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OZET

DIYARBAKIR ve MARDIN ILLERI KABAKGIL URETIM ALANLARINDA GORULEN
VIRAL HASTALIKLARIN YAYGINLIGL, ORANLARI ve ETMENLERININ
BELIRLENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

Mehmet Zeki KIZMAZ

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BITKI KORUMA ANABILIM DALI

2014

Bu ¢aligsma, 2013 yilinda Diyarbakir ve Mardin illerinde yogun olarak iiretimi yapilan
kavun, karpuz, kabak ve hiyar bitkilerinde virlis hastaliklarinin yayginlik ve oranlarim ile
etmenlerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Survey calismalari fide ve yetiskin donemlerde
toplam 194 tarlada yapilmistir. Survey calismalarinda yapraklarda mozaik, ipliklesme,
kabariklagma ve sekil bozuklugu; meyvede renk acgilmasi ve sekil bozuklugu; bitkinin genelinde
bodurlasma, ug siirgiinlerde rozetlesme, gelisme geriligi ve renk agilmasi gibi belirtileri gosteren

hastalikli bitkilerden 6rnekler toplanmustir.

Her iki ilin hastaligin ortalama yayginlik ve orani sirasiyla birinci donemde %38.01 ve
%4.57, ikinci donemde ise %52.26 ve %21.59 olarak belirlenmistir. Belirlenen tarlalardan
toplanan 160 6rnek DAS-ELISA yontemi ile test edilmistir. Viriis tiirlerinin 6rneklerdeki
dagilimi biyiik farklilik gostermis, ¢ogu orneklerde birden fazla viriis tiirii saptanmistir. Test
sonuclarina gore; WMV 96 6rnekte %60.00 oraninda, ZYMV 63 Ornekte %39.38 oraninda,
CMYV 69 ornekte %43.13 oraninda, CABYV 26 6rnekte %16.25 oraninda, PRSV 34 6rnekte
%21.25 oraninda belirlenmistir. Test edilen 6rneklerde SQMV enfeksiyonu belirlenememistir.
Bunlardan 11’1 CMV, 24’ WMV ve 3’ ZYMV ile tek enfeksiyonlu olup, geriye kalaninin ise

birden ¢ok viriisle enfekteli oldugu saptanmistir.



ABSTRACT

DETERMINATION OF RATES, FACTORS AND PREVALENCE OF VIRAL DISEASES IN
CUCURBIT PRODUCTION AREAS IN DIYARBAKIR AND MARDIN PROVINCES

MSc THESIS
Mehmet Zeki KIZMAZ

UNIVERSITY OF DICLE
INSTITUTE OF BASIC AND APPLIED SCIENCE
DEPARTMENT OF PLANT PROTTECTIN

2014

This study was conducted in vegetable field melon, watermelon, cucumber and squash
fields in Diyarbakir and Mardin provinces in 2013 to determine viriis diseases and their
incidence. The surveys were carried out at seedling and grown stage of plant in 194 fields. At
the survey studies, plant samples displaying symptoms of leaf mosaic, blister, yellowing,
discoloration, distortion of fruit, rosette of shoots, dwarf and growth retardation etc. were

collected.

The avarage of diseases prevalence and incidence were recorded at seedling and grown
stages as 38.01%, 4.57% and 52.26%, 21.59% respectively. Totally 160 plant samples were
collected and tested with DAS-ELISA method. The presence of virus species within collected
plant samples shown great differencies. Most of the samples have been determined more than
one virus. According to tets results, number of infected samples were determined as WMV 96
(60.00%), ZYMV 63 (39.38%), CMV 69 (43.13%), CABYV 26 (16.25%) and PRSV 34
(21.25%). SgMV infection could not be determined in the samples tested. In addition some
samples displayed only one virus species as described below 11 samples with CMV, 3 samples
with ZYMV and 24 samples with WMV. 38 samples (11 CMV, 24 ZYMV and 3 WMV) were

found to be infected with a single virus and the other samples more than one virus.
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1. GIRIS

Kabakgiller (Cucurbitaceae), Cucurbitales takimina ait bir bitki familyasidir
(Simson 2006). Diinyanin tropik ve 1liman bolgelerine yayilmis yaklasik olarak 125 cins
ve 960 tiirti vardir (Jeffrey 2005). Meyvesi yenen sebzeler arasinda insanlar tarafindan
kiiltiire alinan en eski bitki tiirleri olmalar1 yaninda, insan besini olarak kullanilan bitki
tiirlerinin ¢cogu bu familya i¢inde yer almaktadir (Lira Saade ve Montes Hernandez
1994). Bu familyadan hiyar (Cucumis sativus L.), kavun (Cucumis melo L.), karpuz
(Citrullus lanatus L.) ve kabak (Cucurbita sp.) diinya c¢apinda, ozellikle gelismis
iilkelerde en ¢ok bilinen kiiltiir bitkileridir (Provvidenti 1996).

Diinya’da yaklasik 920 milyon ton sebze liretilmektedir. Tiirkiye 27 milyon ton
sebze Tlretimiyle Diinya’da dordiincli sebze iireticisi konumundadir. Tirkiye’de
Kabakgiller (kavun, karpuz, hiyar ve kabak) toplam sebze iiretiminde % 27’lik bir paya
sahiptir. Glineydogu Anadolu Bolgesi ise kabakgil {iretiminde 800 bin ton ile % 10.7
oraninda pay olusturmaktadir (TUIK 2011).

Kabakgil yetistiriciliginde tiretimi sinirlandiran ¢ok sayida canli ve cansiz etmen
bulunmaktadir. Bu etmenlerin basinda; funguslar, bakteriler ve viriisler cesitli
hastaliklara neden olmaktadir. Ozellikle viral hastaliklar biiyiik bir éneme sahiptir.
Simdiye kadar yapilan calismalarda, kabakgillerde zarar olusturan 35’ten fazla viriis

rapor edilmistir.

Viriis hastaliklari, kabakgillerde onemli derecede ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Bu kayiplar; bitki tiirli, viriisiin 1rki, vektor yogunlugu ve cevre sartlarina
bagli olarak degismektedir. Bu konuda farkli {ilkelerde ve bolgelerde yapilan
calismalarda, viriislerin bitki gelismesini olumsuz yonde etkileyerek pazarlanabilir liriin
miktarinda azalmalara yol agtig1 ve bu hastaliklardan dolay tiriin kayiplarinin % 50-100
arasinda degistigi rapor edilmistir (Nome ve ark. 1974, Mansour ve Al-Musa 1982, Blua
ve Perring 1989, Alonso-Prados ve ark. 1997, Dahal ve ark. 1997, Raccah 1999, Kaya
ve Erkan 2011).

Fungal ve bakteriyel hastaliklara karsi kimyasal miicadele olanaklar1 mevcut
oldugu halde, viral hastaliklarin miicadelesinde bdyle bir olanak bulunmamaktadir.
Bitki viriis hastaliklarina kars1 genellikle sanitasyon, eradikasyon, vektorlerle miicadele

ve dayanikli ¢esit kullanimi gibi bitkileri viriis enfeksiyonundan koruyucu yontemler



1. GIRIS

tercih edilmektedir. Bu nedenle, viriis hastaliklariyla miicadelenin en 6nemli agamasini
hastalifa neden olan virlislerin zamaninda ve dogru olarak teshis edilmesi

olusturmaktadir.

Giineydogu Anadolu Bolgesinde kabakgil viriis hastaliklari konusunda uzun
yillar 6nce ¢ok az sayida ¢alisma yapilmistir. Yapilan calismalarin dar kapsamli olmasi,
zaman igerisinde dis kaynakli tohumlarin bolgeye girmesi ve bolgede yetistirilen
cesitlerin degismesi nedeniyle basta viriis hastaliklar1 olmak iizere bolgenin hastalik
kompozisyonu degismistir. Bu degisimden dolayr bolgedeki kabakgil viriis

hastaliklarinin yeniden degerlendirilmesine ihtiya¢ duyulmustur.

Bu c¢alisma, Diyarbakir ve Mardin illerinde kavun, karpuz, hiyar ve kabak
yetistirme alanlarinda goriilen viral hastaliklarin yayginligi, oranlart ve etmenlerin
tanimlanmasi ile daha sonra bu konuda yapilacak olan arastirma calismalarina temel

olusturmak amaciyla yapilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Ozalp (1961), Ege bolgesinde goriilen sebze viriislerini tespit etmek amaciyla
yiiriittigli calismada CMV’nin Tiirkiye’de ilk olarak 1957°de Ozkan tarafindan
literatlire girdiginden bahsetmis ve kendi ¢alismalar ile bu viriisii Ege bolgesi sebze

alanlarinda saptandigini rapor etmistir.

Davis ve Yilmaz (1984) tarafindan Adana’da yapilan bir arastirmada karpuz ve
kabak o6rnekleri ZYMYV yo6niinden incelenmis ve yapilan testler neticesinde Tiirkiye i¢in

varlig1 ilk kez ortaya konmustur.

Provvidenti ve ark. (1984); Connecticut, New York, Florida ve California’daki
kabakgil iiretim alanlarinda ZYMV f{izerine yaptiklari bir ¢alismada, ZYMV-CT ve
ZYMV-FL wklarmi tanimlamislardir. ZYMV-CT iwrkimin Italya ve Fransa kaynakli
izolatlarina benzer belirtiler gosterdigini ve ZYMV-FL’nin ise WMV-1 ile benzerlik
gosterdigini, ayrica bu iki irka kars1 Citrullus colocynthis, Cucurbita spp., Cucumis
sativus, Cucumis melo, Leganaria sceraria tiirlerinin dayanikli ve tolerant oldugunu

tespit etmislerdir.

