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ÖZET 

 

Bu çalisma, Isparta yöresindeki domates üretim alanlarinda bulunan viral 

enfeksiyonun belirlenmesi amaciyla 2001-2003 yillari arasinda yürütülmüstür. 

Üretim alanlarinda yapilan sürveyler sirasinda bitkilerde hiyar mozayik virüsünün 

tipik simptomlarinin gözlenmesi arastirmayi bu dogrultuda yönlendirmistir. 

 

Tanilama çalismalarinda mekanik inokulasyon, DAS-ELISA testleri ve dsRNA 

analizi yapilmistir. 

 

Sürveyler sirasinda toplanan yaprak örneklerinin, hassas test bitkilerine mekanik 

inokulasyonlari sonucunda hiyar mozayik virüsü için tipik belirtiler gözlenmistir. 

 

Viral enfeksiyon belirtisi gösteren bitkilerden alinan toplam 138 örnek DAS-ELISA 

yöntemine göre test edilmis ve bu örneklerden 56 adedinin CMV ile enfekteli oldugu 

saptanmistir. Alinan örneklerin % 40.57’sinde CMV enfeksiyonu bulunmustur. 

 

CMV’nin dsRNA izolasyonu ve analizi çalismalarinda, çarpici sistemik enfeksiyon 

sergileyen Nicotiana tabacum “Xanthii”, Nicotiana tabacum “Samsun NN” ve 

Capsicum annuum L. bitkilerinin inokulasyondan 12 gün sonra hasat edilen 7’ser gr 

enfekteli yaprak dokulari kullanilmistir. Virüse ait dsRNA’lar %1.2’lik agar jelde 

100 V.’da 2.5-3 saat süreyle elektroforetik ayrima tabi tutulduklarinda CMV’ye ait 

üç 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 görülmüstür 

   

Anahtar Kelimeler: Domates, Hiyar mozayik virüsü, ELISA, dsRNA Analizi. 
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ABSTRACT 

 

This study was conducted between 2001 and 2003 to determine viral 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 

identification of 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 

sensitive 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 

Analysis.    
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1. GIRIS 

 

Ülkemizin sahip oldugu farkli ekolojik kosullar, genis ve çesitli tarim kollarinin 

uygulanmasina olanak saglamaktadir. Her mevsimde bir çok sebzenin 

yetistirilebildigi ülkemiz dünya sebze üretiminde besinci sirada yer almaktadir 

(Seniz, 1992). 2001 yili istatistiklerine göre ülkemiz 800.000 hektar alan üzerinde 20 

milyon ton sebze üretilmektedir. Meyvesi yenen sebzeler içerisinde domates 

8.500.000 ton ile ilk sirada yer almaktadir. Ülkemizdeki toplam domates üretiminin 

yarisina yakinini sofralik domates, diger yarisini da sanayi tipi domates 

olusturmaktadir (Alan vd., 1992). 

 

Sebzeler içerdikleri zengin mineral maddeler ve vitaminler nedeniyle insan 

beslenmesinde büyük bir öneme sahiptir. Bu nedenle gerek dünyada gerekse 

ülkemizde, artan nüfusun denge li beslenebilmesini saglamak için daha kaliteli ve bol 

sebze üretiminin gerçeklestirilmesi gerekmektedir. 

 

Gerek taze olarak gerekse gida endüstrisinde islendikten sonra tüketilen domates 

ülkemizin hemen her yöresinde yetistirilmektedir. Özellikle Ege, Marmara ve 

Akdeniz bölgesinde yogun olarak üretimi yapilan domates Türkiye için ihracat 

açisindan da önemli bir  yere sahiptir.  

 

Isparta ili Akdeniz Bölgesi ile Iç Anadolu Bölgesi arasinda bir geçit zonunda 

bulunmasi ve her iki bölgenin de ekolojik kosullarini yansitmasi açisindan sebze 

yetistiriciliginde önemli bir konuma sahiptir. Isparta ilinde yillik sebze üretimi 

147.634 ton civarindadir. Bu miktarin 85.000 tonunu domates olusturmaktadir 

(Anonymous, 2001). 

 

Iklim kosullarinin ve toprak özelliginin uygun olusu ayrica sulama olanaklarinin 

uygunlugu nedeniyle yörede özellikle domates tarimi giderek yayginlasmaktadir. 

Özellikle Çandir ve Çayköy yöresinde agirlikli olarak domates üretiminin yapildigi 

görülmektedir. 
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Domates, Solanaceae familyasinin Lycopersicum cinsi içinde yer alan ve meyveleri 

yenen tek yillik bir kültür bitkisidir. Bu cins içinde çok sayida tür bulunmaktadir. 

Kültür domatesi olarak yetistirilen tür Lycopersicum esculentum Mill’ dur. 

 

Domatesin anavatani Orta ve Güney Amerika olup, kültür seklinde kullanimi Peru 

kiyilarinda baslamistir (Günay,  1992). Domates, orjini olan Peru, Bolivya ve 

Ekvator’dan 16. yüzyilda Avrupa’ya getirilerek yetistirilmeye baslanmistir. 

Anadolu’ya 150 yil önce getirilmis olup, günümüzde yaygin olarak yetistirilmekte ve  

sevilerek tüketilmektedir (Yazgan ve Fidan, 1996). Domates bugün beslenme 

programlarinda önemli yeri olan bir sebzedir. Domatesin 100 gr’inda 0.55 mg 

vitamin B6, 1700 IU vitamin A ve 0.10 mg vitamin B1 ile 21 mg vitamin C 

bulunmaktadir (Sevgican, 1999). 

 

 Domatesin yemeklerde çesni ve renk kaynagi, sofralarda salata, çerez ve garnitür 

olmasi yaninda salça, ketçap, domates suyu, tursu, reçel ve daha birçok sekilde bütün 

yil boyunca bol miktarlarda kullanilmasi, bu degerli sebzenin ziraatinin günden güne 

gelismesine yardim etmektedir (Bayraktar, 1970). Buna karsilik, ülkemizde 

domatesin ortalama verim degeri dünya ortalamalarinin oldukça gerisinde ve iklim 

özellikleri ülkemize benzeyen birçok ülkeye göre %20-40 oraninda daha azdir. Birim 

alandan alinan ürün miktarinin artirilmasinin yolu,  verimli, kaliteli çesit seçimi, 

dikim sekli, sulama, gübreleme gibi tarimsal islemlerin teknige uygun  olarak 

yapilmasinin yaninda, domates üretim alanlarinin yabanci ot, hastalik ve 

zararlilardan korunmasidir (Seniz, 1993). 

 

Domates yetistiriciliginin yapildigi bütün alanlarda fide döneminden hasata kadar 

geçen gelisme dönemlerinde 200’den fazla hastalik domates bitkisine zarar 

vermektedir (Chupp ve Sherf, 1960; Dixon, 1981; Berlinger, 1986; Watterson, 1986; 

Ganoo ve Saumtally, 1998;). 

 

 Tüm dünyada domatesi enfekte eden birçok fungal, bakteriyel ve viral  hastalik 

etmeni rapor edilmistir. Fungal ve bakteriyel patojenlerden en önde gelenleri; 

domates mildiyösü (Phytophthora infestans), erken yaniklik (Alternaria solani), 
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külleme (Leveillula taurica), antraknoz (Colletotrichum phomides), kursuni küf 

(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 

çürüklük (Erwinia carotovora)’dir  (Jones vd., 1997). 

 

Domates üretim alanlarinda görülen en önemli viral hastaliklar ise; Hiyar mozayik 

virüsü (Cucumber mosaic virus= CMV), domates mozayik virüsü (Tomato mosaic 

virus=ToMV), Patates X virüsü (Potato X virus), domates sari yaprak kivircikligi 

(Tomato yellow leaf curl=TYLCV), Domates lekeli solgunluk virüsü (Tomato 

spotted wilt virus=TSWV), domates halkali leke virüsü (Tomato ring spot 

virüs=TRSV)’dir (Coohen ve Nitzany, 1966; Berks, 1970; Ie, 1970;  Hollings ve 

Huttinga, 1976; Francki vd., 1979; Powel, 1984). Bu hastaliklar domates verimini ve 

kalitesini sinirlayici düzeyde zararli olabilmektedir. 

 

Domateste görülen hastaliklar içerisinde virüslerin neden oldugu hastaliklar, yol 

açtigi yogun zararlar ve mücadelesinde etkili bir kimyasal preparat bulunmayisi 

nedeniyle büyük öneme sahiptirler. Viral hastaliklar üretim materyali, mekanik yol 

ve vektör araciligi ile kolayca bulasabildigi için etkili bir mücadele 

yapilamamaktadir. Bu yüzden viral hastaliklardan kaynaklanan ürün kayiplari 

üretimi tehdit etmektedir. Son yillarda virüs hastaliklarinin verdigi ürün kayiplari 

bazi bölgelerde domates üretiminden tamamen vazgeçilmesine neden olmustur.   

Viral hastaliklar sonucunda domates üretim alanlarinda ortaya çikan ürün kayiplarini 

ülkemizde Yorganci (1975); %50 olarak ifade ederken, Filipinler’de Xuan vd., 

(1990); %45 olarak belirtmektedir. 

