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OZET

Bu calisma, Isparta yoresindeki domates dretim aanlarinda bulunan viral
enfeksiyonun belirlenmes amaciyla 2001-2003 vyillari arasinda yuUrGtilmustir.
Uretim alanlarinda yapilan siirveyler sirasinda bitkilerde hiyar mozayik viriisiinin

tipik ssmptomlarinin gézlenmes arastirmayi bu dogrultuda yonlendirmistir.

Tanilama calismalarinda mekanik inokulasyon, DAS-ELISA testleri ve dsRNA
analizi yapilmistir.

Sirveyler sirasinda toplanan yaprak drneklerinin, hassas test bitkilerine mekanik

inokulasyonlari sonucunda hiyar mozayik virtsi icin tipik belirtiler gozlenmistir.

Viral enfeksiyon belirtisi gosteren bitkilerden alinan toplam 138 6rnek DAS-ELISA
yontemine gore test edilmis ve bu 6rneklerden 56 adedinin CMV ile enfekteli oldugu
saptanmistir. Alinan drneklerin % 40.57' sinde CMV enfeksiyonu bulunmustur.

CMV’nin dsRNA izolasyonu ve andizi calismalarinda, carpici sistemik enfeksiyon
sergileyen Nicotiana tabacum “Xanthii”, Nicotiana tabacum “Samsun NN” ve
Capsicum annuum L. bitkilerinin inokulasyondan 12 giin sonra hasat edilen 7 ser gr
enfekteli yaprak dokulari kullanilmistir. Virlse ait dsRNA’lar %1.2'lik agar jelde
100 V. da 2.5-3 saat sireyle elektroforetik ayrima tabi tutulduklarinda CMV’ye ait
Uc banta sahip dsRNA profilleri elde edilmistir. Nicotiana tabacum “Xanthii” ve
Capsicum annuum L.’ den elde edilen profiller Nicotiana tabacum “ Samsun NN’ den

elde edilen profilden daha belirgin oldugu gortlmistir

Anahtar Kelimeler: Domates, Hiyar mozayik virlsty ELISA, dsRNA Analizi.



ABSTRACT

This study was conducted between 2001 and 2003 to determine vira pathogens in
tomato production areas in Isparta province. Due to high occurrence of cucumber
mosaic virus (CMV) symptoms in field surveys the study mainly focused on
identificationof this virus in tomato plantations.

For this purpose, different identification methods including mechanical inoculation
to indicator plants, DAS-ELISA and dsRNA analysis were used in this study. Virus-
infected samples collected during surveys were first mechanically inoculated into
sengitive indicator plants for symptom development. These plants produced typical

CMV symptoms suggesting that field samples were infected with CMV.

Then 138 infected field samples were analyzed by DAS-ELISA. DAS-ELISA
showed that among 138 samples, 56 were infected with CMV indicating that about
40.57% of the field samples were infected with CMV.

Later, 7 gr leaf samples were collected from systemically CMV infected Nicotiana
tabacum “Xanthii”, Nicotiana tabacum “Samsun NN” and Capsicum annuum L.

plants 12 days after inoculation for dsRNA isolation.

Finally, isolated dsRNA were analyzed in 1.2% agarose gel by electrophoresis at 100
volt for 2.5-3 hr. dsRNA analysis revealed the existence of CMV specific dsRNA
profile in plants confirming the results of previous assays. DSRNA profiles observed
in infected Nicotiana tabacum “Xanthii”and Capsicum annuum L. were more
obvious then that of Nicotiana tabacum “Samsun NN”.

Key Words: Lycopersicum esculentum, cucumber mosaic virus, ELISA, dsRNA
Anaysis.
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1. GIRIS

Ulkemizin sahip oldugu farkli ekolojik kosullar, genis ve cesitli tarim kollarinin
uygulanmasina olanak saglamaktadir. Her mevsimde bir c¢ok sebzenin
yetistirilebildigi Ulkemiz dinya sebze Uretiminde besinci sirada yer amaktadir
(Seniz, 1992). 2001 vyili istatistiklerine gore tlkemiz 800.000 hektar alan tizerinde 20
milyon ton sebze Uretilmektedir. Meyves yenen sebzeler icerisinde domates
8.500.000 ton ile ilk sirada yer almaktadir. Ulkemizdeki toplam domates Uretiminin
yarisna yakinini sofralik domates, diger yarisini da sanayi tipi domates
olusturmaktadir (Alan vd., 1992).

Sebzeler icerdikleri zengin mineral maddeler ve vitaminler nedeniyle insan
beslenmesinde biyik bir 6neme sahiptir. Bu nedenle gerek dinyada gerekse
Ulkemizde, artan nifusun dengeli beslenebilmesini saglamak icin daha kaliteli ve bol
sebze Uretiminin gerceklestirilmes gerekmektedir.

Gerek taze olarak gerekse gida endustrisinde islendikten sonra tiketilen domates
Ulkemizin hemen her yoéresinde yetistiriimektedir. Ozellikle Ege, Marmara ve
Akdeniz bdlgesinde yogun olarak Uretimi yapilan domates Turkiye icgin ihracat
acisindan da 6nemli bir yere sahiptir.

Isparta ili Akdeniz Bolges ile I¢ Anadolu Bolges arasinda bir gecit zonunda
bulunmasi ve her iki bolgenin de ekolojik kosullarini yansitmasi agisindan sebze
yetistiriciliginde onemli bir konuma sahiptir. Isparta ilinde vyillik sebze Oretimi
147.634 ton civarindadir. Bu miktarin 85.000 tonunu domates olusturmaktadir
(Anonymous, 2001).

Iklim kosullarinin ve toprak Ozelliginin uygun olusu ayrica sulama olanaklarinin
uygunlugu nedeniyle yoérede 0Ozellikle domates tarimi giderek yayginlasmaktadir.
Ozellikle Candir ve Caykdy yoresinde agirlikli olarak domates Uretiminin yapildigi
gorilmektedir.



Domates, Solanaceae familyasinin Lycopersicum cins icinde yer alan ve meyveleri
yenen tek yillik bir kdltdr bitkisidir. Bu cins i¢inde ¢ok sayida tir bulunmaktadir.

Kultir domates olarak yetistirilen tir Lycopersicum esculentum Mill” dur.

Domatesin anavatani Orta ve Gluney Amerika olup, kultlr seklinde kullanimi Peru
kiyilarinda badamistir (Gunay, 1992). Domates, orjini olan Peru, Bolivya ve
Ekvator'dan 16. ylzyilda Avrupaya getirilerek yetistiriimeye baslanmistir.
Anadolu’'ya 150 yil 6nce getirilmis olup, giinimizde yaygin olarak yetistirilmekte ve
sevilerek tuketilmektedir (Yazgan ve Fidan 1996). Domates bugin besenme
programlarinda 6nemli yeri olan bir sebzedir. Domatesin 100 gr'inda 0.55 mg
vitamin Bg, 1700 IU vitamin A ve 0.10 mg vitamin B; ile 21 mg vitamin C
bulunmaktadir (Sevgican, 1999).

Domatesin yemeklerde cesni ve renk kaynagi, sofraarda saata, cerez ve garnitir
olmas yaninda sal¢a, ketcap, domates suyu, tursu, recel ve daha birgok sekilde bitiin
yil boyunca bol miktarlarda kullanilmasi, bu degerli sebzenin ziraatinin giinden giine
gelismesine yardim etmektedir (Bayraktar, 1970). Buna karsilik, Ulkemizde
domatesin ortalama verim degeri dinya ortalamalarinin oldukca gerisinde ve iklim
Ozellikleri Ulkemize benzeyen bircok tlkeye gore %20-40 oraninda daha azdir. Birim
alandan ainan drin miktarinin artirilmasinin yolu, verimli, kaliteli cesit secimi,
dikim sekli, sulama, gubreleme gibi tarimsal idemlerin teknige uygun olarak
yapilmasinin yaninda, domates Uretim alanlarinin yabanci ot, hastalik ve

zararlilardan korunmasidir (Seniz, 1993).

Domates yetigtiriciliginin yapildigi bitin alanlarda fide déneminden hasata kadar
gegen gelisme donemlerinde 200'den fazla hastalik domates bitkisine zarar
vermektedir (Chupp ve Sherf, 1960; Dixon, 1981; Berlinger, 1986; Watterson, 1986;
Ganoo ve Saumtally, 1998;).

TUm dinyada domatesi enfekte eden bircok fungal, bakteriyel ve viral hastalik
etmeni rapor edilmistir. Fungal ve bakteriyel patojenlerden en o6nde gelenleri;

domates mildiydsti (Phytophthora infestans), erken yaniklik (Alternaria solani),



killeme (Leveillula taurica), antraknoz (Colletotrichum phomides), kursuni Kkuf
(Botrytis cinerea), solgunluk (Fusarium spp.), yaprak lekesi (Septoria lycopersici),
bakteriyel solgunluk (Pseudomonas solanacearum), bakteriyel benek (Pseudomonas
syringae pv. tomato), bakteriyel leke (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria), yas

curdkltk (Erwinia carotovora)' dir (Jonesvd., 1997).

Domates Uretim alanlarinda gorilen en 6nemli viral hastdiklar ise; Hiyar mozayik
virtst (Cucumber mosaic virus= CMV), domates mozayik virtisi (Tomato mosaic
virussToMV), Patates X virtsl (Potato X virus), domates sari yaprak Kivircikligi
(Tomato yellow leaf curl=TYLCV), Domates lekeli solgunluk virisi (Tomato
spotted wilt virussTSWV), domates hakali leke virisi (Tomato ring spot
viris=s=TRSV)'dir (Coohen ve Nitzany, 1966; Berks, 1970; le, 1970; Hollings ve
Huttinga, 1976; Francki vd., 1979; Powel, 1984). Bu hastaliklar domates verimini ve
kalitesini sinirlayici diizeyde zararli olabilmektedir.

Domateste goérulen hastaliklar icerisinde virUslerin neden oldugu hastaliklar, yol
actigi yogun zararlar ve micadelesinde etkili bir kimyasal preparat bulunmayisi
nedeniyle biyik oneme sahiptirler. Viral hastaliklar Gretim materyali, mekanik yol
ve vektor araciligi ile kolayca bulasabildigi icin etkili bir micadele
yapilamamaktadir. Bu ylUzden viral hastaliklardan kaynaklanan Grin kayiplari
Uretimi tehdit etmektedir. Son vyillarda virls hastaiklarinin verdigi Grin kayiplari
bazi bolgelerde domates Uretiminden tamamen vazgegilmesine neden olmustur.
Viral hastaliklar sonucunda domates Uretim alanlarinda ortaya cikan Urin kayiplarini
Ulkemizde Yorganci (1975); %50 olarak ifade ederken Filipinlerde Xuan wvd.,
(1990); %45 olarak belirtmektedir.

Domateslere zarar veren viral hastaliklar arasinda hiyar mozayik virist ilk siralarda
yer amaktadir. Bu yuzyilin basinda Amerika Birlesik Devletleri’ nde rapor edilen
viris gunimizde tim kitalara yayilmis durumdadir. Hiyar mozayik virGsinin
konukgu cevress oldukga genistir. Etkiledigi bitkiler arasinda Onemli endustri
bitkileri, sebzeler, tahillar, baklagiller, yem bitkileri, meyve agaclari, yabanci otlar ve
sts bitkileri bulunur. Bugtine kadar virUsiin konukgusu olarak yaklasik 1000 adet



bitki tari saptanmistir (Sikora, 1998; Hobbs vd., 2000; Roossinck, 2001). Genel
olarak CMV ile enfekteli bitkilerde hastalik orani arttik¢a verimde de bir azalma goze
carpar (Nameth, 2002). Zarar sadece verim dusmes ile kalmaz ayni zamanda Grtntn
kalitesi de diiser. Ozellikle yaz ve sonbahar mevsimlerinde aktif olan virlis genc

bitkileri etkiledigi icin zarari cok olmaktadir.

