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KUZEY KIBRIS TURK CUMHURIYETI (KKTC)’ NDE KABAKGIL
YETISTIRILEN ALANLARDA HIYAR MOZAYIK VIRUSU (CUCUMBER
MOSAIC VIRUS, CMV) VE KABAK SARI MOZAYIK VIRUSU
(ZUCCHINI YELLOW MOSAIC VIRUS, ZYMV)’NUN SURVEYIi
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Jiiri: Yrd. Dog. Dr. Muharrem Arap KAMBEROGLU
Prof. Dr. Saadettin BALOGLU
Prof. Dr. Mehmet Ertugrul GULDUR

Bu ¢al 1igma, Kuzey K 1bris Tiirk Cumhuriyeti’nde yeti stirilen kabakgillerde
zararli H 1yar Mozayik Viriisti (Cucumber Mosaic Virus, CMV) ve Kabak Sar 1
Mozayik Virlisii (Zucchini Yellow Mosaic Virus, ZYMV)’niin biyolojik, serolojik ve
molekiiler tanisinin yapilmasi amaciyla 2006- 2007 yillar1 arasinda ytirtitiilmiistiir.

Araziden toplanan viriislii oldu gundan siiphelenilen bitkiler, dncelikle ELISA
yoOntemi ile testlenmi g ve hastal 1k oran1 CMV i¢in % 8.07 ve ZYMYV igin % 34.5
olarak saptanm 1stir. Ayr ica her iki viritisiin kar 151k hastal ik oran1da % 7.4 olarak
bulunmugtur.

CMYV ve ZYMV ile infekteli 6rnekler kodlanarak mekanik inokulasyon
caligmalarinda kullan1lmig ve indikator bitkiler tizerinde 15- 30 giin gibi bir siirede
simptom ¢ikisina neden olmustur.

CMYV ve ZYMYV ile infekteli indikator bitkilerinden total RNA ekstraksiyonu
yapilmis ve bunlar RT- PCR yonteminde kullan 1lmistir. Agaroz jel elektroforezde
CMV ve ZYMV i¢in sirastyla 250 ve 650 bp’lik band biiyiikliikleri gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: CMV, ZYMV, ELISA, Mekanik inokulasyon, RT-PCR



ABSTRACT

MSc THESIS

SURVEY OF CUCUMBER MOSAIC VIRUS (CMV) AND ZUCCHINI
YELLOW MOSAIC VIRUS (ZYMV) IN TURKISH REPUBLIC OF
NORTHERN CYPRUS IN CUCURBITS GROWTH FIELDS

Ayse KARAMANLI

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF CUKUROVA

Supervisor: Asst. Prof. Muharrem Arap KAMBEROGLU
Year: 2007, Pages: 86

Jury: Asst.Prof. Muharrem Arap KAMBEROGLU
Prof. Dr. Saadettin BALOGLU
Prof. Dr. Mehmet Ertugrul GULDUR

The objectives of this study are biological, serological and molecular
detection of CMV and ZYMYV in cucurbits growing in Turkish Rebublic of Northern
Cyprus provinces between 2006 and 2007.

Collected samples suspected to be CMV or ZYMV were firstly tested with
ELISA test and infection ratio for CMV and ZYMV was determined as 8.07% and
34.5%, respectively. Mix infection ratio of CMV and ZYMV was 7.4%.

CMYV and ZYMYV positives were coded and used for mechanical inoculation.
The symptoms were observed on indicator plants in 15- 30 days after inoculation.

Total RNAs were extracted from infected indicator plants and used for RT-
PCR method. The respected size of bands with 250 and 650 bp were observed on
agarose gel electrophoresis for CMV and ZYMYV respectively.

Key Words: CMV, ZYMYV, ELISA, Mechanical Inoculation, RT- PCR
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TESEKKUR

Caligmalarimin yiiriitiilmesinde bilgi ve deneyimleri ile beni yonlendiren
danisman hocam say in Yard.Dog.Dr. Muharrem Arap KAMBERO GLU’na ve say in
Prof. Dr. Saadettin BALOGLU’na tesekkiir ederim.

Cal 1smalarimin her agamasinda biiyiik bir 6zveri ile bana yard imc1 ve destek
olan Zir. Yiik. Miih. A. Filiz CALI SKAN’a, laboratuar ¢al ~ 1smalarimdaki
yardimlarindan dolay1 Dr. Behget Kemal CA GLAR’a ve Ars. Gor. Gokmen KOC’a
tesekkiir ederim.

Manevi destekleri ile her zaman yan imda olan arkada  slarim Ozge
SOGUKPINAR, Ba sak PISKOBULU, Yasemin KONCUK ve Konce BAYDAR’ a
tesekkiir ederim.

Bunlara ek olarak projenin yiiriitiilmesinde ¢al 1smalarima maddi olanak
saglayan C.U. Arastirma Fonu Merkezine tesekkiir ederim.

Hayatimin her a samasinda oldu gu gibi master ¢al 1smalarim s 1rasinda da
maddi ve manevi hicbir deste §i esirgemeyen ve beni destekleyen babam, annem,

ailemin tiim fertleri ve nisanlim Evren ERK’e ¢ok tesekkiir ederim.

III
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SIMGELER ve KISALTMALAR

A : Adenine

APS : Ammonium persiilfate

Bp : Base pair

BPYV : Beet Pseudo-Yellows V rus

C : Cytosine

°C : Santigrad derece

CABYYV : Cucurbite Aphid-Borne Yellows Virus
CARNA : Cucumber mosaic virus associated RNA
cDNA : Komplementer Deoksiriboniikleikasid
CMV : Cucumber Mosaic Virus

CP : Coat Protein (K lif protein)
CYSDV : Cucurbite Yellow Stunting Disorder Virus
CVYYV : Cucumber Vein Yellowing Virus

Da : Dalton

da : Dekar

dATP : Deoksiadenozintrifosfat

dCTP : Deoksisitidintrifosfat

dd : Double distile

dGTP : Deoksiguanozintrifosfat

DIECA-Na : Sodyum dietildithiocarbomat

DNA : Deoksiriboniikleikasit

dNTP : Deoksiniikleotidtrifosfat

dsRNA : Double stranded (¢ift iplikli) RNA
dTTP : Deoksitimidintrifosfat

Eco RI : Endoniikleaz restriksiyon enzimi

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid

ELISA : Enzim Linked Immunosorbent Assay

G : Guanine

gr: Gram
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H,O : Su

Kb : Kilo base

kDa : Kilo dalton

M : Molarite

Mg : Miligram

ul : Mikrolitre

M1 : Mililitre

mM : Milimolar

M-MLV : Moloney Murine Leukemia Virus
mRNA : Messenger RNA

MW : Molekiil a girlig

Nm : Nanometre

Nt : Niikleotit

OREF : Okunabilir a¢ 1k alanlar
PBS : Potasyum fosfat tuz tamponu
PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
pH : Hidrojen iyonu konsantrasyonu
Pmol : Pikomol

Pr : Primer

PRSV-W : Papaya Ring Spotted Viriis- type W
PVX : Potato Virus X

RNA : Riboniikleikasit

RNAse : Riboniikleaz

rpm : Dakikadaki devir say 151
RT : Reverse Transcriptase

Sat-RNA : Satellit RNA

SDS : Sodyum dodesil sulfat

SLS : Sodyum lauril sarkosin

SqMYV : Squash Mosaic Virus

T : Thymine

TAE : Tris Asetik Asit EDTA
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Taq : Termo stabil polimeraz enzimi
TBE : Tris Boric Asit EDTA

TE : Tris EDTA

TMYV : Tobacco Mosaic Virus
ToMV : Tomato Mosaic Virus
tRNA : Transfer RNA

U : Unite

V : Hacim

WMV- I : Watermelon Mosaic Virus- 11
W/V:A girlik/hacim

ZYMV : Zucchini Yellow Mosaic Virus

ZYMV-CT : Zucchini Yellow Mosaic Virus -Connecticut izolat 1
ZYMV-FL : Zucchini Yellow Mosaic Virus -Florida izolat 1
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1. GIRIS Ayse KARAMANLI

1. GIRIS

Gerek serada gerekse acik alanda yetistirilen sebzelerden kavun, karpuz, hiyar
ve kabak gerek besin igerikleri, gerekse vitamin igerikleri bak imindan oldukga
zengindir. Ozellikle kavun ve karpuz yiiksek su icerikleri, tat, i stah ag 1cilik ve
serinletici 6zellikleri bak 1minda yaz mevsiminde en ¢ok tiiketilen sebzelerdendir.
Hiyar sebzesi de zengin su igeri §i ve vitamin igeri i bak imindan gerek taze olarak,
gerekse tur su olarak sofralar 1mizda siirekli bulunan bir sebzedir. Kabak, icerdi  gi
mineral maddeler, vitaminler ve az kalorili olmas 1 nedeniyle diyet meniilerinde
rastlanan bir lirlindiir. Ayr 1ca bu sebzeler, 6zellikle yaz mevsiminde, taze olarak,
yogunlagtirilmis su, konserve tur  su ve regel, olarak tiiketilmeleri nedeni ile
hayatimizda 6nemli bir yere sahiptirler.

Akdeniz ikliminin hiikiim siirdigii KKTC’ nde iilke gelirinin 6nemli bir kism1
tarimdan sa glanmaktadir. 329.890 hektarl 1k toplam arazi varl 1ginin, 187.068 hektar 1
(%56.71) tarim arazisi olarak kullanilmaktadir. Meyvesi yenen sebzeler grubunda yer
alan kabakgillerin iiretimi, a¢ 1k alan ve Ortii alt 1nda yap 1lmaktadir. Genel olarak
kabak ve h 1yar yeti stiriciligi tiinel ve seralarda, kavun ve karpuz iiretimi ise ag¢ 1k
alanda gerceklestirilmektedir.

2005 y1l verilerine gore, KKTC’ nde toplam 697.5 da’ 1 1k alanda 4602 ton
kabakgil iiretimi yap 1lmaktadir. Kabakgil iretimi icerisinde 233.5 da’l 1k bir alanda
toplam 1877 ton h 1yar, 68 da’ I 1k alanda 205 ton kabak, 64 da’ 1 1k alanda 262 ton
kavun ve 332 da’ lik alanda 2258 ton karpuz {iretimi yer almaktadir. Bu verilere gore
gerek iiretim yap 1lan alan ve gerekse de iiretim miktar 1 bak imindan kabakgiller
icerisinde karpuz {iretimi birinci sirada yer yapilmaktadir (Anonymous, 2005) .

KKTC’ nde meyvesi yenen sebzeler iginde domatesten sonra dnemli iiretim
degerlerine sahip olan ve dnemli gelir kayna g1 olu sturan kabakgillerde, hastal 1k ve
zararlilar taraf indan neden olunan ekonomik kay  1plar yeti stiriciler i¢in olduk¢a
onemlidir.

KKTC’ nde ve diinyada niifusun h 1zla artmas1 ve yakla smakta olan kiiresel
1sinma siirecinde su kaynaklar inda azalma ya sanmasi nedeniyle besin kaynaklar inin

giderek azalmas 1daha fazla irlin yeti stirme zorunlulu gunu da beraberinde



1. GIRIS Ayse KARAMANLI

getirmektedir. Sebze iiretim alanlar 1min smirli olmas1 nedeniyle, verimin art irilmasi
ve mevcut durumun korunmas 1 gerekmektedir. Sebze tar 1minda, liretimi ve daha
fazla verim elde edilmesini engelleyen bir¢ok canl 1ve cans 1z etmen bulunmaktad 1r.
Canli etmenler igerisinde kimyasal ve fiziksel yap 181, boyutu, enfeksiyon  sekli,
simptom olusturmasi, taginmast ve etkin bir miicadelesinin olmay 151 nedeni ile viriis
hastaliklarinin 6nemli bir yeri vard 1ir (Agrios, 1997; Y 1lmaz ve Davis, 1984; Y 1lmaz
ve ark., 1979).

Kabakgiller pek ¢ok viriis hastal 1gina konukculuk etmekte ve bu tiriinlerde
onemli diizeylerde tiriin kay  1plart meydana gelmektedir. Diinya’da kabakgiller
familyas1 i¢indeki bitki tiirlerinde zarar yapan ve ekonomik kay 1plara neden olan ¢ok

sayida viriis hastalig1 bulunmaktadir (Zitter ve ark, 1996).

Kabak Sar1 Mozayik Viriisii (Zucchini Yellow Mosaic Virus, ZYMV), H 1yar
Mozayik Viriisii (Cucumber Mosaic Virus, CMV), Kabak Mozayik Virisii (Squash
Mosaic Virus, SQMV), Karpuz Mozayik Viriisii [T (Watermelon Mosaic Virus I,
WMV II) kabakgillere zarar veren viriislerden baz  1laridir (Lisa ve Leeoq, 1984;
Purcifull ve ark, 1984). Bu viriis hastal 1klar1 bitkilerde geli sme gerili gine, siddetli
infeksiyonlar sonucu anormal meyve ve yesil aksam olusumuna neden olmakta, hatta

meyve olusumunu tamamen engelleyebilmektedir.

Bromoviridae familyasinin Cucumoviriis genusuna ait bir virtis olan CMV,
ilk kez 1934y 1linda Amerika Birle sik Devletleri’ nde Price taraf  indan izole
edilmistir.

CMV izometrik yapida olup, ¢ap1 29 nm’ dir. Virionlar, % 18 niikleik asit, %
82 protein ve % 0 lipit icermektedir. Genom yap 1lar1 tek iplik¢ikli do grusal RNA’
dan meydana gelmektedir ve en biiyiik genom parcas 1 3.389 kb, ikinci en biiytik
parcasi 3.035 kb, {igiincii en biiyiik parcas1ise 2.197 kb’dir. Genomik niikleik asitleri
Gould tarafindan izole edilmistir. Temel bilesiminde % 24 G, % 23 A, % 23 C, % 30
U bazi bulunmaktadir (Francki, 1980; Habili, 1987).

Hiyar Mozayik Viriisii, Aphididae tak 1mina ba gl 60’ dan fazla yaprak biti
tiirii ile non-persistent bi¢imde ta sinmaktadir (Francki ve ark, 1979; Raccah ve ark.,

1985). Aphis gossypii, Myzus persicae ve Acyrthosiphon pisum bu yaprak bitleri



1. GIRIS Ayse KARAMANLI

arasinda bulanan 6nemli vektorlerdir (Grube ve ark., 2000). CMV yaprak bitleriyle
taginmanin yani sira mekanik inokulasyon ve tohumla da taginabilmektedir.

CMV, infekteli bitkilerde mozayik, meyve ve yapraklarda sekil bozukluguna
ve hatta bitki 6liimlerine yol agmaktadir (Kosaka ve Fukunishi, 1997).

CMV, Cucumis sativus, Cucurbita pepo, Citrullus lanatus, Lycopersicum
esculentum, Capsium annum, Nicotiana tabacum, N. rustica, Chenopodium
amaranticolour ve  C. quinoa  indikator bitkilerinde mekanik inokiilasyonlar
sonucuda damar a¢  1lmasi ve mozayik simptomu gostermektedir (Kosaka ve
Fukunishi, 1997).

Bir potyviriis olan ZYMV ise, ilk kez 1981 y 1linda Italya’ da Lisa taraf indan
rapor edilmistir.

ZYMV, ipliksi yap 1da olup 750 nm uzunlukta ve 11 nm geni slikte bir
viriistiir. Virionlar % 4.5- 7 oran 1nda niikleik asit ve % 93- 95.5 oran 1nda protein
icermektedir. Genom pargalar 1 tek iplikli do grusal RNA’ den meydana gelmekte ve
toplam genom biiyiiklii gii 9 kb’dir. Genom bdlmesiz ve en biiyiik genom pargas 19
kb’dir (Brunt ve ark, 1996).

Zucchini yellow mosaic viriisii, Aphididae tak  1mindan Aphis gossypii, A.
craccivora, A. spireacola, A. middletoni , Acyrthosiphon kondoi, Acyrthosiphon
pisum, Lipaphis eriysimi, Macrosiphum euphorbiae, Myzus persicae, Uroleucon sp.
ile non-persistent olarak tasinmaktadir (Yuan ve Ullman, 1996).

ZYMV’ niin infeksiyon zaman 1 ve bitkide meydana getirdi ~ §i simptomlar
cevre ko sullarina ba gli olarak de gismekle birlikte, bula sik bitkilerde bodurluk,
kloroz, deformasyon, mozayik, geng siirgiinlerde iplikle gmeye ve ¢igek azalmas 1na
neden olmaktadir ve buna ba gli olarak da {iriin azalmas 1na ortaya ¢ ikmaktadir (Blua
ve Perring, 1989).

ZYMV, Cucumis sativus , C. melo, Cucurbita pepo, C. moschata indikator
bitkleri iizerinde lokal lezyon ve latent infeksiyonlara neden olmaktad 1r.
Chenopodium amaranticolour ve C. quinoa bitkilerinde lokal lezyonlara, Sesamum
indicum ‘da mekanik inokulasyon ile bula stirtlmis ZYMV, mozayik ve deformasyon
simptomlarina neden olmaktadir (Brunt ve ark, 1996).

Bu viriis hastal 1klar igerisinde h 1yar mozayik viriisii (CMV) ve kabak sar 1
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mozayik viriisii (ZYMYV) kabakgil yeti stiriciliginde ekonomik anlamda {iriin
kayiplarina yol agan en 6nemli viriislerdir.

Yapilan bu cal 1smada, 6zellikle son y 1llarda 6nemi gittik¢e artan ve yaprak
bitleri araciligiyla ¢ok daha uzak alanlara kolayca yay 1larak ekonomik kay iplara yol
acan CMV ve ZYMV’ niin KKTC’ nde saptanmas 1, biyolojik, serolojik (ELISA) ve
molekiiler yontemler (RT-PCR) kullan 1larak te shislerinin yap 1lmasi ve ¢al 1smanin
ylriitiildiigl alanlarda yogunluklarinin ortaya konulmasi amaglanmigtir.

Ayrica, bu ¢al 1gma ile KKTC’ nde yeti stirilen kabakgillerde zararl 1 viriisler
ile ilgili herhangi bir ¢al 1sma giiniimiize kadar mevcut olmad 181 i¢in bu konuda
Oonemli bir literatiir a¢ 181 kapatilmig ve ileride bu konuda yap 1lacak olan ¢al igmalara

basamak tegkil etmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

CMV Bromoviridae tfamilyasinin Cucumoviriis genusuna ait bir viriis olup ilk
kez 1934 y 1linda Amerika Birle sik Devletleri’ nde Price taraf indan izole edilmi stir.
1916 yilinda ise ilk defa Amerika’da h 1yar bitkisinde bulundugu Doolitle tarafindan
rapor edilmistir (Brunt ve ark.,1990).

Cucumoviriisler pozitif ytiklii ti¢ parcal 1 genoma sahiptirler, Cucumoviriis
genusu igerisinde CMV gibi ge sitli kiiltiir bitkilerine zarar veren Peanut Stunt Virus
(PSV), Tomato Aspermy Virus (TAV) (Kaper ve Waterworth, 1981; Palukaitis ve
ark., 1992) ve Bean Distortion Mosaic Virus (White ve ark., 1995) gibi 6nemli
viriisler bulunmaktadir.

CMV 365 tak 1m ve 85 familyaya giren en az 775 bitki tiiriinii
hastalandirmaktadir (Tien ve ark., 1987; Francki ve ark, 1979; Kaper ve Waterworth,
1981).

Bu viriis 30 nm ¢ap mda ve ayn 1sedimentasyon oran 1na sahip olan 3 tip
icosahedral partikiilden meydana gelmektedir (Francki ve ark , 1979). CMV’ nin
partikiil a girliginin %18’ ini tek kollu RNA olu sturmakta ve viral genom, RNA 1,
RNA 2 ve RNA 3 olarak isimlendirilen pozitif duyarl 1tek kollu 3 RNA’ya
boliinmektedir (Lot ve ark., 1974; Paden ve Symons, 1973). Viriisiin protein
mantosunun olusturulmasinda rol oynayan RNA, RNA 4 olarak bilinmektedir (Gould
ve Symons, 1983; Schwinghamer ve Symons, 1975). H 1yar Mozayik viriisii ile ilgili
olan bir diger RNA tiirii ise, satellit RNA olarak isimlendirilen RNA 5 tir (Martelli
ve Quacquarelli, 1988; Kaper ve Waterworth,1981).

CMV izometrik yapida olup, ¢ap1 29 nm’ dir. Virionlar, % 18 niikleik asit, %
82 protein ve % 0 lipit icermektedir. Genom yap 1lar1 tek iplik¢ikli do grusal RNA’
dan meydana gelmektedir ve en biiyiikk genom pargas 1 3.389 kb, ikinci en biiytik
parcasi 3.035 kb, {igiincii en biiyiik parcas1ise 2.197 kb’dir. Genomik niikleik asitleri
Gould tarafindan izole edilmistir. Temel bilesiminde % 24 G, % 23 A, % 23 C, % 30
U bazi bulunmaktadir (Francki, 1980; Habili, 1987).

Lot ve Kaper (1976)° 1 yapm 15 olduklar 1 ¢al 1gmaya gore CMV yakla sik

olarak 29 nm ¢apinda ve 180 alt {initeden (T= icosahedral simetri gésteren) olusan ve
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cokelme katsay 1lar1 yakla sik 98S olan ( Rossinck, 2001), polyhedral partikiillere
(virionlara) sahip olup bu partikiiller ipliksi pozitif yiiklii tek iplikli i¢ adet (RNA-1,
RNA-2, RNA-3) genomik RNA’i ve iki adet sub-genomik RNA’i (RNA—4 ve 4A)
paketlemektedirler. RNA—1 ve RNA-2 ayr 1ayr1 partikiiller icerisinde paketlenmi s
olup RNA-3 ve RNA—4 ve ba ska bir ihtimal olarak RNA-3 ve RNA-4 ayn 1 partikiil
igerisinde birlikte paketlenmi slerdir. Bu 6zelliklerinden dolay 1 CMV ¢ok partikiillii
bir yap1ya sahip olup bitkiyi enfekte edebilmesi i¢in ii¢ tip partikiiliin hepsine birden
ihtiya¢ duymaktadir.