 

Domateslere zarar veren viral hastaliklar arasinda hiyar mozayik virüsü ilk siralarda 

yer almaktadir. Bu yüzyilin basinda Amerika Birlesik Devletleri’nde rapor edilen 

virüs günümüzde tüm kitalara yayilmis durumdadir. Hiyar mozayik virüsünün 

konukçu çevresi oldukça genistir. Etkiledigi bitkiler arasinda önemli endüstri 

bitkileri, sebzeler, tahillar, baklagiller, yem bitkileri, meyve agaçlari, yabanci otlar ve 

süs bitkileri bulunur. Bugüne kadar virüsün konukçusu olarak yaklasik 1000 adet 
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bitki türü saptanmistir (Sikora, 1998; Hobbs vd., 2000; Roossinck, 2001). Genel 

olarak CMV ile enfekteli bitkilerde hastalik orani arttikça verimde de bir azalma göze 

çarpar (Nameth, 2002). Zarar sadece verim düsmesi ile kalmaz ayni zamanda ürünün 

kalitesi de düser. Özellikle yaz ve sonbahar mevsimlerinde aktif olan virüs genç 

bitkileri etkiledigi için zarari çok olmaktadir.    

 

Tarimi yapilan tüm domates çesitleri hiyar mozayik virüsüne duyarlidir.  Virüsle 

bulasik bitkilerde yaprak ayasinin incelmesi, mozayik, kivrilma, damar açilmasi,  

bitkide cücelesme, çalilasma, meyvelerde çöküntü ile sekil bozukluklarinin ortaya 

çiktigi ve hastalikli meyvelerin ekonomik degerini kaybettigi belirtilmektedir.  

(Yorganci ve Erkan, 1991).  

 

Nüfusun giderek arttigi dünyamizda beslenmenin en önemli sorun oldugu bir 

gerçektir. Birim alandan daha fazla ürün almak, kaliteyi ve verimi yükseltmek 

amaciyla yapilan çalismalar; çevresel kosullarin düzenlenmesi, tarimsal faaliyetlerin 

uygun biçimde yapilmasi, bitkilerin ve ürünlerin hastalik ve zararlilardan 

korunmasini kapsar. Viral hastaliklarda korunma çalismalarinda öncelikle etmenin 

tanilanmasi gereklidir.  

 

Bitki hastaliklarinda herhangi bir virüsün tanisini yapabilmek için birden fazla tani 

yöntemi kullanilmasi önerilmektedir (Dodds vd., 1984a; Valverde vd., 1990; 

Matthews, 1991).  

 

Virüs hastaliklarinin tanisinda çesitli yöntemler kullanilmaktadir. Biyolojik 

indeksleme, hücresel yapiciklar, vektörle tasinma özelligi ya da kapasitesi, serolojik 

testler, partikül morfolojisi ve viral nükleik asitlerle yapilan çalismalar etmenlerin 

tanisinda kullanilmaktadir. Ancak her metodun kullanimi ve basarili olma sansi 

virüse ve konukçuya baglidir.  

 

Serolojik testler basit, pratik ve kisa zamanda sonuca ulasilmasi sebebiyle virüs 

teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica çok düsük virüs 

konsantrasyonlarinda ve belirti göstermeyen enfeksiyonlarin tesbitinde de 
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kullanilabilir. Bu testlerle pozitif ve negatif reaksiyonlar görsel olarak ayirt 

edilebilmektedir. Bununla birlikte eger bitki birden fazla virüsle enfekteli ise hedef 

alinmayan virüs tanimlanmayabilir (Clark ve Adams, 1977; Lange vd., 1983).  

 

Sadece indikatör bitki kullanilarak yapilan tani yöntemleri de güvenilir degildir. 

Çünkü bitkinin göstermis oldugu reaksiyon ve simptomlar; çevre kosullari, bitki 

çesiti ve virüs streynine göre degisiklik gösterebilmektedir. Virüs bazi konukçularda 

simptom vermeksizin bulunabildigi gibi etmenin zayif irklari test bitkilerinde kesin 

taninabilir belirtiler olusturamamaktadir. Dolayisiyla sadece simptomatolojik 

yöntemle etmen tam olarak saptanamamaktadir. Bunun yani sira bu yöntem uzun 

zamana ve kontrollü genis yerlere gereksinim duymaktadir (Valverde vd., 1990). 

 

 Virüs enfeksiyonlarinin saptanmasinda enfekteli bitkilerden dsRNA analizi ve 

izolasyonu yoluyla bir tani metodu gelistirilmistir. DsRNA yaklasimi; bir RNA 

virüsü ile ya da virüs benzeri etmenle enfekte olmamis bitkilerin ölçülebilir miktarda, 

yüksek molekül agirlikli dsRNA içermeyecegi esasina dayanir. Bu yaklasima göre 

eger bir bitkide dsRNA var ise bu bize bitkinin bir RNA virüsü veya virüs benzeri bir 

etmenle enfekte oldugunu gösterir. Ortaya çikarilan bu dsRNA lar da bir tek sarmal 

RNA virüsünün ya da çift sarmal RNA virüsünün replikatif formuna ait genomu 

olabilir ( Diaz-Ruiz ve Kaper, 1978; Morris ve Dodds 1979; Duran-Vila vd., 1986; 

Valverde vd., 1990). 

 

Arastirmacilar tarafindan, farkli türlerin dsRNA’larinin elde edilmesi viral 

enfeksiyonlar için ayrintili bir delil olarak yorumlanmistir. Çünkü her virüsün hatta 

her türün ya da izolatin dsRNA’sinin moleküler agirliklari birbirinden farklidir. 

Analiz edilen farkli virüs gruplarinin, molekül agirlik standartlari ile bagintisi 

incelenerek virüslerin teshisi yapilmaktadir. Molekül agirlik standardi olarak 

önceden molekül agirligi bilinen bir makromolekül kullanilmaktadir ( Diaz-Ruiz ve 

Kaper, 1978; Morris ve Dodds 1979; Duran-Vila vd., 1986; Valverde vd., 1990). 

 

Bu metod diger yöntemler ile kiyaslandiginda basit ve göreceli olarak ucuz olmasi, 

konukçuya bakilmaksizin dsRNA’larin elde edilmesi, sonuçlarin 1-2 gün gibi kisa 
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sürede alinmasi, karisik enfeksiyonlarin da tanisinda kullanilabilmesi ve hatta ayni 

virüsün farkli irklarinin bile belirlenebilmesi gibi birçok avantajlara sahiptir.  Bu 

yöntemle RNA virüslerinin enfekte ettigi bitkilerde olusan dsRNA’lar 

tanimlanabilmektedir (Rosner vd., 1983; Jordan ve Dodds, 1983; Valverde ve Dodds, 

1986). 

 

Bu arastirma, yöredeki domates üretim alanlarinda yogun bir sekilde gözlenen ve 

hiyar mozayik virüsü belirtileri sergileyen etmenin farkli yöntemlerle tanilanmasi 

amaciyla yürütülmüstür. Bitkilerin yapraklarinda mozayik, kabarciklar, kivrilma ve 

meyve döneminde görülen kahverengi lekelerin yani sira bitkilerin genellikle genç, 

büyüme ucuna yakin yapraklarinin siddetli mozayik ve ipliksi yaprak gelisimi 

sergilemesi ile bitkilerdeki bodurlasmanin hiyar mozayik virüsü enfeksiyonundan 

kaynaklanabilecegi düsünülmüstür. Arastirmaya bu gözlemler yön vermistir. Isparta 

yöresindeki domates üretim alanlarinda yetistirilen bitkilerde daha önce yapilan 

çalismalarda CMV ve TMV serolojik yöntemlerle belirlenmistir (Yardimci ve Çulal, 

2002). Ancak bu çalisma CMV’nin üç ayri tani yöntemi kullanilarak belirlendigi ilk 

çalismadir. Tanilanma çalismalarinda kullanilan ilk yöntem test bitkileri üzerinde 

gelisen simptomlarin degerlendirilmesidir. Süpheli bitkilere uygulanan serolojik 

testler (DAS-ELISA) çalismanin ikinci kismini olusturmustur. Tanilamada kullanilan 

üçüncü yöntem ise  viral etmene özgü dsRNA’nin moleküler düzeyde analiz 

edilmesidir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERI 

 

Bu bölümde, domateste yaygin olarak görülen ve en önemli viral hastaliklardan birisi 

olan hiyar mozayik virüsü ile ilgili yapilan çalismalar özet halinde verilmistir. 

 

Cucumber mosaic virus, ilk olarak 1916’da Amerika’da tanimlanmistir (Doolittle, 

1916). Daha sonra Afrika, Avrupa ve dünyanin diger yerlerinde rapor edilmistir 

(Price, 1934). 

 

Cucumber mosaic virus, Bromoviridae familyasi Cucumovirus genusuna dahil bir 

virüs olup 365 takim ve 85 familyaya giren en az 1000 bitki türünü infektelemektedir 

(Francki vd., 1979; Kaper ve Waterworth, 1981; Tien vd., 1987; Sikora, 1998; Hobbs 

vd., 2000; Roossinck, 2001). 

 

Virüs 28-30 nm çapinda ve ayni sedimentasyon oranina sahip olan 3 tip ikosahedral 

partikülden meydana gelmektedir (Francki vd., 1979; Brunt vd., 1996). CMV’nin 

partiküllerinin %18’i tek sarmalli RNA ve %82’si proteinden olusmaktadir. Viral 

genomun en büyük parçasi 3.389 kb, ikincisi 3.035 kb, üçüncü en büyük parçasi ise, 

2.197 kb olarak belirlenmistir (Paden ve Symons 1973; Lot vd., 1974; Brunt vd., 

1996; Roossinck, 2001). Virüsün protein mantosunu olusturmasinda rol oynayan 

RNA, RNAs 4 olarak isimlendirilir (Wang vd., 1988; Roossinck, 2001). 

