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Kabakgil yeti ştiriciliği yap ılan alanlarda Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV) 
ekonomik kayıplara neden olan en önemli virüs hastal ıklarından biridir. Çal ışma; Adana ve 
İçel illeri ile çevresinde örtü alt ı ve aç ık alanda yeti ştirilen kabakgillerde saptanan ZYMV 
izolatının (ZYMV-FM) biyolojik, serolojik ve moleküler yöntemler kullan ılarak tan ısının 
yapılması ve bitki aktivatörlerinin ZYMV mücadelesinde kullan ım olanaklar ının 
araştırılması amacıyla 2006- 2007 yılları arasında yürütülmüştür. 

Araziden toplanan ve virüslü oldu ğundan şüphelenilen bitkiler, öncelikle ELISA 
yöntemi ile testlenmi ş ve hastal ık oran ı % 51.2 olarak hesaplanm ıştır. ZYMV ile infekteli 
olan örnekler içerisinde biri kodlanarak, mekanik inokulasyon ve vektör ile ta şıma denemesi 
çalışmalarında kullanılmıştır. 
 ZYMV ile infekteli test bitkilerinden total RNA ekstraksiyonu yap ılmış ve bunlar 
RT-PCR yönteminde kullan ılmıştır. Ayr ıca ham bitki ekstrakt ı kullan ılarak IC-RT-PCR 
yöntemi uygulanmıştır. Elde edilen PCR ürünleri agaroz jel elektroforez ile test edilmi ş ve 
beklenen band büyüklükleri gözlenmiştir. 
 Kabakgillerde ZYMV’ ye kar şı dayan ıklılığın uyar ılması çal ışmalarında ise, 
ACTIGARD, MESSENGER ve ISR-2000 bitki aktivatörleri kullan ılarak saks ı ve arazi 
denemeleri ile bu hastal ığa kar şı etkinlikleri belirlenmi ştir. ACTIGARD uyguland ıktan 48 
saat, MESSENGER ve ISR 2000 uyguland ıkta 72 saat sonra ZYMV uygulanan bitkilerde 
kontrol bitkilerine göre simptom çıkış süresinde farklılıklar gözlenmiştir.  

Yapılan histokimyasal boyamalar ile de; bitki aktivatörleri uygulanan bitkilerde 
teşvik edilmi ş dayan ıklılıktan dolay ı meydana gelen Lignin sentezi ile H 2O2 birikiminin 
varlığı saptanmıştır.    
 
Anahtar kelimeler: ZYMV, RT-PCR, Bitki Aktivatörü, 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 activators in control of 
ZYMV.  

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

Total RNA extraction was done from ZYMV infected test plants and used for RT-
PCR method. Morever, plant extract was used for IC-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 ISR-2000 on viral disease 
development were determined with pot and field experiments in order to induce resistance 
against ZYMV on squash. ZYMV inoculation after 48 hours of ACTIGARD applications 
and 72 hours of MESSENGER and ISR-2000 aplications were observed effective on 
symptom expression time compared to control plants.  

Lignification and H 2O2 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. GİRİŞ  
 

Çukurova Bölgesi’ nde, ekolojik ve ekonomik ko şulların uygun olmas ından 

dolayı, insan sa ğlığı ve beslenmesinde çok önemli bir yere sahip olan vitamin ve 

mineral maddeleri içeren sebzeler, yo ğun olarak üretilmektedir. Bunlar içerisinde 

kabakgil ( Kabak, kavun, karpuz ve hıyar) ve domates üretimi başı çekmektedir.     

2004 y ılı verilerine göre; Adana ili ve çevresi’ nde, 580 321 ton ile karpuz 

üretimi dikkati çekerken, kavun 67 678 ton ile ikinci s ırada yer alm ış, kabak üretimi 

de, 10 294 ton olarak gerçekle şmiş ve bu de ğeri 9 711 ton ile h ıyar üretimi takip 

etmiştir. İçel ili ve çevresinde ise, h ıyar üretimi 167 967 ton ile birinci s ırada yer 

alırken, bunu 66 638 ton ile karpuz ve 31 340 ton ile kabak takip etmi ştir 

(Anonymus, 2004).  

Bitki virüs hastal ıkları, diğer bitkilerde oldu ğu gibi, özellikle di ğer hastal ık 

etmenlerinden farkl ı olarak kimyasal mücadelesi olmamalar ı nedeni ile kabakgil 

yetiştiriciliğini tehdit eden en önemli problemlerden biri olarak kar şımıza 

çıkmaktadır. Bu hastal ık etmenleri bitkilerin normal geli şme düzenini bozmakta, 

anormal meyve olu şumuna neden olarak pazarlanabilir ürün miktar ını dü şürmekte 

veya meyve olu şumunu tamamen engelleyerek ekonomik anlamda büyük kay ıplar 

meydana getirmektedir.  

Kabakgillerde zararl ı 32 adet virüs ve virüs benzeri hastal ık etmeni rapor 

edilmiştir. Bunlar içerisinde; Kabak Sar ı Mozayik Virüsü (Zucchini Yellow Mosaic 

Virus, ZYMV), H ıyar Mozayik Virüsü (Cucumber Mosaic Virus, CMV), Kabak 

Mozayik Virüsü (Squash Mosaic Virus, SqMV), Karpuz Mozayik Virüsü II 

(Watermelon Mosaic Virus II, WMV II), Papaya Ring Spot Virus (PRSV) 

kabakgillere zarar veren önemli virüslerden baz ılarıdır (Lisa ve Lecoq, 1984; 

Purcifull ve ark., 1984).  

Bu virüsler içerisinde, Kabak Sar ı Mozayik Virüsü (ZYMV) kabakgil 

yetiştiriciliğini tehdit eden ve ekonomik olarak büyük ürün kay ıplarına yol açan en 

önemli virüslerden bir tanesidir (Lovisolo, 1980). 

ZYMV, ilk olarak 1981 y ılında İtalya’da saptanm ış (Lisa ve ark., 1981) ve 

daha sonra dünyanın kabakgil yetiştirilen birçok ülkesinden rapor edilmiştir (Nameth 
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ve ark., 1983;  Lesemann ve ark., 1984; Lisa ve Lecoq, 1984; Davis, 1986; Dolores 

ve Valdez, 1988).  

Ülkemizde ise, ilk olarak 1984 y ılında Davis ve Y ılmaz tarafından saptanmış 

ve daha sonra kabakgillerde ekonomik olarak önemli kay ıplara neden olan en yayg ın 

virüslerden biri durumuna geldi ği bildirilmiş ve üzerinde birçok çal ışma yapılmıştır. 

Yapılan survey çal ışmalarında, ELISA testi ile testlenen 75 örne ğin 58 tanesinde 

ZYMV infeksiyonu saptanmıştır (Yılmaz ve ark., 1992; Yılmaz ve ark., 1994). 

ZYMV, potyvirüs üyesidir ve k ıvrımlı ipliksi partiküllere sahiptir. 750 nm 

uzunlukta yakla şık 9600 nükleotidli tek iplikçikli RNA içermektedir. 36 kDa 

büyüklüğünde kılıf proteini vardır.  

Bu virüs hastal ığı, bula şık bitkilerde bodurluk, kloroz, deformasyon, 

mozayik, genç sürgünlerde iplikleşmeye ve çiçek azalmas ına neden olmakta ve buna 

bağlı olarak da ürün kayıplarına yol açmaktadır (Blua ve Perring, 1992).  

Başta Aphis gossypii ve Myzus persicae olmak üzere  Aphididae tak ımından 

birçok yaprak biti ile non-persistent olarak (Ullman, 1991) çok etkin ve kolay bir 

şekilde yay ılabilen ZYMV ile mücadele etmek için, vektörlere kar şı kimyasal 

mücadele uygulanmas ı, arazinin malç veya plastik örtülerle kaplanmas ı, ayr ıca 

transgenik bitki hatlar ının kullan ılması gibi yöntemler hastal ığı belirli oranlarda 

azaltmakta ve bir miktar pazarlanabilir kalitede meyve üretimi yap ılabilmektedir 

(Summers ve ark., 1995; Clough ve Hamm, 1995).  

ZYMV’ye karşı en ba şarılı sonuçlar ise, cross protection çal ışmalarında elde 

edilmiş ve ZYMV’nin zay ıf ırkı (ZYMV-WK) şiddetli ırka kar şı ba şarı ile 

kullanılmıştır (Wang ve ark., 1991). 

Bitki virüs hastal ıkları ile mücadele etmek amac ıyla, kültürel önlemler, 

kimyasal (vektör mücadelesi amac ıyla) ve fiziksel sava şım, karantina ve 

biyoteknolojik yöntemler kullanılmıştır. Son yıllarda ise, bunlara alternatif olabilecek 

kontrol yöntemleri üzerinde çalışmalar yoğunlaşmıştır. Özellikle fungal ve bakteriyel 

hastalık etmenlerine kar şı ba şarı ile uygulanan ve bitkinin do ğal savunma 

mekanizmasının uyar ılması esas ına dayanan ‘‘Sistemik Kazand ırılmış Dayan ıklılık 

(SAR; Systemic Acquired Resistance)’’ yöntemi viral etmenler için yap ılan 

çalışmalarda da ön plana çıkmaya başlamıştır.  
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İlk olarak 1933 y ılında Chester adl ı araştırıcı taraf ından bildirilen bu görü ş, 

bitkilerin do ğal savunma mekanizmas ının bir te şvik edici taraf ından uyar ılarak 

kendilerini patojen saldırılarına karşı korumalarına dayanmaktadır.  

Uyarılmış dayan ıklılıkta (IR); dayan ıklılığın sistemik olarak bitkinin 

uygulama görmemi ş k ısımlarına yay ılması Sistemik Kazand ırılmış Dayan ıklılık 

(SAR) olarak adlandırılmaktadır.  

Doğal savunma sistemini harekete geçiren bu te şvik edicilere bitki aktivatörü 

denilmektedir. Bitki aktivatörleri; bitkilerin do ğal savunma sistemlerini aktive eden, 

besin maddelerinden daha iyi yararlanmalarını sağlayan, stres koşulları ve benzeri dış 

etmen ve etkenlerden korunmas ı için yard ımcı olan ve/veya verimini ve ürün 

kalitesini olumlu yönde etkileyen do ğal ve/veya kimyasal güçlendirici, direnç 

arttırıcı, toprak yap ısını düzenleyici özellikleri olan ve bu özelliklerden birini veya 

birkaçını bir arada taşıyan maddelerdir.  

Günümüzde bitkilerde dayan ıklılığın uyar ılması çal ışmalarında, patojen 

olmayan fungus veya bakteri inokulasyonu, fungus veya mayalar ın hücre duvarından 

ekstrakte edilen oligosakkaritler gibi biyotik uyar ıcılar, Acibenzolar-S-Methyl 

(ASM), UV Işık, ISR 2000, Messenger, Crop- Set, Herbisitler, β Amino Butyric Asit 

(BABA) ve Salisilik Asit (SA) gibi abiyotik uyarıcılar kullanılmaktadır. 

Son y ıllarda çok yo ğun olarak çal ışılan ve salisilik asitin bir analogu olan 

Acibenzolar-S-methyl (ASM) uygulamas ı sonucu elde edilen te şvik edilmi ş 

dayanıklılık sayesinde, bitki korumada yeni bir koruma sistemi geli ştirilmiştir. 

Yapılan bir çal ışmada, ASM’nin kavun bitkisinde uygulamas ı, fungal bir patojen 

olan Colletotrichum lagenarium  ve viral bir etmen olan Cucumber Mosaic Virus 

(CMV)’ye karşı etkili olmu ştur. Aç ık alanda ve serada yap ılan bu çal ışmada, SAR 

sonucu, sistemik bir kitinaz birikimi gözlenmi ştir. ASM’ nin 50 veya 100 µg/ ml’ si 

sera denemelerinde, CMV’ nin yay ılımını s ınırlamıştır. Ayr ıca fungal etmene kar şı 

da tam bir koruma sa ğlamıştır. CMV’ nin bask ısı ortadan kalkt ığında, ASM’ nin 

meyve üretimi üzerine herhangi bir olumsuz etkisi saptanmam ıştır (Smith-Becker ve 

ark., 2003). 

ABD’ nin güneydo ğusunda domateslerde s ık s ık meydana gelen ve 

Frankliniella occidentalis  ve di ğer thrips türleri ile de ta şınan Tomato Spotted Wilt 
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Virus (TSWV)’ ın sebep oldu ğu lekeli solgunluk virüsü sorun olu şturmaktadır. 

Yapılan bir çalışmada, tarla denemeleri ile insektisitler, Acibenzolar-S-Methyl, siyah 

ve UV yans ıtmalı malçlar ın, çiçek thripslerinin canl ı populasyonu ve TSWV ‘nin 

yayılma oranı üzerine etkileri belirlenmiş ve mukayese edilmiştir. Siyah polietilen ve 

UV yans ıtmalı malç üzerinde yeti ştirilen domates alanlar ı, thrips kontrolü için 

insektisit uygulanm ış ve uygulanmam ış, ASM uygulamal ı ve ASM uygulamas ız 

parsellere bölünmü ştür. Bu çal ışma sonucunda, UV yans ıtmalı malç sistemi ile 

thripslerin kolonizasyonu ve bunun sonucu olarak TSWV’nin ilk infeksiyonu 

azaldığı ve siyah polietilen malçtan daha etkili oldu ğu saptanm ıştır. 2000- 2002 

yılları aras ında hastal ık bask ısının yüksek oldu ğu dönemlerde, ASM uygulamas ı 

TSWV’nin hastal ık şiddetini azaltm ıştır. Bu arazi denemelerinde, UV yans ıtmalı 

malç sistemi kullan ılan, ASM uygulanan ve insektisit at ılan ayr ı ayr ı parsellerde 

domates bitkilerinde TSWV oran ında etkili bir azalma saptanm ıştır (Momol ve ark., 

2004). 

Amerika’ n ın güneydo ğu bölgesinde TSWV, domates bitkisine ilaveten, 

biber, tütün, f ıstık üretimini de s ınırlayan en önemli faktörlerden bir tanesidir. Bu 

ürünler üzerinde TSWV’ nin etkisini azaltmak amac ıyla baz ı programlar 

geliştirilmiştir. Yerf ıstığı, domates ve biberde TSWV’ ye kar şı dayan ıklı kültür 

hatları geliştirilmiş, fakat tütün için henüz böyle bir hat bulunamam ıştır. Mandal ve 

ark. (2001) taraf ından yap ılan bir ara ştırma sonucunda; ASM ve/veya İmidaclorip 

uygulamasının tarla ko şulları alt ında bu hastal ığın zarar ını önemli ölçüde azaltt ığı 

ortaya konulmu ştur. ASM uygulamas ı ile elde edilen SAR’ ın bir sonucu olarak 

uygulama yap ılan bitkilerde dayan ıklılık mekanizmas ı meydana gelmi ştir. 

Başlangıçta elde edilen sonuçlarda SAR, ASM uygulamal ı tütün bitkilerinde 

patojene bağlı proteinler (PR)’ in seviyesini arttırmıştır. 

Teşvik edicilerin uygulanmas ı sonucunda bitkilerde biyokimyasal savunma 

reaksiyonları olu şarak, lokalize hücre ölümü (HR; Hypersensitive Reaction), 

lignifikasyon ve papilla olu şumu, patogeneze ba ğlı proteinlerin (PR) sentezi ile 

fitoaleksinlerin sentezi ve birikimi şeklinde çeşitli savunma mekanizmalar ı harekete 

geçirilmektedir. Bunlar içerisinde, lokalize hücre ölümü (HR) sonucunda, patojenin 

büyümesi s ınırlanmakta ve böylelikle konukçu bitki patojene kar şı dayan ıklı hale 
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gelmektedir. Di ğer bir ifade ile HR, patojen infeksiyonu sonucu patojenin girdi ği 

noktadan itibaren konukçu bitki hücrelerinin h ızla ölerek nekrotik bir durum almas ı 

sonucu patojenin bitki içerisinde yayılamaması olarak da ifade edilmektedir.   

Bitkilerde dayanıklılığı teşvik eden bitki aktivatörleri kullan ılarak, bitkilerde 

bulunan savunma mekanizmalar ının virüslere kar şı harekete geçirilmesi ve bunun 

pratikte uygulanabilirliği üzerine çeşitli araştırmalar yapılmış ve bitki aktivatörlerinin 

Tütün Mozayik Virüsü (TMV), H ıyar Mozayik Virüsü (CMV), Domates Lekeli 

Solgunluk Virüsü (TSWV) gibi baz ı virüslerin infeksiyonu, hastal ık şiddeti ve 

yaygınlığı üzerine etkisi ile di ğer baz ı kültürel uygulamalarla mukayese edilerek 

virüslerin mücadelesinde kullan ılma olas ılığı ara ştırılmıştır (Smith-Becker ve ark., 

2003; Momol ve ark., 2004). 

Yapılan bu tez çal ışmasında, ACTIGARD (Acibenzolar- S- Methyl Ester), 

MESSENGER (Harpin- EA) ve ISR-2000 gibi bitkilerde hastal ıklara kar şı 

dayanıklılığı ve bitkinin gelişmesini teşvik eden aktivatörlerin, kabak bitkisi üzerinde 

ZYMV infeksiyonu, simptom ç ıkışı ve hastal ık oran ı üzerine etkisi ara ştırılmıştır. 

Ayrıca bu çal ışmada kullan ılan ZYMV izolat ının biyolojik, serolojik ve moleküler 

tanısı ile karakterizasyonu yapılmıştır. 

Elde edilen bu ümit var sonuçlar ın, bundan sonra yap ılacak olan arazi 

çıkışlarıyla veya firmalar arac ılığıyla kabakgil üreticiliği yapan çiftçilere aktar ılması 

ve pratikte kullanılması sağlanacaktadır.      
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR  

 

2.1. ZYMV ile İlgili Önceki Çalışmalar   

 

ZYMV, potyvirüs grubunun bir üyesi olup (Hollings ve Brunt, 1981; Murphy 

ve ark., 1995), 750 nm uzunlu ğunda ipliksi partiküllere sahiptir (Lisa ve ark., 1981). 

Bu virüs yakla şık 9600 nükleoid uzunlu ğunda tek-iplikçikli RNA’dan ibarettir 

(Ballint ve ark., 1990).  

ZYMV, ilk olarak 1981 y ılında İtalya’da saptanm ış (Lisa ve ark., 1981) ve 

daha sonra dünyanın kabakgil yetiştirilen birçok ülkesinden rapor edilmiştir (Nameth 

ve ark., 1983;  Lesemann ve ark., 1984; Lisa ve Lecoq, 1984; Davis, 1986; Dolores 

ve Valdez, 1988).  

Meyve ve yapraklarda şiddetli deformasyon şeklinde simptomlara neden olan 

bu virüs hastal ığından dolay ı, baz ı ülkelerde %80 ve daha fazla oranlarda ürün 

kayıpları meydana gelmi ş ve kabakgil üretimi s ınırlanmıştır (Al-Shahwan, 1990; 

Stobbs ve Van Schagen, 1990). 

ZYMV, di ğer potyvirüslerde oldu ğu gibi yaprak bitleri ile non-persistent 

olarak taşınmaktadır (Lisa ve ark., 1981; Lecoq ve ark., 1991). M. persicae ve Aphis 

gossypii ZYMV’nin en önemli vektörleri olarak bildirilmi ştir (Lisa ve Lecoq, 1984; 

Purcifull ve ark., 1984; Castle ve ark., 1992). Bunlardan ba şka Macrosiphum 

euphorbiae, Aphis citricola , Aphis craccivora , Aphis spiraecola  ve Acyrthosiphon 

pissum’ da ZYMV’ yi değişik oranlarda taşımaktadır (Adlertz, 1987). 

 Katis ve ark., (2006) laboratuar ko şullarında yapt ıkları çal ışmada, kabak 

bitkilerine Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV) ta şıyabilme yeteneğinde olan 19 

tür yaprak biti kullanm ışlar ve bunlardan 16 türü ZYMV’ nin yeni vektörü olarak 

bulmuşlardır ( Aphis craccae, Aphis fabae, Aphis nerii, Aulacorthum solani, 

Brachycaudus cardui, Brevicoryne brassicae, Hyalopterus pruni complex, 

Hyperomyzus lactucae, Macrosiphoniella sanborni, Macrosiphum rosae, 

Metopolophium dirhodum, Myzus cerasi, Rhopalosiphum maidis, R. padi, Semiaphis 

dauci ve Sipha maydis ). Bu virüsün ta şınmasında bir yaprak biti bireyi bile etkilidir, 

fakat genelde ta şınma oran ı dü şüktür (%0.1- 4.2). Ara ştırmacıların yapt ıkları bu 
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çalışmada, Myzus persicae kontrol olarak kullan ılmış ve bu virüsün en etkili vektörü 

olarak saptanmıştır (bitki başına bir yaprak biti, %41.1). Hayhurstia atriplicis, Myzus 

ascalonicus ve Sitobion avenae  türleri ise, bu virüsü ta şımamıştır. Alt ı yeni vektör 

dışında dördü aç ık alanda testlenmi ş ve etkilerinden daha yüksek e ğilimde 

bulunmuşlardır. Kuzey Yunanistan’ daki kabak yeti ştirilen alanlarda yap ılan deneme 

sonuçları, vektör türleri ile ZYMV’ nin yay ılımı aras ında ba ğlantı oldu ğunu 

göstermiştir. İki yıllık deneme boyunca M. persicae, Aphis gossypii ve A. spiraecola 

en etkili yaprak biti vektörleri olmu ştur. ZYMV epidemiyolojisinde daha önceden 

bilinen türler ile yeni 16 tür yaprak biti vektörlerinin kombinasyonlar ının taşınmada 

etkili olduğu saptanmıştır.  

Summers ve ark. (1995); Clough ve Hamm (1995), ZYMV ile mücadele 

etmek için, vektörlere kar şı kimyasal mücadele uygulanmas ının, arazinin malç veya 

plastik örtülerle kaplanmas ı şeklindeki uygulamalar ın ve transgenik bitki hatlar ı 

kullanılmasının infeksiyonu belirli oranlarda azaltabildi ğini ve bir miktar 

pazarlanabilir kalitede meyve üretildi ğini bildirmi şlerdir. Bunlara ilaveten, Al- 

Shahwan ve ark. (1995), ZYMV’ ye kar şı elde edilen dayan ıklı bitki hatlar ının bir 

kısmının gerçekte tolerant oldu ğunu, baz ılarının da virüsü bünyesinde 

bulundurduğunu, fakat sınırlandığı sonucunu elde etmişlerdir.  

ZYMV mücadelesinde en ba şarılı sonuçlar, cross protection çal ışmaları ile 

elde edilmiş ve ZYMV’ nin zay ıf ırklar (ZYMV-WK) şiddetli ırka kar şı ba şarı ile 

kullanılmıştır. Wang ve ark. (1991) yapt ıkları bir çalışmada, ZYMV’nin zayıf ırkının 

uygulandığı alanlarda, kontrol bitkilere göre 40 kat daha fazla pazarlanabilir ürün 

elde edildiğini bildirmişlerdir. 

Diğer virüs hastal ık etmenlerinde oldu ğu gibi, ZYMV’ nin biyolojik, 

serolojik ve moleküler düzeyde karakterizasyonu ve virüs izolatlar ının çeşitliliğinin 

ortaya konulmas ı, hastal ığa kar şı kullan ılacak olan mücadele stratejilerinin 

belirlenmesinde ve dayan ıklılık çal ışmalarında etkili olmaktad ır. Ayr ıca, antijenik 

farklılıklardan dolay ı te şhis yöntemlerinde ortaya ç ıkan problemlerin ortadan 

kaldırılması da gereklidir.  

Desbiez ve ark. (1996) yapt ıkları çal ışmada, Martinique adas ında farkl ı 

bölgelerden, farklı konukçular üzerinde 14 tane ZYMV izolat ı toplamışlar ve bunlar 
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arasında biyolojik ve serolojik olarak çok belirgin farklar oldu ğunu saptam ışlardır. 

Aynı araştırıcılar, 1992 y ılına kadar adada ZYMV epidemisinin gözlenmedi ğini, en 

azından virüsün meydana getirdi ği tipik simptomlara rastlanmad ığını, bu izolatlar ın 

adaya tohum veya infekteli bitki materyalleriyle veya vektörler yoluyla girmi ş 

olabileceğini bildirmişlerdir. 

Sidek ve ark. (1999) ise, iki Malezya izolat ını izole ettiklerini, bunlar ın 

konukçu bitkiler üzerinde çok az farkl ılıklar gösterdi ğini, k ılıf proteini 

nükleotidlerini ve aminoasit dizilimlerini mukayese ettiklerinde, k ılıf proteininin 9. 

ve 32. aminoasitlerinde fark olduğunu saptamışlardır.   

ZYMV, ülkemizde ilk olarak 1984 y ılında Davis ve Y ılmaz taraf ından 

saptanmış ve daha sonra kabakgillerde ekonomik olarak önemli kay ıplara neden olan 

en yayg ın virüslerden biri durumuna geldi ği bildirilmi ştir. Yap ılan survey 

çalışmalarında ELISA testi ile testlenen 75 örne ğin 58 tanesinde ZYMV infeksiyonu 

saptanmıştır (Yılmaz ve ark., 1992; Yılmaz ve ark., 1994). Daha sonra, Fransa’ da bu 

virüsün zayıf bir izolat ı bulunmuş (Lecoq ve ark., 1991) ve ülkemizde de ZYMV ile 

mücadele amac ıyla cross protection çal ışmalarında kullan ılmıştır (Y ılmaz ve 

ark.,1994). 

Mahgoub ve ark. (1997), Gezira Bölgesi’ nde (Sudan) 1993 y ılında; yaprak 

ve meyvede ciddi şekil bozukluğu gösteren kabak bitkilerinden al ınan örneklerden 

Zucchini Yellow Mosaic Potyvirusü izole etmi şler ve bu izolat ın (ZYMV-Su), İtalya 

ırkı ile ayn ı tip olmad ığını, fakat serolojik olarak çok yak ın akraba oldu ğu 

saptamışlardır. Ayn ı ara ştırıcılar, ZYMV’ nin konukçular ının genellikle 

Cucurbitaceae familyas ına ba ğlı bitkiler olmas ına ra ğmen, bu izolat ın Sudan’ da 

önemli olarak yeti ştirilen susam ( Sesamum indicum) bitkisinde sistemik infeksiyona 

neden oldu ğunu, dayan ıklı kavun çe şitlerinde mozayik simptomlar ı meydana 

getirdiğini ve Myzus persicae ve Aphis gossypii ile non-persistent olarak ta şındığını 

ortaya koymuşlardır.  