Al-Musa ve ark. (1984) Urdiin’de yaprak damarlarinda sararma belirtisi gdsteren
hiyar bitklerinden bir virlis izole etmislerdir. Mekanik inokulasyon ve elektron
mikroskobu ¢aligmalar1 ile bu virisin CVYV (Cucumber vein yellowing virus)
oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar Urdiin igin bu viriisiin ilk kayit oldugunu

belirtmislerdir.

Fidan ve Tiirkoglu (1985) izmir’de marul yetistirme alanlarinda mevcut viriisleri
saptamak i¢in yapilan caligmada test bitkilerine yapilan inokulasyonlar sonucu CMV

viriistinlin varligin tespit etmislerdir.

Wickizer ve ark. (1986), Arkansas’ta kabak bitkisinde meyvede malformasyon,
renk bozuklugu, yesil aksamda carpiklik ve mozaik gibi belirtilere rastlamiglardir.
Biyolojik indeksleme ve serolojik testler bu virlisin ZYMV oldugunu ortaya
cikarmigtir. Arastiricilar, ZYMV nin kabak ve karpuz iiretim alanlarinda genis yayilim

gosterdigini rapor etmislerdir.

Thouvenel ve ark. (1986) tarafindan Nijerya’da bal kabaginda genis alanlara

yayillmig bir viriis hastalig1r gozlemlenmistir. Yapilan tasinma testleri, simptomatolojik
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testler ve serolojik testler ile WMV-1 oldugu belirlenmistir. Bu viriis Afrika’nin kuzey
ve glineyinde daha once rapor edilmis olup, Afrika’nin tropikal bolgelerinde ilk defa

tespit edilmistir.

Davis ve Muziki (1987) tarafindan New Jersey’de 3 yil boyunca yliriitiilen bir
calismada kabakgil bitkilerinde hastaliga neden olan farkli viriisler bulunmugtur. WMV-
2 kabak bitkisinde 1983’te en yaygin viriis olmasina ragmen, CMV goriilen en siddetli
virlis olmustur. PRSV-W 1984°’te kabak bitkisinin en tahrip edici virlisii olmustur.
ZYMV 1985’te ise ilk kez New Jersey’de tespit edilmis ve kabakgillerde siddetli

kayiplara neden olmustur.

Y1lmaz ve Ozaslan (1988), hiyar ve kavun bitkilerinde damarlarda renk agilmasi
ve sararma, bodurlagsma ve verimde azalma gozlemlemislerdir. Bunun {izerine mekanik
inokulasyon, taginma testleri ve elektron mikroskobu vasitasiyla CVY'V oldugunu tespit

etmislerdir. Tiirkiye i¢in ilk kayit 6zelligini tagimaktadir.

Al-Musa (1989), Urdiin’de kavun tarlalarinda goriilen mozaik belirtileri {izerine,
biyolojik indeksleme, yaprak bitleri ile tasinma testleri, serolojik ve elektron
mikroskobu caligmalar1 ile s6z konusu belirtilerin nedeninin ZYMV oldugunu ve

ZYMV’nin kabakgil alanlarinda yaygin oldugunu rapor etmistir.

Fernandes ve ark. (1991) Louisiana’nin gilineydogusunda virlis belirtileri
gosteren kavun, karpuz, kabak ve hiyar bitkilerinden topladiklar1 6rnekleri, ELISA ve
indikator konukgu bitkileri kullanarak testlemislerdir. Elde edilen ornekler ZYMYV,
PRSV-W, WMV-2, CMV VE TRSV (Tobacco ringspot virus) igin taranmistir. Dort
kabakgil bitkisinde de bu bes viriise rastlanmistir. Hastalik oranlar1t WMV-2 i¢in %50,
PRSV-W i¢in %45, CMV igin %43, ZYMV icin %27 ve TRSV igin %21 olarak

hesaplanmigstir. Bu viriislerin varlig1 Louisiana i¢in ilk kayit olmustur.

Ullman ve ark. (1991) tarafindan Hawaii adalar1 (Oahu, Maui ve Molokai)
kabakgil iiretim alanlarinda yapilan bir c¢alismada ZYMV, PRSV-W ve CMV
saptanmistir. Bu calisma ile adalar arasinda virlis bulunma oranlarinin degisiklik

gosterdigi ve gesitli yabani otlarin alternatif konukgu olarak yer aldig tespit edilmistir.

Yilmaz ve ark. (1991), Cukurova bolgesinde acik alanda ve ek olarak ortii alt1
sebzecilik kosullarinda yetistirilen kavun, karpuz ve hiyar alanlarinda yaptiklar

surveylerde bitkiler lizerinde damar agilmasi, damar sararmasi, ciicelesme, sar1 mozaik



Mehmet Zeki KIZMAZ

ve Uriinde onemli azalmalar gozlemlemislerdir. Calisma sonucunda etmenin CVYV
oldugu, beyaz sinekle etkili bir sekilde tasmarak firiin iizerinde 6nemli ekonomik

kayiplara neden oldugu saptanmistir.

Yilmaz ve ark. (1994) Cukurova’da kabakgillerde en c¢ok goriilen viriis
hastaliklarindan biri olan ZYMV’ nin ¢apraz koruma ile kontrolii {izerine yaptiklari
calismada, kabak ve hiyarda ZYMV-WK’nin ¢apraz koruma amaciyla etkili bir sekilde

kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.

Luis-Arteaga ve ark.(1998), Ispanya’nin yogun kavun iiretimi yapilan alanlarda
CMV, PRSV-W, WMV-2 ve ZYMV’nin yayginligi ve hastalik oranlarini tespit
amactyla topladiklar1 bitki Orneklerini ELISA yontemini kullanarak testlemislerdir.
CMV ve WMV-2 hem lokasyon sayis1 hem de hastaligin yayginligi yoniinden en ¢ok
goriilen virlisler olmugtur. Buna karsin, PRSV-W ve ZYMYV daha az sayida alanda ve
daha az yogunlukta tespit edilmistir. Orneklerin %79’u tek enfeksiyonlu, %10’u ikili

enfeksiyonlu olarak bulunmustur.

Abou-Jawdah ve ark. (2000) Liibnan’da yiiriittiikkleri caligma neticesinde,
kabakgil alanlarinda ZYMV ve CABYV (Cucurbit aphid-borne yellows virus) en
yaygin virlisler oldugunu, WMV ve PRSV-W’nin en ¢ok bulundugunu ve daha az
diizeylerde de CMV’nin oldugunu rapor etmislerdir. Capraz korumanin kabakta
ZYMV’ye kars1 etkili bir sekilde kullanilabileceginden ve ayrica mal¢glamanin da viriis

hastaliklarinin miicadelesinde etkili bir yontem oldugundan bahsetmislerdir.

Oztiirk (2000) Diyarbakir’daki karpuz iiretim alanlarini kapsayan ¢aligmasinda,
indikator bitkiler ve DAS-ELISA yontemi kullanilarak, alinan érnekler ZYMV, CMV,
WMV-2, SqMV, PRSV ve CABY'V viriislerine kars1 testlenmistir. Testler sonucunda
bahsedilen viriislerin tlimiiniin varlig1 tespit edilmistir. Alman Orneklerde en cok

ZYMV nin bulundugunu bunu WMV-2 ve CMV ’nin takip ettigi belirlenmistir.

Yuki ve ark. (2000), Brezilya Sao Paulo bdlgesinde kabakgillerde zarar
olusturan 5 viriisin (CMV, PRSV-W, WMV-2, ZLCV (Zucchini leaf curl virus) ve
ZYMV) varligi, yayilist ve yaygmlik oranlari lizerinde yaptiklart bir c¢alismada, 7
kiiltiiri yapilan tiir, 6 yabani tiir ve 1 ticari hibrit ¢esidinden alinan 621 6rnek PTA-
ELISA (Plate Trapped Antibody-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) yontemiyle
test edilmistir. PRSV-W ve ZYMV sirastyla %49.1 ve %24.8 ile en c¢ok bulunan
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viriisler olarak saptanmistir. Ayrica ZLCV, CMV ve WMV-2 sirastyla %7.8, %6.0 ve

%¢4.5 oranlarinda tespit edilmistir.

Gug-Seoun (2001), Kore’de CGMMYV (Cucumber green mottle mosaic virus) ve
ZGMMV (Zucchini green mottle mosaic virus)’yi rapor etmislerdir. CGMMYV karpuz,
hiyar ve kavun bitkilerinde bulunurken, ZGMMYV ise agirlikli olarak kabakta tespit

edilmistir.

Glimiis ve ark. (2001), kabakgillerin de bulundugu bazi sebzelerin tohumlarinda
bulunan viral etmenlerin saptanmasi lizerine yaptiklar1 arastirmalarda hiyar tohum
orneklerinin %40.54’tiniin CGMMYV, %?29.72’sinin CMV; kabak tohum 06rneklerinin
%20’sinin CMV, %6.66’simnin SQMV; Kavun tohum 6rneklerinin %31.25’inin CMV,
%6.25’inin TRSV ile bulasik oldugu saptanmistir.