 

Hiyar mozayik virüsü ile ilgili olan diger RNA türü ise Satellit RNA olarak 

isimlendirilen CARNA-5’dir (Kaper ve Waterworth, 1981; Martelli ve Quacquarelli, 

1988; Roossinck, 2001). 

 

Cillo vd., (2004), yaptiklari çalismada bazi konukçularda CMV satRNA variantlarinin 

CMV replikasyonunu, patojenitesini ve simptomlarini etkiledigini belirtmektedir. 

 

CMV, domates tariminin yapildigi hemen her yerde bulunmaktadir. Erken dönemde 

enfektelenen bitkiler çalilasmakta, sararmakta, cücelesmektedir.  
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Nameth (2002), Hiyar mozayik virüsünün yaygin simptomlarini hafif veya siddetli 

mozayik, yaprak bükülmesi ve sekil bozuklugu, çiçeklerde renk kirilmasi, bitkinin 

bodurlasarak sararmasi olarak ifade ederken, bazi arastiricilar virüsün domates 

bitkilerinde neden oldugu en belirgin simptomu yapraklarin ayakkabi bagi seklini 

almasi olarak ifade etmektedir (Babadoost, 1988; Hassan, 1995; Brunt vd., 1996). 

 

Hiyar mozayik virüsünün domateslerde meydana getirdigi bir simptom çesiti de 

CARNA-5 ile ilgili olarak bitkilerde görülen hizli nekrotik ölümlerdir (Kearney vd., 

1990; Jorda vd., 1992; Fisher ve Nameth, 2000). Bununla birlikte CARNA-5 

domateslerde nekrotik ölüm simptomu göstermeksizin yapraklarin beyazlasmasina da 

neden olabilmektedir (Sherf ve Macnab, 1986). 

 

CMV, 60’dan fazla yaprak biti türüyle non-persistent biçimde tasinmaktadir ve 

tasinma orani yaprak biti türüne ve konukçu bitki çesitine göre degismektedir (Dodds 

vd., 1984b; Palukaitis vd., 1992; Hassan vd., 1993; Brunt vd., 1996; Mercure, 1998). 

 

CMV’nin domates, biber, patlican, ispanak, hiyar, fasulye, patates, muz gibi 

konukçularnin yani sira krizantem, gladiyöl, çöl gülü, lale, petunya, zambak, 

sardunya, gibi süs bitkilerinde de önemli zararlari bulunmaktadir (Ferreira, 1992). 

 

Yorganci  (1975), Izmir ilinde domateslerde virüslerden  kaynaklanan hastalik 

derecesini ve bulunus oranlarini saptamak için tipik izolatlarin fiziksel, morfolojik ve 

serolojik özelliklerini tanimlamistir. Test bitkilerine mekaniksel inokulasyon sonucu, 

tütün mozayik virüsü, patates X virüsü ve hiyar mozayik virüsü için tipik belirtiler 

gözlemlemis ve serolojik testlerde bu virüslerin antiserumlari ile oldukça iyi 

reaksiyon verdigini tesbit etmistir. Arastirici bu virüslerin domateslerde meydana 

getirdikleri ürün kaybini  %50 olarak saptamistir. Ayrica elektron mikroskop 

çalismalarinda bu 3 virüse ait partikül sekil ve boyutlari da belirlenmistir. 

 

Al-Musa ve Mansour (1983)’un yaptiklari çalismada, domateslerde hastalik olusturan 

virüsler, test bitkileri, fiziksel özellikleri ve serolojik testler yaparak tanilanmistir. 

Çalismada domateslerde en yogun olarak sirasiyla domates sari yaprak kivirciklik 
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virüsü, tütün mozayik virüsü, hiyar mozayik virüsü ve Patates Y virüsü bulundugu 

belirlenmistir.  

 

Yorganci ve Erkan (1991) tarafindan, Ege ve Marmara bölgelerinde yürütülen  

sürveylerde, sanayi domatesi yetistirme alanlarinda bitkide mozayik belirtilerinin 

yanisira, alt yapraklarin yukari dogru kivrilmasi, alt yüzlerinde antosiyan olusumu, 

üst ve tepe yapraklarinda çarpici bir sari-yesil lekelenme, daralma ve deformasyonlar, 

meyvelerde nekrotik lekeler ve çogu kez bitkinin kismen veya tamamen ölümü gibi 

belirtiler olusturan bir virüs hastaligini yogun olarak gözlemlemistir. Bu hastaliga 

hiyar mozayik virüsünün bir irkinin neden oldugu mikropresipitasyon ve agar double 

difüzyon testleri sonucunda belirlenmistir. Mekaniksel inokulasyon çalismalari 

sirasinda, %0.2 sodyum sülfit içeren 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 tanilanmasi ile ilgili olarak test bitkileri ile 

yaptiklari çalismada, Cucumis sativus’ta yesil veya sari/yesil sistemik mozayige, N. 

tabacum’da lokal ve sistemik belirtilere, 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 çesitlerde lokal 

lekelere yol açtigini bildirmislerdir. 

   

Brunt vd., (1996); Vizuete vd., (2002), CMV tanisinda test bitkisi olarak 

Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Cucumis sativus, Vigna unguiculata, 

Lycopersicum esculentum, Nicotiana glutinosa, Nicotiana tabacum’u kullanmislardir. 

 

Hassan vd., (1993), Pakistan’in kuzeybati sinir bölgesinde, yetistirilen domateslerde 

görülen virüs hastaliklarini indirekt ELISA, double difüzyon testi ve test bitkileri 
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kullanarak saptamislardir. Arastiricilar CMV’nin N. tabacum “White Burley”, N. 

glutinosa, N. tabacum “Samsun NN”, Datura stramonium, Cucumis sativus ve 

Lycopersicum esculentum’da mozayik ve yaniklik, N. rustica, Chenopodium 

amaranticolor ve C. quinoa’da lokal klorotik lezyona neden oldugunu ifade 

etmislerdir. 

 

CMV mekaniksel inokulasyon yöntemiyle kolayca tasinabilen bir virüstür. 

Ekstraksiyon isleminde genellikle molaritesi 0.01 ile 0.05 arasinda ve pH’si 7 ile 8 

arasinda degisen Sodyum-Fosfat tampon çözeltisi kullanilmaktadir (Yilmaz ve Davis, 

1984; Kearney vd., 1990; Hassan, 1995; Yilmaz vd., 1995). 

 

Yilmaz ve Davis (1985), Akdeniz kiyi seridindeki sebze alanlarinda bulunan 

virüslerin teshisinde serolojik ve biyolojik yöntemler ile elektron mikroskobu 

kullanmislardir. Mekaniksel inokulasyon çalismalarinda, %0.2 mercaptoethanol 

içeren 0.002 M Fosfat tampon solüsyonunu kullanilmistir. 

 

Sanliurfa ilinde domateslerde zarar yapan domates mozayik virüsü (ToMV), hiyar 

mozayik virüsü (CMV) ve patates Y virüsü (PVY)’ nün varligini mekaniksel 

inokulasyon, immunodifüzyon ve DAS-ELISA testleri ile saptanmistir.Virüsün 

çogaltilmasi ve purifikasyonu için Cucurbita pepo L. bitkisini kullanilmistir (Güldür 

veYilmaz, 1995).  

 

Marmara, Ege ve Akdeniz kiyilarindaki seralarda üretimi yapilan sebzeler içinde 

%85 oraniyla ilk sirayi alan domates bitkisinde virüs hastaliklarinin hastalik orani 

%7.3, yayginlik orani ise %30.7-100 olarak belirlenmistir (Fidan, 1995). 

 

Faan vd., (1984), Çin’de domateslerde yapilan sürvey çalismalari sonunda üç virüs 

hastaligi bildirmis ve bunlarin meydana gelis oranlarini tespit etmislerdir. Arastiricilar 

223 adet mozayik belirtisi gösteren domates bitkisinin  %34.4’ünü hiyar mozayik 

virüsü, %12.6’sinin tütün mozayik virüsü ve % 13.9’unun da  tütün mozayik 

virüsünün domatese özellesmis irki ile bulasik oldugunu saptamislardir. 
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Lavina vd., (1994) tarafindan yapilan bir çalismada, Kuzeydogu Ispanya’da CMV’nin 

domates ve yabanci otlarda yüksek seviyede, TSWV (Tomato spotted wilt virus)’ün 

ise yabanci otlarda düsük seviyede bulundugunu belirtilmistir. 

 

Hassan vd., (1993), Pakistan’da domateste görülen  CMV’nin meyve agirliginda %15.38, 

meyve sayisinda %78.56, bitki boyunda %25.77 oraninda azalma meydana getirdigini 

ifade etmislerdir. 

 

Yorganci vd., (1994), yaptiklari çalismalar sonucunda sebze tohumlarinda domates 

bakteriyel leke hastaligi , domates bakteriyel solgunlugu, domates bakteriyel benek 

hastaliginin yani sira domates mozayik virüsü, tütün mozayik virüsü, hiyar mozayik 

virüsü  enfeksiyonlarini belirlemislerdir. 

 

Yilmaz ve Davis (1984), Akdeniz kiyisi boyunca yetistirilen bazi ürünlerden Density 

Gradient Santrifüj yöntemi ile elde ettikleri CMV, ZYMV ve TMV izolatlarinin 

ultraviolet absorbans spektrumlarinin 260 nm’de tipik nükleoprotein özelligi 

gösterdiklerini belirtmislerdir. 260/280 nm’deki absorbans oranlarinin CMV için 

1.74-1.79, ZYMV için 1.45, TMV için ise 1.02-1.24 oldugunu belirten arastiricilar 

elektron mikroskobik incelemeleri sonucunda CMV’nin izometrik, ZYMV’nin ipliksi 

çubuk ve TMV’nin düz çubuk seklinde olduklarini gözlemlemislerdir. 

