDNA klonisinden belirledikleri, Zucchini
Yellow Mosaic Virus Taiwanizolat  1mn (ZYMV TW-TN3) RNA genomundan
nikleotid dizilim analizi yaparak, 3080 aminoasitlik kodsuz geni s poly proteinlerin
(ORF) varligim ortaya koymu slardir. Bu TW-TN3 izolat 1, daha dnce rapor edilen
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California (CA), Reunion Island (RU) ve Singapore (S) izolatlar tile
karsilastirdiklarinda, P1 proteinlerindeki aminoasitlerinin % 59.0- 93.2 aras inda
benzerlik gosterdi gini saptam iglarcir. TW-TN3 izolat 1, di ger izolatlar ile 5 UTR
ucunda % 61.6- 83.3, 3' UTR ucundaise, % 90.4- 95.7 oran inda benzerlik
gostermistir. P1 proteinin yap 1lan dizilim analizi sonunda ortaya ¢ 1kan filogenetik
haritada, TW-TN3 izolat 1ile rapor edilen di ger 6 ZYMV izolat indan 4’ U aras inda
onemli benzerlikler bulunmustur.

Prieto ve ark. (2001), 1995y 1ilindan beri Sili’ de bilinen ve ELISA testi
kullanilarak saptanan ZY MV’ nin; otsu indikator bitkiler Gzerindeki simptomlara,
immunospesifik elektron mikroskobu alt inda partikil morfolojisine ve 3" ucundaki
395 bp’ lik baz dizilimine gore ZY MV izolat it tan imlamis ve karakterize
etmislerdir. Kavun, karpuz ve kabakta tUzerinde saptanan ZYMV  Sili izolatimn 740
nm uzunlu gunda esnek ipliks partikil yap  1sindaveyakla sik olarak 36 kDa
buyUklUglindeki bir proteinyap 1sindaoldu gu saptanm istir. Ayn 1 ara stiricilar, 3’
ucundaki kilif protein geninin nikleotid dizilimi kar silastirildiginda, Connecticut ve
Kaliforniyairki ile asir1 benzerlik gosterdigini ortaya koymuslardr.

Greber ve ark. (1988), yapt  1klar1 ¢cal ismada, Avusturalya n n dort farkl 1
bolgesinden 6 kabakgil tiriinden Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV) izolatlarin
elde etmi sler ve serolojik, elektron mikroskobu ve biyolojik olarak tan  ilamislardir.
1986- 87y 1llarindak 1y1 bolges olan Queensland’ ink 1y1 seridinde yapt klari
surveylerde, giineydogu Queensland, Bowen ve Ayr ¢evresi gibi 6nemli merkezlerde
ZYMV'’ nin spesifik patotiplerini saptam  1slar, fakat kuzeyde Townsvile yada
Rockhampton etraf  indaZY MV simptomuna rastlamam islardir. Patotiplerin
ayirimlaring, kavun,  Trichosanthes anguina ve fasulye bitkileri kullan larak
yapmuslardir. Ayrica, ZYMV’ nin 3izolat 1m, PRSV ve WMV’ nin kabakgil 1rklar:
ilekar silastirmak amac 1yla, 5 familyayadahil 20 konukcgu bitki tzerine
asilamiglardir. Ara stiricilar, ticari olarak kabakgil yeti ~ stiriciligi yap 1lan aanlarda
kurduklar: denemelerde yazl 1k ve giizlik kabak ile h iyar ve karpuzlarin ZYMV’ den
en fazlaetkilendi gini ortayakoymu slardir. Kabaktan elde edilen bir ZYMV
izolatimn tohum ve Aphis gossypii yaprak biti ile tasinabildigini bildirmiglerdir.
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2003y 1linda Pakistan’ da geleneksel tar 1m yontemi ile kavun yeti  stirilen
alanlarda bitkilerde sararma, yaprak k 1vircikligi ve deformasyon, damar a¢ 1lmasi ve
kontrol d 151 geli sme gbzlenmi s ve bu hastal 1k % 100 Uriin kay  1plarina neden
olmustur. 2004y 1lindabenzer simptomlar ve kay 1plar ortaya ¢ ikmistir. Etmenin
saptanmasi amaciyla, birkag bolgeden infekteli bitki drnekleri toplanm1s ve CMV ve
ZYMV’yekar s1t DAS-ELISA yontemi ile testlenmi stir. Orneklerin topland 181
bolgelerde kavun tarlalar inayak in yerlerde yeti stirilen domateslerde di sk oranda
CMV saptanm 15, fakat kavundarastlanmam  1stir. ZY MV, kavun bitkilerinden
indikator bitkiler Uzerine (kavun, h iyar ve  Nicotiana benthamiana ) mekanik
inokulasyon yontemi ileta sinmis vea silamayap ilan kavun fidelerinin geng
yapraklarindaZY MV’ nin tipik ssmptomlar 1 meydanagelmi stir. Y ayg in kabakgil
potyviruserinden Watermelon Mosaic Virus (WMV)' tin konukgusu olan Nicotiana
benthamiana’ da herhangi bir infeksiyonarastlanmam  stir. Bu kavunda hastal  1ga
sebep olan virtsin ZYMV oldu gunu dogrulamistir. ZY MV, Pakistan’ da kuzeybat 1
bolgesinde toplanan drnekler Uzerinde % 15 oran 1nda saptanmis ve daha énce rapor
edilmesine ragmen bu c¢al ismadainfekteli kavun bitkileri rapor edilmemi stir (Malik
ve ark., 2006).

Ilk olarak 1973y 1linda Italya dasaptananve 1981y  ilindatan imlanan
Zucchini Yellow Mosaic Potyvirus (ZYMV), sonony 1l igerisindetim k italarda
teshis edilmis ve kabakgil yetistiriciliginde ekonomik anlamda en 6nemli virtuslerden
biri olmustur. ZYMV, hem yaprak bitleriyle non-persistent olarak, hemdeyazl 1k
kabaklardatohumileta sinabilmektevegeni s aanlaracokh 1zlibir sekilde
yayilabilmektedir. ZYMV izolatlar 1mn biyolojik de  giskenligi ileilgili olarak;
konukgu ce sitliligi, smptomatolojik ve yaprak bitiyleta  sinabilirligi gbz ontine
alinmistir. En son yap 1lan ¢alismalarda molekiler ve serolojik dzellikleri gbz 6niine
serilmeye calisilmistir. Capraz korunma yontemi ile zayif irkimin ZY MV’ nin siddetli
rkinakarsi etkili oldugu gozlenmistir. Dayanikli genler uygulanarak iyi agronomikal
karakteristikler ileyeti stiriciliklere yenilik getirebilecek kabakgil germplasmalar 1
elde edilmistir (Desbiez ve ark., 1997).

Fiziksel yap 1s1 ve mevcut bicimleri ile Zucchini Yellow Mosaic Virus
(ZYMV) ve Watermelon Mosaic Virus (WMV)' Un yay iliminda yaprak biti
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vektorunin transgenik olmayan ZW-20H (geleneksel cesit Freedom I1) ve transgenik
olan (ZW-20B) gesitlerinde birbirini izleyen iki y 1l boyunca, ZYMV ve WMV Kk 1lif
proteini genlerinin elde edilmesinde kullan  1lmuslardir. Birinci viris kayna gindan
alinmis ve transgenik olan ve olmayan test bitkilerine mekanik inokulasyon yontemi
ileZYMV velveyaWMV bula stirilmustir. ELISA testlerinin sonucuna gore; biitiin
deneme alanlar inda transgenik bitkilerin hicbiri ZYMV ve WMV infeksiyonunda
sistemik simptomlar sergilememi s, fakat baz i1larindalokalize olmu s klorotik lekeler
ve/ veya kabarc iklar veya dii stk kar 1sik infeksiyon oran 1; ZW-20H bitkilerinde %4
(139 bitkiden 6’ s1) ve ZW-20B bitkilerinde %9 (139 bitkiden 13’ i) olarak meydana
gelmistir (Klas ve ark., 2006).

Polonya’ da geleneksel yontemlerleyeti  stiricilik yap 1lan kabaklarda 2005
yilimin A gustos ay inda yapraklarda sararmave mozayik, ye  sil meyvelerde sar 1
noktalar gibi simptomlar gézlenmi s ve simptom gosteren bitkilerden indikator
bitkiler Uzerineyap 1lan mekanik inokulasyonlar sonucunda, Citrullus lanatus,
Cucumis melo, Cucumis sativus, C. pepo cvs. giromontiina ve patissoniana, C.
maxima ve Nicotiana benthamiana bitkilerinde sistemik infeksiyonlar meydana
gelmistir. Seradayetistirilen ve virlsile mekanik olarak infekteli kabak bitkileri (cvs.
giromontiina) yapraklarinda da siddetli sekil bozukluklar1 ve bitkilerde bodurluk gibi
simptomlar gozlenmi stir. ZYMYV ile mekanik olarak infektelenmi s C. pepo cvs.
giromontiinave  Nicotiana benthamiana  bitkileri (DAS)-ELISA yontemi ile
testlenmis ve daha sonra universal primerler kullan larak yap 1lan (RT)- PCR
testlerinde 1740 bp’ lik k 1simlar pPGEM-T vektor icersinde ¢o galtilmustir. Ug izolat
tesadifi olarak segilmis ve dizilimi yapilmistir. 837 bp' lik dizilim butdn kilif protein
geninin uzunlugunu temsil etmektedir ve kisim diger ZYMV izolatlarinin dizilimi ile
karsilastirilmistir. izolatlar aras 1 genetik farkl 1liklar, Kimura n 1niki parametre
methodu ile hesaplanm istir. Polish izolat imn (ZYMV- Zug) Avrupa dan daha ¢ok
Asyaizolatiileyak in akrabaoldu gu belirlenmi stir. ZYMV- Zugizolat 1 Cin' den
Shangdong ve Shanxi izolatlar 1ile %99 amino asit ve %94 nikleotid benzerlik ve
diger ZYMV Avrupaizolatlar 1ile% 91-92 amino asit ve % 81-82 nukleotid
benzerlik gostermistir ( Pospieszny ve ark., 2007).
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Slovakyave Cek Cumhuriyetleri’nde 2001 ve 2006 y 1llar1 arasinda yazl ik ve
guzluk kabaklar ileh 1yardan toplanan 11 ¢e sitli ZYMV izolat 1nmin biyolojik ve
molekiler karakterizasyonu yap 1lmistir. Molekiler analizlerde, ZY MV genomunun
hedeflenen 3 bolinmi s genomik boélgesi [P1, P3 ve (Cter) Nib- (Nter) CP
cogaltilarak izolatlar aras inda dii stk seviyede nikleotid de giskenligi gbzler 6niine
serilmistir. Filogenetik analizler, Slovakya, Cek vedi  ger Avrupaizolatlar inin CP
geninin 5" termal ucundavurgulad 181 yak 1n ba glantiya dayand rilmistir. ZY MV
izolatlarinin Merkez Avrupaigindedu stk seviyedeki genetik farkl  1l1g1, Asya
partikillerindedi ger co grafik bolgelerdeki izolatlar ile aras indaki z 1thiklar
gozlenmistir. Dizilim kar silastirmasi, siddetli ve zay if ZYMV izolatlar 1 arasinda P3
proteinin N- terminal bdlgesinde farkl 1 bir aminoasidin oldugunu géstermistir (Glasa
ve ark., 2007).

Patojenik olmayan bir zay ~ 1f wrkin kullan 1mi ¢apraz korumada bitki
virtderinin kontroltiicinesad 1 bir yontemdir. Ug aminoasidin de gisikligi,
Argl180—11e180 (GA mutasyon), Phe205 —Leu205 (GB mutasyon) ve
Glu396—Asn396 (GC mutasyon) Zucchini Yellow Mosaic Virlsl' niin siddetli
rkimin (TW- TN3) helper component- protease’ nin (HC- Pro) korunan yap 1si; yesil
floresans proteinini ta  siyan infeksiyon yapabilen cDNA kolonileri taraf indan
meydana getirilmektedir. infeksiyon yapabilme yetene ginde olan tek, cift yada ticll
mutasyonlari igeren her bir mutant lokal ve sistemik konukgularda denenmi stir.
Chenopodium quinoa bitkileri Gzerinde GB mutant 1 nekrotik lezyonlara, GA, GC ve
GBC mutantlar 1klorotik lekelere ve GAB ve GAC mutantlar 1ise, lokal
infeksiyonlara neden olmaktadir. Kabak bitkilerinde GA, GB, GC ve GBC mutantlari
hafif mozayiklere sebep olurken, GAC mutant 1 kliclik yaprak lekelerine neden
olmus, GAB mutant 1ise, dikkat ceken simptomlar olu sturmamistir. Ayn1 zamanda,
GAC mutant 1yaprak bitleri ilevirisinta  sinmasindatam bir ¢apraz korunma
saglamustir ( Lin ve ark., 2006).

Su kabag1 (Cucurbita pepo L. Subsp. pepo var. Styriaca GREB.) fidelerine 48
saat sonrayapay olarak hicrelerdeki glutathioneiceri gini arttirmak amaciyla, ImM*
l1ik OTC ( L-2-oxothiazolidine-4-carboxylic acid) uygulanm 15 ve uygulamadan 10
guin sonra bu bitkilere Zucchini Y ellow Mosaic Virus (ZYMV) inokule edilmi  stir.
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OTC uygulamasinin ve ZY MV infeksiyonunun glutathione seviyes lizerine etkileri,
hiicreler arasi seviyede transmission elektron mikroskop (TEM) ile incelenmi stir. Bu
etkiler diger bir test olan HPLC yontemi ile kok, kotiledon veilk gergek yapraklarda
OTC uygulamas 1ndan hemen sonra hiicrenin farkl 1 bolimlerinde glutathione
seviyelerinin artmas 1ile ZYMV uygulanmas 1nda li¢ haftasonraya sl ve geng
yapraklar ile koklerde OTC uygulamas inin simptom geli - simi ve glutathione
seviyeleri aras indaki ili skinin nas 1l oldu gu incelenmi stir. Immunocytological ve
biokimyasal arastirmalar gostermi stir ki, OTC uygulamas 1ndan 48 saat sonra tim
arastirilan organlarda glutathione igerigi artmistir. ZY MV inokulasyonundan ¢ hafta
sonra glutahione seviyesindeki yo gunluk infekteli yapraklarda bozulmam 1s hiicreler
icinde genc yapraklarda belirgin bir  sekilde art 1g gostermi stir. TEM ara stirmalari
koklerde glutathione miktar 1mn azald 1gin gostermi stir. Biokimyasal ¢al 1smalar;
OTC uygulamas: sonucunda ZY MV infekteli uygulamayap 1lmamus bitkilere oranla
% 41-51 oranindaZY MV infekteli geng ve yasl yapraklarda glutathione seviyesinin
yukseldigini gostermistir. Simptom geli simi Uzerine yapilan degerlendirmelerde tim
uygulamasiz ZYMYV infekteli bitkilerde smptomarastlan  irken, OTC uygulanm 1s
ZYMV infekteli bitkilerde % 42 oran inda simptom goézlenmi~ stir. ZYMV
partikdllerinin miktar 1nin OTC uygulama 1 ve ZYMYV infekteli bitkilerdeki tim
organlar uygulamasiz ZY MV bitkilerindeki ayn 1 organlar ile kar silastirildigi zaman
bes haftal 1k periyodlar icinde ZYMYV partikillerinin miktar inda belirgin bir azalma
gozlenmistir. Bucal 1smada, simptom gorulen bitkilerde simptom geli siminin
geciktigi ve azaldig1 gibi ZYMV simptomlar im bastirmada OTC uygulamalar imin su
kabag bitkilerinde viriisigeri  gini azalt irken glutathioneigeri  gini yukseltmi stir
(Zechmann ve ark., 2006).

Yardimci ve ark., (2004), Ispartailinde kabakgil tarlalar indazYMV
hastaliginin simptomlar 1m gosteren yaprak ve meyve ornekleri toplam islar ve
mekanik inokulasyon yontemi ile test bitkilerine a stlamiglardir. Kabak bitkileri
Uzerinde sistemik simptomlar gézlenmi s ve bu bitkilerden double-stranded RNA
(dsRNA)’ lar CF-11 sellloz kromotografi yontemi ile safla stirllmigtir. Ayn 1
arastiricilar, ZY MV’ nin hastalik oranini, Isparta’ da gezdikleri 20 kabakgil tarlasinda
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hastalik simptomu gosteren bitkiler Gzerinden hesaplam slar ve kabakgil tarlalar inda
% 62.70 oraninda, ZY MV infeksiyonu saptamislardir.

2.2. Dayamkhihgin Uyariimaa lelgili Onceki Cahsmalar

Bu cal ismadaZY MV’ ye kar s1 dayanikliligin uyarilmas ¢al ismalarinda bitki
aktivatori olarak kullanilan ACTIGARD, MESSENGER ve ISR-2000 hakkinda bilgi
ve calismalar asagida verilmistir.

Son yillarda ¢ok yo gun olarak cal 1si1lan ve salisilik asitin bir analogu olan
Acibenzolar-S-Methyl (ASM) uygulamas 1 sonucu elde edilen te svik edilmi s
dayaniklilik sayesinde, bitki korumada yeni bir koruma sistemi geli stirilmistir.
ACTIGARD (Benzo [1,2,3] thiadiazole-7-carbothic acid-methyl ester) Acibenzolar-
S-Methyl olarak bilinmektedir ve % 50 WG olarak formule edilmistir.

MESSENGER; Erwinia amylovora ‘ dan izole edilmi stir ve %3 Harpin Ea
proteini aktif maddesini olu sturmaktadir. Disik toksisite ve kal int1 azl 11 nedeniyle
harpin proteinleri fungusitlere kar s1 alternatif olarak kullan 1labilmektedir. Bitkinin
doga savunma mekanizmasini harekete gecirmektedir.

MESSENGER’  1n etkisi dort asamada meydana gel mektedir;

1) Harpin proteinin bitki reseptérleri tarafindan fark edilmesi,

2) Bunun sonucunda bir¢ok genin harekete gecmesi ve biyokimyasal yollar  1n

uyariimasi,
3) Dayaniklilik mekanizmasinin aktif hale gelmesi,
4) MESSENGER’ 1n uygulamadan sonra hizl1 bir sekilde bozulmasidir.

Bu cal 1smada kullanilan son aktivator olan |SR-2000 ise; biyolojik, organik
ve do gal ekstraktlar formulasyonundan olu san yeni bir Grinddr. Etkili maddes;
Lactobacillus acidophilus , mayaekstrakt 1, bitki ekstrakt 1 ve benzoik asit
icermektedir. Bitkinin kendisinde var olan ancak normal kosullarda her zaman ortaya
¢cikmayan dogal savunma mekanizmasini harekete gegirmektedir.
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I SR-2000 uyguland 1ginda hastaliklari iki sekilde kontrol etmektedir.

a) I1SR-2000 uygulamas 1 sonucundaince bir tabaka, yapraklar Uzerini
kaplayarak birikir. Bu film tabakas 1 hastal ik olusturan patojenlerin bitki dokular ina
tutunmasini zorlastirir. Boylece, bitkide infeksiyon olu sumu sonucu gorulen hastal 1k

belirtis en azaindirilmis olur.

b) Uyar 1lmis Sistemik Dayan 1iklilik (Induced Systemic Resistance) (ISR)
gelisimi yoluyla hastaligin kontroliinde bitki direncini arttirir. ISR-2000, bitkiye atilir
atilmaz, bitki Uzerindeki reseptorler, bir patojen varl 1gindaki gibi sinyal gonderirler
ve istilact organizmanin etkilerini en azaindirmek veileriki sald rilarakarsi koymak
icin savunma sistemini aktif hale getirir. Bitki, kimyasal bazen de fiziksel savunma
sistemlerini ISR-2000 elisitoriine kar s1 olu sturmayabaslar. Bitki 1SR elisitorind,
bitkide var olan bu savunma sistemlerini geli  stiren bir patojen gibi tan  1r. Bitki
beklenen uyarinin olusmasi sonucu, daha sonra muhtemel bir patojen saldirisina karsi
en Ust dizeyde darmdakal 1r ve bdylece patojenik istilayakar  s1 kendini en iyi
bicimde savunabilir. Bu olay insanlarda oldugu gibi asilama olarak da tanimlanabilir

(Immunizasyon).
ISR-2000' nin kullan 1minda sonucunda;

Uyarilmig Sistemik Dayan 1klilik (Induced Systemic Resistance- ISR)
gelisimi yoluyla, bitki direncini art 1irarak farkl 1 hastal 1k sistemlerindeki
bitki hastaliklarimn kontroltine yardimei olmakta,

Enzim aktivites ile tohum ekimi, fide ve fidan sasirtmasinda olu san

stresin olumsuz etkilerini onlemekte,

Toprak verizosferdeki faydal 1 bakteri poptlasyonunu ve aktivitesini

artirarak, optimum mikro besin emilimi saglamakta,
Simbiyoz yasami desteklemekte (myczoeria),
Y apraktan fotosentez ve klorofil olusumunu artirmakta,

Azot fiksasyonunu sa glayan bakteri popllasyonunun geli - simini te svik

eder ve diizensiz sulama ba sta olmak (izere don, gece guindiiz yiuksek 1si

15



2.ONCEKI CALISMALAR Asime Filiz CALISKAN

farkliliklar1 gibi stresko  sullarimn olumsuz etkilerinin giderilmesine
yarcimcr olmaktadir.

Smith-Becker ve ark. (2003), yapt iklar1 bir ¢al ismada, kavun bitkisinde ASM
uygulamasinin, Cucumber Mosaic Virus (CMV) yekar s etkili oldu gunu ve ASM’
nin 50 veya 100 pg/ml dozlar  inda kullan 1ldig1 sera denemelerinde, CMV’ nin
yayiliminin sinirlandigim saptam islardir. SAR sonucu, sistemik bir kitinaz birikimi
gozlendigi ve agik alan ve sera ko sullarinda yapilan bu ¢al ismada, ASM’ nin meyve
Uretimi Uzerine herhangi bir olumsuz etkisi ortaya gikmamustir.