Shih-Shuh ve ark. (2001), 5 cDNA klonisinden belirledikleri, Zucchini 

Yellow Mosaic Virus Taiwan izolat ının (ZYMV TW-TN3) RNA genomundan 

nükleotid dizilim analizi yaparak, 3080 aminoasitlik kodsuz geni ş poly proteinlerin 

(ORF) varl ığını ortaya koymu şlardır. Bu TW-TN3 izolat ını, daha önce rapor edilen 



 
 
2.ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR                                                   Asime Filiz ÇALIŞKAN 

 9 

California (CA), Reunion Island (RU) ve Singapore (S) izolatlar ı ile 

karşılaştırdıklarında,  P1 proteinlerindeki aminoasitlerinin % 59.0- 93.2 aras ında 

benzerlik gösterdi ğini saptam ışlardır. TW-TN3 izolat ı, di ğer izolatlar ile 5’ UTR 

ucunda % 61.6- 83.3, 3’ UTR ucunda ise, % 90.4- 95.7 oran ında benzerlik 

göstermiştir. P1 proteinin yap ılan dizilim analizi sonunda ortaya ç ıkan filogenetik 

haritada, TW-TN3 izolat ı ile rapor edilen di ğer 6 ZYMV izolat ından 4’ ü aras ında 

önemli benzerlikler bulunmuştur. 

Prieto ve ark. (2001), 1995 y ılından beri Şili’ de bilinen ve ELISA testi 

kullanılarak saptanan ZYMV’ nin; otsu indikatör bitkiler üzerindeki simptomlara, 

immunospesifik elektron mikroskobu alt ında partikül morfolojisine ve 3’ ucundaki 

395 bp’ lik baz dizilimine göre ZYMV izolat ını tan ımlamış ve karakterize 

etmişlerdir. Kavun, karpuz ve kabakta üzerinde saptanan ZYMV Şili izolat ının 740 

nm uzunlu ğunda esnek ipliksi partikül yap ısında ve yakla şık olarak 36 kDa 

büyüklüğündeki bir protein yap ısında oldu ğu saptanm ıştır. Ayn ı ara ştırıcılar, 3’ 

ucundaki k ılıf protein geninin nükleotid dizilimi kar şılaştırıldığında, Connecticut ve 

Kaliforniya ırkı ile aşırı benzerlik gösterdiğini ortaya koymuşlardır.    

Greber ve ark. (1988), yapt ıkları çal ışmada, Avusturalya’ n ın dört farkl ı 

bölgesinden 6 kabakgil türünden Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV) izolatlarını 

elde etmi şler ve serolojik, elektron mikroskobu ve biyolojik olarak tan ılamışlardır. 

1986- 87 y ıllarında k ıyı bölgesi olan Queensland’ ın k ıyı şeridinde yapt ıkları 

surveylerde, güneydoğu Queensland, Bowen ve Ayr çevresi gibi önemli merkezlerde 

ZYMV’ nin spesifik patotiplerini saptam ışlar, fakat kuzeyde Townsvile ya da 

Rockhampton etraf ında ZYMV simptomuna rastlamam ışlardır. Patotiplerin 

ayırımlarını, kavun, Trichosanthes anguina  ve fasulye bitkileri kullan ılarak 

yapmışlardır. Ayr ıca, ZYMV’ nin 3 izolat ını, PRSV ve WMV’ nin kabakgil ırkları 

ile kar şılaştırmak amac ıyla, 5 familyaya dahil 20 konukçu bitki üzerine 

aşılamışlardır. Ara ştırıcılar, ticari olarak kabakgil yeti ştiriciliği yap ılan alanlarda 

kurdukları denemelerde yazl ık ve güzlük kabak ile h ıyar ve karpuzların ZYMV’ den 

en fazla etkilendi ğini ortaya koymu şlardır. Kabaktan elde edilen bir ZYMV 

izolatının tohum ve Aphis gossypii yaprak biti ile taşınabildiğini bildirmişlerdir. 
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 2003 y ılında Pakistan’ da geleneksel tar ım yöntemi ile kavun yeti ştirilen 

alanlarda bitkilerde sararma, yaprak k ıvırcıklığı ve deformasyon, damar aç ılması ve 

kontrol d ışı geli şme gözlenmi ş ve bu hastal ık % 100 ürün kay ıplarına neden 

olmuştur. 2004 y ılında benzer simptomlar ve kay ıplar ortaya ç ıkmıştır. Etmenin 

saptanması amacıyla, birkaç bölgeden infekteli bitki örnekleri toplanm ış ve CMV ve 

ZYMV’ye kar şı DAS-ELISA yöntemi ile testlenmi ştir. Örneklerin topland ığı 

bölgelerde kavun tarlalar ına yak ın yerlerde yeti ştirilen domateslerde dü şük oranda 

CMV saptanm ış, fakat kavunda rastlanmam ıştır. ZYMV, kavun bitkilerinden 

indikatör bitkiler üzerine (kavun, h ıyar ve Nicotiana benthamiana ) mekanik 

inokulasyon yöntemi ile ta şınmış ve a şılama yap ılan kavun fidelerinin genç 

yapraklarında ZYMV’ nin tipik simptomlar ı meydana gelmi ştir. Yayg ın kabakgil 

potyvirüslerinden Watermelon Mosaic Virus (WMV)’ ün konukçusu olan  Nicotiana 

benthamiana’ da herhangi bir infeksiyona rastlanmam ıştır. Bu kavunda hastal ığa 

sebep olan virüsün ZYMV oldu ğunu doğrulamıştır. ZYMV, Pakistan’ da kuzeybat ı 

bölgesinde toplanan örnekler üzerinde % 15 oran ında saptanmış ve daha önce rapor 

edilmesine rağmen bu çal ışmada infekteli kavun bitkileri rapor edilmemi ştir (Malik 

ve ark., 2006). 

İlk olarak 1973 y ılında İtalya’ da saptanan ve 1981 y ılında tan ımlanan 

Zucchini Yellow Mosaic Potyvirus (ZYMV), son on y ıl içerisinde tüm k ıtalarda 

teşhis edilmiş ve kabakgil yetiştiriciliğinde ekonomik anlamda en önemli virüslerden 

biri olmu ştur. ZYMV, hem yaprak bitleriyle non-persistent olarak, hem de yazl ık 

kabaklarda tohum ile ta şınabilmekte ve geni ş alanlara çok h ızlı bir şekilde 

yayılabilmektedir. ZYMV izolatlar ının biyolojik de ğişkenliği ile ilgili olarak; 

konukçu çe şitliliği, simptomatolojik ve yaprak bitiyle ta şınabilirliği göz önüne 

alınmıştır. En son yap ılan çalışmalarda moleküler ve serolojik özellikleri göz önüne 

serilmeye çalışılmıştır. Çapraz korunma yöntemi ile zayıf ırkının ZYMV’ nin şiddetli 

ırkına karşı etkili olduğu gözlenmiştir. Dayanıklı genler uygulanarak iyi agronomikal 

karakteristikler ile yeti ştiriciliklere yenilik getirebilecek kabakgil germplasmalar ı 

elde edilmiştir (Desbiez ve ark., 1997).   

 Fiziksel yap ısı ve mevcut biçimleri ile Zucchini Yellow Mosaic Virus 

(ZYMV) ve Watermelon Mosaic Virus (WMV)’ ün yay ılımında yaprak biti 
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vektörünün transgenik olmayan ZW-20H (geleneksel çeşit Freedom II) ve transgenik 

olan (ZW-20B) çe şitlerinde birbirini izleyen iki y ıl boyunca, ZYMV ve WMV k ılıf 

proteini genlerinin elde edilmesinde kullan ılmışlardır. Birinci virüs kayna ğından 

alınmış ve transgenik olan ve olmayan test bitkilerine mekanik inokulasyon yöntemi 

ile ZYMV ve/veya WMV bula ştırılmıştır. ELISA testlerinin sonucuna göre; bütün 

deneme alanlar ında transgenik bitkilerin hiçbiri ZYMV ve WMV infeksiyonunda 

sistemik simptomlar sergilememi ş, fakat baz ılarında lokalize olmu ş klorotik lekeler 

ve/ veya kabarc ıklar veya dü şük kar ışık infeksiyon oran ı; ZW-20H bitkilerinde %4 

(139 bitkiden 6’s ı) ve ZW-20B bitkilerinde %9 (139 bitkiden 13’ü) olarak meydana 

gelmiştir (Klas ve ark., 2006).  

Polonya’ da geleneksel yöntemlerle yeti ştiricilik yap ılan kabaklarda 2005 

yılının A ğustos ay ında yapraklarda sararma ve mozayik, ye şil meyvelerde sar ı 

noktalar gibi simptomlar gözlenmi ş ve simptom gösteren bitkilerden indikatör 

bitkiler üzerine yap ılan mekanik inokulasyonlar sonucunda, Citrullus lanatus, 

Cucumis melo, Cucumis sativus, C. pepo cvs. giromontiina ve patissoniana, C. 

maxima ve Nicotiana benthamiana  bitkilerinde sistemik infeksiyonlar meydana 

gelmiştir. Serada yetiştirilen ve virüs ile mekanik olarak infekteli kabak bitkileri (cvs. 

giromontiina) yapraklarında da şiddetli şekil bozuklukları ve bitkilerde bodurluk gibi 

simptomlar gözlenmi ştir. ZYMV ile mekanik olarak infektelenmi ş C. pepo cvs. 

giromontiina ve Nicotiana benthamiana bitkileri (DAS)-ELISA yöntemi ile 

testlenmiş ve daha sonra universal primerler kullan ılarak yap ılan (RT)- PCR 

testlerinde 1740 bp’ lik k ısımlar pGEM-T vektör içersinde ço ğaltılmıştır. Üç izolat 

tesadüfi olarak seçilmiş ve dizilimi yapılmıştır. 837 bp’ lik dizilim bütün k ılıf protein 

geninin uzunluğunu temsil etmektedir ve k ısım diğer ZYMV izolatlarının dizilimi ile 

karşılaştırılmıştır. İzolatlar aras ı genetik farkl ılıklar, Kimura’ n ın iki parametre 

methodu ile hesaplanm ıştır. Polish izolat ının (ZYMV- Zug) Avrupa’ dan daha çok 

Asya izolat ı ile yak ın akraba oldu ğu belirlenmi ştir. ZYMV- Zug izolat ı Çin’ den 

Shangdong ve Shanxi izolatlar ı ile %99 amino asit ve  %94 nükleotid benzerlik ve 

diğer ZYMV Avrupa izolatlar ı ile % 91-92 amino asit ve % 81-82 nükleotid 

benzerlik göstermiştir ( Pospieszny ve ark., 2007).    
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Slovakya ve Çek Cumhuriyetleri’nde 2001 ve 2006 y ılları arasında yazlık ve 

güzlük kabaklar ile h ıyardan toplanan 11 çe şitli ZYMV izolat ının biyolojik ve 

moleküler karakterizasyonu yap ılmıştır. Moleküler analizlerde, ZYMV genomunun 

hedeflenen 3 bölünmü ş genomik bölgesi [P1, P3 ve (Cter) NIb- (Nter) CP] 

çoğaltılarak izolatlar aras ında dü şük seviyede nükleotid de ğişkenliği gözler önüne 

serilmiştir. Filogenetik analizler, Slovakya, Çek ve di ğer Avrupa izolatlar ının CP 

geninin 5’ termal ucunda vurgulad ığı yak ın ba ğlantıya dayand ırılmıştır. ZYMV 

izolatlarının Merkez Avrupa içinde dü şük seviyedeki genetik farkl ılığı, Asya 

partiküllerinde di ğer co ğrafik bölgelerdeki izolatlar ile aras ındaki z ıtlıklar 

gözlenmiştir. Dizilim kar şılaştırması, şiddetli ve zay ıf ZYMV izolatlar ı aras ında P3 

proteinin N- terminal bölgesinde farkl ı bir aminoasidin olduğunu göstermiştir (Glasa 

ve ark., 2007). 

Patojenik olmayan bir zay ıf ırkın kullan ımı çapraz korumada bitki 

virüslerinin kontrolü için esasl ı bir yöntemdir. Üç aminoasidin de ğişikliği, 

Arg180→Ile180 (GA mutasyon), Phe205 →Leu205 (GB mutasyon) ve 

Glu396→Asn396 (GC mutasyon) Zucchini Yellow Mosaic Virüsü’ nün şiddetli 

ırkının (TW- TN3) helper component- protease’ nin (HC- Pro) korunan yap ısı; yeşil 

floresans proteinini ta şıyan infeksiyon yapabilen cDNA kolonileri taraf ından 

meydana getirilmektedir. İnfeksiyon yapabilme yetene ğinde olan tek, çift yada üçlü 

mutasyonları içeren her bir mutant lokal ve sistemik konukçularda denenmi ştir. 

Chenopodium quinoa bitkileri üzerinde GB mutant ı nekrotik lezyonlara, GA, GC ve 

GBC mutantlar ı klorotik lekelere ve GAB ve GAC mutantlar ı ise, lokal 

infeksiyonlara neden olmaktadır. Kabak bitkilerinde GA, GB, GC ve GBC mutantları 

hafif mozayiklere sebep olurken, GAC mutant ı küçük yaprak lekelerine neden 

olmuş, GAB mutant ı ise, dikkat çeken simptomlar olu şturmamıştır. Ayn ı zamanda, 

GAC mutant ı yaprak bitleri ile virüsün ta şınmasında tam bir çapraz korunma 

sağlamıştır ( Lin ve ark., 2006). 

Su kabağı (Cucurbita pepo L. Subsp. pepo var. Styriaca GREB.) fidelerine 48 

saat sonra yapay olarak hücrelerdeki glutathione içeri ğini arttırmak amacıyla, 1mM‘ 

lık OTC ( L-2-oxothiazolidine-4-carboxylic acid) uygulanm ış ve uygulamadan 10 

gün sonra bu bitkilere Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV) inokule edilmi ştir. 
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OTC uygulamasının ve ZYMV infeksiyonunun glutathione seviyesi üzerine etkileri, 

hücreler arası seviyede transmission elektron mikroskop (TEM) ile incelenmi ştir. Bu 

etkiler diğer bir test olan HPLC yöntemi ile kök, kotiledon ve ilk gerçek yapraklarda 

OTC uygulamas ından hemen sonra hücrenin farkl ı bölümlerinde glutathione 

seviyelerinin artmas ı ile ZYMV uygulanmas ında üç hafta sonra ya şlı ve genç 

yapraklar ile köklerde OTC uygulamas ının simptom geli şimi ve glutathione 

seviyeleri aras ındaki ili şkinin nas ıl oldu ğu incelenmi ştir. Immunocytological ve 

biokimyasal ara ştırmalar göstermi ştir ki, OTC uygulamas ından 48 saat sonra tüm 

araştırılan organlarda glutathione içeriği artmıştır. ZYMV inokulasyonundan üç hafta 

sonra glutahione seviyesindeki yo ğunluk infekteli yapraklarda bozulmam ış hücreler 

içinde genç yapraklarda belirgin bir şekilde art ış göstermi ştir. TEM ara ştırmaları 

köklerde glutathione miktar ının azald ığını göstermi ştir. Biokimyasal çal ışmalar; 

OTC uygulaması sonucunda ZYMV infekteli uygulama yap ılmamış bitkilere oranla 

% 41-51 oran ında ZYMV infekteli genç ve ya şlı yapraklarda glutathione seviyesinin 

yükseldiğini göstermiştir. Simptom gelişimi üzerine yap ılan değerlendirmelerde tüm 

uygulamasız ZYMV infekteli bitkilerde simptoma rastlan ırken, OTC uygulanm ış 

ZYMV infekteli bitkilerde % 42 oran ında simptom gözlenmi ştir. ZYMV 

partiküllerinin miktar ının OTC uygulamal ı ve ZYMV infekteli bitkilerdeki tüm 

organlar uygulamas ız ZYMV bitkilerindeki ayn ı organlar ile kar şılaştırıldığı zaman 

beş haftal ık periyodlar içinde ZYMV partiküllerinin miktar ında belirgin bir azalma 

gözlenmiştir. Bu çal ışmada, simptom görülen bitkilerde simptom geli şiminin 

geciktiği ve azald ığı gibi ZYMV simptomlar ını bastırmada OTC uygulamalar ının su 

kabağı bitkilerinde virüs içeri ğini azalt ırken glutathione içeri ğini yükseltmi ştir 

(Zechmann ve ark., 2006).     

Yardımcı ve ark., (2004), Isparta ilinde kabakgil tarlalar ında ZYMV 

hastalığının simptomlar ını gösteren yaprak ve meyve örnekleri toplam ışlar ve 

mekanik inokulasyon yöntemi ile test bitkilerine a şılamışlardır. Kabak bitkileri 

üzerinde sistemik simptomlar gözlenmi ş ve bu bitkilerden double-stranded RNA 

(dsRNA)’ lar CF-11 selüloz kromotografi yöntemi ile safla ştırılmıştır. Ayn ı 

araştırıcılar, ZYMV’nin hastalık oranını, Isparta’ da gezdikleri 20 kabakgil tarlas ında 
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hastalık simptomu gösteren bitkiler üzerinden hesaplam ışlar ve kabakgil tarlalar ında 

% 62.70 oranında, ZYMV infeksiyonu saptamışlardır.  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

2.2. Dayanıklılığın Uyarılması İle İlgili Önceki Çalışmalar 

 

 Bu çal ışmada ZYMV’ ye kar şı dayan ıklılığın uyar ılması çal ışmalarında bitki 

aktivatörü olarak kullanılan ACTIGARD, MESSENGER ve ISR-2000 hakkında bilgi 

ve çalışmalar aşağıda verilmiştir. 

Son y ıllarda çok yo ğun olarak çal ışılan ve salisilik asitin bir analogu olan 

Acibenzolar-S-Methyl (ASM) uygulamas ı sonucu elde edilen te şvik edilmi ş 

dayanıklılık sayesinde, bitki korumada yeni bir koruma sistemi geli ştirilmiştir. 

ACTIGARD (Benzo [1,2,3] thiadiazole-7-carbothic acid-methyl ester) Acibenzolar-

S-Methyl olarak bilinmektedir ve % 50 WG olarak formüle edilmiştir. 

MESSENGER; Erwinia amylovora ‘ dan izole edilmi ştir ve %3 Harpin Ea 

proteini aktif maddesini olu şturmaktadır. Düşük toksisite ve kal ıntı azl ığı nedeniyle 

harpin proteinleri fungusitlere kar şı alternatif olarak kullan ılabilmektedir. Bitkinin 

doğal savunma mekanizmasını harekete geçirmektedir.  

 MESSENGER’ ın etkisi dört aşamada meydana gelmektedir; 

1) Harpin proteinin bitki reseptörleri tarafından fark edilmesi, 

2) Bunun sonucunda birçok genin harekete geçmesi ve biyokimyasal yollar ın 

uyarılması, 

3) Dayanıklılık mekanizmasının aktif hale gelmesi, 

4) MESSENGER’ ın uygulamadan sonra hızlı bir şekilde bozulmasıdır.   

 Bu çal ışmada kullan ılan son aktivatör olan ISR-2000 ise; biyolojik, organik 

ve do ğal ekstraktlar formülasyonundan olu şan yeni bir üründür. Etkili maddesi; 

Lactobacillus acidophilus , maya ekstrakt ı, bitki ekstrakt ı ve benzoik asit 

içermektedir. Bitkinin kendisinde var olan ancak normal koşullarda her zaman ortaya 

çıkmayan doğal savunma mekanizmasını harekete geçirmektedir. 
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 ISR-2000 uyguland ığında hastalıkları iki şekilde kontrol etmektedir. 

 a) ISR-2000 uygulamas ı sonucunda ince bir tabaka, yapraklar üzerini 

kaplayarak birikir. Bu film tabakas ı hastal ık olu şturan patojenlerin bitki dokular ına 

tutunmasını zorlaştırır. Böylece, bitkide infeksiyon olu şumu sonucu görülen hastal ık 

belirtisi en aza indirilmiş olur. 

 b) Uyar ılmış Sistemik Dayan ıklılık (Induced Systemic Resistance) (ISR) 

gelişimi yoluyla hastalığın kontrolünde bitki direncini arttırır. ISR-2000, bitkiye atılır 

atılmaz, bitki üzerindeki reseptörler, bir patojen varl ığındaki gibi sinyal gönderirler 

ve istilacı organizmanın etkilerini en aza indirmek ve ileriki sald ırılara karşı koymak 

için savunma sistemini aktif hale getirir. Bitki, kimyasal bazen de fiziksel savunma 

sistemlerini ISR-2000 elisitörüne kar şı olu şturmaya ba şlar. Bitki ISR elisitörünü, 

bitkide var olan bu savunma sistemlerini geli ştiren bir patojen gibi tan ır. Bitki 

beklenen uyarının oluşması sonucu, daha sonra muhtemel bir patojen saldırısına karşı 

en üst düzeyde alarmda kal ır ve böylece patojenik istilaya kar şı kendini en iyi 

biçimde savunabilir.  Bu olay insanlarda olduğu gibi aşılama olarak da tanımlanabilir 

(İmmunizasyon). 

 ISR-2000’nin kullan ımında sonucunda; 

• Uyarılmış Sistemik Dayan ıklılık (Induced Systemic Resistance- ISR) 

gelişimi yoluyla, bitki direncini art ırarak farkl ı hastal ık sistemlerindeki 

bitki hastalıklarının kontrolüne yardımcı olmakta, 

• Enzim aktivitesi ile tohum ekimi, fide ve fidan şaşırtmasında olu şan 

stresin olumsuz etkilerini önlemekte, 

• Toprak ve rizosferdeki faydal ı bakteri popülasyonunu ve aktivitesini 

artırarak, optimum mikro besin emilimi sağlamakta, 

• Simbiyoz yaşamı desteklemekte (myczoeria), 

• Yapraktan fotosentez ve klorofil oluşumunu artırmakta, 

• Azot fiksasyonunu sa ğlayan bakteri popülasyonunun geli şimini te şvik 

eder ve düzensiz sulama ba şta olmak üzere don, gece gündüz yüksek ısı 
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farklılıkları gibi stres ko şullarının olumsuz etkilerinin giderilmesine 

yardımcı olmaktadır. 

Smith-Becker ve ark. (2003), yapt ıkları bir çalışmada, kavun bitkisinde ASM 

uygulamasının, Cucumber Mosaic Virus (CMV)’ye kar şı etkili oldu ğunu ve ASM’ 

nin 50 veya 100 µg/ml dozlar ında kullan ıldığı sera denemelerinde, CMV’ nin 

yayılımının s ınırlandığını saptam ışlardır. SAR sonucu, sistemik bir kitinaz birikimi 

gözlendiği ve aç ık alan ve sera ko şullarında yapılan bu çal ışmada, ASM’ nin meyve 

üretimi üzerine herhangi bir olumsuz etkisi ortaya çıkmamıştır. 

Momol ve ark. (2004),  tarla denemeleri ile insektisitler, Acibenzolar-S-

Methyl, siyah ve UV yans ıtmalı malç kullan ımının, çiçek thripslerinin populasyonu 

ve TSWV’ nin yay ılma oran ı üzerine etkilerini belirledikleri bir çal ışmada, UV 

yansıtmalı malç sisteminin, thripslerin kolonizasyonu üzerinde ve bunun sonucu 

olarak TSWV’nin ilk infeksiyonunda azalmaya sebep oldu ğunu saptamışlardır. Ayn ı 

araştırıcılar, UV yans ıtmalı malç sistemi kullan ılan, ASM uygulanan veya insektisit 

atılan domates bitkileri üzerinde TSWV infeksiyonu oran ında belirgin bir azalma 

olduğunu gözlemişlerdir. 

Mandal ve ark. (2001) taraf ından yürütülen bir çal ışmada, ASM ve/veya 

İmidacloprid uygulamas ının tarla ko şulları alt ında TSWV infeksiyonunun neden 

olduğu zararını önemli ölçüde azalttığı sonucu ortaya konulmuştur. ASM uygulaması 

ile elde edilen SAR’ ın bir sonucu olarak uygulama yap ılan bitkilerde dayan ıklılık 

mekanizması meydana gelmi ştir. SAR, ASM uygulamal ı bitkilerde patojene ba ğlı 

proteinler (PR)’ in seviyesini arttırmıştır. 

Chaowen ve ark. (2001)’ n ın Çin’de uzun y ıllar sar ımsak ekimi yap ılan 

alanlarda virüsleri kontrol alt ına almak amac ıyla yapt ıkları çal ışmada, üç farkl ı 

gübreleme protokolü ve bitki aktivatörü olan Harpin-EA uygulam ışlar ve yap ılan 

denemeler sonucunda; çiftçiler taraf ından uygulanan 1. gübreleme protokolünde, 

sarımsak çiçek sap ından elde edilen ürün miktar ının kontrolden daha fazla oldu ğu, 

araştırmacılar tarafından uygulanan 2. protokolde ise, sap ve di şlerin birbirine benzer 

şekilde erken ürün verdiği sonucunu elde etmişlerdir. Bu çalışma sonunda elde edilen 

veriler, gübreleme ya da Harpin-EA uygulamas ının sarımsak virüsleri üzerine etkisiz 
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olduğunu göstermi ş ve uygulamadaki bu ba şarısızlığın iklim ve uygulama 

dozlarından dolayı meydana geldiği bildirilmiştir.  

Song ve ark. (2001), nitrik oksit (NO) serbest bile şiklerinin tütün bitkilerinde 

TMV’ ye kar şı uyguland ığında, uygulamal ı yapraklar üzerinde meydana gelen 

nekrotik lekelerin uygulama yap ılmamış üst yapraklardakilerden çok daha küçük 

olduğunu gözlemi şlerdir. Ara ştırıcılar, TMV infeksiyonu sonucu meydana gelen 

lezyonların küçülmesi üzerinde NO serbest bile şiklerinden serbest kalan NO’nun 

etkili olduğunu ve NOC-18, diethylenetriamine, NO serbest bile şiğinden NO’ nun 

serbest bırakılması ile lezyon boyutunun değiştiği sonucunu elde etmişlerdir.   