 

Tohum üreten ve pazarlayan kuruluslardan alinan bezelye, biber, domates, fasulye, 

hiyar, kabak, kavun ve marul tohum örneklerinde tohum kaynakli virüsleri saptamak 

için DAS-ELISA yöntemi kullanilmis ve kavun tohum örneklerinin %31.25’inin 

CMV ile bulasik oldugunu saptamistir (Gümüs vd., 2001). 

 

Bostan vd., (2002), Erzurum ve Artvin illerinde 2000-2001 yillari arasinda domates 

ve hiyar seralarinda virüs hastaliklarinin belirlenmesi ile ilgili yaptiklari çalisma da 

CMV’nin sadece hiyarlarda %4.3 oraninda bulundugunu bildirmislerdir. 

 

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

simptomlari, fiziksel özellikleri, yabanci ot konukçulari ve tasinma seklini incelemis 
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ve bu virüsün vektörlerle özellikle yaprak bitleri ile kolayca tasinabildigini 

belirtmistir. 

 

Macaristan’da domateslerde tütün mozayik virüsü, hiyar mozayik virüsü ve patates Y 

virüslerini ELISA yöntemi ve test bitkilerine mekaniksel inokulasyon çalismalari ile 

tanilanmistir (Tobias ve Andrasfalvy, 1985). 

 

Jin vd., (1990), Çin’in Zhejiang bölgesinde 1984-1985 yillari arasinda yaptiklari 

sürveyde domates varyetelerinde görülen virüs hastaliklarinin tütün mozayik virüsü 

(TMV), hiyar mozayik virüsü (CMV) oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar survey 

alanlarinda TMV’nin oranini %50 ve CMV’nin oranini ise %58 olarak saptamislardir. 

 

Kyriakopoulou vd., (1992), domateslerde hiyar mozayik virüsünün domateslerde 

bodurlasmaya neden oldugunu, etmenin patates Y virüsü ile karisik enfeksiyonlarinda 

ise meyvelerde sertlesme meydana geldigini ifade etmislerdir. 

 

“CMI/AAB Description Plant Viruses” isimli bitki virüslerinin tanilanmasina yönelik 

kaynakta hiyar mozayik virüsünün çogaltilmasi ve muhafazasi için N. glutinosa ve N. 

tabacum “Xanthii” nin uygun bitkiler oldugu, N. tabacum, N. clevelandii ve Cucurbita 

pepo’nun purifikasyon için iyi kaynaklar oldugu ifade edilmektedir. Hiyar mozayik 

virüsünün izolasyonu, çogaltilmasi ve saflastirilmasi ile ilgili çalismalarda arasticilar 

asagidaki bitkileri tercih etmislerdir:  

 

Kuwite ve Purcifull, (1982),  Vigna unguiculata L  

Yilmaz ve Davis, (1984), Cucurbita pepo  

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

Sharma vd., (1984), Nicotiana rustica ve N. glutinosa  

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

Özgöz (1994), N. glutinosa  

Adkins vd., (2003), Chenopodium quinoa  

Fisher ve Nameth, (2000), N. rustica, Nicotiana tabacum “Glurk”, N. tabacum 

“Turk”, N. tabacum “Samsun NN”  
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Yordanova vd., (2002), Nicotiana tabacum “Nevrocop 1146” ve tobacco cv. HT, ,  

Yao, (1988), N. glutinosa ve Capsicum spp.  

Raj vd., (2002), Nicotiana rustica  

Wang vd., (1988), N. tabacum “Xanthii” , N. glutinosa, Lycopersicum esculentum cv. 

Fujuku, Cucumis sativus cv. Suyo  

 Hobbs vd.,  (2000), Capsicum annuum L.  

 Morris ve Dodds, (1979), Nicotiana tabacum  

Wilson ve Halliwell, (1985),  N. tabacum “Xanthii”bitkileri kullanilmistir. 

 

Gonsalves vd., (1982), Agar double difüzyon testiyle domates bitkilerinde beyaz 

yaprakliliga neden olan hiyar mozayik virüsünün saptanmasinda %0.75 iyon agar ve 

%0.1 oraninda NaN3 içeren 0.1 M sodyum fosfat (pH; 7)  tampon çözeltisini 

kullanmislardir. 

 

Tomlinson vd., (1973), hiyar mozayik virüsünün W irkinin agar double difüzyon 

testiyle saptanmasinda en iyi presipitasyon hattinin %0.75 iyon agar, 5mM EDTA ve 

%0.02 sodyum asit içeren ve 0.05 M K2HPO4 tampon çözeltisi (pH;7-8) ile 

hazirlanan ortamdan elde edildigini bildirmislerdir. 

 

Francki vd., (1979), CMV’nin serolojik tanisinda kullanilan agar jel difüzyon 

testinde, genellikle düsük molariteli tampon solüsyonlarinin ve suyun kullanildigini 

belirtmislerdir. 

 

Virüs ve funguslarla infekteli bitkilerden dsRNA analizi ve izolasyonu pek çok 

arastirici tarafindan kullanilmistir( Diaz-Ruiz ve Kaper, 1978; Morris ve Dodds 1979; 

Duran-Vila vd., 1986).Yalnizca RNA virüsleri ile infekteli bitkiler tarafindan 

olusturulan dsRNA’lari tanilamak için kullanilmaktadir. Birçok bitki virüsü tek iplikli  

(single-stranded=ss) veya çift iplikli (double-stranded=ds) RNA’lardan olusan 

genlere sahiptir. Ilaveten bitkilerde patojen olan birçok fungus içinde dsRNA’ya 

sahip birçok virüs ve virüs benzeri yapilarin bulundugu bilinmektedir. DsRNA analizi 

yönteminin gelistirilmesiyle birlikte irklarin farkliliklari, irklar içinde bulunan 

izolatlarin karsilastirilmasi ve bunlarin ortaya çikisinda etkili olan etmenlerin 
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belirlenmesine yönelik birçok çalisma yapilmistir (Morris ve Dodds, 1979; Dodds 

vd., 1984a; Tooley vd., 1989; Bar-Joseph vd., 1989; Newhouse ve McDonald., 1990; 

Krajacic ve Saric, 1993) . 

 

Morris ve Dodds (1979), adli arastiricilar, günümüzde kullanilan dsRNA analiz 

yönteminin temeli sayilan yöntemi gelistirerek az miktarda örnek kullanimiyla (1-10 

g) hizli ve etkin izolasyon ve dsRNA analiz yöntemini gelistirmislerdir.  

 

Bu yöntemin kullanilmaya baslamasiyla birlikte, arazide daha önce biyolojik 

indeksleme veya diger metodlarla pozitif olarak test edilen ve seralarda bulunan 

örneklerden yapilan dsRNA analiz sonuçlari hiz kazanmistir. 

 

Bu yöntem sonucunda elde edilen viral nükleik asitlerin tanimlanmasi ve ana lizi en 

basit sekilde jel elektroforez yöntemi ile gerçeklestirilir. Elektroforez teknigi ile 

RNA’larin basarili bir sekilde ayrimi 1960’li yillarin ortalarinda basarilmis ve 

günümüzde rutin olarak kullanilmaktadir (Gierson, 1982). 

 

Elektroforez terimi genellikle elektrik yüklü bir alan etkisi altinda, belirli bir solüsyon 

içinde küçük iyonlarin ve yüklü makromoleküllerin hareket ettirilmesini ifade eder 

(Gierson, 1982). DsRNA’larin elektroforezinde genellikle %6’lik poliakrilamid jel 

veya %1-1.5 agarose jel kullanilabilir (Maniatis vd., 1982; Valverde vd., 1990; 

Korkmaz, 1999).   

 

Elektroforez islemi ile ayrimi yapilan nükleik asitler, ethidium bromide ile veya 

gümüs nitrat (AgNO3) ile boyanarak nükleik asitlerin gözle görünür hale gelmesi 

saglanir (Blum vd., 1987; Valverde vd., 1990; Korkmaz, 1999). 

 

Klasik tani yöntemleri ile kiyaslandiginda basit ve göreceli olarak ucuz olmasi, 

konukçuya ya da virüs RNA’sina bakilmaksizin dsRNA’nin elde edilmesi, sonuçlarin 

1-2 gün gibi kisa sürede alinmasi, karisik infeksiyonlarin tanisinda kullanilabilmesi 

ve hatta ayni virüsün farkli streynlerinin bile belirlenebilmesi gibi birçok avantajlara 

sahip olan bu yöntemin kuskusuz bazi dezavantajlari da vardir. Bu yöntemle sadece 
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RNA virüsleri tanimlanabilir. Ayrica diger viral gruplarin viral RNA’larinin sayisina 

ve miktarina ait bilgiler gereklidir. Luteovirüsler ve birçok potyvirüs çok miktarda 

dsRNA üretmezler ve bu durum onlarin bu yöntemle tanisini imkansiz kilmaktadir. 

Bazi durumlarda arazi örneklerinin düsük miktarda dsRNA’lara sahip oldugu ve bu 

gibi örneklerin seralarda duyarli bitkiler üzerinde çogaltilmasi gerektigi 

belirtilmektedir (Rosner vd., 1983; Jordan ve Dodds, 1983; Valverde ve Dodds, 

1986). 

 

Wang vd., (1988), %5 poliakrilamid jel elektroforezde hiyar mozayik virüsüne ait 4 

RNA bantini elde ederek molekül agirligini saptamislardir. 