Sevik ve S6kmen (2001), Samsun’da kabakgil bitkilerinde zararl olan viriisleri
ve bunlarin yayilislarimi belirlemek amaciyla 5 ilgeye bagli 18 koyde 523 Ornek
toplanmuslardir. Orneklerin biyolojik ve serolojik yontemlerle testlenmesi sonucunda
bolgede CMV, ZYMV ve WMV-2’niin en zararh viriisler oldugu belirlenmistir. DAS-
ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) yontemi
ile testlenen toplam 165 Ornegin %>53.93’tinin WMV-2, %38.78’inin ZYMV ve
%20.60’1in CMYV ile bulasik oldugu tespit edilmistir.

Bostan ve ark. (2002), yaptiklar1 bir ¢calismada serolojik ve biyolojik metotlari
kullanarak Erzurum, Erzincan ve Artvin illerinde kabak bitkisinde CMV ve ZYMV
taramas1 yapmislardir. DAS-ELISA testi sonucunda tiim 6rneklerin ZYMV ile enfekteli
oldugunu, ayni alanlardan toplanan Orneklerde CMV’ye rastlanmadigini, ayrica
yaptiklar1 gozlemlerde hastaligin yildan yila degisiklik arz ettigi ve gittikce artis

gosterdigini belirtmislerdir.

Duki¢ ve ark. (2002) Yugoslavya’daki kabak iiretim alanlarinda bulunan énemli
viriis hastaliklarin1 tespit etmek amaciyla bir ¢alisma gergeklestirmisler ve bu ¢alisma

sonucunda, ZYMV’yi Eski Yugoslavya’da ilk kez rapor etmislerdir.

Sevik ve Arli-Sokmen (2003) kabakgil viriislerini ve yogunluklarin1 belirlemek
icin Samsun’da 18 kdy 45 tarlada surveyler gergeklestirmislerdir. ELISA ile yapilan
testlemelerde 165 6rnekte WMV, ZYMV ve CMV tespit edilmistir. WMV, ZYMV ve
CMV sirasiyla orneklerin %53.9, %38.8 ve %20.6’sinda tespit edilmistir. ZYMV ve
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WMV enfeksiyonu tiim bitki tiirlerinde tespit edilmis, fakat CMV karpuz ve kabaga ait

hicbir 6rnekte tespit edilmemistir.

Gumis ve ark. (2004) baz1 kabakgil tiirlerinin tohumlarindaki viral etmenlerin
saptanmasi  konusunda yaptiklar1 bir arastirmada hiyar tohum o6rneklerinde %36.8,
kabak ve kavun tohum 6rneklerinde ise %18,5 oraninda CMV tespit etmislerdir. Ayrica
hiyar tohum o&rneklerinde CGMMV’nin bulunma oram1 %36.8 iken kabak tohum
orneklerinde Squash Mosaic Virus (SqMV) bulunma oran1 %18.5 olarak saptanmis ve

TRSV’nin sadece bir kavun tohum 6rneginde bulundugu belirtilmistir.

Degirmenci ve Giildiir (2006), hiyar bitkisinde ZYMV siddetli irkinin zararina
kars1 ¢apraz koruma yontemi ile kontrolii iizerine yiiriittiikleri ¢aligmada belirti

siddetinde azalmalar ve pazarlanabilir {irtin miktarinda artis sagladigi goriilmiistiir.

Ozaslan ve ark. (2006) Gazientep’te kabakgillerde goriilen viriis hastaliklarina
yonelik 56 ornek ile yapmis olduklari ¢alismada DAS-ELISA yontemiyle 20 6rnekte
CMV, 22 ornekte ZYMV ve 3 6rnekte PVY (Potato Y Virus)’ne rastlamislardir. Ayrica

10 6rnekte bir veya daha fazla viriis tespit edildigi bildirilmistir.

Ko ve ark. (2006) tarafindan Giiney Kore’nin Jeonnam ilindeki hiyar {iretim
alanlarinda mevcut olan viriis hastaliklarinin yayginlik ve dagilimini belirlemek i¢in bir
calisma yuritilmustir. Toplanan bitki 6rnekleri RT-PCR ile testlenmistir. Bunun
sonucunda; CGMMV, KGMMV (Kyuri green mottle mosaic virus), ZYMV, PRSV ve
WMV icin hastalik oranlar1 sirasiyla %48.7, %3.8, %15.7, %9.3 ve %S5.1 olarak

hesaplanmuistir.

Kokli ve Yilmaz (2006), Trakya bolgesi Tekirdag, Edirne, Kirklareli illerinde
kavun ve karpuz iiretim alanlarinda mevcut viriisleri tespit etmek amaciyla yaptiklar: bir
calismada CMV, PRSV-W, SqMV, MNSV (Melon Necrotic Spot Virus), CGMMV,
ZYMV ve WMV-2 i¢cin ELISA yontemiyle tarama yapmiglardir. Bu amagla 17 kavun
ve 19 karpuz tarlasinda survey yapilmis ve toplanan 502 6rnekten 333 tanesinin viriisle
bulasik oldugu saptanmistir. Serolojik testler bu yedi viriisiin de Trakya bolgesinde
varligint gostermistir. Virlisler yayginlik oranlari, karpuz alanlarinda; ZYMV %45.5,
WMV-2 %34.2, CMV %19.9, PRSV-W %2.1, SQMV %1.8 ve MNSV %0.4, kavun
alanlarinda; ZYMV %40.3, WMV-2 %31.2, CMV %7.2, PRSV-W %2.3, SQMV %0.5
ve MNSV %1.8 olarak tespit edilmistir.
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Ko ve ark. (2007), Giliney Kore’nin Jeonnam ilinde baglica kavun {iretim
alanlarinda CMV, ZYMV, PRSV, WMV, CGMMV, KGMMV, MNSV’den kaynakli
hastaliklarin oran ve yayginligii tespit etmek i¢in bir ¢alisma yiirtitmiislerdir. Tipik
hastalik belirtileri gosteren 101 bitki 6rnegi toplanmis ve RT-PCR (Reverse
Transcriptase- Polymerase Chain Reaction) ile yapilan testlerde; WMV, ZYMV, PRSV,
MNSV, CMV sirastyla 46, 5, 4, 18, ve 3 drnekte tespit edilmistir.

Massumi ve ark. (2007), Iran’in farkli bélgelerinde sera sartlarinda yetistirilen
kabakgilleri CMV, SgMV, PRSV-W, WMV-2, ZYMV, CuNV (Cucumber necrosis
virus) ve TSWV (Tomato spotted wilt viriis) yoniinden incelemislerdir. Bu alanlardan
toplanan bitki 6rnekleri ELISA yoOntemi ile analiz edilmistir. CMV ve ZYMV %21.2 ve
%18 ile en sik rastlanan virtisler olmustur. WMV-2 % 4.3 ve TSWV %1.25 oranlarinda
tespit edlmistir. CaNV, SqMV ve PRSV-W’a ise hi¢bir 6rnekte rastlanmamaistir.

Yardime1 ve Ozgdnen (2007) Isparta’nin kabakgil yetistirilen bolgelerinden
topladiklar1 6rneklerde ELISA yontemi ile yaptiklari analizler neticesinde, CABYV
Tiirkiye’de ilk kez tespit edilmistir.

Bananej ve Vahdat (2008) tarafindan Iran’min 17 ilinde kabakgil yetistirilen
alanlarda bulunan viriisleri tespit etmek amaciyla virlis ve benzeri belirti gdsteren
kavun, kabak, hiyar ve karpuz bitkilerinden 6rnekler toplanmistir. Toplanan 6rnekler
ELISA veya RT-PCR yontemleri kullanilarak 11 kabakgil virlisii yoOniinden
incelenmistir. Orneklerin %71’inde en az bir viriis enfeksiyonuna rastlanmistir. Belirti
bulunan orneklerin %49’unda karma enfeksiyon ortaya ¢ikmistir. CABYV Hiyar,
kabak, kavun ve karpuz Orneklerinde sirasiyla %49, %47, %40 ve %33 oranlariyla en
yaygin viriis olmustur. Ikinci en yaygin viriis, kavun ve karpuzda, WMV %30-33;
hiyarda, CMV %33 ve kabakta, ZYMV %38 olmustur. Ayrica Iran i¢in MNSV ve
ZYFV (Zucchini yellow fleck virus) ilk kez rapor edilmistir. Incelenen tiim alanlarda en
cok rastlanan virtisler CABYV, WMV ve ZYMV olmustur.

Jossey ve ark.(2008), Amerika Illinois’te sakiz kabagi, su kabagi ve
balkabaginda enfeksiyona sebep olan virlisleri tanimlamak ic¢in bir c¢alisma
yiirlitmiislerdir. Toplanan bitki 6rnekleri ELISA yontemi kullanilarak CMV, PRSV,
SgMV, TRSV, ToRSV (Tomato ringspot virus), WMV ve ZYMV yoniinden
taranmistir. WMV 2004, 2005 ve 2006 yillarinda sirasiyla 6rneklerin %47, %46 ve
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%352’sinde tespit edilmis ve en cok rastlanan virlis olmustur. SQMV ayni yillarda
sirasiyla orneklerin %6, %41 ve %48’inde tespit edilmistir. Surveyler esnasinda, CMV
orneklerin %6, %4 ve %3’tiinde; PRSV % 6, %11 ve %4’ linde; ZYMV %18, %4 ve
%4’tinde bulunmustur. Illinois’te TRSV’ nin balkabagindaki varlig1 ilk kez bu ¢alisma
ile tespit edilmistir. Boylece taranan virlislerin sakiz kabagi, su kabagi ve bal kabaginda
varligi kanitlanmigtir. Enfeksiyona sebep olan virlislerin ¢ogu benzer belirtiler
gostermistir. Yapraklarda mozaik, damar bantlasmasi, damarlarda renk acgilmasi,
burusukluk ve deformasyon en ¢ok goriilen belirtiler olmustur. Meyvelerde ise renk

acilmasi ve deformasyon ortaya ¢ikmigtir.