Pappu ve ark. (2000a), bitki aktivatörü Actigard (Acibenzolar-S-Methyl)’ ın 

ve imidacloprid etkili maddeli insektisitin TSWV yayg ınlığına kar şı etkisini 

değerlendirdikleri çal ışmayı, Actigard, İmidacloprid, Actigard + İmidacloprid ve 

uygulamasız kontrol olmak üzere dört farkl ı alanda, K326 tütün çe şidini kullanılarak 

yapmışlardır. Bu çal ışmada, 5- 7 günlük iken şaşırtılan bitkilere, 2g ai/7000 bitki 

olacak şekilde Actigard ve 9.9g ai/1000 bitki olacak şekilde de imidacloprid 

uygulanmıştır. Tarla denemelerinde, 25g ai/A Actigard ve 22.7 g ai/A imidacloprid 

haftada 3 veya 4 kez uygulanm ıştır. Her iki haftada bir araziden toplanan kök ve 

yaprak örnekleri ELISA testi ile testlenmi ş ve bitkide TSWV’ nin varl ığı ve şiddeti 

saptanmıştır. TSWV’nin zarar ı uygulama yap ılmamış kontrol alanlarda %45 olarak 

saptanırken, di ğer alanlarda s ırasıyla, %26, %19 ve % 8 olarak ortaya ç ıkmıştır. 

Bütün uygulamalar, TSWV’ nin zararını azaltmıştır. 

Csinos ve ark. (2001), tütünde Admire ( İmidacloprid) ve Actigard 

(Acibenzolar-S-Methyl) uygulamalar ının TSWV zarar ını azaltt ığını ortaya 

koymuşlardır. Bu çal ışmada, TSWV’ nin varl ığı ELISA testi kullan ılarak 

değerlendirilmiş ve TSWV’ ye kar şı en ba şarılı uygulaman ın bulunmas ı 

amaçlanmıştır. Ara ştırma sonucunda, dikim öncesi ve sonras ında tütün bitkileri 

üzerine Actigard uygulamas ının simptom gösteren bitki say ısını belirgin bir şekilde 

azalttığı, Admire ve Actigard’ ın ikisinin birden kullan ımın ise, simptom gösteren 

bitkilerin say ısını daha da azaltt ığını saptam ışlardır. Araştırıcılar, Actigard oran ının 

artırılması ile fitotoksit etkinin görüldüğünü bildirmişlerdir. 
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Csinos ve ark. (2004), Actigard+ imidacloprid uygulanan veya uygulanmayan 

6, 8 ve 10 haftal ık tütün bitkilerini tesadüf bloklar ı deneme desenine göre arazi 

koşullarına şaşırtmışlar ve TSWV’ nin yüksek oranda ortaya ç ıktığını, yüzde olarak 

bitkilerin büyük bir ço ğunluğunu öldürdü ğünü ve ço ğu parsellerde üründe ciddi 

azalmalara neden olduğunu saptam ışlardır. Uygulama yap ılmayan en genç fidelerde 

en yüksek TSWV infeksiyonu ortaya ç ıkmıştır. Uygulama yap ılmayan ya şlı 

bitkilerde veya Actigard ve imidacloprid uygulanan tüm bitkilerde direnç eğilimi çok 

yüksek olmu ştur. ASM + imidacloprid uygulanan bitkilerin ürünleri, ayn ı ya ştaki 

uygulama yap ılmayan bitkilerden % 107 oran ında daha yüksek olarak saptanm ıştır. 

Bitkilerin ya şı art ıkça TSWV’nin şiddeti azalm ış ve ürün miktar ı artm ıştır. ASM+ 

imidacloprid uygulamalar ı hastal ığı azaltm ış ve tüm bitki ya şlarındaki ürün miktar ı 

artmıştır.  

Salisilik asit (SA), bitkide doğal olarak bulunan fenolik bir bileşiktir. SA’ nın 

bitkide büyüme ve geli şmeyi düzenlemenin yan ı s ıra, hastal ık ve zararl ılara kar şı 

bitkinin savunma mekanizmas ında sinyal görevi gördü ğü ve dayan ıklılığı te şvik 

ettiği belirlenmi ştir. Dayan ıklı bitkilerin, patojen sald ırısına maruz kald ıklarında 

duyarlı bitkilere oranla daha yüksek oranda SA sentezledikleri bildirilmi ştir (Raksin, 

1992).  

Gaffney ve ark. (1993), salisilik asit (SA)’ in sistemik dayan ıklılıktaki rolünü 

araştırmak için, tütün bitkileri üzerine SA’ y ı katekol’ a dönü ştüren salisilat 

hidroksilaz enzimini kodlayan geni transfer etmi şlerdir. Ara ştırıcılar, katekol’ un 

dayanıklılığı te şvik etmedi ğini, SA biriken bu bitkilerde TMV’ye kar şı sistemik 

dayanıklılığın oluşmadığını ve SA’ n ın sistemik dayan ıklılığın gelişimi için mutlaka 

gerekli olduğu sonucunu saptamışlardır. 

Teşvik edilen dayan ıklılıkta, biyokimyasal savunma reaksiyonlar ı olu şarak 

savunma mekanizmas ı harekete geçirilmektedir. Bunlar; Hypersensitive Reaction 

(HR; Lokalize Hücre Ölümü), Lignifikasyon ve Papilla Olu şumu, Patogeneze Ba ğlı 

Proteinlerin (PR) Sentezi, Fitoaleksin Sentez ve Birikimi olarak sıralanabilir. 

Birçok konukçu- patojen interaksiyonunda patojen sald ırısına karşı konukçu 

hücre duvarlar ında dayan ıklılığı güçlendirici savunmaya ba ğlı bile şikler üretilir ve 

depolanır.  
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Bitkilerde avirülent fungal patojen veya elisitör uygulanmalar ı sonucu 

reaksiyon noktalarında; kalloz, lignin ve suberin içeren fenolik bile şikler,  fenolik ve 

lignin benzeri materyaller, aminoasit hidroksi prolince zengin glikoproteinler 

(HRGP), kalsiyum gibi mineral elementlerin birikti ği birçok ara ştırmacı taraf ından 

bildirilmiştir.   

Çoğu konukçu-patojen interaksiyonlar ında, k ısa sürede gerçekle şen 

olaylardan biri de, saldırıya uğramış konukçu bitki hücrelerinde hızlı ve geçici olarak 

aktive edilen ve Hipersensitive Reaction (HR)’ da rol oynayan aktif oksijen türlerinin 

(AOS, Active Oxygen Species) üretimidir. Konukçu-patojen interaksiyonlar ında, 

Superoxide anion O2, hydroxyl radikal OH ve hidrojen peroksit (H 2O2) yaygın olarak 

gözlenmiştir (Kauss ve ark., 1993; Goodmann ve Novacky, 1994; Shirasu ve ark., 

1997). Aktif oksijen türlerinden H 2O2’ nin, bitkide PR proteinlerinin sentezine ve 

fitoaleksin üretimine neden olarak SAR mekanizmasını tetiklediği bildirilmiştir. SAR 

mekanizmasının anahtar bir bileşiği olan SA, hücrede katalaz enzimini inhibe ederek 

ortamda H2O2  oluşumunu arttırmaktadır (Raksin, 1992; Chen ve ark., 1993; Low ve 

Merida, 1996). 

Günümüzde kimyasal mücadeleye alternatif olabilecek kontrol yöntemleri 

üzerinde çal ışmalar yo ğunlaşmıştır. Özellikle bitkilerde hastal ıklara kar şı 

dayanıklılığın uyar ılması (Induced Resistance) konusunda çok say ıda ara ştırma 

yapılmıştır. Uyar ılmış dayan ıklılıkta amaç, bitkilerin savunma mekanizmalar ını 

önceden aktive ederek patojen sald ırısına kar şı haz ır hale getirmektir. Uyar ılmış 

dayanıklılıkta etmen bitkinin nekroz bölgesinin etraf ında lokalize olmu şsa lokal 

kazandırılmış dayan ıklılık (LAR; Localized Acquired Resistance), dayan ıklılık 

sistemik olarak bitkinin uygulama görmemi ş k ısımlarına yay ılırsa sistemik 

kazandırılmış dayan ıklılık (SAR; Systemic Acquired Resistance) olarak adland ırılır 

(Ramussen ve ark., 1991; Hammerschmidt ve Smith-Becker, 1999). Dayan ıklılığın 

uyarılmasına (IR) yönelik olarak günümüze kadar olan çal ışmalarda, patojen 

olmayan fungus, bakteri, fungus veya mayalar ın hücre duvar ından ekstrakte edilen 

oligosakkaritler gibi biyotik uyar ıcılar, Acibenzolar-S-Methyl (ASM), herbisitler, β 

Amino Butyric Asit (BABA) ve Salisilik Asit (SA) gibi abiyotik uyar ıcılar 

kullanılmıştır. Özellikle bitkilerde geli şmeyi düzenleyici Rhizobakterilerin (PGPR) 
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tohum veya topra ğa uygulamas ıyla bitkilerde SAR mekanizmas ının aktive edildi ği 

ve patojen infeksiyonlar ına kar şı önemli oranda koruma sa ğlandığı bildirilmi ştir. 

(Tüzün ve ark., 1986; Weller, 1988; Tüzün ve Kloepper, 1995; Van Loan ve ark., 

1998; Hammerschmidt ve Smith-Becker,1999; Tüzün ve Bent, 1999).  

Günümüze kadar olan çalışmalarda, dayanıklılığın uyarılması (IR)’na yönelik 

olarak patojen olmayan fungus, bakteri gibi biyotik uyar ıcılar veya UV, herbisitler, β 

-amino butyric asit (BABA) ve salisilik asit (SA) gibi abiyotik elisitör olarak 

isimlendirilen uyar ıcılar kullan ılmıştır. Biyotik ve abiyotik uyar ıcıların uygulamas ı 

ile bitkilerin patojen infeksiyonu varm ış gibi tepki göstererek dayan ıklılığı 

sonuçlayan savunma mekanizmalarını aktive ettiği bildirilmiştir (Kuc, 1987).  

Konukçu bitkilerde bulunan dayan ıklılık mekanizmas ını harekete geçiren 

uyarıcılara elisitör ad ı verilmektedir. Abiyotik ve biyotik uyar ıcılarla patojen ve 

konukçu bitkideki reseptör etkile şimi aktif hale geçirilmekte ve bunun sonucunda, 

konukçuda bulunan ve dayan ıklılığı yöneten dayan ıklılık genleri harekete 

geçmektedir (Hahlbrock ve Scheel, 1987; Isaac, 1992; Ebel ve Cosio 1994).   

SA en başta olmak üzere, isonicotinik asit (INA), hidrojen peroksit, jasmonik 

asit (JA), β-amino butyric asit (BABA) ve indol asetik asit (IAA) gibi d ış kaynakl ı 

birçok elisitör, bitki dayan ıklılığında SAR’ ı te şvik eden sinyal bile şikler olarak rol 

oynamaktadırlar (Niki ve ark., 1998; Staswick ve Lehman, 1999). 

Pappu ve ark. (2000b), Gürcistan’ da yapt ıkları çal ışmada, tütün bitkisinde 

TSWV tarla denemelerinde, Acibenzolar-S-Methyl (Actigard) tek ba şına ve Admire  

(R) ve Provado  (R) ile kombine halde uygulam ışlar ve 1997 y ılında yap ılan ilk 

deneme ve 1998’de yap ılan ikinci deneme sonucunda, hastal ığın gözle görülür bir 

şekilde azald ığını saptanm ışlardır. Bu çal ışmada, imidacloprid tek ba şına 

kullanıldığında uygulama yap ılan alanlar ın 1/4' ünde virüsün etkinli ğinin azald ığı 

saptanmıştır. Acibenzolar-S-Methyl (Actigard), Admire (R) ve Provado  (R) kombine 

halde uyguland ığında ise, tarla denemesinin 3/4 bölgesinde hastal ıkta önemli bir 

azalış gözlenmi ştir. Dördüncü bölgede de hastal ık oran ı dü şük bulunmu ş ve di ğer 

uygulamalar aras ında fark olmam ıştır. 3/4 bölgede ELISA’ da pozitif ç ıkan bitki 

oranının, simptom gösteren bitki oran ından fazla olmad ığı saptanm ıştır. Tarla 

denemelerinde Actigard’ ın uygulanmas ında 2/4 bölgede ELISA’ da pozitif ç ıkan 
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bitki oran ı azalm ıştır. İmidacloprid’ ın Actigard ile birlikte uyguland ığı bölgelerde 

ELISA’ da pozitif ç ıkan bitki oran ı azalm ıştır. Ayn ı ara ştırıcılar, bitkide 

aktivatörlerin kullan ımının, örne ğin Actigard’ ın tek ba şına veya İmidacloprid ile 

kombine olarak kullan ımı, tütünde TSWV‘ ye kar şı korunmada potansiyel bir 

alternatif olduğunu bildirmişlerdir. Ekonomik olarak önemli olan bir virüs hastal ığını 

etkili bir şekilde önlemek için Actigard uygulaması ilk kez bu çalışmada yapılmıştır. 

Marais ve ark. (1985), Kaliforniya’ da yapt ıkları bahçe denemelerinde Crop-

Set uygulamasında Mineola tangelo ağaçlarında meyve boyutu ve renginde etkileyici 

gelişme olduğunu ve meyve boyutlar ındaki % 18’ lik art ış ile meyve veriminde de 

aynı oranda art ış gözlendiğini bildirmişlerdir. Bu denemelerde iç ve d ış kalitenin de 

iyileştiğine işaret edilmiş ve yaprak analizleri sonucu, Crop-Set uygulanan a ğaçlarda 

uygulanmayan kontrol grubundakilere göre nitrojen, fosfor, potasyum, magnezyum, 

bakır ve bor miktar ının önemli ölçüde daha yüksek oldu ğunu saptanm ıştır. Bu 

bulgular, bitki ekstrat ı içeren Crop-Set’ in toprakta besin maddelerinin 

minerilizasyonu arttırdığını gösteren araştırmaları desteklemektedir. 

Crop-Set uygulamasının Marsh greyfurtlarının veriminde %80’ in üzerinde ve 

meyve boyutunu %400 oranında, Rose greyfurtlarının veriminde %40’ ın üzerinde ve 

meyve boyutunu %12’ den daha fazla, Star Ruby greyfurtlar ında veriminde %80’ in 

üzerinde, meyve boyutunda %90’dan fazla art ış sa ğladığı gözlenmi ştir. Meyve 

boyutlarında %22’ lik art ışa bağlı olarak, verimde %8.5’ luk bir art ış sağlanmıştır 

(Marais ve ark., 1996). 

Tütün bitkisi üzerinde ilk yaprakl ı dönem ile kotiledon döneminde bitki 

aktivatörü ASM uygulamas ının yaprak biti populasyonunu bast ırmak ve lekeli 

solgunluk virüsü’ nün (TSWV) risklerini azaltmada erken dönemde thrips etkisinin 

rolünün ara ştırıldığı bir çal ışmada, Actigard, Imidacloprid (Admire) ve bu ikisinin 

kombinasyonu thrips populasyonlar ını az miktarda etkilemi ş, fakat bitkiler 

şaşırtıldıktan sonra 4 ve 5 haftal ık bitkilerde Admire uygulamas ı thrips yoğunluğunu 

daha çok dü şürmüştür. Actigard ve Admire uygulamalar ı 2 y ıllık olan bu çal ışmada 

TSWV simptomlu bitki oran ını belirgin bir şekilde azaltmıştır. TSWV simptomunun 

azalmasında Actigard’ ın tek ba şına uygulanmas ından çok Actigard ve Admire 

kombinasyonunun uygulanmas ı daha iyi sonuç vermi ştir. Thrips populasyonu 
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yoğunluğunda tütünün 3. yaprakl ı döneminde Actigard uygulamas ı etkisiz olmu ş, 

fakat TSWV’ nin ortaya ç ıkışını azaltm ıştır. Tütün thrips’ i Frankliniella fusca  

(Hinds.) her y ıl thrips kompleksinin %92- 95’ ini olu şturmaktadır. ELISA yöntemi 

kullanılarak testlenen F. fusca TSWV için pozitif sonuç vermiştir. Actigard ve her iki 

ilacın beraber uygulamas ı ürün miktar ını art ırırken, uygulamas ız bitkilerde TSWV 

oranı artmıştır. Kompleks ve Actigard uygulaması bitki boyunu az da olsa art ırmıştır. 

Actigard ve Admire uygulamas ı tütünde TSWV’nin ortaya ç ıkış riskini etkili bir 

şekilde azaltmada başarılı olmuştur (Mcpherson ve ark., 2004). 

Virginia’ da yetiştirilen tütün alanlarında potansiyel olarak önemli bir hastalık 

olan TSWV’ nin ortaya ç ıkışının bask ı alt ına al ınmasında Actigard ve Admire 

uygulaması ile ilgili 2003 y ılında yürütülen 2 tarla denemesinde, uygulama 

yapılmayan kontrol, Admire, Actigard ya da Admire + Actigard uygulamal ı 

şaşırtılmamış tütün fidelerini ya da şaşırtmadan önce Actigard + Admire ya da 

Actigard uygulamal ı ya da şaşırtmadan sonra 1 ve 2 haftal ık Actigard uygulamal ı 

bitkiler kullan ılmış ve sonuçta TSWV’ nin ortaya ç ıkış oran ı uygulamas ız kontrol 

parsellerinde %4- %5 aras ında doruk noktaya ulaşmıştır. Uygulamalar arasında virüs 

oranı aç ısından belirgin farklar gözlenmemi ştir. Fakat serada Admire kullan ımı 

kontrolle kar şılaştırıldığında bitki boyunun azalmas ına sebep olmu ştur. Bitki boyu 

üzerinde Admire yada Actigard uygulamas ının etkisi yada TSWV’ nin ortaya ç ıkışı 

bağdaştırıldığında ekonomik de ğer, ürün fiyat ı ve ürün miktar ında bir fark 

görülmemiştir. Tütün geli şim ve büyümesinde Actigard, Admire yada her ikisinin 

kullanımı sonucunda TSWV’ nin zarar ının azaltabilece ği az da olsa gözlenmi ştir 

(Reed ve ark., 2003) 

Mcgriff ve ark. (2001) yapt ıkları çal ışmada, tütünde tarlan ın şerit şeklinde 

sürülmesi ile TSWV’nin yayg ınlığının azalmas ı aras ındaki ba ğlantıyı tespit 

edebilmek amacıyla, 2003- 2004 y ılları aras ında; uygulamas ız kontrol, imidacloprid 

uygulamalı bitkiler ile şerit şeklinde ve geleneksel sürüm yap ılan alanlarda 

yürütmüşler ve TSWV’ de belirgin azalmay ı şerit şeklinde sürülen alanlar ile 

Imidacloprid uygulamal ı alanlarda %20.2 ile %28.7 oran ında saptam ışlardır. 

Uygulamasız alanlarda bu oranın % 26.9 ile % 53.5 arasında değiştiği gözlenmiştir.  
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Şili’ de biber yeti ştirilen ve do ğal Phytophthora capsisi bulaşmasının olduğu 

bir alana bu etmene kar şı bitki büyüme ve geli şmesi ile ilgili olarak toprak direnci 

sağlayan Ridomil Gold (Mefenozam) uygulamas ı yap ılmış ve genç yaprak 

uygulaması olan Actigard ile kar şılaştırılmıştır. 2 ayl ık Araheim TMR 23 çe şidi Şili 

biberlerine 100 mg a.i/ lt oran ında tek uygulamal ı Ridomil Gold ya da 3 uygulamal ı 

Actigard 75 mg a.i/ lt oran ında verilmiştir. Bitkiler suya ihtiyaç duyduklar ında (her 

2-3 günde bir) yada iki ayl ık periyot içinde her iki haftada bir 48 saatlik salma 

sulama periyoduna maruz b ırakılmışlardır. Sulama yap ılmamış ve sulama yap ılmış 

toprakta, canl ı kalma ve bitkilerin geli şmesi uygulama yap ılmamış biberlerle 

karşılaştırıldığında Actigard uygulanm ış bitkiler belirgin bir fark gözlenmi ş ve 

bitkiler a şırı şekilde büyümü ştür. Fakat Ridomil Gold verilen bitkilerin de ğerlerine 

bakıldığında Actigard uygulanm ış bitkilerden belirgin bir şekilde daha yüksek 

olduğu görülmü ştür. Sulanan toprakta, Ridomil Gold uygulamal ı bitkilerdeki kök 

gelişimi Actigard uygulanmış bitkilerden daha büyüktür fakat bitkilerin suya ihtiyac ı 

olduğu zaman kimyasal uygulamalar aras ında belirgin bir fark kaydedilmi ştir 

(Matheron ve ark., 2000).  

Jacobs ve ark. (2004) bir virüs infeksiyonuna kar şı, di ğer bir virüs 

infeksiyonu ile çapraz korunma sa ğlanabileceğini ve TSWV’ ye kar şı cross-

protection sağlama girişiminde bulunmak için TMV kullan ımının gözle görülür bir 

seçenek olduğunu bildirmi şlerdir. Bu amaçla yapt ıkları çal ışmada, TMV’ nin zay ıf 

ırkını saflaştırmışlar ve 0.01 M’ l ık fosfat buffer ile kar ıştırarak, 260 bitki üzerine el 

spreyi ile uygulam ışlardır. Bu bitkileri dört farkl ı lokasyona şaşırtmışlar ve inokule 

edilmeyen bitkilere Admire, Actigard + Admire uygulamas ı yaparak 4 lokasyondan 

elde edilen ürünleri biriktirmi şlerdir. Çal ışma sonunda, TMV inokulasyonunun tüm 

bölgelerde TSWV’ nin azalmasına neden olduğu sonucunu ortaya koymuşlardır. 

 Seçici ve sistemik bir bile şik olan Actigard 50WG tütünde TSWV’ yi 

durdurmak için kullanılmış ve 2004 yılında yapılan çalışmada, 8 bölgede Actigard’ın 

etkisi değerlendirilmiştir. Her bir bölge, uygulamas ız ve Admire, Actigard + Admire 

uygulamalı her bir uygulama 4 tekerrürden olacak şekilde tesadüfi olarak dikilmiştir. 

Bitkilere 1000 bitkiye 1.8 oz olacak şekilde Admire uygulanm ıştır. Tüm Actigard 

uygulanan tarlalara acre ba şına 0.5 oz oran ında Actigard 50WG uygulanm ıştır. 
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Uygulamasız bitkilerle kar şılaştırıldığında (%43), Actigard+Admire (%27.9) ve 

Admire (%33.4) TSWV oran ını azaltm ış, fakat birbirinden fark ı olmam ıştır (Smith 

ve ark., 2004).  

Acibenzolar- S- methyl (ASM) ve Imidacloprid (Admire) kombine edilerek 

veya tek ba şlarına K- 326 tütünlerine uygulanm ıştır. Uygulamalar; uygulamas ız, 

Imidacloprid (1000 bitkiye/ 1.4 oz), ASM (7000 bitkiye/ 2 g ai) ve her ikisinin 

kombinasyonu şeklindedir. Tarla uygulamaları, ASM (0.5oz/lt, 50WP), uygulamasız, 

0:14:28; 0 ve 14, 0 ve 28, 14 ve 28 ve 0, 14, 28. günlerde şaşırtılmış bitkilere 

uygulanmıştır. Thrips populasyonu, mart ın ikinci haftasında itibaren her hafta tarlaya 

yerleştirilen yap ışkan tuzaklara yap ışan thripslerin say ımı ile tahmin edilmi ştir. 

Uygulamasız kontrollerde kar şılaştırıldığı zaman bitki boylar ında fark olmad ığı 

kaydedilmiştir. Fakat, birkaç uygulamada transgenik standartlarla kar şılaştırıldığında 

gelişme azalmıştır. TSWV infeksiyonunun yüzde oran ı (% 8- 45 oran ında) geç ASM 

uygulanmış ve ASM ve Imidacloprid uygulanm ış yerlerde azalm ıştır. Mart ve Nisan 

aylarında thrips populasyonu azalm ış fakat may ıs ay ının ilk haftalar ı boyunca pik 

yapmıştır. Bu çal ışma sonucunda, TSWV simptomlar ının ortaya ç ıkış oran ında 

büyük bir azalma saptanmıştır (Csinos ve ark., 2004). 

 Georgia’ da her y ıl yaklaşık olarak 20.5 milyon dolarl ık gelir kayb ına neden 

olan toprak kökenli böcekler ve TSWV’ ye kar şı benzer kimyadaki iki ürün olan 

Admire 2F ve Platium 2SC ba şarılı bir şekilde kullan ılmakta ve bu etmenlerin 

seviyesini azaltmaktadır. Hardison ve ark. (2004) yapt ıkları araştırmada; Admire 2F 

ve Platium 2SC’nin çe şitli oranlarda uygulanmas ı ile TSWV ve toprak kökenli 

böceklerin kontrolünü bask ı alt ına alma oran ı kar şılaştırılmış ve uygulamalar, 

uygulamasız kontrol, her 1000 bitkiye 1.0 ve 1.8 oz Admire 2F, 0.8 ve 1.3 oz Platium 

2SC oran ında uygulanm ış ve bitkiler seraya şaşırtılmıştır. Bu çal ışmada ateşböceği, 

tel kurdu ve kesici kurtlar olmak üzere 3 toprak kökenli böcek de ğerlendirilmiş ve 

her bir Admire 2F ve Platium 2SC uygulamas ı, böcek beslenmesi sonucunda 

zararlanan bitki oran ını yüzde olarak azaltm ıştır. 1.8 oz oran ında uygulanan Admire 

2F, serada TSWV kontrolünde belirgin bir şekilde azalma sağlamıştır. Ayrıca, 2.8 oz 

oranında büyük ölçüde azalma sağlamıştır.  
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Tütün bitkisinde TSWV’nin simptomatolojik olarak ortaya ç ıkışı üzerine 

thrips populasyonunun etkisi incelenmi ş ve bir insektisit olan Admire 2F ve bitki 

aktivatörü Actigard 50WG uygulamalarının, serada yetiştirilen ve şaşırtılan bitkilerde 

TSWV‘ nin ortaya çıkışını azalttığı saptanmıştır. Bu iki materyalin birlikte kullan ımı 

tek ba şına uygulamalar ından daha çok etkili olmu ştur. Genç yapraklara Actigard 

uygulamaları bitkiler şaşırtıldıktan sonra (3 ya da 4 uygulama) TSWV’ nin ortaya 

çıkışını azaltm ıştır. Acephate insektisiti (bitkiler şaşırtıldıktan sonra ilk 4 hafta 

boyunca 4 uygulama) ve Acephate+Actigard uygulamalar ı, denemede TSWV’ nin 

etkisini azalt ırken, uygulamas ız kontrol bitkilerinde TSWV infeksiyonu 

simtomatolojik olarak %50 oran ında artm ıştır. Böylelikle yönetim seçenekleri 

tütünde TSWV’ yi bast ırabilmiştir. Direnç uygulamalar ı TSWV’ nin azalmas ında 

oldukça etkili bulunmu ş, fakat baz ı erken sezonlarda genç yapraklara uygulama 

yapılmasının daha da etkili olabileceği bildirilmiştir (Mcpherson ve ark., 2004). 