 

Korkmaz ve Çinar (1998), %6’lik poliakrilamid jel elektroforez yardimiyla CMV’ye 

özgü viral dsRNA’lari elde ederek molekül agirliklarini; 2.3, 2.0, 1.4 ve 0.7 X 106 

olarak belirlemislerdir. Valverde vd., (1994) ise %1.2’lik agarose jelde RNA 1, RNA 

2 ve RNA 3’ ü saptamislardir. 

 

Honda vd., (1986), CMV ile enfekte olmus biber yapraklarindan viral dsRNA’yi izole 

ederek, %5 agarose içeren %2’lik akrilamid jelde elektroforetik analizini 

gerçeklestirmis ve dsRNA profilinin 4 bant içerdigini saptamislardir. 

 

Güney Hindistan’da kara biberlerde cücelik hastaligina neden olan hiyar mozayik 

virüsünü kara biberde çogaltmis ve viral dsRNA Diaz-Ruiz ve Kaper (1978)’in 

önerdigi yöntemle izole edip, dsRNA örneklerini agar jel elektroforezde TBE tampon 

solüsyonunda 60 volt akimda 2 saat süreyle fraksiyonlarina ayirmislardir. Jeli 

ethidium bromide ile boyanmistir ( Sarma vd., 2001). 

 

Fisher ve Nameth (2000), ABD’de yaptiklari çalisma da Ajuga reptans L. isimli süs 

bitkisinde CMV’nin satRNA’sini dsRNA analizi ile belirlemislerdir. Örnekleri %5 ve   

%10 poliakrilamid jelde fraksiyonlarina ayirmislar ve bantlari ethidium bromide ile 

boyamislardir.  
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Bir süs bitkisi olan gladiollerle ilgili yapilan çalismada viral dsRNA izole edilerek 

%1.2 agar jel elektroforezde TBE tampon solüsyonunda fraksiyonlarina ayrilmistir. 

CMV’ye ait 4 RNA bandinin molekül agirliklarini 3.2, 3, 2.1 ve 1 kb olarak 

belirlenmistir (Raj vd., 2002). 

 

Yordanova vd., (2002), domateslerde meyve nekrozuna neden olan CMV-NB irkinin 

elektroforetik ve serolojik karakterizasyonunu gerçeklestirmisler ve bu irkin diger 

CMV irklarina oranla elektriksel alanda daha hizli oldugunu belirtmislerdir. Viral 

dsRNA’lara ait bantlari %1’lik agarose jelde, 5 mM EDTA içeren 0.075 M veronal 

bufferda (pH;8.6)  150 volt akimda 2-2.5 saat 10 ºC’de fraksiyonlarina ayirmislar ve 

jeli Blue R-250 ile boyamislardir. 

 

Wilson ve Halliwell (1985), Texas’ta yaptiklari çalisma da ispanakta hiyar mozayik 

virüsünün neden oldugu hastaligi incelemisler ve bu hastaligin CMV’nin S irki ile 

iliskili oldugunu saptamislardir. Bunu yaparken de elektron mikroskobu, ultrasantrifüj 

yöntemi, agarose jel elektroforez ve poliakrilamid jel elektroforez yöntemlerini 

kullanmislardir. Viral RNA’lari, %1.4 agar jel elektroforezde fraksiyonlarina 

ayirmislar ve molekül agirliklarini 1.22, 1.09, 0.77, 0.36 X 106 Dalton olarak 

saptamislardir. Besinci RNA komponenti olan CARNA-5 ise teshis edilmemistir. 

Molekül agirlik standardi olarak 3 marker kullanilmistir. Bunlar Tobacco mosaic 

virus, Brome mosaic virus ve Lambda DNA Hind III’dür. Virüsün saflastirilmasi 

McMaster ve Carmichael (1977) yöntemine göre uygulanmistir. 

 

 CMV ve TMV ile infektelenmis bitkilerden izole edilen dsRNA’larin çalismalarda 

molekül agirlik standardi olarak kullanildigini bazi arastiricilar tarafindan 

bildirilmektedir (Valverde vd., 1990; Watkins vd.,1990). 
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3.  MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1. Çalisma Bölgesi Hakkinda Bilgi ve Domates Örneklerinin 

Toplanmasi 

 

Bu arastirma 2001-2003 yillari arasinda Isparta ili merkez ve ilçelerinde 

yürütülmüstür. Sürveyler sirasinda Aksu, Atabey, Gönen, Gelendost, Keçiborlu, 

Senirkent, Sütçüler, Egirdir, Sarkikaraagaç ilçeleri ile merkez köylerden toplanan 

domates örnekleri çalismanin materyalini olusturmustur. 

 

Bu sözü edilen ilçeler Isparta yöresinde domates yetistiriciliginin yogun olarak 

yapildigi yerlerdir. Yörede domates tarimi aile isletmeciligi seklinde veya genis 

alanlarda yapilmaktadir. 

 

Yapilan sürveyler sirasinda arastirma kapsamina giren üretim alanlarindan CMV 

enfeksiyonu belirtisi gösteren 138 domates yaprak örnegi alinmistir. Örnek alma 

islemi sirasinda sararma, yaprak kivrilmasi, bodurlasma, yapraklarinda mozayik 

seklinde renk açilmasi, yaprak simetrisinin bozulmasi, yapraklarinda incelme, 

anormal ve küçük meyve olusumu simptomlari sergileyen bitkiler tercih edilmistir. 

 

Her bitkiden alinan yaprak örnekleri ayri steril polietilen torbalara konulduktan sonra 

içlerine gerekli bilgileri kapsayan etiketler yerlestirilmistir. Buz kutulari içerisinde 

laboratuvara getirilen örnekler -20 ?C deki derin dondurucuya konmustur. Bu örnekler 

uygun test bitkilerine inokulasyon çalismalari ile diger çalismalarda kullanilmak 

üzere derin dondurucuda muhafaza edilmistir.  

 

3.2. Test Bitkilerinin Yetistirilmesi 

 

Çalismalarda kullanilan test bitkileri  Çizelge 3.1.’de verilmistir. Test bitkilerinin 

tohumlari Süleyman Demirel Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Bitki Koruma 

Bölümünden temin edilmistir. Yetistirme ortami olarak 2 kisim toprak, bir kisim kum, 

bir kisim gübre karisimi kullanilmistir. Kullanilan toprak ve saksilar önceden 
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otoklavda sterilize edilmistir. Küçük tohumlu olan bitkiler, içlerinde steril toprak 

bulunan kaplara ekilerek çimlendirilmis ve 2-4 yaprakli döneme ulasinca yine steril 

toprak bulunan 10 cm agiz çapli saksilara sasirtilmistir 

.   

Test bitkileri 18-20 ?C sicaklik ile aydinlanma periyodu 16 saat/gün olarak ayarlanan 

kabinlerde yetistirilmistir. 

 

Çizelge 3.1. Hiyar Mozayik Virüsünün Izole Edilmesinde ve Konukçularinin 
Saptanmasinda Kullanilan Test Bitkileri 
 

Türkçe Adi                           Latince Adi                         Saglandigi Yer 

Ak kazayagi                Chenopodium amaranticolor            S.D.Ü. Zir.Fak. 

Ak kazayagi                Chenopodium quinoa                        S.D.Ü. Zir. Fak. 

Domates                      Lycopersicum esculentum                 S.D.Ü. Zir. Fak. 

Hiyar                           Cucumis sativus                                S.D.Ü. Zir. Fak. 

Seytan Elmasi             Datura stramonium                           S.D.Ü. Zir. Fak. 

Biber                           Capsicum annuum L.                         S.D.Ü. Zir. Fak. 

Tütün                           Nicotiana glutinosa                           S.D.Ü. Zir. Fak. 

                                    Nicotiana rustica                               S.D.Ü. Zir. Fak. 

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

                                        “Samsun NN”                                S.D.Ü. Zir. Fak. 

                                       “White Burley”                               S.D.Ü. Zir. Fak. 

                                            “Xanthii”                                    S.D.Ü. Zir. Fak. 

 

 

3.3. Test Bitkilerine  Mekaniksel  Inokulasyon Yöntemi 

 

Sürvey çalismalari sirasinda CMV enfeksiyonu belirtisi sergileyen domates 

yapraklari toplanmistir. Bu yapraklar mekanik inokulasyon çalismalarinda 

kullanilmistir. Domates bitkilerinin derin dondurucuda saklanan yapraklari %0.01’lik 

2-Merkaptoethanol içeren 0.01 M fosfat tampon çözeltisi (pH; 7.2) içerisinde 1:1 

(W/V) oraninda steril porselen havanda iyice ezilerek inokulum hazirlanmistir. 

Homojenat iki katli tülbent bezinden süzülmüstür. Inokulum karborandum tozu 



 19 

serpilmis olan test bitkilerinin yapraklarina tülbent bezi yardimi ile  asilanmistir 

(Smith, 1972). 

 

Asilanan bitkilerin yapraklari hemen musluk suyu ile yikanarak, gelisecek 

simptomlari izlemek üzere 18-20 ?C’deki büyütme kabinlerine konulmustur. Kontrol 

olarak kullanilan bitkilere ise sadece musluk suyu uygulanmistir. 

 

Çalismada kullanilan test bitkilerinden hiyar bitkileri 2, digerleri 3-4 yaprakli 

olduklari dönemde inokule edilmistir. Her inokulasyondan önce ve sonra eller 

sabunlu su ile yikanmistir. Bitkiler periyodik olarak izlenmis ve  gelisen simptomlar 

degerlendirilmistir. Toplanan örneklerden yapilan mekaniksel inokulasyon testi 

sonucu test bitkilerinden elde edilen belirtiler Descriptions of Plant Viruses isimli 

tanilamaya yönelik yayin ile elde edilen literatürler yardimiyla degerlendirilmistir.  