Mnari-Hattab ve ark. (2009) Tunus’ta kabakgilleri etkileyen CABYV’in
biyolojik ve molekiiler karakterizasyonu tizerine yiiriittiikleri bir ¢alismada, bu viriisiin
kavun, karpuz, kabak ve hiyar iiretiminde genis alanlara yayilmis oldugunu

belirlemiglerdir.

Shanga ve ark. (2009), Cin’de kabbakgillerde goriilen sararmalar {izerine bir
caligma gergeklestirmisler ve buna CABYV ve MABYV (Melon aphid-borne yellows
virus)’in sebep oldugunu belirlemislerdir. Ayrica iiretim alanlarindan toplanan 214 adet
oregin RT-PCR ile yapilan analizleri sonucunda, 108’inin CABYV ve 40’min da
MABYYV yoniinden pozitif oldugu bulunmustur.

Kaya ve Erkan (2011), izmir, Aydin, Manisa, Balikesir illeri kabakgil iiretim
alanlarindaki viriisleri belirlemek amaciyla yiiriittiikkleri calismada bitkilerde yaygin
olarak mozaik, beneklenme, sararma, kivrilma, sekil bozuklugu, odunlagsma ve yesil
aksam Olimi seklinde belirtiler gozlemlemislerdir. S6z konusu illlerde tarla bazinda
viriislerin yayginlik oranlarinin %4.98 ile %15.60 arasinda degistigi belirtilmistir. Elde
edilen sonuglara gore 6rneklerin %42 oraninda WMV-2, CMV, WMV-1 ve ZYMYV ile
enfekteli oldugu ortaya konmustur. Kabakgil o6rneklerinde en yaygin viriisiin %21.5
orant ile WMV-2 oldugu ve bu viriisiin kavunda, sakiz kabaginda ve bal kabaginda
mevcut oldugu tespit edilmistir. CMV’nin en yiiksek oranda hiyar (%29.7); WMV-1
sadece karpuz (%24); ZYMV ise kavun (%2.8) ve bal kabagi (%4.4) orneklerinde
belirlendigi bildirilmistir.

Webster ve ark. (2011), Filorida’da tiim diinyada da yaygin olan ve ekonomik
kayiplara neden olan Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV)’un Amaranthus
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cinsi yabani otlarda taranmasi ile ilgili yapilan bir ¢calismada, surveyler sonucunda 3
farkli viriisti;, CYSDV, Cucumber leaf curl virus (CuLCrV) ve Squash Vein Yellow
Virus (SqVYV)) tespit etmisler ve ayrica bu bitkinin viriis vektorii olan beyaz sinek,

cok sayida viriis, fungus ve nematodun konuk¢usu oldugunu bildirilmislerdir.

Abkhoo (2012), iran’in Sistan bolgesinde kavun ve karpuz bitkilerinde
yapraklarda klorotik lezyonlar1 takiben tiim yaprakta sararma ve yasl yapraklarda
kalinlasma gibi viriis benzeri belirtileri gézlemlemistir. Belirtilerin goriildigi bolgede
kavun bitkisinden 100 6rnek toplanmistir. Toplanan 6rneklerin DAS-ELISA ve RT-
PCR yontemleri ile testlenmesi sonucunda, CABY'V oldugu anlagilmistir.

Vucurovi¢ ve ark. (2012), Sirbistan’in Gornji Tavankut bolgesindeki karpuz
alanlarinda yaptiklar1 surveylerde mozaik belirtileri gozlemlemislerdir. Bu alanlarda
yaprak bitlerinin asir1 kolonize oldugunu saptamislar, belirti gdsteren veya gdstermeyen
26 farkli bitki 6rnegi alinarak CMV, ZYMV ve WMV-2 i¢in DAS-ELISA yontemiyle
test etmisler ve ZYMV’ nin Sirbistan i¢in karpuzda ilk kayit oldugunu ve bu viriisiin
diger kabakgillerde de yaygin oldugunu bildirmislerdir. Ayrica vektorlerinin de

Sirbistan’ da genis yayilma gosterdigi rapor edilmistir.

Ali-Shtayeh ve ark. (2012), Filistin’nin iki farkli bolgesindeki sekiz karpuz
tiretim alaninda yaptiklar1 surveylerde, Watermelon chlorotic stunt virus (WmCSV)’iin
neden oldugu tipik damarlarda sararma, klorotik beneklenme, yapraklarda gelisme
geriligi ve clicelesmeye rastlamiglardir. PCR yontemiyle yapilan analizlerde bu viriisiin
Filistin i¢in ilk kayit oldugu rapor edilmistir. Ayrica hastalik oraninin %8-98 arasinda
degistigi tespit edilmistir. Bunun nedeni olarak, viriisiin Filistine disardan gelen

bitkilerle girdigi ve vektorii olan beyaz sinek ile genis alanlara yayildigi bildirilmistir.

Ali ve ark.(2012), Oklahoma’nin kabakgil yetisen alanlarin biiyiik bir kisminda
virlis bulunma oranini tespit etmek amaciyla, 90 tarlada 890’ 1 kabakgiller, 109’ u
yabani bitkiler ve 50’si diger kiiltiir bitkilerinden olmak iizere toplam 1049 6rnek
toplamig; CMV, CGMMV, MNSV, PRSV-W, SgMV, WMV-2 ve ZYMV" ye kars: dot-
immunobinding assay (DIBA) yontemiyle test etmislerdirr. Toplanan 6rnekler arasinda
PRSV %51, WMV-2 %14 ve ZYMV %10 en yiiksek oranda bulunurken, SqMV,
MNSV ve CMV sirastyla %3.8, %3.3 ve %1.1 olarak tespit edilmistir. Orneklerden hig
birinde CGMMYV tespit edilmemistir.

10



Mehmet Zeki KIZMAZ

3. MATERYAL VE METOT

Bu tezin arazi c¢aligmalari, Diyarbakir ve Mardin illerindeki kabakgil tiretim
alanlarinda; Serolojik calismalar ise Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki

Koruma Béliimii Viroloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.1. Materyal

Calismada kullanilan materyali, Diyarbakir ve Mardin’deki kabakgil iiretim

alanlarindan toplanan bitki 6rnekleri (kabak, kavun, karpuz, hiyar) olusturmustur.

Survey alanlarindan bitki 6rneklerinin toplanmasi i¢in buz kutusu, buz akiileri,
plastik torbalar ve etiketler ile bu alanlardaki belirtilerin goriintiilenmesi amactyla dijital
fotograf makinas1 kullanilmistir. Orneklerin muhafazasi igin derin dondurucu (-20°C)

kullanilmuistir.

Serolojik teshis ¢aligmalari, Bioreba firmasindan temin edilen ZYMYV (Zucchini
yellow mosaic potyvirus), PRSV-W (Papaya ringspot potyvirus-W=syn. Watermelon
mosaic 1 potyvirus, WMV-1), WMV-2 (Watermelon mosaic 2 potyvirus), CABYV
(Cucurbit aphid-borne yellows luteovirus), CMV (Cucumber mosaic cucumovirus) ve
SqQMV  (Squash mosaic viriis) spesifik ELISA Kkitlerini igeren setler, Orneklerin
O0zsuyunun ¢ikarilmasinda havanlar ve ¢esitli firmalardan temin edilen kimyasallarla
hazirlanmis olan tampon ¢ozeltileri ile yiiriitilmiistiir. Bu ¢ozeltilerin igerigi Ek 1°de
verilmistir. ELISA plateleri 405 nm dalga boyunda ELISA okuyucular1 kullanilarak

degerlendirilmistir.

ELISA testleri sonucunda viriisle enfekteli oldugu saptanan ve sekanslama
islemi i¢in secilen bitki Orneklerinin taze dokularindan elde edilen bitki 6zsulari total

niikleik asit izolasyonu ¢aligsmalarinin materyalini olusturmustur.
3.2. Metot

3.2.1. Survey Calismalariin Yiiriitiilmesi

Diyarbakir ve Mardin illeri ve ilgelerindeki mevcut kabakgil iiretim alanlari
survey calismalar icerisinde yer almistir. Kabakgil {liretiminin yogun olarak yapildigi
alanlarin  belirmesi icin TUIK veri tabanindaki bitkisel iiretim verilerinden

yararlanilmistir (TUIK, 2011). Ayrica iiretim alanlarinin nceden tespiti ve hazirlik
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olmasi amaciyla 2012 yili dretim sezonunda On surveyler gergeklestirilmistir.
Hastaliklarin yayginlik ve oranlarinin belirlenmesi ile 6rneklerin toplanmasi 2013 yili

iiretim sezonundaki surveyler sirasinda gerceklestirilmistir.