Momol ve ark. (2004), tarladenemeleri ileinsektisitler, Acibenzolar-S-
Methyl, siyah ve UV yans itmal1 mal¢ kullan iminin, gigek thripslerinin populasyonu
ve TSWV’ ninyay 1lmaoran 1 Gzerine etkilerini belirledikleri bir gal  1smada, UV
yansitmal1 mal¢ sisteminin, thripslerin kolonizasyonu tzerinde ve bunun sonucu
olarak TSWV'nin ilk infeksiyonunda azalmaya sebep oldu gunu saptamislardir. Ayni
arastiricilar, UV yansitmali mal¢ sistemi kullan 1lan, ASM uygulanan veya insektisit
atilan domates bitkileri tzerinde TSWV infeksiyonu oran  inda belirgin bir azalma
oldugunu gozlemislerdir.

Mandal ve ark. (2001) taraf indan yUritdlen bir cal 1smada, ASM velveya
Imidacloprid uygulamas inin tarlako sullar: alt inda TSWV infeksiyonunun neden
oldugu zararini 6nemli 6l¢tide azalttigi sonucu ortaya konulmustur. ASM uygulamasi
ileelde edilen SAR’ 1n bir sonucu olarak uygulamayap 1lan bitkilerde dayan iklilik
mekanizmast meydana gelmi stir. SAR, ASM uygulamal 1 bitkilerde patojene ba gl
proteinler (PR)’ in seviyesini arttirmustir.

Chaowen veark. (2001)’ n  inCin'deuzuny 1llar sar imsak ekimi yap 1lan
alanlardavirtsleri kontrol alt 1naamak amac 1ylayapt iklari ¢al 1smada, g farkl 1
guibreleme protokol i ve bitki aktivatérii olan Harpin-EA uygulam  1slar veyap ilan
denemeler sonucunda; ciftciler taraf  1ndan uygulanan 1. guibreleme protokol iinde,
sarimsak ¢icek sap indan elde edilen Urtin miktar 1min kontrolden dahafazlaoldu gu,
arastirmacilar tarafindan uygulanan 2. protokolde ise, sap ve di slerin birbirine benzer
sekilde erken Urtin verdigi sonucunu elde etmislerdir. Bu ¢calisma sonunda elde edilen

veriler, glbreleme ya da Harpin-EA uygulamasimn sarimsak virlsleri Uzerine etkisiz
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oldugunu gostermi s ve uygulamadaki bu ba sarsizligin iklim ve uygulama
dozlarindan dolayr meydana geldigi bildirilmistir.

Song ve ark. (2001), nitrik oksit (NO) serbest bile siklerinin tittn bitkilerinde
TMV’ yekar s1 uyguland 1ginda, uygulamal 1 yapraklar Uzerinde meydana gelen
nekrotik lekelerin uygulamayap 1lmamis Ust yapraklardakilerden cok daha kiigik
oldugunu gézlemi slerdir. Ara stiricilar, TMV infeksiyonu sonucu meydana gelen
lezyonlarin kiigllmesi tizerinde NO serbest bile  siklerinden serbest kalan NO’ nun
etkili oldu gunu ve NOC-18, diethylenetriamine, NO serbest bile siginden NO’ nun
serbest birakilmasi ile lezyon boyutunun degistigi sonucunu elde etmislerdir.

Pappu ve ark. (2000a), bitki aktivatori Actigard (Acibenzolar-S-Methyl)” 1n
ve imidacloprid etkili maddeli insektisitin TSWV yayg inhginakar s1 etkisini
degerlendirdikleri cal ismay1, Actigard, imidacloprid, Actigard + Imidacloprid ve
uygulamasiz kontrol olmak tizere dort farkl 1 alanda, K326 tiitun ¢esidini kullanilarak
yapmuislardir. Bu ¢al 1smada, 5- 7 ginlik iken  sasirtilan bitkilere, 2g ai/7000 bitki
olacak sekilde Actigard ve 9.9g ai/1000 bitki olacak sekilde de imidacloprid
uygulanmustir. Tarla denemelerinde, 259 ai/A Actigard ve 22.7 g ai/A imidacloprid
haftada 3 veya 4 kez uygulanm 1stir. Her iki haftada bir araziden toplanan kok ve
yaprak ornekleri ELISA testi ile testlenmi s ve bitkide TSWV’ nin varl 181 ve siddeti
saptanmustir. TSWV' nin zarar 1 uygulamayap ilmamis kontrol alanlarda %45 olarak
saptanirken, di ger alanlarda s rasiyla, %26, %19 ve % 8 olarak ortaya¢  ikmustur.
Batun uygulamalar, TSWV'’ nin zararin azaltmastir.

Csinosve ark. (2001), tutinde Admire ( Imidacloprid) ve Actigard
(Acibenzolar-S-Methyl) uygulamalar 1in TSWV zarar 1 azaltt 1gim ortaya
koymuslardir. Bugal 1smada, TSWV' nin varl 181 ELISA testi kullan larak
degerlendirilmis ve TSWV’ ye kar stenba sariliuygulaman 1n bulunmas 1
amagclanmistir. Ara stirma sonucunda, dikim 6ncesi ve sonras  1inda tittin bitkileri
Uzerine Actigard uygulamasinin simptom gosteren bitki say 1sin1 belirgin bir sekilde
azalttigi, Admireve Actigard’ nikisinin birden kullan 1min ise, smptom goésteren
bitkilerin say 1sim daha da azaltt 1gin1 saptamislardir. Arastiricilar, Actigard oran imin

artirilmas ile fitotoksit etkinin goraldiguni bildirmislerdir.
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Csinos ve ark. (2004), Actigard+ imidacloprid uygulanan veya uygulanmayan
6, 8 ve 10 haftal 1k tutdn bitkilerini tesadif bloklar 1 deneme desenine gore arazi
kosullarina sasirtmislar ve TSWV’ nin yiksek oranda ortaya ¢ 1ktigini, yizde olarak
bitkilerin blylk bir co  gunlugunu 6ldirdi ginti ve co gu parsellerde Uriinde ciddi
azalmalara neden oldu gunu saptamislardir. Uygulama yap ilmayan en genc fidelerde
en yiksek TSWV infeksiyonu ortaya ¢ ikmistir. Uygulamayap 1lmayan ya sh
bitkilerde veya Actigard ve imidacloprid uygulanan tim bitkilerde direnc egilimi ¢ok
yuksek olmu stur. ASM + imidacloprid uygulanan bitkilerin Grinleri, ayn 1 yastaki
uygulama yapilmayan bitkilerden % 107 oran inda dahayiiksek olarak saptanm 1stir.
Bitkilerin yas1 artikca TSWV'nin siddeti azalmis ve Uriin miktar 1 artmistir. ASM+
imidacloprid uygulamalar1 hastal 181 azaltmis ve ttim bitki ya slarindaki Grin miktar 1
artmstur.

Salisilik asit (SA), bitkide dogal olarak bulunan fenolik bir bilesiktir. SA’ nin
bitkide biyume ve geli smeyi diizenlemenin yan 1 sira, hastal 1k ve zararl ilarakar st
bitkinin savunma mekanizmas indasinyal gorevi gordi  gu ve dayan 1klilig: te svik
ettigi belirlenmi stir. Dayan 1kl bitkilerin, patojen sald irisinamaruz kald 1klarinda
duyarl1 bitkilere oranla daha yiksek oranda SA sentezledikleri bildirilmi stir (Raksin,
1992).

Gaffney ve ark. (1993), sdlisilik asit (SA)’ in sistemik dayan ikliliktaki rolini
arastirmak icin, ttdn bitkileri Gzerine SA’ y 1 katekol’ adoni  stiren salisilat
hidroksilaz enzimini kodlayan geni transfer eimi  slerdir. Arastiricilar, katekol’ un
dayaniklilig1 te svik etmedi gini, SA biriken bu bitkilerde TMV'yekar  s1 sistemik
dayanikliligin olugsmadigim ve SA’ nin sistemik dayanikliligin gelisimi igin mutlaka
gerekli oldugu sonucunu saptamiglardir.

Tesvik edilen dayan 1klilikta, biyokimyasal savunmareaksiyonlar 1o0lu sarak
savunma mekanizmas 1 harekete gecirilmektedir. Bunlar; Hypersensitive Reaction
(HR; Lokalize Huicre Olumii), Lignifikasyon ve PapillaOlu sumu, Patogeneze Bagl
Proteinlerin (PR) Sentezi, Fitoaleksin Sentez ve Birikimi olarak siralanabilir.

Bircok konukgu- patojen interaksiyonunda patojen sald irisina kar s1 konukgu
hiicre duvarlar inda dayan iklilig1 glclendirici savunmayaba gl bilesikler Uretilir ve
depolanir.
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Bitkilerde avirllent fungal patojen veyaelisitér uygulanmalar 1 sonucu
reaksiyon noktalarinda; kalloz, lignin ve suberin iceren fenolik bile sikler, fenolik ve
lignin benzeri materyaller, aminoasit hidroksi prolince zengin glikoproteinler
(HRGP), kalsiyum gibi mineral elementlerin birikti gi birgok ara stirmac taraf indan
bildirilmistir.

Cogu konukgu-patojen interaksiyonlar  1inda, k 1sasirede gercekle  sen
olaylardan biri de, saldirtya ugramis konukgu bitki hticrelerinde hizli ve gegici olarak
aktive edilen ve Hipersensitive Reaction (HR)' darol oynayan aktif oksijen turlerinin
(AOS, Active Oxygen Species) Uretimidir. Konukgu-patojen interaksiyonlar ~ 1nda,
Superoxide anion O, hydroxyl radikal OH ve hidrojen peroksit (H 20-) yaygin olarak
gozlenmistir (Kauss ve ark., 1993; Goodmann ve Novacky, 1994; Shirasu ve ark.,
1997). Aktif oksijentirlerinden H O, nin, bitkide PR proteinlerinin sentezine ve
fitoaleksin Uretimine neden olarak SAR mekanizmasin: tetikledigi bildirilmistir. SAR
mekanizmasinin anahtar bir bilesigi olan SA, hiicrede katalaz enzimini inhibe ederek
ortamda H,O, olusumunu arttirmaktadir (Raksin, 1992; Chen ve ark., 1993; Low ve
Merida, 1996).

Gunimuzde kimyasal miicadeleye alternatif olabilecek kontrol yontemleri
Uzerindecal 1smalar yo gunlasmustir. Ozellikle bitkilerde hastal iklarakar s1
dayanikliligin uyar 1lmasi (Induced Resistance) konusundacok say  1daara stirma
yapilmustir. Uyar 1lmig dayan 1klilikta amag, bitkilerin sasvunma mekanizmalar 1
Onceden aktive ederek patojen sald risinakar s1 haz ir hale getirmektir. Uyar 1lmus
dayaniklilikta etmen bitkinin nekroz bolgesinin etraf  indalokalize olmu ssalokal
kazandirilmis dayan 1klilik (LAR; Localized Acquired Resistance), dayan 1klilik
sistemik olarak bitkinin uygulama gérmemi s k 1simlarinayay 1lirsasistemik
kazandirilmis dayaniklilik (SAR; Systemic Acquired Resistance) olarak adland 1rilir
(Ramussen ve ark., 1991; Hammerschmidt ve Smith-Becker, 1999). Dayan 1kliligin
uyariimasina (IR) yonelik olarak giinimiize kadar olan cal ismalarda, patojen
olmayan fungus, bakteri, fungus veyamayaar 1n hicre duvar indan ekstrakte edilen
oligosakkaritler gibi biyotik uyar icilar, Acibenzolar-S-Methyl (ASM), herbisitler,
Amino Butyric Asit (BABA) ve Salisilik Asit (SA) gibi abiyotik uyar icilar
kullamlmustir. Ozellikle bitkilerde geli smeyi diizenleyici Rhizobakterilerin (PGPR)
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tohum veyatopra ga uygulamasiyla bitkilerde SAR mekanizmas 1mn aktive edildi gi
ve patojen infeksiyonlar nakar s1 6nemli orandakorumasa glandigi bildirilmi stir.
(TUzin ve ark., 1986; Weller, 1988; Tuzln ve Kloepper, 1995; Van Loan ve ark.,
1998; Hammerschmidt ve Smith-Becker,1999; Tuzun ve Bent, 1999).

Gunumuize kadar olan ¢al ismalarda, dayanikliligin uyariimasi (IR)’ nayonelik
olarak patojen olmayan fungus, bakteri gibi biyotik uyaricilar veya UV, herbisitler,
-amino butyric asit (BABA) ve sdlisilik asit (SA) gibi abiyotik elisitor olarak
isimlendirilen uyar icilar kullanilmistir. Biyotik ve abiyotik uyar 1cilarin uygulamasi
ile bitkilerin patojen infeksiyonu varm 15 gibi tepki gostererek dayan 1klilig1
sonuglayan savunma mekanizmalarini aktive ettigi bildirilmistir (Kuc, 1987).

Konukeu bitkilerde bulunan dayan 1klilik mekanizmas 1m harekete gegiren
uyaricilaraelisitor ad 1 verilmektedir. Abiyotik ve biyotik uyar  icilarla patojen ve
konukgu bitkideki reseptor etkile simi aktif hale gegirilmekte ve bunun sonucunda,
konukguda bulunan ve dayan 1klihgi yoneten dayan  1klilik genleri harekete
gecmektedir (Hahlbrock ve Scheel, 1987; Isaac, 1992; Ebel ve Cosio 1994).

SA en basta olmak Uzere, isonicotinik asit (INA), hidrojen peroksit, jasmonik
asit (JA), B-amino butyric asit (BABA) veindol asetik asit (IAA) gibi d 15 kaynakl 1
bircok elisitor, bitki dayan 1kliliginda SAR’ 1 tesvik eden sinyal bile sikler olarak rol
oynamaktadirlar (Niki ve ark., 1998; Staswick ve Lehman, 1999).

Pappu ve ark. (2000b), Gircistan’ dayapt 1klar1 ¢al ismada, titin bitkisinde
TSWV tarla denemelerinde, Acibenzolar-S-Methyl (Actigard) tek ba sinave Admire
(R) ve Provado (R) ile kombine halde uygulam slar ve 1997 y 1lindayap ilanilk
deneme ve 1998 de yap 1lan ikinci deneme sonucunda, hastal 1gin gozle géruldr bir
sekilde azald 1gin1 saptanm slardir. Bucal  1smada, imidacloprid tek ba sina
kullanmldiginda uygulamayap ilan aanlar in 1/4' iinde virtsin etkinli - ginin azald 181
saptanmustir. Acibenzolar-S-Methyl (Actigard), Admire (R) ve Provado (R) kombine
halde uyguland 1ginda ise, tarla denemesinin 3/4 bolgesinde hastal  1kta 6nemli bir
azalis gozlenmi stir. DOrdiinc bolgede de hastal 1k oran1 diisik bulunmus ve di ger
uygulamalar arasinda fark olmam istir. 3/4 bolgede ELISA’ dapozitif ¢ 1kan bitki
oraninin, Simptom gosteren bitki oran  indan fazlaolmad 181 saptanm stir. Tarla
denemelerinde Actigard’ 1n uygulanmas inda 2/4 bolgede ELISA’ dapozitif ¢ 1kan
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bitki oran1 azalmstir. Imidacloprid’ 1n Actigard ile birlikte uyguland 181 bolgelerde
ELISA’ dapozitif ¢ 1kan bitki oran 1azalm stir. Ayn 1ara stiricilar, bitkide
aktivatorlerin kullan iminin, érne gin Actigard’ intek ba sinaveya Imidaclopridile
kombine olarak kullan 1m, titinde TSWV* yekar 1 korunmada potansiyel bir
alternatif oldugunu bildirmislerdir. Ekonomik olarak 6nemli olan bir virls hastal igin
etkili bir sekilde 6nlemek icin Actigard uygulamas ilk kez bu ¢alismada yapil mistir.

Marais ve ark. (1985), Kaliforniya' dayapt iklar1 bahce denemelerinde Crop-
Set uygulamasinda Mineola tangel o agaclarinda meyve boyutu ve renginde etkileyici
gelisme oldugunu ve meyve boyutlar indaki % 18’ lik art 15 ile meyve veriminde de
aym oranda art 1s gozlendi gini bildirmislerdir. Bu denemelerdeic ved 1s kalitenin de
iyilestigine isaret edilmis ve yaprak analizleri sonucu, Crop-Set uygulanan a gaclarda
uygulanmayan kontrol grubundakilere gore nitrojen, fosfor, potasyum, magnezyum,
bakir ve bor miktar 1nin 6nemli 6lglide daha yiksek oldu  gunu saptanm 1stir. Bu
bulgular, bitki ekstrat  1iceren Crop-Set’ in toprakta besin maddelerinin
minerilizasyonu arttirdigini gosteren arastirmal ar1 desteklemektedir.

Crop-Set uygulamasinin Marsh greyfurtlarimin veriminde %80’ in Uzerinde ve
meyve boyutunu %400 oraninda, Rose greyfurtlarimin veriminde %40’ 1n Gzerinde ve
meyve boyutunu %12’ den dahafazla, Star Ruby greyfurtlar inda veriminde %80’ in
Uzerinde, meyve boyutunda %90’ dan fazlaart 15 sa gladigi gozlenmi stir. Meyve
boyutlarinda %22’ lik art 1sabagli olarak, verimde %8.5" luk bir art 15 saglanmustir
(Maraisve ark., 1996).

Tatun bitkisi Gzerinde ilk yaprakl 1 donem ile kotiledon doneminde bitki
aktivatori ASM uygulamas 1in yaprak biti populasyonunu bast  irmak ve lekeli
solgunluk virGsl' nin (TSWV) risklerini azaltmada erken donemde thrips etkisinin
roltnuin arastirildigi bir ¢cal 1smada, Actigard, Imidacloprid (Admire) ve bu ikisinin
kombinasyonu thrips populasyonlar 11 az miktarda etkilemi s, fakat bitkiler
sasirtildiktan sonra4 ve 5 haftal 1k bitkilerde Admire uygulamasi thrips yogunlugunu
daha ¢ok duistrmusttr. Actigard ve Admire uygulamalar 12 y1llik olan bu ¢al ismada
TSWV simptomlu bitki oranint belirgin bir sekilde azaltmistir. TSWV simptomunun
azalmasinda Actigard’ 1ntek ba sina uygulanmas indan ¢cok Actigard ve Admire
kombinasyonunun uygulanmas 1 dahaiyi sonug vermi stir. Thrips populasyonu
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yogunlugunda titinin 3. yaprakl 1 doneminde Actigard uygulamas 1 etkisiz olmu s,
fakat TSWV’ ninortaya¢ 1kisim azaltm stir. TUtan thrips' i Frankliniella fusca
(Hinds.) her y 1l thrips kompleksinin %92- 95 ini olu sturmaktadir. ELISA yontemi
kullarilarak testlenen F. fusca TSWV icin pozitif sonug vermistir. Actigard ve her iki
ilacin beraber uygulamas 1 Uriin miktar 1t art irirken, uygulamasiz bitkilerde TSWV
oran artmustir. Kompleks ve Actigard uygulamasi bitki boyunu az da olsa artirmistir.
Actigard ve Admire uygulamas 1 titiinde TSWV'nin ortaya¢ 1kis riskini etkili bir
sekilde azaltmada basarili olmustur (Mcpherson ve ark., 2004).

Virginia dayetistirilen titin alanlarinda potansiyel olarak énemli bir hastal ik
olan TSWV’ ninortaya¢ 1kisinin bask 1at inaa inmasinda Actigard ve Admire
uygulamast ileilgili 2003 y ilinda ydrattlen 2 tarla denemesinde, uygulama
yapilmayan kontrol, Admire, Actigard ya da Admire + Actigard uygulamal 1
sastrtilmamis tatln fidelerini yada  sasirtmadan 6nce Actigard + Admire yada
Actigard uygulamal 1 yada sasirtmadan sonra 1 ve 2 haftal 1k Actigard uygulamal 1
bitkiler kullanilmis ve sonugta TSWV’ nin ortaya¢ 1kis oran1 uygulamasiz kontrol
parsellerinde %4- %5 arasinda doruk noktaya ulasmistir. Uygulamalar arasinda viriis
oran a¢ 1sindan belirgin farklar gbzlenmemi  stir. Fakat serada Admirekullan  1mi
kontrolle kar silastirildiginda bitki boyunun azalmas 1na sebep olmu stur. Bitki boyu
Uzerinde Admire yada Actigard uygulamas 1nin etkisi yada TSWV’ nin ortaya ¢ 1kist
bagdastirildiginda ekonomik de ger, Urin fiyat 1ve Urtin miktar ~ indabir fark
gorulmemistir. TGtin geli sim ve blylUmesinde Actigard, Admire yada her ikisinin
kullanimi sonucunda TSWV' nin zarar 1min azaltabilece gi az daolsagbzlenmi  stir
(Reed ve ark., 2003)

Mcgriff ve ark. (2001) yapt 1klari ¢al ismada, titiinde tarlan in serit seklinde
sirilmesi ileTSWV'ninyayg  mliginin azalmas 1aras indaki ba glantiy: tespit
edebilmek amaciyla, 2003- 2004 y 1llar1 arasinda; uygulamasiz kontrol, imidacloprid
uygulamal1 bitkiler ile  serit seklinde ve geleneksel siiriim yap ilan alanlarda
yuritmUsler ve TSWV' de belirginazalmay 1 serit seklinde siirilen alanlar ile
Imidacloprid uygulamal 1 alanlarda %20.2 ile %28.7 oran inda saptam 1slardr.

Uygulamasiz alanlarda bu oranin % 26.9 ile % 53.5 arasinda degistigi gozlenmistir.
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Sili’ de biber yeti stirilen ve do gal Phytophthora capsisi bulagsmasinin oldugu
bir alana bu etmene kar s1 bitki blylme ve geli smesi ileilgili olarak toprak direnci
saglayan Ridomil Gold (Mefenozam) uygulamas 1yap 1lmis ve geng yaprak
uygulamasi olan Actigard ile kar silastirilmustir. 2 ayl 1k Araheim TMR 23 cesidi Sili
biberlerine 100 mg a.i/ It oran indatek uygulamal 1 Ridomil Gold yada 3 uygulamal 1
Actigard 75 mg a.i/ It oran indaverilmistir. Bitkiler suyaihtiyag duyduklar inda (her
2-3 gunde bir) yadaiki ayl 1k periyot iginde her iki haftada bir 48 saatlik salma
sulama periyoduna maruz b wrakilmislardir. Sulamayap ilmamis ve sulamayap ilmis
toprakta, canl 1 kalmave bitkileringeli ~ smesi uygulamayap 1lmamis biberlerle
karsilastirildiginda Actigard uygulanm 1 bitkiler belirgin bir fark gozlenmi sve
bitkiler asir1 sekilde buyUumustir. Fakat Ridomil Gold verilen bitkilerin de gerlerine
bakildiginda Actigard uygulanm 15 bitkilerden belirgin bir ~ sekilde daha yuksek
oldugu goértlmu stir. Sulanan toprakta, Ridomil Gold uygulamal 1 bitkilerdeki kok
gelisimi Actigard uygulanmis bitkilerden daha biyiktir fakat bitkilerin suyaihtiyac 1
oldugu zaman kimyasal uygulamalar aras  inda belirgin bir fark kaydedilmi  stir
(Matheron ve ark., 2000).