 Blackley ve ark. (2004) yapt ıkları çal ışmada, Actigard’ ın özellikle Admire 

ile birlikte kullan ıldığında tütünde TSWV’ nin ortaya ç ıkışını azaltt ığını 

göstermişlerdir. Çeşitli zaman aral ıklarında uygulanan Actigard’ ın tütünde TSWV’ 

nin ortaya ç ıkışı ve zaman ı üzerine etkisini ortaya koymak amac ıyla, 2002- 2003 

yılları aras ında kurulan tarla denemelerinde, Actigard 50WG 4.6g/ 10.000 bitki 

oranında günlük şaşırtılmamış bitkilere 7, 14 ve 21. günlerde uygulanm ıştır. Admire 

ise 3 günlük şaşırtılmamış bitkilere 100 oz/ 10.000 bitki oran ında uygulanm ıştır. 2 

hafta sonra araziye şaşırtılan bitkiler üzerinde TSWV görsel olarak 2 haftadan 12 

haftaya kadar de ğerlendirilmiştir. Actigard uygulamas ı 21 günlük genç fidelerle 

değerlendirilen 7 bölgenin 4’ünde belirgin bir şekilde kayıpla sonuçlanmıştır. TSWV 

zararında Actigard’ ın etkili olduğu zaman saptanamamıştır. 

 Bertrand ve ark. (2004) 2000- 2002 y ılları aras ında yapt ıkları gözlemlerde, 

TMV simptomu gösteren tütün bitkileri üzerinde beklenenden daha dü şük TSWV 

infeksiyonu olduğunu saptamışlardır. 2003 yılında, 2500 Admire uygulamalı ve 2500 

uygulamasız tütün bitkisi şaşırtılmış ve TMV solüsyonu bitki üzerine spreylenerek 

inokule edilmiştir. Bunu takiben bu bitkiler hemen döner makine ile budanm ış ve su 

içerisinde 4 gün bekletilerek kar şılaştırma olarak kullan ılan uygulamasız bitkiler ile 

birlikte arazi ko şullarına dikilmi ştir. Deneme, iki bölgeden her biri 4 s ıra tütünden 
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oluşmuş ve ortada 2 s ıra inokulasyonlu ve inokulasyonsuz K- 326 tütün çe şidinden 

bulunmuştur. D ıştaki iki s ıra TMV’ye dayan ıklı NC- 297 tütün çe şidi doğal TMV 

yayılımını en aza indirmeye yard ım etmek için dikilmi ştir. TSWV, bitkiler 

şaşırtıldıktan 2, 5, 8 ve 12. haftalarda görsel olarak de ğerlendirilmiştir. Şaşırtılan 

bütün bitkiler, tipik TMV simptomu göstermeyen inokulasyonlu bitkiler ile 5 haftalık 

şaşırtılmamış bitkiler de TMV için ELISA ile testlenmi ştir. Testlerin sonucu % 100 

başarılı inokulasyonu ortaya koymu ştur. İnokulasyon her iki bölgedeki tütünlerde 

gelişmeyi geriletmi ş ve TMV inokulasyonu, inokule edilmeyen bitkiler ile 

karşılaştırıldığında TSWV oranında belirli bir şekilde azalma göstermiştir.  

Melton (2005) yapt ığı çal ışmada, seralarda fidelere yapraklardan uygulama 

olarak, Platinium veya Admire ile bunlar ın kombinasyonlar ının veya yaln ız olarak 

Actigard uygulamas ının etkili ve ekonomik bir yönetim olarak ümit var oldu ğunu 

bildirmiştir. Yapt ığı uygulamalar sonucunda, TSWV ile infekteli bitkilerin oran ı 

kontrol alan ında %27.1, Admire (1.8oz/ 1000 bitki) yaln ız kullan ıldığında %13.3, 

Actigard (1 oz / 50 000 bitki) yaln ız kullan ıldığında % 13.4 ve Admire+Actigard 

kullanımında % 7.2 olarak kaydedilmi ştir. Platinium’ un yaln ız kullan ılmasında ise, 

TSWV’ de önemli bir azalma meydana gelmez iken, Platinium ve Actigard’ ın 

beraber kullan ımında oran, Admire ve Actigard’ ın kullan ımı kadar etkili olmu ştur. 

Araştırma, Actigard’ ın hava akımı ile suda kullanılmasını denemek için 2005 yılında 

da devam etmiş, fakat bu yöntem TSWV infeksiyonunu azaltman ın yanında belirgin 

bir şekilde fitotoksisite etki yaratmıştır. 

Patojenlere karşı bitkilerde te şvik edilmiş direnç (ISR) önemle incelenmi ş ve 

geniş yay ılım göstermi ştir ve bitki korumada kullan ılan potansiyel bir yol olarak 

görülmektedir. ISR; virüs, fungus ve bakterilere kar şı etkili olan geniş spektrumlu ve 

uzun süre kal ıcı olan ve bir hastal ık direncinin sistemik ifadesi için yol gösteren 

salisilik aside ba ğlı olarak kullan ılan bitki aktivatörleri taraf ından bitkilerin verdi ği 

lokal bir tepki olarak meydana gelmektedir. Patojen ile ili şkili olan proteinler 

tarafından hücre duvar ının yapısında bulunan bileşiklerin değişmesi, örneğin kitinaz, 

glukanaz ve fitoaleksinlerin sentezi direnç ile ilgili olmaktad ır. Bu botaniksel 

çalışmada ISR ve bir merkez i şaretli jasmonik asit taraf ından herbivorlara kar şı 

teşvik edilmiş direnç arasındaki interaksiyonlar gözlenmiştir (Heil ve ark., 2002). 
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Sclerankimanın hücre duvar ı katman ı içerisinde ligninin fiziksel birikimi, 

seconder ksilem hücre duvar ının lignifikasyon şeklinden farkl ılıklar göstermektedir. 

Yonca boğum arası dönemi süresince hücre duvar ının otoflorasansı ve histokimyasal 

boyaması, ligninin ilk olarak farkl ılaşmış sklerankiman ın sekonder hücre duvar ında 

biriktiğini aç ıkça göstermi ştir. Seconder duvardan önceki ilk duvara lignin 

eklenmesi, sekonder ksilemde geni ş bir şekilde rapor edilen lignifikasyonun 

şeklinden z ıt oldu ğu belirlenmi ştir. Lignin birikiminin ba şlangıcında fiziksel 

değişimler, dokunun do ğallığına ba ğlı olarak di-methyl-lignin monolignolün 

sıklığında farklılıklar ile birleştirilmiştir. Lignin birleşiminin modifikasyonları yonca 

boğum arasının fizyolojik durumu ile de ilişkilendirilmiştir (Vallet ve ark., 1996). 

TSWV, Georgia’ da 1985’ den beri tütün üretiminde önemli bir sorun 

oluşturmaktadır. Fakat bu virüs art ık tütün üretiminde y ıllık bir faktör olarak 

görülmemektedir. Bundan dolay ı yeti ştiriciler maksimum kay ıplardan ürünlerini 

korumak için bütün mümkün ad ımları almaya çal ışmışlardır. Şaşırtmadan önce 

seralardaki bitkiler üzerine Actigard ve Admire’ in kombine kullan ımının TSWV’ 

nin infeksiyon oran ını yaklaşık olarak %50 azaltabileceği gösterilmiş ve bu tedavide 

TSWV kayıplarını azaltmıştır (Johnson, 2006).  

Georgia’da yapılan bir çalışmada, Prelude II çeşidi kabaklar ticari önemi olan 

boş bir tarlaya dikilmi ş ve önerilen standart insektisit, fungisit ve gübreleme 

programları kullan ılmıştır. Parseller bas ınçlı s ırt pülverizatörü ile CO 2 ile 

spreylenmiş, Actigard ve Messenger uygulamalar ı bitkilerin hepsi ya da % 75’ i 

ortaya ç ıktığında ba şlamıştır. Her iki aktivatörde 2 haftal ık programda iki kereden 

fazla uygulanmıştır. Admire tohumlar ekilirken toprağın altına ve üstüne olmak üzere 

ikişer kez uygulanm ıştır. Denemenin yap ıldığı alanda hava genellikle s ıcak ve kuru 

geçmiştir. Günlere göre de ğerlendirmeye bakıldığında virüsün zarar ını değiştirmede 

bu uygulamalar aras ında bir fark görülmemi ştir. Kimyasal uygulamalar ın hiçbirinde 

fitotoksit etki gözlenmemiştir (Langston ve ark., 2000). 

 Langston ve ark. (2000)’ n ın Admire ile bitki aktivatörlerinin kombine 

edilerek kullanılmasının, domateste TSWV’yi bast ırabildiği ortaya koymak amac ıyla 

yaptıkları çal ışmada, şaşırtılmış 5 günlük domates bitkilerine sera içerisinde 

Actigard, Admire ve Messenger uygulanm ıştır. Actigard uygulamas ı, haftada iki kez 
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olacak şekilde tekrarlanm ış ve sonuç olarak, TSWV’nin belirtileri üzerine 

uygulamaların arasında bir fark görülmemiştir.  

Boyhan ve ark. (2000)’ n ın domates üzerinde TSWV infeksiyonu için yeni 

kontrol uygulamalar ı belirlenmesi amac ıyla yapt ıkları çal ışmada, denemeler 2x2x2 

faktoriyal deneme deseni şeklinde kurulmu ş ve de ğişkenler Rutgers ve BHN444 

çeşitlerini içermi ştir. İkinci de ğişken toprak direnci sa ğlamak için Admire 

uygulamalı ve uygulamas ız alanlar, üçüncü de ğişken ise, Malathion ve Karate 

kombinasyonunu içeren uygulamal ı ve uygulamas ız bitkilerden olu şmuştur. Elde 

edilen sonuçlar, bitki dayanıklılığının bu hastalığın kontrolünde iyi bir method olarak 

tercih edilmesi gerekti ğini aç ık olarak göstermi ştir. Malathion ve Karate 

kombinasyonunun kontrol olarak bazen tercih edilebilece ği, fakat bitki dayan ıklılığı 

kadar iyi olmadığı bildirilmiştir.  

MLO yapısı/ fonksiyonu çal ışmalarını genişletmek amacıyla, MLO dayan ıklı 

allellerden k ısmen direnç veren sadece ikisi ara ştırılmıştır. Yabani tip MLO‘ nun 

sınırlandırılmış hücre duvar ında, epidermal hücre duvar ında fungal penetrasyonun 

oluştuğu noktalarda, hidrojen peroksit olu şumu görülmü ştür. Mezofil hücreler bir 

ikinci oksidasyonun olu şumunu durdurmakta ve hücre ölümü gerçekle şmektedir. 

Buna ra ğmen MLO’lu bitkilerde ölü hücrelere sebep olan Bgh fiziksel ve geçici 

olarak dayan ıklılıktan ayr ılmasına ra ğmen bu i şlemler birbiri ile ba ğlantılıdır. 

İnokulasyonsuz mutant bitkiler kendiliğinden mezofil hücre ölümü gösterir ki bunun 

hızlanmış yaprak ya şlanmasından olabildi ği ortaya konmu ştur (Piffanelli ve ark., 

2002).  

TMV’ nin iki lokal lezyon simptomu gösteren konukçular ı yabani çe şit 

Xanthi-nc ve transgenik NahG tütünlerinin yapraklar ında antioksidant durumu 

incelenmiş ve salisilik asit birikiminin olmad ığı yerlerde sisemik kazand ırılmış 

dayanıklılığın (SAR) geli şmediği gözlenmi ştir. Antioksidatif dayan ıklılık birkaç 

enzimin aktivitesi ile bağlantılıdır ve glutathione, chlorogenetic ve rutin çal ışılmıştır. 

Antioksidant enzimlerin en önemlisi infektesiz NahG bitkisinde xanthi-nc 

bitkisinden daha az aktif durumdad ır. Ayr ıca, önemli enzimatik ve enzimatik 

olmayan antioksidantlar xanthi-nc ile kar şılaştırıldığında TMV infekteli NahG 

bitkilerinde daha dü şük seviyelerde bulunmu ştur. Buna kar şılık olarak infekteli 
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xanthi-nc’ lerde antioksidantlar ın seviyesini güçlendirmek için SA uygulanm ış fakat 

NahG bitkilerine uygulanmam ıştır. NahG tütünlerinde antioksidantlar ın durumu 

SAR oluşumundan sonra daha da azalsa bile, xanthi-nc tütünlerinde SAR ba şarılı bir 

şekilde meydana gelmi ş ve antioksidant seviyesi artm ıştır. İnfeksiyondan sonra, 

superoksit ve hidrojen peroksitin daha çok birikimi ve daha şiddetli bir 

nekrotizasyonun görülmesi NahG tütün bitkilerinin yaprak dokular ının kapasitesinin 

azaldığı ile pozitif yönde ilişkilendirilmektedir (Kiraly ve ark., 2002).  

Nekrotik patojenlerin bitkilerde infeksiyonu, sonraki patojen bula şmalarında 

geniş spektrumlu dayan ıklılık meydana getirebilir. İnfekteli yapraktan bitkinin her 

tarafına hareket eden bu sistemik kazand ırılmış dayan ıklılığın (SAR), vasküler 

sinyaller tarafından harekete geçirildiği düşünülmektedir. Yapılan çok sayıda çalışma 

salisilik asit (SA) taraf ından SAR olu şumunun meydana getirildi ğini göstermi ştir 

(Vernooij ve ark., 1994).        

Momol ve ark. (2000) yapt ıkları çal ışmada, TSWV infeksiyonuna kar şı UV-

yansıtmalı metalik malç, SAR te şvik edici Actigard ve risk azalt ıcı insektisidin 

(spinosad) kombine veya ayr ı ayr ı kullan ımlarının etkilerini belirlenmeye 

çalışılmışlar ve metalik malç kullan ımının hastal ık oran ının azalmas ında en etkili 

yöntem olduğunu, methamidophos etkili maddeli Spinosad’ ın geç ve erken sezon 

boyunca hastal ığın yay ılımını azaltt ığını, metalik malç, Actigard ve insetisidlerin 

birlikte kullan ımının sonucunda da, TSWV zarar ının % 76 oran ında dü ştüğünü 

bildirmişlerdir. 
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 3. MATERYAL VE METOD 

 

3.1. Materyal    

 

3.1.1. Çalışma Materyali Hakkında Bilgiler 

 

Bu tez çal ışmasının farkl ı a şamalarında kullan ılan ZYMV izolat ının elde 

edilmesi amacıyla, Adana ve İçel illeri ile çevresinde kabakgil yeti ştiriciliği yapılan 

alanlarda, ZYMV ile bula şık olduğundan şüphelenilen kabakgillere ait bitkilerinden 

alınan örnekler, materyal olarak kullanılmıştır. 

Çalışma, Çukurova Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki Koruma Bölümü 

Fitopatoloji Anabilim Dalı Viroloji Laboratuarına ait Bitki Virüsleri Araştırma Serası 

ile mevcut klima odalar ında ve Bitki Koruma Bölümü Ara ştırma ve Uygulama 

Arazisi’ nde yürütülmüştür.   

                                                        

3.1.2. Serolojik Çalışmalarda Kullanılan Materyal 

  

Serolojik çal ışmalarda, arazide ZYMV ile bula şık olduğundan şüphelenilen 

kabakgil bitkilerinden al ınan bitki dokular ı materyal olarak kullan ılmıştır. Ayr ıca, 

biyolojik tan ı amac ıyla yap ılan mekanik inokulasyon çal ışmaları sonunda simptom 

gözlenen indikatör bitkiler ile saks ı ve arazi denemelerinde bitki aktivatörleri 

uygulanan bitkiler de ELISA yöntemi ile testlenmiştir.  

 ELISA testlerinde, ticari olarak B İOREBA firmas ından temin edilen ZYMV, 

CMV, PRSV, WMV ve SqMV’ ne spesifik ELISA kitleri, tampon çözeltiler, NUNC 

marka 96 kuyulu  ELISA pleytleri, otomatik pipetler ve pipet uçlar ı ile saf su 

kullanılmıştır.  

 ELISA testleri sonucunda örneklerin absorbans de ğerleri, Medispec ESR 200 

markalı ELISA okuyucusunda okunmuştur. 

 

 

 



 
 
3.MATERYAL VE METOD                                                  Asime Filiz ÇALIŞKAN 

 31 

3.1.3. Vektör ile Taşıma Denemelerinde Kullanılan Materyal 

 

Bu çalışmanın farklı aşamalarında kullanılan ZYMV izolat ının yaprak biti ile 

taşınıp ta şınmadığının ortaya konulmas ı amac ıyla yap ılan vektör ile ta şıma 

denemelerinde, ELISA testi sonucunda ZYMV ile bula şık oldu ğu saptanan 

bitkilerden alınan yaprak dokuları materyal olarak kullanılmıştır. Taşıma denemeleri, 

sağlıklı kabak indikatör bitkileri üzerine Myzus persicae türü yaprak biti bireyleri 

kullanılarak yapılmıştır.  

Çalışmada kullan ılan Myzus persicae yaprak biti türüne ait koloni, Ç.Ü.Z.F. 

Bitki Koruma Bölümü Entomoloji Ana Bilim Dal ı Öğretim Üyesi Doç. Dr. Serdar 

SATAR’ dan temin edilmiştir.  

 

3.1.4. Mekanik İnokulasyon Çalışmalarında Kullanılan Materyal 

 

Mekanik inokulasyon çal ışmalarında, araziden toplanan ve ELISA testleri 

sonucunda ZYMV ile bula şık oldu ğu saptanan kabakgil bitkilerinden al ınan bitki 

dokuları materyal olarak kullanılmıştır.  

Virüsün biyolojik tan ısı amac ıyla, Cucurbita pepo, Cucumis melo, Cucumis 

sativus, Chenopodium amaranticolour , C. quinoa, Gomphrena globasa, Nicotiana 

benthamiana, N. glutinosa, N. rustica, Nicotiana tabacum  test bitkileri üzerine 

mekanik inokulasyon çalışmaları yapılmıştır. 

Ayrıca, saksı ve arazi çal ışmalarında kullanılan ve farklı bitki aktivatörlerinin 

uygulandığı kabak bitkileri üzerine de ZYMV’nin bula ştırılması amac ıyla mekanik 

inokulasyonlar yapılmıştır. 

Çalışmada kullan ılan bitkilerin üzerine yap ılan mekanik inokulasyon 

çalışmalarında, havan ve havan eli, cam spatül, fosfat tampon çözeltisi, 

mercaptoethanol, karborandum tozu ve çeşme suyu kullanılmıştır. 

Mekanik inokulasyon çal ışmalarında kullan ılan indikatör bitkilerin 

tohumlarının ekilmesi ve fidelerin yeti ştirilmesi için kum, toprak ve torf  kar ışımı 

(1:1:1), plastik saks ılar, plastik küvetler, plastik viyoller, mikro ve makro besin 
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elementleri içeren gübreler ve zaman zaman herhangi bir zararl ı ve hastalık etmenine 

karşı insektisit ve fungisitler kullanılmıştır. 

Çalışmada kullan ılan indikatör bitkilerin tohumlar ı, Ç.Ü. Ziraat Fakültesi, 

Bitki Koruma Bölümü, Viroloji Laboratuar ı’ ndan ve tohum firmalar ından temin 

edilmiştir. 

 
Çizelge 3.1. Mekanik İnokulasyon Çalışmalarında Kullanılan Test Bitkileri 

Türkçe Adı  Latince Adı  

Tütün Türleri 

 

 

 

Kabak 

Kavun 

Hıyar 

Karpuz 

Hanım düğmesi 

Akkaz Ayağı 

Nicotiana rustica 

Nicotiana glutinosa L. 

Nicotiana benthamiana 

Nicotiana tabacum 

Cucurbita pepo 

Cucumis melo 

Cucumis sativus 

Citrullus lanatus 

Gomphrena globosa 

Chenopodium quinoa Wild. 

C. amaranticolor Costa & Reyn 

 

 

3.1.5. Total RNA Ekstraksiyonu Çalışmalarında Kullanılan Materyal 

 

ELISA testleri sonucunda ZYMV ile infekteli olduğu saptanan arazi örnekleri 

ile mekanik inokulasyon yöntemi kullan ılarak ZYMV bula ştırılan kabak 

bitkilerinden alınan bitki dokular ından elde edilen bitki özsular ı çal ışma materyalini 

oluşturmuştur. 
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Total RNA ekstraksiyonu i şleminde; steril havan ve havan eli, tampon 

çözeltiler, ependorf tüpleri, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uçlar ı, Universal 

320R marka masa tipi soğutmalı santrifüj kullanılmıştır. 

Total RNA ekstraksiyonu çal ışmalarında kullan ılan solüsyonlar Ek 2’ de yer 

almaktadır. 

 

3.1.6. Moleküler Çalışmalarda Kullanılan Materyal 

 

ZYMV’nin moleküler tan ısı amac ıyla, RT-PCR ve IC-RT-PCR yöntemleri 

uygulanmıştır. 

RT-PCR çal ışmalarında, ZYMV ile bula şık kabak bitkilerinden elde edilen 

total nükleik asit preparasyonları materyal olarak kullanılmıştır. 

IC-RT-PCR çal ışmalarında ise, vektör ta şıma denemeleri sonucunda, 

simptom gösteren bitkilerden elde edilen ham bitki ekstraktlar ı ve Bioreba 

firmasından ticari olarak temin edilen ZYMV’ ye spesifik antiserum kullanılmıştır. 

RT-PCR i şlemleri, Moloney Murine Leukaemia Virus’den olu şan reverse 

transcriptase (MMLV-RT, 200U/ μl, Fermentas, EP0441) enzimi ve reverse 

transcriptase reaksiyon tampon çözeltisi, Taq polymerase enzimi (Termostabil DNA 

polymerase enzyme, 5U/ μl, Fermentas, EP0401) ve reaksiyon tampon çözeltisi, 

dNTP set (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 25 mM, Promega), MgCI 2, MgCI 2 buffer, 

RNAse inhibitör (40U/ μl Fermentas, EO0311), Bench Top 1 kb DNA Ladder 

marker (Promega), çe şitli tampon çözeltiler, saf su, pipet ve steril pipet uçlar ı, PCR 

tüpleri ile Çizelge 3.2’ de verilen İONTEK Firmas ı’ndan ticari olarak temin edilen 

ZYMV’ye spesifik primerler (10mM) kullanılarak yapılmıştır. 

Virüs genomu üzerindeki hedef bölgelerin ço ğaltılması i şlemi için gerekli 

sıcaklıklar, TECHNO GENIUS marka termocyle cihazı kullanılarak sağlanmıştır. 
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Çizelge 3.2. RT-PCR Çal ışmalarında Kullan ılan Primer Çiftleri ve 
Sentezlenen Bölgenin Moleküler Büyüklüğü 

Primer Çiftleri                              Dizi Moleküler  

Büyüklüğü 
(bp) 

PNIbF1 
PCPR1 

GGBAAYAATAGTGGNCAACC 

GGGGAGGTGCCGTTCTCDATRCACCA 

 

1.2 

   

FI 
1778 

GAG GCA TTG AAR ATG TTI IT 

AGG ATC CTG GGT AAT TC 

 

675 

   

FR 
1778 

GAG GCA TTG AAR ATG TTI IG 

AGG ATC CTG GGT AAT TC 

 

675 

   

ZY-FR 26 
1778 

GGT GAG GAG CAT TGA AGA ATG TTI 

IG 

AGG ATC CTG GGT AAT TC 

 

1069 

   

ZYMV-F1 
ZYMV-R1 

ACTGGCACGATACCTACAAGC 

CTTGGCAGCTACTACTGTTTTC 

 

250 
                 R=A ve G; Y=C ve T; B=C, G veT; D=A, G  ve T; N=A, C ,G  ve T 
 

 

3.1.7. Agaroz Jel Elektroforez Çalışmalarında Kullanılan Materyal 

 

Agaroz jel elektroforez çal ışmalarında, total nükleik asit ekstraksiyonu i şlemi 

sonunda elde edilen total RNA’ lar ve RT-PCR çal ışmalarında elde edilen PCR 

ürünleri ile RFLP çal ışmaları sonunda kesim yap ılmış PCR ürünleri materyal olarak 

kullanılmıştır.  

Agaroz jel elektroforez işleminde, agaroz, tampon çözeltiler, BIORAD marka 

Mini Sub. DNA Cell Elektroforez cihaz ı ve güç kayna ğı, UVP Ultraviolet 

Transilluminator marka UV ışık kaynağı, poloraid film ve poloraid Gel Cam marka 

fotoğraf makinesinden yararlanılmıştır. 
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3.1.8. RFLP Yönteminde Kullanılan Materyal 

  

Araziden elde edilen ve bitki aktivatörlerinin ZYMV üzerine etkisinin ortaya 

konulması amac ıyla yap ılan saks ı ve arazi çal ışmalarında kullan ılan ZYMV 

izolatının yaprak bitleri ile taşınıp taşınmadığını (AT veya NAT) kontrol etmek üzere 

uygulanan RFLP yönteminde, RT-PCR ürünleri, MspI enzimi, ethidium bromide, 

agaroz, tampon çözeltiler, UVP Ultraviolet Transilluminator marka UV ışık kaynağı 

ve BIORAD marka Mini Sub. DNA Cell Elektroforez elektroforez aparat ı ve güç 

kaynağı materyal olarak kullanılmıştır. 