CMYV 1000’e yak 1 de gisik bitki tiiriinde ¢ok ¢e sitli simptomlar olu sturan
genis konukcu dizisine sahip bir viriistiir (Palukaitis ve ark., 1992; Kaper ve
Waterworth., 1981). Palukaitis ve arkada slar1 da 1992 y ilinda CMV’niin yabani ve
kiiltiir bitkileri igerisinde 800’den fazla say 1da bitki tiiriinde zararl 1 0ldu gunu
saptamiglardir. Ayn 1 sekilde CMV’niin monokotiledon ve dikotiledon 85 bitki
familyasi i¢erisinde 800 den fazla bitki tiirlinde zararl 1oldu gu rapor edilmi stir
(Alonso-Parados ve ark., 1998). Kaper ve Waterworth (1981) CMV’niin tah 1llarda,
meyvelerde, sebzelerde ve siis bitkilerinde ekonomik kay ~ 1plara neden oldu gunu
bildirmiglerdir (Hsu ve ark.,2000).

CMV, Cucumis sativus, Cucurbita pepo, Citrullus lanatus, Lycopersicum
esculentum, Capsium annum, Nicotiana tabacum, N. rustica, Chenopodium
amaranticolour ve C henopodium quinoa indikator bitkilerinde mekanik
inokulasyonlar sonucunda damar a¢  1lmasi ve mozayik simptomu gdstermektedir
(Kosaka ve Fukunishi, 1997).

Dogal konukgular 1igerisinde co  gunlukla Cucurbitaceae, Fabaceae ve
Solanaceae familyalarina bagl Arachis hypogea (L.), Capsicum annuum (L.), Cicer
arietinum (L.), Citrullus vulgaris (L.), Commelina nudiflora (L.), Cucumis sativus
(L.), Cucumis melo  (L.) , Cucurbita pepo  (L.) , Cucurbita maxima (Dutch.) ,
Dioscorea alata (L.), Ipomoea batatus (L.), Lens esculenta (Moench), Lycopersicon
esculentum (Mill), Musa sapientum (L.), Musa textilis (L.), Nicotiana tabacum (L.),
Passiflora edulis, Phaseolus spp. (L.) , Pisum sativum  (L.) , Psophocarpus
tetragonolopus (L.), Trifolium spp. (L.), Vicia faba (L.), Vigna angularis (Willd),
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Vigna radiata (L.) , ve Vigna unguiculata  (L.) gibi bitkiler do  gal konukgular 1
icerisinde yer almaktadir (Brunt ve ark, 1990).

Viriis bitkilerin yapraklar 1nda hafiften siddetliye do gru de gisen mozaik,
yaprak deformasyonlari ile yada sadece bodurla sma, yapraklarda e grelti otu seklinde
yaprak deformasyonlar1 (Kearney ve ark, 1990), yapraklarda ayakkab 1 bagi olusumu,
meyvelerde nekroz gibi simptomlar olu  sturmaktadir (Blancard,1988). Co gunlukla
konukgu ve viriis izolat 1na ba gl olarak bitkilerde biiylime bozuklu gu, yaniklik, fan
leaf, halkal1 lekeler, meyvelerde yumu samalar ve nekrozlarla birlikte bitki dliimleri
(Hsu ve ark, 2000) ve iirtinde %50 oran 1nda kayiplar ortaya ¢ itkmaktadir (Kucharek
ve ark, 1998). CMV, cezayir menek sesinde simptom olu sturmayan Broad Bean Wilt
Viriisii ile birlikte ayn1 bitkiye asilandiginda latent bi¢imde simptom olu sturmaktadir
(Shukla ve ark, 1980).

Shifriss ve ark (1994)’n 1 yapt 181 klon ¢al 1gmalarda, biberlerde siddetli
bodurluga ve kloroza, Vigna unguniculata (L) ‘“Walp California Black Eye’’ ve
Nicotiana tabacum L. ‘*Xanthi’’de mozayik simptomuna sebep olan viriisiin
CMV nin bir 1rki oldu gunu, bitkilerin araziye sasirtilmasindan 3 hafta sonra yap 1lan
surveylerde hastal 1k oran 1nin %0’dan, hasat déneminde % 88’¢ ula stigini
saptamislardir. Arastirmacilar ELISA yontemi ile yaptiklari testlemelerde bitkilerin
% 96’s min TEV ve % 21’inin CMV ile infekteli oldugunu bulmu slar, ¢al 1gma
sonucunda orneklerin % 1’inin ise PVY infeksiyonunu tasidigini tespit etmi slerdir.
Hastalikli bitkilerin simptomalojik olarak saptanmas 1mn zor oldugunu ancak ELISA
testi ile hastalikli bitkilerin saptanabilecegini belirtmislerdir.

Cucumoviriis genusuna ait virlisler bir¢ok yabani ve kiiltiir bitkisinde
siddetlisinden zayif irkina gore degisen Olgiilerde bodurlagsma, yapraklarda mozaik ve
biikiilmeler seklinde simptomlara neden olmaktad 1ir. Bu viriisler ge  sitli vektor
bocekler, mekanik inokulasyon, a s1 ve tohum ile ta  sinabilmekte, fakat bitkilerin
birbiriyle temasi yoluyla tasinmamaktadirlar (Anonymous, 2002a).

Hiyar Mozayik Viriisii, Aphididae tak 1mina ba gl 60’ dan fazla yaprak biti
tiirii ile non-persistent bi¢imde ta sinmaktadir (Francki ve ark, 1979; Raccah ve ark.,

1985). Aphis gossypii, Myzus persicae ve Acyrthosiphon pisum bu yaprak bitleri
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arasinda bulanan 6nemli vektorlerdir (Grube ve ark, 2000). CMV yaprak bitleriyle
taginmanin yan1 sira mekanik inokulasyon ve tohumla da taginabilmektedir.

CMV’nin yay 1lmasinda Acyrthosiphon pisum , Aphis craccivora ve Myzus
persicae gibi yaprakbitleri mekanik inokulasyon ve bula sik tohumlar etkilidir. CMV
vektor yaprakbitleriyle perzistent olmayan yollata  sinmaktadir. Viriisiin pek ¢cok
yabanc1 ot (Kumotu, Ipekotu, Semizotu) igeren 775 bitki tiiriinden fazlas 1n1 infekte
edebildigini bildirilmistir.

Gegmigste yap 1lan ¢al ismalarda CMV’ niin boriilce tohumlar  1ile % 4-18
oraninda ta sinabildigi, ancak h 1yar tohumlar 1ile yayg 1nolarakta sinmadigi
bildirilmektedir (Gibbs, 1970; Richardson, 1990). Ancak, bu ¢al 1smanin sonuglarina
gbre h 1yar tohumlar 1nda bu etmenin yakla sik % 70 oran inda bulundu gu
belirlenmistir.

Toros (1973), yaprak bitlerinin bitki virtislerini farkl rikita  gima
mekanizmasiyla ta gidigini bulmu stur. Vektor taraf  indan al 1nan viriis, vektor
stiletlerinin dis kisminda ve ug bolgede external, mekanik olarak, perzistent olmayan
yolla ta sinmaktadir. Ta sinmada etkili di ger mekanizmada ise vektoriin gomlek
degistirmesinden sonra viriislerin tutulabilmesi ve beslenme s 1rasinda bitki dokular 1
icine salg 1lanan tiikriik salg 1sina ilave edilmesi  seklinde olmaktad ir. Buna ba gh
olarak viriis, vektorii taraf indan internal, biyolojik, perzistent veya sirkiilatif olarak
da taginabilmektedir.

Pollard (1973), CMV’niin 80 den fazla, Palukaitis ve ark (1992) 75 den fazla,
Kaper ve Waterworth (1981) ise 60’dan fazla yaprak biti tiirii ile non-persistent
olarak taginabildigini rapor etmislerdir. Yaprak bitleri icerisinde Myzus persicae’nin
CMV’niin baz 1 izolatlar i1 Aphis gossypii ’den daha etkili ta s1dig1 bildirilmi stir
(Tanne ve Zimmernan-Gries, 1980).

Yilmaz (1976), Tirkiye’de muzlarda saptanan ve 6z¢iiriiklii gline neden olan
iki viriilent izolat 1n en fazla A. gossypii taraf indan, en az orandaise M. rosea
tarafindan tasindigini, bildirilmistir.

Ullman ve ark (1991), Havai adalar 1nda 1988- 1989 y 1llar1 aras inda ticari
olarak yetistirilen kabakgil tiirlerinden Momordica charantia, Cucumis dispaceus ve

Lagenaria siceraria *ne H 1yar Mozay 1k Viriisii’'niin zarar verdi gini saptam 1glardur.
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Buna ek olarak CMV’nin Aphis gossypii ve Myzus persicae ile tagindigini ve viriisiin
yapmis oldu gu zarar1 6nlemek icin yaprak bitleri ile miicadelenin 6nemli oldu  gunu
bildirmiglerdir

Devi ve Reddy (1995), Myzus persicae (seftali yaprakbiti) arac 1ligryla biber
bitkisine, Biber Damar Bantla sma Viriisii (PVBV) ve CMV’nin ta sinmasina karsi,
tetracycline hydrochloride, streptomycin sulfate ve chloramphenicol antibiyotiklerini
50, 100 ve 200 ppm oranlar inda, yaprak bitine vererek test etmi slerdir.
Tetracyclinehydrochloride’in 200 ppm’de kullan  1lan dozu PVBV nin vektdrle
taginimina kar g1 en etkili sonucu (% 27.5 oran 1nda) gdstermi stir. Bununla beraber
streptomycin sulfat vechloramphenicol, CMV ta sinmasina kar s1 PVBV’ye
gosterdiginden daha fazla etki gdstermistir.

Tetragonia expansa bitkisinde potansiyel diizenleyicilerin CMV ta sinimi igin
gerekli olan sistemik infeksiyonun tanimlanmasi i¢in hibrizidasyon ve immunolojikal
calismalar1 yap ilmustir. 36 °C’de CMV taraf 1ndan Tetragonia expansa ’ya sistemik
infeksiyon gergekle stirilmistir. inokule edilmi stir yapraklarda 36 °C’de CMV ’nin
hiicreden hiicreye ta siniminda 24 °C’ye gore daha fazla oldu  gu gozlenlenmi stir.
CMV’nin minor damarlarla floem hiicrelerinde, epidermal ve mezofil hiicrelerde
oldugu gibi hem 36 °C’de hem de 24 °C’de ta sindig1 belirlenmi stir. Yap 1lan
caligmalar sonucunda ise viral etmen floem yoluna girdikten sonra sistemik
infeksiyonun Tetragonia expansa’da 36 °C’de kuruldu gu sonucuna var ilmustir
(Kobori ve ark, 2003).

Erdiller ve Ozyanar (1983)’ mn Ankara’nin Kalaba semti civar inda hiyar ekim
alanlarindan ald 181 klon 6rneklerde mekanik inokulasyon, serolojik testler ve
elektron mikroskobu ¢aligmalarinda Hiyar Mozayik Viriisii (CMV)’niin bulundugunu
saptamislardir. Arastirmada ayn1 zamanda CMV’niin h 1yar bitkilerinin fizyolojik ve
biyokimyasal faaliyetleri tizerindeki etkisi, kontrollii ko sullarda yeti sen sa glam ve
hasta bitkilerin primer yapraklar 1, inokulasyon ile ¢igeklenme ba slangici arasindaki
donemde periyodik olarak solunum, ni sasta, protein, indirgenebilir seker ve klorofil
miktarindaki de gisimleri ara stirmislardir. Inokulasyondan sonraki ilk hafta icinde
nisasta ve indirgenebilir  seker miktar indaki dii siis, solunumdaki art 15 ile birlikte

bitkilerde bu donemde h 1zl1 bir glukoz pargalanmas 1 olaynin gercekle stigini ve bol
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miktarda serbest enerjinin a¢ 18a ¢ 1ktigin1 gostermektedir. Buna kar silik ise sa glam
salatalik primer yapraklar inda stirekli bir sekilde nisasta birikimi meydana geldi gini
gormiislerdir. Bu olay 1n ise yapra g giderek ya slanmasi nedenine ba glamiglardir.
Sonug olarak solunum, nisasta ve indirgenebilir seker miktarlar1 arasinda bir iligkinin
oldugunu saptamiglardir.

New Jersey’de kabakgil viriis hastal iklariyla ilgili 3 yillik ¢aligma sonucunda
viriis hastaliklarina benzer bir¢cok simptom gozlenmistir. 1983’de WMV daha yaygin
olmasina ragmen kabak bitkisinde CMV daha ¢ok hastal 1k olusturmaktadir. (Davis,
1986).

Giillii ve Cal1(1994), Igel, Adana ve Hatay illerini kapsayan ortii alt 1sebze
yetistiriciliginde viral hastal 1k problemlerini ortaya koymaya yonelik bir ¢al 1gmada;
sera ve alcak plastik tiinellerde yetistiriciligi yapilan domates, biber, patlican ve hiyar
bitkilerini incelemislerdir. Igel ilinde incelenen seralarin % 70’inde, Adana’da ortiilii
alanlarin % 28’inde, Hatay’da ise % 40’ 1nda viral hastal 1k problemlerinin mevcut
oldugunu, bunun da ortiialt 1sebze yeti stiriciligi a¢ 1sindan 6nemli bir sorun te  skil
ettigini ortaya ¢ ikarmiglardir. Hasta ve siipheli bitki 6rneklerinden yap 1lan mekanik
inokulasyon ¢al i1gmalari ile ToMV, CMV, TMV, Domates Cift Cizgi Virlsii
(ToMV+PVX) ve Patlican Mozayik Viriisii (EMV) niin ortiialt1 sebze yetistiriciligini
en ¢ok etkileyen viriisler oldugu belirlemislerdir.

Liibnan’da h 1yar yeti stirilen bolgelerde zararl 1 olan viriis hastal  1klarini
belirlemek amac1yla yapilan survey cal igmalarinda ZYMV ve CABY'V viriislerinin
en yaygin virlisler oldugu saptanmistir (Sobh ve ark, 2000 ).

Hiyar mozayik virlisiiniin verdi ~ §i zarar nedeniyle biber yeti  stiriciligi de
olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu zararlar 1 6nlemek amac 1yla biber viriisleri
biyolojik ve serolojik yontemlerle tan  imlanmustir. Biber tar 1minin yo gun olarak
yapildig1 Gaziantep ilinin Nurda g1 ve Islahiye ilgelerine yapilan arazi ¢alismalarinda
biber yapraklar1 {izerinde mozayik, damar biizii smesi, renk a¢ 1lmasi, iplik seklinde
yaprak olu sumu, farkl 1 biiyiikliiklerde klorotik ve nekrotik lokal lezyonlar, bitki
boyunda kisalma, meyvelerde belirgin sekilde deformasyonlar, klorotik ve nekrotik
lekeler seklinde simptomlar gézlenmi stir. Bu simptomlara neden olan etmenleri

saptamak amac1yla 2001 y 1l1 A gustos ay inda hastal ikl1 biber bitkilerinden 6rnekler
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alimmustir. Alinan 6rnekler laboratuara gotiiriilerek mekanik inokulasyon yontemiyle
otsu test bitkilerine a gilanmigtir. Ayrica bu érnekler DAS-ELISA ile, TMV, CMV,
TSWV, PMMYV, viriislerine kar  s1 testlenmi stir. Yap 1lan testler sonucunda 81
ornekten 33 tanesinin bir veya daha fazla viriisle bula gik oldugu ortaya konulmustur.
Bu ornekler igerisinde 16 6rne gin CMYV ile bula sik oldu gu tespit edilmi stir (S 181rc1
ve Ozaslan, 2002).

Dursunoglu ve Ertung, (2003) Ankara ili ve gevresinde yeti stirilen
kabakgillerde goriilen ve kabakgillerin en 6nemli viral hastal ~ 1klarindan biri olan
Cucumber mosaic cucumovirus (CMV) izolatlar 1nin serolojik yontemlerle
belirlenmesini amaglam 1slardir. Bu nedenle, Kabakgil ekim alanlar ~ 1na 2002 y 111
Temmuz-Agustos- Eyliil aylar 1nda diizenlenen surveylerde 230 bitki drne gi
toplanmiglardir. Surveyler viriis benzeri simptomlar 1 goriildii gii Ankara iline ba gh
en fazla kabakgil ekimi yap  1lan Aya s, Beypazar 1, Cubuk, Nall 1han, Haymana,
Kalecik, Kazan, Polatli, Sincan ve Sereflikoghisar ilgelerine diizenlenmis ve izolatlar
buralardan elde edilmi stir. Ornekler konukgu bitkilere mekaniksel olarak a silanmis
ayrica serolojik yontemlerden DAS-ELISA yontemi uygulanm 1stir. CMV izolatlar 1
serolojik olarak belirlenmi stir. Arastirma sonucunda toplam 230 6rnekten, Nall 1than’
dan temin edilen izolatlar 1n 7 tanesi CMV alt grup-I olarak tespit edilmi stir. Di ger
orneklerden ise herhangi bir sonug elde edilememistir.

2003 y 1linda Sanlurfa merkez ve ilgelerinde yeti ~ stirilen biberlerde zarar
yapan Hiyar Mozayik Viriisii (CMV)’niin bula siklilik oranini tespit etmek amac 1yla
bir ¢al1igsma yiiriitiilmii stiir. Bu ¢al 1ismada biber bitkisinin ¢icek doneminde ve hasat
doneminde olmak tizere iki kez drnekleme yap tlmigtir. Cal 1sma sonucunda
simptomotolojik olarak CMV ile bula siklik oran1 I. Surveyde Sanliurfa Merkez’de
%6.00, Akcakale’de %1.33, Birecik’te %18.33, Bozova’da %6.83, Ceylanp 1nar’da
%17.83, Harran’da %1.66, Surug¢’da %11.66 ve Viran sehir’de %12.16 oran 1nda
saptanmistir. CMV bula siklilik oran1 II. Surveyde ise Sanlwrfa Merkez’de %23.25,
Akgakale’de %9.00, Birecik’te %79.66, Bozova’da %28.00, Ceylanp mar’da %62.50,
Harran’da %6.33, Suruc¢’da %46.33 ve Viransehir’de %55.83 oraninda belirlenmistir.
Bulagik bitkilerin, H 1yar Mozayik Viriisii i¢cin ELISA ile testlenmesi sonucunda I.

Surveydeki orneklerin genel bula  siklilik oran 1 %47, II. Surveydeki 6rneklerin
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bulasiklilik oran1 ise %76 olarak belirlenmi stir. CMV viriisiiniin yayg inhig1 bolgede
ilk olarak bu ¢alismayla ortaya konmustur (Unlii ve Giildiir, 2004).

Erkan ve ark (2004)’n 1n 2000-2001 y 1llarinda yapm 1s olduklar 1 ¢al ismada
cesitli tohum firmalar indan toplanan h 1yar, kabak, ve kabak tohum 6rneklerinde
bulunmasi olas 1viral etmenlerin varl 181 Elisa yontemi ile ara  stirillmislar ve
¢aligmanin sonucunda hiyar tohum 6rneklerinin % 36,8’ inde, kabak ve kavun tohum
orneklerinin %18,5’inde CMV’nin varl 1811 belirlemi  glerdir. H 1yar tohum
orneklerinde CGMMYV’ niin bulunma oran 1% 36,8 iken kabak tohum 6rneklerinde
SqMV’ niin bulunma oran 1 % 18,5 olarak saptanm 1stir. TRSV’ niin sadece 1 kavun
tohumu 6rneginde bulundugu belirlenmistir

Nogano ve ark, (1999), RNA-3 iizerinde farkl1 u¢larda kodlanmis olan, 2a, 3a
proteinleri ve kilif proteinlerinin birbirileri ile olan uyum iliskisinin viriisiin hiicreden
hiicreye hareketinden sorumlu oldu gunu bildirmislerdir. Bununla birlikte Gal-On ve
ark (1994)’nin Fny-CMV ve Syn-CMV 1rklari ile enfekteli bitkilerde bu irklarin 2a,
3a proteinleri ve k 1lif proteinlerini kodlayan genleri ve bu rklarin olu sturdugu
sistemik simptomlar lizerinde yapt 1klar1 ara stirmalari, sistemik simptom geli  sim
hizinin viriisiin ¢o galma h 1zindan daha ¢ok hareket proteinlerinin ¢co galma h 1z1 ile
iligkili oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Satellit RNA’lerin CMV iizerindeki etkisi ile ilgili olarak 1995 y ilinda
yapilan c¢al 1smada satellit RNA’in patl  1cangiller ve kabakgiller familyas 1na ait
bitkilerde CMV’niin miktar 11 etkiledi gi sonucu ortaya ¢ 1kmustir. Satellit RNA’in
bulunmadig1 durumda her iki konukguda son inokulasyondan 7 giin sonra CMV-Fny
ve CMV-Sny irklarinin RNA’lerinin birikim seviyelerinin birbirine yakla sik oldugu,
14 giin sonra CMV-Fny RNA’lerinin daha az oldu gu, CMV-Sny birikiminin sadece
tiitinde CMV-Fny den daha yiiksek oldu gu bildirilmistir. Satellit RNA’lerin varl 181
durumunda tiitiin ve kabakta inokulasyondan 7 giin sonra CMV-Fny 1rkinin RNA-1,
RNA-2 ve protein ¢o galmasinin olumsuz yonde etkilendi §i, ancak CMV-Sny 1rkini
etkilenmedigi bildirilmis olup 14 giin sonra CMV-Fny RNA’leri ve proteinleri her iki
konukguda azalms, tiitinde CMV-Sny 1irkinin RNA-1 ve RNA-2’ si azalm 15 fakat
kabakta etki saptanamam 1stir. CMV-Sny irk1 kabakta satellit RNA’1

desteklememektedir (Gal-on ve ark, 1995). Cal 1gmalar satellit RNA’lerin viriisiin
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rklarina ve konukguya gore de  gismek iizere viriisiin bitkideki ¢o galma miktar 11
etkiledigi fikrini ortaya koymaktadir..