Tarimi yapilan tUm domates cesitleri hiyar mozayik virtisine duyarlidir. Virlsle
bulasik bitkilerde yaprak ayasinin incelmesi, mozayik, kivrilma, damar acilmas,
bitkide ciicelesme, calilasma, meyvelerde cokintl ile sekil bozukluklarinin ortaya
ciktigi ve hastalikli meyvelerin ekonomik degerini kaybettigi belirtilmektedir.
(Yorganci ve Erkan, 1991).

NUfusun giderek arttigi dinyamizda besenmenin en 6nemli sorun oldugu bir
gercektir. Birim aandan daha fazla Urin almak, kaliteyi ve verimi yukseltmek
amaciyla yapilan calismalar; cevresel kosullarin diizenlenmesi, tarimsal faaliyetlerin
uygun bicimde yapilmasi, bitkilerin ve U0rinlerin hastalik ve zararlilardan
korunmasini kapsar. Viral hastaliklarda korunma calismalarinda oncelikle etmenin

tanilanmasi gereklidir.

Bitki hastaliklarinda herhangi bir viristin tanisini yapabilmek icin birden fazla tani
yontemi kullanilmasi onerilmektedir (Dodds vd., 1984a; Vaverde vd., 1990;
Matthews, 1991).

Viris hastaliklarinin  tanisinda c¢esitli  yontemler  kullanilmaktadir. Biyolojik
indeksleme, hiicresel yapiciklar, vektorle tasinma 6zelligi ya da kapasitesi, serolojik
testler, partikil morfolojisi ve vira nuklelk asitlerle yapilan calismalar etmenlerin
tanisinda kullanilmaktadir. Ancak her metodun kullanimi ve basarili olma sansi

viruse ve konukguya baglidir.

Serolgjik testler basit, pratik ve kisa zamanda sonuca ulasiimas sebebiyle virls
teshisinde yaygin olarak  kullanilmaktadir. Ayrica ¢ok dusik  virls

konsantrasyonlarinda ve belirti gostermeyen enfeksiyonlarin  tesbitinde de



kullanilabilir. Bu testlerle pozitif ve negatif reaksiyonlar gorsel olarak ayirt
edilebilmektedir. Bununla birlikte eger bitki birden fazla virisde enfekteli ise hedef
alinmayan virus tanimlanmayabilir (Clark ve Adams, 1977; Lange vd., 1983).

Sadece indikator bitki kullanilarak yapilan tani yontemleri de glvenilir degildir.
Cunku bitkinin gostermis oldugu reaksiyon ve ssimptomlar; cevre kosullari, bitki
cesiti ve virls streynine gore degisiklik gosterebilmektedir. Virts bazi konukgularda
simptom vermeksizin bulunabildigi gibi eimenin zayif irklari test bitkilerinde kesin
taninabilir belirtiler olusturamamaktadir. Dolayisiyla sadece simptomatolojik
yortemle etmen tam olarak saptanamamaktadir. Bunun yani sira bu yontem uzun

zamana ve kontrollt genis yerlere gereksinim duymaktadir (Valverde wd., 1990).

Viris enfeksiyonlarinin saptanmasinda enfekteli bitkilerden dsRNA analizi ve
izolasyonu yoluyla bir tani metodu gelistirilmistir. DSRNA yaklasimi; bir RNA
virtst ile ya da virts benzeri etmenle enfekte olmamis bitkilerin ol¢ulebilir miktarda,
yuksek molekdl agirlikli dsRNA icermeyecegi esasina dayanir. Bu yaklasima goére
eger bir bitkide dsRNA var ise bu bize bitkinin bir RNA vir st veya virUs benzeri bir
etmenle enfekte oldugunu gosterir. Ortaya cikarilan bu dsRNA lar da bir tek sarmal
RNA virisunin ya da ¢ift saromal RNA virUsinin replikatif formuna ait genomu
olabilir ( DiazRuiz ve Kaper, 1978; Morris ve Dodds 1979; DuranVila vd., 1986;
Valverde vd., 1990).

Arastirmacilar tarafindan, farkli tdrlerin dsRNA'larinin  elde edilmes viral
enfeksiyonlar igin ayrintili bir delil olarak yorumlanmistir. Cunki her vir istin hatta
her tirin ya da izolatin dsRNA’sinin molekller agirliklari birbirinden farklidir.
Andiz edilen farkli viris gruplarinin, molekdl agirlik standartlari ile bagintisi
incelenerek virislerin teshisi yapilmaktadir. Molekll agirlik standardi olarak
Onceden molekdl agirligi bilinen bir makromolekil kullanilmaktadir ( DiazRuiz ve
Kaper, 1978; Morris ve Dodds 1979; DuranVilavd., 1986; Valverde vd., 1990).

Bu metod diger yontemler ile kiyasandiginda basit ve goéreceli olarak ucuz olmas,

konukcuya bakilmaksizin dsRNA’larin elde edilmesi, sonuclarin 1-2 gin gibi kisa



sirede alinmasi, karisik enfeksiyonlarin da tanisinda kullanilabilmes ve hatta ayni
virastin farkli irklarinin bile belirlenebilmesi gibi bircok avantgjlara sahiptir. Bu
yontemle RNA virlderinin  enfekte ettigi bitkilerde olusan dsRNA'lar
tanimlanabilmektedir (Rosner wvd., 1983; Jordan ve Dodds, 1983; Valverde ve Dodds,
1986).

Bu arastirma, yoredeki domates Uretim alanlarinda yogun bir sekilde gbzlenen ve
hiyar mozayik virtsu belirtileri sergileyen etmenin farkli yontemlerle tanilanmas
amaciyla yuritulmustir. Bitkilerin yapraklarinda mozayik, kabarciklar, kivrilma ve
meyve doneminde gortlen kahverengi lekelerin yani sira bitkilerin genellikle geng,
blyime ucuna yakin yapraklarinin siddetli mozayik ve ipliks yaprak gelismi
sergilemes ile bitkilerdeki bodurlasmanin hiyar mozayik virlsi enfeksiyonundan
kaynaklanabilecegi distinulmustir. Arastirmaya bu gozlemler yon vermistir. Isparta
yoresindeki domates Uretim aanlarinda yetistirilen bitkilerde daha 6nce yapilan
calismalarda CMV ve TMV serolojik yontemlerle belirlenmistir (Yardimci ve Culal,
2002). Ancak bu calisma CMV'nin U¢ ayri tani yontemi kullanilarak belirlendigi ilk
calismadir. Tanilanma calismalarinda kullanilan ilk yontem test bitkileri Uzerinde
gelisen simptomlarin degerlendirilmesidir. Slpheli bitkilere uygulanan serolojik
testler (DAS-ELISA) calismanin ikinci kismini olusturmustur. Tanilamada kullanilan

Uclincl yontem ise viral etmene 6zgl dsRNA’nin molekiler dizeyde analiz
edilmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bu boélumde, domateste yaygin olarak gorulenve en 6nemli viral hastaliklardan birisi

olan hiyar mozayik virts ile ilgili yapilan calismalar 6zet halinde verilmistir.

Cucumber mosaic virus, ilk olarak 1916'da Amerika da tanimlanmistir (Doolittle,
1916). Daha sonra Afrika, Avrupa ve dunyanin diger yerlerinde rapor edilmistir
(Price, 1934).

Cucumber mosaic virus, Bromoviridae familyas Cucumovirus genusuna dahil bir
virts olup 365 takim ve 85 familyaya giren en az 1000 bitki tirint infektel emektedir
(Francki vd., 1979; Kaper ve Waterworth, 1981; Tien wd., 1987; Sikora, 1998; Hobbs
vd., 2000; Roossinck, 2001).

Virils 28-30 nm ¢apinda ve ayni sedimentasyon oranina sahip olan 3 tip ikosahedral
partikilden meydana gelmektedir Erancki \d., 1979; Brunt vd., 1996). CMV'nin
partiktllerinin %18’ tek sarmalli RNA ve %82'si proteinden olusmaktadir. Viral
genomun en buyuk parcasi 3.389 kb, ikincisi 3.035 kb, Gclncti en blyik parcasi ise,
2.197 kb olarak belirlenmistir (Paden ve Symons 1973; Lot vd., 1974; Brunt vd.,
1996; Roossinck, 2001). Virtsin protein mantosunu olusturmasinda rol oynayan
RNA, RNAs 4 olarak isimlendirilir (Wang wd., 1988; Roossinck, 2001).

Hiyar mozayik virtst ile ilgili olan diger RNA tirl ise Satellit RNA olarak
ismlendirilen CARNA-5dir (Kaper ve Waterworth, 1981; Martelli ve Quacquarelli,
1988; Roossinck, 2001).

Cillo vd., (2004), yaptiklari ¢alismada bazi konukgularda CMV satRNA variantlarinin
CMV replikasyonunu, patojenitesini ve smptomlarini etkiledigini belirtmektedir.

CMV, domates tariminin yapildigi hemen her yerde bulunmaktadir. Erken donemde
enfektelenen bitkiler calilasmakta, sararmakta, clicelesmektedir.



Nameth (2002), Hiyar mozayik virtstinin yaygin simptomlarini hafif veya siddetli
mozayik, yaprak biukulmes ve sekil bozuklugu, ciceklerde renk kirilmasi, bitkinin
bodurlasarak sararmasi olarak ifade ederken, bazi arastiricilar virisin domates
bitkilerinde neden oldugu en belirgin simptomu yapraklarin ayakkabi bagi seklini
almasi olarak ifade etmektedir (Babadoost, 1988; Hassan, 1995; Brunt wd., 1996).

Hiyar mozayik virlsinin domateslerde meydana getirdigi bir ssmptom cesiti de
CARNA-5 ileilgili olarak bitkilerde gorulen hizli nekrotik dlumlerdir (Kearney \d.,
1990; Jorda vd., 1992; Fisher ve Nameth, 2000). Bununla birlikte CARNA-5
domates erde nekrotik 6lUm simptomu gostermeksizin yapraklarin beyazlasmasina da
neden ol abilmektedir (Sherf ve Macnab, 1986).

CMV, 60'dan fazla yaprak biti tOriyle nonpersistent bicimde tasinmaktadir ve
tasinma orani yaprak biti tiriine ve konukcu bitki gesitine gore degismektedir (Dodds
vd., 1984b; Palukaitis vd., 1992; Hassan w., 1993; Brunt wd., 1996; Mercure, 1998).

CMV’nin domates, biber, patlican, ispanak, hiyar, fasulye, patates, muz gibi
konukcularnin yani sira krizantem, gladiydl, col gult, lae, petunya, zambak,

sardunya, gibi sts bitkilerinde de 6nemli zararlari bulunmaktadir (Ferreira, 1992).

Yorganci  (1975), Izmir ilinde domatederde virtderden kaynaklanan hastalik
derecesini ve bulunus oranlarini saptamak icin tipik izolatlarin fiziksel, morfolojik ve
serolojik 6zelliklerini tanimlamistir. Test bitkilerine mekaniksel inokulasyon sonucu,
titin mozayik virusl, patates X virusl ve hiyar mozayik virtsi igin tipik belirtiler
gbzlemlemis ve serolgjik testlerde bu virlderin antiserumlari ile oldukca iyi
reaksiyon verdigini tesbit etmistir. Arastirici bu virlslerin domateslerde meydana
getirdikleri Urin kaybini %50 olarak saptamistir. Ayrica elektron mikroskop

calismalarinda bu 3 virtise ait partikdl sekil ve boyutlari da belirlenmistir.

Al-Musa ve Mansour (1983)’ un yaptiklari calismada, domateserde hastalik olusturan
virider, test bitkileri, fiziksel 6zellikleri ve serolojik testler yaparak tanilanmistir.
Calismada domateslerde en yogun olarak sirasiyla domates sari yaprak Kivirciklik



virast, totin mozayik virtst, hiyar mozayik virtst ve Patates Y virtisl bulundugu

belirlenmistir.