 

3.1.9. Dayanıklılığın Uyarılması Çalışmalarında Kullanılan Materyal 

 

Saksı denemeleri ve arazi ko şullarında yap ılan dayan ıklılığın uyar ılması 

çalışmalarında, MESSENGER, ISR-2000 ve ACTIGARD olmak üzere üç farkl ı bitki 

aktivatörü, biyolojik, serolojik ve moleküler tan ısı yapılmış ZYMV izolat ı ile kabak 

bitkileri materyal olarak kullanılmıştır. 

 

3.1.10. Histokimyasal Boyama Çalışmalarında Kullanılan Materyal   

  

 Histokimyasal boyama çal ışmalarında, MESSENGER, ISR-2000 ve 

ACTIGARD olmak üzere üç farkl ı bitki aktivatörü uygulanarak yap ılan saks ı 

denemeleri sonunda, dayan ıklılığın uyar ıldığı kabak bitkilerinden al ınan kök, gövde 

ve yaprak parçalar ı ile cam şişeler, steril bistüri, pens, DAB boyama seti, 

Phloroglucinol, Chloralhydrate, methanol, saf su ve 40X faz kontrast mikroskobu 

materyal olarak kullanılmıştır. 
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3.2. Metod 

 

Bu çal ışmada kullan ılan ve ZYMV-FM olarak kodlanan izolat ın saptanmas ı 

ve tan ılanması ile dayan ıklılığın uyar ılması çal ışmalarında izlenen yollar, Çizelge  

3.3.’ de verilmiştir. 

 
Çizelge 3.3. ZYMV-FM’ in Tan ılanması ve Dayan ıklılığın Uyar ılması 

Çalışmaları 
 

Şüpheli Örneklerin Toplanması 
 
 

ELISA 
                                                        
 

Mekanik inokulasyon 
 
                      

İndikatör Bitkilerden Örnekleme 
  
 

ELISA 
  
 
                                                 Pozitif Çıkan Örneklerden  
                                                           İzolat Seçilmesi 
 
 
                        Total RNA Ekstraksiyonu                       Dayanıklılığın Uyarılması                        
                                                                                    Çal ışmaları                  
  
 
                                                                                   Saksı Denemesi Arazi Denemesi 
        
                 RT-PCR              Ham materyalden IC-PCR 

                     
                            
 Histokimyasal  
     Boyamalar 
Agaroz Jel Elektroforez   

 
 
     

     TANILAMA 

Taşıma Denemesi  
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3.2.1. Bitki Örneklerinin Toplanması ve Muhafazası 

 

Çalışmada kullanılan ZYMV-FM izolatının elde edilmesi amacıyla, Adana ve 

İçel İlleri ile çevresinde yapılan arazi çıkışlarında, simptomatolojik olarak ZYMV ile 

bulaşık olduğundan şüphelenilen kabakgil bitkilerinden sap, gövde, yaprak ve meyve 

örnekleri al ınmış ve ka ğıt torbalara konulmu ştur. Torbalar numaraland ırılarak buz 

kutusu içerisinde uygun ko şullarda laboratuara getirilmi ş ve yap ılacak olan 

çalışmalarda kullan ılıncaya kadar, 4- 7 gün gibi k ısa bir süre için +4 °C’ de, daha 

uzun bir süre için ise, -20 °C’ de muhafaza edilmiştir. 

Ayrıca, saks ı ve arazi denemelerinde kullan ılan kabak bitkilerinden de 

yukarıda anlatıldığı şekilde örneklemeler yapılmış ve çalışmada kullanılmıştır.  

Arazi ç ıkışları, 2005- 2006 y ılları aras ında ilkbahar ve yaz aylar ında 

yapılmıştır. 

Arazi ko şullarında, ZYMV ile bula şık olan bitkilerin belirlenmesi amac ıyla 

öncelikle simptomatolojik gözlemler yapılmıştır. Örnek alınan bitkilerde, ZYMV’nin 

neden oldu ğu, bitkide bodurluk, kloroz, deformasyon, mozayik, genç sürgünlerde 

iplikleşme ve çiçek azalmas ı gibi simptomlar aranm ıştır. ZYMV tarafından meydana 

getirilen bu simptomlar ın bir veya birkaç ını gösteren kabak bitkilerinden yukar ıda 

anlatıldığı şekilde bitki dokuları alınmış ve çalışmada kullanılmıştır. 

  

3.2.2. Test Bitkilerinin Yetiştirilmesi  

 

Çalışmada kullan ılan ZYMV-FM izolat ının biyolojik olarak tan ımlanması 

amacıyla yap ılan mekanik inokulasyon çal ışmalarında, Çizelge 3.1’ de verilen test 

bitkileri kullanılmıştır.  

Bu test bitkilerinden tütün, akkaz aya ğı ve han ım düğmesi tohumlar ı, önce 

metil bromid ile fumige edilmi ş, toprak, kum, torf ve yanm ış hayvan gübresi 

karışımını (1:1.1:1) içeren küvetlere ekilmiş ve daha sonra ç ıkan bitkiler 4-6 yaprakl ı 

dönemde, ayn ı kar ışımın bulundu ğu plastik saks ılara (12 cm çap ında ve 15 cm 

yüksekliğinde) tek tek şaşırtılmıştır. 
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Kavun, karpuz ve kabak tohumlar ı ise, toprak, kum, torf ve yanm ış hayvan 

gübresi karışımını içeren plastik viollere tek tek ekilerek yetiştirilmiştir. 

Test bitkileri, Bitki Koruma Bölümü Viroloji Laboratuvar ı’na ait klima 

odasında, 22- 24 °C s ıcaklık, % 70 nem, 16/ 8 saat (I şık/ Karanl ık) ve 5000 Lüx 

aydınlatma ko şullarında çimlendirilmi ş, yeti ştirilmiş ve muhafaza edilmi ştir 

(Choueiri ve ark., 1993). 

Yetiştirilen test bitkileri, zararl ı-hastalık ve simptom geli şimi için ara ştırma 

boyunca periyodik olarak kontrol edilmi ş ve bitkilerin sa ğlıklı büyümeleri için 

gerekli makro ve mikro besin elementleri sulama suyuna ilave edilerek bitkilere 

verilmiştir. Ayr ıca, hastal ık ve zararl ılara kar şı gerekti ğinde pestisit uygulamalar ı 

yapılmıştır (Anonymous, 1990). 

 

3.2.3. Mekanik İnokulasyon Yöntemi 

 

Mekanik inokulasyon çalışmaları; 

1. ELISA testleri sonucunda ZYMV ile bula şık oldu ğu saptanan 

bitkilerden elde edilen ZYMV-FM izolatının biyolojik tanısı, 

2. Total RNA izolasyonu çal ışmalarında kullan ılan bitki materyalinin 

elde edilmesi, 

3. Saksı ve arazi denemelerinde kullan ılan ZYMV-FM ile bula şık 

yeterli miktarda bitki dokusunun elde edilmesi, 

4. Saksı ve arazi çal ışmalarında bitki aktivatörü uygulanan kabak 

bitkilerine ZYMV-FM’ nin bulaştırılması amacıyla, Mandal ve ark. 

(2001)’e göre aşağıdaki şekilde yapılmıştır. 

 

ZYMV-FM ile bula şık bitkilerden al ınan bitki dokular ı, 1: 5 oran ında 2-

Mercaptoethanol ve/veya %1’ lik sodyum sülfit içeren 0.02 M Fosfat tampon 

çözeltisi (pH; 7.0) içeren steril porselen havanda ezilmi ş ve bitki özsuyu daha 

önceden karborandum tozu serpilmi ş test bitkilerinin yapraklar ına cam spatül 

kullanılarak mekanik olarak inokule edilmi ştir. Birkaç dakika beklendikten sonra 

inokule edilen yapraklar çeşme suyu ile yıkanmıştır.  
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Daha sonra indikatör bitkiler simptom ç ıkışının gözlenmesi amac ıyla, klima 

odasında, 22- 24 °C s ıcaklık, % 70 nem, 16/ 8 saat (I şık/ Karanl ık) ve 5000 Lüx 

aydınlatma koşullarında muhafaza edilmişlerdir. 

İnokule edilen bitkiler a şağıda verilen simptomlar bak ımından periyodik 

olarak kontrol edilmiştir; 

 

Nicotiana tabacum, N. glutinosa,  Nicotiana rustica , Nicotiana 

benthamiana; ZYMV tütün türlerinde simptom göstermemektedir. Buna ra ğmen 

alınan örneklerin di ğer bir virüsle daha bula şık olup olmad ığının testlenmesi amac ı 

ile tütün bitkileri üzerine mekanik inokulasyonlar yapılmıştır. 

Cucurbita pepo,  Cucumis melo,  Cucumis sativus, Citrullus lanatus; 

yapraklarda mozayik, damar bantlaşması ve sararma, genç yapraklarda ayakkabı bağı 

oluşumu şeklinde deformasyon, bitki gelişmesinde gerileme 

Gomphrena globosa; sistemik olmayan lokal lezyonlar, 

Chenopodiun qu ınoa Wild. ve C. amaranticolor  Costa & Reyn; sistemik 

olmayan klorotik lokal lezyonlar 

 

3.2.4. Vektör ile Taşıma Denemeleri  

 

Bu tez çal ışmasının farkl ı a şamalarında kullan ılan ZYMV-FM izolat ının 

biyolojik karakterizasyonu kapsamında, yaprak biti ile ta şınıp taşınmadığının kontrol 

edilmesi amac ıyla Myzus persicae  türüne ait yaprak bitleri kullan ılarak yap ılan 

vektörle ta şıma denemeleri, Dijkstra ve Jager (1998)’ e göre a şağıda anlat ıldığı 

şekilde modifiye edilerek yürütülmüştür. 

1. Üzerinde yaprak biti ço ğaltılan virüsten ari olan pamuk bitkisinin bir 

yaprağı, üzerinde bulunan yaprak bitleri ile al ınarak viroloji laboratuar ına getirilmiş 

ve bir petri kabının içerisinde buzdolabına +4 ºC’ ye yerleştirilmiştir. 

2. Yaprak bitlerinin so ğuktan dolay ı hareketleri k ısıtlanması ve aç kalmalar ı 

sağlanması amacıyla, 2- 3 saat süre ile beklenmi ş ve daha sonra yaprak biti bireyleri 

pamuk yapra ğı üzerinden tek tek al ınarak ZYMV ile infekteli kabak bitkisinin 

yaprakları üzerine konulmuştur.  
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3. Yap ılan ta şıma denemelerinde 10’ ar adet 10-14 günlük kabak fideleri 

kullanılmış ve her bir kabak bitkisinin üzerine en az 10’ ar adet yaprak bitinin 

gelmesine dikkat edilmiştir. 

  4. Sağlıklı kabak bitkileri üzerinde en az 1 saat beslenmesi sa ğlanan yaprak 

bitleri uygun bir insektisit ile ilaçlanm ış ve simptom ç ıkışının gözlenmesi amac ıyla, 

22-24 °C  sıcaklık, %70 nem, 16/8 saat (I şık/Karanlık) ve 5000 Lüx ışık ayd ınlatma 

koşullarına sahip kontrollü klima odas ında, tül kafes içerisinde (virüs vektörü 

olabilecek di ğer zararl ıların bula şmasının engellenmesi amac ıyla) muhafaza 

edilmiştir.   

Yaprak bitlerinin stiletlerinin k ırılmasının engellenmesi amac ıyla, pamuk 

bitkisinin yapra ğı üzerinden al ınmadan önce sulu boya f ırçasının ucu ile yaprak 

bitine hafifçe dokunulmuş ve stiletini bitkiden çektiğinden emin olduktan sonra, ayn ı 

fırça ile dikkatli bir şekilde alınarak ZYMV-FM ile infekteli kabak bitkisinin yaprağı 

üzerine aktarılmıştır. 

 

3.2.5. Serolojik Çalışmalar 

 

Serolojik çalışmalarda; 

1. Arazi ç ıkışlarında toplanan ve simptomatolojik olarak ZYMV ile 

bulaşık olduğundan şüphelenilen kabakgil bitkileri, 

2. Mekanik inokulasyon çal ışmaları sonunda simptom gözlenen 

indikatör bitkiler,  

3. Saksı ve arazi denemelerinde bitki aktivatörlerinin uyguland ığı 

kabak bitkileri, 

4. Vektör ile ta şıma denemelerinin sonunda simptom gözlenen kabak 

bitkileri, Double Antibody Sandwich (DAS) ELISA yöntemi ile 

ZYMV, CMV, SqMV, PRSV ve WMV’ e karşı testlenmiştir. 
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3.2.5.1. DAS-ELISA Testi 

 

DAS-ELISA çal ışmaları, Clark ve Adams (1977) taraf ından bildirilen 

yönteme göre yapılmıştır.  

Çalışmada kullan ılan suland ırma oranlar ı ELISA kitlerinin temin edildi ği 

ticari firman ın belirtti ği oranlar dikkate al ınarak yap ılmış ve modifiye edilerek 

aşağıdaki şekilde uygulanmıştır. 

 

1. Testlenen virüse spesifik γ-globulin, kaplama tamponu içerisinde belirli 

oranda sulandırılarak, ELISA pleytlerine her çukura 100 μl konulmuştur. 

 2. Pleytler, 30 °C’de 4 saat inkübasyona tabi tutulduktan sonra, y ıkama 

tamponu ile her yıkama 3’er dakika olacak şekilde 3 kere yıkanmıştır. 

3. Ekstraksiyon tampon çözeltisinde 1/10 oran ında haz ırlanmış olan bitki 

ekstraktından her kuyuya 100’er μl konulmu ş ve pleytler +4 °C’de bir gece 

inkübasyona bırakıldıktan sonra yıkama tamponu ile yukarıdaki şekilde yıkanmıştır. 

4. Konjugat tamponu çözeltisi içerisinde suland ırılmış olan enzimle işaretli γ-

globulinden (Konjugate) her kuyuya 100’er μl konulmu ş ve 30 °C’ de 5 saat 

inkübasyondan sonra pleytler y ıkama tamponu ile yukar ıdaki şekilde tekrar 

yıkanmıştır. 

5. Son olarak pleytlerin herbir kuyusuna substrate tampon çözeltisinde 

1mg/ml olacak şekilde hazırlanan substrattan 100’er μl ilave edilmi ş ve pleytler 30-

60 dakika oda s ıcaklığında ışıksız ortamda bekletildikten sonra ELISA okuyucuda 

okunmuştur. 

Yapılan ELISA testlerinde herbir örnek için ikişer kuyu kullanılmış ve her bir 

ELISA pleytinde birer adet pozitif (infekteli), negatif (sa ğlıklı) ve buffer kontrol 

bulunmasına dikkat edilmiştir. 

ELISA testleri sonunda, ELISA kuyucusunda negatif kontrol için 405 nm’de 

okunan absorbans de ğerinin en az iki kat ı ve daha fazla absorbans de ğeri veren 

örnekler pozitif olarak kabul edilmi ştir (Barba ve Riccioni, 1993; Helguera ve ark., 

2002).  
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ELISA testlerinde kullan ılan tampon çözeltiler ve bunlar ın haz ırlanması Ek 

1’de verilmiştir. 

 

3.2.6. Total RNA Ekstraksiyonu 

 

ELISA testi sonucunda ZYMV ile infekteli oldu ğu saptanan arazi 

örneklerinden ve mekanik inokulasyon yöntemi ile ZYMV-FM a şılanan indikatör 

bitkilerden al ınan genç yapraklar kullan ılarak yap ılan total RNA izolasyon 

çalışmaları, Astruc ve ark., (1996)’ nın önerdiği yönteme göre yürütülmüştür. 

 

Total RNA ekstraksiyonu yönteminde izlenen basamaklar: 

 

1. Bitki örnekleri ekstraksiyon tamponu  (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM 

EDTA b-pH. 7.0, 500 NaCI, 10mM 2. mercapto-ethanol (1/1000) )  içerisinde 1: 2 

(w/v) oran ında suland ırılarak ekstrakte edilmi ş ve bitki özsuyu steril tülbentten 

süzülmüştür. 

2. Bitki özsuyundan 1ml al ınarak eppendorf tüpleri içerisine yerle ştirilmiş ve 

örnekler 3 dakika 4.000 rpm’ de santrifüj edilmiştir. 

 3. Pelet üzerine % 20’lik sodium dodecyl sulfat (SDS)’ den 50 µl ilave 

edilerek vortekste kar ıştırılmış ve sonra tüpler 65 ºC’ de 30 dakika su banyosunda 

inkübe edilmiştir. 

4. Tüplere 250 µl potasyum asetat (5M) ilave edilerek 20 dakika buz 

içerisinde bekletilmiş ve daha sonra 15 dakika 13.000 rpm’de santrifüj yapılmıştır. 

5. Elde edilen süpernatant iki k ısma ayr ılmış ve 500 µl’ si yeni haz ırlanmış 

eppendorf tüplerine konarak -70 °C’ de saklanmıştır.  

Geriye kalan 500 µl süpernatant yeni haz ırlanan eppendorf tüplerine 

konulmuş, üzerine % 100’  lük ethanolden 500 µl ilave edilerek 1ml’ ye 

tamamlanmış ve vortekste karıştırılmıştır. 

6. Daha sonra tüplere 50 µl sodyum asetat (3 M) ilave edilmi ş ve örnekler 

tekrar karıştırılarak -70 ºC’ de bir gece bekletilmiştir. 
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7. Örnekler 15 dakika 14.000 rpm’ de santrifüj edilerek süpernatant k ısmı 

ortamdan uzaklaştırılmıştır. 

8. Eppendorf tüpleri filtre ka ğıdı üzerinde ters çevrilerek 5 dakika 

kurutulmuş ve pellet üzerine % 70’ lik ethanolden 1ml ilave edilmiştir. 

9. Örnekler RNA’ ları çöktürmek amacıyla 5 dakika 13.000 rpm’ de santrifüj 

edilmiş ve tüp içerisindeki ethanol at ılarak eppendorf tüpleri kurutma ka ğıtları ile 

dikkatlice kurutulmuştur. 

10. Elde edilen total RNA’ lar 50 µl RNAse free saf su ile suland ırılarak, 

15µl ve 35 µl olmak üzere ikiye bölünmüş ve eppendorf tüpleri içerisinde -70 ºC’ de 

muhafaza edilmiştir. 

 Daha sonra agaroz jel elektroforez çal ışmasıyla total RNA’ lar ın varl ığı 

kontrol edilmiştir. 

 
3.2.7. RT-PCR Çalışmaları 

 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), 1980’ li y ıllardan itibaren in vitro 

ortamda spesifik bir DNA parças ının kopyalar ının k ısa zincirli oligonükleotid 

primerler yard ımı ile yönlendirilerek enzimatik olarak sentezlenmesi şeklinde 

tanımlanmaktadır. 

DNA molekülündeki dizisi bilinen iki bölge aras ındaki spesifik DNA 

parçasını çoğaltmak amac ıyla, çok az miktarda mRNA’ dan cDNA’ lar olu şturarak 

bitki patojenleri’ nin nükleik asit dizileri belirlenebilmektedir. PCR, çift iplikli bir 

DNA molekülünde hedef dizilere iki oligonükleotid primerin ba ğlanması ve uzamas ı 

esasına dayan ır. Nükleik asit materyali RNA olan bir hedef ço ğaltılmak isteniyorsa, 

önce RNA’dan Reverse Transcriptase (RT) enzimi yard ımı ile cDNA’ lar elde edilir 

ve daha sonra bu cDNA’ lar PCR işlemiyle çoğaltılır (RT-PCR).  

Bu tez çal ışmasında kullan ılan ZYMV-FM izolat ının moleküler yöntem ile 

tanılanması, şiddetli veya zay ıf olduğu, yaprak bitleri ile ta şınıp ta şınmadığı ve bir 

potyvirus üyesi olduğu gibi özelliklerini ortaya koymak amac ıyla RT-PCR ve RFLP 

çalışmaları yapılmıştır. 

Çalışmada kullan ılan ZYMV izolat ının moleküler olarak tan ılanması 
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amacıyla, mekanik inokulasyon yöntemi ile ZYMV-FM a şılanan indikatör 

bitkilerden alınan dokularından elde edilen total RNA preparasyonlar ı, potyvirüslere 

ve ZYMV’ ye spesifik, s ırasıyla PNIbF1 + PCPR1 ve ZYMV-F1 + ZYMV-R1 

primer çiftleri ile RT-PCR işlemine tabi tutulmuştur. 

 ZYMV izolat ının şiddetli veya zay ıf oldu ğunun moleküler olarak ortaya 

konulması amac ıyla da, FI + 1778 (Zay ıf), FR + 1778 ( Şiddetli) ve FR26 + 1778 

(Şiddetli) şeklinde kombine edilmi ş primer çiftleri kullan ılarak RT-PCR yöntemi 

uygulanmıştır. 

RT -PCR i şlemi, Finetti- Sialer ve ark. (1999)’ n ın bildirdi ği yöntem 

modifiye edilerek aşağıdaki şekilde yürütülmüştür. 

İki a şamada yap ılan RT-PCR yönteminde I. a şamada; RT (Reverse 

transcription) i şlemi ile cDNA'lar elde edilmi ş, II. a şamada ise, bu cDNA' lar 

kullanılarak PCR işlemi yapılmıştır. 

I. RT a şamasında; her PCR tüpüne, elde edilmi ş total RNA’ dan 3 µl 

konulmuş ve üzerine 2 µl reverse primer ve 10 µl ddH 2O ilave edilerek 95 °C' de 3 

dakika bekletilmiştir. Daha sonra tüpler buz üzerine al ınmış ve bu PCR tüplerine, 3.6 

µl saf su, 5 µl RT tampon çözeltisi (250 mM Tris- HCl (pH 8.3), 250 mM KCl, 20 

mM MgC12, 50 mM DTI), 1 µl dNTP (10 mM), 0.3 µl RNAse ve 0.1 µl  RT enzimi 

ilave edilerek, 42 °C' de 60 dakika inkübe edilmi ştir. Sonuçta, cDNA sentezi 

gerçekleştirilmiştir.  

II. PCR a şamasında ise, ayr ı bir PCR tüpüne, yukar ıdaki i şlemlerden elde 

edilen cDNA' dan 10 µl konulmu ş, üzerine 26.5 µl saf su, 5 µl 10X PCR tampon 

çözeltisi (100 mM) Tris- HCl (pH 8.8),500 mM KCl, % 0.8 Nonidet P40), 3 µl 

MgCl2  (25mM), 2 µl dNTP (10 mM), 0.5 µl Taq DNA polymerase, 2 µl forward 

primer ve 1 µl reverse primer ilave edilmiştir. 
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Daha sonra tüpler; 

 

 

 

 

 

 

 

olacak şekilde ayarlanmış termocycler'a yerleştirilerek PCR aşaması tamamlanmıştır. 

 

RT-PCR çal ışmalarının sonuçlar ı, agaroz jel elektroforez yöntemi 

kullanılarak gözlenmiştir.  

RT-PCR yönteminin I. a şamasında tüp içerisindeki kar ışımın toplam hacmi 

25 μl, II. a şamasındaki toplam hacim ise, 50 μl olacak şekilde hesaplanarak 

hazırlanm ıştır. 

Çalışmada kullan ılan farkl ı s ıcaklıklar ve bunlar ın neden kullan ıldıkları 

aşağıda verilmiştir.   

a. 42 °C’ de 1 saat;  Amplifikasyonu yap ılacak olan ZYMV-FM’ nin RNA’ 

sından komplementer DNA (cDNA) elde etmek amac ıyla kullan ılmıştır. 42 °C M-

MLV reverse transcriptase enziminin çalışma sıcaklığıdır. 

b. 94 °C’ de 4 dakika;  Virüsün RNA’sına komplementer olarak elde edilmi ş 

olan cDNA’y ı virüse ait olan RNA’dan ay ırmak amac ıyla ayarlanm ıştır. Çift iplikli 

nükleik asitteki zincirler 94 °C’ de birbirinden ayr ılmaktadır. PCR a şamasında bu 

cDNA çoğaltılacaktır. 

c. 94 °C’ de 30 saniye;  Amplifikasyonda b’deki program ın çal ıştırılması 

sırasında birbirinden ayr ılmayan RNA ve cDNA’lar ın ayr ılması ve daha sonra 

oluşacak çift ipliklerin sürekli birbirinden ayrılması için ayarlanmıştır. 

d. 52 °C’ de  1 dakika;  Kullanılan primerlerdeki G, C, A ve T baz miktarlar ı 

göz önünde bulundurularak Tm=(G+C)x4+(A+T)x2 formülü (Tm=melting 

temperature=erime ısısı) ile ayarlanm ıştır ve bu s ıcaklıktan 5 °C a şağısı 

kullanılmıştır. Bu programdaki s ıcaklık seviyesi; primerlerin, ço ğaltılması 

94 °C'de 4 dakika 1 döngü 

94 °C ' de 30 saniye   

56- 62 °C' de 1 dakika 35 döngü 

72 °C ' de 2 dakika  

72 °C'de 10 dakika                    1 döngü 
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hedeflenen  nükleik asitte bulunan ve primerlere spesifik yerlere ba ğlanması için 

gerekli olan sıcaklıktır. 

e. 72 °C’ de 2 dakika;   DNA  Taq polimeraz enziminin çal ışma s ıcaklığı 

olup, d’deki programın çalışması ile spesifik bölgelere bağlanan primerlerin uzaması 

için ayarlanm ıştır. Bu s ıcaklıkta DNA Taq polimeraz enzimi dNTP’leri kullanarak 

amplifikasyonu gerçekleştirir. 

c, d ve e’deki programlar 35 defa çalışacak şekilde ayarlanmıştır. 

f. 72 °C’ de 10 dakika;  Amplifikasyon sonunda ço ğaltılan nükleik asit 

ipliklerinde tamamlanmayan bölgelerin tamamlanması amacıyla ayarlanmıştır. 

 

3.2.7.1. Amplifikasyon S ırasında Kullan ılan Kimyasallar ın Optimum 

Konsantrasyonlarının Ayarlanması 

 ZYMV için kullan ılan primerler farkl ı pmol konsantrasyonlar ında purifiye 

edilmişlerdir. Amplifikasyon sırasında  kullan ılmak amacıyla 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-R1 10\ 59 (Pr/ H2O) oran ında ddH 2O ile suland ırılarak 10 pmol’e 

ayarlanmıştır.  