   

3.4. DAS-ELISA Testinin Uygulanmasi 

 

Araziden toplanan 138 adet süpheli yaprak örneginin tamamina serolojik testler 

uygulanmistir. Serolojik çalismalarda Clark ve Adams, (1977)’nin önerdigi DAS-

ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 

yöntemi uygulanmistir. 

 

ELISA testlerinde, Agdia Company (Elkhart, USA) adli firmadan saglanan kitler 

kullanilmistir. Yapilan testlerde saglikli domates bitkilerinden elde edilen yapraklar 

negatif kontrol olarak kullanilmistir. Kit içerisinde bulunan ve CMV ile bulasik olan 

örnekler pozitif kontrol olarak kullanilmistir. 

 

3.4.1. Bitki Örneklerinin Hazirlanmasi 

 

Bitki örnekleri 1’er gram olarak tartilmis ve steril porselen havan içerisinde  yaklasik 

5 ml genel ekstraksiyon tampon solüsyonu ile ezilerek ependorf tüplerine alinmistir. 

Etiketli bu örnekler kullanilincaya kadar buzdolabinda + 4 ?C’de  bekletilmistir. 
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3.4.2. DAS-ELISA Yöntemi 

 

DAS-ELISA yöntemi asagidaki sekilde uygulanmistir. 

 

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

kaplama yapilmamistir. 

 

2. Genel ekstraksiyon tampon solüsyonunda ezilen ve bekletilen örnekler altalta 

gelecek sekilde her çift çukura 100’er µl olarak konulmustur. + 4 ?C’de  tüm 

gece inkubasyona birakilmistir. 

 

3. Inkubasyondan sonra yikama tamponu (PBS-Tween Buffer) ile tüm çukurlar 3 

kez yikanmistir. Yikama tamponu 3 dakika süreyle çukurlarda bekletilmistir. 

Örneklerin birbirine karismamasi için pleyt hizli bir sekilde ters çevrilerek 

bosaltilmis ve 8-10 katli kurutma kagidi üzerine vurularak kurumasi 

saglanmistir. 

 

4. Konjugat buffer (ECI Buffer)1:5 ; konjugatlar (Alkaline phosphatase enzim 

konjugat) ise 1:100 oraninda sulandirilarak hazirlanmis ve her bir çukura 100 

µl ilave edilerek 37 ?C’de inkubasyona birakilmistir. 

 

5.  Inkubasyondan sonra yikama tamponu ile tüm çukurlar 3 kez yikanmistir. 

Yikama tamponu 3 dakika süreyle çukurlarda bekletilmis ve pleyt hizla ters 

çevrilerek bosaltilmis ve 8-10 kurutma kagidi üzerine vurularak kurumasi 

saglanmistir. 

 

6. Substrat tamponu (P-nitrophenly phosphate) ile taze olarak hazirlanan 

substrattan her bir çukura 100 µl konularak oda sicakliginda inkubasyona 

birakilmistir. Renk degisimine bagli olarak 30 ve 60 dakika sonra pleytler El 

X 800 Universal Microplate Reader Bio-Tek Instruments, Inc.B-2610, 

Wilrijk, Belgium optik okuyucusunda okumalar  405 nm dalga boyunda 

yapilmistir. 
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7. Inkübasyon süresi sonunda reaksiyonu durdurmak için her bir çukura 50 µl 3 

M NaOH ilave edilmistir. 

 

3.4.3. ELISA Testi Sonuçlarinin Degerlendirilmesi 

 

405 nm dalga boyunda okunan absorbans degerlerine göre saglikli kontrol 

degerinin en az iki kati ve daha yukari okuma degeri veren örnekler pozitif olarak 

kabul edilmistir (Cardin vd., 1984).  

 

 

 

 

Sekil 3.1. DAS-ELISA yönteminin sematik olarak gösterimi (Anonymous, 2000). 

 
 
3.5. Nükleik Asit Izolasyonu ve Analizi Çalismalari 

 

3.5.1. Hiyar Mozayik Virüsü’nün Izolasyonu ve Çogaltilmasi 

 

 Domates bitkisinden hiyar mozayik virüsünün izolasyonu ve çogaltilmasinda, 

Wilson ve Halliwell (1985), Yao (1988), Wang vd., (1988), Hobbs vd., (2000) 
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sistemik konukçu olarak Nicotiana tabacum “Xanthii” ve Capsicum annuum L. 

bitkilerini önermislerdir.  

 

3.5.2. Hiyar Mozayik Virüsü’ne ait dsRNA’nin Izolasyonu ve Analizi 

 

Mekanik inokulasyonlar sonucunda sistemik enfeksiyon sergileyen Nicotiana 

tabacum “Xanthii”, Nicotiana tabacum “Samsun NN” ve Capsicum annuum L. 

bitkileri virüsün çogaltilmasi için kullanilmistir. Daha sonra yapilan dsRNA 

çalismalarinda bu çogaltim konukçularinin yapraklarindan yararlanilmistir. DsRNA 

çalismalarinda bu bitkilerin yapraklari inokulasyondan 12-14 gün sonra hasat 

edilerek 7’ser gram olarak kullanilmistir. DsRNA analizi Morris ve Dodds (1979) 

tarafindan önerilen yöntem modifiye edilerek asagidaki sekilde uygulanmistir. 

Çalismada kullanilan kimyasallar Çizelge 3.2.’ de verilmistir. 

 

1. Enfekteli ve saglikli yaprak dokulari steril porselen havanlar içerisinde bir 

gece -20 ?C’ de bekletildikten sonra çözündürülmeden süratle ezilerek 50 

ml’lik steril santrifüj tüplerine aktarilmistir. 

 

2. 5 ml Chloroform-Pentanol (25:1), 10 ml Fenol (Trisle 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 çözeltisi 

ilave edilerek 20 dakika süreyle vortekste çalkalanmis ve daha sonra örnekler 

buz içerisinde 2-3 saat süreyle çalkalayici üzerinde bekletilmistir. 

 

3. Homojenat 10.000 rpm’de +4 ?C’ de 20 dakika süreyle santrifüj (B.Braun, 

Biotek International) edildikten sonra en üst fazdan pastör pipeti ile 10 ml 

alinarak 50 ml’lik steril santrifüj tüplerine aktarilmistir. 

 

4. Her tüpe %96’lik ethanolden 2.1 ml ilave edilerek karistirilmis ve örnekler 

gece boyunca +4 ?C’ de bekletilmistir. 
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5. Selüloz kromotografisi için 30 ml’lik enjektörler alinarak taban kismi bir 

kurutma kagidi ile kapatilmistir. 1.5 gr selüloz ve 20 ml %16 ethanol içeren 

1XSTE tampon solüsyonu ilave edilerek kolonlar hazirlanmistir. 

 

6. Her örnege 1’er gr selüloz ilave edilerek karistirildiktan sonra örnekler 

hazirlanan kolonlara dökülmüstür. 

 

7. Her bir kolon 60 ml %16 ethanol içeren 1X STE ile yikanarak örneklerdeki 

ssRNA ve DNA’lar uzaklastirilmistir. 

 

8. Daha sonra kolonlara 6 ml ethanol içermeyen 1X STE ilave edilerek süzüntü  

50 ml’lik steril santrifüj tüplerinde biriktirilmis ve 0.5 ml 3 M sodyum asetat 

(pH:5.5) ile 20 ml %96’lik soguk ethanol ilave edilerek tüm gece – 20 ?C’ de 

dsRNA’nin çökelmesi için bekle tilmistir. 

 

9. Örnekler 10.000 rpm’de 25 dakika santrifüj edilerek bu kez pellet alinmis ve 

desikatörde kurutulmustur. 200 µl 1X TBE (0.089 M Tris-Borate, 0.089 M 

Boric acid, 0.002 M EDTA) tampon çözeltisi ilave edilen pellet resüspense 

edildikten sonra ependorf tüplerine aktarilmistir. 

 

10. Örneklere 30 µl sodyum asetat (pH: 5.5) ve 0.9 ml % 96’lik ethanol ilave 

edilmistir. 

 

11. dsRNA örnekleri elektroforetik analizleri yapilincaya kadar  – 20 ?C’de 

muhafaza edilmistir. 
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Sekil 3.2. Enfekteli bitki dokusundan dsRNA izolasyonu ve saflastirilmasi (Krajacic 
ve Lorkovic, 1992).   

 
3.5.3. dsRNA Analizi 

 

Bitkilerde hastalik olusturan virüslerin tanilanmasinda kullanilan yöntemlerden 

biride viral nükleik asitlerin analizidir. Bu çalismada virüsün tanilanmasi amaciyla 

yapilan çalismalarin son kismini dsRNA çalismalari olusturmustur. Nükleik asitlerin 

bir elektrik göç ortaminda molekül agirliklarina bagli olarak kendilerine özgü 

fraksiyonlarina ayrilabilecegi gerçeginden hareketle gerçeklestirilen dsRNA analizi 

çalismalari bitki virüslerinin tanilanmasi amaciyla uygulama olanagi bulmustur. 

 

Örneklerden elde edilen viral dsRNA’lari analiz etmek için %1.2 agar jel 

elektroforez (Maniatis vd., 1982) kullanilmistir. 