WMV-2, ZYMV ve CMV’nin zay  1f izolatlar 1ile h 1yar bitkileri coklu
inokulasyona tabii tutulmu  stur. 1994-1995y  1llarinda bu virtislerin tarla
denemelerinde bir¢ok epidemik ko  sullar alt inda viriilent irklar taraf indan mix
infeksiyon oldu gu zaman 6nceden a silanan zay 1f irklarin neden oldu gu cross-
protection ile verim kaybindaki azalislar sinirlandirilmistir. Bu koruyucu inokulasyon
asil1 h 1yar bitkilerini viral solgunluk sendromundan korumu stur. Bitkiye viriislerin
sadece 3 viriilent 1irk1 agilandig1 zaman sar1 mozaik simptomlar1 ve meyve veriminde
%15 azalisa neden olmustur (Kosaka ve Fukunishi, 1997).

Suzuki ve ark (1991)’n in RNA-3’{in gorevi ile ilgili olarak yapm 15 olduklar1
caligmada CMV-Y 1wrkinin RNA-1, RNA-2 ve RNA-3’{in biitiin kopyas 1n1 modifiye
edilmis T7 promotor geni ile cDNA olarak klonlam 1slardir. Genleri 5' ucuna yak 1n
bolgedeki bu ekstra kiiciik viral olmayan niikleotitler RNA—1 ve RNA-2’nin
infektivitesini azaltmig fakat RNA-3"1 etkilememistir. RNA—3’iin 3a proteini ve kilif
proteinin kodlandig1 bolgelerinide i¢ine alacak sekilde RNA-3’iin biitiin genomundan
cesitli cDNA mutantlar 1elde edilmi s ve RNA—1 ve RNA-2 ile birlikte tiitiin
bitkilerine aktar 1lmistir. Bu mutantlar bitkide sistemik simptom olu sturmamustir.
RNA-3’lin N-terminal ucunda k 1lif protein bolgesinde kiigiik de gisiklik yap 1lan bir
mutant bakla’da lokal lezyon, tiitiinde lokal klorotik lekeler seklinde simptom
olugturmustur. Bu ¢al ismanin sonucunda 3a proteini ve k 1lif proteininin CMV ’niin
bitki icerisinde uzun mesafelerde hareketini sa gladigini ortaya koymu slardir. Ayn1
sekilde Canto ve ark (1997), RNA-3 iizerindeki kii¢lik modifikasyonlar 1n bitkilerde
sistemik mozaik simptomu olusumunu gergeklestiremediklerini bildirmislerdir.

CMV’niin k 1lif proteinini kodlayan genin fonksiyonlar 11izerinde Perry ve
arkadaglarinin 1994 y 1linda yapm 1s olduklar 1 ¢al ismada viriisiin Fny-CMV ve M-
CMV wklarmi kullanarak  Aphis gossypii ile ta sima denemesi yapm 1slardir. Bu
calisma sonucunda k 1lif protein geni lizerindeki genetik de  gisikliklerin virtisiin
yaprak biti ile ta simnmasimi etkiledi gini ve k 1lif protein geninin vektor boceklerle
taginmayi belirledi gini rapor etmi slerdir (Perry ve ark, 1994). Peryy ve ark (1998),
tarafindan yap 1lmis ba ska bir ¢al 1gmada yaprak biti ile ta simnan Fny-CMV ki ile
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yaprak biti ile ¢ok zay 1f olarak ta sinan M-CMV  wrkinin k 1lif proteinini kodlayan
genlerde bazi genetik farkliliklar oldugunu saptamiglardir.

1994 yilinda Giircistan’da CMV ‘niin yeni bir tohum kokenli  irkinin oldugu
saptanmistir. Tiitlinde simptom gosteren bu 1k CMV-Csb olarak isimlendirilmi stir
(Gillaspie ve ark,1998).CMV ‘niin 2 alt grubundan Trk 7 rkinin genomic RNA
arasinda infekteli cDNA genomunun varligi tespit edilmistir (Perry ve ark., 1998).

Hsu ve ark 2000, CMV izolatlar  indan 1. ve 2. grubu immugen kar  151m
yaparak kullanm iglardir. 20 fare hibridoma hiicresi dondurularak gizli monoklonal
antibodiler iiretmislerdir. Bu metod CMYV izolatlar 1mn alt gruplar inin etkili tespit ve
dogrulanmada geli stirilen bir yontemdir. CMV’niin 2 tane iyi karakterize edilmi g
rkiyla beraber di ger cucumoviriisler ve alt gruplar 1n spesifik epitoplar nin varl 181
ispatlanmistir. Diinyanin ¢esitli kisimlarindan toplanan yeni CMV izolatlarinin analiz
edilen 109 tanesinin %70’ i alt grup-1, %20 si ise alt grup-2 olarak tan  1mlanmaistir.
Alt grup-2 izolatlar inda antijenik ce sitliligin alt grup-1 izolatlar ina gore daha fazla
oldugu belirlenmistir.

Owens ve Kaper (1977), yaptiklar ¢alismalarda CARNAS (cucumber mosaic
virus-associated RNA-5)’in iki adet dii ~ siik molekiil a girligma sahip polipeptid
kodladigini ve bu polipeptidlerle domateslerde ortaya ¢ 1kan letal nekrotik hastal 181
ile alakal 1 oldu gunu rapor etmi slerdir. Bu ¢al 1smaya ek olarak Collmer ve Kaper
(1985), CMV’niin RNA-3 ve RNA-4’{in 3' uglar inda satellit RNA olarak
isimlendirdikler CARNA-5 saptamislardir.

CMV satellite RNA’ler fizyolojik ve biyolojik aktiviteleri yoniinden RNA—5
(CARNA 5) ile benzerlik gostermektedir (Moosop ve Francki, 1978; Kaper ve
Tousignant, 1977). Bunara  gmen satellit RNA’den farkl 1 olarak CARNA-5
domateslerde siddetli bir nekrotik hastal 1ga neden olur. Satellit RNA ve CARNA-5,
CMV ve TAV ile birlikte inokule edildi ~ gi zaman domateslerde sadece simptom
siddetinin artt 1rilmasina sebep olmay 1p, baz 1zamanlar iyile stirici aktivitesi de
bulunmaktadir. Bu iki RNA biyolojik aktivitelerindeki farkl iligin RNA’lerin primer
yapilarindaki baz1 farkliliklardan kaynaklandigi diistintilmiistiir. (Moosop ve Francki,
1979).
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Takanami (1981), tiitlinde parlak sar  1lik simptomu olu sturan CMV’ilinde
biiylik molekiil a girligina sahip Satellit RNA bulmu stur. Bu satellit RNA’ler izole
edilmis daha sonra satellit RNA bulundurmayan ve ye sil mozaik simptomuna sebep
olan CMV ile kar 1s1k olarak tiitiin bitkilerine inokule edildi ginde biitiin bitkilerde
parlak sarilik simptomu ortaya ¢1ikmistir. Burada parlak sar ilik simptomunun satellit
RNA tarafindan olusturuldugu sonucuna varmistir.

Satellit RNA’lerin do gada az oranda farkl 1baz dizilimine sahip ¢e sitlerinin
bulundugunu ve bu kiiciik farkl 1lig1n patojenite lizerinde olumsuz etkilerinin
olabilecegini ve bu farkl 1 satellit RNA’lerin kendi yard imc1 viriislerinin kontroliinde
kullanilabilecegi Moriones ve ark (1991), taraf indan bildirilmistir. (Garcia-Arenal ve
ark (1987), do gada genetik olarak c¢ok kiiciik farl iliklarda satellit RNA’lerin
bulundugunu ve kiiciik genetik farkl 1liklarin farkl1 konukc¢ularda CMV-satRNA’ler
tizerinde ¢ok biiylik etkilerinin olabilecegini rapor etmislerdir.

Kaliforniya’ da yap 1lmig bir ¢al ismada Daniels ve Campbell (1992), 30 tane
Hiyar Mozay 1k Viriisii izolat 1m1 CMV-1 ve CMV-2 olmak iizere serolojik
ozelliklerine gore iki gurup alt  1nda toplam 1slardir. Ara stiricilar bu izolatlar 1n
konukgu dizisini, konukgu-viriis ili gkilerini, serolojik 6zelliklerini ve Polyacryamide
gel electrophoresis yontemi ile viral kilif proteinlerinin molekiil agirliklarini ayr1 ayr1
saptamiglardir. Ayni arastiricilar, CMV-1" in dsRNA’lar 1 g6z 6niinde tutarak CMV-
la ve CMV-1b olmak iizere iki guruba ay mrmislardir. Bunlarinda RNA-5, tahminen
satellit RNA icerdigini ortaya koymuslardir.

CMV’niin baz 1 wrklart RNA-5 olarak isimlendirilen be  sinci bir RNA’a
sahiptir. Bu gen RNA-1 ve RNA-2 gibi genomik RNA’ lerin 3' ucunda diizensiz
olarak 300 niikleotidden olusan RNA-5 bulundurmaktadir (Galitelli, 2000).

Genomik ve subgenomik RNA’lere ek olarak CMV’niin baz 1 1rklar
cogalmasi ve yay 1lmasi i¢cin tamamen viral genoma ba giml1 ve satellit RNA (sat-
RNA) seklinde isimlendirilen kiigiilk RNA’lere sahiptirler. Satellit RNA’ler herhangi
bir temel fonksiyonu ile yardimci viriisii desteklemezler. Ancak bazi satellit RNA’ler
CMYV tarafindan bitki igerisinde sistemik olarak ta gsimirlar (Bernal ve Garcia-Arenal,
1994). Bilinen CMYV satellit RNA’ler 335-405 nt’ den olu sur ve fonksiyonel olarak
goriiniiste herhangi bir okunabilir bolge (ORF) icermezler. Bu RNA’ler do gada ¢ok
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cesitli varyantlara sahiptirler ve bazen yard mmeci viriisiin neden oldu gu hastal 131n
siddetini arttirabilir veya azaltabilirler (Galitelli, 2000).

CMV, genomik RNA’leri iizerindeki genetik yap ilarina ve baz dizilimi
benzerliklerine gore alt grup I (WT) ve alt grup II (S) (Galitelli, 1998) diye iki alt
grubda toplanm 1stir. Yap 1lan surveyler sonucunda do  gada CMV izolatlar 1nin
%70’inin alt grup I’e, %20’sinin de alt grup II’ ye ait oldu  gu saptanmistir (Hsu ve
ark., 2000).CMYV partikiilleri ve biitiin genomik RNA’leri virlisiin do  gada var olan
farkli izolatlarinin siniflandirilmasinda kullanilabilmektedir (Hsu ve ark., 2000).

Farkli RNA’ler tizerindeki 3 ORF’ nin hepsinin CMV’niin alt
gruplandirilmasini agiklamadigini ve hepsinin kullanilamayacagimni, genlerin evrimsel
gelisiminde 1a ve 3a proteinlerini kodlayan ORF’ lerin ¢ok daha yo  gun oldu gu ve
virisiin filogenetik s 1iflandirilmasinda 2a proteini ve k  1lif proteinin kodland 181
ORF’ler kadar rol alamadigini rapor edilmistir (Rossinck, 2002)

Satellit RNA’ler; a)-Daha kiigiik molekiil a girliginda (yakla sik 200-250 K)
messenger olmayan ipliksi molekiiller (Tombusviriis ve Carmoviriis satellitleri), b)-
Dahada kiiciik molekiil a girliginda (yakla sik 150 K) ipliksi yada sarmal yap ~ 1da
messenger olmayan molekiiller (Cucumoviriis, Nepoviriis ne Sobemoviriis
satellitleri), ¢)-Yap 1sal olmayan ve fonksiyonlar 1 bilinmeyen proteinleri kodlayan
biiyiik molekiil a girligina sahip (yakla sik 500K) ipliksi, tek parcal 1 messenger
molekiiller (Nepoviriis satellitleri), olmak tizere do ~ gada ¢ tipte bulunmaktad 1r
(Martelli, 2003a).

Kabakgillerde yayg 1n ve diinya genelinde 6nemli  olan bir di ger viriis de
Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV)'tiir. Ik olarak Cucurbita pepo'da italya'da
Lisa ve ark (1981) tarafindan rapor edilmistir.

ZYMV, Tiirkiye’de ilk olarak 1984y  1linda Davis ve Y 1lmaz taraf indan
saptanmis ve daha sonra kabakgillerde ekonomik olarak énemli kay 1plara neden olan
en yayg 1n viriislerden biri oldu  gu bildirilmi stir. Yap 1lan survey ¢al 1gmalarinda
ELISA testi ile testlenen 75 6rne gin 58 tanesinde ZYMYV infeksiyonu saptanm 1stir
(Y1lmaz ve ark, 1992; Y 1lmaz ve ark, 1994). Daha sonra, Fransa'da bu viriisiin zay 1f
bir izolat1 bulunmu s (Lecoq ve ark., 1991) ve iilkemizde de ZYMYV ile miicadele

amaciyla cross -protection ¢aligmalarinda kullanilmistir (Y1lmaz ve ark.,1994).
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ZYMV, ipliksi yap 1da olup 750 nm uzunlukta ve 11 nm geni slikte bir
viriistiir. Virionlar % 4.5- 7 oran 1nda niikleik asit ve % 93- 95.5 oran 1nda protein
igcermektedir. Genom pargalar 1 tek iplikli do grusal RNA’ den meydana gelmektedir
ve toplam genom biiyiikliigii 9 kb’dir. Genom bdlmesiz ve en biiyiik genom pargas1 9
kb’dir (Brunt ve ark, 1996).

Stobbs ve Van Schagen (1990), Ontorio' da Cucimiis sativus  bitkilerinin
%80'inde meyve ve yapraklarda bozulma, sararma ve siddetli mozaiklerin oldu gunu,
partikiil morfolojisi, konuk¢u yo gunlugu, ta sinma sekli ve serolojisi gdzoniinde
bulunduruldugunda, viriisiin ZYMV oldugunu ortaya koymuslardir.

ZYMV bir potiviriis grup iiyesi olup, mekanik inokulasyon ve non-persistent
yolla yaprak bitleri ile ta sinmaktadir. Bitki geli siminde gerilemeye, sar1 mozaiklere,
yapraklarda biikiilmeye, yaprak seklinde bozunmaya ve meyvede sekil bozukluguna
neden olmaktadir.(Lisa et a., 1981; Yilmaz et al, 1994; Zitter et al,1996)

ZYMV, kabakgil iiriinlerinde, bodurluk, klorosis, deformasyon ve ¢igek
azaligina neden olmu stur ve bu azal 15 verim kayb in1 do gurmustur. Bir kavun ¢e sidi
olan Cantoloupe ‘de vejetasyon ve erken ¢iceklenme a samasinda ZYMYV ile inokule
oldugu zaman %76-94 oran mda meyve kayb 1na neden olmu stur (Blua ve Perring,
1989).

Meyve ve yapraklarda siddetli deformasyon seklinde simptomlara neden olan
bu viriis hastal 18indan dolay 1, baz 1 iilkelerde %80 ve daha fazla oranlarda iiriin
kayiplar1 meydana gelmi § ve kabakgil tiretimi s inirlanmistir (Al-Shahwan, 1990;
Stobbs ve Van Schagen, 1990).

ZYMV,  Cucumis sativus , Cucumis. melo, Cucurbita pepo, Cucurbita.
moschata indikator bitkileri iizerinde lokal lezyon ve latent infeksiyonlara neden
olmaktadir. Chenopodium amaranticolour ve Chenopodium quinoa bitkilerinde lokal
lezyonlara, Sesamum indicum ‘da mekanik inokulasyon ile bula  stirilmig ZYMYV,
mozayik ve deformasyon simptomlarina neden olmaktadir (Brunt ve ark, 1996).

ZYMV, di ger potyviriislerde oldu gu gibi yaprak bitleri ile non-persistent
olarak taginmaktadir (Lisa ve ark., 1981; Lecoq ve ark., 1991).  Myzus persicae ve
Aphis gossypii ZYMV nin en 6nemli vektorleri olarak bildirilmi stir (Lisa ve Lecoq,
1984; Purcifull ve ark.,1984; Castle ve ark., 1992). Bunlardan ba ska Macrosiphum
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euphorbiae, Aphis citricola, Aphis craccivora , Aphis spiraecola ve Acyrthosiphon
pissum’ da ZYMV’ nii degisik oranlarda tagimaktadir (Adlertz,1987).

ZYMV yedi familyadan onbe g otsu bitkiye mekanik olarak aktar  1lmis ve
yazlik kabak, kantolop kavunu ve karpuzda  siddetli simptomlara neden olmu stur.
Viriisiin non-persistent olarak Myzus persicae ile tasindig tespit edilerek Cuicurbita
pepo'dan purifiye edilmi stir. Viriisiin molekiil a girliginin 3x10 ° Dalton oldu gu ve
SDS-polyacrylamide jell igerisinde viral proteinin iist elektroforezinde proteinin tek
band olarak elde edilen k  1smim molekiil a girligi 3.6x10 ~* Dalton oldu gu rapor
edilmistir (Lisa ve ark.,1981).

Iki farkl1 yaprak bitinin (Aphis gossypii ve A. craccivora) ZYMV' iinii tagima
etkinligi Yuan ve Ullman (1996) tarafindan laboratuar ko sullarinda tek yaprakbitinin
sira ile hastal 1kl bitkiye, daha sonra da 4 sa  glikli kabak bitkisine b 1rakilmasi ile
Ol¢iilmistiir. Bireysel olarak  A. craccivora kabakta koloni olu sturmazken, koloni
olusturan A. gossypii' den daha yiiksek oranda viriisiin ta sinmasinda etkili olmu stur.
Sonugta A. craccivora yiiksek bir tagima e gilimi gosterirken (% 52.77), A. gossypii
(% 11.73) daha di sik birta smae gilimi gdstermi stir. Yaprak bitlerinde
kolonilesmenin olmamas inin potansiyel énemi yiiksek 1s1k aramalari nedeniyle non-
persistent virilislerin epidemiyolojisi i¢inde ta styict vektor tiirlerin viriisleri
tagimasidir. Buna neden olarak A. craccicvora’ nin A. gossypii've gore daha fazla
bitkide yayilim gosterdigi bildirilmigtir.

Castle ve ark (1992), yapt  1klar1 cal 1 gmada ZYMV’niin ¢e sitli yaprakbiti
vektorlerle taginma oranini belirlemek amaciyla bir ¢alisma yapmiglardir. Laboratuar
caligmalari sonucunda Myzus persicae % 41, Acyrthosiphon pis um % 40, Aphis
gossypii'nin % 35 oranlar inda virlisii ta s1d1g1, benzer bir ¢al 1smada Acyrthosiphon
kondoi, Lipaphis erysimi ve Aphis spiraecola'n m ZYMV'yi % 10'dan daha az bir
oranda ta sidigini, arazide yap 1lan testlemelerin ise daha yiiksek oranda viriisii
tagidigini rapor etmislerdir.

ZYMV potyviriistiniin Aphis gossypii ve A.craccivora ile ta siniminda vektor
etkinligini belirlemek amac 1yla ¢al 1gmalar yap ilmistir. Bu ¢al 1smalar sonucunda
A.craccivora’nin %52.77 oraniyla ZYMV’ niin taginiminda A.gossypii’ye karst daha
etkili oldugu belirlenmistir (Yuan ve Ullman, 1996).
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ZYMYV Macaristan’da son birkagy ~ 1lda kabakgillerde zararl 1en 6nemli
patojen olarak ortaya ¢ itkmistir. Macaristan izolat 1 yiiksek oranda biyolojik ¢e sitlilik
gostermekte,coat proteinin N-terminal bolgesinde spesifik niikleotid ve aminoasit
dizilimine sahip olmakta ve filogenetik agacinin farkl bir boliimiinii olusturmaktadir.
Viriis tarla ko sullarinda oldukga yayg 1n bir sekilde bir¢ok yaprak biti tiirii ile non-
persistent yolla ta sinmaktadir. Cucurbita pepo (L) var styriaca kabak ¢e sidinde ¢ok
diisiik bir miktarda da olsa ZYMYV tohumla ta sinmaktadir. Tohum ta giniminda
testlenerek analiz edilen 3 izolat se¢ilmi § ve onlar in coat-proteinlerindeki niikleotid
dizilimi ZYMV’ niin kullan 1lir coat-protein niikleotid dizilimi ile kar silastirilmistir.
Bu niikleotid dizilim analizlerine gére Macaristan izolat 1 filogenetik a §acin merkez
Avrupa boliimii ile ba glantilidir. ZYMV’ niin Avusturya ve Slovenya izolat  1ile
birlikte sadece Macaristan izolat 1na karakteristik olan 16,17,27 ve 37 konumundaki
spesifik aminoasitleri paylagmaktadir (Tobias ve Palcovics, 2002).

Desbiez ve ark (1996), Martinique adas inda farkl 1bdlgelerden, farkl 1
konukgular tizerinde 14 tane ZYMYV izolat 1 toplamislar ve bunlar aras inda biyolojik
ve serolojik olarak ¢ok belirgin farklar oldu gunu saptamislardir. Arastiricilar, 1992
yilina kadar adada ZYMV epidemisinin gézlenmedi gini, en az dan viriisiin
meydana getirdi gi tipik simptomlara rastlanmad 1g1n1 ve bu izolatlar n adaya tohum
veya infekteli bitki materyalleriyle veya vektorler yoluyla girmi s olabilece gini
bildirmislerdir

Cohen ve Nitzany (1963), Israil’ de cross-protection, bocek vektorleri,
fiziksel yap 1s1 ve konukcu dizisi ile ilgili kabakgillerde zararl 1 viriislerle ilgili
yaptiklar1 ¢aligsmalarda Bottle-gourd Mosaic Virus, Cucumber Mosaic Virus, Melon
Mosaic Virus, Squash Mosaic Virus, Squirting Cucumber Mosaic Virus olmak iizere
5 virilistin tanimin1 yapmiglardir.