 

 3.2.8. RFLP Çalışmaları 

 

Çalışmada kullan ılan ZYMV-FM izolat ının yaprak bitleri ile ta şınır olup 

olmadığının (AT veya NAT) ortaya konulmas ı amac ıyla, FR26 + 1778 ( şiddetli) 

primer çifti ile yap ılan RT-PCR i şlemi sonucunda elde edilen PCR ürünleri, MspI 

enzimi ile muameleye tabi tutulmuş ve sonuç agaroz jel elektroforezde gözlenmiştir.  

RFLP i şlemi firman ın önerileri do ğrultusunda modifiye edilerek a şağıdaki 

şekilde yürütülmüştür; 

PCR tüpü içerisinde aşağıdaki karışım hazırlanmış; 

8 µl saf su 

Tampon çözelti (Y tango, MBI Fermentas) 

PCR ürünü 

MspI (MBI Fermentas) 
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 Bu PCR tüpleri 1 saat süre ile 37 C’ de reaksiyona b ırakılmış ve sonuçlar 

agaroz jel elektroforezde gözlenmiştir.  

    

3.2.9. IC-RT-PCR Çalışmaları 

 

Yaprak biti ta şıma denemeleri sonunda ZYMV-FM bula ştırılan indikatör 

bitkilerden alınan bitki dokuları kullanılarak yapılan IC-RT-PCR yöntemi, Wetzel ve 

ark. (1992)’ nin bildirdi ği yönteme göre modifiye edilerek a şağıdaki şekilde 

uygulanmıştır.  

 

1. PCR tüplerine B İOREBA firmas ının bildirdi ği prosedüre uygun olarak 

kaplama tampon çözeltisi (pH 9.6) içerisinde 1/ 1000 oranında hazırlanan ZYMV’ ye 

spesifik γ- globulinden (IgG) 50 µl konulmuştur.  

2. Tüpler 37 ºC’ de 4 saat inkübe edildikten sonra y ıkama tampon çözeltisi ile 

yıkanmıştır. Y ıkama i şlemi her biri 3’er dakika olmak üzere 3 kez tekrarlanm ıştır. 

Yıkama işlemi sonunda tüplerin iyice kurulanmasına dikkat edilmiştir. 

3. IgG kaplanan tüplere, ekstraksiyon tampon çözeltisinde 1:10 oran ında 

sulandırılarak hazırlanan bitki özsuyundan 50 µl ilave edilmiş ve tüpler buzdolabında 

+4 C’ de gece boyu inkübasyona bırakılmıştır. 

4. Tüpler yukar ıdaki şekilde tekrar y ıkanmış ve içerisine; 26.5 µl saf su, 5 µl 

10X PCR tampon çözeltisi (100 mM) Tris- HCl (pH 8.8), 500 mM KCl, % 0.8 

Nonidet P40), 3 µl MgCl 2  (25mM), 2 µl dNTP (10 mM), 0.5 µl Taq DNA 

polymerase, 2 µl forward Primer, 1 µl reverse primer, 5 µl RT tampon çözeltisi (250 

mM Tris- HCl (pH 8.3), 250 mM KCl, 20 mM MgC12, 50 mM DTI), 0.3 µl RNAse 

ve 0.1 µl RT enzimi ilave edilmi ş ve daha sonra tüpler a şağıdaki verilen programa 

göre ayarlanmış termocycle’ a yerleştirilmiştir. 
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IC-RT-PCR i şleminin sonuçlar ı, agaroz jel elektroforez yöntemi ile test 

edilmiştir. 

 

3.2.10. Agaroz Jel Elektroforez Çalışmaları 

Total nükleik asit, RT-PCR, IC-RT-PCR ve RFLP i şlemlerinin sonuçlar ı 

aşağıdaki şekilde haz ırlanan %l’ lik agaroz jel elektroforez yöntemine tabi 

tutularak gözlenmi ştir. Gallitelli ve Minafra (1994)’ e göre uygulanan yöntemde;  

1. Cam erlen içerisine 300 mg agaroz ve 30 ml l X TBE veya 1 X 

TAE tampon çözeltisi (4.84 gr Tris, 2 ml 0.5 M Na 2EDTA, 1.142 

ml Glucial Asetic Acid/1lt) konulmu ş ve agaroz tam olarak 

eriyinceye kadar mikrodalga fırında tutulmuştur. Daha sonra, üzerine 

tampon çözeltiden ilave edilerek son hacim 30 ml olacak şekilde 

ayarlanmıştır. 

2. Karışım bir süre so ğumaya b ırakılmış ve elektroforez aparat ında 

jel hazırlanan k ısma boşaltılarak tarak takılmıştır. 

3. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice çekilmi ş ve bu k ısım 

elektroforez tank ına yerle ştirilerek üzerine jeli l-2 mm geçecek 

kadar 1 X TAE tampon çözeltisi ilave edilmiştir. 

4. Örnekler, 15 μl örnek ve 3 μl 6x Loading buffer olacak şekilde 

hazırlandıktan sonra toplam 18 μl karışım jeldeki kuyulara dikkatli 

bir şekilde yüklenmi ştir. İlk kuyuya marker (5 μl marker, l μl 

loading buffer) konulmuştur. 

42 °C' de 60 dakika  1 döngü 

94 °C' de 4 dakika 1 döngü 

94 °C ' de 30 saniye  

56 °C ' de 1 dakika 35 döngü 

72 °C ' de 2 dakika  

72 °C' de 10 dakika 1 döngü 
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5. Loading buffer içerisindeki turuncu renk (Orange G) jelin sonuna 

gelene kadar elektroforez tankına 40 V elektrik akımı verilmiştir. 

6. Jel, elektroforez işlemi sonunda, oda sıcaklığında 10 dk. süre ile 30 

μl ethidium bromid/ 100 ml saf su (l0 mg/ml saf su) 

çözeltisinde çalkalanarak boyanm ış ve daha sonra fazla 

ethidium bromidi uzakla ştırmak için 5 dk. saf su içerisinde 

tutulmuştur. 

7. Yıkanan jel, UV Transilluminatör üzerine konularak, UV ışıkta 

ortaya çıkan bantlar gözlenmiş ve fotoğrafı çekilmiştir. 

 

3.2.11. Dayanıklılığın Uyarılması Çalışmaları  

 

Bitki aktivatörleri kullan ılarak kabak bitkilerinin uyar ılması ve bunun 

ZYMV’ ye kar şı mücadelede kullan ılma olas ılığının ortaya konulmas ı amac ıyla 

yapılan dayanıklılığın uyarılması çalışmaları, saksı ve arazi koşullarında olmak üzere 

iki farklı şekilde yürütülmüştür.  

Her iki denemede kabak bitkileri kullan ılmış ve bunlar üzerine 3- 4 yaprakl ı 

döneme geldikleri zaman MESSENGER, ISR-2000 ve ACTIGARD isimli bitki 

aktivatörleri ile uygulamalar yapılmıştır.  

Kullanılan bitki aktivatörlerinin etkinlikleri ZYMV-FM ile bula şık olan veya 

olmayan bitki say ısı ile simptom ç ıkış süreleri ve hastal ık oran ı dikkate al ınarak 

saptanmıştır.  

   

3.2.11.1. Saksı Denemeleri 

 

Saksı denemeleri, öncelikle ZYMV-FM’ ye kar şı dayan ıklılığın uyar ılması 

çalışmalarında kullan ılan üç farkl ı etkili maddeye sahip olan bitki aktivatörlerinin 

uygulanacak doz miktarlar ı ile bitkide en etkili olduklar ı zaman ın belirlenmesi 

amacıyla yapılmıştır. 

Saksı denemeleri; tesadüf parselleri deneme desenine göre kurulmu ş ve her 

bir deneme deseni 3 tekerrürden olu şturulmuştur. Her bir karakter (bitki aktivatörü) 
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için kontrol (Bitki aktivatörü uygulanmam ış ZYMV-FM ile inokule edilen bitkiler) 

ile birlikte 20’ şer bitki kullanılmıştır.  

ACTIGARD 0.2 g/lt, MESSENGER (EDEN BIOSCIENCE, AMC-TR) 0.5 

g/lt, ISR- 2000 ( IMPROCROP, ARES) 10 ml/lt konsantrasyonlar ında çe şme suyu 

içerisinde hazırlanmış ve her bir kabak fidesine 15 ml gelecek şekilde uygulanmıştır 

(Kang ve Buchenauer, 2001; Baysal ve ark., 2003).   

Bitki aktivatörlerinin bitki bünyesinde en etkili oldu ğu zamanın belirlenmesi 

amacıyla, bunların bitkiye uygulanmasından sonraki 24, 48, 72 ve 96 saatleri takiben 

aynı bitkiler üzerine, biyolojik ve moleküler tan ısı yap ılmış ZYMV-FM izolat ı 

mekanik inokulasyon yöntemi ile bula ştırılmıştır (Louws ve ark., 2001; Kang ve 

Buchenauer, 2001; Bokshi ve ark., 2003; Baysal ve ark., 2003). Uygulamadan 

sonraki 7- 21 gün süre içerisinde bu kabak bitkileri üzerinde ZYMV simptomlar ının 

varlığı ve bu simptomlar ın ç ıkış zaman ı, takip edilmi ş ve var/ yok ve erken/ geç 

şeklinde değerlendirilmiştir. 

Bu çal ışmanın sonuçlar ının de ğerlendirilmesi, dayan ıklılığı te şvik edicilerin 

uygulanmadığı kontrol bitkiler üzerinde ilk simptom ç ıkışının gözlenmesi ile 

başlamıştır. Dayan ıklılık uyar ıcılar uyguland ıktan sonra belirlenen zaman 

aralıklarında virüs inokulasyonu yap ılıp, bitkide ZYMV’ ye kar şı bir reaksiyon 

olarak geli şen SAR mekanizmas ının en aktif oldu ğu optimum zaman aral ığı ve 

uygun doz belirlenmiştir.   

 Bitki aktivatörlerinin ZYMV’ ye kar şı kullan ılabilecek en etkin dozlar ının 

belirlenmesi amacıyla yapılan saksı denemeleri de aşağıdaki şekilde yürütülmüştür. 

 Bu amaçla yap ılan çal ışmalarda, ticari olarak üretilmi ş olan bitki 

aktivatörlerinin kullanım prosedürlerinde belirtilen doz miktar ı ile bu dozun yar ısı ve 

iki katı şeklinde 3 farkl ı tip uygulama yap ılmıştır. Bu denemeler, di ğer çalışmalarda 

olduğu gibi tesadüf parselleri deneme desenine göre kurulmu ş ve 3 tekerrürden 

oluşmuştur. Bu denemelerde her bir karakter için kontrol ile birlikte 20’ şer kabak 

bitkisi kullanılmıştır. Kullanılan bitki aktivatörlerinin dozları çizelge 3.4’ de verildiği 

şekilde uygulanmıştır.  

 Bitki aktivatörlerinin uygun dozunun saptanmas ı amacıyla yapılan çalışmalar, 

kabak bitkilerine bitki aktivatörlerinin tek uygulamas ı ve ayr ıca simptom ç ıkışını 
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takiben bir k ısım bitkilere ikinci bir uygulaman ın tekrar yap ılması şeklinde 

yürütülmüş ve değerlendirilmiştir.  

Simptomatolojik olarak gözlenen ve de ğerlendirilen bu bitkilerden al ınan 

kök, gövde ve yaprak dokular ı histokimyasal boyamalarda materyal olarak 

kullanılmıştır.  

 

Çizelge 3.4. Bitki Aktivatörlerinin Farklı Uygulama Dozları  
DOZ1 DOZ2 DOZ3 

ACTIGARD 0.1g/lt 0.2g/lt 0.4g/lt 

MESSENGER 0.25g/lt 0.5g/lt 1g/lt 

ISR- 2000 5ml/lt 10ml/lt 20ml/lt 

 

3.2.11.2. Arazi Denemeleri 

 

Saksı denemelerinde uygulama dozlar ı, uygulama zamanlar ı ve etkinlikleri 

belirlenen dayan ıklılık uyar ıcılarının arazi ko şullarında da etkinlikleri belirlenmeye 

çalışılmıştır. Ç.Ü.Z.F. Bitki Koruma Bölümü Ara ştırma ve Uygulama Arazisi’ nde 

24 m X 4 m boyutlar ında kurulan iki alçak tünelde, May ıs-Temmuz aylar ı aras ında 

Alba kabak çeşidiyle deneme kurulmuştur. Tesadüf bloklar ı deneme desenine göre 5 

tekerrürlü olarak kurulan denemede her karakter için 30’ ar bitki kullan ılmıştır. 

Bitkilerde hastal ık etmenlerine kar şı dayan ıklılığı te şvik edici olarak da kullan ılan 

ACTIGARD, MESSENGER ve ISR- 2000 üretici firmalar ın önerdi ği şekilde ve 

dozda, 3- 4 yaprakl ı kabak fidelerinin ye şil aksamına, şaşırtılmadan önce püskürtme 

şeklinde uygulanmıştır.  

Bitki aktivatörlerinin uygulanmas ından sonraki 24, 48, 72 ve 96 saatleri 

takiben aynı kabak bitkileri üzerine, biyolojik ve moleküler tan ısı yap ılmış ZYMV-

FM izolat ı mekanik inokulasyon yöntemi ile bula ştırılmıştır (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 şekilde 

şaşırtılmıştır. Bitki aktivatörü uygulanm ış ve ZYMV-FM inokule edilmi ş bu kabak 
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bitkileri üzerinde 7- 21 gün süre ile ZYMV simptomlar ının varl ığı, simptomlar ın 

çıkış zamanı ve hastalık oranı takip edilmiştir. 

Arazi denemesi süresince klasik yeti ştiricilik işlemleri uygulanmıştır. Sulama 

damlama sulama sistemiyle gerçekle ştirilmiş ve bitkiler şaşırtıldıktan bir ay sonra 

sulamadan hemen önce üre uygulanm ıştır. Şaşırtmadan on be ş gün sonra topraktaki 

kaymak tabakasını kırmak amacıyla çapalama işlemi gerçekleştirilmiştir.    

 

3.2.11.3. Histokimyasal Boyamalarla Lignin Sentezinin Belirlenmesi  

 

Dayanıklılığın uyar ıldığı kabak bitkilerinden al ınan yaprak, kök ve gövde 

parçaları kullan ılarak, bitki aktivatörlerinin kullan ılması sonucu, infekteli bitki 

dokularının infeksiyon ve reaksiyon yerlerinde ortaya ç ıkan lignin sentezi, 

Floroglusinol/HCl Testi ile belirlenmiştir.  

Saksı denemelerinde, ACTIGARD, ISR- 2000 ve MESSENGER uygulamas ı 

yapılan kabak bitkileri saks ılardan kök bölgesi zararland ırılmadan ç ıkarılmış çe şme 

suyunda yıkanmıştır. Bu bitkilerin kök ve gövdelerinden steril bir bistüri ile 3- 5 mm 

uzunluğunda, yapraklar ından ise, 5 mm çap ında kesitler al ınmıştır. İnfekteli 

dokulardaki klorofiller, %1 Phloroglucinol (MERCK) içeren %100’ lük metanol 

içerisinde, oda s ıcaklığında 1 gece bekletilerek uzakla ştırılmıştır. Daha sonra 

beyazlaşan doku örnekleri, kloral hidrat (2.5 g/ml) içerisinde en az 24 saat 

bekletilerek dokular şeffaflaştırılarak temizlenmi ştir. Metanol yard ımı ile klorofil 

uzaklaştırılarak kloral hidrat (MERCK) ile temizlenen dokular steril bir lam üzerine 

alınarak, üzerine 1-2 damla konsantre HCl ilave edilerek 10 dak. bekletilmi ştir. Daha 

sonra bu dokular ın üzerine birkaç damla %50’ lik gliserol çözeltisi damlat ılmış ve 

lamel kapatılarak bu şekilde hazırlanan preparatlar incelenmi ştir. İnfekteli dokuların 

üzerine HCl eklendikten ortalama 10 dak. sonra, ligninlenmi ş yap ılar koyu pembe-

turuncu bir renk olu şturmuştur. Boyanm ış dokular ın 3-5 saat sonra renklerini 

kaybetmeleri nedeniyle preparatlar, mümkün oldu ğunca k ısa süre içerisinde, faz 

kontrast ışık mikroskop kullan ılarak 20X ve 40X büyütmede incelenmi ş ve görüntü 

alınmıştır (Gahan 1984; Vallet ve ark., 1996; Soylu, 1999). Boyama i şlemleri, pozitif 

ve negatif kontrol bitkilerinin her ikisi için yapılmıştır. 
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3.2.11.4. Histokimyasal Boyamalarla H2O2 Sentezinin Belirlenmesi 

 

Dayanıklılığın uyarıldığı kabak bitkilerinde, infekteli dokularda infeksiyon ve 

reaksiyon yerlerinde meydana gelen H 2O2 sentezi, DAB (3,3 1-diaminobenzidine) 

testi ile belirlenmiştir.  

Bu yöntemde de, saks ı denemelerinde, ACTIGARD, MESSENGER ve ISR-

2000 uygulaması yap ılan kabak bitkileri saks ılardan kök bölgesi zararland ırılmadan 

çıkarılmış ve çe şme suyunda y ıkanmıştır. Bu bitkilerin kök ve gövdelerinden steril 

bir bistüri ile 3-5 mm uzunlu ğunda, yapraklar ından ise 5 mm çap ında kesitler 

alınmıştır. İnfekteli dokular önce karanl ıkta 15- 25 dak. aras ında DAB içerisinde 

bekletilerek y ıkanıp bitki dokular ından klorofilin uzakla ştırılması için methanol 

içerisinde bir gece bekletilmi ştir. Beyazlaşan doku örnekleri, kloral hidrat (2.5 g/ml) 

içerisinde en az 24 saat bekletilerek dokular şeffaflaştırılarak temizlenmiştir. Metanol 

yardımıyla klorofil uzaklaştırılarak kloral hidrat (Merck) ile temizlenen dokular steril 

bir lam üzerine alınarak, üzerine birkaç damla %50’ lik gliserol çözeltisi damlat ılmış 

ve lamel kapat ılarak bu şekilde haz ırlanan preparatlar incelenmi ştir. Dayan ıklılığın 

uyarıldığı yerlerde kahverengi renk de ğişimleri gözlenmiştir. Boyanmış dokuların 3-

5 saat sonra renklerini kaybetmeleri nedeniyle, haz ırlanan preparatlar, mümkün 

olduğunca k ısa süre içerisinde, faz kontrast mikroskobu kullan ılarak 20X ve 40X 

büyütmede incelenecek ve görüntü alınacaktır (Soylu, 1999). 

Boyama i şlemleri, pozitif ve negatif kontrol bitkilerinin her ikisi için 

yapılmıştır. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

4.1. ZYMV ile Bulaşık Bitkilerin Belirlenmesi  

 

Bu tez çal ışmasında kullan ılan ve biyolojik, serolojik ve moleküler olarak 

tanılanması yapılan ZYMV-FM izolat ının elde edilmesi amac ıyla, örtü alt ı ve aç ıkta 

kabakgil üretimi yapılan alanlarda öncelikle simptomatolojik gözlemler yapılmıştır.  

Genel olarak örneklemelerin yap ıldığı bitkilerin yapraklar ında mozayik, 

kloroz, deformasyon, genç sürgünlerin yapraklar ında ayakkab ı ba ğı simptomu, 

bitkide geli şme gerili ği ve bodurluk, çiçeklenmede azalma, meyve üzerinde 

deformasyon ve kabarc ık simptomlar ı aranm ıştır. Bu simptomlardan bir veya 

birkaçını gösteren kabakgil bitkilerinden testlemek amac ıyla yaprak ve meyveleri 

alınmıştır (Şekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5).  

Buna göre; Adana ve İçel illeri ile ba ğlı ilçelerde yap ılan arazi ç ıkışlarında; 

126 kabak, 4 kavun ve 1 karpuz bitkisinden örneklemeler yap ılmış ve toplam 131 

kabakgil bitkisi ELISA yöntemi ile testlenmiştir. 

ELISA testleri sonucunda, ZYMV ile infekteli oldu ğu saptanan örneklerden 

bir tanesi seçilmi ş ve mekanik inokulasyon, RT-PCR, IC-RT-PCR ve dayan ıklılığın 

uyarılması çal ışmalarında ZYMV-FM izolat ı olarak kullan ılmıştır. Bu izolat ın 

seçilmesinde öncelikle arazi gözlemleri dikkate alınmıştır.  

      

                  
                            Şekil 4.1. Kabak meyvesinde deformasyon ve siğiller 
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Şekil 4.2. Kabak meyvesinde içe doğru çöküntüler                         

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 4.3. Kabak bitkisi yapraklarında deformasyon 
                ve iplikleşme  
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          Şekil 4.4. Kabak bitkisi yapraklarında deformasyon ve iplikleşme  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Şekil 4.5. Kavun bitkisi yapraklarında deformasyon  
   ve kabarc ıklar  
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4.2. Mekanik İnokulasyon Çalışmaları 

 

Arazi çıkışlarında ZYMV’ nin neden oldu ğu yaprak ve meyve simptomlar ını 

gösteren ve yap ılan ELISA testleri sonucunda ZYMV ile bula şık olduğu saptanan 

kabak bitkisinden elde edilen ZYMV-FM kodlu izolat ın Çizelge 3.1.’de verilen 

indikatör bitkileri üzerine yap ılan mekanik inokulasyon çal ışmaları sonucunda 

Çizelge 4.1’ de verilen sonuçlar elde edilmiştir. 

 
Çizelge 4.1. Mekanik İnokulasyon Çal ışmalarında İndikatör Bitkiler 

Üzerinde Gözlenen Simptomlar 

İndikatör Bitkiler
  

Latince Adı Gözlenen Simptomlar  

Tütün Türleri 

 

 

 

Kabak 

Kavun 

Hıyar 

Karpuz 

Hanım düğmesi 

Akkaz Ayağı 

Nicotiana rustica 

Nicotiana glutinosa L. 

Nicotiana benthamiana 

Nicotiana tabacum 

Cucurbita pepo 

Cucumis melo 

Cucumis sativus 

Citrullus lanatus 

Gomphrena globosa  

Chenopodium  quinoa Wild. 

C. amaranticolor Costa & Reyn 

- 

- 

- 

- 

D, M, GG, AB, K, DB 

D, M, GG, K, DB 

D, M, GG, K, DB 

D, M, K 

LL 

CLL 

CLL 

D: Yaprak deformasyonu,  M: Mozayik,  GG: Gelişme geriliği,  DB: Damar bantlaşması, LL: Lokal lezyon,  

CLL: Klorotik Lokal Lezyon, AB: Ayakkabı Bağı Simptomu, K: Kloroz, -: Simptomsuz 

 

Çizelge 4.1.’ e göre, farkl ı dönemlerde tekrarlanan mekanik inokulasyon 

çalışmaları sonunda, kullan ılan ZYMV-FM kodlu ZYMV izolat ı, Nicotiana rustica, 

N. glutinosa  L., N. benthamiana ve N. tabacum bitkileri üzerinde herhangi bir 

simptom oluşturmamıştır. Buna karşılık, kavun ve h ıyar bitkisi üzerinde, yapraklarda 
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deformasyon, mozayik, kloroz ve damar bantla şması simptomlar ı ile birlikte bitkide 

genel bir gelişme geriliği gözlenmiştir (Şekil 4.8, 4.9, 4.10 ve 4.11). Kabak bitkisinde 

bu simptomlar daha şiddetli ve belirgin olarak ortaya ç ıkmış ve ileriki a şamalarda 

bunlara ilaveten yapraklarda ayakkab ı ba ğı simptomu da ortaya ç ıkmıştır ( Şekil 

4.12, 4.13, 4.14 ve 4.15). Karpuz bitkisinde ise, yapraklarda deformasyon, mozayik 

ve kloroz simptomları meydana gelmiştir (Şekil 4.6 ve 4.7). 

 ZYMV-FM kodlu ZYMV izolat ından Gomphrena globosa , Chenopodium 

quinoa Wild. ve C. amaranticolor  Costa & Reyn indikatör bitkileri üzerine yap ılan 

mekanik inokulasyonlar sonucunda ise, yapraklarda lokal lezyonlar gözlenmi ştir 

(Şekil 4.16, 4.17 ve 4.18).  

Mekanik inokulasyon yöntemi ile ZYMV-FM bula ştırılan indikatör bitkiler 

üzerinde simptomlar, inokulasyonun yap ıldığı tarihten sonraki 7- 10 gün içerisinde 

ortaya ç ıkmıştır. Simptom ç ıkışı, ilk olarak kabak bitkisinde, daha sonra s ırasıyla 

kavun, hıyar ve karpuz bitkilerinde gözlenmiştir.  

Literatürlerde ZYMV’ nin yabanc ı ot konukçusu olarak adlar ı geçen ve 

mekanik inokulasyon çal ışmalarında kullan ılan G. globosa, C. quinoa  Wild., C. 

amaranticolor Costa & Reyn indikatör bitkileri üzerinde ilk simptom ç ıkışı, 

Chenopodium quinoa  Wild.’ da saptanm ış ve daha sonra s ırasıyla C. amaranticolor  

Costa & Reyn ve Gomphrena globosa üzerinde gözlenmiştir.  

C. quinoa  Wild. ve C. amaranticolor  Costa & Reyn yapraklar ı üzerindeki 

klorotik lokal lezyonlar ın ileriki a şamalarda kuruyup döküldü ğü fark edilmi ştir. 

Gomphrena globosa’ da ise sadece lokal lezyonlar saptanm ış ve herhangi bir 

dökülme olmamıştır. 

 Greber ve ark.’ n ın 1988 y ılında 5 familyadan 20 bitki türü üzerine ZYMV 

bulaştırarak yaptıkları bir çalışmada; kullandıkları test bitkilerinden C.amaranticolor 

Costa & Reyn üzerinde k ırmızı lezyonlar, Citrullus sp.cv. Egusi üzerinde mozayik 

simptomlar, Cucumis melo  üzerinde mozayik, cücele şme ve klorotik nekrozlar, 

Cucumis sativus  üzerinde mozayik ve Cucurbita maxima ve pepo  üzerinde şiddetli 
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mozayikler meydana getirdi ğini saptam ışlardır. Bu bulgular bu çal ışmada ortaya 

çıkan sonuçlarla bağdaşmaktadır. 