 

1. – 20 ?C’deki derin dondurucuda bekletilen örnekler 5000 rpm’de oda 

sicakliginda 20 dakika santrifüj edilerek, pellet alinmistir. Pellet  desikatörde 

kurumaya birakilmistir. Kuruyan örnekler 20 µl distile su ile resüspense 
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edildikten sonra 10 µl %60 Sukroz + 0.01 Bromophenol Blue ilave edilerek 

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

 

2. Örneklerin elektroforetik analizi %1.2’lik agarose jel ortaminda 

gerçeklestirilmistir. Elektroforez çalismalari 1X TBE (0.089 M Tris-Borate, 

0.089 M Boric acid, 0.002 M EDTA) tampon solüsyonunda 100 V’da 3 saat 

süreyle yapilmistir. 

 

3. Jel, 1 X TBE tampon solüsyon içerisine 10 µl Ethidium bromide ilave 

edilerek boyanmistir. Elde edilenviral dsRNA profilleri ultraviole 

transilluminatör (Uvi-Tec) yardimiyla fotograflanmistir. 

  

Çizelge 3.2. dsRNA Analizinde Kullanilan Tampon Çözeltiler  
 

Tampon Çözeltiler 

    

1 X STE Buffer 

   0.1 M NaCl             

   0.05 M Tris  

   0.001 M EDTA            

pH:6.9’a ayarlanmis ve hacim 1 lt’ye tamamlanmistir 

 

% 10 Sodium Dodecyle Sulfate (SDS)  

SDS                 

Distile su              

                  

Chloroform-Pentanol (25:1) 

Chloroform               

Pentanol                

 

Fenol Çözeltisi 

0.2 M Tris             

Bu kimyasal bir miktar suda çözülür 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 lt’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. Sürvey Sonuçlari 

 

Arastirmanin yürütüldügü Isparta ili merkez ve ilçelerinde yapilan sürveyler sirasinda 

domates üretilen alanlarda yer yer yogun, yer yer hafif siddette virüs enfeksiyonu 

gözlenmistir.  

 

Siddetli enfeksiyon gösteren alanlarda bitkilerde yapraklarda incelme, simetri 

bozuklugu, mozayik, sararma, nekrotik lekeler, kivirciklasma ve bitkilerde 

bodurlasma, gövde de yassilasma belirtileri görülmüstür. Bu bitkiler üzerindeki 

meyvelerin sekilleri bozuk ve normale oranla küçük oldugu ve üzerinde lekeler 

bulundugu dikkati çekmistir. 

 

4.2. Inokulasyon Çalismalarinin Sonuçlari 

 

Inokulasyondan bir süre sonra test bitkileri üzerinde inokulasyon yapilan ve yeni 

gelisen yapraklarda belirtiler ortaya çikmistir. Bu belirtiler degerlendirilmis ve 

çarpici simptomlarin fotograflari çekilmistir  

 

Mekanik inokulasyonlar sonucunda test bitkilerinde elde edilen belirtiler Çizelge 4.1’ 

de verilmistir. 
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Çizelge 4.1. CMV’nin Test Bitkilerinde Olusturdugu Belirtiler 
 

         Test Bitkileri                                Belirtilerin Görülme          
Zamani 

Olusan Belirtiler 

Chenopodium amaranticolor         5-7 gün NLL 

Chenopodium quinoa                      5-7 gün NLL 

Lycopersicum esculentum                 14 gün Yi, Mo 

Cucumis sativus                                13-15 gün Mo 

Datura stramonium                           * * 

Capsicum annuum L.                         12-14 gün Yi, Mo, Def, Bo 

Nicotiana glutinosa 12-14 gün Se, Def, NLL, Mo 

Nicotiana rustica                              13-15 gün Se, Def, Mo 

Nicotiana tabacum L.                            

    “Samsun NN”                                7-10 gün Se, Mo, KLL 

   “White Burley”                               12-14 gün Se, Def 

       “Xanthii”                                   12-14 gün Se, Def, Mo 
 
NLL: Nekrotik Lokal Lezyon, KLL: Klorotik Lokal Lezyon, Bo: Bodurlasma 
Se :Sistemik enfeksiyon, Mo : Mozayik, Def: Deformasyon, Yi: Yaprak incelmesi 
* Belirti yok. 
 

Nicotiana rustica  

 

CMV ile bulasik tütün bitkilerinde inokulasyondan 13-15 gün sonra sistemik 

enfeksiyon belirtileri gözlenmistir. Yapraklarda mozayik ve deformasyonlar meydana 

gelmistir (Sekil 4.1.). 

 

Nicotiana glutinosa  

 

Bitkilerin yeni gelisen yapraklarinda inokulasyonundan 12-14 gün sonra sistemik 

enfeksiyon belirmistir. Yapraklarda sekil bozuklugu, nekrotik lokal lezyonlar ve 

mozayik gözlenmistir (Sekil. 4.2.). 
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                                                A                                         B          

                          

                 Sekil 4.1. CMV belirtisi gösteren domates yaprak özsuyundan Nicotiana 
rustica’ya yapilan mekanik inokulasyondan 13 gün sonra görülen belirtiler. 
A- Inokule edilen yaprak   B- Kontrol bitkisinin yapragi 

 

 

                                        A                                                 B 

 

Sekil 4.2. CMV belirtisi gösteren domates yaprak özsuyundan Nicotiana 
glutinosa’ya yapilan mekanik inokulasyondan 12 gün sonra görülen 

                belirtiler. A- Inokule edilen Bitki   B- Kontrol Bitkisi 
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Nicotiana tabacum “White Burley” 

 

Inokulasyondan 12-14 gün sonra Nicotiana tabacum “White Burley” bitkisinin 

yapraklari üzerinde sistemik enfeksiyonla birlikte yapraklarda siddetli 

deformasyonlar ortaya çikmistir (Sekil 4.3.). 

 

                                               A                                   B 

        

Sekil 4.3. CMV belirtisi gösteren domates yaprak özsuyundan Nicotiana 
tabacum“White Burley”de  mekanik inokulasyondan 12 gün sonra görülen 
belirtiler. A- Inokule edilen yaprak  B- Kontrol bitkisinin yapragi 

 

Nicotiana tabacum “Xanthii” 

 

Inokulasyondan 12-14 gün sonra bitkinin yeni gelisen yapraklarinda sistemik 

enfeksiyon, sekil bozukluklari, sararma ve mozayik gözlenmistir (Sekil 4.4., 4.5.).  

 

Nicotiana tabacum “Samsun NN” 

 

Inokulasyondan bir hafta sonra Nicotiana tabacum “Samsun NN” bitkisinin 

yapraklarinda çapi 1-5 mm’ye kadar genisleyen klorotik lokal lezyonlar olusmus ve 

daha sonra mozayik biçiminde çarpici renklenmeler meydana gelmistir (Sekil 4.6., 

4.7.).  
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A                                               B 

 
Sekil 4.4. CMV belirtisi gösteren  domates yaprak özsuyundan Nicotiana 
tabacum “Xanthii”de mekanik inokulasyondan 12 gün sonra görülen belirtiler. 
 A- Inokule edilen bitki  B- Kontrol bitkisi 

 

 

                                           A                                    B 

 

        Sekil 4.5. CMV belirtisi gösteren  domates yaprak özsuyundan Nicotiana 
tabacum “Xanthii”de mekanik inokulasyondan 12 gün sonra görülen belirtiler. 

          A- Inokule edilen bitki yapragi  B- Kontrol bitkisinin yapragi 



 32 

                                   A                                            B 

 

Sekil 4.6. CMV belirtisi gösteren domates yaprak özsuyundan Nicotiana 
tabacum “Samsun NN”de mekanik inokulasyondan 10 gün sonra görülen 
belirtiler. A- Inokule edilen bitki B- Kontrol bitkisi 

 

                                          A                                        B 

 

Sekil 4.7 CMV belirtisi gösteren  domates yaprak özsuyundan Nicotiana 
tabacum “Samsun NN”de mekanik inokulasyondan 10 gün sonra görülen 
belirtiler. A- Inokule edilen bitki yapragi B- Kontrol bitkisinin yapragi 
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Capsicum annuum L. 

 

CMV ile inokulasyondan 12-14 gün sonra biber bitkisinin yapraklarinda incelme 

biçiminde siddetli deformasyon ve mozayik gelismistir. Ayrica bitkide bodurlasma da 

görülmüstür (Sekil 4.8., 4.9.).   

                                      A                                          B 

 

Sekil 4.8. CMV belirtisi gösteren domates yaprak özsuyundan Capsicum 
annuum L.de mekanik inokulasyondan 12 gün sonra görülen belirtiler. A- 
Inokule edilen bitki B- Kontrol bitkisi 

 

                                                  A                                          B 

Sekil 4.9 CMV belirtisi gösteren yaprak özsuyundan Capsicum annuum L.de 
mekanik inokulasyondan 12 gün sonra görülen belirtiler. A- Inokule edilen bitki 
yapragi B- Kontrol bitkisinin yapragi 
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 Hiyar bitkilerine yapilan inokulasyondan 15 gün sonra yaprak damarlarinda renk 

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

 

 

            
           Sekil 4.10. CMV belirtisi gösteren domates yaprak özsuyundan Cucumis 

sativus’a yapilan mekanik inokulasyondan 15 gün sonra görülen mozayik 
belirtileri 

 

Chenopodium amaranticolor 

 

Inokulasyondan 5 gün sonra bitkinin yapraklarinda belirgin sari nekrotik lokal 

lezyonlar görülmüstür (Sekil 4.11.). 