Diyarbakir ve Mardin illerinde kavun, karpuz, kabak ve hiyarda goriilen viral
hastaliklarin yayginlik ve hastalik oranlarini tespit etmek amaciyla, geng¢ fide donemi
ve ¢iceklenmeden hasada kadar olan donem olmak iizere, iki kez surveyler
gergeklestirilmistir. Diyarbakir’in Merkez, Yenisehir, Ergani, Cinar, Bismil, Silvan ve
Hazro ilgelerine bagh koyler; Mardin’in ise Merkez, Kiziltepe, Midyat, Derik,
Mazidagi, Nusaybin, Omerli ve Dargegit ilgelerine baglh kdyler survey calismalarinda
yer almistir. Birinci donem surveyler Diyarbakir’da 10-13 Haziran 2013, Mardin’de ise
17-20 Haziran 2013 tarihleri arasinda gergeklestirilmistir. Ikinci dénem surveyler
Diyarbakir’da 08-12 Temmuz 2013, Mardin’de ise 15-18 Temmuz 2013 tarihlerinde
arasinda gerceklestirilmistir. Diyarbakir’da 97 tarlada, Mardin’de ise 97 tarlada
kontroller yapilmistir. Survey ¢alismalar1 kapsaminda yer alan il ve ilgeler ile kontrol

edilen tarla sayis1 sekil 3.1, 3.2 ve gizelge 3.2’de gosterilmistir.

Ornek olarak segilen tarlanin kdsegenleri dogrultusundan girilerek tarlanin

biiytikliigline gore 6ngoriilen sayida bitkiler kontrol edilmistir.
Tarlanin alan1 1-5 da ise 3 ayr1 yerde 10’ar bitki kontrol edilmistir.
Tarlanin alan1 6-10 da ise 5 ayr1 yerde 10’ar bitki kontrol edilmistir.
Tarlanin alani 11-15 da ise 7 ayr1 yerde 10’ar bitki kontrol edilmistir.
Tarlanin alani 16-20 da ise 10 ayr1 yerde 10’ar bitki kontrol edilmistir.

Tarlanin alani1 20 da’dan fazla ise 12 ayr1 yerde 10’ar bitki kontrol edilmistir.

12
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Sekil 3.1. Diyarbakir ilinde survey ¢alismalarinin yiiriitiildiigi ilgeler
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Sekil 3.2. Mardin ilinde survey ¢aligmalarinin yiiriitiildiigi ilgeler
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Cizelge 3.1. Survey calismalarinin yapildigi il ve ilgeler ile kontrol edilen tarla sayisi

Kiiltiir Bitkileri

il Tige Karpuz Kavun Hiyar | Kabak
A B| A [B|] A |[B|A]|B
Bismil 4200 4] 2000| 8| 550| 2| ~-| -
Cinar 13000 6] 3000|22|1250| 4| ~-| -
} Ergani 18000 | 8|10000 |11 2900 | -[125| 5

fg Hazro 490 -| 1000| 2| 85| -| 15
’m§ Silvan 2500 4| goo| 7| 210] 2| -| 1
Sur 210 -| 10| -| 60| -[ -] 1
Yenisehir 150 | 3 120 2| 265| 4 -1
Toplam | 38550 | 25| 16900 | 52 [ 5420 | 12 | 140 | 8
Dargecit 1100 | 1 700 | 2 20| - - -
Derik 12000 5] 3000| 1| 750 1| -] 1
Kiziltepe | 11300 7| 1000 5| 700| 6 -1
Mazidagi 120 | 12 2000 6| 150 1 - 2
?Es Merkez 8550 | 3| 5500 3[1100| -|220] -
= "Midyat 5000| 2| 5000|12| 150| -| 15| -
Nusaybin 400 6| 400|10| 150| -| 15| -
Omerli 1000 2| 600| 6 -1 -7 -] 2

Toplam 39470 | 38 | 16400 |453020| 8250 | 6

Genel Toplam 78020 | 63 | 33300 |97 ({8440 | 20| 390 | 14
A: Ekilig alani (da), B: Kontrol edilen tarla sayist

Hastalik oranlar1 Bora ve Karaca (1970)’nin 6nerdigi tartili ortalama
yontemine gore hesaplanmistir. Hastalia yakalanma orani asagida verilen
formiil kullanilarak hesaplanmistir. Hastalik yayginlik orani ise bir il veya il¢ede

kontrol edilen hastalikli tarla yiizdesini ifade etmektedir.

(alxb1+a2xb2+---anxbn)
al+a2+---an

Hastalik yakalanma orani =

a: Tarlada kontrol edilen bitki sayis1
b: Tarlada belirlenen hastalikli bitki yiizdesi
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Kontrol edilen tarlalarda, yapraklarinda mozaik, rozetlesme, kabarciklagma,
ipliklesme, sekil bozuklugu; meyvelerde sekil bozuklugu ve gelisme geriligi,
bodurlagsma, solma vb. belirti gosteren ve gostermeyen bitkilerden yaprak ornekleri
alimmistir. Tarla ve Ornekler ile ilgili gerekli bilgiler olusturulan formlara
kaydedilmigtir. Bu Ornekler polietilen torbalara konulduktan sonra, buz kutusu igine
konularak laboratuvara getirilmis ve caligmalar yapilincaya kadar derin dondurucuda

(-20 0C) muhafaza edilmistir. Toplanan 6rneklerin dagilimi ¢izelge 3.3’ te verilmistir.

Cizelge 3.2. Toplanan 6rnek sayilarinin il, ilge ve bitki tiirii diizeyindeki dagilimi

Bitki Tiirii Toplanan
1 Iige Karpuz | Kavun | Hiyar | Kabak Ornek
A|B|A|[B|A|B|A|B Sayisi

Bismil - 4 - 8 | 2 - - - 14

Cinar 3 3 11 (11 ] 1 3 - - 32

Ergani 3 5 4 7 | - - 1 4 24
Diyarbakir Hazro - - - 2 N N R R 2
Merkez - - - - - - - 1 1

Silvan - 4 - 7 - 2 - 1 14

Yenigehir - 3 - 2 |3 1 1 - 10

Toplam 6 19 | 15|37 | 6 | 6 2 6 97
Dargecit - - - 3 - - - - 3
Derik 3 - 1 2 - 1 1 - 8

Kiziltepe 2 7 - 3 11]5 1 - 19

Mardin Mazidagi 5 6 3 3|1 - - 2 20
Merkez 1 2 2 1 - - - - 6

Midyat - 3 4 7| - - - - 14

Nusaybin 3 4 1 9 | - - - - 17

Omerli - 2 4 2 - 2 - 10

Toplam 14 | 24 |15 (30| 2| 6 4 2 97

GENEL TOPLAM 20 | 43 |30 | 67 | 8 | 12| 6 194

A: 1. Dénem surveylerde (geng fide donemi) toplanan 6rnek sayist
B: 2. Dénem surveylerde (¢iceklenme-meyve donemi) toplanan drnek sayisi

3.2.2. DAS-ELISA Testi Calismalar:

Araziden toplanan Ornekler; Bioreba firmasindan temin edilen ELISA setleri
kullanilarak, literatiirde 6nerilen (Clark ve Adams, 1977; Clark ve Bar-Joseph, 1984)
DAS-ELISA metodu ve firma onerilerine gore test edilmistir. ELISA testleri asagida

belirtilen sekilde teshis ¢alismalarinda kullanilmistir.

DAS-ELISA uygulamalar1 asagida verildigi sekilde yapilmistir.
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a. Kaplama: Sulandirilmis polyklonal antiserum ELISA plate’nin her ¢ukuruna
100 pl olacak sekilde konulmus, bu plate plastik kapakla kapatilarak +4 °C’de
bir gece veya 30 °C’de 5 saat olacak sekilde inkubasyona birakilmistir. Bu
stireden sonra ¢ikarilan plate 3 kez 3’er dakika siireyle yikama tamponu ile

yikanmistir.

b. Ornek ilavesi: ELISA testi i¢in alnan &rnekler 1/10 w/v (agirlik/hacim)
olacak sekilde ekstraksiyon tamponunda ezilmistir. Ezilen 6rnekler buradan
almarak 2 ml tiiplere konup, daha sonra her 6rnek icin ELISA plate’inde 100
ul érnek cukurlara yerlestirilmistir. Ornek ilavesinden sonra temin edilen
ticari pozitif ve negatifler ilave edilmis ve +4 °C bir gece veya 30 °C’de 5 saat
olacak sekilde inkiibasyona birakilmistir. Plate 3 kez 3’er dakika siireyle

yikama tamponu ile yikanmustir.

c. Konjugate ilavesi: Inkiibasyon siiresinin sonunda ELISA plate’i alinmis ve
1/1000 oraninda sulandirilan konjugate her ¢ukura 100 ul ilave edilerek plate
+4 °C’de bir gece veya 30 °C’de 5 saat olacak sekilde bekletilmistir. Bu
asamadan sonra plate yine 3 kez 3’er dakika siireyle yikama tamponu ile

yikanmugtir.

d. Substrate ilavesi: Substrat tamponu igerisinde taze olarak 1 mg/ml
konsantrasyonunda hazirlanan substrate (p-nitrophenol phosphate) her ¢ukura
100 pl olacak sekilde plate’e ilave edilmis ve plate oda sicaklifinda ve
karanlikta 2 saat inkube edildikten sonra 405 nm dalga boyunda ELISA
okuyucusunda degerlendirilip absorbans degerleri kaydedilmistir. Plate’lerde

her bir 6rnek i¢in altli tistlii bitisik iki ¢ukur kullanilmastir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Survey Yapilan Alanlarda Goriilen Hastalik Belirtileri

Kavun, karpuz, kabak, ve hiyar bitkilerinin tiretildigi alanlarda yapilan surveyler
sirasinda  bitkilerde viriis hastaliklarinin ~ varligint  gosteren  ¢esitli  belirtiler
gozlemlenmistir. Bitki tiirlerine gore degisen tiplerde belirtiler ortaya ¢ikmistir. Kavun
bitkilerinde; yapraklarda kabariklasma, sekil bozuklugu, rozetlesme, renk agilmasi,
mozaik ve geng silirglinlerde zayif gelisme, bitkilerde bodurlasma ve gelisme geriligi
belirtileri gdzlenmistir. Karpuz bitkilerinde; yapraklarda sekil bozuklugu, kabariklasma
ve renk ag¢ilmasina rastlanmistir. Kabak bitkilerinde; kloroz, bodurluk, yapraklarda
mozaik, sekil bozuklugu, ipliklesme goriiliirken, meyvelerde sekil bozuklugu ve renk
acilmasi belirlenmistir. Hiyar bitkisinde ise gorsel teshise dayali herhangi bir belirtiyle

karsilagilmamuistir.