Jacobs ve ark. (2004) bir virUs infeksiyonuna kar st, di ger bir virls
infeksiyonu ile gapraz korunmasa  glanabilecegini ve TSWV’ yekar  s1 cross-
protection saglama giri siminde bulunmak icin TMV kullan 1imimn gozle goralur bir
segenek oldugunu bildirmi slerdir. Bu amaglayapt iklari ¢al ismada, TMV’ nin zay if
kit saflastirmiglar ve 0.01 M’ | 1k fosfat buffer ile kar 1stirarak, 260 bitki Uzerine el
spreyi ile uygulam iglardir. Bu bitkileri dort farkl 1 lokasyona sasirtmislar ve inokule
edilmeyen bitkilere Admire, Actigard + Admire uygulamas 1 yaparak 4 lokasyondan
elde edilen trunleri biriktirmi slerdir. Cal isma sonunda, TMV inokulasyonunun tiim
bolgelerde TSWV’ nin azalmasina neden oldugu sonucunu ortaya koymuslardr.

Secici ve sistemik bir bile  sik olan Actigard 50WG tiitinde TSWV’ i
durdurmak icin kullanilmis ve 2004 yilinda yapilan ¢alismada, 8 bdlgede Actigard’ in
etkisi degerlendirilmistir. Her bir bdlge, uygulamasiz ve Admire, Actigard + Admire
uygulamal1 her bir uygulama 4 tekerrirden olacak sekilde tesadifi olarak dikilmistir.
Bitkilere 1000 bitkiye 1.8 oz olacak  sekilde Admire uygulanm istir. Tim Actigard
uygulanan tarlalaraacre ba sina0.5 oz oran 1nda Actigard 50WG uygulanm 1stir.
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Uygulamasiz bitkilerle kar silastirildiginda (%43), Actigard+Admire (%27.9) ve
Admire (%33.4) TSWV oran 1 azaltmis, fakat birbirinden fark 1 olmamistir (Smith
ve ark., 2004).

Acibenzolar- S- methyl (ASM) ve Imidacloprid (Admire) kombine edilerek
veyatek ba slarina K- 326 titunlerine uygulanm  1stir. Uygulamalar; uygulamas 1z,
Imidacloprid (1000 bitkiye/ 1.4 0z), ASM (7000 bitkiye/ 2 g ai) ve her ikisinin
kombinasyonu seklindedir. Tarla uygulamalari, ASM (0.50z/It, 50WP), uygulamasiz,
0:14:28; 0ve 14, 0 ve 28, 14 ve 28 ve 0, 14, 28. gunlerde sasirtilmis bitkilere
uygulanmustir. Thrips populasyonu, martin ikinci haftasinda itibaren her hafta tarlaya
yerlestirilen yap 1skan tuzaklarayap 1san thripslerin say 1muiletahminedilmi ~ stir.
Uygulamasiz kontrollerde kar silastirildigi zaman bitki boylar indafark olmad 181
kaydedilmistir. Fakat, birkag uygulamada transgenik standartlarla kar silastirildiginda
gelisme azalmistir. TSWV infeksiyonunun ytizde oran1 (% 8- 45 oraninda) geg ASM
uygulanmis ve ASM ve Imidacloprid uygulanm 1s yerlerde azalmistir. Mart ve Nisan
aylarinda thrips populasyonu azalm 1s fakat may 1say inin ilk haftalar 1 boyunca pik
yapmistir. Bu ¢al  1sma sonucunda, TSWV simptomlar  1min ortaya ¢ 1kis oran inda
buyUk bir azalma saptanmustir (Csinos ve ark., 2004).

Georgia daher y 1l yaklasik olarak 20.5 milyon dolarl ik gelir kayb ina neden
olan toprak kokenli bocekler ve TSWV' yekar  s1 benzer kimyadaki iki Griin olan
Admire 2F ve Platium 2SC ba  saril1 bir sekilde kullan 1lmakta ve bu etmenlerin
seviyesini azaltmaktadir. Hardison ve ark. (2004) yapt 1iklar1 arastirmada; Admire 2F
ve Platium 2SC'nin ¢e sitli oranlarda uygulanmas 1ile TSWV ve toprak kokenli
boceklerin kontrolUnli bask 1 at inaamaoran 1 kar silastirilmis ve uygulamalar,
uygulamasiz kontrol, her 1000 bitkiye 1.0 ve 1.8 oz Admire 2F, 0.8 ve 1.3 oz Platium
2SC oraninda uygulanmis ve bitkiler seraya sasirtilmistir. Bu ¢al ismada atesbocegi,
tel kurdu ve kesici kurtlar olmak Uizere 3 toprak kokenli bocek de  gerlendirilmis ve
her bir Admire 2F ve Platium 2SC uygulamas 1, bocek beslenmesi sonucunda
zararlanan bitki oranin ylizde olarak azaltm istir. 1.8 0z oran inda uygulanan Admire
2F, serada TSWYV kontroltnde belirgin bir sekilde azalma saglamistir. Ayrica, 2.8 oz
oraninda btiyuk 6lctide azalma saglamustir.
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Tatdn bitkisinde TSWV' nin ssmptomatolojik olarak ortaya¢  1kis1 Uzerine
thrips populasyonunun etkisi incelenmi s ve bir insektisit olan Admire 2F ve bitki
aktivatori Actigard 50WG uygulamalarinin, serada yetistirilen ve sasirtilan bitkilerde
TSWV* nin ortaya ¢ikisin azalttigi saptanmistir. Bu iki materyalin birlikte kullan imi
tek basina uygulamalar indan daha ¢ok etkili olmu  stur. Geng yapraklara Actigard
uygulamalar: bitkiler sasirtildiktan sonra (3 yada 4 uygulama) TSWV' nin ortaya
cikisini azaltm 1stir. Acephate insektisiti (bitkiler  sasirtildiktan sonrailk 4 hafta
boyunca 4 uygulama) ve Acephatet+Actigard uygulamalar 1, denemede TSWV’ nin
etkisini azalt rken, uygulamas 1z kontrol bitkilerinde TSWV infeksiyonu
simtomatolojik olarak %50 oran  indaartm 1stir. Boylelikle yonetim secenekleri
titinde TSWV’ yi bast rabilmistir. Direng uygulamalar 1 TSWV’ nin azalmas 1nda
oldukca etkili bulunmu s, fakat baz 1 erken sezonlarda genc yapraklara uygulama
yapilmasinin daha da etkili olabilecegi bildirilmistir (Mcpherson ve ark., 2004).

Blackley ve ark. (2004) yapt 1klar1 ¢al ismada, Actigard’ 1n 6zellikle Admire
ilebirliktekullan  1ldigindatitinde TSWV' nin ortaya ¢ ikisim azaltt 1gim
gostermislerdir. Cesitli zaman aral iklarinda uygulanan Actigard’ 1n titinde TSWV’
nin ortaya ¢ 1kis1 ve zaman 1 Uzerine etkisini ortaya koymak amac 1yla, 2002- 2003
yillar aras inda kurulan tarla denemelerinde, Actigard 50WG 4.6g/ 10.000 bitki
oraninda guinltik sasirtilmamus bitkilere 7, 14 ve 21. guinlerde uygulanm 1stir. Admire
ise 3 gunlik sasirtiimarms bitkilere 100 oz/ 10.000 bitki oran 1nda uygulanmastir. 2
hafta sonra araziye sasirtilan bitkiler Gzerinde TSWV gorsel olarak 2 haftadan 12
haftaya kadar de gerlendirilmistir. Actigard uygulamas 121 gunlik genc fidelerle
degerlendirilen 7 bdlgenin 4’ Gnde belirgin bir sekilde kayipla sonuglanmistir. TSWV
zararinda Actigard’ 1n etkili oldugu zaman saptanamamustir.

Bertrand ve ark. (2004) 2000- 2002y 1llar1 arasinda yapt iklar1 gozlemlerde,
TMV simptomu gosteren tittn bitkileri Gzerinde beklenenden dahadu stk TSWV
infeksiyonu oldugunu saptamislardir. 2003 yilinda, 2500 Admire uygulamali ve 2500
uygulamasiz titln bitkis  sasirtilmis ve TMV solUisyonu bitki Uzerine spreylenerek
inokule edilmistir. Bunu takiben bu bitkiler hemen doner makine ile budanm 1s ve su
icerisinde 4 guin bekletilerek kar silastirmaolarak kullan ilan uygulamasiz bitkiler ile
birlikte arazi ko sullarina dikilmi stir. Deneme, iki bélgeden her biri 4 s ratitinden
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olusmus ve ortada 2 s 1rainokulasyonlu ve inokulasyonsuz K- 326 tiitiin ¢ce sidinden
bulunmustur. D 1staki iki s ra TMV’ye dayan 1kl NC- 297 titln ¢e sidi doga TMV
yayilimini en azaindirmeye yard imetmek icin dikilmi  stir. TSWV, bitkiler
sasirtildiktan 2, 5, 8 ve 12. haftalarda gorsel olarak de  gerlendirilmistir. Sasirtilan
butdn bitkiler, tipik TMV simptomu gostermeyen inokulasyonlu bitkiler ile 5 haftal 1k
sasirtilmamis bitkiler de TMV icin ELISA ile testlenmi stir. Testlerin sonucu % 100
basaril1 inokulasyonu ortaya koymu stur. inokulasyon her iki bolgedeki titiinlerde
gelismeyi geriletmi s ve TMV inokulasyonu, inokule edilmeyen bitkiler ile
karsilastirildiginda TSWV oraninda belirli bir sekilde azalma gostermistir.

Melton (2005) yapt 181 ¢cal ismada, seralarda fidelere yapraklardan uygulama
olarak, Platinium veya Admireile bunlar 1n kombinasyonlar imin veyayaln 1z olarak
Actigard uygulamasinin etkili ve ekonomik bir yonetim olarak imit var oldu  gunu
bildirmistir. Y apt 181 uygulamalar sonucunda, TSWV ileinfekteli bitkilerin oran 1
kontrol alaninda %27.1, Admire (1.80z/ 1000 bitki) yaln 1z kullanildiginda %13.3,
Actigard (1 oz / 50 000 bitki) yaln 1z kullanildiginda % 13.4 ve Admiret+Actigard
kullaniminda % 7.2 olarak kaydedilmi stir. Platinium’ un yaln 1z kullanilmasindaise,
TSWV' de 6nemli bir azalma meydana gelmez iken, Platinium ve Actigard’ n
beraber kullaniminda oran, Admire ve Actigard’ 1n kullanimi kadar etkili olmu stur.
Arastirma, Actigard’ 1n hava akim ile suda kullanmiimasini denemek icin 2005 yilinda
da devam etmis, fakat bu yontem TSWV infeksiyonunu azaltman 1n yaninda belirgin
bir sekilde fitotoksisite etki yaratmustir.

Patojenlere karsi bitkilerde tesvik edilmis direng (ISR) 6nemle incelenmi s ve
genis yay 1lim gostermi stir ve bitki korumada kullan 1lan potansiyel bir yol olarak
gorulmektedir. ISR; virls, fungus ve bakterilere kar s1 etkili olan genis spektrumlu ve
uzun sire kal 1c1 olan ve bir hastal 1k direncinin sistemik ifadesi icin yol gosteren
salisilik aside bagli olarak kullan 1lan bitki aktivattrleri taraf indan bitkilerin verdi gi
lokal bir tepki olarak meydana gelmektedir. Patojen ileili skili olan proteinler
tarafindan hticre duvar inin yapisinda bulunan bilesiklerin degismesi, 6rnegin kitinaz,
glukanaz ve fitoaleksinlerin sentezi direng ileilgili olmaktad 1r. Bu botaniksel
calismadalSR ve bir merkezi  saretli jasmonik asit taraf 1ndan herbivorlarakar si
tesvik edilmis direng arasindaki interaksiyonlar gozlenmistir (Hell ve ark., 2002).
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Sclerankimanin hiicre duvar 1 katman 1 igerisinde ligninin fiziksel birikimi,
seconder ksilem hticre duvar imin lignifikasyon seklinden farkliliklar gostermektedir.
Y onca bogum arasi donemi stiresince hticre duvar inin otofl orasansi ve histokimyasal
boyamasi, ligninin ilk olarak farkl ilasmis sklerankimanin sekonder hiicre duvar inda
biriktigini a¢ 1kga gostermi stir. Seconder duvardan onceki ilk duvaralignin
eklenmesi, sekonder ksilemdegeni s bir  sekilde rapor edilen lignifikasyonun
seklinden z 1t oldu gu belirlenmi stir. Lignin birikimininba  slangicinda fiziksel
degisimler, dokunundo galiginaba gli olarak di-methyl-lignin monolignoltin
sikliginda farkliliklar ile birlestirilmistir. Lignin birlesiminin modifikasyonlar: yonca
bogum arasimin fizyolojik durumu ile deiliskilendirilmistir (Vallet ve ark., 1996).

TSWV, Georgia da1985 den beri titln dretiminde 6nemli bir sorun
olusturmaktadir. Fakat bu virisart 1k tatin Uretimindey  1llik bir faktor olarak
gorilmemektedir. Bundan dolay 1yeti stiriciler maksimum kay 1plardan Grinlerini
korumak icin bitin mimkin ad  imlartamayaca 1smislardir. Sasirtmadan 6nce
seralardaki bitkiler Uizerine Actigard ve Admire’ in kombine kullan  iminin TSWV’
nin infeksiyon oranin yaklasik olarak %50 azaltabilecegi gosterilmis ve bu tedavide
TSWV kayiplarint azaltmistir (Johnson, 2006).

Georgia dayapilan bir ¢calismada, Prelude |1 gesidi kabaklar ticari Gnemi olan
bos bir tarlayadikilmi s ve 6nerilen standart insektisit, fungisit ve gubreleme
programlart kullan 1lmustir. Parseller bas  ingli s it plverizatori ileCO 5 ile
spreylenmis, Actigard ve Messenger uygulamalar 1 bitkilerin hepsi yada % 75’ i
ortaya ¢iktiginda baslamistir. Her iki aktivatorde 2 haftal 1k programdaiki kereden
fazla uygulanmistir. Admire tohumlar ekilirken topragin altina ve Ustiine olmak Uzere
ikiser kez uygulanm istir. Denemenin yap 1ldig1 alanda hava genellikle s 1cak ve kuru
gecmistir. Gunlere gore de gerlendirmeye bakildiginda virtsiin zarar i degistirmede
bu uygulamalar arasinda bir fark gorilmemi stir. Kimyasal uygulamalar in higbirinde
fitotoksit etki gozlenmemistir (Langston ve ark., 2000).

Langston ve ark. (2000)’ n  in Admireile bitki aktivatorlerinin kombine
edilerek kullaniimasinin, domateste TSWV'yi bastirabildigi ortaya koymak amaciyla
yaptiklar: cal 1smada, sasirtilmis 5 giinlik domates bitkilerine seraicerisinde
Actigard, Admire ve Messenger uygulanmistir. Actigard uygulamasi, haftada iki kez

27



2.ONCEKI CALISMALAR Asime Filiz CALISKAN

olacak sekilde tekrarlanm 15 ve sonug olarak, TSWV' nin belirtileri Gzerine
uygulamalarin arasinda bir fark gorilmemistir.

Boyhan ve ark. (2000)' n 1n domates tizerinde TSWV infeksiyonu icin yeni
kontrol uygulamalar 1 belirlenmesi amac 1yla yapt iklar: ¢cal ismada, denemeler 2x2x2
faktoriyal deneme deseni  seklinde kurulmu s ve de giskenler Rutgers ve BHN444
cesitlerini icermi stir. Ikinci de gisken toprak direncisa  glamak icin Admire
uygulamal1 ve uygulamas 1z aanlar, Gglnciide gisken ise, Maathion ve Karate
kombinasyonunu igeren uygulamal 1 ve uygulamas 1z bitkilerden olu smustur. Elde
edilen sonuglar, bitki dayanikliliginin bu hastaligin kontrolinde iyi bir method olarak
tercih edilmesi gerekti  gini ag 1k olarak gostermi  stir. Malathion ve Karate
kombinasyonunun kontrol olarak bazen tercih edilebilece gi, fakat bitki dayan iklilig
kadar iyi olmadig bildirilmistir.

MLO yapisr/ fonksiyonu ¢al ismalarini geni sletmek amaciyla, MLO dayanikl1
alellerden k ismen direng veren sadeceikisi ara  stirilmistir. Yabani tip MLO' nun
sinirlandirilmis hiicre duvar inda, epidermal hiicre duvar 1ndafungal penetrasyonun
olustugu noktalarda, hidrojen peroksit olu sumu gértlm stir. Mezofil hiicreler bir
ikinci oksidasyonun olu sumunu durdurmakta ve hiicre 6lumu gergekle  smektedir.
Bunaragmen MLO’lu bitkilerde 6t hiicrelere sebep olan ~ Bgh fiziksel ve gegici
olarak dayan ikliliktan ayr ilmasinara gmenbui slemler birbiri ileba  glantilidr.
Inokulasyonsuz mutant bitkiler kendili ginden mezofil hiicre 6lUmi gosterir ki bunun
hizlanmis yaprak ya slanmasindan olabildi gi ortayakonmu stur (Piffanelli ve ark.,
2002).

TMV’ niniki lokal lezyon simptomu gosteren konukgular 1yabani ge sit
Xanthi-nc ve transgenik NahG titinlerinin yapraklar inda antioksidant durumu
incelenmis ve salisilik asit birikimininolmad 181 yerlerde sisemik kazand  1rilmis
dayanikliligin (SAR) geli smedigi gbzlenmi stir. Antioksidatif dayan 1klilik birkag
enzimin aktivites ile baglantilichr ve glutathione, chlorogenetic ve rutin ¢al 1silmustir.
Antioksidant enzimlerin en dnemlisi infektesiz NahG bitkisinde xanthi-nc
bitkisinden daha az aktif durumdad 1. Ayr 1ca, 6nemli enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidantlar xanthi-ncilekar  silastirilchiginda TMV infekteli NahG
bitkilerinde dahadii sUk seviyelerde bulunmu stur. Bunakar silik olarak infekteli
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xanthi-nc’ lerde antioksidantlar in seviyesini gliclendirmek icin SA uygulanm 1s fakat
NahG bitkilerine uygulanmam 1stir. NahG tutinlerinde antioksidantlar  1n durumu
SAR olusumundan sonra daha da azal sa bile, xanthi-nc titinlerinde SAR ba saril1 bir
sekilde meydanagelmi s ve antioksidant seviyesi artm  1stir. Infeksiyondan sonra,
superoksit ve hidrojen peroksitin daha ¢ok birikimi ve daha siddetli bir
nekrotizasyonun gortlmesi NahG tituin bitkilerinin yaprak dokular 1min kapasitesinin
azaldigi ile pozitif yonde iliskilendirilmektedir (Kiraly ve ark., 2002).

Nekrotik patojenlerin bitkilerde infeksiyonu, sonraki patojen bula smalarinda
genis spektrumlu dayan 1klilik meydana getirebilir. Infekteli yapraktan bitkinin her
tarafina hareket eden bu sistemik kazand ~ irilmis dayan ikliligin (SAR), vaskiiler
sinyaller tarafindan harekete gecirildigi diistinilmektedir. Y apilan ¢cok sayida galisma
saislik asit (SA) taraf indan SAR olu sumunun meydana getirildi gini gostermi stir
(Vernooij ve ark., 1994).

Momol ve ark. (2000) yapt iklar1 ¢alismada, TSWV infeksiyonunakar s1 UV-
yansitmal1 metalik malg, SAR te  svik edici Actigard verisk azalt  1c1insektisidin
(spinosad) kombine veya ayr rayr 1kullan imlarinin etkilerini belirlenmeye
calisilmiglar ve metalik mal¢ kullan  1mimin hastal 1k oran imin azalmas inda en etkili
yontem oldu gunu, methamidophos etkili maddeli Spinosad” 1n geg ve erken sezon
boyunca hastal 1g1n yay 1limint azaltt 1gin1, metalik malg, Actigard ve insetisidlerin
birlikte kullan iminin sonucundada, TSWV zarar  1min % 76 oran 1nda di stigund
bildirmislerdir.
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3.MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Cahsma M ateryali Hakkinda Bilgiler

Butez cal 1smasinin farkl 1 a samalarinda kullan ilan ZYMYV izolat 1mn elde
edilmesi amaciyla, Adanave Icel illeri ile gevresinde kabakgil yeti stiriciligi yapilan
alanlarda, ZYMYV ile bulasik oldugundan stphelenilen kabakgillere ait bitkilerinden
alinan ornekler, materyal olarak kullanilmstir.

Calisma, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii
Fitopatoloji Anabilim Dal1 Viroloji Laboratuarinaait Bitki Virlsleri Arastirma Serasi
ile mevcut klimaodalar 1ndave Bitki KorumaBolumi Ara  stirmave Uygulama

Arazis’ nde yUritdlmastdr.

3.1.2. Serolojik Calismalarda Kullamlan M ateryal

Serolojik ¢al ismalarda, arazide ZYMYV ile bula sik oldugundan stphelenilen
kabakgil bitkilerinden a nan bitki dokular 1 materyal olarak kullan ilmustir. Ayr ica,
biyolojik tan1 amac1yla yapilan mekanik inokulasyon ¢al 1smalari sonunda simptom
gbzlenen indikator bitkiler ilesaks 1 vearazi denemelerinde bitki aktivatorleri
uygulanan bitkiler de ELISA yontemi ile testlenmistir.