Brunt ve ark. (1996),  Tucson, Arizona yak 1nlarindaki germplazm iiretim
merkezlerinde yetistirilen kabak ¢e sitlerinden alinan ve seralara konulan bitkilerden
5 ayr 1viris izole etmi slerdir. Daha sonra bu viriislerin tek ve kar 151k
infeksiyonlarinin konukgu bitkilerde olu  sturdugu simptomlar 1 arazi ko sullarinda
yetigen bitkilerdeki simptomlarla kar silagtirmiglardir. Ara stiricilar ayr ica mekanik

yolla taginmasi, vektorle tagimasi, partikiil yapilari, konukcu dizilimleri ve serolojik
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ozellikleri gozoniinde tutarak bu viriislerin birbirilerinden farkl 1 olduklar 1m
saptamiglardir. H 1yar Mozay 1k Viriisii, Watermelon Mosaic Viriis-1, SQMV-2,
Watermelon Curly Mottle Viriisleri mekanik olarak tasinmaktadir. Lactuce Infectious
Yellows Virus’u mekanik olarak ta sinmamakta sadece beyaz sinekle ta sinmaktadir.
Bu viriisler kabakgilleri infekte etti gi gibi Buffalo gourd‘u da do gal olarak infekte
edebilmektedir.

Bostan ve ark (2000), Erzurum, Erzincan ve Artvin illerinde kabakgillerdeki
viral etmenleri belirlemek amac 1yla yapm 15 olduklar 1 ¢al ismada Erzurum’dan 48,
Erzincan’dan 24 ve Artvin’den 18 olmak iizere Haziran ve A gustos aylar inda
viriislere 6zgii simptom gosteren bitkilerden 90 adet yaprak 6rne  gi toplam 1slardir.
Alman yaprak 6rneklerini Hiyar Mozaik Viriisii (CMV) ve Kabak Sar1 Mozaik Viriis
(ZYMV)’ne ait spesifik DAS-ELISA kitleri ile testlenmi slerdir. ELISA sonucunda
orneklerin tamaminin ZYMYV ile infekteli oldugu belirtilirken CMV saptanamamustir.
Calismada hastal 1k seyrinin ekim alan indan ekim alan 1na, y 1ldan y 1la de gisim
gosterdigi ve yil igerisinde hastalikl bitki sayisinda artislarin oldugu gézlenmistir.

Ioannou ve ark (2005), K 1bris’ ta yapm 15 olduklar 1 ¢al igmada kabakgil
bitkileri iizerinde etkili olan virtislerin varl 181n1 ve yayg inligini saptamak amac 1yla
kabakgil yeti stiriciligi yap 1lan 5 ana bolgeden h  1yar, kabak, kavun ve karpuz
bitkisinden olu san 2993 adet 6rnek toplam 1glardir. Toplanan bu 2993 adet 6rne  §i
ZYMV ( Zucchini yellow mosaic virus ), CMV ( Cucumber mosaic viriis ), SQMV
(Squash mosaic viriis ), WMV ( Watermelon mosaic viriis ), PRSW-V ( Papaya
ringstop viriis type W) ve CABYV ( Cucurbite aphid-borne yellows viriis *'nii ELISA
yontemi ile testlenmistir. CYSDV (Cucurbite yellow stunting disorder viriis), BPYV
(Beet pseuda-yellows viriis) ve CVYV (Cucumber vein yellowing viriis) igin ise RT-
PCR yapm 1glardir. Sonug olarak testlenen tiim viriisler iginde %45°1ik bir oranla
ZYMV ’nin en yaygn viriis oldu gunu saptamislardir. ZYMV’yi s1rast ile % 20.8 ile
PRSV-W, %20.8 ile CABYV ve %7.8 oran 1ile WMYV izlemi stir. CYSDYV birc¢ok
serada sararma simptomu gosteren hiyar drneklerinde % 88.1 oraninda, BPYV % 2.4
oraninda ve CVYV ise %9.5 oran 1nda tespit edilmi stir. Ancak CMV ve SqMV bu
calisma boyunca herhangi bir kabakgil bitkisinde tespit edilememistir.

Tiirkiye’de 1999-2000 y  1llarinda Samsun ilinde Temmuz-Ekim aylar 1
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arasinda 18 kdyde,45 tarlada kabakgil viriislerini ortaya koymak ve oranlar mi
saptamak amac 1yla survey c¢al 1smasi yap ilmistir. Survey ¢ ikislarinda toplanan 165
adet 6rnek ELISA ile testlenmi stir. Sonug olarak ise ZYMV( Zucchini yellow mosaic
virus), CMV ( Cucumber mosaic viriis ) ve WMV ( Watermelon mosaic viriis )’niin
varlig1 saptanm 1stir. %53.9 oran mmda WMV, %38.8 oran 1nda ZYMYV ve %20.6
oraninda CMYV tespit edilmi stir. ZYMYV ve WMV testlenen tiim kabakgil tiirlerinde
saptanirken, CMV karpuz ve balkaba  ginda saptanamam 1stir ( Sevik ve Sokmen,
2003)

Hatay ilinin farkl 1 yorelerinden,2003 y 1linda yazlik kabak (Cueurbita pepo),
kislik kabaklar (Cucurbita maxima ve C. moschata), kavun (Ciucumis meto) ve hiyar
(Cicuimis sativ us) bitkilerinden simptom gosteren yaprak ve meyve drnekleri
toplanmistir. Tarla ko sullarinda do gal enfekteli bitkilerde siddetli mozaik lekeler,
sararma, ug slirgiinlerdeki yapraklarda ayakkab 1ba g1 goriiniimii, bodurla sma ve
meyvelerde sekil bozuklu gu gibi belirtiler gézlenmi stir. Simptomlu bitkiler ELISA
ile testlenmi stir.  Siddetli simptom gdsteren meyvelerden ¢ ikarilan tohumlar
¢imlendirilerek her bir ¢ge  sitten 100'er fide ELISA ile testlenmi s, 200'er bitkide
simptom gozlemleri yapilmistir. Tohumlardan %86-94 oraninda bitki elde edilmistir.
Ozellikle C. pepo ve C. maxima fidelerinde %2-3 oraninda genel kloroz, bodurlasma
ve yaprak deformasyom 1 gozlenmi s, ELISA sonucunda tohumlar indan elde edilen
fidelerin hi¢ birinde ZYMYV belirlenmemistir. Siddetli simptom sergileyen C. sativiis
orneklerinin hi¢ birinde ZYMYV belirlenememi stir. Siddetli simpto im gosteren C.
pepo yapraklarindan elde edilen 6zsu ile biyolojik testlerle cal 1smalar1 yap ilmstir.
Mekanik inokulasyondan iki hafta sonra de  gisik test bitkilerinde ZYMV'ye 6zgii
simptomlar gézlenmi stir. ELISA sonucunda ZYMYV ile enfekteli oldu gu belirlenen
C. pepo bitkileri lizerinde 7 giin siire ile beslenen ~ Myzus persicae bireyleri 10'arl1
gruplar halinde sa glikli C. pepo fideleri iizerinde aktar 1larak 3 giin siire ile
tutulmustur. Afitle ta gima ¢al 1gmalarinda kullan 1lan test bitkilerinde ii¢ hafta
icerisinde yapraklarda klorotik ve mozaik lekelenmeler, sekil bozuklugu, bodurlagsma
ve fide dliimleri gibi belirtiler ortaya ¢ ikmigtir. Hatay ilinde ZYMV'nin farkl 1
kabakgil tiirlerine do gal ta sinma oranlar 11ile ilgili ¢al 13malar devam etmektedir

(Sertkaya ve ark, 2004).
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ZYMYV Macaristan’da ilk kez 1996 y 1linda hiyar bitkisinden izole edilmi stir.
Simdi ise kabakgil bitkilerinde yayg 1 bir bigimde yok edici epidemilere neden
olmaktadir. 1995- 1999 yillar arasinda farkli kabakgil bitkilerinden segilen 4 izolatin
kilif proteini lizerindeki N-terminal bolgesinin ¢e sitliligi lizerine ¢al 151lmig ve
calisma sonunda Macaristan izolatlar 1in diger co grafi kdkenli izolarlardan daha az
molekiiler ¢e sitlilik gosterdikleri ve ortak atlar 1nda belirtilen izolatlar gibi sadece
kendilerine 6zgii spesifik aminoasit dizilimine sahip olduklar 1 saptanmistir (Tobias
ve ark, 1998).

Sidek ve ark (1999), ZYMV’ nin iki Malezya izolat mi izole ettiklerini,
bunlarin konukgu bitkiler iizerinde ¢ok az farkl  1iliklar gdsterdi gini, k 1lif proteini
niikleotidlerini ve amino asit dizilimlerini mukayese ettiklerinde, k 1lif proteininin 9.
ve 32. amino asitlerinde fark oldugunu saptamislardir.

Purcifull ve ark (1984), 39 bitki 6rne  &i ile ¢al 1smislar ve de gisik viriislere
kars1 SDS- Immunodiffision testleri ile testlemi slerdir. Sonuglar viriisiin ~ italya'da
bulunan ZYMYV ile serolojik olarak ¢ok yak 1n oldugunu ve ZYMYV ile serolojik ve
simptomatolojik olarak benzer olan viriis izolatlar 1min 1982'de Florida'n in kuzey ve
giiney kisimlarinda 6 bolgede bulundugunu bildirmiglerdir.

Fransa'da belirlenen ZYMV zay 1f wk (ZYMV-WK) Taiwan, Connecticut,
Florida ve Fransa'da elde edilen 4 siddetli 1rka kar g1 kabakgil bitkilerinde sera
kosullar1 alt inda kar silikli koruma igin kullan 1lmigtir. ZYMV-WK, di ger siddetli
rklara nazaran Fransa irkina kars1 daha fazla koruma saglamis ve pazarlanabilir {irtin
miktarinin 1thmli kosullardan 2.2 kat, yiiksek hastalik baskisi altinda olanlardan ise 40
kat daha fazla oldu  gu bildirilmi stir. 1988-1989 y 1llarinda Fransa'daki arazi
denemelerinde ZYMV-WK'in yo gun hastalik baskisi altindaki yazlik kabagi ZYMV'
den koruma etkinli  gi ispat edilmi s, kar silikli koruma uygulanan alanlardaki
pazarlanahilir meyve miktar indaki artisin uygulamanin yapilmadigi alanlardan 14.7
kez daha fazla oldugu bildirilmistir (Wang ve ark., 1991 ; Lecoq ve ark., 1991).

Benzer bir diger ¢alismada ise Connecticut (CT), Florida (FL), Fransa (WK),
ve Taiwan'dan (TW) ZYMV'nin 4 farkli irk1 karekterize edilmistir. Bunlari konuk¢u
dizisi benzer bulunmu s, fakat bula gsma 6zelliklerinde farkl 1lik goriilmii stiir. Ayrica

Mpyzus persicae ve Aphis gossypii' nin ZYMV-CT, ZYMV-FL ve ZYMV-TW'i
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tagidig1 fakat ZYMV-WK 1rkini tagimadigi rapor edilmistir (Wang ve ark.,1992).

Fransa’daki ZYMV’ niin dayan ikl rklarindan segilen ZYMV-WK
Taiwan’daki kabakgil tirlinlerinin cross-protection testlerinde kullan ~ 1lmigtir. Sera
kosullarinda ZYMV-WK rkinin Connecticut, Florida, Fransa ve Taiwan olmak
tizere 4 dayan 1kl 1rka kar s1 h 1yar, kavun ve kabakta koruma sa  gladigi tespit
edilmistir. Yiiksek hastalik baskisi altinda yapilan iki tarla denemesinde ise, ZYMV-
WK ’nin Taiwan 1rkina kars1 mitkemmel bir cross-protection sa gladigi belirlenmistir
(Prieto ve ark, 2001).

Prieto ve ark (2001), ZYMV’niin ~ Sili izolat inin 740 nm ipliksi partikiillere
sahip oldu gunu, k 1lif proteininin yakla sik 36 kDaa girliginda oldu gunu ve k 1lif
proteininin 3° geninin Connecticut ve Kaliforniya irklari ile yiiksek oranda benzerlik
gosterdigini bildirmiglerdir.

Degirmencioglu ve Giildiir’iin 2000- 2001 y 1llar1 arasinda yiiriitmiis olduklar
caligmada sera sartlarinda kabak sar 1 mozayik viriisii (ZYMV)' niin  siddetli irkinin
hiyar bitkisi tizerinde zarar min zay1f irk olan ZYMV-WK ile kontrolii 2003- 2004
yillar aras inda denenmi stir. Cal 1isma sonucunda, kar silikli koruman 1n uyguland 181
parsellerde simptom siddeti O- 5 aras 1nda yo gunlasirken uygulaman 1n yap 1lmadigi
parsellerde 4- 9 aras inda yogunlagmistir. ZYMV-WK ile bula sik A uygulamasindan
ZYMV ile bula sik C uygulamas 1nin 7 kat 1 pazarlanabilir tirtin al mmustir. Kar silikli
korumanin uygulandig1 B uygulamas inda ise, C uygulamas nin 6 kat 1 pazarlanabilir
iiriin alinmistir. Bunun yan inda ZYMV-WK toplam verimde iiriin azalmas ma sebep
olmamistir. Bu sonuglar kar silikli koruman 1n h 1yar bitkilerinde ba sarili oldu gunu
gostermektedir. Bu cal 1sma sonucunda siddetli ZYMYV infeksiyonu olan yerlerde

ekonomik {iriin aliabilmesi i¢in kargilikli korumanin uygulanmasi 6nerilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Calisma Alam ve Cahsma Materyali Hakkinda Bilgiler

Arastirma Kuzey K 1bris Tiirk Cumhuriyeti’nde a¢  1kta ve Ortiialt 1nda
yetistiriciligi yapilan kabakgil alanlar inda, hiyar mozayik viriisii (Cucumber Mosaic
Virus, CMV) ve kabak sar 1 mozayik viriisiiniin (Zucchini Yellow Mosaic Virus,
ZYMV) varl 1gmin biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemlerle saptanmas 1ve
yayginliginin ortaya konulmasi amaciyla yiiriitiilmiistiir.

Calisma materyalini, Ma gosa bolgesinden Mara s, 2,5 Mil ve Kuzucuk
yorelerinden ve Mehmetgik kdylinden, Giizelyurt bolgesinden Ayd inkdy, Giineskdy,
Gaziveren, Do ganci, Ye silyurt ve Ye silirmak kdylerinden al inan, ZYMV ve/ veya
CMYV ile infekteli oldu gundan siiphelenilen kabak, kavun, h 1yar ve karpuz bitkileri
ile bu bitkilerin yeti stirildigi alanlar in ¢evresinde bulunan yabanc 1 otlardan al mnan

bitki 6rnekleri olusturmustur (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Survey yapilan bolgelerin harita {izerinde goriintimii

GIRNE

s ot
HZ/M MAGUSA [

LEFKOSA

o g 5
; . LARNAKA,
LIMASC;I_L\i s
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3.1.2. Serolojik Calismalarda Kullanilan Materyal

Yapilan arazi ¢ 1kiglarinda, CMV ve ZYMV ile infekteli oldu gundan
stiphelenilen kabak, h 1yar, kavun, karpuz, akkazaya g1 ve ebegiimeci bitkilerinden
alinan bitki dokular1 materyal olarak kullanilmistir.

CMV ve/veya ZYMV ile bula stk oldu gundan siiphelenilen kabakgil
bitkilerinin simptom gosteren geng yapraklar indan alinan 6rnekler DAS-ELISA ile
testlenmigtir.

ELISA testlerinde kullan 1lmak iizere, CMV ve ZYMV’ ne spesifik ELISA
kitleri Bioreba firmasindan ticari olarak temin edilmistir.

Ayrica, ELISA testlerin ¢e sitli tampon ¢ozeltiler, NUNC-Danimarka
firmasindan temin edilen diiz tabanl 1, 96 kuyu i¢eren Maxi Sorp mikrotiter ELISA
plateleri, Medispec ESR 200 marka ELISA okuyucusu (Medispec ESR 200 ELISA

Reader), otomatik pipetler ve pipet uglar1 kullanilmustir.

3.1.3. Mekanik Inokulasyon Calismalarinda Kullanilan Materyal

Mekanik inokulasyon ¢al 1gmalarinda, araziden toplanan ve yap 1lan ELISA
testleri sonucunda CMV ve/ veya ZYMYV ile bula sik oldu gu saptanan kabak, h 1yar,
kavun ve karpuz bitkilerinden al 1nan taze bitki dokular 1 materyal olarak kullan 1lmis
ve Cizelge 3.2 de verilen test bitkileri {izerine agilama yapilmigtir.

Mekanik inokulasyon ¢al 1smalarinda, havan ve havan eli, fosfat tampon
¢ozeltisi (NaH2PO4.2H,0 MW 156.01 g/ mol (MERCK 6345), Na,HPO4. H,O MW
177.99 g/ mol (MERCK 6576) ve %0.1 Mercaptoethanol), karborandum tozu ve
¢cesme suyu kullanilmgtir.

Indikatér bitki tohumlar 1nm ekilmesi ve fidelerin yeti ~ stirilmesi i¢in kum,
toprak ve hayvan giibresi (1: 1: 1), plastik saks 1lar, plastik kiivetler, plastik viyoller,
mikro ve makro besin elementleri igeren giibreler ve zaman zaman herhangi bir

zararl ve hastalik etmenine kars1 insektisit ve fungisitler kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. Mekanik inokulasyon ¢aligmalarinda kullanilan test bitkileri

Tiirkgce Adi Latince Adi
Kabak Cucurbita pepo
Hiyar Cucumis sativus
Kavun Cucumis melo
Karpuz Citrillus lanatus
Tiitlin Nicotiana rustica

Nicotiana glutinosa L.
Nicotiana tabacum L.”Xanthi’

Nicotiana tabacum L.”Xanthi nc’

Nicotiana tabacum L. "Samsun”

Hanim digmesi Gompherena globosa

Akkaz Ayagi Chenopodium quinoa Wild.

Calismada kullan 1lan indikator bitkilerin tohumlar 1, Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Viroloji Laboratuvar 1’ndan ve ticari tohum
firmalarindan temin edilmisgtir.

Mekanik inokulasyon ¢al 1smalar1, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliimii Viroloji Laboratuar 1, iklimlendirme odas 1 ve bitki viriis

hastaliklar1 aragtirma serasinda yiiriitiilmiistiir.

3.1.4. Total RNA Ekstraksiyonu Calismalarinda Kullanilan Materyal

Araziden toplanan ve ELISA testleri sonucunda CMV veya ZYMV’ den biri
ile infekteli oldu gu saptanan bitki d6rneklerinin taze dokular 1ndan elde edilen bitki
Ozsular1 total RNA ekstraksiyonu ¢aligmalarinin materyalini olugturmustur.

Total RNA ekstraksiyonu i gleminde; steril havan ve havan eli, tampon
cozeltiler, ependorf tiipleri, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari, Universal 320

R marka masa tipi sogutmali santrifiij kullanilmistir.
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Total RNA ekstraksiyonu ¢al 1gmalarinda kullan 1lan tampon ¢ozeltiler ve

soliisyonlar, Ek 2°de verilmistir.

3.1.5. RT-PCR Calismalarinda Kullanilan Materyal

Total RNA ekstraksiyonu ¢al  1smalar1 sonunda, CMV veya ZYMV ile
infekteli bitkilerden elde edilen total RNA ekstraktlar 1, RT- PCR ¢al 1smalarinda
materyal olarak kullanilmustir.

RT- PCR ¢al 1gmalari, 200 ul’lik PCR eppendorf tiipleri, ce  sitli t ampon
cozeltiler, saf su, pipet, steril pipet uglar 1, izolatlara ait RNA’lerin komplamenter
DNA (cDNA)’ ya donii  stiiriilmesi i¢cin Reverse Transcriptase enzimi (M-MLV,
200u/ul), Reverse Transcriptase buffer (M-MLV buffer 5X), RNAse inhibitorii
(40/ul), dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP (100mM)), RNA’in hedef bolgesine
spesifik tek iplikli forward ve reverse primerler ( IONTEK Firmas indan) ve ayr ica
cDNA’in ¢o galtilmasi amac 1yla gerekli yiiksek 1siya dayanikli (Termostabil) DNA
polimeraz enzimi (Taq polimeraz, Su/  pl), MgCl » (25mM), PCR buffer (10X)
(PROMEGA) kullanilarak yap ilmistir. Niikleik asitlerin ¢o galtim islemleri, TECHN
marka termocycle aleti kullan  1larak viroloji laboratuar 1nda gercekle stirilmistir.
Kullanilan primerlerin baz dizilimleri, CMV i¢in, Cizelge 3.3.’de, ZYMYV igin ise,
Cizelge 3.4.”de verilmistir.

Cizelge 3.3. CMV i¢in kullanilan primerler ve baz dizilimleri

Primerler Baz Dizilimi
RW 8 5'-GGTTCGAA(AG)(AG)(AT)ATAACCGGG-3'
RV11 5-GTTTATTTACAAG AGCGTACGG-3'

Cizelge 3.4. ZYMV i¢in kullanilan primerler ve baz dizilimleri
Primerler Baz Dizilimi

ZYMV-F1 5'-ACTGGCACGATACCTACAAGC-3'
ZYMV-R1 5'- CTTGGCAGCTACTACTGTTTTC-3'
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3.1.6. Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Materyal

Agaroz jel elektroforez ¢cal — 1gmalarinda, total RNA ekstraksiyonui  slemi
sonucunda elde edilen CMV veya ZYMV ne ait total RNA’ler ile RT- PCR
caligmalari sonunda elde edilen PCR iiriinleri materyal olarak kullanilmigtir.

RT- PCR iiriinlerinin molekiil a  girliklariin kontrolii i¢in kullan 1lan 1 kb
DNA marker PROMEGA firmasindan temin edilmistir.

Agaroz jel elektroforez isleminde, agaroz, tampon ¢ozeltiler, BIORAD marka
Mini Sub. DNA Cell elektroforez cihaz 1ve giic kayna g1, UVP Ultraviolet
Transilluminator marka UV 1s1k kaynagi, polaraid film ve Polaraid Gel Cam marka

fotograf makinesinden yararlanilmistir.
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3.2. Metod

Bu ¢al 1gmada arazi ¢ 1kislar s wrasinda toplanan bitki 6rneklerinde H  1yar
Mozayik Viriisii (CMV) veya Kabak Sar 1 Mozayik Viriisii (ZYMV) niin biyolojik,
serolojik ve molekiiler yontemler ile saptanmas 1 ve tan 1lanmasi i¢in izlenen yol

Cizelge 3.5’te verildigi sekilde sematize edilmistir.