Yorganci ve Erkan (1991) tarafindan, Ege ve Marmara bolgelerinde yuritulen
sirveylerde, sanayi domates yetistirme aanlarinda bitkide mozayik belirtilerinin
yanisira, alt yapraklarin yukari dogru kivrilmasi, at yizlerinde antosiyan olusumu,
Ust ve tepe yapraklarinda carpici bir sari-yesil lekelenme, daralma ve deformasyonlar,
meyvelerde nekrotik lekeler ve ¢cogu kez bitkinin kismen veya tamamen 6limu gibi
belirtiler olusturan bir virlis hastaligini yogun olarak gozlemlemistir. Bu hastaliga
hiyar mozayik virisinin bir irkinin neden oldugu mikropresipitasyon ve agar double
difizyon testleri sonucunda belirlenmistir. Mekaniksel inokulasyon calismalari
sirasinda, %0.2 sodyum slilfit iceren 0.01 M fosfat tamponu (pH;7.1) kullanilarak
selit yardimiyla Nicotiana glutinosa, Nicotiana tabacum “ Maden”, Chenopodium
amaranticolor, C. quinoa, Gomphrena globosa, Datura stramonium, Lycopersicum
esculentum, Capsicum annuum L., Cucumis sativus, Vicia fabae bitkilerine asilama
yapilmistir.

Gibbs ve Harrison (1970), CMV’nin tanilanmas ile ilgili olarak test bitkileri ile
yaptiklari ¢calismada, Cucumis sativus'ta yesil veya sari/yesil sistemik mozayige, N.
tabacum'da lokal ve sistemik bdlirtilere, Nicotiana glutinosa’da klorotik veya
nekrotik lekelere, Nicotiana clevelandii’de yesil veya sari/yesil sistemik mozayik
veya halkali lekelere, Lycopersicum esculentum’'da sistemik mozayige ve ayakkabi
bagi seklinde yaprak daralmalarina, Chenopodium amaranticolor ve C. quinoa da
klorotik veya nekrotik lokal lekelere ve Vigna sinensis de bazi cesitlerde lokal
lekelere yol actigini bildirmislerdir.

Brunt vd., (1996); Vizuete vd., (2002), CMV tanisinda test bitkis olarak
Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Cucumis sativus, Vigna unguiculata,

Lycopersicum esculentum, Nicotiana glutinosa, Nicotiana tabacuny' u kullanmidlardir.

Hassan \d., (1993), Pakistan'in kuzeybati sinir bélgesinde, yetistirilen domateslerde
gordlen virts hastaliklarini indirekt ELISA, double difiizyon testi ve test bitkileri
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kullanarak saptamidardir. Arastiricilar CMV’'nin N. tabacum “ White Burley”, N.
glutinosa, N. tabacum “Samsun NN”, Datura stramonium, Cucumis sativus ve
Lycopersicum esculentun’da mozayik ve yaniklik, N. rustica, Chenopodium
amaranticolor ve C. quinoa’da lokal klorotik lezyona neden oldugunu ifade
etmiderdir.

CMV mekaniksel inokulasyon yontemiyle kolayca tasinabilen bir virGstir.
Ekstraksiyon iseminde genellikle molaritesi 0.01 ile 0.05 arasinda ve pH's 7 ile 8
arasinda degisen Sodyum-Fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilmaktadir (Yilmaz ve Davis,
1984; Kearney wd., 1990; Hassan, 1995; Yilmaz wd., 1995).

Yilmaz ve Davis (1985), Akdeniz kiyi seridindeki sebze alanlarinda bulunan
viriderin teshisinde serolojik ve biyolojik yontemler ile elektron mikroskobu
kullanmidlardir. Mekaniksel inokulasyon calismaarinda, %0.2 mercaptoethanol
iceren 0.002 M Fosfat tampon soltisyonunu kullanilmistir.

Sanliurfa ilinde domateserde zarar yapan domates mozayik virtsii (ToMV), hiyar
mozayik virisi (CMV) ve patates Y virasi (PVY) nin varligini mekaniksel
inokulasyon, immunodifizyon ve DAS-ELISA testleri ile saptanmigtir.Virtsiin
cogaltiimas ve purifikasyonu icin Cucurbita pepo L. bitkisini kullanilmistir (Guldir
veYilmaz, 1995).

Marmara, Ege ve Akdeniz kiyilarindaki seralarda Uretimi yapilan sebzeler icinde
%85 oraniyla ilk sirayi alan domates bitkisinde virls hastaliklarinin hastalik orani
%7.3, yayginlik orani ise %30.7-100 olarak belirlenmigtir (Fidan, 1995).

Faan \d., (1984), Cin’de domateslerde yapilan stirvey calismalari sonunda U¢ virts
hastaligi bildirmis ve bunlarin meydana gelis oranlarini tespit etmislerdir. Arastiricilar
223 adet mozayik belirtis gosteren domates bitkisinin - %34.4’' UnU hiyar mozayik
virisll, %12.6'sinin titin mozayik virdsi ve % 13.9'unun da tatln mozayik

virtasiinin domatese 6zellesmisirki ile bulasik oldugunu saptamislardir.
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Lavinawd., (1994) tarafindan yapilan bir ¢calismada, Kuzeydogu Ispanya daCMV’nin
domates ve yabanci otlarda yiksek seviyede, TSWV (Tomato spotted wilt virus)’ tn

ise yabanci otlarda distik seviyede bulundugunu belirtilmistir.

Hassan ., (1993), Pakistan’ da domateste gorilen CMV’nin meyve agirliginda %15.38,
meyve sayisinda %78.56, bitki boyunda %25.77 oraninda azalma meydana getirdigini
ifade etmiderdir.

Yorganci vd., (1994), yaptiklari calismalar sonucunda sebze tohumlarinda domates
bakteriyel leke hastaligi , domates bakteriyel solgunlugu, domates bakteriyel benek
hastaliginin yani sira domates mozayik virlsi, titin mozayik virlsi, hiyar mozayik

virisii enfeksiyonlarini belirlemiderdir.

Yilmaz ve Davis (1984), Akdeniz kiyisi boyunca yetistirilen bazi Grinlerden Density
Gradient Santrif(j yontemi ile elde ettikleri CMV, ZYMV ve TMV izolatlarinin
ultraviolet absorbans spektrumlarinin 260 nm’de tipik nikleoprotein 6zelligi
gosterdiklerini belirtmislerdir. 260/280 nm'deki absorbans oranlarinin CMV igin
1.74-1.79, ZYMV icin 1.45, TMV icin ise 1.02-1.24 oldugunu belirten arastiricilar
elektron mikroskobik incelemeleri sonucunda CMV' nin izometrik, ZY MV’ nin ipliksi
cubuk ve TMV’ nin diiz cubuk seklinde olduklarini gézlemlemislerdir.

Tohum Ureten ve pazarlayan kuruluslardan alinan bezelye, biber, domates, fasulye,
hiyar, kabak, kavun ve marul tohum 6rneklerinde tohum kaynakli virideri saptamak
icin DAS-ELISA yoOntemi kullanilmis ve kavun tohum o6rneklerinin %31.25'inin
CMV ile bulasik oldugunu saptamistir (Gumus wd., 2001).

Bostan \d., (2002), Erzurum ve Artvin illerinde 2000-2001 vyillari arasinda domates
ve hiyar seralarinda virts hastaliklarinin belirlenmes ile ilgili yaptiklari ¢alisma da
CMV'nin sadece hiyarlarda %4.3 oraninda bulundugunu bildirmislerdir.

Bedlan (1985), hiyar mozayik virGsinin , test bitkilerinde meydana getirdigi

simptomlari, fiziksel 6zellikleri, yabanci ot konukculari ve tasinma seklini incelemis
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ve bu virGsin vektorlerle Ozellikle yaprak bitleri ile kolayca tasinabildigini
belirtmistir.

Macaristan’ da domatesl erde tlttin mozayik virdsi, hiyar mozayik virlsii ve patates Y
viriderini ELISA yontemi ve test bitkilerine mekaniksel inokulasyon calismalari ile
tanilanmistir (Tobias ve Andrasfalvy, 1985).

Jn vd., (1990), Cin'in Zhgiang bolgesinde 1984-1985 yillari arasinda yaptiklari
sirveyde domates varyetelerinde goérilen virts hastaliklarinin titiin mozayik virsi
(TMV), hiyar mozayik virtsti (CMV) oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar survey
alanlarinda TMV’ nin oranini %50 ve CMV’ nin oranini ise %58 olarak saptamidardir.

Kyriakopoulou vd., (1992), domateslerde hiyar mozayik virusinin domateslerde
bodurlasmaya neden oldugunu, etmenin patates Y virlsil ile karisik enfeksiyonlarinda

ise meyvelerde srtlesme meydana geldigini ifade etmislerdir.

“CMI/AAB Description Plant Viruses' isimli bitki virtgerinin tanilanmasina yonelik
kaynakta hiyar mozayik virisinin cogatilmasi ve muhafazas icin N. glutinosa ve N.
tabacum “ Xanthii” nin uygun bitkiler oldugu, N. tabacum, N. clevelandii ve Cucurbita
pepo’ nun purifikasyon icin iyi kaynaklar oldugu ifade edilmektedir. Hiyar mozayik
viristiniin izolasyonu, cogdtilmas ve saflastirilmas ile ilgili calismalarda arasticilar

asagidaki bitkileri tercih etmislerdir:

Kuwite ve Purcifull, (1982), Vigna unguiculataL

Yilmaz ve Davis, (1984), Cucurbita pepo

Tien wd., (1987), Nicotiana tabacum “ Samsun NN”

Sharmawd., (1984), Nicotiana rustica ve N. glutinosa

Francki \d., (1979), N. glutinosa, N. tabacum “ Xanthii” ve Cucurbita pepo L.

Ozgo6z (1994), N. glutinosa

Adkins w., (2003), Chenopodium quinoa

Fisher ve Nameth (2000), N. rustica, Nicotiana tabacum “Glurk”, N. tabacum
“Turk”, N. tabacum “ Samsun NN”
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Yordanova wd., (2002), Nicotiana tabacum “Nevrocop 1146” ve tobacco cv. HT, ,
Y a0, (1988), N. glutinosa ve Capsicum spp.
Ra wd., (2002), Nicotiana rustica
Wang w., (1988), N. tabacum“ Xanthii” , N. glutinosa, Lycopersicum esculentum cv.
Fujuku, Cucumis sativus cv. Suyo
Hobbs wd., (2000), Capsicum annuum L.
Morris ve Dodds, (1979), Nicotiana tabacum
Wilson ve Halliwell, (1985), N. tabacum “Xanthii”bitkileri kullanilmistir.

Gonsalves vd., (1982), Agar double difiizyon testiyle domates bitkilerinde beyaz
yaprakliliga neden olan hiyar mozayik virtsiinin saptanmasinda %0.75 iyon agar ve
%0.1 oraninda NaN3 iceren 0.1 M sodyum fosfat (pH; 7) tampon coOzeltisini

kullanmidardir.

Tomlinson vd., (1973), hiyar mozayik virasinin W irkinin agar double diftizyon
testiyle saptanmasinda en iyi presipitasyon hattinin %0.75 iyon agar, 5mM EDTA ve
%0.02 sodyum asit iceren ve 0.05 M K;HPO, tampon c¢ozeltis (pH;7-8) ile

hazirlanan ortamdan elde edildigini bildirmislerdir.

Francki vd., (1979), CMV’'nin serolojik tanisinda kullanilan agar jel diflizyon
testinde, genellikle disiik molariteli tampon soltsyonlarinin ve suyun kullanildigini
belirtmidlerdir.