   

  
                       Şekil 4.6. Karpuz bitkisi yaprağında deformasyon ve kabarcıklar 
                       
 
 
 

 

 
                       Şekil 4.7. Karpuz bitkisi yaprağında mozayik simptomu 
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                       Şekil 4.8. Kavun bitkisi yaprağında mozayik ve kabarcıklar 

 
 
 
 
 

 
                       Şekil 4.9. Kavun bitkisi yaprağında damar bantlaşması ve mozayik  
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Şekil 4.10. Hıyar bitkisi yaprağında mozayik ve deformasyon 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Şekil 4.11. Hıyar bitkisi yaprağında mozayik ve damar bantlaşması 
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Şekil 4.12. Kabak bitkisi yaprağında kabarcıklar 
 
 
 
 
 

         
        Şekil 4.13. Kabak bitkisi yaprağında mozayik ve kabarcıklar 
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Şekil 4.14. Kabak bitkisi yaprağında damar bantlaşması  
 
 
 
 
 

 
Şekil 4.15. Kabak bitkisi yaprağında iplikleşme ve deformasyon  
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Şekil 4.16. Chenopodium quinoa Wild. bitkisi yaprağında  

klorotik lokal lezyon 
 
 
 
 
 

 
Şekil 4.17. C. amaranticolor Costa & Reyn bitkisi yaprağında 

klorotik lokal lezyon 
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Şekil 4.18. Gomphrena globosa bitkisi yaprağında lokal lezyon 

 

4.3. Vektör ile Taşıma Denemeleri 
 

Bu tez çal ışmasında kullanılan ZYMV-FM kodlu ZYMV izolat ının biyolojik 

karakterizasyonu kapsam ında, yaprak biti Myzus persicae ile kabak bitkilerine 

yapılan vektör ta şıma denemeleri sonunda, ZYMV-FM izolat ının kabak bitkileri 

üzerine taşınması gerçekleşmiştir.  

Uygulama tarihinden sonra peryodik olarak her gün takip edilen kabak 

bitkilerinin yapraklar ında ta şıma denemesinin yap ıldığı tarihten sonraki 5 gün 

içerisinde simptom ç ıkışı meydana gelmi ştir. Yaprak bitleri ile ZYMV-FM 

bulaştırılan bu kabak bitkilerinin yapraklar ında damar aç ılması ile ba şlayan 

simptomlar mozayik, sararma, şiddetli deformasyon ve ayakkab ı ba ğı simptomlar ı 

şekline dönüşerek devam etmiştir (Şekil 4.19, 4.20). 
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Şekil 4.19. Kabak bitkisi yaprağında deformasyon ve damar açılması 
 
 
 
 
   

 
Şekil 4.20. Kabak bitkisi yaprağında mozayik ve damar açılması 

 

4.4. ELISA Testleri  

 

Bu tez çal ışmasının farkl ı a şamalarında kullan ılacak olan ZYMV izolat ının 

elde edilmesi amac ıyla, arazi ç ıkışları sonunda simptomatolojik olarak ZYMV ile 

bulaşık oldu ğundan şüphelenilen 126 kabak, 4 kavun ve 1 karpuz olmak üzere 

toplam 131 kabakgil bitkisinden örneklemeler yap ılmış ve al ınan bitki dokular ı 

ELISA yöntemiyle testlenmiştir (Çizelge 4.2) .  
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Çizelge 4.2. ELISA Testi Sonuçları 
Testlenen Bitki Türü  Saptanan Virüs/ Virüsler İnfekteli Bitki Sayısı 

 ZYMV 66 

 CMV 11 

 WMV 6 

 PRSV 3 

 SqMV 5 

 ZYMV+WMV 13 

Kabak ZYMV+PRSV 3 

 ZYMV+SqMV 2 

 ZYMV+CMV 5 

 CMV+WMV 1 

 WMV+SqMV 2 

 PRSV+SqMV 3 

 WMV+PRSV 6 

 CMV+SqMV 4 

Kavun ZYMV+SqMV 4 

Karpuz ZYMV 1 

TOPLAM  131 

 

Çizelge 4.2.’ den de görülece ği üzere, testlenen 126 kabak örne ğinden 66’ 

sının ZYMV, 11’ inin CMV, 6’ s ının WMV, 3’ ünün PRSV ve 5’ inin de SqMV 

olmak üzere toplam 91 örne ğin tek bir virüs ile bula şık olduğu saptanmıştır. Geriye 

kalan 35 kabak örne ğinde ise, kar ışık virüs infeksiyonu oldu ğu görülmü ştür. Buna 

göre; bu örneklerin 13’ ü ZYMV + WMV, 3’ ü ZYMV + PRSV, 2’ si ZYMV + 

SqMV, 5’ i ZYMV + CMV, 1’ i CMV + WMV, 2’ si WMV + SqMV, 3’ ü PRSV + 

SqMV, 6’ sı WMV + PRSV ve 4’ ü CMV + SqMV ile bulaşık olarak saptanmıştır.  

Kavun bitkisinden alınan 4 örnekte ZYMV + SqMV kar ışık virüs infeksiyonu 

bulunurken, karpuz örneğinin sadece ZYMV ile infekteli olduğu saptanmıştır. 

Adana ve İçel illeri ile ba ğlı ilçelerde aç ık alanlar ile örtü alt ı yeti ştiricilik 

yapılan yerlerden toplanan kabakgil örneklerdeki infeksiyon oranlar ına bakıldığında, 

karışık virüs infeksiyonlar ı hariç, ZYMV’ nin  %51.2, CMV’ nin %8.4, WMV’ nin 

%4.6, PRSV’ nin %2.3 ve SqMV’ nin %3.8 oran ında bitkiler üzerinde infeksiyon 
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yaptığı saptanm ıştır. Bunlara ek olarak kar ışık infeksiyon görülen bitkilerdeki en 

yüksek infeksiyon oran ı %9.92 ile ZYMV+WMV kar ışık infeksiyonunda 

belirlenmiştir.  

Bunlardan ba şka, saks ı ve arazi denemelerinde üzerine bitki aktivatörü 

uygulanan kabak bitkilerinden simptom gösterenler ve göstermeyenlerden al ınan 

bitki dokular ı da ELISA yöntemi ile testlenmi ş ve simptom gözlenen bitkilerde 

ZYMV-FM’nin varl ığı ortaya konulmu ştur. Simptom göstermeyen bitkilerden 

yapılan ELISA testleri sonucunda ise herhangi bir infeksiyon varlığı saptanmamıştır. 

Ayrıca, mekanik inokulasyon çalışmaları sonunda, ZYMV-FM inokule edilen 

kullanılan indikatör bitkiler de ELISA yöntemi ile testlenmi ş ve ba şka bir virüsle 

bulaşıklık olup olmad ıklarına bak ılmıştır. Simptom gösteren indikatör bitkilerin 

sadece ZYMV-FM ile bula şık oldu ğu saptanm ıştır. Belirti vermeyen indikatör 

bitkiler de ( Nicotiana rustica, N. glutinosa  L., N. benthamiana, N. tabacum ), 

herhangi bir latent infeksiyonun bulunma olas ılığı dikkate al ınarak testlenmiş, fakat 

bu bitkilerde ZYMV infeksiyonu belirlenmemi ştir. Böylece, mekanik inokulasyon 

çalışmalarında elde edilen sonuçlar ELISA testleri ile doğrulanmıştır.   

Yaprak biti ile yap ılan vektör ta şıma denemelerinin sonunda ise ortaya ç ıkan 

simptomlu kabak bitkileri de yine ELISA yöntemi ile yukar ıda belirtilen ZYMV, 

CMV, WMV, PRSV ve SqMV’ ye spesifik antiserumlar ile testlenmi ş ve bu 

bitkilerin sadece ZYMV ile bulaşık olduğu saptanmıştır. 

 

4.5. Total RNA Ekstraksiyon Çalışmaları 
 

RT-PCR i şlemlerinde kullan ılacak olan total RNA’lar, ELISA testleri 

sonucunda ZYMV ile bulaşık olduğu saptanan kabak bitkilerinin taze yapraklar ından 

elde edilmi ş ve TBE tampon çözeltisinde haz ırlanan %1.5’ luk agaroz jel 

kullanılarak elektroforez yöntemi ile testlenmiştir.  

Elektroforez i şlemi 40 V ak ım alt ında gerçekle ştirilmiş ve yap ılan ko şum 

işlemi sonunda, ethidium bromid ile boyanan jel üzerinde hastal ıklı bitkilerden elde 

edilen total RNA’ lar gözlenmiştir (Şekil 4.21). 
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Şekil 4.21. ZYMV’ nin agaroz jeldeki total RNA bandları  

 
4.6. RT-PCR Çalışmaları 

 

4.6.1. RT-PCR Uygulamaları 

 

Günümüzde bitki virolojisi alan ında yapılan araştırmalarda yoğun bir şekilde 

kullanılan moleküler yöntemlerden biri olan RT-PCR yöntemi, bu tez çal ışmasında 

ZYMV’nin saptanması ve moleküler karakterizasyonu amac ıyla optimize edilmiş ve 

ZYMV-FM izolat ı ile bula şık kabak bitkilerinden elde edilen total RNA’ lar 

kullanılarak başarı ile uygulanmıştır.  

RT-PCR çalışmalarında, ticari olarak sentezlettirilen, 

1. PNIbF1- PCPR1 kodlu primer çifti 1.2 bp’lik (Potyvirüs) 

2. FI -1778  kodlu primer çifti  675  bp’lik (ZYMV-Zay ıf) 

3. FR-1778 kodlu primer çifti  675 bp’lik (ZYMV- Şiddetli) 

4. ZY-FR 26-1778 kodlu primer çifti 1069 bp’lik (ZYMV- Şiddetli) 

5. ZYMV-F1-ZYMV-R1 kodlu primer çifti 250 bp’lik (ZYMV- Genel) 

 

gen parçalarını çoğaltılmak amacıyla kullanılmış ve 1, 4 ve 5 nolu primer çiftlerinde 

beklenen band büyüklükleri elde edilmiştir (Şekil 4.22, 4.23).  

Total RNA          
Bandları 
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Bu primer çiftleri ile elde edilen RT-PCR sonuçlar ı, çal ışmada kullan ılan 

ZYMV-FM kodlu izolatın, potyvirüs grubuna dahil ZYMV olduğunu ve ZYMV’ nin 

de şiddetli izolatı olduğunu göstermiştir. Zira çalışmada kullanılan 1 nolu primer çifti 

potyvirüs grubunu, 2 nolu primer çifti ZYMV’nin zay ıf izolatlar ını, 3 ve 4 nolu 

primer çiftleri de ZYMV’nin şiddetli izolatlar ını saptamak amac ıyla kullan ılmıştır. 

Elimizde bulunan bitki örne ğinin ZYMV ile bula şık olup olmad ığı da, ZYMV’ nin 

moleküler tanısında genel olarak kullanılan 5 nolu primer ile ortaya konulmuştur. 

Ayrıca mekanik inokulasyon ve vektör ta şıma denemeleri sonunda kabak 

yapraklarında sararma, mozayik, deformasyon ve ayakkab ı bağı simptomlar ının da 

ZYMV infeksiyonu sonucu meydana geldiğini RT-PCR yöntemi ile doğrulanmıştır.  

 

    A   B    C     D    E    F    

 
Şekil 4.22. 5 nolu primer çifti ile yapılan RT-PCR sonuçları 

A; Marker, B, D,F; ZYMV izolatları 

         250 bp 
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Şekil 4.23. 1 nolu primer çifti ile yapılan RT-PCR 

sonuçları A; Marker, B; ZYMV izolatı 
 

ZYMV’ nin zay ıf izolatlarının saptanmas ı amac ıyla kullanılan 2 nolu primer 

çifti ile yap ılan RT-PCR çal ışmalarında herhangi bir band gözlenmez iken, 

ZYMV’nin şiddetli izolat ının saptanmas ında kullan ılan 4 nolu primer çiftinde 

istenilen band büyüklü ğü (1069 bp) gözlenmi ş, fakat net bir foto ğraf elde 

edilememiştir.  

3 nolu primer çifti ile yap ılan RT-PCR çal ışmalarında ise, gerek total RNA 

izolasyonu, gerekse PCR i şleminde uygun ko şulların sağlanması ve ayr ıca de ğişik 

PCR programlar ı ile farkl ı oranlarda kimyasallar ın kullan ılmasına rağmen herhangi 

bir band gözlenememiştir. 

RT-PCR çal ışmalarında kullan ılan ve Promega firmas ından temin edilen 

1kb’lik DNA Marker’ ın en dü şük baz büyüklü ğü 250-253 bp’ den ba şlamakta ve 

10.000 bp’ ye kadar devam etmektedir.                

Bu çal ışmada elde edilen sonuçlar, Yueh-Chwen Hsu ve ark. (2005) 

tarafından bildirilen sonuçlar ile uyum içerisindedir. Ayn ı araştırıcılar, saflaştırılmış 

viral RNA’lar ile PNIbF1-PCPR1 ve ZYMV-F1-ZYMV-R1 primer çiftlerini 

kullanarak yapt ıkları RT-PCR i şleminde potyvirüslerin ve ZYMV’nin varl ığını 

saptamışlardır. Yapt ıkları bu çal ışma sonucunda, agaroz jel elektroforez yöntemi ile 

potyvirüsler için 1.2 bp’ lik band, ZYMV için ise 250 bp’ lik band gözlemişlerdir.  

    
        
        1.2 kb 
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Ayrıca (Herve HUET, Kişisel Görüşme)’ in, FI-1778, FR-1778 ve ZY-FR 26-

1778 primer çiftlerini kullanarak yapt ığı RT-PCR çal ışmalarının sonuçlar ı ile de bu 

çalışmada elde edilen sonuçlar aras ında bir paralellik vard ır. Ara ştırıcı, yukar ıda 

isimleri verilen Primer çiftleri kullan ılarak ZYMV’nin zay ıf ve şiddetli izolatlarının 

ayırımını moleküler olarak yapabilmi ş ve s ırasıyla, 675 bp, 675 bp ve 1069 bp’ lik 

bandlar elde etmiştir.  

 

4.6.2. IC-RT-PCR Uygulamaları 

 

RT-PCR yönteminin di ğer bir versiyonu olan IC-RT-PCR çal ışması, bu tez 

çalışmasında vektör ta şıma denemeleri sonunda elde edilen ve simptomatolojik ve 

serolojik olarak ZYMV ile bula şık olduğu saptanan örneklerin moleküler tan ısında 

kullanılmıştır.  

RT-PCR çal ışmasından farkl ı olarak bu yöntemde total nükleik asit 

izolasyonuna gerek kalmadan ham bitki ekstraktı materyal olarak kullanılmış ve PCR 

tüpleri öncelikle ZYMV’ ye spesifik antibody ile kaplanmıştır.  

ZYMV-F1-ZYMV-R1 primer çiftleri kullan ılarak yap ılan IC-RT-PCR 

çalışması sonucunda beklenen büyüklükte bandlar elde edilmi ştir ( Şekil 4.25). 

Yapılan agaroz jel elektroforez i şleminde kontrol olarak RT-PCR ürünü de 

kullanılmıştır. 
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      A   B    C     D    E     F    

 
Şekil 4. 24. 5 nolu primer çifti ile yapılan IC-RT-PCR sonuçları 

A, Marker; B, C, E, F, IC-RT-PCR ürünü; D, RT-PCR 
sonucu elde edilen PCR ürünü 

 
4.6.3. RFLP Çalışmaları 

 
ZYMV-FM izolatının şiddetli olduğunun saptanması amacıyla, 4 nolu primer 

çifti kullan ılarak RT-PCR çal ışmaları yap ılmış ve sonucunda, istenilen band 

büyüklüğü (1069 bp) elde edilmiştir. Şiddetli bir izolat olduğu saptanan ZYMV-FM’ 

nin yaprak bitleri ile ta şınabildiğinin de moleküler olarak ortaya konulmas ı için 

RFLP i şlemi yürütülmü ş, fakat bu RT-PCR ürününün miktar ının az olmas ından 

dolayı net bir sonuç elde edilememiştir.  

 
4.7. Dayanıklılığın Uyarılması Çalışmaları 

 
4.7.1. Saksı Denemeleri  
 
Bitkilerde dayanıklılığın uyarılması çal ışmalarının bir bölümü olan ve uygun 

dozun ve zaman ın belirlenmesi amac ı ile yap ılan saks ı denemeleri, dayan ıklılık 

uyarıcılar ACTIGARD, MESSENGER ve ISR-2000 kullan ılarak Bölüm 3.2.9’da 

belirtildiği şekilde yapılmıştır.  

           250 bp 
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ACTIGARD, MESSENGER ve ISR-2000 uyguland ıktan sonra 24, 48, 72 ve 

96 saat sonra virüs uygulamas ı sonucu bitkilerde gözlenen simptomlar 

inokulasyondan sonraki kontrol bitkilerinde ilk simptom ç ıkış tarihinden itibaren 

değerlendirilmeye başlanmıştır.  

Kontrol (+) olarak kullan ılan bitkiler üzerinde ilk simptomlar mekanik 

inokulasyondan sonraki 7 gün içerisinde yapraklarda damar aç ılması ve mozayik 

şeklinde gözlenmiştir.  

Kabak bitkilerine ACTIGARD uygulamas ından 48 saat sonra yap ılan 

ZYMV-FM inokulasyonu simptomun ç ıkış süresi üzerine etkili olmu ş ve kontrol 

bitkilere göre uygulama yap ılan bitkilerde 15- 20 gün süre ile simptom ç ıkışında 

gecikme gözlenmiştir. Bu bitki aktivatörünün, uygulamadan 24, 72 ve 96 saat sonra 

yapılan ZYMV-FM bula ştırmalarında ise, bitkilerde simptom ç ıkış zaman ı üzerine 

belirgin bir etkisi olmad ığı saptanm ıştır. Bu durumda, bitkide SAR’ ın 

tetiklenmesinin 48 saat içerisinde en üst seviyeye ula ştığı ve ACTIGARD 

uygulamasından 48 saat sonra ZYMV-FM inokulasyonunun, SAR mekanizmas ının 

tetiklenmesi için en uygun zaman aralığı olduğu ortaya konulmaktadır.  

Kabak bitkilerine MESSENGER ve ISR-2000 uygulamalar ının her ikisinde 

de 72 saat sonra yap ılan ZYMV-FM inokulasyonu simptomun ç ıkış süresi üzerine 

etkili olmuş ve kontrol bitkilere göre uygulama yap ılan bitkilerde MESSENGER’ da 

10 gün, ISR-2000’ de 15- 20 gün süre ile simptom ç ıkışı gecikmi ştir. Bu bitki 

aktivatörlerinin uygulanmas ından 24, 48 ve 96 saat sonra yap ılan ZYMV-FM 

bulaştırmalarında ise, bitkilerde simptom ç ıkış zaman ı üzerine belirgin bir etkisi 

olmadığı gözlenmi ştir. Bitkide SAR’ ın bitki aktivatörü uygulanmas ından 72 saat 

sonra tetiklenerek en üst seviyeye ula ştığı ve böylece MESSENGER ve ISR-2000 

uygulamasından 72 saat sonra ZYMV-FM inokulasyonunun, SAR mekanizmas ının 

uyarılması için en uygun zaman aralığı olduğu ortaya konulmuştur. 
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Şekil 4.25. ACTIGARD uygulamasından sonra bitki gelişimi 

 
Uygulanan bitki aktivatörlerinin bitki gelişimi üzerine etkilerine bakıldığında; 

ISR-2000 uygulamas ının 24, 48, 72 ve 96 saat de ğerlendirmeleri, bu aktivatörün 

bitkilerin büyüme ve geli şmesi üzerinde önemli bir etkiye sahip oldu ğunu 

göstermiştir. ACTIGARD uygulamalar ının 48, 72 ve 96 saat de ğerlendirmeleri 

olumlu bulunmu ş, buna ra ğmen MESSENGER uygulamalar ının 48, 72 ve 96 saat 

değerlendirmeleri sonucu bu aktivatörün bitki büyüme ve gelişmesi üzerine çok bariz 

olmayan bir etki yaptığı gözlenmiştir (Şekil 4.25, 4.26, 4.27). 

 
 
 

a
 

48 h 

(-)K (+)K 72 h c d 

b (-)K (-)K 

(-)K 

(+)K 

(+)K 

(+)K 24 h 

96 h 
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Şekil 4.26. MESSENGER uygulamasından sonra bitki gelişimi 

 
 

 

 
Şekil 4.27. ISR-2000 uygulamasından sonra bitki gelişimi 

 

 

a
 

b
 

c
 

d
 

(-)K (-)K 

(-)K (-)K 

(+)K (+)K 

(+)K (+)K 96 h 

24 h 48 h 
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b
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d
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Kabak bitkileri üzerine ZYMV-FM izolat ının bitki aktivatörlerinden 24, 48, 

72 ve 96 saat sonra mekanik inokulasyon yöntemi ile bula ştırılması sonucu saptanan 

infeksiyon oranlar ı Çizelge 4.3’ de verilmi ştir. Buna göre; kontrol bitkilerinde 

infeksiyon oran ı yaklaşık olarak %53- 86 aras ında saptan ırken, aktivatör uygulanan 

bitkilerde ise, bu oran %0- 46 arasında değişmiştir.  

Kontrol bitkilerinde ilk simptom ç ıkışı meydana geldi ği zaman bitki 

aktivatörleri uygulanan bitkiler de gözlenmiş ve infekteli bitki sayısı kaydedilmiştir. 

En iyi sonuç, ISR-2000 uygulamalar ı yap ılan kabak bitkilerinin 24, 48 ve 72 

saat sonra ZYMV-FM izolat ı ile mekanik inokulasyonu yap ılan bitkilerden elde 

edilmiş ve gözlem yap ılan tarihte herhangi bir bitki üzerinde simptomatolojik olarak 

ZYMV infeksiyonu saptanmamıştır.  

 

Çizelge 4.3. Bitki Aktivatörlerinin İnfeksiyon Oranı Üzerine Etkisi 
Bitki Aktivatörleri ZYMV-FM 

İnokulasyonu 
İnfeksiyon Oranı (%)  

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 Denemeleri 
  
Arazi koşullarında, ACTIGARD, MESSENGER ve ISR-2000’ in ZYMV’ ye 

karşı en etkili zaman ının belirlenmesi amac ıyla, saks ı denemelerine paralel olarak 

yapılan arazi denemelerinde, bitki aktivatörleri uyguland ıktan 24, 48, 72 ve 96 saat 

sonra ZYMV-FM uygulamas ı yap ılmış ve kontrol bitkilerinde ilk simptom 

çıkışından itibaren değerlendirmeler başlamıştır.  

Arazi denemelerinde kontrol olarak kullan ılan kabak bitkileri üzerinde ilk 

simptomlar, mekanik inokulasyondan sonraki 7 gün içerisinde yapraklarda damar 

açılması ve mozayik şeklinde gözlenmiştir.  

Buna göre; kabak bitkileri üzerine ACTIGARD uygulamas ından 24, 48 ve 72 

saat sonra yapılan ZYMV-FM inokulasyonlarının simptom çıkış süresi üzerine etkisi 

olmuş ve kontrol bitkilere göre uygulama yap ılan bitkilerde 7- 8 gün kadar simptom 

çıkışında gecikme gözlenmi ştir. Bu bitki aktivatörünün, uygulamadan 96 saat sonra 

yapılan ZYMV-FM bula ştırmalarında ise, bitkilerde simptom ç ıkış süresi üzerine 

belirgin bir etkisi olmamıştır.  

MESSENGER uygulamas ının 24 saat sonra yap ılan ZYMV-FM 

inokulasyonunun simptom ç ıkış süresi üzerine etkili olmu ş ve kontrol bitkilere göre 

uygulama yapılan bitkilerde 3- 4 gün kadar simptom ç ıkışında gecikme gözlenmiştir. 

Bu bitki aktivatörünün, uygulamadan 48, 72 ve 96 saat sonra yap ılan virüs 

bulaştırmalarında ise, bitkilerde simptom ç ıkış süresi üzerine belirgin bir etkisi 

olmamıştır.  

ISR-2000 uygulamas ı ise, 24, 48, 72 ve 96 saat sonra yap ılan ZYMV-FM 

inokulasyonlarının simptom çıkış süresi üzerine etkisi olmuş ve kontrol bitkilere göre 

uygulama yap ılan bitkilerde 8- 10 gün kadar simptom ç ıkışında gecikme 

gözlenmiştir. 

Kabak bitkileri üzerine ZYMV-FM izolat ının bitki aktivatörlerinden 24, 48, 

72 ve 96 saat sonra mekanik inokulasyon yöntemi ile bula ştırılması sonucu saptanan 

infeksiyon oranlar ı Çizelge 4.4.’ de verilmi ştir. Buna göre; kontrol bitkilerinde 

infeksiyon oran ı yaklaşık olarak %40- 67 aras ında saptan ırken, aktivatör uygulanan 

bitkilerde ise, bu oran %0- 100 arasında değişmiştir. 
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Kontrol bitkilerinde ilk simptom ç ıkışı meydana geldi ği zaman bitki 

aktivatörleri uygulanan bitkiler de gözlenmiş ve infekteli bitki sayısı kaydedilmiştir. 

En iyi sonuç, ACTIGARD ve ISR-2000 uygulamalar ı yap ılan kabak 

bitkilerinin 24 saat sonra ZYMV-FM izolat ı ile mekanik inokulasyonu yap ılan 

bitkilerden elde edilmi ş ve gözlem yap ılan tarihte herhangi bir bitki üzerinde 

simptomatolojik olarak ZYMV infeksiyonu saptanmamıştır.  

Bu aktivatörlerin 48 saat uygulamalar ı da MESSENGER’ e göre, daha iyi 

sonuç vermiş ve ACTIGARD uygulanan bitkilerde infeksiyon oran ı %6.67 olur iken, 

bu oran ISR-2000’ de  %10 olarak saptanm ıştır. Diğer uygulamalar (72 ve 96 saat) 

da MESSENGER ile karşılaştırıldığı zaman ümit var olarak görülmektedir.  