ELISA testlerinde, ticari olarak B IOREBA firmasindan temin edilen ZYMV,
CMV, PRSV, WMV ve SgQMV'’ ne spesifik ELISA kitleri, tampon ¢ozeltiler, NUNC
marka 96 kuyulu  ELISA pleytleri, otomatik pipetler ve pipet uclar 1ilesaf su
kullanilmstar.

ELISA testleri sonucunda drneklerin absorbans de gerleri, Medispec ESR 200
markal1 ELISA okuyucusunda okunmustur.
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3.1.3. Vektor ile Tasima Denemelerinde Kullamlan M ateryal

Bu calismanin farkl1 asamalarinda kullanilan ZY MYV izolatinin yaprak biti ile
tasimip ta sinmadiginin ortayakonulmas 1amac 1ylayap ilan vektérileta sima
denemelerinde, ELISA testi sonucundaZYMYV ile bula sik oldu gu saptanan
bitkilerden alinan yaprak dokular1 materyal olarak kullanilmistir. Tasima denemeleri,
saglikl1 kabak indikator bitkileri Gzerine Myzus persicae tirl yaprak biti bireyleri
kullarilarak yapil mistir.

Calismada kullanilan Myzus persicae yaprak biti tiiriine ait koloni, C.U.Z.F.
Bitki Koruma Boélimii Entomoloji AnaBilim Dal 1O gretim Uyesi Dog. Dr. Serdar
SATAR’ dan temin edilmistir.

3.1.4. Mekanik inokulasyon Calismalarinda Kullamilan M ateryal

Mekanik inokulasyon ¢al 1smalarinda, araziden toplanan ve ELISA testleri
sonucundaZYMYV ile bula sik oldu gu saptanan kabakgil bitkilerinden a 1nan bitki
dokulart materyal olarak kullanilmstur.

VirUsin biyolojik tan 1s1 amac1yla, Cucurbita pepo, Cucumis melo, Cucumis
sativus, Chenopodium amaranticolour , C. quinoa, Gomphrena globasa, Nicotiana
benthamiana, N. glutinosa, N. rustica, Nicotiana tabacum test bitkileri Gzerine
mekanik inokulasyon calismalar: yapilmistir.

Ayrica, saksi ve arazi ¢al ismalarinda kullanilan ve farkl1 bitki aktivatérlerinin
uygulandigi kabak bitkileri Uzerine de ZYMV’nin bula stirilmasi amac1yla mekanik
inokulasyonlar yapilmustir.

Calismada kullan 1lan bitkilerin Gzerineyap  1lan mekanik inokulasyon
calismalarinda, havan ve havan eli, cam spattl, fosfat tampon ¢ozeltisi,
mercaptoethanol, karborandum tozu ve ¢esme suyu kullanmimstir.

Mekanik inokulasyon cal ismalarinda kullan 1lan indikat6r bitkilerin
tohumlarinin ekilmesi ve fidelerin yeti stirilmesi i¢in kum, toprak vetorf kar 1s1m
(1:1:1), plastik saks 1lar, plastik kiivetler, plastik viyoller, mikro ve makro besin
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elementleri iceren gubreler ve zaman zaman herhangi bir zararl 1 ve hastal ik etmenine
kars1 insektisit ve fungisitler kullamlmustir.

Calismada kullan 1lan indikator bitkilerin tonumlar 1, C.U. Ziraat Fakiiltesi,
Bitki Koruma Bolumu, Viroloji Laboratuar 1 ndan ve tohum firmalar indan temin
edilmistir.

Cizelge 3.1. Mekanik Inokulasyon Calismalarinda K ullamlan Test Bitkileri

Tarkce Adi Latince Adi

Tutdn Turleri Nicotiana rustica
Nicotiana glutinosaL.
Nicotiana benthamiana

Nicotiana tabacum

Kabak Cucurbita pepo

Kavun Cucumis melo

Hiyar Cucumis sativus

Karpuz Citrullus lanatus

Hanim digmesi Gomphrena globosa
Akkaz Ayagi Chenopodium quinoa Wild.

C. amaranticolor Costa & Reyn

3.1.5. Total RNA Ekstraksiyonu Calismalarinda Kullamlan M ateryal

ELISA testleri sonucundaZYMYV ileinfekteli oldugu saptanan arazi 6rnekleri
ile mekanik inokulasyon yontemi kullan llarak ZYMV bula  stirilan kabak
bitkilerinden al inan bitki dokular indan elde edilen bitki 6zsular 1 ¢al isma materyalini

olusturmustur.
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Total RNA ekstraksiyonui  sleminde; steril havan ve havan eli, tampon
cOzeltiler, ependorf tpleri, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglar 1, Universal
320R marka masa tipi sogutmalr santrifdj kullamlmustir.

Total RNA ekstraksiyonu ¢al ismalarinda kullanilan solsyonlar Ek 2 de yer
almaktadir.

3.1.6. Molekller Calhismalarda Kullamilan M ateryal

ZYMV'’nin molekiler tan 1s1 amac 1yla, RT-PCR ve IC-RT-PCR yontemleri
uygulanmustir.

RT-PCR cal ismalarinda, ZYMV ile bula sik kabak bitkilerinden elde edilen
total nikkleik asit preparasyonlart materyal olarak kullanilmustir.

IC-RT-PCR ¢al 1smalarindaise, vektorta  simadenemeleri sonucunda,
simptom gosteren bitkilerden elde edilen ham bitki ekstraktlar 1ve Bioreba
firmasindan ticari olarak temin edilen ZYMV’ ye spesifik antiserum kullani mistir.

RT-PCRi slemleri, Moloney Murine LeukaemiaVirus denolu  san reverse
transcriptase (MMLV-RT, 200U/ ul, Fermentas, EPO441) enzimi ve reverse
transcriptase reaksiyon tampon ¢ozeltisi, Tag polymerase enzimi (Termostabil DNA
polymerase enzyme, 5U/ ul, Fermentas, EP0401) ve reaksiyon tampon ¢ozeltisi,
dNTP set (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 25 mM, Promega), MgCl  ,, MgCl , buffer,
RNAse inhibitor (40U/ pl Fermentas, EO0311), Bench Top 1 kb DNA Ladder
marker (Promega), cesitli tampon ¢ozeltiler, saf su, pipet ve steril pipet uclar 1, PCR
tipleri ile Cizelge 3.2' deverilen IONTEK Firmas:’ ndan ticari olarak temin edilen
ZYMV'’ye spesifik primerler (10mM) kullanilarak yapil mistir.

Virts genomu Uzerindeki hedef bolgelerinco  galtilmasi i slemi igin gerekli
sicakliklar, TECHNO GENIUS markatermocyle cihazi kullamlarak saglanmustir.
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Cizelge 3.2. RT-PCR Cal

ismalarinda Kullan 1lan Primer Ciftleri ve
Sentezlenen Bolgenin Molektler BuyuklUgu

Primer Ciftleri Dizi Molektler
Buyuklugu
(bp)

PNIbF1 GGBAAYAATAGTGGNCAACC

PCPR1 GGGGAGGTGCCGTTCTCDATRCACCA 1.2

FI GAG GCATTG AARATG TTIIT

1778 AGG ATC CTG GGT AAT TC 675

FR GAG GCATTG AARATG TTI IG

1778 AGG ATC CTG GGT AAT TC 675

ZY-FR 26 GGT GAG GAG CAT TGA AGA ATG TTI

1778 IG 1069

AGG ATC CTG GGT AAT TC
ZYMV-F1 ACTGGCACGATACCTACAAGC
ZYMV-R1 CTTGGCAGCTACTACTGTTTTC 250

R=Ave G;Y=Cve T;B=C,GveT;D=A,G veT;N=A,C,G veT

3.1.7. Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullamlan M ater yal

Agaroz jel elektroforez ¢al ismalarinda, total nikleik asit ekstraksiyonu i slemi

sonunda elde edilen total RNA’ lar ve RT-PCR ¢al

ismalarinda el de edilen PCR

ardnleri ile RFLP ¢al ismalart sonunda kesim yap ilmis PCR Urtinleri materyal olarak

kullanilmastar.

Agaroz jel elektroforez isleminde, agaroz, tampon ¢ozeltiler, BIORAD marka

Mini Sub. DNA Cell Elektroforez cihaz

1vegug kayna g1, UVP Ultraviolet

Transilluminator marka UV 151k kaynagi, poloraid film ve poloraid Gel Cam marka

fotograf makinesinden yararlamlmstir.
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3.1.8. RFLP Y 6nteminde Kullamilan M ateryal

Araziden elde edilen ve bitki aktivatorlerinin ZYMYV Uzerine etkisinin ortaya
konulmasi amac 1ylayap ilan saks 1vearazi cal  1ismalarindakullan ilan ZYMV
izolatimin yaprak bitleri ile tasimp tasinmadigini (AT veya NAT) kontrol etmek lizere
uygulanan RFL P yonteminde, RT-PCR urinleri, Mspl enzimi, ethidium bromide,
agaroz, tampon ¢ozeltiler, UVP Ultraviolet Transilluminator marka UV 151k kaynagi
ve BIORAD markaMini Sub. DNA Cell Elektroforez elektroforez aparat 1 ve gic
kaynagi materyal olarak kullanilmistir.

3.1.9. Dayanmikhihgin Uyariimaa Calismalarinda Kullamlan Materyal

Saksi denemeleri vearazi ko sullarindayap 1lan dayan ikliligin uyar ilmasi
calismalarinda, MESSENGER, 1SR-2000 ve ACTIGARD olmak tzere ¢ farkl 1 bitki
aktivatord, biyolojik, serolojik ve molekiler tan 1s1 yapilmis ZYMV izolat1ile kabak
bitkileri materyal olarak kullamlmustir.

3.1.10. Histokimyasal Boyama Calismalarinda Kullanilan Materyal

Histokimyasal boyama cal ismalarinda, MESSENGER, | SR-2000 ve
ACTIGARD olmak tzere l¢ farkl 1 bitki aktivatérii uygulanarak yap  1lan saks 1
denemeleri sonunda, dayanikliligin uyarilchig: kabak bitkilerinden al inan kok, gévde
veyaprak parcalar 1ilecam  siseler, steril bistiri, pens, DAB boyama seti,
Phloroglucinol, Chloralhydrate, methanol, saf su ve 40X faz kontrast mikroskobu
materyal olarak kullamlmustir.
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3.2. Metod

Bu cal ismada kullanilan ve ZY MV-FM olarak kodlanan izolat 1in saptanmasi
ve tan ilanmasi ile dayan ikliligin uyar ilmasi ¢al ismalarindaizlenen yollar, Cizelge
3.3.” de verilmistir.

Cizelge3.3. ZYMV-FM’ in Tan 1lanmaa ve Dayan 1khhgin Uyar ilmasi
Cahsmalari

Stpheli Orneklerin Toplanmasi

|

ELISA

Mekanik inm Tasima Denemesi

|

Indikator Bitkilerden Orneklem

|

ELISA

Pozitif Cikan Orneklerden
Izolat Secilmesi

Total RNA Ekstraksiyonu Dayanikliligin Uyariimasi

cal 1smalar
l Saksi Denemesi Arazi Denemesi
v

RT-PCR Ham materyalden IC-PCR

Histokimyasal
Boyamalar
Agaroz Jel Elektroforez

|

TANILAMA
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3.2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmas ve Muhafazasi

Calismada kullamlan ZYMV-FM izolatinin elde edilmesi amaciyla, Adanave
Icel illeri ile gevresinde yapilan arazi ¢ikiglarinda, simptomatolojik olarak ZYMV ile
bulasik oldugundan stphelenilen kabakgil bitkilerinden sap, govde, yaprak ve meyve
ornekleri al inmis ve ka git torbalara konulmu stur. Torbalar numaraland irilarak buz
kutusu icerisindeuygun ko sullardalaboratuara getirilmi s veyap 1lacak olan
calismalarda kullanilincaya kadar, 4- 7 giin gibi k 1sabir sireicin +4 °C’ de, daha
uzun bir sireicinise, -20 °C’ de muhafaza edilmistir.

Ayrica, saks 1ve arazi denemelerinde kullan  1lan kabak bitkilerinden de
yukarida anlatildig: sekilde 6rneklemeler yapilmis ve ¢alismada kullanilmastr.

Arazi ¢ 1kiglar,, 2005- 2006y  1llari aras indailkbahar veyaz aylar  inda
yapilmustir.

Arazi kosullarinda, ZYMYV ile bula sik olan bitkilerin belirlenmesi amac 1yla
oncelikle simptomatol ojik gozlemler yapilmstir. Ornek alinan bitkilerde, ZYMV’ nin
neden oldu gu, bitkide bodurluk, kloroz, deformasyon, mozayik, geng stirgiinlerde
ipliklesme ve gigek azalmasi gibi simptomlar aranmistir. ZY MYV taraf indan meydana
getirilen bu smptomlar 1n bir veya birkag 1n1 gosteren kabak bitkilerinden yukar 1da
anlatilchigr sekilde bitki dokulari alinmis ve calismada kullamlmustir.

3.2.2. Test Bitkilerinin Yetistirilmesi

Calismada kullan ilan ZYMV-FM izolat 1nmin biyolojik olarak tan 1imlanmasi
amaciyla yapilan mekanik inokulasyon ¢cal 1smalarinda, Cizelge 3.1’ de verilen test
bitkileri kullanilmustir.

Bu test bitkilerinden tiitin, akkaz aya g1 ve han im diigmesi tohumlar 1, 6nce
metil bromid ile fumige edilmi s, toprak, kum, torf veyanm 15 hayvan guibresi
karigimini (1:1.1:1) iceren kiivetlere ekilmis ve daha sonra ¢ikan bitkiler 4-6 yaprakl 1
dénemde, ayn 1 kar 1s1min bulundu gu plastik saks 1lara(12 cmgap ndave 15 cm
yuksekliginde) tek tek sasirtilmistir.
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Kavun, karpuz ve kabak tohumlar 1ise, toprak, kum, torf ve yanm 15 hayvan

gubresi karisimini iceren plastik viollere tek tek ekilerek yetistirilmistir.

Test bitkileri, Bitki Koruma B6lumu Viroloji Laboratuvar 1'naait klima
odasinda, 22- 24 °C sicaklik, % 70 nem, 16/ 8 saat (I  sik/ Karanl 1k) ve 5000 L Uix
aydinlatmako sullarinda cimlendirilmi s, yeti stirilmis ve muhafaza edilmi stir
(Choueiri ve ark., 1993).

Y etistirilen test bitkileri, zararl 1-hastalik ve ssimptom geli simi igin ara stirma
boyunca periyodik olarak kontrol edilmi s vebitkilerinsa  glikl1 biyumeleri icin
gerekli makro ve mikro besin elementleri sulama suyunailave edilerek bitkilere
verilmistir. Ayr i1ca, hastal 1k ve zararl 1larakar s1 gerekti ginde pestisit uygulamalar 1
yapilmistir (Anonymous, 1990).

3.2.3. Mekanik inokulasyon Y éntemi

Mekanik inokulasyon galismalars;

1. ELISA testleri sonucundaZYMV ilebula  sik oldu gu saptanan
bitkilerden elde edilen ZY MV-FM izolatinin biyolojik tanist,

2. Total RNA izolasyonu ¢al ismalarinda kullanilan bitki materyalinin
elde edilmesi,

3. Saksi ve arazi denemelerinde kullan  1lan ZYMV-FM ilebula g1k

yeterli miktarda bitki dokusunun elde edilmesi,

4, Saksi ve arazi cal 1smalarinda bitki aktivatori uygulanan kabak
bitkilerine ZYMV-FM’ nin bulastirilmas: amaciyla, Mandal ve ark.
(2001)’ e gore asagidaki sekilde yapilmistir.

ZYMV-FM ilebula sik bitkilerden al 1nan bitki dokular 1, 1: 5 oran 1nda 2-
Mercaptoethanol ve/veya %1’ lik sodyum stilfit iceren 0.02 M Fosfat tampon
cozeltisi (pH; 7.0) iceren steril porselen havanda ezilmi s ve bitki 6zsuyu daha
Onceden karborandum tozu serpilmi s test bitkilerinin yapraklar  1na cam spatdil
kullanilarak mekanik olarak inokule edilmi  stir. Birkag dakika beklendikten sonra
inokule edilen yapraklar cesme suyu ile yikanmustir.

38



3.MATERYAL VE METOD AsimeFiliz CALISKAN

Daha sonraindikator bitkiler smptom ¢ 1kisinin gdzlenmes amac 1yla, klima
odasinda, 22- 24 °C sicaklik, % 70 nem, 16/ 8 saat (I  sik/ Karanl 1k) ve 5000 L Uix
aydinlatma kosullarinda muhafaza edilmislerdir.

Inokule edilen bitkiler a sagida verilen simptomlar bak  1mindan periyodik
olarak kontrol edilmistir;

Nicotiana tabacum, N. glutinosa, Nicotianarustica , Nicotiana
benthamiana; ZY MYV titln tirlerinde ssmptom gostermemektedir. Bunara  gmen
alinan orneklerin di ger bir virisle daha bula sik olup olmad 1ginin testlenmesi amac 1
ile ttuin bitkileri Gzerine mekanik inokulasyonlar yapilmistir.

Cucurbitapepo, Cucumismelo, Cucumissativus, Citrulluslanatus;
yapraklarda mozayik, damar bantlasmasi ve sararma, geng yapraklarda ayakkab: bagi
olusumu seklinde deformasyon, bitki gelismesinde gerileme

Gomphrena globosa; sistemik olmayan lokal lezyonlar,

Chenopodiun qumoa Wild. ve C. amaranticolor Costa & Reyn; sistemik

olmayan klorotik lokal lezyonlar

3.2.4. Vektor ile Tasima Denemeleri

Butez cal 1smasinin farkl 1 a samalarindakullan ilan ZYMV-FM izolat 1min
biyolojik karakterizasyonu kapsaminda, yaprak biti ile tasimp tasinmadiginin kontrol
edilmes amac 1yla Myzus persicae tirine ait yaprak bitleri kullan  1larak yap ilan
vektorle ta sima denemeleri, Dijkstra ve Jager (1998)' e gbre a sagida anlat 1ldig1
sekilde modifiye edilerek yurittlmustar.

1. Uzerinde yaprak biti o galtilan viruisten ari olan pamuk bitkisinin bir
yapragi, Uzerinde bulunan yaprak bitleri ilea 1narak viroloji laboratuar ina getirilmis
ve bir petri kabinin igerisinde buzdolabina +4 °C’ ye yerlestirilmistir.

2. Yaprak bitlerinin so guktan dolay1 hareketleri k 1sitlanmas: ve a¢ kalmalar 1
saglanmast amaciyla, 2- 3 saat sire ile beklenmi s ve daha sonra yaprak biti bireyleri
pamuk yapra g1 Gzerindentek tek a  1narak ZYMYV ileinfekteli kabak bitkisinin

yapraklar: Uzerine konulmustur.
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3. Yapilan tasimadenemelerinde 10° ar adet 10-14 gunlUk kabak fideleri
kullanlmis ve her bir kabak bitkisinin Gzerine en az 10" ar adet yaprak bitinin
gelmesine dikkat edilmistir.

4. Saglikli kabak bitkileri Uzerinde en az 1 saat beslenmesi sa glanan yaprak
bitleri uygun bir insektisit ile ilaglanm 15 ve simptom ¢ ikisinin gdzlenmes amacyla,
22-24 °C sicaklik, %70 nem, 16/8 saat (I sik/Karanlik) ve 5000 LUx 151k aydinlatma
kosullarina sahip kontrollt klimaodas  1nda, tll kafes icerisinde (viris vektorl
olabilecek di ger zararl 1larin bula smasinin engellenmesi amac  1yla) muhafaza
edilmistir.

Y aprak bitlerinin stiletlerinin k  irilmasinin engellenmesi amac 1yla, pamuk
bitkisinin yapra g1 Uzerinden a 1nmadan dnce sulu boyaf 1rgasinin ucu ile yaprak
bitine hafifge dokunulmus ve stiletini bitkiden ¢ekti ginden emin olduktan sonra, ayni
fircaile dikkatli bir sekilde alinarak ZYMV-FM ileinfekteli kabak bitkisinin yapragi

Uzerine aktarilmustir.

3.2.5. Serolojik Cahismalar

Serolojik calismalarda;

1. Arazi ¢ikiglarindatoplanan ve simptomatol ojik olarak ZYMYV ile
bulasik oldugundan stiphelenilen kabakgil bitkileri,

2. Mekanik inokulasyon ¢al  1ismalar1 sonunda simptom gozlenen
indikator bitkiler,

3. Saksi ve arazi denemelerinde bitki aktivatorlerinin uyguland 181
kabak bitkileri,
4, Vektodr ile tasima denemel erinin sonunda simptom gozlenen kabak

bitkileri, Double Antibody Sandwich (DAS) ELISA yontemi ile
ZYMV, CMV, SgMV, PRSV ve WMV’ e kars1 testlenmistir.
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3.25.1. DASELISA Testi

DAS-ELISA ca i1smalari, Clark ve Adams (1977) taraf indan bildirilen
yonteme gore yapil mistir.

Calismada kullan 1lan suland irmaoranlar 1 ELISA kitlerinin temin edildi  gi
ticari firman 1n belirtti gi oranlar dikkatea 1narak yap 1lmis ve modifiye edilerek
asagidaki sekilde uygulanmustir.

1. Testlenen virtise spesifik  y-globulin, kaplama tamponu igerisinde belirli
oranda sulandirilarak, ELISA pleytlerine her cukura 100 ul konulmustur.

2. Pleytler, 30 °C’de 4 saat inkUlbasyonatabi tutulduktan sonra,y ~ 1kama
tamponu ile her yikama 3’ er dakika olacak sekilde 3 kere yikanmustir.

3. Ekstraksiyon tampon ¢ozeltisinde /10 oran  inda haz irlanmis olan bitki
ekstraktindan her kuyuya100'er ~ pl konulmu s ve pleytler +4 ~ °C’de bir gece
inkubasyona birakildiktan sonra yikama tamponu ile yukaridaki sekilde yikanmustir.

4. Konjugat tamponu ¢ozeltis igerisinde sulandirilmis olan enzimle i saretli y-
globulinden (Konjugate) her kuyuya 100’ er ul konulmu s ve30 °C’ de5 saat
inkubasyondan sonrapleytlery  ikamatamponu ileyukar — 1daki sekilde tekrar
yikanmustir.