Cizelge 3.5. CMV ve ZYMV niin tanilanmasinda izlenilen yol

Araziden Viriis Simptomu Test Bitkilerinin
Gosteren Orneklerin Toplanmasi Yetigtirilmesi

| |

Total RNA Ekstraksiyonu Mekanik Inokulasyon
PCR Caligmalari
l Biyolojik Tanilama

Agaroz Jel Elektroforez

|

Molekiiler Tanilama
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3.2.1. Survey Calismalar, Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve Muhafazas

CMYV ve ZYMV ’niin bulasiklik oranlarinin ortaya konulmasi ve bu viriislerin
biyolojik, serolojik ve molekiiler tan  1sinda kullan 1lmak iizere bitki 6rneklerinin
toplanmasi amac1yla yapilan arazi ¢ ikislarinda, Magosa bdlgesinden Mara g, 2,5 Mil
ve Kuzucuk yorelerinden ve Mehmetcik koytinden, Glizelyurt bolgesinden
Aydinkdy, Giine skoy, Gaziveren, Do ganci, Ye silyurt ve Ye silirmak kdylerinden
ZYMYV ve CMV ile infekteli oldu gundan siiphelenilen a¢ 1kta ve Ortiialt 1nda
yetistirilen kabak, kavun, h 1yar ve karpuz bitkileri ile bu bitkilerin iiretim alanlar 1
cevresindeki yabanci otlardan bitki dokular1 alinmustir.

Survey caligmalar1 2006- 2007 yillar1 arasinda ilkbahar ve sonbahar aylarinda
yapilmistir.

Bitkiler oncelikle simptomatolojik olarak incelenmis ve yapraklarda mozayik,
sararma, deformasyon, ayakkab 1ba &1 olu sumu gibi simptomlar aranm 1stir. Bu
simptomlarin bir veya birka¢ 1n1 gdsteren bitkilerden bitki dokular 1 alinarak naylon
torbalara konulmu stur. Orne gin al indig1 yer, bitki e sidi ve 6rnekleme tarihi
yazilarak etiketlenen torbalar, buzluk igerisinde laboratuara getirilerek kullan ilincaya
kadar buzdolab mda muhafaza edilmi ~ slerdir. Ornekler, k  1sa bir siire sonra
kullanilacak ise, +4 °C’ de, uzun siire saklanacak ise -20 °C’ de saklanmalidir..

Daha sonra, simptomatolojik olarak segilen bu bitki 6rnekleri, ELISA ile
testlenmis ve infekteli ¢ tkan 6rnekler mekanik inokulasyon ve RT- PCR

caligmalarinda kullanilmigtir.

3.2.2. indikator Bitkilerin Yetistirilmesi

Mekanik inokulasyon ¢al 1smalarinda, Cizelge 3.2° de verilen indikator
bitkiler kullanilmis ve bu bitkilerin tohumlari, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliimii Viroloji Laboratuar r’ndan temin edilmi s ve Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Bitki Viriis Arastirma Serasi’nda

ve kontrollu kosullara sahip klima odasinda yetistirilmistir.
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Mekanik inokulasyon ¢al 1gmalarinda kullan 1lan kabak, kavun, karpuz ve
hiyar bitkilerinin tohumlar 1 1: 1: 1 oran 1nda toprak, kum, yanm 1$ hayvan giibresi
karigimi ile bulunan viyollere her gukura bir tohum gelecek sekilde ekilmis ve ¢ikan
fideler, 2-3 gercek yaprak gortildiikten sonra ayn 1 toprak kar 1giminin bulundu gu
saksilara (12 cm ¢apinda ve 15 cm ytiiksekliginde) aktarilmistir.

Diger indikatdr bitki tohumlar  1ise, ayn 1kar 1smmin bulundu gu plastik
kiivetlere ekilmi s ve ¢cimlenen bitkiler 4-6 yaprakl 1donemde iken, ayn 1 kar is1min
bulundugu plastik saksilara tek tek sagirtilmigtir.

Indikatér bitkiler, ¢cimlendirme ve yeti stirme a samalarinda, +22-24 °C
sicaklik, % 70 nem, 16/8 saat (I sik/Karanlk) ve 5000 Liix ayd inlatma ko sullarina
sahip kontrollii klima odalar inda, yeti stirilmis ve muhafaza edilmi stir (Choueiri ve
ark, 1993).

Indikatdr bitkiler, hastal 1k ve zararl 1 yoniinden ara stirma boyunca periyodik
olarak kontrol edilmi slerdir. Bitkilerin sa glikli biiytimeleri i¢in gerekli makro ve
mikro besin elementleri sulama suyuna ilave edilerek bitkilere verilmi s, hastalik ve

zararlilara kars1 gerektiginde pestisit uygulamalart yapilmistir (Anonymous, 2002b).

3.2.3. Viriisiin Mekanik Inokulasyon Yontemiyle Tasinmasi

CMYV veya ZYMV nii biyolojik olarak tan 1lamak amaciyla, indikator bitkiler
iizerine yapilan mekanik inokulasyon cal igmalari, arazi ¢ ikiglarinda simptomatolojik
olarak CMV veya ZYMV ile bula sik oldu gundan siiphelenilen ve ELISA testleri
sonucunda bu viriislerden biri ile bula sik oldugu saptanan bitkilerden al inan dokular
kullanilarak yapilmistir.

Bu amagla yapilan mekanik inokulasyon calismalar1 Yilmaz ve Davis (1984)’
e gore agagidaki sekilde ylirtitilmiistiir.

CMYV veya ZYMV’ den biri ile bula sik bitki dokular 1, % 0,1’ lik 2-
mercaptoethanol i¢eren 0,02 M Fosfat tampon (pH 7,0)’ u varl 18inda 1: 5 (w/v)
oraninda porselen havanda ezilmi stir. Elde edilen bitki ekstrakt 1 onceden
karborandum tozu serpilerek haz 1rlanan test bitkilerinin yapraklar 1na bir spatiil

yardimryla asilanmistir
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Inokulasyondan sonra karborandum tozu ve bitki 6zsuyu art iklarini
uzaklastirmak i¢in, indikator bitkilerin yapraklar 1 piset kullan 1larak ¢e sme suyu ile
yikanmistir. Bu bitkiler, mekanik inokulasyon yap 1ldiktan sonra 24- 25 °C s 1caklik
ve % 70- 80 nem ko  sullarinda yakla sik 8.000 lux giin 1181 ko sullarinda, 16/ 8
(aydinlik/ karanlik) periyodunda muhafaza edilmistir. Bitkiler 1 ay siire ile periyodik

olarak kontrol edilmistir.

3.2.4. Serolojik Calismalar

Arazi ¢ikiglarinda, simptomatolojik olarak CMV ve/ veya ZYMYV ile bula sik
oldugundan siiphelenilen kabakgil bitkilerinden al 1nan 6rnekler, CMV ve/ veya
ZYMV’niin kesin tan 1smin yap 1lmasi amac 1yla, dncelikle DAS-ELISA (Double
Antibody Sandwich- Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) yontemi ile
testlenmistir.

Yapilan ELISA testlerinde kullan 1lan platelerin her birinde, 6rnek tampon
cozeltisi ve sa glikl bitkilerden al man veya firmalardan ticari olarak temin edilen
dokular ile haz irlanan ekstrakt olmak {izere iki farkl 1 negatif kontrol ve CMV veya
ZYMYV bulasik ticari olarak temin edilmi § bir pozitif kontrol kar gilastirma amaciyla
kullanilmistir. ELISA testlerinde kullan 1lan tampon ¢ozeltiler ile bunlar n
hazirlanmasi Ek 1°de verilmistir.

ELISA testleri sonucunda, sa  glikli kontrol i¢in 405 nm’de elde edilen
absorbans de gerinin en az iki kat 1ve daha fazla absorbans de geri veren 6rnekler

pozitif olarak kabul edilmistir (Barbara ve Riccioni, 1993).
3.2.4.1. DAS-ELISA Testi Calismalari
Araziden toplanan bitki drneklerinde ¢al 1sma konusu olan viriislerin

varliginin ortaya konulmas1i¢in yap 1lan DAS-ELISA testi, Clark ve Adams (1977)’
a gore asagidaki sekilde modifiye edilerek uygulanmustir.
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ELISA testinin uygulamasinda izlenen basamaklar sirasiyla:

a. Kaplama tamponu ile firman 1n 6nerdi gi optimum konsantrasyona gore
sulandirilmig y-globulinden ELISA platenin her bir gukuruna 100 ul konmus ve plate
tizeri kapatilarak 37 °C’ de 4 saat inkiibe edilmistir.

b. Inkiibasyondan sonray 1kama tamponu ile tiim ¢ukurlar iicer kez
yikanmigtir. Y 1kama i sleminde, y ikama tamponu ii¢ dakika siireyle ¢ukurlarda
bekletilmis ve ters ¢evrilerek plate bo saltildiktan sonra kagit havlu {izerine vurularak
kurumasi saglanmustir.

c. Her 6rnek i¢in birer cukura 100 pl 6rnek tamponu ile haz ~ irlanmig
orneklerden konmu s ve platenin iizeri kapat 1lip +4 °C’ de gece boyunca inkiibe
edilmistir.

d. inkiibasyondan sonra plateler ytkama tamponu ile yukaridaki sekilde tekrar
yikanmuistir.

e. Konjugate tamponu ile firman 1n 6nerdi gi optimum konsantrasyona gore
sulandirilmis konjugate dan her bir ¢ukura 100 ul konmus ve plate 37 °C’ de 4 saat
inkiibasyona birakilmistir

f. Inkiibasyondan sonra plateler yukar ida belirtildi gi sekilde tekrar
yikanmaistir.

g. Substrat tamponunda taze olarak haz  irlanmig substrattan (1mg/ml p-
nitrophenyl phosphate) her bir gukura 100  pl konmu s ve 30 - 60 dk veya gerekli
goriildiigiinde daha uzun siire oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.

h. Inkiibasyon siiresi sonunda, gerekli oldu gu durumlarda reaksiyonu
durdurmak i¢in her bir ¢ukura 50 pul 3M NaOH ilave edilmistir.

i. Absorbans 6l¢iimleri Medispec ESR 200 marka ELISA okuyucusu ile 405
nm dalga boyunda yapilmistir.

Pozitif sonug veren drnekler test bitkilerine periyodik olarak a stlanmis ve
bitkilerde simptomlar gozlenmi stir. Testlerde sa glikl1 bitki, negatif kontrol, pozitif
kontrol ve tampon ¢6zelti kontrol kullan ilmstir. Saglikli kontrol igin 405 nm de elde
edilen absorbans de gerinin en az iki kat 1ve daha fazla absorbans de  geri veren

ornekler pozitif olarak kabul edilmistir (Barbara ve Riccioni, 1993).
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3.2.5. Total RNA Ekstraksiyonu

ELISA testlerinde CMV veya ZYMV’nden biri ile bula g1k oldu gu saptanan
orneklerden al 1nan geng yapraklar total RNA ekstraksiyonu ¢al 1smalarinda
kullanilmistir.

Total RNA izolasyonlar 1, Astruc ve ark (1996)’ n 1n 6nerdigi yonteme gore

asagidaki sekilde ytirtitilmiigtiir.

Bu caligsmada izlenen basamaklar sirasiyla:

a. Ornekler ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50mM
EDTA b-pH. 7.0, 500 NaCl, 10mM 2. mercapto-ethanol (1/1000) ) (Ek.3) ile 1:2
(w/v) oran inda suland 1rilarak ekstrakte edilmi s ve bitki 6zsuyu steril tiilbentten
stiziilmiistiir. Bitki 6zsuyundan 1 ml alinarak eppendorf tiipiine konulmustur.

b. Ornekler 3 dakika 4.000 rpm’ de santrifiij edildikten sonra, pellet iizerine
50 ul Sodium Dodecylsulfat (% 20) ilave edilerek vorteks te karigtirilmigtir.

¢. Daha sonra tiipler 65 °C” de 30 dakika su banyosunda inkube edilmistir.

d. Tiiplere 250 pl potasium asetate (SM) ilave edilerek 20 dakika buz
icerisinde bekletilmis ve 15 dakika 13.000 rpm’ de santrifiij edilmistir.

e. Stipernatant iki k1sima ayrilmis ve 500 pl’ si yeni haz irlanmis eppendorf
tiiplerine konarak -70 °C’ te saklanmustir.

Geriye kalan 500  pl slipernatant yeni haz  irlanan eppendorf tiiplerine
konulmus, iizerine % 100°likk Ethanolden 500 pl ilave edilerek 1ml ye tamamlanmis
ve sonra vortekste karigtirilmigtir.

f. Sonra tiiplere 50 pl sodium asetate (3M) ilave edilmi § ve 6rnekler tekrar
karigtirilarak -70 °C’ de bir gece bekletilmistir.

g. Ornekler 15 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilerek s 1v1 kisim ortamdan
uzaklagtirilmgtir.

h. Eppendorf tiipleri ters ¢evrilerek filtre ka gidi lizerinde 5 dakika siire ile

kurtulmusg ve pellet izerine 1ml ethanol (% 70) ilave edilmistir.
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1. Ornekler RNA’leri ¢oktiirmek i¢in 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edilmis ve tiip icerisindeki ethanol at 1larak eppendorf tiipleri kurutma ka gitlari ile
dikkatlice kurulanmisgtir.

i. Elde edilen total RNA’lar 50 ul RNAse free distile su ile sulandirilmustir.

j- Ornekler 15 pl ve 35 ul olmak iizere ikiye béliinerek eppendorf tiipleri
icerisinde -70 °C” de muhafaza edilmistir.

Daha sonra Agaroz Jel Elektroforez yontemiyle total RNAlerin varl 181

kontrol edilmistir.

3.2.6. RT- PCR Calismalar

RT- PCR ¢al 1smalari, 6rnekleme yap 1lan bitkilerde CMV veya ZYMV
infeksiyonunun molekiiler bir yontem kullan ~ 1larak saptanmas 1ve tan 1lanmasi
amaciyla yapilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu 1980°’liy  1llardan itibaren in-vitro ortamda
spesifik bir DNA parcas 1min kopyalar min k 1sa zincirli oligontikleotid primerler
yardimiyla yonlendirilerek enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde
tanimlanmaktadir.

Niikleik asit yap 1s1 RNA olan bir hedef ¢o galtilmak isteniyorsa, dnce RNA’
den Reverse Transcriptase (RT) enzimi yard 1mi ile cDNA’ler elde edilir ve daha
sonra bu DNA’ler PCR islemiyle ¢ogaltilir.

Bu caligmada RT-PCR iglemi; total RNA ekstraksiyonu ile elde edilen CMV
ve ZYMV niin niikleik asitleri tizerindeki belirli bolgelerin spesifik primerler

kullanilarak uygun kosullar altinda ¢cogaltilmasi amaciyla yapilmustir.

3.2.6.1. RT- PCR icin Materyalin Olusturulmas:

3.2.6.1.(1). Hedef Niikleik Asitlerin Elde Edilmesi

CMYV ve ZYMV izolatlar 1 ile bula sik bitkilerden edilen total RNA’ler 1/ 20
(V/V) oraninda 1X TAE tampon ¢ozeltisi ile suland  irilmis ve hedef niikleik asit
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olarak kullan 1lmistir. Bu i slemden sonra ZYMYV izolatlar 1¢ok yo gun oldu gu i¢in
tekrar 1/100 (V/V) oran  1nda suland irilmugtir. Bu total RNA’ler RT- PCR

caligmalarinda kullanilmigtir.

3.2.6.1.(2). Primerlerin Olusturulmasi

Calisma konusu olan viriislerin genomlar 11izerindeki farkl 1bolgelere ait
spesifik primerler, literatiir taramalar 1 sonucunda farkl 1 arastiricilarin kullandigi ve
spesifik olarak ortaya koyduklar 1 primer baz dizilimleri referans al 1narak dizayn
edilmistir.

CMV i¢in (RWS) 5'- GGT TCG AA(AG) (AG)(AT)A TAA CCG GG -3've
(RV11) 5'- GTT TAT TTA CAA GAG CGT ACG G -3' primer ¢ifti, ZYMV igin ise,
(ZYMV-F1) 5'- ACT GGC ACG ATA CCT ACA AGC-3've (ZYMV-R1) 5'- CTT
GGC AGC TAC TAC TGT TTTC -3' primer ¢ifti kullanilmistir.

Primerler ticari olarak sentezlettirilmi § ve firman 1n bildirdi §i pmol de geri
dikkate al marak 10 uM ¢al 13ma konsantrasyonu olacak sekilde steril saf su ile

sulandirilmagtir.

3.2.6.2. RT- PCR

RT- PCR ¢al 1gmalar1 200 ul’ lik ince duvarl 1 PCR tiiplerinde yap 1ilmustir.
RNA’nin komplementer DNA’s 1(cDNA) donii  stiiriilmesi i¢in yap 1lan Reverse
Transcriptase (RT) asamasinda 25 pl son hacim, cDNA’ in ¢ogaltilmasi i¢in yapilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) agamasinda 50ul son hacim kullamlmigtr.

RT-PCR ¢al i1gmalarinda kullan 1lan total RNA miktarlar 1, niikleik asit
izolasyonu sonucunda elde edilen konsantrasyon dikkate al marak suland irilmig ve
farkli ara stiricilarin daha onceki yapt 1klari ¢al ismalar dikkate al marak farkl1 (1 pl-
3ul) miktarlarda kullamlmstir (Grieco ve ark, 1997).

CMYV ve ZYMV ’ne spesifik primerlerden amplifikasyon s 1rasinda her primer

icin pmol/ul konsantrasyonu ayarlanarak kullanilmistir.
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Viral RNA’nin cDNA’a donii  stiiriilmesi amac 1yla ¢al 1smanin Reverse
Transcription asamasinda kullanilan Reverse Transcriptase (M-MLYV, stok 200U/ ul)
enzimi son hacminde 10- 20U, M-MLYV Buffer (stok 5X) son hacminde 1X, RNase
inhibitorii (stok 40U/ ul) son hacminde 15U olacak sekilde kullan ilmistir (Cillo ve
ark., 2004).

Caligmada kullan 1lan ve 100’ er mM olarak temin edilen deoksiniikleotid
trifosfat (dATTP, dATP, dGTP, dCTP)’ lardan 20° ser ul alinarak 25 mM olan 80 ul’
lik ANTP karigimina 120 pl ddH,O ilave edilmek suretiyle 200 pl ye tamamlanmistir.
Bu karsim sonucunda dNTP’ ler 10 mM olarak elde edilmi s ve farkl 1 aragtiricilarin
daha onceki caligmalarina gore farkli miktarlarda kullanilmistir (Monti ve ark, 1999).
Reverse Transcriptase ¢al 1smas1 sonucunda elde edilen komplamenter DNA’
nin (cDNA) ¢o galtilmasi sirasinda kullanilan 25 mM MgCl ; stok soliisyonu ¢al 1sma
hacminde 1,5 mM, Mg Free Buffer (10X) son hacimde 1X olacak konsantrasyonda,
Taq DNA Polimeraz (5U/ ul) enzimi ¢aligmalara gore farkl1 miktarlarda (2,5- 5U) ve

son olarak ddH,O son hacmi tamamlayacak miktarda kullaniimistir.

3.2.6.3. RT- PCR Yonteminin Uygulanmasi

3.2.6.3.(1) CMV icin RT- PCR

CMV’niin RT- PCR yontemi ile tan 1lanmasi amac1yla yapilan bu ¢al ismada
Finetti- Sialer ve ark (1999)’n 1n bildirdi gi yontem kullan 1lmis ve a sagidaki sekilde
uygulanmistir.

Oncelikle 200 pl’ lik PCR eppendorf tiipiine 3 ul total RNA, 2 ul primer
(RW8) 5'- GGTTCGAA(AG)(AG)(AT)ATAACCGGG -3' (50 pmol/  pl) ve 10 pl
ddH,O konularak termocycle aletinde 95 °C’ de 3 dakika bekletilerek niikleik
asitlerin denatiire olmas 1 ve diiz bir iplik haline gelmesi sa glanmustir. Tiipler
termocycle dan alinarak hemen buz igerisine konulmustur. Bu sayede tiip icerisindeki
reverse primerin RNA {izerindeki hedef bolgeye yap 1smasi1 saglanmistir. Daha sonra

tiip icerisine 10 pl reverse transcriptase karigimi (1pl ddNTP, 0.1 pl M-MLV enzimi,
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5 ul RT buffer, 0.3 pl RNase inhibitori, 3.6 pl ddH,O) ilave edilerek son hacim 25
ul’ ye tamamlanm 1stir. Ornekler 42 °C” de 1 saat inkube edilerek cDNA sentezi
gergeklestirilmistir.

Bu karisimdan (¢cDNA) 10 ul alinarak 2 pul dNTP (ATP, GTP, CTP, TTP), 5
pl PCR buffer (10X), 3 ul MgClL (25 mM), 0.5 pl Taq polimeraz enzimi (5U/ ul), 1
pl primer (RWS) 5'- GGTTCGAA(AG)(AG)(AT)ATAACCGGG -3' (25 pmol/ pl), 2
pl primer (RV11) 5'- GTTTATTTACAAGAGCGTACGG -3' (50 pmol/ ul) ve 26.5
ul ddH,O ile karigtirilmig ve 50 pl’ lik son hacimde PCR tiipiine konulmu stur. PCR
tiipleri daha 6nceden programlanm 15 olan thermocycle aletine yerle  stirilmistir.

Orneklere uygulanan thermocycle programu;

94 °C’ de 4 dakika ........... 1 dongii

94 °C’ de 30 saniye ..........
64 °C’ de 1 dakika ........... 35 dongii
72 °C’ de 2 dakika ..........

72 °C’ de 10 dakika .......... 1 dongii

Caligma sonunda ¢o galtilan niikleik asitler 1X TBE de haz 1rlanan % 1°lik

agaroz jelde kontrol edilmistir.

3.2.6.3.(2) ZYMV igin RT- PCR

ZYMV’niin RT- PCR yo6ntemi ile tan 1lanmasi1 amaciyla yapilan bu ¢alismada
Finetti- Sialer ve ark (1999)’ n 1n bildirdigi yontem kullan 1lmis ve a sagidaki sekilde
uygulanmistir.