Virls ve fungudarla infekteli bitkilerden dsRNA analizi ve izolasyonu pek c¢ok
aradtirici tarafindan kullanilmistir( DiazRuiz ve Kaper, 1978; Morris ve Dodds 1979;
DuranVila vd., 1986).Yanizca RNA virlderi ile infekteli bitkiler tarafindan
olusturulan dsRNA’lari tanilamak i¢in kullanilmaktadir. Bircok bitki virtisi tek iplikli
(single-stranded=ss) veya cift iplikli (double-stranded=ds) RNA'’lardan olusan
genlere sahiptir. Ilaveten bitkilerde patojen olan bir¢cok fungus icinde dsRNA’ya
sahip birgok virils ve virls benzeri yapilarin bulundugu bilinmektedir. DSRNA analizi
yonteminin gelistirilmesiyle birlikte irklarin farkliliklari, irklar iginde bulunan

izolatlarin karsilastiriimas ve bunlarin ortaya cikisinda etkili olan etmenlerin
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belirlenmesine yonelik bir¢cok calisma yapilmistir Morris ve Dodds, 1979; Dodds
vd., 1984a; Tooley \d., 1989; Bar-Joseph wd., 1989; Newhouse ve McDonald., 1990;
Krgacic ve Saric, 1993) .

Morris ve Dodds (1979), adli arastiricilar, ginimuzde kullanilan dsRNA analiz
yonteminin temeli sayilan yontemi gelistirerek az miktarda ornek kullanimiyla (1-10

g) hizli ve etkin izolasyon ve dsRNA analiz yontemini gelistirmiserdir.

Bu yontemin kullanilmaya baslamasiyla birlikte, arazide daha Once biyolojik
indeksleme veya diger metodlarla pozitif olarak test edilen ve seralarda bulunan

orneklerden yapilan dsRNA analiz sonuclari hiz kazanmistir.

Bu yontem sonucunda elde edilen viral nikleik asitlerin tanimlanmasi ve analizi en
basit sekilde jel elektroforez yontemi ile gerceklestirilir. Elektroforez teknigi ile
RNA’larin basarili bir sekilde ayrimi 1960°li vyillarin ortalarinda basarilmis ve
gunumuzde rutin olarak kullanilmaktadir (Gierson, 1982).

Elektroforez terimi gerellikle elektrik yUkll bir alan etkisi atinda, belirli bir soltisyon
icinde kuguk iyonlarin ve yuklt makromolekllerin hareket ettirilmesini ifade eder
(Gierson, 1982). DsRNA'larin elektroforezinde genellikle %6’ lik poliakrilamid jel
veya %1-1.5 agarose jel kullanilabilir (Maniatis vd., 1982; Vaverde vd., 1990;
Korkmaz, 1999).

Elektroforez idemi ile ayrimi yapilan nikleik asitler, ethidium bromide ile veya
gumus nitrat (AgNQOs) ile boyanarak nikleik asitlerin gézle gorinir hale gelmesi
saglanir (Blum wd., 1987; Valverde wd., 1990; Korkmaz, 1999).

Klask tani yontemleri ile kiyadandiginda basit ve goéreceli olarak ucuz olmasi,
konukcuya ya da viriis RNA’ sina bakilmaksizin dsRNA’nin elde edilmesi, sonuglarin
1-2 gin gibi kisa slrede ainmasi, karisik infeksiyonlarin tanisinda kullanilabilmesi
ve hatta ayni virtsiin farkli streynlerinin bile belirlenebilmesi gibi bircok avantgjlara

sahip olan bu yontemin kuskusuz bazi dezavantgjlari da vardir. Bu yontemle sadece



15

RNA virtderi tanimlanabilir. Ayrica diger viral gruplarin viral RNA’larinin sayisina
ve miktarina ait bilgiler gereklidir. Luteovirisler ve birgok potyvirls ¢ok miktarda
dsRNA Uretmezler ve bu durum onlarin bu yéntemle tanisini imkansiz kilmaktadir.
Bazi durumlarda arazi drneklerinin dusik miktarda dsRNA’lara sahip oldugu ve bu
gibi oOrneklerin  seralarda duyarli bitkiler Uzerinde c¢ogaltiimasi gerektigi
belirtilmektedir (Rosner vd., 1983; Jordan ve Dodds, 1983; Valverde ve Dodds,
1986).

Wang w., (1988), %5 poliakrilamid jel elektroforezde hiyar mozayik virlslne ait 4
RNA bantini elde ederek molekil agirligini saptamislardir.

Korkmaz ve Cinar (1998), %6’ lik poliakrilamid jel elektroforez yardimiyla CMV'ye
ozgui viral dsRNA’lari elde ederek molekiil agirliklarini; 2.3, 2.0, 1.4 ve 0.7 X 10°
olarak belirlemiderdir. Vaverde vd., (1994) ise %1.2'lik agarose jelde RNA 1, RNA
2veRNA 3 U saptamidlardir.

Honda wd., (1986), CMV ile enfekte olmus biber yapraklarindan viral dsRNA'yi izole
ederek, %5 agarose iceren %2'lik akrilamid jelde elektroforetik analizini
gerceklestirmis ve dsRNA profilinin 4 bant icerdigini saptamidardir.

GUney Hindistan’da kara biberlerde clicelik hastaligina neden olan hiyar mozayik
virisini kara biberde cogatmis ve viral dsRNA DiazRuiz ve Kaper (1978)'in
Onerdigi yontemle izole edip, dsRNA drneklerini agar jel elektroforezde TBE tampon
solisyonunda 60 volt akimda 2 saat sireyle fraksiyonlarina ayirmislardir. Jeli
ethidium bromide ile boyanmistir ( Sarmavd., 2001).

Fisher ve Nameth (2000), ABD’ de yaptiklari calisma da Ajuga reptans L. ismli siis
bitkisinde CMV’ nin satRNA’sini dsRNA analizi ile belirlemislerdir. Ornekleri %5 ve
%10 poliakrilamid jelde fraksiyonlarina ayirmislar ve bantlari ethidium bromide ile

boyamidardir.
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Bir siUs bitkisi olan gladiollerle ilgili yapilan calismada viral dsRNA izole edilerek
%1.2 agar jel elektroforezde TBE tampon sollisyonunda fraksiyonlarina ayrilmistir.
CMV’ye ait 4 RNA bandinin molekdl agirliklarini 3.2, 3, 2.1 ve 1 kb olarak
belirlenmistir (Ra vd., 2002).

Y ordanova w., (2002), domateslerde neyve nekrozuna neden olan CMV-NB irkinin
elektroforetik ve serolojik karakterizasyonunu gerceklestirmisler ve bu irkin diger
CMV irklarina oranla elektriksel alanda daha hizli oldugunu belirtmiderdir. Viral
dsRNA'’lara ait bantlari %1’lik agarose jelde, 5 mM EDTA iceren 0.075 M veronal
bufferda (pH;8.6) 150 volt akimda 2-2.5 saat 10 °C’ de fraksiyonlarina ayirmislar ve
jeli Blue R-250 ile boyamidardir.

Wilson ve Halliwell (1985), Texas'ta yaptiklari ¢alisma da ispanakta hiyar mozayik
virtsiinin neden oldugu hastaligi incelemisler ve bu hastaligin CMV’nin S irki ile
iliskili oldugunu saptamislardir. Bunu yaparken de elektron mikroskobu, ultrasantrifdj
yontemi, agarose jel elektroforez ve poliakrilamid jel elektroforez yontemlerini
kullanmidlardir. Viral RNA’lari, %1.4 agar jel elektroforezde fraksiyonlarina
ayirmislar ve molekill agirliklarini 1.22, 1.09, 0.77, 0.36 X 10° Dalton olarak
saptamislardir. Besinci RNA komponenti olan CARNA-5 ise teshis edilmemistir.
Molekil agirlik standardi olarak 3 marker kullanilmistir. Bunlar Tobacco mosaic
virus, Brome mosaic virus ve Lambda DNA Hind I11I’dir. Virtsin saflastirilmasi

McMaster ve Carmichael (1977) yontemine gore uygulanmistir.

CMV ve TMV ile infektelenmis bitkilerden izole edilen dsRNA'’larin ¢alismalarda
molekdl agirlik standardi olarak kullanildigini bazi aratiricilar tarafindan
bildirilmektedir (Vaverde vd., 1990; Watkins vd.,1990).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Calisma Bolgess Hakkinda Bilgi ve Domates Orneklerinin
Toplanmasi

Bu arastirma 2001-2003 vyillari arasinda Isparta ili merkez ve ilgelerinde
yarGtalmuostar. Sirveyler sirasinda Aksu, Atabey, Gonen, Gelendost, Keciborlu,
Senirkent, Sutculer, Egirdir, Sarkikaraagag ilceleri ile merkez kodylerden toplanan

domates 6rnekleri calismanin materyalini olusturmustur.

Bu sozU edilen ilgeler Isparta yoresinde domates yetigtiriciliginin yogun olarak
yapildigi yerlerdir. Yorede domates tarimi aile idetmeciligi seklinde veya genis
alanlarda yapilmaktadir.

Y apilan siirveyler sirasinda arastirma kapsamina giren dretim alanlarindan CMV
enfeksiyonu belirtisi gosteren 138 domates yaprak ornegi alinmistir. Ornek alma
isemi sirasinda sararma, yaprak kivrilmas, bodurlasma, yapraklarinda mozayik
seklinde renk acilmasi, yaprak simetrisinin bozulmasi, yapraklarinda incelme,

anormal ve kigik meyve olusumu simptomlari sergileyen bitkiler tercih edilmistir.

Her bitkiden alinan yaprak ornekleri ayri steril polietilen torbalara konulduktan sonra
iclerine gerekli bilgileri kapsayan etiketler yerlestiriimistir. Buz kutulari igerisinde
laboratuvara getirilen drnekler -20 *C deki derin dondurucuya konmustur. Bu érnekler
uygun test bitkilerine inokulasyon calismaari ile diger calismaarda kullanilmak

Uzere derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2. Test Bitkilerinin Yetistirilmesi

Cadismalarda kullanilan test bitkileri Cizelge 3.1.’de verilmistir. Test bitkilerinin
tohumlari Sileyman Demirel Universitesi, Ziraat Fakiiltes, Bitki Koruma
Bolumunden temin edilmistir. Y etistirme ortami olarak 2 kisim toprak, bir kisim kum,

bir kissim gubre karismi kullanilmistir. Kullanilan toprak ve saksilar Onceden
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otoklavda sterilize edilmistir. Kicik tohumlu olan bitkiler, iclerinde steril toprak
bulunan kaplara ekilerek cimlendirilmis ve 24 yaprakli déneme ulasinca yine steril
toprak bulunan 10 cm agiz ¢apli saksilara sasirtilmistir

Test bitkileri 18-20 °C sicaklik ile aydinlanma periyodu 16 saat/giin olarak ayarlanan
kabinlerde yetistirilmistir.

Cizelge 3.1. Hiyar Mozayik Virusinun lzole Edilmesinde ve Konukgularinin
Saptanmasinda Kullanilan Test Bitkileri

Turkce Adi Latince Adi Saglandigi Yer

Ak kazayagi Chenopodium amaranticolor S.D.U. Zir.Fak.
Ak kazayagi Chenopodium quinoa S.D.U. Zir. Fak.
Domates Lycopersicum esculentum S.D.U. Zir. Fak.
Hiyar Cucumis sativus S.D.U. Zir. Fak.
Seytan Elmasi Datura stramonium S.D.U. Zir. Fak.
Biber Capsicum annuum L. S.D.U. Zir. Fak.
TUtin Nicotiana glutinosa S.D.U. Zir. Fak.
Nicotiana rustica S.D.U. Zir. Fak.

Nicotiana tabacum L. S.D.U. Zir. Fak.

“Samsun NN” S.D.U. Zir. Fak.

“White Burley” S.D.U. Zir. Fak.

“Xanthii” S.D.U. Zir. Fak.

3.3. Test Bitkilerine Mekaniksel Inokulasyon Y ontemi

Sirvey calismalari sirasinda CMV enfeksiyonu belirtisi  sergileyen domates
yapraklari toplanmistir. Bu yapraklar mekanik inokulasyon calismalarinda
kullanilmistir. Domates bitkilerinin derin dondurucuda saklanan yapraklari %60.01’ lik
2-Merkaptoethanol igeren 0.01 M fosfat tampon ¢Ozeltis (pH; 7.2) igerisinde 1:1
(W/V) oraninda steril porselen havanda iyice ezilerek inokulum hazirlanmistir.