 

Çizelge 4.4. Bitki Aktivatörlerinin İnfeksiyon Oranı Üzerine Etkisi 
Bitki Aktivatörleri ZYMV-FM 

İnokulasyonu 
İnfeksiyon Oranı (%)  

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 
 
Saksı denemeleri sonucunda dayan ıklılığın uyar ıldığı kabak bitkilerinden 

alınan ve Bölüm 3.2.9.3’de belirtilen yönteme göre lignin boyamas ı yap ılan kök, 

gövde ve yaprak dokular ının faz kontrast mikroskop alt ında 20X ve 40X 

büyütmelerde incelenmesi sonucu; ACTIGARD uygulanan bitkilerde 48 saat sonra, 

MESSENGER ve ISR-2000 uygulanan bitkilerde ise, 72 saat sonra yap ılan ZYMV-

FM inokulasyonunun, SAR mekanizmas ının uyar ılması için uygun zaman aral ığı 

olduğu histokimyasal boyama ile belirlenmiştir.  

 Bitki aktivatörü uygulanan bitkilerde, lignifikasyonun yo ğunluğunda ve 

dağılımında farkl ılıklar gözlenmiştir. Lignin boyanmas ında; Phloroglucinol; HCl ile 

reaksiyona girmekte ve lignin olu şum noktalar ını sabitleyerek koyu turuncu veya 

pembemsi bir renk almasını sağlamaktadır.  

 Aktivatör uygulamas ından 24 saat sonra virüs inokulasyonu yap ılan bitkilerin 

boyama sonuçlar ına bak ıldığı zaman MESSENGER‘da lignin sentezinin en fazla 

olduğu ( Şekil 4.29) ve bunu s ırasıyla ACTIGARD ve ISR-2000‘ in izledi ği 

gözlenmiştir.  

 48 saat bitkileri incelendi ği zaman, MESSENGER’ da boyanma şiddetinin 

azaldığı ve ISR-2000 ile ACTIGARD uygulanan bitkilerde boyanma şiddetinin 

arttığı, bunun yanında ISR-2000 uygulanan bitkilerden alınan dokuların daha da fazla 

boyandığı tespit edilmiştir.  

 Bu art ışa, ISR-2000’de uyarılma sonucu daha yeni başlayan lignin oluşumuna 

rağmen, diğer uyar ıcılarda biriken ligninin şiddetinin artması ve buna paralel olarak 

ligninin yap ısında bulunan ve Phloroglucinol ile reaksiyona giren Cinamil Aldehit 

grubunun oksidasyona u ğraması ile yap ısının de ğişmesi bu sebepten dolay ı da 

Phloroglucinol spesifitesinin azalmasının neden olduğu düşünülmektedir. 

 Bitki aktivatörleri uygulanan bitkilerde 72 saat ve 96 saat boyamalar ında 

herhangi bir farklılık gözlenmemiştir.  

 Dayan ıklılığın uyar ıldığı bu bitkilerde infekteli dokularda infeksiyon ve 

reaksiyon yerlerinde sentezlenen lignin yoğunluğu, saksı denemelerinden elde edilen 

sonuçları destekler niteliktedir. Bitkilerin elisitörler veya avirülent fungal patojenler 

ile uygulanmalar ı sonucu reaksiyon noktalar ında fenolik ve lignin benzeri 
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materyallerin biriktiği birçok araştırıcı tarafından bildirilmiştir (Hornby ve Fitt, 1981; 

Aist, 1983; Stoltzenburg ve ark., 1984; Nicholson ve Hammerschmidt, 1992). 

Abiyotik ve biyotik uyar ıcılarla dayan ıklılığın uyar ıldığı bitkilerde, bitki hücre 

duvarında fenolik bile şiklerden lignin olu şumu, hücre duvar ının mekanik gücünü 

arttırmaktadır. Bitki hücre duvarlar ında sentezlenen lignin olu şumları, histokimyasal 

boyamalar ile belirlenebilmektedir (Aist, 1983; Gahan, 1984; Biggs ve Miles, 1988; 

Isaac, 1992; Vallet ve ark., 1996).  

 Patojene kar şı bir duyarl ılık tepkimesi olan HR, birçok ara ştırıcı taraf ından 

yıllar önce konukçu bitki hücrelerinde gözlenmi ş ve patojen infeksiyonu sonucu 

konukçu bitkinin patojeni tan ımasının ard ından, patojen ve konukçu bitki aras ında 

uyumsuz bir ili şkinin sonucunda olu ştuğu bildirilmi ştir. Bu h ızlı hücre ölümleri 

patojenin infeksiyon noktas ında durdurulmas ında oldukça etkili olup, patojen 

saldırısından sonra ne kadar h ızlı hücre ölümü olursa, bitki o kadar çok infeksiyona 

dayanıklılık kazanmaktad ır (Dixon, 1986; Dixon ve Harison, 1990; Isaac, 1992). 

  

 
Şekil 4.28. MESSENGER uygulanan bitkilerin mezofil hücrelerinde infeksiyon ve 

reaksiyon yerlerinde ligninleşmiş dokular (a,b,c: MESSENGER 24 saat 
Yapraktaki Mezofil Hücrelerinde Lignin Boyanması, d: Kontrol ) 

a b 

c d 
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 Uygun dozun belirlenmesi amac ıyla yap ılan çal ışmalarda kullan ılan doz 

miktarları şekil 3.4’ de verilmi ştir. Yap ılan bu çal ışmada uygulanan dozlardan en 

etkili olan ı firman ın önerdi ği prosedüre uygun olarak kullan ılan doz olarak tespit 

edilmiştir. Uygulama dozunun yar ısında herhangi bir etki gözlenmemi ş, fakat dozun 

iki kat ı uygulanm ış bitkilerde fitotoksite meydana gelmi ştir. Doz uygulamas ı 

yapılmış olan bitkilerden al ınan dokular ile yap ılan lignin boyama çal ışmalarının 

sonucuna bakıldığında; ACTIGARD da tek uygulama yap ılan DOZ1, DOZ2, DOZ3 

bitkilerinden yapılan lignin boyamasında; DOZ1 ve DOZ2 arasında fark görülmemiş, 

DOZ3’ de gövde, kök ve yaprakta di ğer uygulamalara göre boyanma şiddetinin daha 

fazla olduğu tespit edilmiştir.  

 ACTIGARD’ ın DOZ1, DOZ2, DOZ3 olarak II. Defa uygulama yap ılan 

bitkilerde lignin boyama sonucunda ise; DOZ3’ de boyanma şiddetinin azald ığı, 

DOZ2’ de en iyi şekilde lignin sentezinin olu ştuğu ve bunu DOZ1’ in izledi ği 

saptanmıştır. II. uygulamal ı bitkiler ayn ı şekilde tek uygulama yap ılan bitkilere 

oranla daha şiddetli boyamalara neden olduğu gözlenmiştir. 

 ISR-2000 uygulanan bitkilerden yap ılan boyama çal ışmalarında;  I. 

Uygulamalı DOZ1, DOZ2, DOZ3 bitkilerinde; DOZ2’ de boyanman ın en şiddetli 

olduğu ve bunu DOZ1 ve DOZ3’ ün izlediği tespit edilmiştir. 

ISR-2000 II. Uygulamal ı DOZ1, DOZ2, DOZ3 bitkilerinde lignin 

boyamasında; en iyi boyanman ın DOZ2’ de oldu ğu ve bunu DOZ1 ve DOZ3’ ün 

takip ettiği görülmüştür.  

 II. uygulamalarda tek uygulama yap ılan bitkilere göre daha yüksek oranda 

boyanma görülmektedir.   

 MESSENGER uygulanan bitkilerde de; en etkili olan dozun firman ın 

önerdiği doz olduğu saptanmıştır.                                                                                                   
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4.7.4. Histokimyasal Boyamalarla H2O2 Sentezinin Belirlenmesi  

 

 Dayan ıklılığın uyarıldığı kabak bitkilerinde, infekteli dokularda infeksiyon ve 

reaksiyon yerlerinde meydana gelen H 2O2 sentezi, DAB (3,3 1-diaminobenzidine) 

testi ile Bölüm 3.2.9.4’ de belirtilen yönteme göre faz kontrast mikroskop alt ında 

20X- 40X büyütmelerde belirlenmi ştir. Saks ı denemeleri sonucunda dayan ıklılığın 

uyarıldığı bitkilerden al ınan kök, gövde ve yaprak dokular ı ile yap ılan bu çalışmada; 

ACTIGARD, MESSENGER, ISR-2000 uygulandıktan sırasıyla 48, 72, 72 saat sonra 

virüs inokulasyonunun, SAR mekanizmas ının uyar ılması için uygun zaman aral ığı 

olduğu belirlenmi ş ve dayan ıklılığın en yüksek seviyede uyar ıldığı bu bitkilerden 

alınan dokularda, H 2O2 birikimi belirlenmi ştir. H 2O2 boyamas ında; DAB ile H 2O2 

reaksiyona girmiş ve peroksidaz varlığında kahverengi renge dönüşmüştür. 

 Bitki aktivatörü uygulanan bitkilerde, H 2O2 yoğunluğunda ve da ğılımında 

farklılıklar gözlenmi ştir. ACTIGARD uygulamas ından 24 saat sonra virüs 

inokulasyonu yap ılan bitkilerden al ınan bitki dokular ından yap ılan DAB boyamas ı 

sonucunda bu bitkilerde H2O2 birikiminin var olduğu fakat şiddetinin az olduğu ve bu 

boyanmanın iletim demetlerinde olup yaprakta olmad ığı saptanm ıştır ( Şekil 4.30). 

MESSENGER 24 saat bitkilerinde; H 2O2 birikiminin iletim demetlerinde oldu ğu 

fakat şiddetinin çok az ve bazı bölgelerde ortadan kalkt ığı gözlenmiştir. ISR-2000 24 

saat bitkilerinde; H2O2 birikimi oluştuğu fakat şiddetli olmadığı gözlenmiştir.  

 ACTIGARD 72 saatte gövdede H 2O2 olu şumu varl ığı tespit edilmi ş fakat 

yaprakta saptanmam ıştır. Kullan ılan bütün bitki aktivatörlerinde en iyi H 2O2 

birikiminin 72 saatte olduğu gözlenmiştir. 

 Doz uygulamas ı yap ılmış olan bitkilerden al ınan dokulardan yap ılan H 2O2 

boyaması çalışmalarına bakıldığında; ISR-2000 tek uygulama yap ılan DOZ1, DOZ2, 

DOZ3 bitkilerinden al ınan yaprak dokusundan haz ırlanan preparatlarda; yaprakta 

tam bir boyanma olmad ığı fakat iletim demetlerinin boyand ığı görülmü ştür. 

Uygulanan di ğer dozla k ıyasla DOZ 2’ de H 2O2 birikiminin daha fazla oldu ğu 

gözlemlenmiştir. 
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 ISR-2000 II. defa uygulama yap ılan DOZ1, DOZ2, DOZ3 bitkilerinde; iletim 

demetlerinden hazırlanan preparatta; DOZ2 ve DOZ3’ de H 2O2 boyanması olduğuna 

fakat DOZ1’ de hiçbir boyanma belirtisine rastlanmamıştır.  

 ACTIGARD tek uygulama yap ılan DOZ1, DOZ2, DOZ3 bitkilerinde; 

gövdeden alınan preparatlarda;  DOZ1 ve DOZ2’ de H 2O2 birikimi görülmemiş fakat 

DOZ3 bariz bir şekilde boyanma gözlenmiştir. 

 ACTIGARD II. defa uygulama yap ılan DOZ1, DOZ2, DOZ3 bitkilerine 

bakıldığında; DOZ1’ de II. uygulamadan dolay ı boyama şiddeti fazlalaştığı, DOZ2 

ve DOZ3 arasında ise herhangi bir fark olmad ığı fakat DOZ2’ nin daha etkili oldu ğu 

gözlenmiştir. 
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 Şekil 4.29. Bitki aktivatörü uygulanan bitkilerde olu şan  H 2O2 birikimi (a: Kontrol, 
b: ISR 2000 72h İletim Demetleri, c:ISR 2000 72h İletim Demetleri, d: ISR 2000 
72h Kök, e: ASM 72h İletim Demetleri, f: Messenger 72h İletim Demetleri, g: ASM 
DOZ 3 Mezofil hücreleri, h: ASM 96h İletim Demetlerinde H2O2 birikimi). 

a 

c d 

b 

e f 

g h 
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5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

   

Bu çal ışmada kullan ılan ZYMV izolat ının bulunmas ı için yap ılan survey 

yerleri olan Adana ve Mersin illeri ile çevresi, sebze ve meyve yeti ştiriciliği için 

uygun iklim ko şullarına ve ekonomik yap ıya sahiptir. Ürün çe şidinin çok geni ş 

olduğu bu bölgelerde birçok zararl ı ve hastal ık etmeni büyük kay ıplara yol 

açmaktadır. Bu hastal ık etmenleri içerisinde virüsler, gerek kimyasal mücadele 

yöntemlerinin bulunmaması, gerekse vektörler yard ımıyla çok uzak ve geniş alanlara 

kolayca yayılabilmeleri yüzünden ayrı bir öneme sahiptirler. Bunlara ilaveten, vektör 

böcekler ile yap ılan kimyasal mücadelenin de virüslerin yay ılmasını engellemede 

çok etkili olmaması, bu hastalık etmenlerinin önemini daha da arttırmaktadır. 

Kabakgil üretimi içinde zarar veren virüs hastal ıklarından en önemlilerinden 

biri ZYMV’dir. Uzun y ıllardan beri bu virüs hastal ığı ülkemizde kabakgil 

yetiştiriciliği aç ısından oldukça önemlidir ve bu önemi son y ıllarda da gittikçe 

artmaktadır. Vektörü olan yaprak bitleri arac ılığıyla etkili bir şekilde çok geni ş 

alanlara kolayca ta şınabilmesi ve tüm kabakgiller ile baz ı yabanc ı otlar dahil olmak 

üzere çok geni ş konukçu dizisine sahip olmas ı bu hastal ık etmeninin önemini daha 

da arttırmaktadır.  

Özellikle kabak alanlar ında, ekonomik anlamda büyük kay ıplara neden olan 

ZYMV’ye kar şı mücadele edebilmek için çe şitli kültürel önlemler al ınmalıdır. Bu 

virüs etmeninin ç ıkışı ve yay ılmasının (mekanik yollarla veya vektörler arac ılığıyla) 

engellenmesine yönelik olarak alınabilecek bu önlemlerin belirlenmesi için, öncelikle 

hastalık etmeninin saptanmas ı ve kesin tan ısının yap ılarak yaygınlık oran ının ortaya 

konulması gerekmektedir. 

Bu çalışma, ZYMV’nin Adana ve Mersin illeri ile çevresinde; survey yap ılan 

kabak, karpuz, kavun ve h ıyar yetiştirilen alanlarda saptanan bir izolat ının biyolojik, 

serolojik ve moleküler yöntemler kullan ılarak saptanması, tan ılanması ve uygulanan 

çeşitli bitki aktivatörleri ile bu virüse kar şı kabak bitkilerinde sistemik kazand ırılmış 

dayanıklılığın (SAR) te şvik edilerek bu virüsün bitkideki ekonomik zarar ının en aza 

indirilmeye çalışılması amacıyla yapılmıştır. 
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Bu çalışmada elde edilen sonuçlar aşağıdaki şekilde özetlenmiştir. 

1. Yap ılan surveylerde, 126 kabak, 4 kavun ve 1 karpuz örne ği olmak üzere 

toplam 131 bitki örne ği toplanm ış ve ELISA testine tabi tutulmu ştur. Testlenen 

örneklerden 67 kabak (%51.2) bitkisinde ZYMV saptanm ıştır. Toplanan kabakgil 

örnekleri kabakgillerde hastal ık yapan di ğer virüslere (PRSV, WMV, SqMV ve 

CMV) kar şı da ELISA ile testlenmi ş ve geneli kar ışık infeksiyon olarak saptanan 

örneklerde hastalık oranı  % 100 olarak hesaplanmıştır. 

2. ZYMV ile bulaşık ve bu virüsün şiddetli ırkının karakteristik simptomlarını 

(yapraklarda deformasyon, mozayik ve iplikle şme, meyvelerde si ğil olu şumu ve 

deformasyon) gösteren örneklerden bir tanesi bu çal ışmada kullan ılacak izolat 

(ZYMV-FM) olarak seçilmiş ve taşıma denemesi çalışmalarında kullanılmıştır. 

3. Ta şıma denemesinde bu virüsün vektörlerinden biri olan Myzus persicae  

türü yaprak bitleri kullan ılmış ve bu çal ışma sonucunda saf ZYMV-FM simptomuna 

sahip infekteli kabak bitkileri elde edilmi ştir. Daha sonra bu bitkiler, mekanik 

inokulasyon, RT-PCR ve IC-RT-PCR çal ışmaları ile bitki aktivatörleri ile 

dayanıklılığın uyarılması çalışmalarında kullanılmıştır. 

4. Mekanik inokulasyon çalışmalarında; 

Seçilen izolat , Cucurbita pepo, Cucumis melo, Cucumis sativus, Citrullus 

lanatus test bitkilerinin  yapraklarında deformasyon, mozayik, damar bantla şması, 

bitkide bodurla şma, kloroz ve iplikle şme simptomlarına neden olmu ştur. Diğer test 

bitkilerine göre en kısa sürede simptom kabak bitkisi üzerinde gözlenmiştir. 

Chenopodium  quinoa  Wild., C. amaranticolor  Costa & Reyn test 

bitkilerinde; klorotik lokal lezyona, Gomphrena globosa test bitkisinde ise sadece 

lokal lezyona sebep olmuştur. Ayrıca en geç simptom gösteren bitkidir. 

Nicotiana rustica, Nicotiana glutinosa L., Nicotiana benthamiana, Nicotiana 

tabacum test bitkilerinde herhangi bir simptom gözlenmemiştir. 

Bu izolat ile aşılı kabakgil bitkilerde 4- 10 gün içerisinde simptom gözlenmiş, 

bununla birlikte di ğer test bitkilerinde ise, 15- 21 gün gibi bir sürede simptom 

çıkışına neden olmuştur.   
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5. ZYMV-FM izolat ına ait total RNA elde edilmi ş ve agaroz jel elektroforez 

de görüntülenmi ştir. Bu preparasyonlar, potyvirüsler ve ZYMV’ye spesifik 

primerleri ile RT-PCR ile testlenmi ş ve beklenen büyüklüklerde bandlar elde 

edilmiştir. Ayrıca şiddetli ve zayıf izolata spesifik primerler kullan ılarak yapılan RT-

PCR çal ışması sonunda ZYMV-FM izolat ının şiddetli oldu ğu moleküler olarak 

saptanmıştır. 

6. Taşıma denemesi sonucunda elde edilen simptomlu bitkilerden al ınan ham 

doku örnekleri kullan ılarak yap ılan IC-RT-PCR çal ışmasında ZYMV’ye spesifik 

primerler kullanılmış ve yine beklenen büyüklükte band elde edilmiştir.  

Böylece, bu çal ışma ile son y ıllarda yap ılan birçok çal ışmada rutin olarak 

kullanılan moleküler bir yöntem, bölgemizde de ZYMV infeksiyonunu saptamak için 

başarılı bir şekilde kullanılmıştır. 

7. Dayan ıklılığın uyar ılması çal ışmaları saks ı ve arazi denemeleri olmak 

üzere iki kısımda yürütülmüştür. 

 Saksı denemelerinde; uygulanacak bitki aktivatörlerinin kullan ılacak uygun 

dozu ve uygulama zaman ı belirlenmi ş ve aktivatör uygulanan bitkilerden lignin 

sentezi ve H2O2 birikiminin belirlenmesi amacı ile histokimyasal boyamalar yap ılmış 

ve faz kontrast mikroskopta bak ılarak resimleri çekilmi ştir. Boyama çal ışmaları 

sonucunda aktivatör uygulanan bitkilerde dayan ıklılığın te şvik edildi ği ve en iyi 

uygulama zamanının ACTIGARD için 48 saat, MESSENGER ve ISR-2000  için ise 

72 saat olduğu belirlenmiştir.  

Uygulanan bitki aktivatörlerinden ACTIGARD’ ın 48 saat sonra yap ılan 

ZYMV-FM inokulasyonunda simptom çıkışını 15-20 gün, MESSENGER’ da 72 saat 

uygulamasının 10 gün, ISR-2000 72 saat uygulamas ında ise 15-20 gün geciktirdi ği 

saptanmıştır. Bu bitkilerde belirlenen infeksiyon oran ına bak ıldığında, aktivatör 

uygulanan bitkilerde bu oran %0- 46 aras ındayken kontrol bitkilerinde % 53- 86 

arasında değişmiştir.  

Yapılan doz denemesi sonucunda; firman ın önerdiği uygun doz ile bu dozun 

yarı miktar ı ile iki kat ı kabak bitkilerine uygulanm ış ve en uygun dozun firman ın 

önerdiği şekilde uygulanan doz olduğu saptanmıştır. 
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 Arazi denemelerinde; kullan ılan bitki aktivatörleriden ACTIGARD’ ın 24, 48 

ve 72 saat uygulamas ından sonra yap ılan ZYMV-FM inokulasyonunda simptom 

çıkış süresini 7-8 gün, MESSENGER’ ın 24 saat uygulamas ından sonra yap ılan 

ZYMV-FM inokulasyonunun 3-4 gün ve ISR-2000’in 24, 48, 72 ve 96 saat 

uygulamasından sonra yap ılan ZYMV-FM inokulasyonunun 8-10 gün süre ile 

geciktirdiği belirlenmiştir.  

Arazi denemeleri sonucunda belirlenen infeksiyon oran ı kontrol bitkilerinde 

yaklaşık olarak % 40- 67 aras ında saptan ırken, aktivatör uygulanan bitkilerde bu 

oran % 0- 100 arasında değişmiştir.  

Sonuç olarak, bu çal ışmada, kabakgil yeti ştiriciliğini s ınırlayan ve etkin 

mücadele yöntemi bulunmayan ZYMV’nin saptanmas ı ve tan ılanması amac ıyla 

kullanılan biyolojik, serolojik ve moleküler yöntemler başarı ile uygulanmıştır. 

Dayanıklılığın uyar ılması çal ışmalarında kullan ılan bitki aktivatölerinin 

uygulama zamanlar ının ZYMV simptom ç ıkışı ve infeksiyon oran ına etkisinin 

olduğu saptanm ıştır ve bu çal ışmalarda elde edilen sonuçlar ın gelecekte ümit var 

nitelikte olduğu görülmüştür.  

Gelecekte yap ılması planlanan çal ışmalarda, bu çal ışmada elde edilen 

ZYMV-FM izolat ının dizi analizlerinin yap ılması ve di ğer ZYMV izolatlar ı ile 

aralarındaki farklılıkların moleküler olarak ortaya konulması gerekmektedir. 

Ayrıca bu çal ışmada dayan ıklılık te şvik edici olarak kullan ılan ve ümit var 

sonuçlar veren bitki aktivatörleri ile ZYMV’ nin vektörü olan yaprak bitlerine 

spesifik insektisitlerin kombine edilerek kullan ılması ve sonuçlar ının 

değerlendirilmesi de ara ştırma konusu olu şturabilmektedir. Böylelikle, ZYMV’ nin 

hem bitki bünyesinde bask ı alt ına al ınması sağlanacak, hem de vektörler ile di ğer 

bitkilere taşınması engellenecektir. 
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EKLER 

 

Ek 1. 

 

ELISA Testinde Kullanılan Tampon Çözeltiler 

 

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

 8.0 gr   NaCl  

 0.2 gr   KH 2PO4 

 2.9 gr   Na 2HPO4.12H2O veya 

    2.3 gr Na 2HPO4.7H2O 

    1.44. gr Na 2HPO4. 2H2O 

    1.15 gr Na 2HPO4 (anhdrous) 

 0.2 gr KCl 

 0.2 gr NaN 3 

 

Yukarıda miktarlar ı verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’ s ı 0.1 N 

NaOH veya 0.1 N HCl ile ayarlanmış ve 4 ºC’ de saklanmıştır. 

 

2. Coating Buffer pH 9.6 (Kaplama tampon çözeltisi) 

 1.59 gr Na 2CO3 

 2.93 gr NaHCO 3 

 0.2 gr NaN 3 

Yukarıda miktarı verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’ sı ayarlanmış 

ve 4 ºC’ de saklanmıştır. 

 

3. Washing Buffer (Yıkama tampon çözeltisi) 

 Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween- 20 ilave edilerek haz ırlanmıştır. 
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4. Sample Extraction Buffer (Örnek tampon çözeltisi) 

 Bir litre y ıkama tamponu çözeltisi içine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40) 

ilave edilerek hazırlanmıştır. 

 

5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tampon çözeltisi) 

 Bir litre örnek tampon çözeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave 

edilerek hazırlanmıştır. 

 

6. Substrat Buffer pH 9.8 (Substrat tampon çözeltisi)  

 97 ml Diethanolamine 800 ml saf su içine ilave edildikten sonra 0.2 gr NaN 3 

konmuş ve HCl ile pH 9.8’ e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmıştır. 
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Ek. 2 

 

Total RNA Analizlerinde Kullanılan Solüsyonlar 

 

Ekstraksiyon Buffer (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM EDTA pH. 7.0, 500 NaCI, 

10mM 2. mercapto-ethanol (1/1000)) 

Tris-HCI     2.4228 gr 

EDTA      3.7224 gr 

NaCI      5.844 gr 

 

Yukardaki miktarlar 150 ml distile su içerisinde s ırasıyla çözülmü ş pH 

ayarlaması yapılmış ve toplam hacim 200 ml’ ye tamamlam ıştır. Daha sonra 1/1000 

oranında 2-Mercaptoethanol ilave edilmiştir. 

 

% 20 Sodium Dodecyl Sülfate (SDS) 

20 gr sodium dodecyl sülfate 80 ml distile su içerisinde çözülmü ş                                 

ve hacim 100 ml’ ye tamamlanmıştır. 

 

Potasium asetate (CH3COOK) (5M) 

 49.075 gr potasium asetate 60 ml su içerisinde çözülmü ş ve volum 100 ml ye 

tamamlanmıştır.   

  

Sodium asetate CH3COONa(3M) 

40.824 gr sodium asetate 60 ml su içerisinde çözülmü ş ve volum 100 ml ye 

tamamlanmıştır.   

 

% 70 lik Ethanol 

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

hazırlanmıştır. 

 