Diyarbakir’in Ergani il¢esine bagli Kocaali kdyiinde bir kabak tarlasinda bitkinin
genelinde kloroz ve bodurlasma (Sekil 4.1 ve 4.2), yapraklarinda ipliklesme (Sekil 4.3)
ve meyvesinde renk acilmasi ve malformasyon (Sekil 4.4) gozlenmistir. Daha once
yapilan ¢alismalarda; Malandraki ve ark. (2014) tarafindan WMV ’iin kabak yaprak ve
meyvelerinde siddetli malformasyon ve kabariklasmaya neden oldugu bildirilmistir.
ZYMV ile ilgili yapilan ¢alismalarda ise kabak, kavun ve karpuz bitkilerinde sari
mozaik, siddetli malformasyon, yaprakta rozetlesme ve ipliklesme, meyvede
deformasyon gibi belirtilere neden oldugu bildirilmistir (Greber ve ark. 1987, Ullman ve
ark. 1991). Bu sekilde belirti gosteren bitki 6rnekleri DAS-ELISA yontemi ile test
edilerek, orneklerin ZYMV ve WMV ile enfekteli oldugu saptanmustir.
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Kabak bitkisnde odrlasma ve renk
acilmasi (Kocaali Koy, Ergani)

\\?&

R l." P SN L A

Sekil 4.2. Kabak bitkisinin iist dallarinda bodurlasma
ve sararma  belirtileri (Kocaali Koy,
Ergani)
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Sekil 4.4. Kabak meyvesmde deformasyon ve $ekll bozuklugu
belirtileri (Kocaali koyii, Ergani)
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Diyarbakir’in Cinar ilgesine bagli Bespinar kdyii’ndeki kavun iiretim alanlarinda
bitkilerin yapraklarinda kabariklagsma ve rozetlesme (Sekil 4.5) belirtileri ve Akgomak
koyii (Goksu barajina yakin)’ndeki iiretim alanlarinda bitkilerin ug siirgiinlerinde renk
acilmas1 ve zayif gelisme (Sekil 4.6) gibi belirtiler gézlenmistir. Zitter ve ark. (1996)
tarafindan yapilan bir calismada, CMV’nin kavun bitkisinde bodurlasma ve
yapraklarinda ufalma gibi belirtiler olusturdugu bildirilmistir. Lecoq (2012)’un
bildirdigine gore; ZYMV kavun bitkisinde benzer belirtiler meydana getirmekte,
ozellikle CMV ile karisik enfeksiyonlarda sinerjik etki yaparak, sararma, bogum
aralarinda kisalma, yapraklarda deformasyon, kabarciklar ve enasyon meydana
getirebilmektedir. Kavun bitkisinde goriilen belirtiler s6z konusu ¢aligmalarla benzerlik
tasimakta olup, DAS-ELISA testi sonucunda buradan toplanan orneklerin ZYMYV,
WMV ve CMV ile bulasik oldugu anlagilmistir.

Sekil 4.5. Kavun yapraginda kabariklagma ve sekil bozuklugu belirtileri
(Bespinar koyii, Cinar)
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Sekil 4.6. Kavun bitkisinin ug siirgiinlerinde zayif gelisme ve hastalik belirtileri
(Akgomak kdyii, Cinar)

5
>

Diyarbakir'in Cinar ilgesine bagh Siikiirlii Kdyii'nde karpuz iiretim alaninda
bitkide gelisme geriligi (Sekil 4.7) ve yapraklarinda kabarciklasma ve sekil bozuklugu
(Sekil 4.8) belirtilerine rastlanmistir. Daha once bu konuda yapilan g¢aligmalarda
WMV’iin karpuzda bodurlagsma, sararma, yaprak deformasyonu ve kabarciklasmaya
neden oldugu bildirilmistir (Babadoost 1999). Toplanan bu &rnekler DAS-ELISA

yontemi ile test edilmis ve s6z konusu drneklerin WMV ile bulagik oldugu saptanmustir.

Sekil 4.7. WMV ile bulagik karpuz bitkisinin ug siirgiinlerinde geligme
geriligi belirtisi (Stkiirlii kdyii, Cinar)
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(Stiikiirlii Koyii, Cinar)

4.2. Viriis Hastahklarimin Yayginhk ve Oranlar:

Diyarbakir ve Mardin illerinde kabakgillerde viriis hastaliklarinin yayginlik
(Bulasik tarla orani) ve oranlar1 belirlemek i¢in toplam 194 tarlada survey calismalari
yapilmustir. Tarla Biiylikliigline gore ongoriilen sayidaki bitkiler kontrol edilerek,
hastalik ile bulasik tarla sayis1 ve hastalikli bitki sayis1 saptanmigtir. Hastaliklarin
yayginlig1 ve oranlar1 Bora ve Karaca (1970)’nin 6nerdigi tartili ortalama yontemine
gore hesaplanmigtir. Boylece il, ilge ve bolge diizeyinde hastalik yayginlik oranlari

bulunmustur.

Diyarbakir ve Mardin illerinde birinci donemde yapilan surveyler sonucunda;
belirlenen viral hastaliklarin yayginlik ve oranlari ¢izelge 4.1°de verilmistir. Cizelge 4.1.
incelendiginde goriilecegi gibi, bu donemde Diyarbakir’da viriis hastaliklarinin ortalama
yayginlik orant %63.21, hastalik orani ise %5.36 olarak belirlenmis, ayn1 donemde
Mardin’de ortalama yayginlik oram1 %17.14, hastalik oram ise % 3.92 olarak
belirlenmistir. Diyarbakir’da en diisiikk hastalik orani Cinar (%4.34)’da, en yliksek
hastalik orant ise Bismil (%10.91)’de saptanmistir. Mardin’de ise bu donemde
Kiziltepe, Merkez, Nusaybin ve Omerli ilcelerinde simptomatolojik olarak goriilmemis,

ancak en yiiksek hastalik orani Derik ilgesinde %26.03 olarak saptanmuigtir.

22



Mehmet Zeki KIZMAZ

Cizelge 4.1. Diyarbakir ve Mardin illerinde kabakgillerde yapilan birinci dénem
survey caligmalarinda incelenen tarla sayisi ve hastalik oranlart

il flge Incelenen | Hastalik Orami | Yayginlik Orani
Tarla Sayisi (%) (%)
Yenisehir 4 5.10 25.00
Ergani 8 6.01 66.66
Diyarbakir Cimar 15 4.34 73.33
Bismil 2 10.91 50.00
Ortalama 29 5.36 63.21
Merkez 3 0.00 0.00
Mazidagi 9 0.70 22.22
Derik 5 26.03 60.00
. Kiziltepe 4 0.00 0.00
Mardin Nusaybin 4 0.00 0.00
Omerli 6 0.00 0.00
Midyat 4 0.22 25.00
Ortalama 35 3.92 17.14
ORTALAMA 64 4.57 38.01

Ikinci dénem survey sonuglari ¢izelge 4.2.’de verilmistir. Cizelge incelendiginde
goriilecegi gibi, bu donemde Diyarbakir’da viriis hastaliklarinin ortalama yayginlik
orani %74.99, hastalik oran1 ise %37.50 olarak belirlenmis, ayn1 donemde Mardin’de
ortalama yaygmlik orani %?28.12, hastalik orami ise %4.68 olarak belirlenmistir.
Diyarbakir’da en diisiik hastalik oran1 Merkez ilgede %14.29, en yiiksek hastalik orani
ise Hazro ilgesinde %75.99; Mardin’de ise Omerli, Midyat, Dargegit ve Merkez
ilgelerinde gorsel olarak herhangi bir belirtiye rastlanmamis, ancak en yiiksek hastalik

orani Derik ilgesinde %30.70 olarak belirlenmistir.