Oncelikle 200ul’ lik PCR eppendorf tiipiine 3~ pl total RNA, 2 pl primer
(ZYMV-F1) 5'- ACT GGC ACG ATA CCT ACA AGC-3' (50 pmol/ pl,) ve 10 pl
ddH,O konularak termocycle aletinde 95 °C’ de 3 dakika bekletilerek niikleik
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asitlerin denatiire olmas 1 ve diiz bir iplik haline gelmesi sa glanmustir. Tiipler
termocycle dan alinarak hemen buz igerisine konulmustur. Bu sayede tiip i¢erisindeki
reverse primerin RNA {izerindeki hedef bolgeye yap 1smasi1 saglanmistir. Daha sonra
tiip icerisine 10 pl reverse transcriptase karigimi (1pl ddNTP, 0.1 pl M-MLV enzimi,
5 ul RT buffer, 0.3 pl RNase inhibitori, 3.6 pl ddH,O) ilave edilerek son hacim 25
ul’ ye tamamlanm 15 ve 6rnekler 42 °C’ de 1 saat inkiibe edilerek cDNA sentezi
gergeklestirilmistir.

Bu karisimdan (¢cDNA) 10 ul alinarak 2 pul dNTP (ATP, GTP, CTP, TTP), 5
pl PCR buffer (10X), 3ul MgCL (25 mM), 0.5 pl Taq polimeraz enzimi (5U/ul), 1ul
primer (ZYMV-F1) 5'-ACT GGC ACG ATA CCT ACA AGC-3',2 pl primer
(ZYMV-R1) 5'- CTT GGC AGC TAC TAC TGT TTTC -3" (50 pmol/ pl) ve 26.5
pl ddH-O ile karistirilmis ve 50 pl’ lik son hacimde PCR tiiptine konulmu stur. PCR
tiipleri daha 6nceden programlanm 15 olan thermocycle aletine yerle  stirilmisgtir.

Orneklere uygulanan thermocycle programu;

94 °C’ de 4 dakika ........... 1 dongii

94 °C’ de 30 saniye ..........
56 °C’ de 1 dakika ........... 35 dongii
72°C’ de 2 dakika ..........

72 °C’ de 10 dakika .......... 1 dongii

RT- PCR ¢al 1gmalarinin sonuglari, 1X TBE de haz irlanan % 1’ lik agaroz

jelde kontrol edilmistir.
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3.2.7. Agaroz Jel Elektroforez Calismalar:

Agaroz jel elektroforez ¢al igmalari, Galitelli ve Minafra (1994)’n m 6nerdigi
yontem dikkate al 1narak yap 1lmigtir. Cal 1igmada kullan 1lan tampon ¢ozeltiler ve
hazirlanmasi Ek.3’de verilmistir.

Islemler asagida belirtildigi siraya gore yiiriitiilmiistiir.

a. Agaroz miktar1 ¢aligmalara gore (% 1 igin 250 mg; olacak sekilde) 25 ml
1X TBE igerisine konulmustur.

b. Agaroz TBE kar 1511 kaynay 1ncaya ve agaroz eriyinceye kadar
mikrodalgali bir firin igerisinde 1sitilmig ve sonra hacim 25 ml’ ye ayarlanmastir.

c. Kar 1s51m tekrar 60 °C’ ye kadar so ~ gumaya b rakilmis ve tank icerisine
bosaltilarak tarak gegirilmistir.

d. Jel donduktan sonra tarak dikkatli bir  sekilde ¢ ikartilmistir. Daha sonra
jel’in tizerini 1- 2 mm kadar kaplayincaya kadar tank icerisine TBE ilave edilmistir.

e. 15 ul drnek iizerine 3 pl yiikkleme tamponu ilave edildikten sonra toplam
18 ul kar 151m jel deki cukurlara dikkatli bir  sekilde yerle stirilmistir. Ilk cukura
aragtirmalara gore de gisik ticari markerlar (1 ul yiikleme tamponu + 6 pl marker)
konulmustur. Yiikleme tamponundaki turuncu rengin (orange G) jelin sonuna
gelmesine bir veya iki parmak kalana kadar jel tank ma 40V elektrik ak  1m1
verilmigtir.

f. Running i slemi tamamlandiktan sonra jel, oda s icakliginda 10 dakika 100
ml H,O +30 ul (10mg/ml saf su) ethidium bromide kar 1g1m1 igerisinde boyanm istir.
Jeldeki fazla ethidium bromide uzakla stirincaya kadar 5 dakika saf su icerisinde
tutulmustur.

Sonuglar transilluminator de kontrol edilmistir.

40



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ayse KARAMANLI

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

KKTC’ nde 6nemli tiretim de gerlerine sahip olan ve dnemli gelir kayna g1
olugturan tek ve ¢ok y 1llik kiiltiir bitkilerinde hastal 1k ve zararl ilar tarafindan neden
olunan ekonomik kayiplar yetistiriciler i¢in olduk¢a dnemlidir.

Fungus, bakteri ve mikoplasma gibi hastal 1k etmenlerinin miicadelesinde
kiiltiirel 6nlemlerin d  151nda kimyasal kontrol yontemleri kullan ilabilmektedir.
Viriislerin kontroliinde ise bu miimkiin de  gildir. Viriislerin kontrol alt na al inmasi
veya zarar 1n alt seviyeye indirilmesi ancak farkl 1 kontrol yontemlerinin birlikte
kullanilmasi ile miimkiin olabilmektedir.

Caligmanin yiiriitiildi gi kiltiir bitkilerinde CMV ve ZYMV ’niin hastal 1k
olusturmasi viriisiin direk olarak kendisinden kaynaklanmaktadir.

Caligsma siiresince CMV ve ZYMV izolatlar min varl 181 saptamak ve
tanilamak amac 1yla biyolojik (mekanik inokulasyon), serolojik (ELISA) ve
molekiiler (RT- PCR) tanilama yontemleri kullanilmistir.

Cal 1sma sonucunda elde edilen bulgular asagida bildirilmistir.

4.1. Survey Cal 1ismalari

KKTC’nde kabakgil yeti stiriciligi yap 1lan alanlarda CMV ve ZYMYV ’niin
saptanmasi ve bula giklik oranlar min ortaya konulmas 1 ¢al igmalarinda kullan ilmak
amaciyla orneklerin toplanmas 1i¢in yap 1lan arazi ¢ ikislari, Ma gosa bolgesine ba gl
Maras, 2,5 Mil ve Kuzucuk ydrelerinde ve Mehmetgik kdylerinde, Glizelyurt
bolgesine bagli Aydinkdy, Giineskdy, Gaziveren, Do ganci, Yesilyurt ve Ye silirmak
koylerinde ortiialt1 ve ag¢ 1kta kabak, kavun, h 1yar ve karpuz tiretimi yap 1lan toplam
340 da’ 11k alanda 27 h 1yar serasinda, 2 kavun seras inda, agikta 35 kabak, 8 kavun,
19 karpuz olmak tlizere toplam 91 alanda gerceklestirilmistir.

Arazi ¢ikiglarinda CMV ve/ veya ZYMYV ile bulasik oldugundan siiphelenilen
240 adet kabak, 79 adet hiyar, 69 adet kavun, 37 adet karpuz, 8 adet ebeglimeci ve 13
adet Chenopodium quinoa olmak lizere toplam 446 bitkiden 6rnekleme yap 1lmis ve

oncelikle ELISA testi ¢aligmalarinda kullanilmistir (Cizelge 4.1 ve 4.2).
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Cizelge 4.1. Ornekleme yapilan yerler ile toplanan bitki tiirleri ve sayisi

Bolge Yore/Koy Bitki tlri Bitki turi Toplanan Bitki
Tiirkge Adi Latince Adi Sayisi
Magosa Maras Kabak Cucurbita pepo 73
Hiyar Cucumis sativus 34
2,5 Mil Kabak Cucurbita pepo 27
Hiyar Cucumis sativus 5
Kavun Cucumis melo 18
Karpuz Citrillus lanatus 16
Akkaz ayagi Chenopodium quinoa 1
Kuzucuk Kabak Cucurbita pepo 15
Kavun Cucumis melo 17
Karpuz Citrillus lanatus 11
Mehmetgik | Kabak Cucurbita pepo 1
Gulzelyurt | Aydinkdy Kabak Cucurbita pepo 73
Hiyar Cucumis sativus 30
Kavun Cucumis melo 32
Karpuz Citrillus lanatus 1
Akkaz ayagi Chenopodium quinoa 2
Ebegimeci Malva silvestris
Glneskdy Kabak Cucurbita pepo 7
Gaziveren Kabak Cucurbita pepo 19
Doganci Hiyar Cucumis sativus 2
Karpuz Citrillus lanatus
Akkaz ayagi Chenopodium quinoa 9
Yesilyurt Kabak Cucurbita pepo 25
Hiyar Cucumis sativus 8
Kavun Cucumis melo 1
Akkaz ayagi Chenopodium quinoa 1
Ebegiimeci Malva silvestris 3
Yesilirmak Kavun Cucumis melo 1
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Cizelge 4.2. Calismada kullanilan bitkisel materyallerin bolgelere gore dagilimi

Tiirk¢e Ad1 Latince Ad1 Giizelyurt Magosa
Kabak Cucurbita pepo 124 116
Hiyar Cucumis sativus 40 39
Kavun Cucumis melo 34 35
Karpuz Citrillus lanatus 10 27
Akkaz ayagi Chenopodium quinoa 12 1
Ebeglmeci Malva silvestris 8 0
TOPLAM 228 218
Buna gore,

Magosa bolgesinde;

Maras yoresine yapilan ¢ikiglarda, 14 hiyar serasi ile acikta 14 kabak, 1 kavun
ve 4 karpuz alanindan, 34 hiyar ve 73 kabak bitkisinden,

Kuzucuk’ta, ag 1ikta 4 kabak, 2 kavun ve 3 karpuz alan  indan, 15 kabak, 17
kavun ve 11 karpuz bitkisinden,

Mehmetgik’te agikta 1 kabak alanindan, 1 kabak bitkisinden,

2,5 mil’de ag1kta 1 karpuz, 1 kavun, 3 kabak alan 1ve 2 h 1yar serasindan, 27
kabak, 5 h 1yar, 16 karpuz, 18 kavun ve 1 akkazaya &1 bitkisinden 6rnekleme
yapilmigstir.

Glizelyurt bolgesinde;

Gaziveren’de agikta 2 kabak alanindan, 19 kabak bitkisinden,

Glineskoy’de agikta 2 kabak alanindan, 7 kabak bitkisinden,

Yesilyurt’ta agikta 3 kabak ve 1 kavun alan 1 ile 2 hiyar serasindan, 25 kabak,
8 hiyar, 1 kavun ve 1 akkaz ayagi bitkisinden,

Dogancr’da agikta 10 karpuz alan 1ve | h 1yar serasindan, 9 karpuz, 2 h 1yar
ve 9 akkaz ayagi bitkisinden,

Yesilirmak’ta agikta 1 kavun alanindan, 1 kavun 6rnegi,

Aydmkdy’de 7 h 1yar ve 2 kavun seras 1ile a¢ 1kta 6 kabak, 1 karpuz ve 1
kavun alan indan, 73 kabak, 30 h  1yar, 32 kavun, 1 karpuz ve 1 akkaz aya 81

bitkisinden 6rnekleme yapilmistir.
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Orneklemelerin yap 1ldig1 kabakgil bitkilerinde dncelikle genel bir geli  sme
geriligi, yapraklar inda sararma, deformasyon, mozayik, beneklenme, k  1vrilma ve
kabarciklik ile geng siirgiinlerin yapraklar inda ayakkabi bagi olusumu gibi CMV ve/
veya ZYMV tarafindan meydana getirilen simptomlarn varligi aranmistir (Sekil 4.1,
4.2,4.3,4.4). Bunlardan ba gka iizerinde simptom gézlenmeyen kabakgillerden ve
bunlarin yeti stirildigi alanlar in etraf inda bulunan yabanc 1 otlardan da 6rnekleme

yapilmig ve ¢aligmada kullanilmigtir.

& . AL ]
Sekil 4.1. Kabak bitkisinde kabarciklik ve deformasyon

Sekil 4.2. Kabak yapraginda mozayik simptomu
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Sekil 4.3. Kavun yapraginda kabarciklik ve deformasyon

Sekil 4.4. Kabak yapraginda ayakkabi bagi simptomu

Kiiltiiri yap 1lan bitkilerde ZYMV genellikle siddetli ve 6nemli verim
kayiplarina neden olmaktad 1r. Buna ek olarak olu san meyvelerde  siddetli
deformasyonlar ve renk de  gisikleri olu smakta ve meyveler pazarlanamaz hale
gelmektedir. Yeti stiricilige ve bitki tiirlerine gore konukgularda farkl 1 simptomlar
meydana gelmektedir. ZYMYV kabak bitkisinin yapraklar mda sar 1 mozayikler,
siddetli beneklenmeler ve ayakkab 1ba gcig1 olu sumuna neden olmaktad 1r (Lisa ve
Lecoq, 1984). Kavun bitkisinde ise yapraklarda damar a¢ 1lmalari, sar1 mozayikler ve
kabarciklik simptomuna neden olmaktad 1r. Hiyar yapraklarinda siddetli mozayikler
ve deformasyon, karpuz bitkisinin yapraklar inda beneklenme, mozayik, iplikle sme
ve siddetli deformasyonlar gézlenmektedir (Desbiez ve Lecoq, 1997). CMV kabak
ve karpuz bitkisinde damar a¢  1lmas1 ve mozayik simptomuna neden olmaktad  1r

(Kosaka ve Fukunishi, 1997). Kavun yapraklar ~ inda kabarc 1klik ve yapraklarda
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deformasyon, h 1yar bitkisinde ise mozayik ve bodurluk simptomu meydana

getirmektedir (Kaper ve Waterworth, 1981).

4.2. Serolojik Calismalar

4.2.1. DAS-ELISA Testi Calismalari

Arazi ¢ikislarinda simptomatolojik olarak CMV ve/ veya ZYMYV ile infekteli
oldugundan siiphelenilen 240 kabak, 79 h 1yar, 69 kavun, 37 karpuz, 13 akkaz aya g1
ve 8 ebeglimecinden 6rneklemeler yap  1lmis ve toplam 446 bitki rne  gi ELISA
yoOntemi ile testlenmistir.

Yapilan ELISA testleri sonucunda testlenen 6rneklerde sadece CMV ile
infekteli oldu gu saptanan 6rnekler ve bunlar iizerinde infeksiyon oranlar 1 Cizelge
4.3’ te verilmistir. Buna gore, toplanan kabak drneklerinde CMV infeksiyon oran 1%
4.1 (10/ 240), hiyar 6rneklerinde % 19 (15/ 79), kavun 6rneklerinde % 13 (9/ 69) ve
akkaz ayag1 orneklerinde % 15.4 (2/ 13) olarak bulunmu stur. Karpuz ve ebegiimeci
orneklerinde ise, CMV’ nin tek bagsima infeksiyonu saptanmamigstir. Testlenen toplam
446 ornekten 36 tanesinde CMV ’niin varl 181 ortaya konmu  § ve genel toplam

icerisinde CMV infeksiyon oran1 % 8.07 olarak hesaplanmigtir.

Cizelge 4.3. CMV ile infekteli bulunan bitki sayis1 ve hastalik orani

Bitki tlru Bitki tlru Testlenen CMV Infekteli Hastalik
Tiirkce ad Latince ad| Bitki sayisi | Bitki Sayisi Orani(%)
Kabak Cucurbita pepo 240 10 4.1

Hiyar Cucumis sativus 79 15 19

Kavun Cucumis melo 69 9 13
Karpuz Citrillus lanatus 37 - -

Akkaz ayag Chenopodium quinoa | 13 2 15.4
Ebeglmeci Malva silvestris 8 - -

Sadece ZYMYV ile infekteli oldu  gu saptanan 6rnekler ve bunlar iizerinde

infeksiyon oranlar 1 Cizelge 4.4’te verilmi stir. Buna gore, toplanan kabak
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orneklerinde ZYMYV infeksiyon oran1 % 45.4 (109/ 240), h 1yar 6rneklerinde % 11.4
(9/79), kavun 6rneklerinde % 29 (20/ 69), karpuz 6rneklerinde % 40.5 (15/37) ve
akkaz ayag1 orneklerinde % 7.7 (1/ 13) olarak bulunmu stur. Ebegtimeci 6rneklerinde
ise, ZYMV’ nin tek ba  sina infeksiyonu saptanmam 1stir. Testlenen toplam 446
ornekten 154 tanesinde ZYMV ’niin varligi ortaya konmus ve genel toplam igerisinde

ZYMV infeksiyon orani % 34.5 olarak hesaplanmuistir.

Cizelge 4.4. ZYMYV ile infekteli bulunan bitki sayis1 ve hastalik orani

Bitki tlru Bitki tlru Testlenen ZYMV Infekteli | Hastalik
Tirkce adi | Latince adi Bitki sayisi | Bitki Sayisi Orani(%)
Kabak Cucurbita pepo 240 109 45.4
Hiyar Cucumis sativus 79 9 11.4
Kavun Cucumis melo 69 20 29
Karpuz Citrillus lanatus 37 15 40.5
Akkaz ayag Chenopodium quinoa | 13 1 7.7
Ebeglimeci Malva silvestris 8 - -

ZYMYV ve CMV’ niin her ikinin bir arada kar 131k infeksiyonunun saptand 131
ornekler ve infeksiyon oran 1ise, Cizelge 4.5’te verilmi  stir. Buna gore; toplanan
kabak orneklerinde CMV ve ZYMV’ niin kar 151k infeksiyon oran1 % 7.5 (18/ 240),
hiyar 6rneklerinde % 5.06 (4/ 79) ve kavun 6rneklerinde % 16 (11/ 69) olarak
bulunmugtur. Karpuz, akkaz aya g1 ve ebegiimeci 6rneklerinde ise, CMV ve
ZYMV’niin karigik infeksiyonu saptanmam igtir. Testlenen toplam 446 6rnekten 33
tanesinde CMV ve ZYMV’ niin varl 181 ortaya konmu § ve genel toplam igerisinde

ZYMV infeksiyon orani % 7.4 olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4.5. CMV ve ZYMV’ niin karisik infeksiyonu, saptanan bitki sayis1 ve

hastalik orani

Bitki tlru Bitki tlru Testlenen ZYMV ve CMV infekteli | Hastalik
Tirkce adi | Latince adi Bitki sayisi | Bitki Sayisi Orani(%)
Kabak Cucurbita pepo 240 18 7.5

Hiyar Cucumis sativus | 79 4 5.06
Kavun Cucumis melo 69 11 16
Karpuz Citrillus lanatus 37 - -

Akkaz ayag C. quinoa 13 - -
Ebegimeci Malva silvestris 8 - -

Arazi ¢ikiglar yapilan bolgelere ve bu bolgelerdeki kdyler ile yorelere gore

CMV, ZYMV ve CMV + ZYMYV infekteli bitki say
asagidaki ¢izelgelerde verilmistir.( Cizelge 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11)

ilar1 ve infeksiyon oranlar 1

Cizelge 4.6. Magosa bolgesi koy ve yorelerine gore CMV infeksiyonu

Bolge Yo6re/Koy Bitki tlru Bitki tlru Testlenen CMV'’ li | Hastalik
o,
Tiirkce adi | Latince adi | Bitki Sayisi | Bitkiler | ©"@M(%)
Magosa Maras Kabak C. pepo 73 4 5.5
Hiyar C. sativus 34 4 11.8
2,5 Mil Kabak C. pepo 27 - -
Hiyar C. sativus 5 - -
Kavun C. melo 18 - -
Karpuz C. lanatus 16 - -
Akkazayagi | C. quinoa 1 1 100
Kuzucuk Kabak C. pepo 15 - -
Kavun C. melo 17 - -
Karpuz C lanatus 11 - -
Mehmetgik | Kabak C. pepo 1 - -

Cizelge 4.6’dan goriilece i lizere, Ma gosa’min Mara § yoresinde CMV

infeksiyonu kabak ve h 1yar bitkileri iizerinde s rastyla % 5.5 ve % 11.8 oranlar inda
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saptanmistir. 2.5 mil yoresinde ise sadece akkaz aya g1 bitkisinden al inan 6rnekte %

100 oraninda bulunmustur.