Homojenat iki katli tllbent bezinden stzilmustir. Inokulum karborandum tozu
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serpilmis olan test bitkilerinin yapraklarina tilbent bezi yardimi ile asilanmistir
(Smith, 1972).

Asilanan bitkilerin yapraklari hemen musluk suyu ile yikanarak, gelisecek
simptomlari izlemek (izere 18-20 “C’ deki bilyiitme kabinlerine konulmustur. Kontrol

olarak kullanilan bitkilere ise sadece musluk suyu uygulanmistir.

Calismada kullanilan test bitkilerinden hiyar bitkileri 2, digerleri 3-4 yaprakli
olduklari donemde inokule edilmistir. Her inokulasyondan Once ve sonra eller
sabunlu su ile yikanmistir. Bitkiler periyodik olarak izlenmis ve gelisen simptomlar
degerlendirilmistir. Toplanan Orneklerden yapilan mekaniksel inokulasyon testi
sonucu test bitkilerinden elde edilen belirtiler Descriptions of Plant Viruses isimli

tanilamaya yonelik yayin ile elde edilen literattrler yardimiyla degerlendirilmistir.

3.4. DAS-ELISA Testinin Uygulanmasi

Araziden toplanan 138 adet sUpheli yaprak Orneginin tamamina serolojik testler
uygulanmistir. Serolojik calismalarda Clark ve Adams, (1977)'nin 6nerdigi DAS-
ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

yontemi uygulanmistir.

ELISA testlerinde, Agdia Company (Elkhart, USA) adli firmadan saglanan kitler
kullanilmistir. Y apilan testlerde saglikli domates bitkilerinden elde edilen yapraklar
negatif kontrol olarak kullanilmistir. Kit igerisinde bulunanve CMV ile bulasik olan

ornekler pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
3.4.1. Bitki Orneklerinin Hazirlanmasi
Bitki ornekleri 1’ er gram olarak tartilmis ve steril porselen havan icerisinde yaklasik

5 ml gend ekstraksyon tampon sollsyonu ile ezilerek ependorf tlplerine ainmistir.
Etiketli bu drnekler kullanilincaya kadar buzdolabinda + 4 °C’de bekletilmistir.
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3.4.2. DAS-ELISA Yontemi

DAS-ELISA yontemi asagidaki sekilde uygulanmistir.

1. ELISA pleytinin kuyucuklari kaplama tamponu ile kapli oldugundan tekrar bir
kaplama yapilmamistir.

2. Genel ekstraksiyon tampon soltsyonunda ezilen ve bekletilen 6rnekler altalta
gelecek sekilde her cift cukura 100'er pl olarak konulmustur. + 4 °C'de tim
gece inkubasyona birakilmistir.

3. Inkubasyondan sonra yikama tamponu (PBS-Tween Buffer) ile tim cukurlar 3
kez yikanmistir. Yikama tamponu 3 dakika siireyle cukurlarda bekletiimistir.
Orneklerin birbirine karismamasi icin deyt hizli bir sekilde ters cevrilerek
bosaltiimis ve 8-10 katli kurutma kagidi Uzerine vurularak kurumasi
saglanmistir.

4. Konjugat buffer (ECI Buffer)1:5 ; konjugatlar (Alkaline phosphatase enzim
konjugat) ise 1:100 oraninda sulandirilarak hazirlanmis ve her bir ¢ukura 100
pl ilave edilerek 37 “C’ de ink ubasyona birakilmistir.

5. Inkubasyondan sonra yikama tamponu ile tim cukurlar 3 kez yikanmistir.
Yikama tamponu 3 dakika stireyle cukurlarda bekletilmis ve pleyt hizla ters
cevrilerek bosaltilmis ve 8-10 kurutma kagidi Uzerine vurularak kurumas

saglanmistir.

6. Substrat tamponu (P-nitrophenly phosphate) ile taze olarak hazirlanan
substrattan her bir cukura 100 pl konularak oda sicakliginda ink ubasyona
birakilmistir. Renk degisimine bagli olarak 30 ve 60 dakika sonra pleytler El
X 800 Universa Microplate Reader Bio-Tek Instruments, Inc.B-2610,
Wilrijk, Belgium optik okuyucusunda okumalar 405 nm dalga boyunda
yapilmistir.
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7. InkiUbasyon slresi sonunda reaksiyonu durdurmak icin her bir cukura 50 pl 3
M NaOH ilave edilmistir.

3.4.3. ELISA Testi Sonuglarinin Deger lendirilmesi

405 nm dalga boyunda okunan absorbans degerlerine gore saglikli kontrol
degerinin en az iki kati ve daha yukari okuma degeri veren érnekler pozitif olarak
kabul edilmistir (Cardin vd., 1984).

Antijenin antikora  Enmimle etiketli antikonn
Qe . . . . Zan renk ohunm
Pazgitif reaksivan " baflamman antijene baglanmas

Culoaronza antikor daves:

Bitki &zaxp lavesi  Enmimle etiketli Substrat ilave edildi
antikor lavess
Y Ly "I Y LY
Neguatif Reaksiyon Virits yoksa baglanma chymaz Renk ohpumm meydans

Sekil 3.1. DAS-ELISA yoénteminin sematik olarak gosterimi (Anonymous, 2000).

3.5. Nukleik Asit Izolasyonu ve Analizi Calismalari

3.5.1. Hiyar Mozayik Virusi’niin I zolasyonu ve Cogaltilmasi

Domates bitkisinden hiyar mozayik virisinun izolasyonu ve cogaltilmasinda,
Wilson ve Halliwell (1985), Yao (1988), Wang vd., (1988), Hobbs vd., (2000)
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sistemik konukcgu olarak Nicotiana tabacum “Xanthii” ve Capsicum annuum L.

bitkilerini 6nermiderdir.
3.5.2. Hiyar Mozayik Virusi’ne ait dsSRNA’nin Izolasyonu ve Analizi

Mekanik inokulasyonlar sonucunda sistemik enfeksiyon sergileyen Nicotiana
tabacum “Xanthii”, Nicotiana tabacum “ Samsun NN” ve Capsicum annuum L.
bitkileri virtsin c¢ogaltilmasi icin kullanilmistir. Daha sonra yapilan dsRNA
calismalarinda bu ¢ogaltim konukcularinin yapraklarindan yararlanilmistir. DSRNA
calismalarinda bu bitkilerin yapraklari inokulasyondan 12-14 gin sonra hasat
edilerek 7 ser gram olarak kullanilmistir. DSRNA analizi Morris ve Dodds (1979)
tarafindan Onerilen yontem modifiye edilerek asagidaki sekilde uygulanmistir.
Calismadakullanilan kimyasallar Cizelge 3.2." de verilmistir.

1. Enfekteli ve saglikli yaprak dokulari steril porselen havanlar igerisinde bir
gece -20 °C’ de bekletildikten sonra coziindiirilmeden siratle ezilerek 50

ml’lik steril santrifdy tUplerine aktarilmistir.

2. 5 ml ChloroformPentanol (25:1), 10 ml Fenol (Trise Doyurulmus), 1.5 ml
%10’'luk SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), 1 ml %2'lik Bentonit, 10 ml
1XSTE (0.1 M NaCl, 0.05 M Tris, 0.001 M EDTA, pH:6.9) tampon ¢ozeltisi
ilave edilerek 20 dakika stireyle vortekste ¢alkalanmis ve daha sonra 6rnekler
buz icerisinde 2-3 saat stireyle calkalayici Gizerinde bekletilmistir.

3. Homojenat 10.000 rpm'de +4 °C’ de 20 dakika siireyle santrifjj (B.Braun,
Biotek International) edildikten sonra en Ust fazdan pastor pipeti ile 10 ml
alinarak 50 ml’lik steril santrifdjj tUplerine aktarilmistir.

4. Her tipe %96'lik ethanolden 2.1 ml ilave edilerek karistirilmis ve 6rnekler
gece boyunca +4 °C’ de bekletilmistir.
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Sellloz kromotografis icin 30 ml’lik enjektorler alinarak taban kismi bir
kurutma kagidi ile kapatilmistir. 1.5 gr sellloz ve 20 ml %16 ethanol iceren

1XSTE tampon soltisyonu ilave edilerek kolonlar hazirlanmistir.

Her ornege 1'er gr sellloz ilave edilerek Karistirildiktan sonra ornekler

hazirlanan kolonlara dokulmist(r.

Her bir kolon 60 ml %16 ethanol iceren 1X STE ile yikanarak 6rneklerdeki
sSRNA ve DNA’lar uzaklastirilmistir.

Daha sonra kolonlara 6 ml ethanol icermeyen 1X STE ilave edilerek siizintl
50 ml’lik steril santrif()j tplerinde biriktirilmis ve 0.5 ml 3 M sodyum asetat
(pH:5.5) ile 20 ml %96'lik soguk ethanol ilave edilerek tiim gece — 20 °C’ de
dsRNA’nin ¢cokelmesi icin bekletilmistir.

Ornekler 10.000 rpm’ de 25 dakika santrifijj edilerek bu kez pellet ainmis ve
desikatorde kurutulmustur. 200 pl 1X TBE (0.089 M Tris-Borate, 0.089 M
Boric acid, 0.002 M EDTA) tampon ¢ozeltis ilave edilen pellet restispense

edildikten sonra ependorf tUplerine aktarilmistir.

Orneklere 30 pl sodyum asetat (pH: 5.5) ve 0.9 ml % 96'lik ethanol ilave
edilmistir.

dsRNA ornekleri elektroforetik analizleri yapilincaya kadar — 20 *C'de

muhafaza edilmistir.
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+BtOH (% 16)
5"0 STE
—— +E1OM
s I
Enfekteli bitki cokusu
— [Felloz — Seliioz
+
ZRMA
kiamatagrali
4 b
Lo, oo
Presipitasyan

/

Hotmojenizasyon

eleklrolores

Sekil 3.2. Enfekteli bitki dokusundan dsRNA izolasyonu ve saflastirilmasi (Kragjacic
ve Lorkovic, 1992).

3.5.3. dsRNA Analizi

Bitkilerde hastalik olusturan viriserin tanilanmasinda kullanilan yodntemlerden
biride viral nikleik asitlerin andlizidir. Bu calismada virtsin tanilanmasi amaciyla
yapilan ¢alismalarin son kismini dsRNA c¢alismalari olusturmustur. Nukleik asitlerin
bir elektrik go¢ ortaminda molekdl agirliklarina bagli olarak kendilerine 6zgl
fraksiyonlarina ayrilabilecegi gerceginden hareketle gerceklestirilen dsRNA analizi

calismalari bitki viriderinin tanilanmasi amaciyla uygulama olanagi bulmustur.

Orneklerden elde edilen viral dsRNA’lari analiz etmek icin %1.2 agar je
elektroforez (Maniatis vd., 1982) kullanilmistir.

1. — 20 °C'deki derin dondurucuda bekletilen 6rnekler 5000 rpm’'de oda
sicakliginda 20 dakika santrif(jj edilerek, pellet alinmistir. Pellet desikatorde

kurumaya birakilmistir. Kuruyan ornekler 20 pl distile su ile resiispense
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edildikten sonra 10 pl %60 Sukroz + 0.01 Bromophenol Blue ilave edilerek

3000 rpm’ de 1-2 saniye tutulmus ve dipte toplanma saglanmistir.

2. Orneklerin  elektroforetik analizi %1.2'lik agarose jel ortaminda
gerceklestirilmistir. Elektroforez calismalari 1X TBE (0.089 M Tris-Borate,
0.089 M Boric acid, 0.002 M EDTA) tampon soltisyonunda 100 V’da 3 saat
siireyle yapilmistir.

3. Jd, 1 X TBE tampon soltsyon igerisine 10 pl Ethidium bromide ilave
edilerek boyanmistir. Elde edilenvira dsRNA profilleri ultraviole

transilluminator (Uvi- Tec) yardimiyla fotograflanmistir.