5. Son olarak pleytlerin herbir kuyusuna substrate tampon ¢ozeltisinde
Img/ml olacak sekilde hazirlanan substrattan 100’ er ul ilave edilmis ve pleytler 30-
60 dakika oda s 1cakliginda 1s1ksiz ortamda bekletildikten sonra ELISA okuyucuda
okunmustur.

Y apilan ELISA testlerinde herbir 6rnek igin ikiser kuyu kullanilmis ve her bir
ELISA pleytinde birer adet pozitif (infekteli), negatif (sa  glikl1) ve buffer kontrol
bulunmasina dikkat edilmistir.

ELISA testleri sonunda, ELISA kuyucusunda negatif kontrol i¢in 405 nm’ de
okunan absorbans de gerinin en az iki kat 1ve dahafazlaabsorbansde geri veren
ornekler pozitif olarak kabul edilmi stir (Barba ve Riccioni, 1993; Helguera ve ark.,
2002).

41



3.MATERYAL VE METOD AsimeFiliz CALISKAN

ELISA testlerinde kullan 1lan tampon ¢ozeltiler ve bunlar 1n haz irlanmas: Ek

1’ de verilmistir.

3.2.6. Total RNA Ekstraksiyonu

ELISA testi sonucundaZYMYV ileinfekteli oldu gu saptanan arazi
orneklerinden ve mekanik inokulasyon yontemi ileZYMV-FM a  silanan indikator
bitkilerden a nan geng yapraklar kullan  1larak yap 1lan total RNA izolasyon
calismalari, Astruc ve ark., (1996)’ nin 6nerdigi yonteme goére yuritil mustdr.

Total RNA ekstraksiyonu yonteminde izlenen basamaklar:

1. Bitki 6rnekleri ekstraksiyon tamponu  (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM
EDTA b-pH. 7.0, 500 NaCl, 10mM 2. mercapto-ethanol (1/1000) )  igerisinde 1: 2
(w/v) oran inda suland rilarak ekstrakte edilmi s ve bitki 6zsuyu steril tilbentten
stizilmastr.

2. Bitki 6zsuyundan 1ml al inarak eppendorf tupleri igerisine yerlestirilmis ve
ornekler 3 dakika 4.000 rpm’ de santriflj edilmistir.

3. Pelet tizerine % 20’ lik sodium dodecy! sulfat (SDS)’ den 50 n ilave
edilerek vortekste kar 1stirilmis ve sonratiipler 65 °C’ de 30 dakika su banyosunda
inklbe edilmistir.

4. Tuplere250 ml potasyum asetat (5M) ilave edilerek 20 dakika buz
icerisinde bekletilmis ve daha sonra 15 dakika 13.000 rpm’ de santriflj yapil mistur.

5. Elde edilen stipernatant iki k 1smaayrilmis ve 500 ml’ si yeni haz irlanmis
eppendorf tUplerine konarak -70 °C’ de saklanmustir.

Geriyekalan 500  m stipernatant yeni haz  1rlanan eppendorf tlplerine
konulmus, Uzerine % 100° |Gk ethanolden 500 m ilave edilerek 1ml’ ye
tamamlanmis ve vortekste karistirilmstir.

6. Daha sonratiplere 50 m sodyum asetat (3 M) ilave edilmi s ve 6rnekler
tekrar karistirilarak -70 °C’ de bir gece bekletilmistir.
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7. Ornekler 15 dakika 14.000 rpm’ de santrifiij edilerek siipernatant k.~ 1sm1
ortamdan uzaklastirilmistir.

8. Eppendorf tupleri filtre ka g1d1 Uzerinde ters gevrilerek 5 dakika
kurutulmus ve pellet Gzerine % 70’ lik ethanolden 1ml ilave edilmistir.

9. Ornekler RNA’ lar1 goktirmek amactyla 5 dakika 13.000 rpm'’ de santrifuj
edilmis ve tlp igerisindeki ethanol at 1larak eppendorf tipleri kurutmaka gitlariile
dikkatlice kurutulmustur.

10. Elde edilen total RNA’ lar 50 m RNAsefree saf suilesuland 1rilarak,
15m ve 35 m olmak tzere ikiye boltinmis ve eppendorf tipleri icerisinde -70 °C’ de
muhafaza edilmistir.

Daha sonra agaroz jel elektroforez cal ismasiylatotal RNA’ lar  1invarl 181
kontrol edilmistir.

3.2.7. RT-PCR Calismalari

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), 1980’ |i y illardan itibaren in vitro
ortamda spesifik bir DNA pargas  1in kopyalar imin k 1sa zincirli oligonukleotid
primerler yard 1mu ile yonlendirilerek enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde
tanimlanmaktadir.

DNA molekiltndeki dizis bilineniki bolge aras indaki spesifik DNA
parcasin ¢co galtmak amaciyla, ¢cok az miktarda mRNA’ dan cDNA’ lar olu  sturarak
bitki patojenleri’ nin nikleik asit dizileri belirlenebilmektedir. PCR, cift iplikli bir
DNA molekiliinde hedef dizilere iki oligonikleotid primerin ba glanmasi ve uzamasi
esasina dayanir. Nukleik asit materyali RNA olan bir hedef ¢co galtilmak isteniyorsa,
Oonce RNA’dan Reverse Transcriptase (RT) enzimi yard imi ile cDNA’ lar elde edilir
ve dahasonrabu cDNA’ lar PCR islemiyle ¢ogaltilir (RT-PCR).

Butez ¢al 1ismasinda kullanilan ZYMV-FM izolat imin molekdler yontem ile
tanilanmasi, siddetli veya zay 1f oldugu, yaprak bitleri ile ta simp tasinmadig: ve bir
potyvirus Uyesi oldugu gibi 6zelliklerini ortaya koymak amac 1yla RT-PCR ve RFLP
calismalart yapilmistir.

Calismadakullan 1lan ZYMV izolat  1min molekdiler olarak tan 1lanmasi
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amaciyla, mekanik inokulasyon yontemi ile ZYMV-FM a stlanan indikator
bitkilerden al inan dokularindan elde edilen total RNA preparasyonlar 1, potyvirisere
veZYMV’ ye spesifik, s rasiyla PNIbF1 + PCPR1 ve ZYMV-F1 + ZYMV-R1
primer ciftleri ile RT-PCR islemine tabi tutulmustur.

ZYMV izolat imn siddetli veyazay 1f oldu gunun molekiiler olarak ortaya
konulmasi amaciylada, Fl + 1778 (Zay 1f), FR+ 1778 ( Siddetli) ve FR26 + 1778
(Siddetli) seklinde kombine edilmi s primer ciftleri kullan 1larak RT-PCR yontemi
uygulanmustir.

RT -PCRi slemi, Finetti- Sialer ve ark. (1999)’ n in bildirdi gi yontem
modifiye edilerek asagidaki sekilde yUritilmustdr.

Iki a samadayap ilan RT-PCR yonteminde|. a samada; RT (Reverse
transcription) i slemi ile cDNA'lar eldeedilmi s, 11. a samadaise, bu cDNA' lar
kullanilarak PCR islemi yapilmistir.

|. RT a samasinda; her PCR tlpine, eldeedilmi s total RNA’ dan 3 pl
konulmus ve tizerine 2 ul reverse primer ve 10 ul ddH ;0 ilave edilerek 95 °C' de 3
dakika bekletilmistir. Daha sonrattipler buz Uzerine al inmis ve bu PCR tlplerine, 3.6
pl saf su, 5 pl RT tampon ¢ozeltisi (250 mM Tris- HCI (pH 8.3), 250 mM KCl, 20
mM MgC12, 50 mM DTI), 1 ul dNTP (10 mM), 0.3 ul RNAseve 0.1 ul RT enzimi
ilave edilerek, 42 °C' de 60 dakika inkibe edilmi stir. Sonucta, cONA sentezi
gerceklestirilmistir.

I1. PCR a samasindaise, ayr 1 bir PCR tlUpine, yukar 1daki i slemlerden elde
edilen cDNA'" dan 10 pl konulmu s, Uzerine 26.5 pl saf su, 5 pl 10X PCR tampon
¢ozeltisi (100 mM) Tris- HCI (pH 8.8),500 mM KCI, % 0.8 Nonidet P40), 3 pl
MgCl, (25mM), 2 ul dNTP (10 mM), 0.5 pl Tag DNA polymerase, 2 pl forward
primer ve 1 pl reverse primer ilave edilmistir.
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Daha sonratipler;

94 °C'de 4 dakika 1 déngu
94 °C ' de 30 saniye

56- 62 °C' de 1 dakika 35 dongu
72 °C' de 2 dakika

72 °C'de 10 dakika 1 déngu

olacak sekilde ayarlanmis termocycler'ayerlestirilerek PCR asamasi tamamlanmustir.

RT-PCR ¢al 1smalarimin sonuclar 1, agaroz jel elektroforez yontemi
kullanilarak gozlenmistir.

RT-PCR yonteminin |. a samasinda tiip igerisindeki kar 1simin toplam hacmi
25 ul, 1. a samasindaki toplam hacim ise, 50 ul olacak sekilde hesaplanarak
hazirlanmistur.

Calismada kullan 1lan farkl 1s 1cakliklar ve bunlar 1n neden kullan 1ldiklari
asagida verilmistir.

a. 42°C’ delsaat; Amplifikasyonu yapilacak olan ZYMV-FM’ nin RNA’
sindan komplementer DNA (cDNA) elde etmek amac 1ylakullanilmistir. 42 °C M-
MLV reverse transcriptase enziminin ¢alisma sicakligidr.

b. 94 °C’ de 4 dakika; Virtsin RNA’sina komplementer olarak elde edilmis
olan cDNA'y1 virise ait olan RNA’dan ay irmak amaciyla ayarlanmistir. Cift iplikli
nukleik asitteki zincirler 94 °C’ de birbirinden ayr  1lmaktadir. PCR a samasinda bu
cDNA cogaltilacaktir.

€. 94°C’ de30saniye;, Amplifikasyonda b’deki program in gal istirilmast
sirasinda birbirinden ayr 1lmayan RNA ve cDNA’lar 1n ayr ilmasi ve daha sonra
olusacak cift ipliklerin stirekli birbirinden ayrilmast igin ayarlanmustir.

d. 52 °C’ de 1dakika; Kullamlan primerlerdeki G, C, A ve T baz miktarlar1
g6z oniinde bulundurularak Tm=(G+C)x4+(A+T)x2 formul i (Tm=melting
temperature=erime 1sis1) ileayarlanm stirvebus  icakliktan5°Ca  sagisi
kullanilmigtir. Bu programdaki s 1caklik seviyesi; primerlerin, ¢co galtilmasi
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hedeflenen nikleik asitte bulunan ve primerlere spesifik yerlereba  glanmasiigin
gerekli olan sicakliktir.

e. 72°C’ de2dakika; DNA Taq polimeraz enziminincal 1smasicakligi
olup, d’deki programin ¢alismasi ile spesifik bolgelere baglanan primerlerin uzamasi
icin ayarlanmistir. Bu s icaklikta DNA Taq polimeraz enzimi dNTP leri kullanarak
amplifikasyonu gerceklestirir.

¢, d ve € deki programlar 35 defa calisacak sekilde ayarlanmustir.

f.72°C’ de10dakika;  Amplifikasyon sonundaco galtilan nikleik asit
ipliklerinde tamamlanmayan bolgelerin tamamlanmasi amaciyla ayarlanmstir.

3.2.7.1. Amplifikasyon S wrasandaKullan ilan Kimyasallar in Optimum
Konsantrasyonlarinin Ayarlanmas

ZYMV igin kullan ilan primerler farkl 1 pmol konsantrasyonlar inda purifiye
edilmislerdir. Amplifikasyon sirasinda kullanilmak amaciyla PNIbF1 10\57, PCPR1
10\57, FI 10\ 70,1778 10\ 75, FR 10\ 40, ZY-FR 26 10\ 37, ZYMV-F1 10\ 57,
ZYMV-R110\ 59 (Pr/ H0) oran indaddH .Oilesuland 1rilarak 10 pmol’'e
ayarlanmustur.

3.2.8. RFLP Calismalari

Calismada kullan ilan ZYMV-FM izolat 1nin yaprak bitleri ileta  simir olup
olmadiginin (AT veyaNAT) ortayakonulmas 1amaciyla, FR26 + 1778 (  siddetli)
primer cifti ileyap 1lan RT-PCR i slemi sonucunda elde edilen PCR Urtnleri, Mspl
enzimi ile muameleye tabi tutulmus ve sonug agaroz jel elektroforezde gdzlenmistir.

RFLP i slemi firman in 6nerileri do grultusunda modifiye edilerek a sagidaki
sekilde yUrutdlmastdr;

PCR tUpu icerisinde asagidaki karisim hazirlanmis;

8 m saf su

Tampon ¢ozelti (Y tango, MBI Fermentas)
PCR Urinu

Mspl (MBI Fermentas)
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Bu PCR tupleri 1 saat streile 37 C' de reaksiyonab rakilmig ve sonuglar

agaroz jel elektroforezde gozlenmistir.

3.2.9.1C-RT-PCR Calismalari

Y aprak hiti ta sima denemeleri sonundaZYMV-FM bula  stirilan indikator
bitkilerden alinan bitki dokular1 kullanilarak yapilan IC-RT-PCR yontemi, Wetzel ve
ark. (1992)' nin bildirdi  gi yonteme gore modifiye edilerek a sagidaki sekilde
uygulanmustir.

1. PCRtiplerine B IOREBA firmas inin bildirdi gi prosediire uygun olarak
kaplama tampon ¢ozeltisi (pH 9.6) icerisinde 1/ 1000 oraninda hazirlanan ZYMV’ ye
spesifik y- globulinden (1gG) 50 pl konulmustur.

2. Tupler 37 °C’ de 4 saat inkube edildikten sonray itkama tampon ¢ozeltisi ile
yikanmustir. Y ikamai slemi her biri 3'er dakika olmak lizere 3 kez tekrarlanm  istir.
Y ikamaislemi sonunda tiplerin iyice kurulanmasina dikkat edilmistir.

3. 1gG kaplanan tlplere, ekstraksiyon tampon ¢ozeltisinde 1:10 oran inda
sulandirilarak hazirlanan bitki 6zsuyundan 50 pl ilave edilmis ve tipler buzdolabinda
+4 C’ de gece boyu inkiibasyona birakil mistir.

4. Tupler yukaridaki sekilde tekrar y tkanmis ve icerisine; 26.5 pl saf su, 5 pl
10X PCR tampon ¢ozeltisi (100 mM) Tris- HCI (pH 8.8), 500 mM KCl, % 0.8
Nonidet P40), 3pl MgCl > (25mM), 2 ul dNTP (10 mM), 0.5 pl Tag DNA
polymerase, 2 pl forward Primer, 1 ul reverse primer, 5 ul RT tampon ¢ozeltisi (250
mM Tris- HCI (pH 8.3), 250 mM KCI, 20 mM MgC12, 50 mM DTI), 0.3 ul RNAse
ve 0.1 pl RT enzimi ilave edilmi s ve daha sonratipler a sagidaki verilen programa

gore ayarlanmis termocycle’ ayerlestirilmistir.
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42 °C' de 60 dakika 1 déngu
94 °C' de 4 dakika 1 déngu
94 °C ' de 30 saniye

56 °C ' de 1 dakika 35 dongu
72 °C ' de 2 dakika

72 °C' de 10 dakika 1 déngu

IC-RT-PCR i sleminin sonuclar 1, agaroz jel elektroforez yontemi ile test
edilmistir.

3.2.10. Agar oz Jel Elektroforez Calismalari

Total nikleik asit, RT-PCR, IC-RT-PCR ve RFLPi  slemlerinin sonuclar 1
asagidaki sekilde haz 1rlanan %l’ lik agaroz jel elektroforez yontemine tabi
tutularak gozlenmi stir. Gallitelli ve Minafra (1994)’ e gore uygulanan yéntemde,

1. Cam erlenicerisine 300 mg agarozve 30 ml | X TBE veya1l X
TAE tampon ¢ozeltisi (4.84 gr Tris,2ml 0.5M Na ,EDTA, 1.142
ml Glucial Asetic Acid/1lt) konulmu s ve agaroz tam olarak
eriyinceye kadar mikrodalga firinda tutulmustur. Daha sonra, Uzerine
tampon c¢ozeltiden ilave edilerek son hacim 30 ml olacak  sekilde
ayarlanmustir.

2. Karisim bir siire so gumaya b irakilmis ve elektroforez aparat inda
jel hazirlanan kisma bosaltilarak tarak takil mustir.

3. Jel donduktan sonratarak dikkatlice ¢ekilmi svebuk 1sim
elektroforez tank inayerle stirilerek tzerine jeli I-2 mm gegecek
kadar 1 X TAE tampon ¢ozeltisi ilave edilmtir.

4. Ornekler, 15 pl érnek ve3  pl 6x Loading buffer olacak  sekilde
hazirlandiktan sonra toplam 18 ul karisim jeldeki kuyulara dikkatli
bir sekildeyuklenmi stir. Ilk kuyuyamarker (5 pl marker,| pl
loading buffer) konulmustur.
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5. Loading buffer igcerisindeki turuncu renk (Orange G) jelin sonuna
gelene kadar elektroforez tankna 40 V elektrik akimi verilmistir.

6. Jel, elektroforez islemi sonunda, oda sicakliginda 10 dk. sireile 30
ul ethidium bromid/ 100 ml saf su (10 mg/ml saf su)
¢ozeltisinde galkalanarak boyanm 15 ve daha sonrafazla
ethidium bromidi uzakla stirmak icin 5 dk. saf suicerisinde
tutulmustur.

7. Yikanan jel, UV Transilluminator Gzerine konularak, UV 1sikta
ortaya ¢ikan bantlar gbzlenmis ve fotografi ¢ekilmistir.

3.2.11. Dayanikhhgin Uyarilmas Calismalari

Bitki aktivatorleri kullan 1larak kabak bitkilerinin uyar  1lmasi ve bunun
ZYMV'’ yekar s1 micadelede kullan 1lmaolas iliginin ortaya konulmas 1 amac 1yla
yapilan dayanikliligin uyarilmasi ¢alismalari, saksi ve arazi kosullarinda olmak tizere
iki farkl: sekilde yuritulmastar.

Her iki denemede kabak bitkileri kullan 1lmis ve bunlar tzerine 3- 4 yaprakl 1
doneme geldikleri zaman MESSENGER, |SR-2000 ve ACTIGARD isimli bitki
aktivatorleri ile uygulamalar yapil mstir.

Kullanilan bitki aktivatorlerinin etkinlikleri ZYMV-FM ile bula sik olan veya
olmayan bitki say 1s1 ile smptom ¢ 1kis sireleri ve hastal 1k oran 1 dikkate a 1narak
Ssaptanmustir.

3.2.11.1. Saka Denemeleri

Saksi denemeleri, oncelikle ZYMV-FM’ yekar  s1 dayan ikliligin uyar ilmast
caligmalarinda kullanilan tg farkl 1 etkili maddeye sahip olan bitki aktivatérlerinin
uygulanacak doz miktarlar 1ile bitkide en etkili olduklar 1 zaman 1n belirlenmesi
amaciyla yapilmistir.

Saksi denemeleri; tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmu s ve her
bir deneme deseni 3 tekerrurden olu sturulmustur. Her bir karakter (bitki aktivatora)
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icin kontrol (Bitki aktivatori uygulanmam 1s ZY MV-FM ileinokule edilen bitkiler)
ile birlikte 20" ser bitki kullanilmastir.

ACTIGARD 0.2 g/lt, MESSENGER (EDEN BIOSCIENCE, AMC-TR) 0.5
g/lt, ISR- 2000 ( IMPROCROP, ARES) 10 ml/It konsantrasyonlar 1nda ¢cesme suyu
icerisinde hazirlanmis ve her bir kabak fidesine 15 ml gelecek sekilde uygulanmistir
(Kang ve Buchenauer, 2001; Baysal ve ark., 2003).

Bitki aktivatorlerinin bitki binyesinde en etkili oldu gu zamanin belirlenmesi
amaciyla, bunlarin bitkiye uygulanmasindan sonraki 24, 48, 72 ve 96 saatleri takiben
ayni bitkiler tzerine, biyolojik ve molekuler tan 1s1yap ilmis ZYMV-FM izolat 1
mekanik inokulasyon yontemi ile bula stirilmistir (Louws ve ark., 2001; Kang ve
Buchenauer, 2001; Bokshi ve ark., 2003; Baysal ve ark., 2003). Uygulamadan
sonraki 7- 21 giin sire icerisinde bu kabak bitkileri Uzerinde ZYMV simptomlar 1nin
varlig1 ve bu simptomlar 1n ¢ikis zamani, takip edilmi s ve var/ yok ve erken/ geg
seklinde degerlendirilmistir.

Bu cal ismanin sonuglar inin degerlendirilmesi, dayanikliligi tesvik edicilerin
uygulanmadig1 kontrol bitkiler Uzerinde ilk ssmptom ¢ ikisinin gozlenmesi ile
baslamistir. Dayan 1klilik uyar 1cilar uyguland 1ktan sonra belirlenen zaman
araiklarinda virts inokulasyonu yap 1lip, bitkide ZYMV’ yekar  s1 bir reaksiyon
olarak geli sen SAR mekanizmas 1nin en aktif oldu gu optimum zaman aral 131 ve
uygun doz belirlenmistir.

Bitki aktivatorlerinin ZYMV’ yekar s1 kullan ilabilecek en etkin dozlar nin
belirlenmesi amaciyla yapilan saksi denemeleri de asagidaki sekilde yUritilmastor.

Bu amaglayap lan ¢cal 1smalarda, ticari olarak Uretilmi s olan bitki
aktivatorlerinin kullamm prosedirlerinde belirtilen doz miktar 1 ile bu dozun yarisi ve
iki kat1 seklinde 3 farkl 1 tip uygulama yap ilmistir. Bu denemeler, di ger calismalarda
oldugu gibi tesaduf parselleri deneme desenine gore kurulmu s ve 3 tekerrirden
olusmustur. Bu denemelerde her bir karakter icin kontrol ile birlikte 20"  ser kabak
bitkisi kullanmmistir. Kullanilan bitki aktivatorlerinin dozlari gizelge 3.4 de verildigi
sekilde uygulanmustir.