Cizelge 4.7. Giizelyurt bolgesi koy ve yorelerine géore CMV infeksiyonu
Bolge Yo6re/Koy Bitki tlru Bitki tlru Testlenen CMV'’ li | Hastalik
Tiirkge adi | Latince adi | Bitki Sayisi | Bitkiler | Oran'(%)
Gulzelyurt | Aydinkdy Kabak C. pepo 73 4.1

Hiyar C. sativus 30 26.6
Kavun C. melo 32 7 21.9
Karpuz C. lanatus 1 - -
Akkazayagi | C. quinoa 2 - -
Ebegimeci | M.silvestris - -

Glneskoy Kabak C. pepo 7 - -

Gaziveren Kabak C. pepo 19 1 5.3

Doganci Hiyar C. sativus 2 2 100
Karpuz C. lanatus - -
Akkazayagi | C. quinoa 9 1 111

Yesilyurt Kabak C. pepo 25 2 8
Hiyar C. sativus 8 1 12.5
Kavun C. melo 1 1 100
Akkazayagi | C. quinoa 1 - -
Ebeglimeci | M.silvestris | 3 - -

Yesilirmak | Kavun C. melo 1 - -

Cizelge 4.7’den goriilece gi lizere, Glizelyurt’'un Ayd 1mkoy ve Ye silyurt

koylerinde kabak, h 1yar ve kavun bitkileri izerinde CMV saptan  1rken Gaziveren
koyiinde kabak {izerinde, Do ganci kdyiinde ise, h 1yar ve akkaz aya g1 bitkilerinde
man 6rneklerde CMV

saptanmistir. Giine skOy ve Ye  silirmak koylerinden al

infeksiyonu saptanmamustir.
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Cizelge 4.8. Magosa bolgesi koy ve yorelerine gore ZYMV infeksiyonu

Bolge Yo6re/Koy Bitki tlru Bitki tlru Testlenen ZYMV'li | Hastalik
0,
Tirkce adi | Latince adi | Bitki sayisi | Bitkiler | Ora™(%)
Magosa | Marasg Kabak C. pepo 73 21 26.8
Hiyar C. sativus 34 -
2,5 Mil Kabak C. pepo 27 25 95.6
Hiyar C. sativus 5 1 20
Kavun C. melo 18 10 55.5
Karpuz C. lanatus 16 15 93.7
Akkaz C. quinoa 1 -
ayagi
Kuzucuk Kabak C. pepo 15 - -
Kavun C. melo 17 10 58.8
Karpuz C. lanatus 11 - -
Mehmetgik Kabak C. pepo 1 - -

Cizelge 4.8’den goriilece i lizere, Ma gosa’nin Mara s ve 2,5 Mil yoresinde

kabak bitkileri {izerinde ZYMV saptanm

1stir. Buna ek olarak 2,5 Mil yoresinde

hiyar, kavun ve karpuz bitkisinde, Kuzucuk yoresinde ise kavun bitkisinde ZYMV

tespit edilmi stir. Ayr 1ca 2,5 Mil yoresinden al

infeksiyon oran 1 %95.6 -%93.7 aras

infeksiyon orani olarak saptanmistir.
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Cizelge 4.9. Giizelyurt bolgesi koy ve yorelerine gore ZYMV infeksiyonu

Bolge Yore/Koy | Bitki tlru Bitki tlru Testlenen ZYMV’li | Hastalik
Tirkge adi | Latince adi | Bitki Sayisi | Bitkiler | OraM(%)
Gulzelyurt | Aydinkdy | Kabak C. pepo 73 39 53.4

Hiyar C. sativus 30 8 26.6
Kavun C. melo 32 - -
Karpuz C.lanatus 1 - -
Akkaz C. quinoa 2 - -
ayagi
Ebeglimeci | M. silvestris | 5 - -

Glneskdy Kabak C. pepo 7 5 71.4

Gaziveren Kabak C. pepo 19 16 84.2

Doganci Hiyar C. sativus 2 - -
Karpuz C. lanatus - -
Akkaz C. quinoa 9 1 111
ayagi

Yesilyurt Kabak C. pepo 25 3 12
Hiyar C. sativus 8 - -
Kavun C. melo 1 - -
Akkazayagi | C. quinoa 1 - -
Ebeglimeci | M. silvestris | 3 - -

Yesilirmak | Kavun C. melo 1 - -

Cizelge 4.9’dan goriilece gi lizere, Giizelyurt’ un Ayd  inkdy, Giine skdy,

Gaziveren ve Ye silyurt kdylerinde kabak bitkisi iizerinde ZYMYV saptan rken,
Aydmkdy’de h 1yar bitkisinde, Do  ganci kdyiinde ise, akkaz aya g1 bitkisinde
saptanmistir.Y esilirmak koyiinden al man orneklerde ZYMYV infeksiyonu

saptanmamuistir.
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Cizelge 4.10. Ma gosa bolgesi kdy ve yorelerine gore CMV ve ZYMYV kar 151k

infeksiyonu
Bolge Yo6re/Koy Bitki tlru Bitki tlru Testlenen CMV ve | Hastalik
Tiirkge adi | Latince adi | Bitki sayisi | zymv i | Oran(%)
Bitkiler
Magosa | Maras Kabak C. pepo 73 10 13.7
Hiyar C. sativus 34 - -
2,5 Mil Kabak C. pepo 27 2 7.4
Hiyar C. sativus 5 1 20
Kavun C. melo 18 8 44.4
Karpuz C.lanatus 16 - -
Akkazayagi | C. quinoa 1 - -
Kuzucuk Kabak C.pepo 15 - -
Kavun C. melo 17 3 17.6
Karpuz C. lanatus 11 - -
Mehmetgik Kabak C. pepo 1 - -

Cizelge 4.10’dan goriilece gi lizere, Ma gosa’ n1n Mara s, Mehmetgik ve 2,5
Mil yorelerinde kabak bitkileri tizerinde CMV ve ZYMYV saptanm 1stir. Buna ek
olarak 2,5 Mil ve Kuzucuk ydresinde kavun bitkisinde, 2,5 Mil yoresinde ise h 1yar

bitkisinde CMV ve ZYMYV tespit edilmistir.
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Cizelge 4.11. Glizelyurt bolgesi kdy ve yorelerine gore CMV ve ZYMV infeksiyonu

Bolge Yore/Koy | Bitki tlru Bitki tlru Testlenen CMV ve Hastalik
Tirkge adi | Latince adi | Bitki sayisi | zymvii | Orani(%)
Bitkiler
Gulzelyurt | Aydinkdy | Kabak C. pepo 73 5 6.8

Hiyar C. sativus | 30 3 10
Kavun C. melo 32 - -
Karpuz C. lanatus | 1 - -
Akkazayagi | C. quinoa | 2 - -
Ebegimeci | M.silvestris - -

Glneskdy Kabak C. pepo 7 - -

Gaziveren Kabak C. pepo 19 - -

Doganci Hiyar C.sativus 2 - -
Karpuz C. lanatus | 9 - -
Akkazayagi | C. quinoa 9 - -

Yesilyurt Kabak C. pepo 25 1 -
Hiyar C. sativus | 8 - -
Kavun C. melo 1 - -
Akkazayagi | C. quinoa 1 - -
Ebeglimeci | M.silvestris | 3 - -

Yesilirmak | Kavun C. melo 1 - -

Cizelge 4.11°dan goriilece gi tlizere, Giizelyurt’'un Ayd 1nkdy, ve Ye silyurt
kdylerinde kabak bitkisi izerinde CMV ve ZYMV saptan irken, Aydinkdy’de hryar
bitkisinden alinan 6rneklerde CMV ve ZYMYV infeksiyonu saptanm 1stir. Giine skdy,
Gaziveren, Do ganci ve Ye silirmak kdylerinde ise CMV ve ZYMYV infeksiyonuna
rastlanmamugtir.

Magosa bolgesinde sadece CMV ile infekteli oldu  gu saptanan 6rnekler ve
bunlar tizerinde infeksiyon oranlar 1 Cizelge 4.12’de verilmi stir. Buna gore, toplanan
kabak orneklerinde CMYV infeksiyon orani % 3.4 (4/ 116), h1iyar 6érneklerinde % 10.2
(4/ 39), ve akkaz aya g1 6rneklerinde % 29 (20/ 69), karpuz 6rneklerinde % 40.5 (15/
37) ve akkaz aya g1 6rneklerinde % 100 (1/1) olarak bulunmu stur. Ebegiimeci

orneklerinde ise, CMV’niin tek basina infeksiyonu saptanmamustir.
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Cizelge 4.12. Magosa bolgesine gore CMV infeksiyonu
Bolge Bitki tlru Bitki tlru Testlenen CMV’li | Hastalik
. . I s Orani(%)
Turkge adi | Latince ad1 | Bitki sayisi Bitkiler
Kabak C. pepo 116 4 3.4
Hiyar C. sativus 39 4 10.2
Kavun C. melo 35 - -
MAGOSA Karpuz C. lanatus 27 - -
Akkazayagi | C. quinoa 1 1 100
Ebeglimeci | M. silvestris | 0 - -

Magosa bolgesinde sadece ZYMYV ile infekteli oldu gu saptanan 6rnekler ve
bunlar tizerinde infeksiyon oranlar 1 Cizelge 4.13’de verilmi stir. Buna gore, toplanan
kabak 6rneklerinde CMV infeksiyon oran 1% 39.6 (46/ 116), h 1yar 6rneklerinde %
2.6 (1/ 39), kavun 6rneklerinde %57.1 (20/35) ve karpuz 6rneklerinde % 55.5 (15/

27) olarak bulunmustur. Ebegiimeci ve akkazayagi 6rneklerinde ise, ZYMV’ niin tek

basina infeksiyonu saptanmamustir.

Cizelge 4.13. Magosa bdlgesine gore ZYMV infeksiyonu

Bolge Bitki tlru Bitki tlru Testlenen ZYMV'li | Hastalik
0,
Tirkce adi | Latince adi | Bitki sayisi | Bitkiler | OraM(%)
Kabak C. pepo 116 46 39.6
Hiyar C. sativus 39 1 2.6
Kavun C. melo 35 20 57.1
MAGOSA Karpuz C. lanatus 27 15 55.5
Akkaz C. quinoa 1 -
ayagi
Ebeglimeci | M. silvestris | O -

Magosa bolgesinde CMV ve ZYMYV ile infekteli oldu gu saptanan drnekler ve
bunlar tizerinde infeksiyon oranlar1 Cizelge 4.14’ de verilmi stir. Buna gore, toplanan

kabak orneklerinde CMV ve ZYMYV infeksiyon oran 1% 10.3 (12/116),h  1yar
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orneklerinde % 2.6 (1/ 39), kavun 6rneklerinde %31.4 (11/35) olarak bulunmu

Karpuz, ebeglimeci ve akkazaya

infeksiyonu saptanmamustir.

Cizelge 4.14.

&1 6rneklerinde ise, CMV ve ZYMV niin

Magosa bdlgesine gore CMV ve ZYMYV karisik infeksiyonu

Bolge Bitki tlru Bitki tlru Testlenen CMVve ZYMV'li | Hastalik
0,
Tirkge adi | Latince adi | Bitki sayisi | Bitkiler Orani(%)
Kabak C. pepo 116 12 10.3
Hiyar C. sativus 39 1 2.6
Kavun C. melo 35 11 31.4
MAGOSA Karpuz C. lanatus | 27 - -
Akkaz C. quinoa 1 - -
ayagi
Ebeglimeci | M.silvestris | O - -

Giizelyurt bolgesinde sadece CMV ile infekteli oldu gu saptanan 6rnekler ve
bunlar tizerinde infeksiyon oranlar 1 Cizelge 4.15’de verilmi stir. Buna gore, toplanan
kabak orneklerinde CMV infeksiyon orani % 4.8 (6/ 124), hiyar 6rneklerinde % 27.5
(11/40), kavun o6rneklerinde % 26.4 (9/34) ve akkaz aya g1 6rneklerinde % 29 (20/
69), karpuz orneklerinde % 40.5 (15/ 37) ve akkaz aya g1 6rneklerinde % 8.3 (1/12)
olarak bulunmu stur. Ebegiimeci ve karpuz 6rneklerinde ise, CMV’niin tek ba  sina

infeksiyonu saptanmamustir.
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Cizelge 4.15. Glizelyurt bolgesine gore CMV infeksiyonu
Bitki tlru Bitki tlru Testlenen CMV’li Hastalik
.. . . s s Orani(%)
Bolge Turkce adi | Latince adi | Bitki sayisi | Bitkiler
Kabak C. pepo 124 6 4.8
Hiyar C. sativus 40 11 27.5
Kavun C. melo 34 9 26.4
GUZELYURT Karpuz C. lanatus 10 - -
Akkazayagi | C. quinoa 12 1 8.3
Ebegimeci | M.silvestris | 8

Giizelyurt bolgesinde sadece ZYMYV ile infekteli oldu gu saptanan drnekler ve
bunlar tizerinde infeksiyon oranlar 1 Cizelge 4.16’de verilmi stir. Buna gore, toplanan
kabak orneklerinde ZYMYV infeksiyon oran1 % 50.8 (63/ 124), h 1yar 6rneklerinde %
20 (6/ 40) ve akkaz aya g1 6rneklerinde % 8.3 (1/ 12) olarak bulunmu  stur. Kavun,
karpuz ve ebegiimec 6rneklerinde ise, ZYMV’ niin tek ba sina infeksiyonu
saptanmamuistir.

Cizelge 4.16. Giizelyurt bolgesine gore ZYMYV infeksiyonu

Bolge Bitki tlru Bitki tlru Testlenen ZYMV'’li | Hastalik
0,

Tiirkge adi | Latince adi | Bitki sayisi | Bitkiler | Oran!(%)
Kabak C. pepo 124 63 50.8
Hiyar C. sativus 40 8 20
Kavun C. melo 34 - -

GUZELYURT Karpuz C. lanatus 10 - -
Akkazayagi | C. quinoa 12 1 8.3
Ebeglmeci | M. silvestris 8 - -

Giizelyurt bolgesinde CMV ve ZYMYV ile infekteli oldu gu saptanan drnekler

ve bunlar tizerinde infeksiyon oranlar

1 Cizelge 4.17°de verilmi

toplanan kabak orneklerinde CMV ve ZYMYV infeksiyon oran
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hiyar 6rneklerinde % 7.5 (3/40), olarak bulunmu stur. Karpuz, kavun, ebegiimeci ve

akkazayagi orneklerinde ise, CMV ve ZYMV niin infeksiyonu saptanmamustir.

Cizelge 4.17. Giizelyurt bolgesine gore CMV ve ZYMV infeksiyonu

Bolge Bitki tlru Bitki tlru Testlenen CMV ve Hastalik

Turkge adi | Latince adi | Bitki sayisi ZYMVli Orani(%)
Bitkiler

Kabak C. pepo 124 6 4.8
Hiyar C. sativus 40 3 7.5
Kavun C. melo 34 - -

GUZELYURT Karpuz C. lanatus 10 - -
Akkazayagi | C. quinoa 12 - -
Ebeglimeci | M. silvestris | 8 - -

ELISA testleri sonucunda, CMV ile infekteli oldu  §u saptanan Giizelyurt
bolgesindeki kavun (16 nolu), akkaz aya g1 (17nolu) ve kabak (18 nolu) bitkilerinden
alinan bitki dokular 1ile ZYMYV ile infekteli oldu gu saptanan Ma gosa bolgesinden
alinan kavun (7 nolu), kabak (8 nolu) ve karpuz (9 nolu) bitkileri ile Giizelyurt
bolgesinden alinan kabak (10nolu), hiyar (11 nolu) bitkilerinden alinan bitki dokular1
mekanik inokulasyon, total RNA ve RT-PCR ¢aligmalarinda kullanilmstir.

4.3. Mekanik Inokulasyon Calismalar

ELISA testleri sonucunda CMV ve ZYMYV ile bula stk oldu gu saptanan
bitkilerden Cizelge 4.18de verilen indikatdr bitkiler iizerine mekanik inokulasyonlar
yapilmigtir. Bu ¢aligmalar sonunda,

CMYV izolatlar 1ile yap 1lan mekanik inokulasyon ¢al 1gsmalarinda, kavun ve
kabak indikator bitkilerinin yapraklar inda mozayik ve sararma simptomlar 1 ortaya
cikmustir (Sekil 4.5).Ayrica kavun bitkisinde geriye 6liim goriilmii stiir (Sekil 4.6). N.
tabacum “Xanthi” ve  N. tabacum “Xanthi nc” bitkilerinde klorotik lekeler ve

“«

mozayik simptomlar 1 gézlenmi stir ( Sekil 4.7, 4.8, 4.9).  N. tabacum Samsun”
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bitkisinde ise bu simptomlara ilaveten sararma, deformasyon, iplikle sme ve yaprak
krvrilmasi belirtileri gézlenmistir ( Sekil 4.10). N. rustica bitkisinin yapraklarinda ise
mozayik, deformasyon ve yaprak kivrilmasi belirtileri gézlenmistir (Sekil 4.11).

Yap ilan benzer bir calismada CMYV izolatlar1 ile yapilan mekanik inokulasyon
caligmalarinda hiyar bitkisinde mozayik ve bodurluk simptomlar1 ortaya ¢ikmaistir. M.
rustica ve Chenopodium quinoa bitkilerinin yapraklarinda ise nekrotik lokal lezyon
belirtileri gozlenmistir (Kaper ve Waterworth, 1981).

ZYMV izolatlar1 ile yap 1lan mekanik inokulasyon cal igmalarinda ise, kavun
ve kabak bitkilerinin yapraklar inda mozayik, sararma, kabarc iklanma, ipliklesme ve
beneklenme simptomlari, bunlara ilaveten kavun bitkisinin yapraklar inda kivrilmalar
ortaya ¢ikmustir (Sekil 4.12, 4.13, 4.14).H 1yar bitkisinin yapraklar inda ise, mozayik,
sararma, deformasyon ve k 1vrilma simptomlar 1 gézlenmi stir ( Sekil 4.15). Di ger
indikator bitkilerde herhangi bir simptoma rastlanmamastir.

Al-Musa (1989), Urdiin’de kabakgillerde ZYMV’ niin neden oldu gu siddetli
mozayiklerle ilgili ¢al ismanin mekanik inokulasyonla ilgili boliimiinde ZYMYV ’niin
Gompherana globosa’da simptomuna rastlamam 1stir. Ancak C. melo’ da yaprakta
kabarciklik, h 1yar bitkisinde ise sistemik mozayik ve yaprak seklinde de gisiklik

oldugunu gézlemlemistir.
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Cizelge 4.18. CMV ve ZYMV niin mekanik inokulasyon ¢alismalarinda kullan ilan
test bitkileri ve gdzlenen simptomlar

TarkgeAdi Latince AdI QMV ZYMV
Kavun Cucumis melo M, S, GO, M, S, K, I, B, YK
Kabak Cucurbita pepo M, S M, S, K, I,B,
Hiyar Cucumis sativus M M, S, D, YK
Karpuz Citrillus lanatus - -

Tatdn N.glutinosa - -
N. tabacum “Xanthi nc” KL, M -
N. tabacum “Xanthi” KL, M -
N. tabacum “Samsun” KL, M, S, D, I, YK -
N. rustica M, D, YK -
Akkazayagi Chenopodium qinoa - -
Hanimdigmesi | Gompherana globosa - -

I: Yapraklarda ipliklesme, M: Mozayik, S: Sararma, K: Kabarc klik, B: Beneklenme, D: Yaprak deformasyonu,
K: Kabarciklik, YK: Yaprak kivriimas, KL: Klorotik lekeler, GO: Geriye Oliim - :Simptomsuz

Mekanik inokulasyonlar sonras 1 indikator bitkilerin muhafaza edildi gi
sicakligin(22- 24 °C) simptom ¢ 1kis siiresi lizerinde etkili oldu gu gbzlenmi s, buna
karsilik simptom sekli ve siddetinde farklilik saptanmamastir.

Indikatér bitkiler iizerinde CMV ve ZYMYV izolatlar min mekanik

inokulasyon tarihinden 15- 30 giin sonra simptomlar ortaya ¢ikmuistir.
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Seil 4.7. CMV infekteli N. tabacum L.“Xanthi” test bitkisinde klorotik lekeler ve
mozayik

Sekil 4.8. CMV infekteli N. tabacum L. “Xanthi” test bitkisinde klorotik lekeler ve
mozayik
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Sekil 4.9. CMV infekteli N. tabacum L.“Xanthi nc” test bitkisinde klorotik lekeler

ve mozayik

Sekil 4.10. CMV infekteli M. tabacum “Samsun” test bitkisinde klorotik lekeler,
mozayik, sararma, deformasyon ve yaprak kivrilmasi

Sekil 4.11. CMV infekteli M. rustica test bitkisinde mozayik, deformasyon ve
yaprak kivrilmasi
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Sekil 4.12. ZYMYV infekteli kavun bitkisinde mozayik, sararma, iplikle sme,
yapraklarda kivrilma ve beneklenme

Sekil 4.13. ZYMYV infekteli kabak bitkisinde mozayik, sararma, iplikle sme ve
beneklenme

Sekil 4.14. ZYMYV infekteli kabak bitkisinde mozayik, sararma ve beneklenme

62



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ayse KARAMANLI

Sekil 4.15.ZYMV infekteli h 1yar bitkisinde mozayik, sararma, deformasyon ve
yaprak kivrilmasi

4.4, Total RNA Ekstraksiyon Calismalari

RT-PCR i slemlerinde kullan 1lacak olan total RNA’lar, ELISA testleri
sonucunda CMV veya ZYMV ile bula sik oldu gu saptanan kabakgil 6rneklerinden
saflagtirilmis ve TBE tampon ¢ozeltisinde hazirlanan % 1’ lik agarose jel kullanilarak
elektroforez yontemi ile testlenmislerdir.

Yapilan kosum islemi sonucunda, ethidium bromid ile boyanan jel iizerinde

hastalikl1 bitkilerden elde edilen total RNA’lar gozlenmistir (Sekil 4.16).

Total RNA
D

Sekil:4.16.CMV ve ZYMYV izolatlarinin Agaroz Jeldeki Total RNA bandlar1

4.5. RT-PCR Calismalari
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Bitki viriis hastaliklari ile ilgili yap 1lan ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan
molekiiler yontemlerden biri olan RT-PCR yo6ntemi, bu ¢al 1ismada CMV ve
ZYMV ’niin saptanmas1 amactyla optimize edilmis ve basari ile kullanilmastir.

Bu amagla ticari olarak sentezlettirilen,

1. CMV i¢in kullanilan RW 8 ve RV 11 kodlu primer ¢ifti 650bp’ lik

2. ZYMV igin kullan 1lan ZYMV-R1 ve ZYMV-F1 kodlu primer ¢ifti 250

bp’lik mesafeleri ¢o galtmak amac 1yla kullan 1lmig ve beklenen band
biiytikliikleri elde edilmistir.

ELISA testi sonucunda iizerinde sadece CMV veya ZYMYV saptanan
bitkilerden elde edilen total RNA’lar kullan ilarak yap 1lan RT- PCRi sleminin
sonunda testlenen drneklerde, 1 ve 2 nolu primer ciftleri ile beklenen biiyiiklii ge
sahip bandlar gozlenmistir (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).

CMV’niin molekiiler tan 1s1i¢in yap 1lan RT- PCR i sleminde elde edilen bu
sonuglar, caligsmada kullanilan kavun, kabak ve akkaz aya g1 bitkilerinden edilen 16,
17 ve 18 nolu izolatlar m CMV oldu gunuvea silanan indikator bitkilerin
yapraklarinda gozlenen mozayik, sararma, klorotik lekeler, deformasyon, iplikle sme,
ve yaprak k 1vrilmasi belirtileri simptomlar inin CMV infeksiyonu sonucu meydana

geldigini gostermistir.

650 bp

A

Sekil 4.17. RW 8 ve RV11 kodlu primer ¢ifti ile yapilan RT- PCR
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Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, Sialer ve ark (1999), taraf indan bildirilen
sonuglar ile uyum igerisindedir. Ayn 1 ara stiricilar, RW8- RV11 primer ¢iftini
kullanarak CMV izolatlar 1min RNA-2 geni iizerindeki spesifik bir bolgeyi
cogaltmislar ve 650 bp’lik bir band elde etmislerdir.