Cizelge 3.2. dsRNA Analizinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

Tampon Cozeltiler

1 X STE Buffer
0.1 M NaCl
0.05M Tris
0.001 M EDTA

pH:6.9'a ayarlanmis ve hacim 1 It'ye tamamlanmistir

% 10 Sodium Dodecyle Sulfate (SDS)
SDS
Distilesu

Chlorofor m-Pentanol (25:1)
Chloroform
Pentanol

Fenol Cozeltis
0.2 M Tris

Bu kimyasal bir miktar suda ¢ozultr 200 ml’ye tamamlanir.
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Phenol
8-hydroxy-quinoline
pH:8

STE-Ethanol (% 16)
Ethanol (%96)
STE Buffer

1X TBE Buffer (Elektroforez Buffer)
Tris

Boric acid

EDTA

Hacim 1 It'ye tamamlanir.

pH:8

Sodyum Asetat (3 M)
Sodium acetat
Distile Su

% 60Sukroz + % 0.01 Bromophenol Blue (BPB)
Sukroz
Distile su

Bromophenol Blue
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Sirvey Sonuclari

Aragtirmanin yuritildigu Isparta ili merkez ve ilcelerinde yapilan siirveyler sirasinda
domates Uretilen alanlarda yer yer yogun, yer yer hafif siddette virls enfeksiyonu

gbzlenmistir.

Siddetli enfeksiyon gosteren aanlarda bitkilerde yapraklarda incelme, simetri
bozuklugu, mozayik, sararma, nekrotik lekeler, Kkivirciklasma ve bitkilerde
bodurlasma, gbvde de yassilasma belirtileri gorilmastir. Bu bitkiler Uzerindeki
meyvelerin sekilleri bozuk ve normae oranla kicik oldugu ve Uzerinde lekeler
bulundugu dikkati ¢ekmistir.

4.2. Inokulasyon Calismalarinin Sonuglari
Inokulasyondan bir siire sonra test bitkileri Gzerinde inokulasyon yapilan ve yeni
gelisen yapraklarda belirtiler ortaya cikmistir. Bu belirtiler degerlendirilmis ve

carpici simptomlarin fotograflari ¢ekilmistir

Mekanik inokulasyonlar sonucunda test bitkilerinde elde edilen belirtiler Cizelge 4.1

de verilmistir.
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Cizelge4.1. CMV'nin Test Bitkilerinde Olusturdugu Belirtiler

Test Bitkileri Belirtilerin Gortlme | o) 31 Belirtiler
Zamani

Chenopodium amaranticolor 5-7 giin NLL
Chenopodium quinoa 5-7 giin NLL
Lycopersicum esculentum 14 giin Yi, Mo
Cucumis sativus 13-15 giin Mo
Datura stramonium * *
Capsicum annuum L. 12-14 giin Yi, Mo, Def, Bo
Nicotiana glutinosa 12-14 giin Se, Def, NLL, Mo
Nicotiana rustica 13-15 giin Se, Def, Mo
Nicotiana tabacum L.

“Samsun NN” 7-10 giin Se, Mo, KLL

“White Burley” 12-14 giin Se, Def

“Xanthii” 12-14 giin Se, Def, Mo

NLL: Nekrotik Lokal Lezyon, KLL : Klorotik Loka Lezyon, Bo: Bodurlasma
Se :Sistemik enfeksiyon, M o : Mozayik, Def: Deformasyon, Yi: Y aprak incelmesi
* Bdlirti yok.

Nicotiana rustica

CMV ile bulask tatin bitkilerinde inokulasyondan 13-15 gin sonra sistemik
enfeksiyon belirtileri gozlenmistir. Y apraklarda mozayik ve deformasyonlar meydana
gelmistir (Sekil 4.1.).

Nicotiana glutinosa
Bitkilerin yeni gelisen yapraklarinda inokulasyonundan 12-14 giin sonra sistemik

enfeksiyon belirmistir. Yapraklarda sekil bozuklugu, nekrotik lokal lezyonlar ve
mozayik gozlenmistir (Sekil. 4.2.).
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Sekil 4.1. CMV belirtisi gosteren domates yaprak 6zsuyundan Nicotiana
rustica’ ya yapilan mekanik inokulasyondan 13 giin sonra gorulenbelirtiler.
A- Inokule edilen yaprak B- Kontrol bitkisinin yapragi

Sekil 4.2. CMV bdlirtisi gosteren domates yaprak 6zsuyundan Nicotiana
glutinosa’ ya yapilan mekanik inokulasyondan 12 giin sonra gorilen
belirtiler. A- Inokule edilen Bitki B- Kontrol Bitkisi
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Nicotiana tabacum “White Burley”

Inokulasyondan 12-14 gin sonra Nicotiana tabacum “White Burley” bitkisinin
yapraklari  Uzerinde sistemik enfeksiyonla birlikte yapraklarda  siddetli
deformasyonlar ortaya gikmistir (Sekil 4.3.).

A B

Sekil 4.3. CMV bdlirtis gosteren domates yaprak Ozsuyundan Nicotiana
tabacum*White Burley”de mekanik inokulasyondan 12 gin sonra gorilen
belirtiler. A- Inokule edilen yaprak B- Kontrol bitkisinin yapragi

Nicotiana tabacum “ Xanthii”

Inokulasyondan 12-14 gun sonra bitkinin yeni gelisen yapraklarinda sistemik
enfeksiyon, sekil bozukluklari, sararma ve mozayik gozlenmistir (Sekil 4.4., 4.5.).

Nicotiana tabacum “ Samsun NN”

Inokulasyondan bir hafta sonra Nicotiana tabacum “Samsun NN” bitkisinin
yapraklarinda ¢api 1-5 mm’'ye kadar genisleyen klorotik lokal lezyonlar olusmus ve
daha sonra mozayik biciminde carpici renklenmeler meydana gelmistir (Sekil 4.6.,
4.7.).
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A B

Sekil 4.4. CMV bdlirtisi gosteren domates yaprak 6zsuyundan Nicotiana
tabacum “ Xanthii” de mekanik inokulasyondan 12 giin sonra gorulen belirtiler.
A- Inokule edilen bitki B- Kontrol bitkisi

Sekil 4.5. CMV bdlirtisi gosteren domates yaprak 6zsuyundan Nicotiana
tabacum “Xanthii” de mekanik inokulasyondan 12 giin sonra gorulen belirtiler.
A- Inokule edilen bitki yapragi B- Kontrol bitkisinin yapragi
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A B

Sekil 4.6. CMV belirtis gosteren domates yaprak 6zsuyundan Nicotiana
tabacum “Samsun NN”de mekanik inokulasyondan 10 gin sonra gortlen
belirtiler. A- Inokule edilen bitki B- Kontrol bitkisi

Sekil 4.7 CMV belirtis gosteren domates yaprak Ozsuyundan Nicotiana
tabacum “Samsun NN"de mekanik inokulasyondan 10 gin sonra gorulen
belirtiler. A- Inokule edilen bitki yapragi B- Kontrol bitkisinin yapragi
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Capsicum annuum L.

CMV ile inokulasyondan 12-14 gin sonra biber bitkisinin yapraklarinda incelme
biciminde siddetli deformasyonve mozayik gelismistir. Ayrica bitkide bodurlasma da
gordlmustar (Sekil 4.8.,4.9.).

Sekil 4.8. CMV belirtisi gosteren domates yaprak Ozsuyundan Capsicum
annuum L.de mekanik inokulasyondan 12 gin sonra gorulen belirtiler. A
Inokule edilen bitki B- Kontrol bitkisi

3

A B

Sekil 4.9 CMV belirtis gosteren yaprak 6zsuyundan Capsicum annuum L.de
mekanik inokulasyondan 12 giin sonra gorulen belirtiler. A- Inokule edilen bitki
yapragi B- Kontrol bitkisinin yapragi




Hiyar bitkilerine yapilan inokulasyondan 15 giin sonra yaprak damarlarinda renk

acilmasi ile birlikte mozayik simptomlari meydana gelmistir (Sekil 4.10.).

Sekil 4.10. CMV belirtisi gosteren domates yaprak 6zsuyundan Cucumis
sativus a yapilan mekanik inokulasyondan 15 gin sonra gorilen mozayik
belirtileri

Chenopodium amaranticolor

Inokulasyondan 5 guin sonra bitkinin yapraklarinda belirgin sari nekrotik lokal
lezyonlar gordlmustir (Sekil 4.11.).

Chenopodium gquinoa

Inokulasyondan 7 giin sonra nekrotik lokal lezyonlar gordlmustir (Sekil 4.12.)



Sekil 4.11. CMV Dbelirtis gosteren domates yaprak 6zsuyundan
Chenopodium amaranticolor’a yapilan mekanik inokulasyondan 5 gin
sonra gorulen belirtiler. A- Inokule edilen bitki yapragi B- Kontrol bitkisinin
yapragi

Sekil 4.12. CMV belirtiss gosteren domates yaprak Ozsuyundan
Chenopodium quinoa’'ya yapilan mekanik inokulasyondan 7 giin sonra
gorulen belirtiler. A- Inokule edilen bitki yapragi B- Kontrol bitkisinin
yapragi



36

Lycopersicum esculentum

Inokulasyondan yaklasik 14 giin sonra domates bitkilerinde mozayik simptomlari ve
yeni olusan yapraklarda kiictilme, incelme ve sekil bozukluklari meydana gelmistir.
(Sekil 4.13.).

Sekil 4.13. CMV belirtis gosteren yaprak Ozsuyundan Lycopersicum
esculentum’a yapilan mekanik inokulasyondan 14 gin sonra gordlen
belirtiler

Datura stramonium bitkisinde ise yapilan mekanik inokulasyondan sonra bitkide

herhangi bir belirti gozlenmemistir.

4.3. ELISA Testi Sonuclari

Arastirma kapsamina giren domates Uretim alanlarinda hiyar mozayik virtisi belirtis
gosteren toplam 138 bitkiden érnek alinmis ve DAS-ELISA yontemine gore serol ojik
olarak test edilmislerdir (Cizelge 4.2). Ornek alinan yerler, siipheli 6rnek sayisi,
CMV’li 6rnek sayisi ve CMV’niin bulunma orani Cizelge 4.3’ de verilmistir.
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Cizelge 4.2'de orneklere uygulanan DAS-ELISA testleri sonucunda okunan
absorbans degerleri verilmistir. I. degerler reaksiyon durduktan 30 dakika sonra, Il.

degerler ise 60 dakika sonra okunan absorbans degerleridir.