Yapilan survey ¢aligmalarinda, hem donemlere gore hem de il ve ilgelere gore
viral hastaliklarin yayginlig1 ve oranlar farklilik gostermistir. Nitekim daha onceki
caligmalarda (Lovisolo 1980, Yilmaz ve ark. 1992, Zitter ve ark. 1996, Sidek 1999,
Sevik ve Arli-S6kmen 2001, Kaya ve Erkan 2011) viriislerin meydana getirdigi hastalik
yayginlik ve oranlarmin virlisiin 1rkina, konukcgu bitkiye, vektore, ¢cevre kosullarina ve
bulundugu bolgeye gore degiskenlik gosterdigi bildirilmistir. Diyarbakir’da {iretim
desenindeki ¢esitliligin daha zengin ve sulu sartlardaki tiretim alanlarinin daha ¢ok
miktarda olmas1 nedeniyle virlis vektorii yaprak biti ve thrips gibi boceklerin
yasayabilecegi daha uygun bir ortam bulunmaktadir. Dolayisiyla vektorler viriislerin
tarlalar ve bolgeler arasinda yayilmasinmi saglamakta, bu durumda viriis hastaliklarinin
daha yiiksek oranda goriilmesine neden olabilmektedir. Uretimde kullanilan gesitlerin

virilis hastaliklarina kars1 duyarliliklarinin farklilik géstermesinden dolay1 bazi ¢esitlerde
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viriis hastaliklarinin daha fazla oldugu goriilmustiir. Ayrica iireticilerin mevsim basinda
vektor boceklerle yeterince miicadele yapmamalari nedeniyle viriis hastaliklarinin
yayilmasinda etkili olmustur. Diger bir durum, Mardin’de kabakgil ekiminin
Diyarbakir’a gore daha gec tarihlerde yapilmasi ve bitkilerin ¢ok kiigiik olmasi
nedeniyle, aynmi tarihlerde yapilan surveylerde Mardin’de hastalik oranlarinin daha

diistik seviyede goriilmesine neden olabilmektedir.

Cizelge 4.2. Diyarbakir ve Mardin illerinde kabakgillerde yapilan ikinci dénem
survey ¢aligmalarinda incelenen tarla sayisi ve hastalik oranlari

. Hastaliga
Il Ilge Incelenen YakalanmagOram Yaygmlik
Tarla Sayist (%) Orani (%)

Merkez 1 14.29 100.00

Silvan 14 49.88 64.29
Hazro 2 75.99 100.00

. Yenisehir 6 35.90 66.66
Diyarbalar Ergani 16 38.71 56.25
Bismil 12 18.56 93.33

Cinar 17 41.09 85.71

Ortalama 68 37.50 74.99

Mazidagi 12 14.47 66.66

Omerli 4 0.00 0.00

Midyat 10 0.00 0.00

Dargegit 3 0.00 0.00

Mardin Kiziltepe 15 1.19 13.33
Derik 3 30.70 100.00

Merkez 3 0.00 0.00

Nusaybin 12 1.34 41.66

Ortalama 62 4.68 28.12

ORTALAMA 130 21.59 52.26

Ikinci dénem viriis hastalik yayginlik ve hastalik oranlarinin birinci dénemden
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bunun esas nedeni, birinci donemdeki virlis vektor
popiilasyonunun diisiik seviyede olmasindan kaynaklanmaktadir. Survey yapilan illerde
vektor poplilasyonu birinci donemden ikinci doneme dogru yiiksek oranda artis

gosterdigi gozlenmistir.

Mardin’e bagli Midyat, Omerli ve Dargecit ilgelerinde kuru sartlarda yerli
cesitler (Sashane, Sayfi ve Mincavres) kullanilarak iiretim yapilmaktadir. Kuru sartlarda
yetistiricilik yapilmasi, dolayli yoldan viriis hastaliklarinin kontrol altinda tutulmasinda

etkili olmustur. Kullanilan bu yerli ¢esitlerin virlis hastaliklarina kars1 dayanikli
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olabilecegi ihtimali diisiiniilebilir. Nitekim bu ilgelerden toplanan orneklerle yapilan

DAS-ELISA testlerinde de herhangi bir viriis saptanamamuistir.

Diyarbakir ve Mardin illerinde birinci ve ikinci donemde yapilan surveylerde
konuk¢u bitkilerine (karpuz, kavun, hiyar ve kabak) gore belirlenen hastaliklarin

yayginlik ve yakalanma oranlar ¢izelge 4.3 ve 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.3 ve 4.4’te goriildiigii gibi Diyarbakir’da birinci ve ikinci donem
survey sonuglarina gore en diisiik hastalik oranlar1 hiyarda (%3.10 ve %2.09), en yiiksek
hastalik oranlar ise kabakta (%20.27 ve %77.82); Mardin’de ise ayni donemler i¢in
benzer sekilde en diisiik hastalik oranlar1 hiyarda (%0.00 ve %1.00), en yiiksek hastalik
oranlari ise kabakta (%22.56 ve %70.00) belirlenmistir.

Diyarbakir’da birinci survey doneminde Karpuz, kavun, hiyar ve kabak {iretim
alanlarinda, hastaliklarin yayginlik oranlari sirasiyla %83.33, %73.33, %33.33 ve
%350.00; Mardin’de ise ayn1 siraya gore %14.29, %20.00, %0.00, %25.00 olarak; ikinci
%36.84, %89.19, %50.00 ve %100.00;
Mardin’de ise %16.66, %33.33, %33.33 ve %100.00 olarak saptanmustir.

donemde Diyarbakir’da ayni siraya gore

Cizelge 4.3. Diyarbakir ve Mardin illerinde kabakgillerde yapilan birinci donem survey
caligmalarinda kiiltiir bitkilerine gore incelenen tarla sayisi ve hastalik

oranlari
Kiilti incel Hastaliga v 1k O
uur 1l neefenen Yakalanma Orani aygm i Lrant
Bitkisi Tarla Sayist %) (%)
Diyarbakir 6 3.31 83.33
Karpuz
Mardin 14 2.16 14.29
Ortalama 2.73 48.81
Diyarbakir 15 5.50 73.33
Kavun
Mardin 15 7.92 20.00
Ortalama 6.71 46.66
Diyarbakir 6 3.10 33.33
Hiyar _
Mardin 2 0.00 0.00
Ortalama 1.60 16.66
Diyarbakir 2 20.27 50.00
Kabak
Mardin 4 22.56 25.00
Ortalama 21.41 375
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Surveyler sonucunda belirlenen hastaliklarin yayginlik ve yakalanma oranlari
iller, donemler ve kiiltiir bitkisinin tiiriine gore farkliliklar gostermistir. Birinci donemde
hastalik yayginlik orani1 Diyarbakir’da karpuzda %83.33 ile en yiiksek ve hiyarda
%33.33 ile en disiik diizeyde belirlenmistir. Mardin’de ise kabakta %25.00 ile en
yiiksek ve hiyarda %0.00 ile en diisiik diizeyde meydana gelmistir. iki ilin ortalamasi
alindiginda; hastalik yayginlik oranlari, yiiksekten diisiige dogru karpuz, kavun, kabak
ve hiyar bitkilerinde sirastyla %48.81, %46.66, %37.5 ve %16.6 olmustur (Cizelge 4.3).
Ikinci donem surveylerine gére hastaliklarin yayginlik oran1 Diyarbakir’da en yiiksek
kabakta(%100.00) ve en diisiik karpuzda (%36.84); Mardin’de ise en yiiksek kabakta
(%100.00) ve en diisiik karpuzda (%16.66) belirlenmistir. iki ilin ortalamas:
alindiginda; hastalik yayginlik oranlari, yliksekten diisiige dogru kabak, kavun, hiyar ve
karpuz bitkilerinde sirasiyla %100.00, 61.26, 41.66 ve 26.75 olarak saptanmigtir
(Cizelge 4.4).

Birinci Donem surveylerin yapildigi donemde vejetasyon donemi baslangici
olmas1 ve viriis hastalik belirtilerinin ¢ok belirgin olmamasindan dolay: hastalik oranlari

ikinci doneme gore daha diisiik seviyede gerceklesmistir.

Cizelge 4.4. Diyarbakir ve Mardin illerinde kabakgillerde yapilan ikinci déonem survey
caligmalarinda kiiltiir bitkilerine gore incelenen tarla sayist ve hastalik

oranlar1
Kiilti incel Hastaliga % 1k O
T il neetenen Yakalanma Oran ayginis Lraft
Bitkisi Tarla Sayist %) (%)
Diyarbakir 19 7.92 36.84
Karpuz
Mardin 24 1.26 16.66
Ortalama 4.59 26.75
Diyarbakir 37 41.16 89.19
Kavun
Mardin 30 20.82 33.33
Ortalama 30.99 61.26
Diyarbakir 6 2.09 50.00
Hiyar
Mardin 6 1.00 33.33
Ortalama 1.54 41.66
Diyarbakir 6 77.82 100.00
Kabak _
Mardin 2 70.00 100.00
Ortalama 73.91 100.00
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4.3. DAS-ELISA Testi ile Viriis Etmenlerinin Belirlenmesi

Diyarbakir ve Mardin’den toplanan 194 6rnegin 34 adeti saklama sartlarindaki
aksaklik nedeniyle kullanilamaz hale geldiginden DAS-ELISA c¢aligsmalar1 geriye kalan
160 ornekle yiiriitiilmistiir. DAS-ELISA test sonuglar ¢izelge 4.5 ve 4.6°da verilmistir.