ZYMYV i¢in yapilan RT- PCR ¢al ismalarinin sonuglari, mekanik inokulasyon
islemlerinde elde edilen sonuclar1 desteklemektedir. ZYMV-R1 ve ZYMV-F1 kodlu
primer ¢ifti ile yap 1lan RT- PCR ¢al igmalarinda beklenen biiyiikliikte band (250 bp)
elde edilmi g ve mekanik inokulasyon ¢al  1gmalarinda indikator bitkiler {izerinde
cesitli simptomlara neden olan 7, 8, 9, 10 ve 11 nolu 6rneklerin ZYMV ile bula g1k
oldugu ortaya konulmustur.

Sekil 4.18’de sadece 8 ve 10 nolu drnekler ile yap  1lan RT- PCR sonuglar 1
goriilmektedir.

Bu cal ismada elde edilen sonuglar, Hsu ve ark (2005) taraf  indan bildirilen
sonuglar ile uyum igerisindedir. Ayn 1 ara stiricilar, safla stirilmig viral RNA’lar ile
ZYMV-F1 ve ZYMV-R1 primer ¢iftlerini kullanarak yapt 1klar1 RT-PCR i sleminde
ZYMV’niin varl 1g1m saptam 1glardir. Yapt iklar1 bu ¢al 1gma sonucunda, agaroz jel

elektroforez yontemi ile ZYMYV igin 250 bp’lik band gozlemislerdir.

250 bp

Sekil 4.18. ZYMV-R1ve ZYMV-F1 kodlu primer ¢ifti ile yapilan RT-PCR
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢al ismanin yap 1ldig1 Giizelyurt ve Ma gosa bolgesi, sebze yeti stiriciligi
icin uygun ¢evre ko sullarina ve ekonomik yap 1ya sahiptir. Sebzeler yoniinden ¢e sitli
iriinlerin varl 181 ve 6zellikle Ma gosa bolgesindeki ortii alt 1 yeti stiriciligin yayg in
olusu nedeni ile bu bolgede bir¢ok hastal 1k ve zararl1 etmenleri biiyiik kay iplara yol
acmaktadir. Bu hastal 1k etmenleri igerisinde viriisler, kimyasal miicadelelerinin
miimkiin olmamas 1 ve vektdr boceklerle ¢ok uzak ve geni s alanlara yay 1lmalar1
nedeniyle biiyiikk 6neme sahiptirler. Bunlara ek olarak, vektor boceklerin
miicadelesinde kullan 1lan kimyasal miicadelenin de virtislerin yay tlimint
engellemede ¢ok etkin olmay  1s1, bu hastal 1k etmenlerinin 6nemini daha da
artirmaktadir.

Sebzelerde, 6zellikle kabakgil grubuna zarar veren 5 6nemli viriis hastal 181
icerisinde CMV ve ZYMYV daha yayg 1n olarak bulunmalar 1nedeni ile daha da
onemlidir. Bu viriis hastal 1klarinin adada sebze yeti stiriciligi a¢ 1sindan 6nemi son
yillarda hizla artmaktadir. Vektorleri olan yaprak bitleri arac 1ligiyla etkili bir sekilde
cok geni s alanlara kolayca ta ginabilmeleri ve ¢ok geni § konukeu dizisine sahip
olmalar1 bu hastalik etmenlerinin 6nemini daha da artirmaktadir.

CMYV ve ZYMYV viriis hastal iklariin bulunu su, yay 1lis1 ve zarar 1 konukgu-
viriis-vektor ili gkisi icerisinde y 1ldan y 1la, hatta mevsimden mevsime de ~ gisiklik
gostermektedir.

Bu nedenle bu viriis hastal 1klarinin neden oldu gu zarar 1 en alt seviyeye
indirebilmek ve kontrol stratejilerini geli ~ stirebilmek icin oncelikle yeti  stiriciligi
yapilan kabak, hiyar, kavun ve karpuz bitkilerinde bulunan viriislerin erken teshisinin
yapilmasi gerekmektedir.

Viriis teshisinde gézleme dayanilarak yapilan simptomalojik tanilarin mutlaka
laboratuarda yap 1lacak serolojik, biyolojik indeksleme ve molekiiler testlemelerle
dogrulanmasi gerekmektedir. Ciinkil bir viriisiin farkl1 irklar1 ayni konukguyu infekte
edebildigi gibi, ayn 1 konukcu {izerinde farkl 1 simptomlar da olu sturabilmektedirler.
Etmenin tan 1s1 yap ildiktan sonra bu viriis hastal ~ 1gmin yay 1lmasini engellemek

amaciyla 6nlemler alinmalidir.
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Bu amaca yonelik olarak 2006-2007 y  1llarinda KKTC’ nde Giizelyurt ve
Magosa bolgesi ile ¢evresinde survey yap lan kabak, h 1yar, kavun ve karpuz
yetistirilen alanlarda, CMV ve ZYMV ’niin saptanmas 1, yayg inlik oranlar mnin
belirlenmesi, biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemler kullan  1larak tan 1lanmasi

amaciyla bu ¢alisma yiiriitilmiistiir.

Bu ¢aligmada elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir;

1. Arazi ¢ 1kiglarinda simptomatolojik olarak CMV ve/ veya ZYMYV ile
infekteli oldu gundan siiphelenilen 240 kabak, 79 h 1yar, 69 kavun, 37 karpuz, 13
akkaz ayagi1 ve 8 ebegiimecinden 6rneklemeler yap 1lmig ve toplam 446 bitki 6rne gi
ELISA ile testlenmistir.

ELISA testleri sonucunda testlenen 6rneklerde tek ba gina CMV infeksiyon
orani kabak drneklerinde % 4.1 (10/ 240), h 1yar drneklerinde % 19 (15/ 79), kavun
orneklerinde % 13 (9/ 69) ve akkaz aya &1 6rneklerinde % 15.4 (2/ 13) olarak
bulunmugtur. Karpuz ve ebegiimeci 6rneklerinde ise, CMV’niin tek ba sina
infeksiyonu saptanmamigstir. Testlenen toplam 446 drnekten 36 tanesinde CMV’ nin
varlig1 ortaya konulmu s ve genel toplam igerisinde CMV infeksiyon oran 1% 8.07
olarak bulunmustur.

Tek bagina ZYMYV infeksiyon oran 1, kabak érneklerinde % 45.4 (109/ 240),
hiyar 6rneklerinde % 11.4 (9/ 79), kavun 6rneklerinde % 29 (20/ 69), karpuz
orneklerinde % 40.5 (15/37) ve akkaz aya &1 6rneklerinde % 7.7 (1/ 13) olarak
bulunmugtur. Ebegiimeci 6rneklerinde ise, ZYMV’ niin tek ba sina infeksiyonu
saptanmamustir. Testlenen toplam 446 o6rnekten 154 tanesinde ZYMV’ niin varl 181
ortaya konulmus ve genel toplam igerisinde ZYMYV infeksiyon oran 1% 34.5 olarak
hesaplanmustir.

ZYMYV ve CMV’ niin karisik infeksiyonunun oran1 kabak érneklerinde % 7.5
(18/240), h 1yar 6rneklerinde % 5.06 (4/ 79) ve kavun 6rneklerinde % 16 (11/ 69)
olarak bulunmu stur. Karpuz, akkaz aya g1 ve ebegiimeci drneklerinde ise, CMV ve
ZYMV niin karigik infeksiyonu saptanmam istir. Testlenen toplam 446 6rnekten 33
tanesinde kar 1s1k infeksiyonun varl 181 ortaya konulmu s ve genel toplam igerisinde

infeksiyon orani1 % 7.4 olarak hesaplanmistr.
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Buna gore sadece CMYV ile infekteli oldugu saptanan 6rnekler icerisinde % 19
oranla hiyar, ZYMYV ile infekteli oldugu saptanan 6rnekler icerisinde % 45.4 orani ile
kabak ve ZYMYV ve CMV’ niin her ikinin bir arada kar 151k infeksiyonunun
saptandig1 6rnekler icinde ise % 16 oran 1ile kavun bitkisi birincis  1rada yer
almaktadir.

2. Cal 1gmanin yuritiildii gt bolgeler ve infeksiyon oranlar layr 1ayr 1
incelendigi zaman;

Magosa bolgesinde sadece CMV ile infekteli oldu gu saptanan kabak
orneklerinde infeksiyon oran1 % 3.4 (4/ 116), h 1yar 6rneklerinde % 10.2 (4/ 39), ve
akkaz aya g1 6rneklerinde % 29 (20/ 69), karpuz 6rneklerinde % 40.5 (15/37) ve
akkaz ayag1 6rneklerinde % 100 (1/1) olarak bulunmu stur. Ebegiimeci drneklerinde
ise, CMV’niin tek ba sina infeksiyonu saptanmam 1stir. Sadece ZYMYV ile infekteli
oldugu saptanan kabak 6rneklerinde infeksiyon oran 1% 39.6 (46/ 116),h  1yar
orneklerinde % 2.6 (1/ 39), kavun 6rneklerinde %57.1 (20/35) ve karpuz
orneklerinde % 55.5 (15/ 27) olarak bulunmu stur. Ebeglimeci ve akkazaya &1
orneklerinde ise, ZYMV’ niin tek ba sina infeksiyonu saptanmam 1stir. Kar 151k
infeksiyon orani ise, kabak 6rneklerinde % 10.3 (12/ 116), h 1yar 6rneklerinde % 2.6
(1/ 39), kavun 6rneklerinde %31.4 (11/35) olarak bulunmu stur. Karpuz, ebegiimeci
ve akkazayagi 6rneklerinde ise, karisik infeksiyon saptanmamugtir.

Giizelyurt bolgesinde, sadece CMYV ile infekteli oldu gu saptanan kabak
orneklerinde infeksiyon oran 1% 4.8 (6/ 124), h 1yar 6rneklerinde % 27.5 (11/ 40),
kavun orneklerinde % 26.4 (9/34) ve akkaz aya g1 6rneklerinde % 29 (20/ 69),
karpuz drneklerinde % 40.5 (15/ 37) ve akkaz aya g1 6rneklerinde % 8.3 (1/12) olarak
bulunmugtur. Ebegiimeci ve karpuz 6rneklerinde ise, CMV niin tek ba sina
infeksiyonu saptanmam 1stir. Sadece ZYMYV ile infekteli oldu  gu saptanan kabak
orneklerinde infeksiyon oran1 % 50.8 (63/ 124), h 1yar 6rneklerinde % 20 (6/ 40) ve
akkaz aya g1 6rneklerinde % 8.3 (1/ 12) olarak bulunmu stur. Kavun, karpuz ve
ebeglimec 6rneklerinde ise, ZYMV’ niin tek ba  sina infeksiyonu saptanmam 1stir.
Kabak 6rneklerinde CMV ve ZYMYV Kkar 151k infeksiyonunun oran1 % 4.8 (6/ 124) ve
hiyar 6rneklerinde % 7.5 (3/ 40) olarak bulunmu stur. Karpuz, kavun, ebegiimeci ve

akkazayag1 orneklerinde ise, karigik infeksiyon saptanmamustir.
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Magosa Bolgesinde CMV ile infekteli bitki oran 1(% 4.1), Giizelyurt
bolgesindeki infekteli bitki oran 1na (% 11.4) gore daha azd 1. ZYMV ile infekteli
bitki orani ise, Ma gosa bolgesinde (% 37,6) ,Giizelyurt bolgesine (% 31.5)gore daha
fazladir. Bu verilere gore, Glizelyurt bolgesinde CMV’niin, Ma gosa bolgesinde ise
ZYMV ’nin daha yayg 1n bir viriis oldu gu orataya koyulmu stur. Ma gosa’nin 2,5 Mil
yoresinden alian kabak ve karpuz bitkilerinde ise ZYMYV infeksiyon oran 1% 95.6-
%93.7 aras mnda bulunmu s ve ¢al 13madaki en yiiksek infeksiyon oran 1 olarak
belirlenmistir.

Arazi ¢ikislarinda toplanan 6rnekler igerisinde genel olarak CMV infeksiyon
orani %8.07, ZYMYV infeksiyonu ise %34,5’ diir. Buna ilaveten CMV ve ZYMV niin
karigik infeksiyon oran1 % 7.4’diir.

3. CMV izolatlar 1ile yap 1lan mekanik inokulasyon ¢al 1gmalari sonucunda,
kavun ve kabak indikator bitkilerinin yapraklar inda mozayik ve sararma simptomlar1
ortaya ¢ ikmigtir. Ayr ica kavun bitkisinde geriye 6liim goriilmii  stiir. N. tabacum
“Xanthi” ve N. tabacum ‘“Xanthi nc” bitkilerinde klorotik lekeler ve mozayik
simptomlari gézlenmi stir. N. tabacum  “Samsun” bitkisinde de bu simptomlara
ilaveten sararma, deformasyon, iplikle sme ve yaprak k vrilmasi belirtileri
gozlenmistir. N. rustica bitkisinin yapraklar inda ise, mozayik, deformasyon ve
yaprak kivrilmasi belirtileri gézlenmistir.

ZYMV izolatlar1 ile yap 1lan mekanik inokulasyon cal igmalarinda ise, kavun
ve kabak bitkileri yapraklar 1nda mozayik, sararma, kabarc 1klanma, iplikle sme ve
beneklenme simptomlari, bunlara ilaveten kavun bitkisinin yapraklar inda kivrilmalar
ortaya ¢ikmustir. Hiyar bitkisinin yapraklar inda ise, mozayik, sararma, deformasyon
ve kivrilma simptomlar1 gézlenmistir. Di ger indikator bitkiler iizerinde herhangi bir
simptoma rastlanmamuistir.

Indikatér bitkiler iizerinde CMV ve ZYMYV izolatlar min mekanik
inokulasyon tarihinden 15- 30 giin sonra simptomlar ortaya ¢ikmistir.

4. ELISA testleri sonucunda, CMV ile infekteli oldu  gu saptanan Giizelyurt
bolgesindeki kavun (16 nolu), akkaz aya g1 (17nolu) ve kabak (18 nolu) bitkilerinden
alinan bitki dokular 1ile ZYMYV ile infekteli oldu gu saptanan Ma gosa bolgesinden
alinan kavun (7 nolu), kabak (8 nolu) ve karpuz (9 nolu) bitkileri ile Giizelyurt
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bolgesinden al an kabak (10 nolu), h  1yar (11 nolu) bitkilerinden al  1nan bitki
dokular1 mekanik inokulasyon, total RNA ve RT-PCR c¢aligmalarinda kullanilmisgtir.

5.RT-PCR 1 slemlerinde kullan 1lacak olan total RNA’lar, ELISA testleri
sonucunda CMV veya ZYMV ile bula sik oldu gu saptanan kabakgil 6rneklerinden
saflagtirilmis ve TBE tampon ¢ozeltisinde hazirlanan % 1.’lik agarose jel kullanilarak
elektroforez yontemi ile gézlenmislerdir.

6. Total RNA preparasyonlar1 RT-PCR’ da kullanilmis ve CMV’niin RNA- 2
geni iizerinde spesifik bir bolgenin belirlenmesi icin (RWS8) ve (RV11) dejenere
primer ciftini kullanarak yap 1lan PCR ¢al 1smas1 sonucunda beklenilen 650 bp’lik
DNA band 1 agaroz jelde gézlenmi stir. ZYMYV i¢in ise, ZYMV-F1 ve ZYMV-R1
primer ¢ifti kullanilarak 250 bp’ lik DNA band 1 goriilmiistiir. Boylece bu ¢aligma ile
son y1llarda yapilan birgok ¢al igmada rutin olarak kullan 1lan molekiiler bir yontem
olan PCR, KKTC’ nde CMV ve ZYMYV infeksiyonunu saptamak i¢cin ba  saril1 bir
sekilde kullanilmigtir.

Sonug olarak, bu ¢al 1smada, kabakgil yeti stiriciligini s inirlayan ve etkin
miicadele yontemi bulunmayan CMV ve ZYMV niin KKTC’ nde saptanmas 1ve
tanilanmasi amac 1yla biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemler ba sar1 ile
uygulanmistir.

Bundan sonra KKTC’ nde CMV ve ZYMV’ niin karakterize edilmesi ve
rklarinin ortaya konularak aralar 1indaki farkl iliklarin saptanmas 1 gerekmektedir.
Boylelikle cross-protection ¢al 1gmalarinda kullan ilabilecek izolatlar in elde edilmesi
ve pratikte kullan 1lma olasiliklar ara stirilacaktir. Ayrica bu viriislerin vektori olan
yaprak bitlerine kar s1 pratikte kullan 1labilecek uygulamalar da ortaya konulmal 1dir.
Boylece kimyasal miicadelesi yap 1lamayan ve ¢ok etkili bir vektor boce — ge sahip

CMYV ve ZYMV niin baski altina alinmasi s6z konusu olacaktir.
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OZGECMIS

1982 yilinda KKTC’nin Giizelyurt ilgesine ba gli Yesilyurt kdyiinde do gdum.
[k ve orta 6 grenimimi KKTC’nin Giizelyurt ilgesinde, lise 6 grenimimi ise Lefko sa’
da tamamladim. 2003 y 1linda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Béliimiinden Ziraat Miihendisi olarak mezun oldum. Ayn 1 y1l Cukurova Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii’ne Bitki Koruma Anabilim Dal 'nin § grencisi olarak
kaydoldum. 2003 y 1linda ba slayan yiiksek lisans 6 grenimimi, 2006- 2007 y 1llar1
arasinda yapm 1soldu gumtez ¢al  1smasinin sona ermesi ile tamamlam 18

bulunmaktayim.
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EKLER

EK1

ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Fosfat Tuz Tamponu (PBS, pH 7.4)

8.0 gr NaCl
0.2gr KH 2PO4
29gr Na 2HPO4.12H,0 veya
2.3 gr Na 2HPO4.7H,O
1.44. gr Na »HPOs. 2H,O
1.15 gr Na 2HPQO, (anhdrous)
0.2 gr KCl1
0.2 gr NaN 3

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s 10.1 N

NaOH veya 0.1 N HCl ile ayarlanmis ve 4 °C’ de saklanmustir.

2. Kaplama Tamponu (pH 9.6)
1.59 gr Na ,CO;3
2.93 gr NaHCO 3
0.2 gr NaN 3
Yukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s 1 ayarlanmis

ve 4 °C de saklanmustir.

3. Yikama Tamponu

Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween- 20 ilave edilerek haz irlanmistir.
4. Ornek Tamponu

Bir litre y tkama tamponu ¢6zeltisi igine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40)

ilave edilerek hazirlanmisgtir.
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5. Konjugat Tamponu
Bir litre 6rnek tampon ¢6zeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave

edilerek hazirlanmgtir.
6. Substrat Tamponu (pH 9.8)

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su i¢ine ilave edildikten sonra 0.2 gr NaN

konmus ve HCl ile pH 9.8’¢ ayarlanarak 1 litreye tamamlanmustir.
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EK?2

Total RNA Analizlerinde Kullanilan Cozeltiler

1. Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi

(0.1M glycine- NaOH, pH 9.0; 50mM NaCl; 10mM EDTA; % 2 sodium
dodecyl sulfate [SDS]; % 0,.2 sodium diethyldithiocarbomate [D IECA-Na] ve % 1
sodium lauryl sarcosine)

0.750 gr glycine 80 ml saf su igerisinde eritilmis ve NaOH kullanilarak pH’s1
9.0 olarak ayarlanm 1stir. Daha sonra bunun {izerine 0.292 gr NaClI ve 0.288 gr
EDTA ilave edilerek eriyinceye kadar kar 1stirilmistir. Karigim iyice eridikten sonra
iizerine 2 gr SDS, 0.2 gr DIECA ve 1 gr sodium lauryl sarcosine ilave edilmi s biitiin

karigimlar eridikten sonra son hacim 100 ml’ye tamamlanmaistir.

2. Phenol/chloroform/isoamylalkol (25: 24: 1)
25 ml 1X TAE buffer ile sature edilmi s phenol, 24 ml chloroform ve 1 ml

isoamylalkol karigtirtlmigtir.

3. Sodyum asetate CH;COONa (3M)
40.824 gr sodium asetate 60 ml su igerisinde ¢6ziilmii s ve volum 100 ml’ ye

tamamlanmigtir.
4. 1X TE Tampon Cozeltisi (10mM Tris-HCI, ImM EDTA; pH 8,0)

0.157 gr Tris-HCI ve 0.037 gr EDTA 80 ml saf su igerisinde eritilmi stir.

(Cozeltinin pH’s1 8,0 olarak ayarlanip sonra son hacim 100 ml’ye tamamlanmuistir.
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EK3

Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

1. TBE Tampon Cozeltisi (89 mM Tris, 89 mM boric acide, 2 mM EDTA) pH
83

1X TBE buffer hazirlamak igin 10.777 gr Tris-Base, 5.502 gr boric acide ve
0.744 gr EDTA 900 ml saf su icerisinde eritilmi  stir. Cozeltinin pH’s 18,3 olarak

ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlanmustir.

2. TAE Tampon Cozeltisi (10mM Tris, SmM Sodium acetate, 0,5 mM EDT
(pH: 8.3)

1X TAE buffer haz irlamak igin 1.211 gr Tris-Base, 0.680 gr sodium acetate
ve 0.186 gr EDTA 900 ml saf su igerisinde eritilmi stir. Cozeltinin pH’ s1 8,3 olarak

ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlanmustir.

3. Farkli konsatrasyonlarda agaroz jel hazirlamak i¢in;
% 1,2’ lik agaroz jel i¢in 360 mg agaroz 30 ml 1x TBE yada TAE igerisinde
% 2’ lik agaroz jel i¢in 600 mg agaroz 30 ml 1x TBE yada TAE igerisinde
% 1,5’ lik agaroz jel i¢in 450mg agaroz 30 ml 1x TBE yada TAE igerisinde
% 1’ lik agaroz jel i¢in 300mg agaroz 30 ml 1x TBE yada TAE icerisinde

4. Ethidium Bromide

10 mg ethidium bromide 1 ml saf su igerisinde ependorf tiipiinde eritilmi stir.

Daha sonra bu ana stoktan 30 pl alinarak 100 ml saf su icerisine ilave edilmistir.
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