Bitki aktivatorlerinin uygun dozunun saptanmas 1 amaciylayapilan calismalar,
kabak bitkilerine bitki aktivatorlerinin tek uygulamas 1veayr icasimptom ¢ 1kisini
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takiben bir k 1sim bitkilere ikinci bir uygulaman intekrar yap 1lmasi seklinde
yurattlmus ve degerlendirilmistir.

Simptomatol ojik olarak gbzlenen vede gerlendirilen bu bitkilerdena 1nan
kok, govde ve yaprak dokular 1 histokimyasal boyamalarda materyal olarak

kullanilmastar.

Cizelge 3.4. Bitki Aktivatérlerinin Farkh Uygulama Dozlary

DOZ1 DOZ2 DOZ3
ACTIGARD 0.1g/lt 0.2g/1t 0.4g/lt
MESSENGER 0.259/lt 0.5g/1t 1g/it
ISR- 2000 5ml/it 10ml/lit 20ml/lit

3.2.11.2. Arazi Denemeleri

Saksi denemel erinde uygulama dozlar 1, uygulama zamanlar 1 ve etkinlikleri
belirlenen dayaniklilik uyar icilarinin arazi ko sullarinda da etkinlikleri belirlenmeye
calisilmistir. C.U.Z.F. Bitki Koruma Bolumii Ara stirmave Uygulama Arazisi’ nde
24 m X 4 m boyutlar inda kurulan iki algak tinelde, May 1s-Temmuz aylar1 arasinda
Albakabak gesidiyle deneme kurulmustur. Tesadlf bloklar1 deneme desenine gore 5
tekerrUrl olarak kurulan denemede her karakter icin 30" ar bitki kullan lmustr.
Bitkilerde hastal 1k etmenlerine kar s1 dayan iklilig1 tesvik edici olarak da kullan 1lan
ACTIGARD, MESSENGER ve ISR- 2000 dretici firmalar 1 0nerdi gi sekilde ve
dozda, 3- 4 yaprakl 1 kabak fidelerinin yesil aksamina, sasirtilmadan 6nce puskirtme
seklinde uygulanmustir.

Bitki aktivatorlerinin uygulanmas indan sonraki 24, 48, 72 ve 96 saatleri
takiben ayni kabak bitkileri Uzerine, biyolojik ve molekiler tan 1s1 yapilmis ZYMV-
FM izolat 1 mekanik inokulasyon yontemi ile bula stirilmistir (Louws ve ark., 2001,
Kang ve Buchenauer, 2001; Bokshi ve ark., 2003; Baysal ve ark., 2003). Daha sonra
ZYMV inokule edilen bu kabak fideleri araziye 50 X 50 cm olacak sekilde
sastrtilmistar. Bitki aktivatort uygulanm 1s ve ZY MV-FM inokule edilmi s bu kabak
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bitkileri Uzerinde 7- 21 gun stireile ZYMV smptomlar  1in varl 181, sSimptomlar in
¢ikis zaman ve hastalik orani takip edilmistir.

Arazi denemesi siiresince klasik yeti stiricilik islemleri uygulanmistir. Sulama
damlama sulama sistemiyle gercekle stirilmis ve bitkiler sasirtildiktan bir ay sonra
sulamadan hemen 6nce Ure uygulanm istir. Sasirtmadan on bes giin sonra topraktaki

kaymak tabakasim kirmak amaciyla ¢capalamaislemi gerceklestirilmistir.

3.2.11.3. Histokimyasal Boyamalarla Lignin Sentezinin Belirlenmesi

Dayanikliligin uyar 1ldig1 kabak bitkilerinden a 1nan yaprak, kok ve gévde
parcalar: kullan 1larak, bitki aktivatorlerinin kullan  1lmast sonucu, infekteli bitki
dokularimin infeksiyon ve reaksiyon yerlerinde ortaya ¢ ikan lignin sentezi,
Floroglusinol/HCI Testi ile belirlenmistir.

Saksi denemelerinde, ACTIGARD, I1SR- 2000 ve MESSENGER uygulamas 1
yapilan kabak bitkileri saks ilardan kdk bdlgesi zararland irilmadan ¢ikarilmis cesme
suyunda yikanmustir. Bu bitkilerin kok ve govdel erinden steril bir bistdri ile 3- 5 mm
uzunlugunda, yapraklar indanise, 5 mm cap indakesitler a  inmustir.  infekteli
dokulardaki klorofiller, %1 Phloroglucinol (MERCK) igeren %100" ik metanol
icerisinde, odas 1cakliginda 1 gece bekletilerek uzakla  stirilmistir. Daha sonra
beyazlasan doku 6rnekleri, kloral hidrat (2.5 g/ml) icerisinde en az 24 saat
bekletilerek dokular seffaflastirilarak temizlenmi stir. Metanol yard 1mu ile klorofil
uzaklastirilarak kloral hidrat (MERCK) ile temizlenen dokular steril bir lam Gzerine
alinarak, tzerine 1-2 damla konsantre HCI ilave edilerek 10 dak. bekletilmi stir. Daha
sonra bu dokular 1n tGzerine birkag damla %50’ lik gliserol ¢ozeltis damlat  1lmis ve
lamel kapatilarak bu sekilde hazirlanan preparatlar incelenmi stir. Infekteli dokularin
Uzerine HCI eklendikten ortalama 10 dak. sonra, ligninlenmi s yapilar koyu pembe-
turuncu bir renk olu  sturmustur. Boyanm 1s dokular 1n 3-5 saat sonra renklerini
kaybetmeleri nedeniyle preparatlar, mimkin oldu  guncak i1sasireigerisinde, faz
kontrast 151k mikroskop kullanilarak 20X ve 40X biyttmede incelenmi s ve gorintd
alinmigtir (Gahan 1984; Vallet ve ark., 1996; Soylu, 1999). Boyamai slemleri, pozitif
ve negatif kontrol bitkilerinin her ikisi igin yapilmistir.
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3.2.11.4. Histokimyasal Boyamalarla H,O, Sentezinin Belirlenmesi

Dayanikliligin uyarildigi kabak bitkilerinde, infekteli dokulardainfeksiyon ve
reaksiyon yerlerinde meydanagelenH ,0, sentezi, DAB (3,3 *-diaminobenzidine)
testi ile belirlenmistir.

Bu yontemde de, saks1 denemelerinde, ACTIGARD, MESSENGER ve ISR-
2000 uygulamasi yapilan kabak bitkileri saks 1lardan kok bdlgesi zararland irilmadan
cikarilmis ve ge sme suyunday ikanmustir. Bu bitkilerin kok ve govdelerinden steril
bir bistlri ile3-5mmuzunlu  gunda, yapraklar indanise5mmcap 1ndakesitler
alinmistir. Infekteli dokular 6nce karanl 1kta 15- 25 dak. aras inda DAB icerisinde
bekletilerek y ikamp bitki dokular 1ndan klorofilin uzakla stirilmasi icin methanol
icerisinde bir gece bekletilmi stir. Beyazlasan doku ornekleri, kloral hidrat (2.5 g/ml)
icerisinde en az 24 saat bekletilerek dokular seffaflastirilarak temizlenmistir. Metanol
yardimiylaklorofil uzaklastirilarak kloral hidrat (Merck) ile temizlenen dokular steril
bir lam Uzerine a inarak, Uzerine birkag damla %50’ lik gliserol ¢ozeltisi damlat ilmis
ve lamel kapat 1larak bu sekilde hazirlanan preparatlar incelenmi stir. Dayan ikliligin
uyarilcig yerlerde kahverengi renk de gisimleri gozlenmistir. Boyanmis dokularin 3-
5 saat sonrarenklerini kaybetmeleri nedeniyle, haz ~ 1rlanan preparatlar, mimkin
olduguncak 1sa siire igerisinde, faz kontrast mikroskobu kullan 1larak 20X ve 40X
buyutmede incelenecek ve gorinti alinacaktir (Soylu, 1999).

Boyamai slemleri, pozitif ve negatif kontrol bitkilerinin her ikisi icin
yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. ZYMV ile Bulasik Bitkilerin Belirlenmes

Bu tez cal ismasinda kullan 1lan ve biyolgjik, serolojik ve molekiler olarak
tanilanmasi yapilan ZY MV-FM izolat imin elde edilmesi amac1yla, ortli at1 ve agikta
kabakgil Uretimi yapilan alanlarda dncelikle simptomatol ojik gbzlemler yapil mistir.

Genel olarak orneklemelerinyap  1ldig: bitkilerin yapraklar 1nda mozayik,
kloroz, deformasyon, geng stirguinlerin yapraklar ~ inda ayakkab 1 ba g1 smptomu,
bitkide geli sme gerili gi ve bodurluk, ciceklenmede azalma, meyve lizerinde
deformasyon ve kabarc 1k ssmptomlar 1 aranm 1stir. Bu simptomlardan bir veya
birkagini gosteren kabakgil bitkilerinden testlemek amac  1ylayaprak ve meyveleri
alinmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5).

Bunagore; Adanave Icel illeri ile ba gh ilcelerde yap ilan arazi ¢ ikislarinda;
126 kabak, 4 kavun ve 1 karpuz bitkisinden drneklemeler yap  1lmis ve toplam 131
kabakgil bitkisi ELISA yontemi ile testlenmistir.

ELISA testleri sonucunda, ZYMYV ileinfekteli oldu gu saptanan érneklerden
bir tanes segilmi s ve mekanik inokulasyon, RT-PCR, IC-RT-PCR ve dayan 1kliligin
uyariimasi ¢al 1smaarindaZYMV-FM izolat 1olarak kullan 1lmistir. Buizolat 1n
secilmesinde 6ncelikle arazi gbzlemleri dikkate alinmustir.

Sekil 4.1. Kabak meyvesinde deformasyon ve sigiller
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Sekil 4.2. Kabak meyvesinde ice dogru ¢okuntuler

Sekil 4.3. Kabak bitkisi yapraklarinda deformasyon
veipliklesme
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B Tn

Sekil 4.4. Kabak bitkisi yapraklarinda deformasyon ve ipliklesme

ir‘ : | i

Sekil 4.5. Kavun bitkisi yapraklarinda deformasyon
ve kabarc klar
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4.2. Mekanik Inokulasyon Calismalari

Arazi ¢ikiglarindaZY MV’ nin neden oldu gu yaprak ve meyve simptomlar in
gosteren ve yapilan ELISA testleri sonucundaZYMYV ile bula sik oldugu saptanan
kabak bitkisinden elde edilen ZYMV-FM kodlu izolat 1n Cizelge 3.1."de verilen
indikator bitkileri Gzerineyap 1lan mekanik inokulasyon ¢al 1smalari sonucunda

Cizelge 4.1° de verilen sonuglar elde edilmistir.

Cizelge4.1. Mekanik  Inokulasyon Cal ismalarinda Indikatér Bitkiler
Uzerinde Gézlenen Simptomlar

indikator Bitkiler | Latince Adi Go6zlenen Simptomlar

Tutdn Tarleri Nicotiana rustica
Nicotiana glutinosa L.
Nicotiana benthamiana

Nicotiana tabacum

Kabak Cucurbita pepo D, M, GG, AB, K, DB
Kavun Cucumis melo D, M, GG, K, DB
Hiyar Cucumis sativus D, M, GG, K, DB
Karpuz Citrullus lanatus D, M, K

Hanim dugmesi Gomphrena globosa LL

Akkaz Ayagi Chenopodium quinoa Wild. CLL

C. amaranticolor Costa & Reyn |CLL

D: Yaprak deformasyonu, M: Mozayik, GG: Gelisme geriligi, DB: Damar bantlasmasi, LL: Lokal lezyon,
CLL: Klorotik Lokal Lezyon, AB: Ayakkabi Bag1 Simptomu, K: Kloroz, -: Simptomsuz

Cizelge 4.1 egore, farkl 1 donemlerde tekrarlanan mekanik inokulasyon
caligmalar1 sonunda, kullanilan ZYMV-FM kodlu ZY MYV izolat 1, Nicotiana rustica,
N. glutinosa L., N.benthamiana ve N. tabacum bitkileri Gzerinde herhangi bir

simptom olusturmamustir. Bunakarsilik, kavun ve hiyar bitkisi Uzerinde, yapraklarda
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deformasyon, mozayik, kloroz ve damar bantla smasi smptomlar ile birlikte bitkide
genel bir gelisme geriligi gbzlenmistir (Sekil 4.8, 4.9, 4.10 ve 4.11). Kabak bitkisinde
bu ssmptomlar daha siddetli ve belirgin olarak ortaya¢ 1kmis veileriki a samalarda
bunlarailaveten yapraklarda ayakkab 1bagi smptomu daortayac ikmustir (- Sekil
4.12,4.13, 4.14 ve 4.15). Karpuz bitkisinde ise, yapraklarda deformasyon, mozayik
ve kloroz simptomlart meydana gelmistir (Sekil 4.6 ve 4.7).

ZYMV-FM kodlu ZYMYV izolat indan Gomphrena globosa, Chenopodium
quinoa Wild. ve C. amaranticolor Costa& Reyn indikator bitkileri Uzerineyap 1lan
mekanik inokulasyonlar sonucundaise, yapraklarda lokal lezyonlar gbzlenmi stir
(Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18).

Mekanik inokulasyon yontemi ile ZYMV-FM bula stirilan indikator bitkiler
Uzerinde simptomlar, inokulasyonun yap 1ldig1 tarihten sonraki 7- 10 giin igerisinde
ortaya ¢ikmistir. Simptom ¢ 1kisy, ilk olarak kabak bitkisinde, dahasonras irasiyla

kavun, hiyar ve karpuz bitkilerinde gozlenmistir.

LiteratUrlerde ZYMV’ ninyabanc 1ot konukgusu olarak adlar 1 gecen ve
mekanik inokulasyon ¢cal 1ismalarinda kullan ilan G. globosa, C. quinoa Wild., C.
amaranticolor Costa & Reyn indikator bitkileri Gzerinde ilk simptom ¢ ks,
Chenopodium quinoa Wild.” da saptanm 1s ve daha sonra s rasiyla C. amaranticolor
Costa & Reyn ve Gomphrena globosa tizerinde gozlenmistir.

C. quinoa Wild. ve C.amaranticolor Costa& Reyn yapraklar 1 Gzerindeki
klorotik lokal lezyonlar inileriki a samalardakuruyup dokuldi gi fark edilmi stir.
Gomphrena globosa’ daise sadece lokal lezyonlar saptanm 15 ve herhangi bir

dokilme olmamustir.

Greber ve ark.” n 1n 1988y 1linda 5 familyadan 20 bitki tirl Gzerine ZY MV
bulastirarak yaptiklar: bir ¢al ismada; kullandiklar: test bitkilerinden C.amaranticolor
Costa & Reyn Uzerinde k irmizi lezyonlar, Citrullus sp.cv. EQus Uzerinde mozayik
simptomlar, Cucumismelo Uzerinde mozayik, clicele sme veklorotik nekrozlar,
Cucumis sativus Uzerinde mozayik ve Cucurbita maxima ve pepo lzerinde siddetli
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mozayikler meydana getirdi gini saptam islardir. Bu bulgular bu ¢cal  1smada ortaya
c¢ikan sonuclarla bagdagmaktadr.

Sekil 4.6. Karpuz bitkisi yapraginda deformasyon ve kabarciklar

Sekil 4.7. Karpuz bitkisi yapraginda mozayik simptomu
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Sekil 4.8. Kavun bitkisi yapraginda mozayik ve kabarciklar

Sekil 4.9. Kavun bitkisi yapraginda damar bantlasmasi ve mozayik
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Sekil 4.10. Hiyar bitkisi yapraginda mozayik ve deformasyon

Sekil 4.11. Hiyar bitkisi yapraginda mozayik ve damar bantlasmasi
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L

Sekil 4.12. Kabak bitkisi yapraginda kabarciklar

Sekil 4.13. Kabak bitkis yapraginda mozayik ve kabarciklar
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Sekil 4.15. Kabak bitkis yapragindaipliklesme ve deformasyon
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Sekil 4.16. Chenopodium quinoa Wild. bitkisi yapraginda
klorotik lokal lezyon

Sekil 4.17. C. amaranticolor Costa & Reyn bitkisi yapraginda
klorotik lokal lezyon
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Sekil 4.18. Gomphrena globosa bitkisi yapraginda lokal lezyon

4.3. Vektor ile Tasima Denemeleri

Bu tez cal ismasinda kullanilan ZY MV-FM kodlu ZYMYV izolat imin biyolojik
karakterizasyonu kapsam 1nda, yaprak biti  Myzus persicae ile kabak bitkilerine
yapilan vektor ta sima denemeleri sonunda, ZYMV-FM izolat 1min kabak bitkileri
Uzerine tasinmasi gergeklesmistir.

Uygulama tarihinden sonra peryodik olarak her giin takip edilen kabak
bitkilerinin yapraklar indata simadenemesininyap 1ldig: tarihten sonraki 5 giin
icerisinde simptom ¢ 1kis1 meydanagelmi  stir. Yaprak bitleri ile ZY MV-FM
bulastirilan bu kabak bitkilerinin yapraklar indadamar a¢ 1lmasiileba slayan
simptomlar mozayik, sararma, siddetli deformasyon ve ayakkab 1 bag: simptomlar 1
sekline donlserek devam etmistir (Sekil 4.19, 4.20).
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Sekil 4.20. Kabak bitkis yapraginda mozayik ve damar agilmasi

4.4.ELISA Testleri

Bu tez cal ismasinin farkl 1 asamalarinda kullanilacak olan ZYMV izolat 1nin
elde edilmesi amac 1yla, arazi ¢ 1kislart sonunda simptomatolojik olarak ZYMV ile
bulasik oldu gundan stiphelenilen 126 kabak, 4 kavun ve 1 karpuz olmak Uzere
toplam 131 kabakgil bitkisinden drneklemeler yap  1lmus vea 1nan bitki dokular 1
ELISA yontemiyle testlenmistir (Cizelge 4.2) .
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Cizelge 4.2. ELISA Testi Sonuglar:

Testlenen Bitki Turu

Saptanan Viras/ Virusler

infekteli Bitki Sayisi

Kabak

ZYMV

66

CMmVv

11

WMV

PRSV

SYe|\AY

a1

ZYMV+WMV

[N
w

ZYMV+PRSV

ZYMV+SqMV

ZYMV+CMV

CMV+WMV

WMV+SgMV

PRSV+SqMV

WMV+PRSV

CMV+SgMV

Kavun

ZYMV+SqMV

Karpuz

ZYMV

R A B O W N | O N W

TOPLAM

131

Cizelge 4.2 den de gorulece gi Uzere, testlenen 126 kabak drne  ginden 66°
sinin ZYMV, 11" ininCMV, 6 s inin WMV, 3’ tnin PRSV ve 5’ inin de SQMV

olmak Uzere toplam 91 6rne gin tek bir virisile bula sik oldugu saptanmistir. Geriye

kalan 35 kabak orne gindeise, kar 11k virlis infeksiyonu oldu gu gordlmustir. Buna
gore; bu drneklerin 13 G ZYMV + WMV, 3 0 ZYMV + PRSV, 2' s ZYMV +
SgMV, 5 1 ZYMV + CMV, 1" i CMV + WMV, 2 ss WMV + SgMV, 3 0 PRSV +
SgMV, 6 stWMV + PRSV ve 4’ i CMV + SgMV ile bulasik olarak saptanmustir.
Kavun bitkisinden alinan 4 drnekte ZYMV + SQMV kar1sik virts infeksiyonu

bulunurken, karpuz érneginin sadece ZYMYV ile infekteli oldugu saptanmustir.

Adanave Icdl illeriileba gliilcelerde ag 1k alanlar ile Ortli alt 1yeti stiricilik

yapilan yerlerden toplanan kabakgil drneklerdeki infeksiyon oranlar ina bakildiginda,
karigik virusinfeksiyonlar 1 harig, ZYMV’ nin %51.2, CMV’ nin %8.4, WMV’ nin
%4.6, PRSV’ nin %2.3 ve SQMV’ nin %3.8 oran
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yaptig1 saptanm stir. Bunlara ek olarak kar 151k infeksiyon gorilen bitkilerdeki en
yuksek infeksiyonoran  1%9.92 ile ZY MV+WMYV kar 151K infeksiyonunda
belirlenmistir.

Bunlardan ba ska, saks 1ve arazi denemelerinde Uizerine bitki aktivatori
uygulanan kabak bitkilerinden simptom gosterenler ve gostermeyenlerden al nan
bitki dokular 1 daELISA yontemi iletestienmi s ve simptom gézlenen bitkilerde
ZYMV-FM’nin varl 181 ortaya konulmu stur. Simptom géstermeyen bitkilerden
yapilan ELISA testleri sonucundaise herhangi bir infeksiyon varligi saptanmamustir.

Ayrica, mekanik inokulasyon galismalari sonunda, ZY MV-FM inokule edilen
kullanmlan indikator bitkiler de ELISA yontemi iletestlenmi s ve ba skabir virisle
bulasiklik olup olmad 1klarinabak ilmistir. Simptom gosteren indikator bitkilerin
sadece ZYMV-FM ilebula sik oldu gu saptanm istir. Belirti vermeyen indikator
bitkiler de ( Nicotianarustica, N. glutinosa L., N. benthamiana, N. tabacum ),
herhangi bir latent infeksiyonun bulunma olas 1l1g1 dikkate al inarak testlenmi's, fakat
bu bitkilerde ZYMYV infeksiyonu belirlenmemi stir. BOylece, mekanik inokulasyon
calismalarinda elde edilen sonuglar ELISA testleri ile dogrulanmustir.

Y aprak biti ile yapilan vektor tagima denemelerinin sonundaise ortaya ¢ ikan
simptomlu kabak bitkileri de yine ELISA yontemi ileyukar  1dabelirtilen ZYMYV,
CMV, WMV, PRSV ve SQMV'’ ye spesifik antiserumlar ile testlenmi s vebu
bitkilerin sadece ZYMYV ile bulasik oldugu saptanmustir.

4.5. Total RNA Ekstraksiyon Calismalari

RT-PCR1 slemlerinde kullan 1lacak olan total RNA’lar, ELISA testleri
sonucunda ZY MYV ile bulasik oldugu saptanan kabak bitkilerinin taze yapraklar indan
elde edilmi s ve TBE tampon ¢Ozeltisinde haz rlanan %1.5" luk agaroz jel
kullanilarak elektroforez yontemi ile testlenmistir.