Cizelge 4.5’te goruldigi gibi test edilen 6rneklerden 96’sinin (%60.00) WMV,
63’tiniin (%39.38) ZYMV, 69’unun (%43.13) CMV, 26’sinmn (%16.25) CABYV,
34’iiniin (%21.25) PRSV ile bulasik oldugu belirlenmistir. Ancak, incelenen 6rneklerde
SqQMV tespit edilememistir. Ulkemizin degisik bolgelerinde daha o6nce yapilmis
calismalarla (Yilmaz ve ark. 1991, Oztiirk 2000, Sevik ve Sékmen 2001, Bostan ve ark.
2002, Sevik ve Arli-Sokmen 2003, Koklii ve Yilmaz 2006, Ozaslan ve ark. 2006, Kaya
ve Erkan 2011) ZYMV, CMV, WMV-2, SqMV, PRSV ve CABYV etmenlerinin varligi
bilinmektedir. Yapilan bu c¢alismada, onceki ¢alismalardan farkli olarak SqQMV tespit
edilememistir. Bu durumun SgMV’in vektorii olan Acalymma trivittatum
(Mannerheim) ve Diabrotica undecimpunctata howardi Barber [Chrysomelidae:

Coleoptera] bizim iilkemizde bulunmamasindan kaynaklanabilir.

Bu konuda yapilan Daha oOnce yapilan ¢alismalarda viriislerin bulunma
oranlarinin farkli oldugu belirlenmistir. Nitekim Sevik ve Sokmen (2001) en yaygin
viriislerin CMV, ZYMV ve WMV; Oztiirk (2000) ise en yaygin viriislerin ZYMYV,
WMV ve CMV oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bu c¢alismada, en yaygin olarak
belirlenen viriisler sirastyla WMV-2, CMV ve ZYMYV olmustur. Dikkat ¢eken bir diger
durum, saptanan bes virlisiin de en ¢ok goriildiigii bitkinin kavun olmasidir. Kavun
bitkisinin virlislere daha hassas oldugu veya kullanilan ticari gesitlerin tohumlarinin

viriisle bulasik oldugu siiphesini dogurmaktadir.

Cizelge 4.5. DAS-ELISA testi sonucunda en az bir viriisle enfekteli 6rnek sayisi ve enfeksiyon

oranlar
Bitki Tiirii “Testlenen Viriisle Enfekteli Ornek Sayisi
Ornek sayisi WMV | ZYMV | CMV CABYV PRSV | SgMV

Karpuz 50 25 2 10 8 8 0
Kavun 82 52 40 42 16 19 0
Hiyar 18 9 13 13 2 5 0
Kabak 10 10 8 4 0 2 0
Toplam 160 96 63 69 26 34 0

Enfeksiyon Orani (%) 60.00 39.38 43.13 16.25 21.25 0.00
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Test edilen 6rneklerin 115’inin ¢esitli viriislerle enfekteli oldugu belirlenmistir.
Bunlardan 11’1 CMV, 24’ WMV ve 3’1 ZYMV ile tek enfeksiyonlu olup, geriye kalan
orneklerin ise birden fazla viriisle enfekteli oldugu saptanmistir (Cizelge 4.6). Bu
konuyla ilgili daha oOnce yapilan ¢alismalarda, birden ¢ok viriisiin aymi bitkide
enfeksiyon meydana getirebilecegi bildirilmistir (Fernandes ve ark. 1991, Ullman ve
ark. 1991, Oztiirk 2000, Yuki ve ark. 2000, Sevik ve Sokmen 2001, Sevik ve Arli-
Sokmen 2003, Kaya ve Erkan 2011).

Cizelge 4.6. Bitki tiirline gore degisik tipte enfekteli 6rnek sayisi

. . Enfekteli Ornek Sayist
Enfeksiyon Tipi Karpuz | Kavun | Hiyar | Kabak Toplam
CMV 3 4 4 0 11
WMV 13 8 1 2 24
ZYMV 0 2 1 0 3
CMV+WMV 5 9 1 0 15
WMV+ZYMV 1 12 3 4 20
ZYMV+CMV 0 2 5 0 7
CMV+WMV+ZYMV 1 25 4 5 35
Genel Toplam 115
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Mehmet Zeki KIZMAZ

5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alisma kapsaminda, Diyarbakir ve Mardin illerinde en ¢ok liretimi yapilan
sebzelerden karpuz, kavun, hiyar ve kabak bitkilerinin yetistirildigi alanlarda 2013
yilinda viriis hastaliklarin yayginligi1 ve oranlarint  belirlemek igin surveyler
gerceklestirilmistir. Farkli vejetasyon donemlerinde yapilan surveylerde her iki ilde
toplam 194 tarla incelenmis ve her tarladan yaprak drnekleri alinmistir. Ornek alian
bitkilerin yapraklarinda ipliklesme, kabariklasma, mozaik, renk agilmasi ve rozetlesme;
bitkinin genelinde gelisme geriligi ve bodurlasma; meyvede sekil bozuklugu ve
deformasyon belirtilerine rastlanmistir. Ayrica belirti gostermeyen tarlalardan da

ornekler alinmustir.

Survey sonuglarina gore kabakgillerde viral hastaliklarin yayginligi ve hastaliga
yakalanma oranlar1 il ve ilgelere, survey donemlerine ve kiiltiir bitkilerine gore

farkliliklar gostermistir.

Survey caligmalar1 siiresince toplanan Ornekler DAS-ELISA  yontemi
kullanilarak, ZYMV, CMV, SqMV, WMV, PRSV ve CABYV yoniinden test edilmistir.
SqMV harig¢ diger viriisler bakimindan 6rnekler pozitif bulunmustur. Test edilen 160
ornegin 115’inin virtisle bulasik oldugu belirlenmistir. Buna gore; tekli wviriis
enfeksiyonu oldugu gibi ¢oklu virilis enfeksiyonlar1 da s6z konusudur. Ayrica viriis

enfeksiyonunun tespit edilmedigi il¢e ve tarlalar da olmustur.

DAS-ELISA testi sonuglarina gore; orneklerde virlislerin goriilme oranlari,
WMV %60.00, CMV %43.13, ZYMV 9%39.38, PRSV %21.25, CABYV %16.25tir.
Karpuz, kavun ve kabakta WMV; hiyarda ZYMV ve CMV en 6nemli viriisler olarak
tespit edilmistir. Viriisle bulasik ornegin en cok goriildiigii bitki kavun olmustur.
Orneklerin %23.75’inde tekli viriis, %76.25’inde ise birden fazla viriis enfeksiyonu

oldugu saptanmistir.

Sonug olarak Diyarbakir ve Mardin Illerinde viriis hastaliklarmin oranlari
hesaplanmis, etmenleri belirlenmis ve hangilerinin daha Onemli oldugu ortaya

konulmustur. Bu ¢alismanin sonuglarina bagli olarak asagidaki 6neriler yapilabilir.

1- Bolgeye giris yapan iiretim materyallerinin (fide, tohum) viriis hastaliklar

yoniinden incelenerek, bulasik olup olmadig: belirlenmelidir.
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5. SONUC ve ONERILER

Virlis hastalik etmenlerinin belirlendigi alanlarda vektorlerle uygun
insektisitler kullanilarak zamaninda etkili bir miicadele yapilmalidir. Ayrica
virlislerin epidemiyolojisinde ara konukgu olarak yer alan ve viriislerin
yayilmasinda etkili olan yabanci otlarla miicadele yapilmalidir.

Viriis hastaliklarina karst dayanikli ¢esitler tercih edilmeli ve yerli gesitler
kullanilarak viriislere kars1 dayanikli ¢esit 1slahi ¢alismalar1 yapilmalidir.
Bolgemizde varligi heniiz bilinmeyen virlislere karsi gerekli karantina
Onlemleri alinarak, bolgeye girisleri onlenmelidir.

Bolgede c¢alisan teknik elemanlara ve lreticilere viriis hastaliklar1 hakkinda
egitim verilmelidir.

Bu calismanin devami olarak oOzellikle kavunda goriilen virlis 1rklariin

karakterizasyonu ve miicadeleye yonelik dayanikli ¢esit 1slah1 gibi aragtirma
calismalarinin yapilmasi uygun olacaktir.
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EKLER
EK1
ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Fosfat Tuz Tamponu (PBS, pH 7.4)

8.0 gr NaCl

0.2 gr KH2PO4

2.9 gr Na2HPO4.12H20 veya

2.3 gr Na2HPO4.7H20

1.44. gr Na2HPO4. 2H20

1.15 gr Na2HPO4 (anhdrous)

0.2 gr KCI

0.2 gr NaN3

Yukarida miktarlar verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 0.1 N NaOH veya

0.1 N HCl ile ayarlanmis ve 4 oC’ de saklanmustir.

2. Kaplama Tamponu (pH 9.6)

1.59 gr Na2CO3

2.93 gr NaHCO3

0.2 gr NaN3

Yukarida miktar: verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 ayarlanmus ve 4 °C de

saklanmustir.

3. Yikama Tamponu

Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween- 20 ilave edilerek hazirlanmustir.

4. Ornek Tamponu

Bir litre yikama tamponu ¢ozeltisi igine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40) ilave
edilerek hazirlanmigtir.
5. Konjugat Tamponu

Bir litre ornek tampon c¢ozeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave edilerek

hazirlanmgtir.
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6. Substrat Tamponu (pH 9.8)

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su i¢ine ilave edildikten sonra 0.2 gr NaN3 konmus

ve HCl ile pH 9.8’¢ ayarlanarak 1 litreye tamamlanmustir.
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