Cizelge 4.2. DAS-ELISA Testlerinde Elde Edilen Absorbans Degerleri

Ornek AlinanYer Absorbans | Absorbans || Sonug

Isparta-Merkez
1 0.254 0.195 -
2 0.986 1.082
3 1.445 1.560
4 0.114 0.233 -
5 0.508 0.408 +

Caykoy
1 0.225 0.208 -
2 2.011 1.840 +
3 2141 2.387 +
4 2.001 1.700 +
5 1.487 1.349 +
6 1.992 2.050 +
7 2.241 2.051 +
8 2.165 2.889 +
9 2.922 2.651 +
10 2.761 2.505 +
11 1.907 1.936 +
12 0.225 0.206 -
13 1514 1.491 +
14 1.420 1.550 +
15 0.259 0.265 -
16 1.559 1.480 +
17 0.720 0.867 +
18 0.849 2.093 +
19 1.065 0.645 +
20 2.450 0.753 +
21 2.313 2.260 +
2 2.650 1.904 +
23 2.155 2.632 +
24 2.932 2.065 +
25 2.692 1.778 +
26 2.906 1.890 +
27 2.409 0.817 +
28 1.289 0.410 +
29 1.935 1.661 +
30 2.335 1.200 +
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31 2.293 0.852 +
Candir
1 0.183 0.252 -
2 0.419 0.439 -
3 0.436 0.599 +
4 1.033 0.661 +
5 0.367 0.424 -
6 0.513 0.448 +
7 0.285 0.370 -
8 0.601 0.416 +
9 0.255 0.312 -
10 0.331 0.290 -
11 2.305 2.328 +
12 0.232 0.344 -
13 0.131 0.134 -
Yesilyurt
1 0.157 0.316 -
2 1.274 1.430 +
3 0.150 0.227 -
4 0.453 0.462 -
5 0.438 0.273 -
6 0.219 0.343 -
7 0.498 0.240 -
8 0.327 0.264 -
9 0.285 0.275 -
10 0.508 0.235 +
11 0.260 0.223 -
12 0.117 0.341 -
13 0.096 0.251 -
14 0.093 0.114 -
15 0.193 0.701 +
16 0.262 0.131 -
17 0.352 0.141 -
18 0.112 0.113 -
Gonen
1 0.143 0.192 -
2 0.420 1.370 -
3 0.371 0.450 -
4 0.777 0.548 +
5 0.124 0.118 -
6 0.125 0.109 -
7 0.109 0.107 -
8 0.124 0.116 -
9 0.097 0.111 -
10 0.174 0.145 -
11 0.099 0.128 -
12 0.181 0.177 -
13 0.663 0.773 +
14 0.245 0.549 +
15 0.204 0.590 +
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16 0.167 0.765 +
17 1.050 1.024 +
18 1.115 0.507 +
19 0.181 0.193 -
20 0.188 0.244 -
21 0.102 0.106 -
2 0.117 0.341 -
23 0.197 0.178 -
Kegiborlu
1 0.138 0.122 -
2 0.854 0.949 +
3 0.352 0.141 -
4 0.296 0.309 -
5 0.483 0.510 +
6 0.204 0.155 -
Atabey
1 0.614 0.636 +
2 0.126 0.120 -
3 0.126 0.214 -
4 0.333 0.191 -
5 0.107 0.140 -
6 0.119 0.151 -
7 0.137 0.144 -
8 0.121 0.158 -
Senirkent
1 0.229 0.206 -
2 0.140 1.159 +
3 0.160 0.202 -
4 0.130 0.117 -
5 0.125 0.132 -
6 0.231 0.172 -
Sarkikaraagag
1 0.145 0.158 -
2 0.158 0.143 -
3 0.195 0.207 -
4 0.157 0.191 -
5 0.143 0.203 -
Gelendost
1 0.188 0.180 -
2 0.242 0.133 -
3 0.112 0.187 -
4 0.231 0.137 -
5 0.124 0.126 -
6 0.176 0.221 -
Egirdir
1 0.195 0.175 -
2 0.675 0.687 +
3 0.151 0.248 -
I slamk 8y
1 0.121 0.173 -




2 0.135 0.316
3 0.439 0.246

Biyiikgokceli
1 0.800 0.856 +
2 0.148 0.148
3 0.274 0.292

K ticiik gokceli
1 1.439 1.504 +
2 1.039 1.042 +
3 1.255 1513 +
4 0.180 0.191
5 0.236 0.199
6 0.146 0.326 -
7 0.493 0.757 +
8 1514 1.491 +

Negatif Kontrol-1: 0.225
Negatif Kontrol-2: 0.219

Cizelge 4.3. Igparta ilinde domates yetistirilen alanlardan alinan 6rneklerde DAS-

Pozitif Kontrol-1: 1.042
Pozitif Kontrol-2: 1.491

ELISA testi sonuglarina gore CMV' nin bulunma oranlari

Ornek Alinan CMV slpheli CMV ilebulasik | CMV’nin bulunma
Yer Ornek sayisi Ornek sayisi orani (%)

|sparta-Merkez 5 3 60
Caykoy 31 28 90.32
Candir 13 5 38.46
Y esilyurt 18 3 16.66
GoOnen 23 7 30.43
Kegiborlu 6 2 33.33
Atabey 8 1 12,5
Senirkent 6 1 16,6
Sarkikaraagag 5 0 0
Gelendost 6 0 0
Egirdir 3 1 33.33
| slamkdy 3 0 0
Buyukgokceli 3 1 33.33
KUgukgokeeli 8 5 62.5
Toplam 138 56 40.57
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Slrveyler sirasinda araziden toplanan 138 drnegin hepsine ELISA testi uygulanmistir.
Orneklerden 56 adedinin (% 40.57) CMV ile enfekteli oldugu belirlenmistir.
Cizelgeden gorllebildigi gibi yorede CMV enfeksiyonu en yogun olarak Caykdy,
Kucukgokeceli, Isparta-Merkez ve Candir'da bulunmaktadir. Bu bolgeleri Egirdir,
Kegiborlu, Gonen,Y esilyurt, Buyukgokceli ve Senirkent takip etmektedir. 1slamkdy,
Gelendost ve Sarkikaraagag'tan dinan oOrneklerde ise CMV  enfeksiyonu
saptanmamistir.

Sekil 4.14. I. ELISA pleytinde pozitif ve negatif reaksiyon veren drneklerde
meydana gelen renk degisimi.
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Sekil 4.15. 2. ELISA pleytinde farkli reaksiyon veren drneklerde meydana gelen
renk degisimi.

- o
-

Sekil 4.16. 3. ELISA pleytinde farkli reaksiyon veren drneklerde renk degisimi.

405 nm dalga boyunda okunan absorbans degerlerine gore saglikli kontrol degerinin
en az iki kati ve daha yukari okuma degeri veren Ornekler pozitif olarak kabul
edilmistir. Ayrica gbzlemsel olarakta degerlendirildiginde bu drneklerin bulundugu

gukurlarda sari renk olusumunun meydana geldigi gorUlmustur (Sekil 4.13.).



Calismalar sonucunda sari renkli olarak gozlemlenen cukurlarda bulunan érneklerde

CMYV enfeksiyonu (+) tir.

4.4. dsRNA |zolasyonu veAnalizi Sonuglari

Bu arastirmada CMV'nin muhafazas, cgogaltiimas ve izolasyonu igin mekanik
inokulasyon calismalarinda carpici sistemik enfeksiyon sergileyen Nicotiana tabacum
“ Xanthii”, Nicotiana tabacum “Samsun NN” ve Capsicum annuum L. bitkileri
kullanilmistir. Bu bitkilerin 12 giin sonra hasat edilen enfekteli geng yaprak dokulari
viral dsRNA izolasyonunda kullanilmistir. Calismalarda kontrol olarak musluk suyu
ile muamele edilmis bitki 6rnegi de yer amistir.

Purifikasyon calismalari sonucunda bitkisel dokulardan dde edilen CMV'ye ait virad
dsRNA’larin andizi icin % 1.2'lik agarose jel elektroforez kullanilmistir.100 V
akimda 2.5-3 saat slreyle yapilan elektroforetik ayrim slreci sonucunda Nicotiana
tabacum “ Xanthii”, Nicotiana tabacum “Samsun NN” ve Capsicum annuum L.
bitkilerinin yapraklarindan elde edilen 6rnege ait dsSRNA profilinin U¢ bant igerdigi
gbzlenmistir. Nicotiana tabacum “ Xanthii” ve Capsicum annuum L. érneklerinden
elde edilen dsRNA profilleri, Nicotiana tabacum “Samsun NN” den elde edilen
profilden daha belirgin olarak gozlenmistir. Kontrol olarak kullanilan Nicotiana

tabacum “ Xanthii” drneginden herhangi bir profil elde edilmemistir (Sekil 4.17.).



Sekil 4.17. CMV ile enfekteali a. Nicotiana tabacum “ Xanthii” b. Nicotiana tabacum
“ Samsun NN” c. Capsicum annuum L. d. Saglikli Nicotiana tabacum “ Xanthii”
test bitkilerinden izole edilen dsRNA’larin elektroforetik analizleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Y eryliziinde oldukca fazla Uretilen sebzelerden biri olan domatesin belirli oranlarda
verim duslrict hastaliklardan etkilendigi bilinen bir gercektir. Diger patojenik
domates hastaliklarinda oldugu gibi virls hastaliklari da domates Uretimini ve
verimini azaltmaktadir. Viral hastaliklarin kontrolinin gogunlukla gic ve imkansiz
olusu, etkili bir kimyasal preparatin bulunmamasi bu hastaliklarin énemini daha da
artirmaktadir.

Insan beslenmesinde 6nemli yeri olan domatesin verimini artirici kiltirel islemlerin
yanisira hastaliklarinin da kontrolii gereklidir. Ozellikle viriiserden kaynaklanan
zararin en at dizeye indirilebilmes icin oOncelikle yetistiriciligi yapilan kultir
bitkisinde virisin bulunup bulunmadiginin  tanilanmasi  gereklidir.  Virls
hastaliklarinin bulunusu ve zarari konukcu-virls- vektor iliskisine bagli olarak yildan

yila ve hatta mevsimden mevsime degisiklik gosterebilmektedir.

Bu noktadan hareketle calisma alanina giren Ispartaili ve il¢elerinde domates Uretilen
alanlarda surveyler yapilarak hiyar mozayik virisi belirtis gosteren bitkilerden
ornekler alinmistir. Bu drneklerde hiyar mozayik virtsinin varligi arastirilmistir. Bu
kapsamda yuritilen tanilama calismalari mekaniksel inokulasyon calismalari, DAS-
ELISA test calismalari ve virtise 6zgi dsRNA anaizi calismalari olarak t¢ yontemle
gerceklestirilmistir. Uygulanan yontemler birbirini desteklemis ve hiyar mozayik

virtstinin varligi ¢ yontemle de ortaya konmustir.

Domates bitkisine zarar veren vira hastaliklar arasinda hiyar mozayik virisi ilk
sirada yer almaktadir (Coohen ve Nitzany, 1966). Virls, Uretim alanlarinda esas
olarak yaprak bitleriyle non-persistent bicimde tasinir. Cok sayida yaprak biti cins ve
turd virtsi hizli bir sekilde alana bulastirir. Bu viriisle enfekteli bitkilerde genellikle
bodurlasma, ipliks yapraklilik, mozayik ve nekrozlasma gorilir (Brunt vd., 1996).

Arastirma kapsamina giren dretim adanlarinda yapilan sirveyler sirasinda,

yapraklarda sararma, kivrilma, simetri bozulmasi ile yaprak incelmesi, mozayik
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seklinde renk acilmalari, bitkilerde bodurlasma, anormal ve kiigik meyve olusumu
gozlenmistir. Bu belirtiler bitkilerde CMV enfeksiyonunu cagristirmis ve degisik
arastirmacilar tarafindan rapor edilen smptomlarla uyusma géstermistir (Gibbs ve
Harrison, 1970; Y organci, 1975; Brunt vd., 1996).

Genis bir konukgu gevresine sahip olan CMV mekanik inokulasyonla kolayca
tasinabilen bir virlGstir. Cesitli arastirmacilar virlisin  mekanik inokulasyonla
tasnmasinin kolayligini ve pratikligini bildirerek arastirmalarinda bu yontemi
kullanmidlardir (Gibbs ve Harrison, 1970; Tien vd., 1987; Hassan vd., 1993; Brunt
vd., 1996; Sikora, 1998; Roossinck, 2001).

Gibbs ve Harrison (1970), test bitkis olarak Cucumis sativus, Nicotiana glutinosa,
Lycopersicum esculentum L., Chenopodium amaranticolor, Chenopodium quinoa
bitkilerini kullanirken, Hassan vd., (1993), CMV’yi tanilama calismalarinda
Nicotiana tabacum “White burley”, Nicotiana tabacum “Samsun NN”, Nicotiana
glutinosa, Nicotiana rustica, Datura stramonium, Cucumis sativus, Chenopodium

amaranticolor ve Chenopodium quinoa bitkilerini kullanmislardir.

Bu calismada virlsin loka ve sistemik konukgularini belirlemek amaciyla
Chenopodium amaranticolor Chenopodium quinoa, Lycopersicum esculentum L.,
Cucumis sativus, Datura stramonium, Capsicum annuum, Nicotiana glutinosa,
Nicotiana rustica, Nicotiana tabacum “White burley”, Nicotiana tabacum “ Samsun
NN”, Nicotiana tabacum “Xanthii” bitkileri kullanilmistir. Viral enfekteli yaprak
dokusundan hazirlanan inokulumun virise duyarli hassas test bitkilerine yapilan
inokulasyonlari sonucunda ortaya cikan belirtiler degerlendirilmistir. Chenopodium
amaranticolor ve Chenopodium quinoa bitkileri lokal lezyon konukgulari, Nicotiana
glutinosa, Nicotiana rustica, Nicotiana tabacum “Samsun NN”, Nicotiana tabacum
“Xanthii”, Nicotiana tabacum “White Burley”, Capsicum annuum L. bitkileri ise

virtsiin sistemik konukculari olarak belirlenmistir.