Elektroforez i slemi 40V ak 1m at inda gergeklesstirilmis ve yap 1lan ko sum
islemi sonunda, ethidium bromid ile boyanan jel Gzerinde hastal 1kl1 bitkilerden elde
edilen total RNA’ lar gozlenmistir (Sekil 4.21).
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Total RNA
Bandlar:

—RCE L L

Sekil 4.21. ZYMV'’ nin agaroz jeldeki total RNA bandlari

4.6. RT-PCR Calismalari
4.6.1. RT-PCR Uygulamalari

Gunumizde bitki virolojisi alanindayapilan arastirmalarda yogun bir sekilde
kullanmilan molektler yontemlerden biri olan RT-PCR yontemi, butez cal  1smasinda
ZY MV’ nin saptanmasi ve molekiler karakterizasyonu amac 1yla optimize edilmis ve
ZYMV-FM izolat 1ilebula sik kabak bitkilerinden elde edilen total RNA’ lar
kullanilarak basar: ile uygulanmustir.

RT-PCR calismalarinda, ticari olarak sentezlettirilen,

1. PNIbF1- PCPR1 kodlu primer ¢ifti 1.2 bp’lik (Potyvirus)

2. FI -1778 kodlu primer ¢ifti 675 bp'lik (ZYMV-Zay 1f)
3. FR-1778 kodlu primer ¢ifti 675 bp’lik (ZYMV- Siddetli)
4. ZY -FR 26-1778 kodlu primer ¢ifti 1069 bp’lik (ZYMV - Siddetli)

5. ZYMV-F1-ZYMV-R1 kodlu primer cifti 250 bp'lik (ZYMV- Genel)

gen parcalarim cogaltilmak amaciyla kullanilmis ve 1, 4 ve 5 nolu primer ciftlerinde
beklenen band blyuiklukleri elde edilmistir (Sekil 4.22, 4.23).
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Bu primer ciftleri ile elde edilen RT-PCR sonuglar 1, ¢al ismada kullan 1lan
ZYMV-FM kodlu izolatin, potyvirts grubuna dahil ZYMV oldugunu ve ZYMV'’ nin
de siddetli izolat1 oldugunu gostermistir. Zira ¢alismada kullanilan 1 nolu primer gifti
potyvirus grubunu, 2 nolu primer ¢ifti ZYMV'ninzay  1f izolatlar im, 3 ve 4 nolu
primer ciftleri de ZYMV'nin siddetli izolatlar im saptamak amac 1yla kullanilmstir.
Elimizde bulunan bitki 6rne ginin ZYMV ile bula sik olup olmad 181 da, ZYMV’ nin
mol ekiiler tamsinda genel olarak kullanilan 5 nolu primer ile ortaya konulmustur.

Ayricamekanik inokulasyon ve vektor ta  simadenemeleri sonunda kabak
yapraklarinda sararma, mozayik, deformasyon ve ayakkab 1bagi simptomlar inin da
ZYMV infeksiyonu sonucu meydana geldigini RT-PCR yontemi ile dogrulanmustir.

A B C D E F

250 bp

Sekil 4.22. 5 nolu primer cifti ile yapilan RT-PCR sonuclari
A; Marker, B, D,F; ZYMV izolatlar

70



4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA AsimeFiliz CALISKAN

1.2 kb

Sekil 4.23. 1 nolu primer cifti ile yapilan RT-PCR
sonuclart A; Marker, B; ZYMV izolati

ZYMV'’ nin zay1f izolatlarinin saptanmasi amaciyla kullanilan 2 nolu primer
ciftiileyap 1lan RT-PCR ¢al 1smalarindaherhangi bir band gbzlenmez iken,
ZYMV’'nin siddetli izolat 1in saptanmas 1nda kullan 1lan 4 nolu primer ciftinde
istenilen band blydklt g (1069 bp) gozlenmi s, fakat net bir foto graf elde
edilememistir.

3 nolu primer cifti ileyap 1lan RT-PCR cal ismalarindaise, gerek total RNA
izolasyonu, gerekse PCR i sleminde uygun ko sullarin saglanmasi ve ayr icadegisik
PCR programlar1 ile farkl 1 oranlarda kimyasallar in kullanilmasina ragmen herhangi
bir band gozlenememistir.

RT-PCR cal 1ismalarinda kullan 1lan ve Promegafirmas 1ndan temin edilen
1kb’'lik DNA Marker’ 1nen di stk baz buyUklG gt 250-253 bp’ den ba slamaktave
10.000 bp’ ye kadar devam etmektedir.

Bu cal 1smada elde edilen sonuglar, Y ueh-Chwen Hsu ve ark. (2005)
tarafindan bildirilen sonuclar ile uyum icerisindedir. Ayn 1 arastiricilar, saflastirilmis
viral RNA'lar ile PNIbF1-PCPR1 ve ZY MV-F1-ZY MV-RL1 primer ciftlerini
kullanarak yapt iklart RT-PCR i sleminde potyvirislerinve ZYMV' ninvarl 181
saptamuslardir. Y aptiklar: bu ¢al isma sonucunda, agaroz jel elektroforez yontemi ile
potyvirtsler icin 1.2 bp’ lik band, ZYMV icinise 250 bp’ lik band gézlemislerdir.
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Ayrica (Herve HUET, Kisisel Gortisme)’ in, FI-1778, FR-1778 ve ZY -FR 26-
1778 primer ciftlerini kullanarak yapt 11 RT-PCR ¢al ismalarimin sonuglar1ile de bu
calismada elde edilen sonuglar aras inda bir paralellik vard 1r. Arastirici, yukar ida
ismleri verilen Primer ciftleri kullan 1larak ZY MV’ nin zay 1f ve siddetli izolatlarinin
aywrimint molekuler olarak yapabilmi s ve sirasiyla, 675 bp, 675 bp ve 1069 bp’ lik
bandlar elde etmistir.

4.6.2. 1C-RT-PCR Uygulamalari

RT-PCR yonteminin di ger bir versiyonu olan IC-RT-PCR ¢al 1smasi, bu tez
calismasinda vektor ta sima denemeleri sonunda el de edilen ve ssmptomatol ojik ve
serolojik olarak ZYMV ile bula sik oldugu saptanan drneklerin molekller tan 1sinda
kullanilmastar.

RT-PCR cal 1smasindan farkl 1 olarak bu yontemde total nikleik asit
izolasyonuna gerek kalmadan ham bitki ekstrakti materyal olarak kullanilmis ve PCR
tupleri dncelikle ZYMV' ye spesifik antibody ile kaplanmustir.

ZYMV-F1-ZYMV-R1 primer ciftleri kullan  1larak yap 1lan IC-RT-PCR
calismasi sonucunda beklenen by Ukl Ukte bandlar elde edilmi stir ( Sekil 4.25).
Y apilan agaroz jel elektroforez i sleminde kontrol olarak RT-PCR uriint de
kullanilmastar.

72



4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA AsimeFiliz CALISKAN

A B C D E F

250 bp

Sekil 4. 24. 5 nolu primer cifti ile yapilan IC-RT-PCR sonuclar:
A, Marker; B, C, E, F, IC-RT-PCR urund; D, RT-PCR
sonucu elde edilen PCR Uruni

4.6.3. RFLP Calhsmalari

ZYMV-FM izolatimn siddetli oldugunun saptanmasi amaciyla, 4 nolu primer
cifti kullan 1larak RT-PCR ¢al 1smalar1 yap 1lmis ve sonucunda, istenilen band
buy Ukl gl (1069 bp) elde edilmistir. Siddetli bir izolat oldugu saptanan ZY MV-FM’
nin yaprak bitleri ileta sinabildiginin de molekiler olarak ortaya konulmas 1igin
RFLP i slemi yUritdlma s, fakat bu RT-PCR Urdndnin miktar  1min az olmas indan
dolay1 net bir sonug elde edilememistir.

4.7. Dayanmkhhgin Uyarilmasa Calismalari

4.7.1. Saks Denemeleri

Bitkilerde dayanikliligin uyarilmasi ¢al ismalarinin bir bdlimi olan ve uygun
dozun ve zaman 1n belirlenmesi amac 1ileyap 1lan saks 1 denemeleri, dayan 1klilik
uyaricilar ACTIGARD, MESSENGER ve ISR-2000 kullan  1larak Bolim 3.2.9'da
belirtildigi sekilde yapilmustir.
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ACTIGARD, MESSENGER ve | SR-2000 uyguland iktan sonra 24, 48, 72 ve
96 saat sonra virls uygulamas 1 sonucu bitkilerde gozlenen simptomlar
inokulasyondan sonraki kontrol bitkilerinde ilk ssimptom ¢ 1kis tarihinden itibaren
degerlendirilmeye baslanmustir.

Kontrol (+) olarak kullan 1lan bitkiler tzerinde ilk simptomlar mekanik
inokulasyondan sonraki 7 gin icerisinde yapraklardadamar a¢ 1lmasi ve mozayik
seklinde gozlenmistir.

Kabak bitkilerine ACTIGARD uygulamas  1ndan 48 saat sonrayap ilan
ZYMV-FM inokulasyonu simptomun ¢ 1kis Siiresi Uzerine etkili olmu s ve kontrol
bitkilere gbre uygulamayap 1lan bitkilerde 15- 20 giin sireilesmptom ¢ 1kisinda
gecikme gozlenmistir. Bu bitki aktivatorinin, uygulamadan 24, 72 ve 96 saat sonra
yapilan ZYMV-FM bula stirmalarindaise, bitkilerde simptom ¢ 1kis zaman1 Uzerine
belirgin bir etkis olmad 181 Saptanm  1stir. Bu durumda, bitkide SAR’ n
tetiklenmesinin 48 saat icerisinde en Ust seviyeye ula stig1 ve ACTIGARD
uygulamasindan 48 saat sonra ZY MV-FM inokulasyonunun, SAR mekanizmas 1min
tetiklenmesi icin en uygun zaman aralig: oldugu ortaya konulmaktadir.

Kabak bitkilerine MESSENGER ve | SR-2000 uygulamalar 1nin her ikisinde
de 72 saat sonrayap 1lan ZY MV-FM inokulasyonu simptomun ¢ 1Kis stiresi (izerine
etkili olmus ve kontrol bitkilere gore uygulamayap ilan bitkilerde MESSENGER’ da
10 guin, ISR-2000" de 15- 20 giin siire ile ssimptom ¢ 1kig1 gecikmi stir. Bu bitki
aktivatorlerinin uygulanmas indan 24, 48 ve 96 saat sonrayap llan ZYMV-FM
bulastirmalarindaise, bitkilerde ssimptom ¢ 1kis zaman 1 Uzerine belirgin bir etkisi
olmadigi1 gozlenmi stir. Bitkide SAR’ 1n bitki aktivatorii uygulanmas 1ndan 72 saat
sonratetiklenerek en st seviyeye ula stig1 ve boylece MESSENGER ve I SR-2000
uygulamasindan 72 saat sonra ZY MV-FM inokulasyonunun, SAR mekanizmas 1nin

uyariimasi i¢in en uygun zaman aral1gi oldugu ortaya konulmustur.
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Sekil 4.25. ACTIGARD uygulamasindan sonra bitki gelisimi

Uygulanan bitki aktivatorlerinin bitki gelisimi Uzerine etkilerine bakildiginda;
ISR-2000 uygulamas1nin 24, 48, 72 ve 96 saat de  gerlendirmeleri, bu aktivatdrin
bitkilerin blyimeve geli  smesi tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldu gunu
gostermistir. ACTIGARD uygulamalar 1mn 48, 72 ve 96 saat de gerlendirmeleri
olumlu bulunmus, bunara gmen MESSENGER uygulamalar 1nin 48, 72 ve 96 saat
degerlendirmeleri sonucu bu aktivatoriin bitki blytime ve gelismesi Uzerine ¢cok bariz
olmayan bir etki yaptigi gbzlenmistir (Sekil 4.25, 4.26, 4.27).
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Sekil 4.27. I SR-2000 uygulamasindan sonra

bitki gelisimi
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Kabak bitkileri Uzerine ZYMV-FM izolat 1imn bitki aktivatorlerinden 24, 48,
72 ve 96 saat sonra mekanik inokulasyon yontemi ile bula stirilmasi sonucu saptanan
infeksiyon oranlar 1 Cizelge 4.3 deverilmi  stir. Buna gore; kontrol bitkilerinde
infeksiyon orani yaklasik olarak %53- 86 aras inda saptanirken, aktivator uygulanan
bitkilerde ise, bu oran %0- 46 arasinda degismistir.

Kontrol bitkilerinde ilk smptom ¢ ikis1 meydanageldi  gi zaman bitki
aktivatorleri uygulanan bitkiler de gozlenmis ve infekteli bitki sayisi kaydedilmistir.

Eniyi sonug, ISR-2000 uygulamalar 1 yapilan kabak bitkilerinin 24, 48 ve 72
saat sonraZYMV-FM izolat 1ile mekanik inokulasyonu yap 1lan bitkilerden elde
edilmis ve gozlem yapilan tarihte herhangi bir bitki Gzerinde simptomatolojik olarak
ZYMYV infeksiyonu saptanmamustir.

Cizelge 4.3. Bitki Aktivatorlerinin infeksiyon Oram Uzerine Etkisi

Bitki Aktivatorleri ZYMV-FM infeksiyon Orani (%)
inokulasyonu
ACTIGARD 24 saat 27 (4/ 15 Bitki)
48 saat 14.28 (2/ 15 Bitki)
72 saat 20 (3/ 15 Bitki)
96 saat 20 (3/ 15 Bitki)
MESSENGER 24 saat 46.7 (7/ 15 Bitki)
48 saat 26.7 (4/ 15 Bitki)
72 saat 20 (3/ 15 Bitki)
96 saat 20 (3/ 15 Bitki)
ISR-2000 24 saat 0 (0/ 15 Bitki)
48 saat 0 (0/ 15 Bitki)
72 saat 0 (0/ 15 Bitki)
96 saat 13.3 (2/ 15 Bitki)
KONTROL 24 saat 66.66 (10/ 15 Bitki)
48 saat 80 (12/ 15 Bitki)
72 saat 53.33 (8/ 15 Bitki)
96 saat 86.66 (13/ 15 Bitki)
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4.7.2. Arazi Denemeéleri

Arazi kosullarinda, ACTIGARD, MESSENGER ve ISR-2000' in ZYMV’ ye
kars1 en etkili zaman 1nin belirlenmesi amac 1yla, saks1 denemelerine paralel olarak
yapilan arazi denemelerinde, bitki aktivatorleri uyguland iktan 24, 48, 72 ve 96 saat
sonraZYMV-FM uygulamas 1yap 1lmis ve kontrol bitkilerinde ilk simptom
cikisindan itibaren degerlendirmeler baslamustir.

Arazi denemelerinde kontrol olarak kullan 1lan kabak bitkileri Uzerindeilk
simptomlar, mekanik inokulasyondan sonraki 7 giin icerisinde yapraklarda damar
acilmasi ve mozayik seklinde gozlenmistir.

Buna gore; kabak bitkileri tizerine ACTIGARD uygulamasindan 24, 48 ve 72
saat sonrayapilan ZY MV-FM inokulasyonlarimn simptom ¢ikis stiresi Uizerine etkisi
olmus ve kontrol bitkilere gore uygulamayap 1lan bitkilerde 7- 8 giin kadar simptom
cikisinda gecikme gozlenmi stir. Bu bitki aktivatériiniin, uygulamadan 96 saat sonra
yapilan ZYMV-FM bula stirmalarindaise, bitkilerde simptom ¢  1kis sliresi Gizerine
belirgin bir etkisi olmamustir.

MESSENGER uygulamas 1nin 24 saat sonrayap llan ZYMV-FM
inokulasyonunun simptom ¢ikis siresi tzerine etkili olmu s ve kontrol bitkilere gore
uygulama yapilan bitkilerde 3- 4 giin kadar simptom ¢ 1kisinda gecikme gozlenmistir.
Bu bitki aktivatérinin, uygulamadan 48, 72 ve 96 saat sonrayap lan virus
bulastirmalarindaise, bitkilerde simptom ¢ 1kis siiresi Gzerine belirgin bir etkisi
olmamustir.

ISR-2000 uygulamasi ise, 24, 48, 72 ve 96 saat sonrayap  ilan ZYMV-FM
inokulasyonlarinin simptom ¢ikis stiresi Uzerine etkisi olmus ve kontrol bitkilere gore
uygulamayap 1lan bitkilerde 8- 10 giin kadar smptom ¢ ikisinda gecikme
gozlenmistir.

Kabak bitkileri Uzerine ZYMV-FM izolat 1imn bitki aktivatorlerinden 24, 48,
72 ve 96 saat sonra mekanik inokulasyon yontemi ile bula stirilmasi sonucu saptanan
infeksiyon oranlar 1 Cizelge 4.4." deverilmi  stir. Buna gore; kontrol bitkilerinde
infeksiyon oran1 yaklasik olarak %40- 67 aras inda saptanirken, aktivator uygulanan
bitkilerde ise, bu oran %0- 100 arasinda degismistir.
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Kontrol bitkilerinde ilk simptom ¢ kigt meydanageldi  gi zaman bitki
aktivatorleri uygulanan bitkiler de gozlenmis ve infekteli bitki sayisi kaydedilmistir.

Eniyi sonug, ACTIGARD ve I SR-2000 uygulamal ar 1yap 1lan kabak
bitkilerinin 24 saat sonraZYMV-FM izolat  1ile mekanik inokulasyonuyap 1lan
bitkilerden elde edilmi s vegbzlemyap 1lan tarihte herhangi bir bitki Gzerinde
simptomatol ojik olarak ZYMYV infeksiyonu saptanmamustir.

Bu aktivatorlerin 48 saat uygulamalar 1 daMESSENGER’ e gore, dahaiyi
sonug vermis ve ACTIGARD uygulanan bitkilerde infeksiyon orani %6.67 olur iken,
bu oran ISR-2000’ de %10 olarak saptanm stir. Di ger uygulamalar (72 ve 96 saat)
da MESSENGER ile karsilastirildigi zaman tmit var olarak gorilmektedir.

Cizelge 4.4. Bitki Aktivatorlerinin Infeksiyon Oram Uzerine Etkisi

Bitki Aktivatorleri ZYMV-FM infeksiyon Orani (%)
inokulasyonu
ACTIGARD 24 saat 0 (0/ 30 Bitki)
48 saat 6.67 (2/ 30 Bitki)
72 saat 23.33 (7/ 30 Bitki)
96 saat 26.66 (8/ 30 Bitki)
MESSENGER 24 saat 16.66 (5/ 30 Bitki)
48 saat 36.66 (11/ 30 Bitki)
72 saat 100 (30/ 30 Bitki)
96 saat 50 (15/ 30 Bitki)
ISR-2000 24 saat 0 (0/ 30 Bitki)
48 saat 10 (3/ 30 Bitki)
72 saat 23.33 (7/ 30 Bitki)
96 saat 13.33 (4/ 30 Bitki)
KONTROL 24 saat 40 (12/ 30 Bitki)
48 saat 63.33 (19/ 30 Bitki)
72 saat 46.66 (14/ 30 Bitki)
96 saat 66.66 (20/ 30 Bitki)
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4.7.3. Histokimyasal Boyamalarla Lignin Sentezinin Belirlenmesi

Saksi denemeleri sonucunda dayan 1kliligin uyar 1ldigi kabak bitkilerinden
alinan ve Bolim 3.2.9.3' de belirtilen yonteme goére lignin boyamas  1yap ilan kok,
gbvde ve yaprak dokular ~ 1in faz kontrast mikroskop alt inda 20X ve 40X
buyttmelerde incelenmesi sonucu; ACTIGARD uygulanan bitkilerde 48 saat sonra,
MESSENGER ve | SR-2000 uygulanan bitkilerde ise, 72 saat sonrayap 1ilan ZYMV-
FM inokulasyonunun, SAR mekanizmas 1nin uyar ilmast igin uygun zaman aral 181
oldugu histokimyasal boyamaile belirlenmistir.

Bitki aktivatori uygulanan bitkilerde, lignifikasyonun yo gunlugundave
dagiliminda farkl 1liklar gbzlenmistir. Lignin boyanmasinda; Phloroglucinol; HCl ile
reaksiyona girmekte ve lignin olu sum noktalar 11 sabitleyerek koyu turuncu veya
pembemsi bir renk almasini saglamaktadhr.

Aktivator uygulamas indan 24 saat sonra virts inokulasyonu yapilan bitkilerin
boyama sonuclar ina bak 1ldigi zaman MESSENGER' da lignin sentezinin en fazla
oldugu ( Sekil 4.29) vebunus  1rasiyla ACTIGARD ve ISR-2000° inizledi gi
gozlenmistir.

48 saat bitkileri incelendi gi zaman, MESSENGER’ daboyanma siddetinin
azaldigi ve ISR-2000 ile ACTIGARD uygulanan bitkilerde boyanma siddetinin
arttigi, bunun yaninda I SR-2000 uygulanan bitkilerden alinan dokularin daha dafazla
boyandig: tespit edilmistir.

Bu art 158, | SR-2000’ de uyarilma sonucu dahayeni baslayan lignin olusumuna
ragmen, diger uyaricilarda biriken ligninin siddetinin artmasi ve buna paralel olarak
ligninin yap1sinda bulunan ve Phloroglucinol ile reaksiyona giren Cinamil Aldehit
grubunun oksidasyonau gramasi ileyap 1sinin de gismes bu sebepten dolay 1da
Phloroglucinol spesifitesinin azalmasinin neden oldugu diisunilmektedir.

Bitki aktivatorleri uygulanan bitkilerde 72 saat ve 96 saat boyamal ar inda
herhangi bir farklilik gbzlenmemistir.

Dayan ikliligin uyar 1ldig1 bu bitkilerde infekteli dokulardainfeksiyon ve
reaksiyon yerlerinde sentezlenen lignin yogunlugu, saksi denemelerinden elde edilen
sonuclar: destekler niteliktedir. Bitkilerin elisitorler veya avirtlent fungal patojenler

ile uygulanmalar 1sonucu reaksiyon noktalar ~ indafenolik ve lignin benzeri
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materyallerin biriktigi bir¢cok arastiric: taraf indan bildirilmistir (Hornby ve Fitt, 1981,
Aigt, 1983; Stoltzenburg ve ark., 1984; Nicholson ve Hammerschmidt, 1992).
Abiyotik ve biyotik uyar 1cilarla dayan 1kliligin uyar 1ldig: bitkilerde, bitki hticre
duvarindafenolik bile siklerden lignin olu sumu, hiicre duvar 1min mekanik giicini
arttirmaktadir. Bitki hiicre duvarlar inda sentezlenen lignin olu sumlari, histokimyasal
boyamalar ile belirlenebilmektedir (Aist, 1983; Gahan, 1984; Biggs ve Miles, 1988;
Isaac, 1992; Vallet ve ark., 1996).