Calisma sirasinda toplanan bitki Orneklerinden yapilan mekaniksel inokulasyon

testleri sonucunda kullanilan test bitkilerinde su belirtiler gbzlenmistir:
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Chenopodium amaranticolor ve Chenopodium quinoa bitkilerinin inokulasyon
yapilan yapraklari Uzerinde 57 gin sonra lokal nekrotik lezyonlar gelismistir. Bu
belirtiler CMV ile calismaar yapan arastirmacilarin bulgulari ile paraéellik
gostermektedir. Nitekim Gibbs ve Harrison (1970), Yorganci ve Erkan (1992),
Hassan vd., (1993), Guldir ve Yilmaz (1995), Brunt vd., (1996) ve Vizuete vd.,
(2002) Chenopodium amaranticolor ve Chenopodium quinoa bitkilerinin CMV’ nin

lokal lezyon konukculari oldugunu ifade etmektedir.

Hiyar mozayik virlsinin titin tdrlerinde genellikle sistemik enfeksiyona neden
oldugu ve ayrica bu turlerin virtsin muhafazasi ve purifikasyonu igin iyi bir kaynak
olusturdugu bildirilmektedir (Gibbs ve Harrison, 1970; Francki vd., 1979; Guldur ve
Yilmaz, 1995). Bu calismada test bitkisi olarak kullanilan tittn tirlerinden Nicotiana
tabacum “White burley”, Nicotiana tabacum “Samsun NN”, Nicotiana tabacum
“Xanthii”, Nicotiana glutinosa, Nicotiana rustica bitkileri de daha 6nce yapilan
calismalar dogrultusunda sistemik enfeksiyon sergilemistir. TUttn bitkilerinin yeni
gelisen genc yapraklarinda hafif-orta-siddetli sararma, mozayik ve yaprak
deformasyonlari gozlenmistir.

CMV ile inokule edilen domates bitkisinin yapraklarinda ortaya cikan belirgin
sararma ve incelmeler ile yaprak ayasindaki daramalarin virise enfekteli
domateslerde gorulen tipik belirtiler oldugu degisik arastiricilar tarafindan da
bildirilmistir ( Francki vd., 1979; Kaper ve Waterworth, 1981; Babadoost, 1988;
Hassan, 1995; Brunt vd., 1996; Nameth, 2002).

Mekaniksel inokulasyon calismalarinda CMV ile inokule edilen Cucumis sativus
bitkisinde yogun mozayik belirtileri gozlenmistir. Datura stramonium’da ise herhangi
bir simptom elde edilmemistir. Bu bitkilerle ilgili benzer sonuclar, Francki vd.,
(1979) ve Kaper ve Waterworth (1981) tarafindan da rapor edilmistir.

Capsicum annuum L. bitkisine yapilan mekaniksel inokulasyonlardan 12-14 gin

sonra bitkilerin yapraklarinda carpici deformasyon, incelme ve mozayik ile bitkide



bodurlasma ortaya cikmistir. Virtsle enfekteli biber bitkilerinde benzer belirtiler Y ao,
(1988), Hobbs vd., (2000) ve Sarma vd., (2001) tarafindan da elde edilmistir.

Sirveyler sirasinda toplanan domates drneklerinin, hassas test bitkilerine mekanik sel
inokulasyonlari sonucunda hiyar mozayik virtsl icin tipik belirtiler gozlenmistir. Bu
calismada inokulasyonlar sonucunda test bitkileri (zerinde gelisen simptomlar daha
onceki calismalarda, hiyar mozayik virlsinin test bitkileri Uzerinde sergiledigi
simptomlarla paraellik gostermistir (Guldur ve Yilmaz, 1995; Yorganci ve Erkan
1992). Ayrica elde edilen simptomlar bitki viriderinin tanilanmasina yonelik
“Descriptions of Plant Viruses' isimli kaynakta bildirilen sonuclarla benzerlik

gostermistir.

Isparta ili ve ilgelerinde CMV enfeksiyonu belirtisi gosteren orneklerden virlise
duyarli test bitkilerine yapilan mekaniksel inokulasyonlar sonucunda olusan bu
belirtilerin daha onceki calismalarda elde edilen bulgularla ortiismes virlsin CMV
olabilecegi kanaatini desteklemistir. Ancak mekanik inokulasyon testleri ile bazen
cestli nedenlere bagli olarak test bitkilerinde belirti elde edilemedigi bir gergektir.
Bu nedenle mekanik inokulasyon testinin tek basina kullaniminin yanilgiya neden
olabilecegi gbz 6ntine alinmali ve tanilama ¢alismalari daha duyarli test teknikleri ile
desteklenmelidir.

Virasin tanilanmasi amaciyla yapilan calismaarin 2. kismini serolojik testler
olusturmaktadir. Serolojik testler ile hedeflenen virlis yoninden elde edilen pozitif
reaksiyonlar bu virtsiin bitkide bulunduguna isaret etmektedir. Diger pek ¢ok viris
hastaliginda oldugu gibi CMV enfeksiyonunu ortaya cikarmada serolojik testlerden
DAS-ELISA yontemi arastiricilar tarafindan yaygin olarak kullanilmistir (Al-Musa ve
Mansour, 1983; Yorganci ve Erkan, 1992; Guldir ve Yilmaz, 1995; Bostan vd.,
2002). Bu galismada, toplanan slipheli 6rneklere uygulanan serologjik testler; Clark ve
Adams (1977)'in oOnerdigi DAS-ELISA testidir. DAS-ELISA testinin diger
yontemlere gore ¢ok daha duyarli, ekonomik ve guvenilir oldugu bildirilmistir (Clark
ve Adams, 1977; Clark, 1981; Lange vd., 1983).
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DAS-ELISA testi sonuclarinin  degerlendirilmesinde saglikli  Ornegin ki kati
absorbans degeri gosteren ornekler pozitif olarak kabul edilebilecegi icin (Clark,
1981; Cardin vd., 1984; Bitterlin vd., 1984) test sonuclarinda bu degerlendirme g6z
Onune alinmistir. Negatif 6rnegin gosterdigi absorbans degerinin iki katindan yiksek
absorbans degeri gosteren ornekler pozitif, digerleri ise negatif olarak kabul
edilmistir.

DAS-ELISA testi sonucunda Isparta ilinin domates yetistiriciligi agisindan onemli
yorelerinden toplanan 138 ¢rnekten 56 adedinin CMV ile enfekteli oldugu ortaya
konmustur. Enfeksiyonen yogun olarak Caykoy ©090.32), Kugukgokeeli (%62.5),
Isparta-Merkez (%60) ve Candir (%38.46)’ da saptanmistir. Bunu Kegiborlu, Egirdir,
GOnen, Y esilyurt, Blytkgokceli ve Senirkent yoreleri takip etmistir.

Mekaniksel inokulasyon calismalari ve ELISA testleri sonucunda CMV ile enfekteli
oldugu belirlenen Ornekler virisin molekiler dizeyde tanilama calismalarinda
kullanilmistir.

Hiyar mozayik virlsinin izolasyonu ve cogdtilmas icin farkli bitkiler
kullanilabilmektedir. Yao (1988), Nicotiana glutinosa ve Capsicum spp., Yyi Vvirlsin
izolasyonu ve cogaltilmasi bakimindan uygun bitkiler olarak ifade ederken Wang
vd., (1988), N. tabacum “Xanthii”, Nicotiana glutinosa ve Cucumis sativus bitkilerini,
Wilson ve Haliwell (1985) ise N. tabacum “Xanthii” bitkisini izolasyon ve gogaltim

konukcgusu olarak kullanmayi tercih etmistir.

Vira dsRNA izolasyonu icin bitki yapraklarinin uygun hasat donemi arastirmacilara
gore degismektedir. Rg vd., (2002), inokule edilen Nicotiana rustica yapraklarinda 4-
5 gin sonra virls konsantrasyonunun maksmum diizeyde oldugunu bildirirken
Morris ve Dodds (1979) dsRNA izolasyonu ve analizi igin en uygun hasat zamaninin
inokulasyondan 7-14 gin sonra oldugunu ifade etmektedir. Yilmaz ve Davis (1984)

ise en uygun zamanininokulasyondan 10-14 guin sonra oldugunu belirtmistir.
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Bu calismada dsRNA izolasyonu ve analizinde kullanmak Uzere yapraklar 12-14 gin
sonra hasat edilerek kullanilmistir.

Hiyar mozayik virusl ile calismalar yapan pek cok arastirici viral dsRNA’larin
analizi icin go¢ ortami olarak ya %1-1.5 agar jel (Wilson ve Halliwell, 1985; Rgj vd.,
2002; Yordanava vd., 2002) ya da %3-6' lik poliakrilamid jel (Korkmaz ve Cinar,
1998; Fisher ve Nameth, 2000) tercih etmidlerdir. Bu arastirmada Morris ve Dodds
(1979)'un onerdigi yontem kullanilarak CMV ile enfekteli drneklerden izole edilen
virah dsRNA’lar %1.2'lik agar jel ortaminda elektroforeze tabi tutularak

fraksiyonlarina ayrilmistir.

CMV’ye 6zgi dsRNA profili Nicotiana tabacum “Xanthii”, Nicotiana tabacum
“Samsun NN” ve Capsicum annuum L. Orneklerinden oldukga belirgin olarak
gbzlemlenirken saglikli Nicotiana tabacum “ Xanthii” bitkisinden herbangi bir bant
elde edilmemistir. Dodds vd., (1984a), virlslerin tanisinda dsRNA’nin énemini
vurgulayarak saglikli bitkilerin yuksek molekll agirlikli dsSRNA icermeyecegini ve
bir bitkiden elde edilen dSRNA’nin o bitkinin virts benzeri bir etmen veya bir RNA

virtsi ile enfekte oldugu gercegine dayandirmidardir.

CMV’'ye ait dsRNA'nin elektroforetik analizi calismalari sonucunda bazi
arastirmacilar 3 dsRNA profili elde ederken (Morris ve Dodds, 1979; Valverde vd.,
1994; Korkmaz ve Cinar,1998), diger bazi arastirmacilar ise (Wilson ve Halliwell,
1985; Honda vd., 1986; Wang vd., 1988; Sarma vd., 2001; Rg vd., 2002; Y ordanova
vd., 2002) bu virtsin profilinin RNA4 olarak isimlendirilen bir satellit RNA banti
icerdigini ifade etmiderdir.

Bu calismada ise virdh RNA1, RNA2 ve RNAS3 fraksiyonlari belirgin olarak elde
edilirken, RNA4 bandinin belirsiz oldugu saptanmistir. Calismada RNA4 bandinin
dustk molekil agirligi nedeniyle elektroforez sirasinda jelden uzaklastigi ya da elde
bulunan CMV irkinin RNA4 icermemes sebebiyle elde edilemedigi sdylenebilir.
Nitekim Morris ve Dodds, (1979), Valverde vd., (1994) ile Korkmaz ve Cinar (1998)
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tarafindan yapilan calismalarda da CMV’li Orneklerin elektroforetik andizi

sonucunda virtise 6zgu 3 RNA bantinin elde edildigi bildirilmistir.

Bu arastirmada, Isparta yoresindeki domates uretim alanlarinda hiyar mozayik
virisinun tanilama calismalari yUrittlmostir. Tanilama calismalarinda mekaniksel
inokulasyonlar ile test bitkilerinde ortaya cikan belirtiler degerlendirilmis, serolojik
testlerden DAS-ELISA uygulanmis ve virlsin nikleilk asit dizeyinde tanis
gerceklestirilmistir.
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