Patojene kar st bir duyarl 111k tepkimesi olan HR, bir¢ok ara stirici taraf indan
yillar 6nce konukeu bitki hiicrelerinde gbzlenmi s ve patojen infeksiyonu sonucu
konukgu bitkinin patojeni tan 1masinin ard indan, patojen ve konukgu bitki aras 1nda
uyumsuz bir ili skinin sonucundaolu stugu bildirilmi stir. Bu h 1zl1 hiicre 6lGmleri
patojenin infeksiyon noktas 1nda durdurulmas inda oldukca etkili olup, patojen
saldirisindan sonra ne kadar h 1zl1 hiicre 6limti olursa, bitki o kadar ¢ok infeksiyona
dayaniklilik kazanmaktad 1r (Dixon, 1986; Dixon ve Harison, 1990; Isaac, 1992).

’ |

Sekil 4.28. MESSENGER uygulanan bitkilerin mezofil hticrelerinde infeksiyon ve

reaksiyon yerlerinde ligninlesmis dokular (a,b,c: MESSENGER 24 saat
Y apraktaki Mezofil Hucrelerinde Lignin Boyanmasi, d: Kontrol )
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Uygun dozun belirlenmesi amac iylayap 1lan ¢al ismalardakullan 1lan doz
miktarlar1 sekil 3.4 deverilmi stir. Yapilan bu ¢al 1smada uygulanan dozlardan en
etkili olan1 firman in 6nerdi gi prosedire uygun olarak kullan 1lan doz olarak tespit
edilmistir. Uygulama dozunun yar 1sinda herhangi bir etki gozlenmemi s, fakat dozun
iki kat 1 uygulanm 1s bitkilerde fitotoksite meydanagelmi  stir. Doz uygulamas 1
yapilmis olan bitkilerden al 1nan dokular ileyap 1lan lignin boyamacal 1smalarinin
sonucuna bakildiginda; ACTIGARD datek uygulamayap ilan DOZ1, DOZ2, DOZ3
bitkilerinden yapilan lignin boyamasinda; DOZ1 ve DOZ2 arasinda fark gorilmemis,
DOZ3 de govde, kok ve yaprakta di ger uygulamalara gore boyanma siddetinin daha
fazla oldugu tespit edilmistir.

ACTIGARD’ in DOZ1, DOZ2, DOZ3 olarak I1. Defa uygulama yap ilan
bitkilerde lignin boyama sonucundaise; DOZ3' de boyanma siddetinin azald 11,
DOZ2 deeniyi sekildelignin sentezininolu stugu ve bunu DOZY' inizledi  gi
saptanmustir. [1. uygulamal 1 bitkiler ayn 1 sekilde tek uygulamayap 1lan bitkilere
oranla dahasiddetli boyamalara neden oldugu gozlenmistir.

I SR-2000 uygulanan bitkilerden yap lan boyamacal 1smalarinda; |I.
Uygulamal1 DOZ1, DOZ2, DOZ3 bitkilerinde; DOZ2' de boyanman 1nen siddetli
oldugu ve bunu DOZ1 ve DOZ3' Unizledigi tespit edilmistir.

ISR-2000 I1. Uygulamal 1 DOZ1, DOZ2, DOZ3 bitkilerinde lignin
boyamasinda; en iyi boyanman in DOZ2' deoldu gu ve bunu DOZ1 ve DOZ3 (n
takip ettigi gorulmustar.

[1. uygulamalarda tek uygulamayap 1lan bitkilere gore daha yiksek oranda
boyanma gorulmektedir.

MESSENGER uygulanan bitkilerde de; en etkili olan dozun firman n
Onerdigi doz oldugu saptanmustir.
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4.7.4. Histokimyasal Boyamalarla H,O, Sentezinin Belirlenmesi

Dayan ikliligin uyarildigi kabak bitkilerinde, infekteli dokularda infeksiyon ve
reaksiyon yerlerinde meydanagelen H 0, sentezi, DAB (3,3 *-diaminobenzidine)
testi ile Bolim 3.2.9.4" de belirtilen yonteme gore faz kontrast mikroskop alt  inda
20X- 40X buyttmelerde belirlenmi stir. Saks1 denemeleri sonucunda dayan 1kliligin
uyarildig: bitkilerden al inan kok, gbvde ve yaprak dokular 1 ile yapilan bu ¢al ismada;
ACTIGARD, MESSENGER, ISR-2000 uygulandiktan sirastyla 48, 72, 72 saat sonra
virtsinokulasyonunun, SAR mekanizmas 1nin uyar ilmasi igin uygun zaman aral 181
oldugu belirlenmi s ve dayan 1kliligin en yiksek seviyede uyar 1ldig: bu bitkilerden
alinan dokularda, H 2O, birikimi belirlenmi stir. H ;O, boyamasinda; DAB ileH ,0,
reaksiyona girmis ve peroksidaz varliginda kahverengi renge dontsmustuir.

Bitki aktivatori uygulanan bitkilerde, H 202 yogunlugundave da giliminda
farkliliklar gozlenmi stir. ACTIGARD uygulamas  1ndan 24 saat sonraviris
inokulasyonu yap1lan bitkilerden al 1nan bitki dokular indan yapilan DAB boyamas 1
sonucunda bu bitkilerde H,O; birikiminin var oldugu fakat siddetinin az oldugu ve bu
boyanmanin iletim demetlerinde olup yapraktaolmad 181 saptanmistir ( Sekil 4.30).
MESSENGER 24 saat bitkilerinde; H 20O, birikiminin iletim demetlerinde oldu gu
fakat siddetinin cok az ve bazi bolgelerde ortadan kalktigi1 gézlenmistir. 1SR-2000 24
saat bitkilerinde; H,O; birikimi olustugu fakat siddetli olmadigi gozlenmistir.
ACTIGARD 72 saatte govdede H 202 olu sumu varl 181 tespit edilmi s fakat
yaprakta saptanmam 1stir. Kullan 1lan bitdn bitki aktivatorlerinde eniyi H 205
birikiminin 72 saatte oldugu g6zlenmistir.

Doz uygulamas 1yap ilmig olan bitkilerden a nan dokulardan yap 1lan H 205
boyamasi ¢al ismalarina bakildiginda; 1SR-2000 tek uygulamayapilan DOZ1, DOZ2,
DOZ3 hitkilerinden a 1nan yaprak dokusundan haz 1rlanan preparatlarda; yaprakta
tam bir boyanmaolmad 181 fakat iletim demetlerinin boyand 1g1 gordlmu star.
Uygulanan di ger dozlak 1yaslaDOZ 2’ deH >0, birikiminin dahafazlaoldu gu

gozlemlenmistir.
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ISR-2000 I1. defa uygulamayap lan DOZ1, DOZ2, DOZ3 hitkilerinde; iletim
demetlerinden hazirlanan preparatta; DOZ2 ve DOZ3' de H ,0, boyanmas: olduguna
fakat DOZ1' de highir boyanma belirtisine rastlanmamustur.

ACTIGARD tek uygulamayap 1lan DOZ1, DOZ2, DOZ3 hitkilerinde;
gbvdeden alinan preparatlarda; DOZ1 ve DOZ2' de H,0O; birikimi gordlmemis fakat
DOZ3 bariz bir sekilde boyanma gozlenmistir.

ACTIGARD II. defauygulamayap 1lan DOZ1, DOZ2, DOZ3 hitkilerine
bakildiginda; DOZ1' dell. uygulamadan dolay 1boyama siddeti fazlalastigi, DOZ2
ve DOZ3 arasindaise herhangi bir fark olmad1g1 fakat DOZ2' nin daha etkili oldu gu

gozlenmistir.
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Sekil 4.29. Bitki aktivatori uygulanan bitkilerde olu san H O, birikimi (a: Kontrol,
b: ISR 2000 72h Iletim Demetleri, c:1SR 2000 72h iletim Demetleri, d: ISR 2000
72h Kok, e ASM 72h Iletim Demetleri, f: Messenger 72h Iletim Demetleri, g: ASM
DOZ 3 Mezofil hiicreleri, h: ASM 96h iletim Demetlerinde H,O, birikimi).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu cal ismadakullan ilan ZYMYV izolat 1mn bulunmastiginyap ilan survey
yerleri olan Adanave Mersinilleri ile gevresi, sebze ve meyve yeti stiriciligi igin
uygun iklim ko sullarinave ekonomik yap 1yasahiptir. Uriinge sidinin cok geni s
oldugu bu bolgelerde birgok zararl 1ve hastal 1k etmeni biyuk kay  iplarayol
acmaktadir. Bu hastal 1k etmenleri igerisinde virtsler, gerek kimyasal miicadele
yontemlerinin bulunmamasi, gerekse vektérler yardimiyla cok uzak ve genis alanlara
kolayca yayilabilmeleri yliziinden ayr1 bir 6neme sahiptirler. Bunlarailaveten, vektor
bocekler ile yap 1lan kimyasal miicadelenin de virislerinyay 1lmasim engellemede
cok etkili olmamasi, bu hastalik etmenlerinin énemini daha da arttirmaktadir.

Kabakgil Uretimi icinde zarar veren virts hastal 1klarindan en 6nemlilerinden
biri ZYMV’dir. Uzuny  1llardan beri bu viris hastal 181 Ulkemizde kabakgil
yetistiriciligi a¢ 1sindan oldukga 6nemlidir ve bu nemi son 'y illarda da gittikge
artmaktadir. Vektori olan yaprak bitleri arac  1higiylaetkili bir  sekilde cok geni s
alanlara kolaycatasinabilmes ve tim kabakgiller ile baz 1 yabanci otlar dahil olmak
Uzere cok geni s konukcgu dizisine sahip olmas 1 bu hastal 1k etmeninin énemini daha
da arttirmaktadir.

Ozellikle kabak alanlar inda, ekonomik anlamda biiyik kay 1plara neden olan
ZYMV'’ye kar s1 mucadele edebilmek igin ¢e sitli kilttrel onlemler al inmalidir. Bu
virts eimeninin ¢ikisi ve yay ilmasinin (mekanik yollarla veya vektorler arac 1l1giyla)
engellenmesine yonelik olarak alinabilecek bu dnlemlerin belirlenmesi icin, dncelikle
hastalik etmeninin saptanmasi ve kesin tan 1sinin yapilarak yayginlik oraninin ortaya
konulmasi gerekmektedir.

Bu calisma, ZYMV'nin Adanave Mersin illeri ile gevresinde; survey yap 1lan
kabak, karpuz, kavun ve hiyar yetistirilen alanlarda saptanan bir izolat imin biyolojik,
serolojik ve molekiler yontemler kullan 1larak saptanmasi, tanilanmasi ve uygulanan
cesitli bitki aktivatorleri ile bu virlse kar s1 kabak bitkilerinde sistemik kazand irilmis
dayanikliligin (SAR) tesvik edilerek bu virtsin bitkideki ekonomik zarar inin en aza
indirilmeye calisiimas: amaciyla yapil mistir.

86



5. SONUCLAR VE ONERILER Asime Filiz CALISKAN

Bu calismada elde edilen sonuglar asagidaki sekilde 6zetlenmistir.

1. Yapilan surveylerde, 126 kabak, 4 kavun ve 1 karpuz 6rne gi olmak Uzere
toplam 131 bitki 6rne gi toplanm 1s ve ELISA testine tabi tutulmu  stur. Testlenen
orneklerden 67 kabak (%51.2) bitkisinde ZYMV saptanm  stir. Toplanan kabakgil
ornekleri kabakgillerde hastal 1k yapan di ger virisere (PRSV, WMV, SgMV ve
CMV) kars1 daELISA iletestlenmi s vegeneli kar 1s1k infeksiyon olarak saptanan
orneklerde hastalik oram % 100 olarak hesaplanmistir.

2. ZYMV ile bulasik ve bu virtsin siddetli irkinin karakteristik simptomlarin
(yapraklarda deformasyon, mozayik veiplikle sme, meyvelerdes gil olu sumu ve
deformasyon) gosteren drneklerden bir tanesi bu cal 1smada kullan 1lacak izolat
(ZYMV-FM) olarak secilmis ve tasima denemesi ¢alismalarinda kullanilmstir.

3. Tasima denemesinde bu virisiin vektorlerinden biri olan  Myzus persicae
turt yaprak bitleri kullanilmis ve bu ¢al isma sonucunda saf ZY MV-FM simptomuna
sahip infekteli kabak bitkileri elde edilmi  stir. Daha sonrabu bitkiler, mekanik
inokulasyon, RT-PCR ve IC-RT-PCR ¢al ismalart ile bitki aktivatorleri ile
dayanikliligin uyarilmasi ¢calismalarinda kullamlmstir.

4. Mekanik inokulasyon ¢alismalarinda;

Secilenizolat , Cucurbita pepo, Cucumis melo, Cucumis sativus, Citrullus
lanatus test bitkilerinin yapraklarinda deformasyon, mozayik, damar bantla smasi,
bitkide bodurlasma, kloroz ve iplikle sme simptomlarina neden olmu stur. Diger test
bitkilerine gore en kisa siirede simptom kabak bitkis tizerinde gozlenmistir.

Chenopodium quinoa Wild.,, C.amaranticolor Costa& Reyn test
bitkilerinde; klorotik lokal lezyona, Gomphrena globosa test bitkisinde ise sadece
lokal lezyona sebep olmustur. Ayrica en geg sSimptom gosteren bitkidir.

Nicotiana rustica, Nicotiana glutinosa L., Nicotiana benthamiana, Nicotiana
tabacum test bitkilerinde herhangi bir simptom gézlenmemistir.

Buizolat ile asil1 kabakgil bitkilerde 4- 10 giin igerisinde simptom gézlenmi s,
bununlabirlikte di ger test bitkilerinde ise, 15- 21 giin gibi bir stirede simptom
¢ikisina neden ol mustur.
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5. ZYMV-FM izolatina ait total RNA elde edilmi s ve agaroz jel elektroforez
de gorunttlenmi stir. Bu preparasyonlar, potyvirlisler ve ZY MV’ ye spesifik
primerleri ile RT-PCR iletestienmi s ve beklenen blyukluklerde bandlar elde
edilmistir. Ayrica siddetli ve zayif izolata spesifik primerler kullanilarak yapilan RT-
PCR cal 1smasi sonundaZYMV-FM izolat 1min siddetli oldu gu molekiler olarak
Ssaptanmustir.

6. Tasima denemesi sonucunda elde edilen ssmptomlu bitkilerden al 1nan ham
doku ornekleri kullan 1larak yap 1lan IC-RT-PCR ¢al 1ismasindaZYMV'’ye spesifik
primerler kullanilmis ve yine beklenen biiytkltkte band elde edilmistir.

Boylece, bu cal ismailesony 1llardayapilan birgok cal ismadarutin olarak
kullanilan molekiler bir yontem, bdlgemizde de ZYMYV infeksiyonunu saptamak igin
basaril1 bir sekilde kullanilmistar.

7. Dayan ikliligin uyar 1lmasi ¢al 1smalari saks 1 ve arazi denemeleri olmak
Uzereiki kissmda yurutdlmustar.

Saksi denemelerinde; uygulanacak bitki aktivatorlerinin kullan 1lacak uygun
dozu ve uygulama zaman 1 belirlenmi s ve aktivator uygulanan bitkilerden lignin
sentezi ve H,O; birikiminin belirlenmesi amaci ile histokimyasal boyamalar yapilmis
ve faz kontrast mikroskoptabak 1larak resimleri ¢ekilmi stir. Boyamacal i1smalar
sonucunda aktivator uygulanan bitkilerde dayan 1kliligin te svik edildi gi veeniyi
uygulama zamaninin ACTIGARD igin 48 saat, MESSENGER ve ISR-2000 icinise
72 saat oldugu belirlenmistir.

Uygulanan bitki aktivatorlerinden ACTIGARD’  1n 48 saat sonrayap 1lan
ZYMV-FM inokulasyonunda simptom ¢ikisint 15-20 giin, MESSENGER’ da 72 saat
uygulamasinin 10 gtin, ISR-2000 72 saat uygulamas 1ndaise 15-20 gin geciktirdi gi
saptanmustir. Bu bitkilerde belirlenen infeksiyon oran  1inabak 1ldiginda, aktivator
uygulanan bitkilerde bu oran %0- 46 aras indayken kontrol bitkilerinde % 53- 86
arasinda degismistir.

Y apilan doz denemesi sonucunda; firman in dnerdi gi uygun doz ile bu dozun
yart miktar 1ileiki kat 1 kabak bitkilerine uygulanm 1s ve en uygun dozun firman 1n

Onerdigi sekilde uygulanan doz oldugu saptanmustir.
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Arazi denemelerinde; kullan ilan bitki aktivatorleriden ACTIGARD' 1n 24, 48

ve 72 saat uygulamas 1ndan sonrayap 1lan ZY MV-FM inokulasyonunda simptom
cikis stiresini 7-8 gin, MESSENGER’  1n 24 saat uygulamas 1ndan sonrayap 1ilan
ZYMV-FM inokulasyonunun 3-4 giin ve ISR-2000'in 24, 48, 72 ve 96 saat
uygulamasindan sonrayap 1lan ZYMV-FM inokulasyonunun 8-10 giin siireile
geciktirdigi belirlenmistir.

Arazi denemeleri sonucunda belirlenen infeksiyon oran 1 kontrol bitkilerinde
yaklasik olarak % 40- 67 aras 1inda saptan irken, aktivator uygulanan bitkilerde bu
oran % 0O- 100 arasinda degismistir.

Sonug olarak, bu gcal  1smada, kabakgil yeti stiriciligini s imirlayan ve etkin
mucadele yontemi bulunmayan ZY MV’ nin saptanmas 1vetan ilanmasi amac 1yla
kullanlan biyolojik, serolojik ve molekiler yontemler basar1 ile uygulanmustur.

Dayanikliligin uyar ilmasi ¢cal 1smalarindakullan 1lan bitki aktivatolerinin
uygulama zamanlar inin ZYMV simptom ¢ 1kisi veinfeksiyon oran  naetkisinin
oldugu saptanm istir ve bu ¢al 1smalarda elde edilen sonuclar 1n gelecekte tmit var
nitelikte oldugu gordlmastar.

Gelecekte yap 1lmasi planlanan ¢cal  1smalarda, bu ¢cal  1smada elde edilen
ZYMV-FM izolat iin dizi andlizlerininyap 1lmasivedi ger ZYMV izolatlar 1ile
aralarindaki farkliliklarin molekiler olarak ortaya konulmasi gerekmektedir.

Ayrica bu ¢cal 1ismada dayaniklilik tesvik edici olarak kullan ilan ve imit var
sonuglar veren bitki aktivatorleri ile ZYMV’ nin vektori olan yaprak bitlerine
spesifik insektisitlerin kombine edilerek kullan 1lmasi ve sonuclar 1nin
degerlendirilmesi de ara stirma konusu olu sturabilmektedir. Boylelikle, ZYMV’ nin
hem bitki biinyesinde bask 1 altinaa inmasi saglanacak, hem de vektorleriledi  ger
bitkilere tasinmas: engellenecektir.
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EKLER

Ek 1.

ELISA Testinde Kullamlan Tampon Cozeltiler

1. Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat tampon ¢ozeltisi)

8.0gr NaCl

0.2gr KH 2PO4

29gr Na oHPO,4.12H,0 veya
2.39gr Na oHPO4.7H,0
1.44. gr Na oHPO4. 2H,0
1.159gr Na 2HPO, (anhdrous)

0.2 gr KCl

0.2 gr NaN 3

Y ukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf sudaeritilippH’ s 10.1 N
NaOH veya 0.1 N HCI ile ayarlanmis ve 4 °C’ de saklanmustir.

2. Coating Buffer pH 9.6 (Kaplama tampon ¢ozeltisi)
1.59 gr Na 2CO3
2.93 gr NaHCO 3
0.2 gr NaN 3
Y ukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’ s ayarlanmis
ve 4 °C’ de saklanmustir.

3. Washing Buffer (Yikama tampon ¢ozeltis)
Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween- 20 ilave edilerek haz rlanmustur.
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4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon ¢ozeltisi)
Bir litrey ikama tamponu ¢ozeltisi icine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PV P-40)
ilave edilerek hazirlanmustir.

5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tampon ¢ozeltis)
Bir litre 6rnek tampon ¢ozeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave
edilerek hazirlanmustir.

6. Substrat Buffer pH 9.8 (Substrat tampon ¢ozeltisi)

97 ml Diethanolamine 800 ml saf suigineilave edildikten sonra 0.2 gr NaN
konmus ve HCl ile pH 9.8 e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmustir.
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Ek. 2

Total RNA Analizlerinde Kullamilan Soltsyonlar

Ekstraksiyon Buffer (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA pH. 7.0, 500 NaCl,
10mM 2. mercapto-ethanol (1/1000))

TrisHCI  2.4228 gr

EDTA 3.7224¢r

NaCl 5.844gr

Y ukardaki miktarlar 150 ml distile suicerisinde s rasiyla ¢ozilmui s pH
ayarlamasi yapilmis ve toplam hacim 200 ml” ye tamamlam istir. Daha sonra /1000
oraninda 2-Mercaptoethanol ilave edilmistir.

% 20 Sodium Dodecyl Silfate (SDS)
20 gr sodium dodecyl siilfate 80 ml distile su igerisinde ¢ozulmu S

ve hacim 100 ml’ ye tamamlanmustir.

Potasium asetate (CH3COOK) (5M)
49.075 gr potasium asetate 60 ml su igerisinde ¢oztlmis ve volum 100 ml ye

tamamlanmustur.

Sodium asetate CH3;COONa(3M)
40.824 gr sodium asetate 60 ml su igerisinde ¢ozilmiu s ve volum 100 ml ye

tamamlanmustur.
% 70 lik Ethanol

70 ml %99’ luk ethanol ile 29 ml su kar istirlarak % 70 lik ethanol

hazirlanmustir.
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