 

Chenopodium quinoa 

 

Inokulasyondan 7 gün sonra nekrotik lokal lezyonlar görülmüstür (Sekil 4.12.) 
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                                                A                                   B 

 

Sekil 4.11. CMV belirtisi gösteren domates yaprak özsuyundan 
Chenopodium amaranticolor’a  yapilan mekanik inokulasyondan 5 gün 
sonra görülen belirtiler. A- Inokule edilen bitki yapragi B- Kontrol bitkisinin 
yapragi 
 

                            A                                                  B 

 

Sekil 4.12. CMV belirtisi gösteren domates yaprak özsuyundan 
Chenopodium quinoa’ya yapilan mekanik inokulasyondan 7 gün sonra 
görülen belirtiler. A- Inokule edilen bitki yapragi B- Kontrol bitkisinin 
yapragi 
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Lycopersicum esculentum 

 

Inokulasyondan yaklasik 14 gün sonra domates bitkilerinde mozayik simptomlari ve 

yeni olusan yapraklarda küçülme, incelme ve sekil bozukluklari meydana gelmistir. 

(Sekil 4.13.). 

 

                  Sekil 4.13. CMV belirtisi gösteren yaprak özsuyundan Lycopersicum 
esculentum’a yapilan mekanik inokulasyondan 14 gün sonra görülen 
belirtiler 

 
 

Datura stramonium bitkisinde ise yapilan mekanik inokulasyondan sonra bitkide 

herhangi bir belirti gözlenmemistir. 

  

4.3. ELISA Testi Sonuçlari 

 

Arastirma kapsamina giren domates üretim alanlarinda hiyar mozayik virüsü belirtisi 

gösteren toplam 138 bitkiden örnek alinmis ve DAS-ELISA yöntemine göre serolojik 

olarak test edilmislerdir (Çizelge 4.2). Örnek alinan yerler, süpheli örnek sayisi, 

CMV’li örnek sayisi ve CMV’nün bulunma orani Çizelge 4.3’de verilmistir. 
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Çizelge 4.2’de örneklere uygulanan DAS-ELISA testleri sonucunda okunan 

absorbans degerleri verilmistir. I. degerler reaksiyon durduktan 30 dakika sonra, II. 

degerler ise 60 dakika sonra okunan absorbans degerleridir. 

 

Çizelge 4.2. DAS-ELISA Testlerinde Elde Edilen Absorbans Degerleri 
           

Örnek AlinanYer Absorbans I Absorbans II Sonuç 

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 + 

Çayköy   

1 0.225 0.208 - 

2 2.011 1.840 + 

3 2.141 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 1.514 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 + 
22 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 + 
Çandir   

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 - 

Gönen   
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 - 
22 0.117 0.341 - 
23 0.197 0.178 - 

Keçiborlu   
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 - 

Sarkikaraagaç   
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 - 

Islamköy   
1 0.121 0.173 - 
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2 0.135 0.316 - 
3 0.439 0.246 - 

Büyükgökçeli   
1 0.800 0.856 + 
2 0.148 0.148 - 
3 0.274 0.292 - 

Küçükgökçeli   
1 1.439 1.504 + 
2 1.039 1.042 + 
3 1.255 1.513 + 
4 0.180 0.191 - 
5 0.236 0.199 - 
6 0.146 0.326 - 
7 0.493 0.757 + 
8 1.514 1.491 + 

 

Negatif Kontrol-1: 0.225                              Pozitif Kontrol-1: 1.042 

Negatif Kontrol-2: 0.219                              Pozitif Kontrol-2: 1.491 

 

Çizelge 4.3. Isparta ilinde domates yetistirilen alanlardan alinan örneklerde DAS-
ELISA testi sonuçlarina göre CMV’nin  bulunma oranlari  

 

Örnek Alinan 
Yer 

CMV süpheli 
örnek sayisi 

CMV ile bulasik 
örnek sayisi 

CMV’nin bulunma 
orani (%) 

Isparta-Merkez 5 3 60 
Çayköy 31 28 90.32 
Çandir 13 5 38.46 
Yesilyurt 18 3 16.66 
Gönen 23 7 30.43 
Keçiborlu 6 2 33.33 
Atabey 8 1 12,5 
Senirkent 6 1 16,6 
Sarkikaraagaç 5 0 0 
Gelendost 6 0 0 
Egirdir 3 1 33.33 
Islamköy 3 0 0 
Büyükgökçeli 3 1 33.33 
Küçükgökçeli 8 5 62.5 
Toplam 138 56 40.57 
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Sürveyler sirasinda araziden toplanan 138 örnegin hepsine ELISA testi uygulanmistir. 

Örneklerden 56 adedinin (% 40.57) CMV ile enfekteli oldugu belirlenmistir.  

Çizelgeden görülebildigi gibi yörede CMV enfeksiyonu en yogun olarak Çayköy, 

Küçükgökçeli, Isparta-Merkez ve Çandir’da bulunmaktadir. Bu bölgeleri Egirdir, 

Keçiborlu, Gönen,Yesilyurt, Büyükgökçeli ve Senirkent takip etmektedir. Islamköy, 

Gelendost ve Sarkikaraagaç’tan alinan örneklerde ise CMV enfeksiyonu 

saptanmamistir.    

 

 

       
 

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

 
 

   

 
       Sekil 4.16. 3. ELISA pleytinde farkli reaksiyon veren örnekle rde renk degisimi. 
 
 
405 nm dalga boyunda okunan absorbans degerlerine göre saglikli kontrol degerinin 

en az iki kati ve daha yukari okuma degeri veren örnekler pozitif olarak kabul 

edilmistir. Ayrica gözlemsel olarakta degerlendirildiginde bu örneklerin bulundugu 

çukurlarda sari renk olusumunun meydana geldigi görülmüstür (Sekil 4.13.). 
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Çalismalar sonucunda sari renkli olarak gözlemlenen çukurlarda bulunan örneklerde 

CMV enfeksiyonu (+) tir. 

 

4.4. dsRNA Izolasyonu  ve Analizi Sonuçlari 

 

Bu arastirmada CMV’nin muhafazasi, çogaltilmasi ve izolasyonu için mekanik 

inokulasyon çalismalarinda çarpici sistemik enfeksiyon sergileyen Nicotiana tabacum 

“Xanthii”, Nicotiana tabacum “Samsun NN” ve Capsicum annuum L. bitkileri 

kullanilmistir. Bu bitkilerin 12 gün sonra hasat edilen enfekteli genç yaprak dokulari 

viral dsRNA izolasyonunda kullanilmistir. Çalismalarda kontrol olarak musluk suyu 

ile muamele edilmis bitki örnegi de yer almistir. 

 

Purifikasyon çalismalari sonucunda bitkisel dokulardan elde edilen CMV’ye ait viral 

dsRNA’larin analizi için % 1.2’lik agarose jel elektroforez kullanilmistir.100 V 

akimda 2.5-3 saat süreyle yapilan elektroforetik ayrim süreci sonucunda Nicotiana 

tabacum “Xanthii”, Nicotiana tabacum “Samsun NN” ve Capsicum annuum L. 

bitkilerinin yapraklarindan elde edilen örnege ait dsRNA profilinin üç bant içerdigi 

gözlenmistir. Nicotiana tabacum “Xanthii” ve Capsicum annuum L. örneklerinden 

elde edilen dsRNA profilleri, Nicotiana tabacum “Samsun NN” den elde edilen 

profilden daha belirgin olarak gözlenmistir. Kontrol olarak kullanilan Nicotiana 

tabacum “Xanthii” örneginden herhangi bir profil elde edilmemistir (Sekil 4.17.). 
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Sekil 4.17.  CMV ile enfekteli 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 
   
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b c d
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5. TARTISMA ve SONUÇ 

 

Yeryüzünde oldukça fazla üretilen sebzelerden biri olan domatesin belirli oranlarda 

verim düsürücü hastaliklardan etkilendigi bilinen bir gerçektir. Diger patojenik 

domates hastaliklarinda oldugu gibi virüs hastaliklari da domates üretimini ve 

verimini azaltmaktadir. Viral hastaliklarin kontrolünün çogunlukla güç ve imkansiz 

olusu, etkili bir kimyasal preparatin bulunmamasi bu hastaliklarin önemini daha da 

artirmaktadir.  

 

Insan beslenmesinde önemli yeri olan domatesin verimini artirici kültürel islemlerin 

yanisira hastaliklarinin da kontrolü gereklidir. Özellikle virüslerden kaynaklanan 

zararin en alt düzeye indirilebilmesi için öncelikle yetistiriciligi yapilan kültür 

bitkisinde virüsün bulunup bulunmadiginin tanilanmasi gereklidir. Virüs 

hastaliklarinin bulunusu ve zarari konukçu-virüs-vektör iliskisine bagli olarak yildan 

yila ve hatta mevsimden mevsime degisiklik gösterebilmektedir. 

 

Bu noktadan hareketle çalisma alanina giren Isparta ili ve ilçelerinde domates üretilen 

alanlarda sürveyler yapilarak hiyar mozayik virüsü belirtisi gösteren bitkilerden 

örnekler alinmistir. Bu örneklerde hiyar mozayik virüsünün varligi arastirilmistir. Bu 

kapsamda yürütülen tanilama çalismalari mekaniksel inokulasyon çalismalari, DAS-

ELISA test çalismalari ve virüse özgü dsRNA analizi çalismalari olarak üç yöntemle 

gerçeklestirilmistir. Uygulanan yöntemler birbirini desteklemis ve hiyar mozayik 

virüsünün varligi üç yöntemle de ortaya konmus tir. 

         

Domates bitkisine zarar veren viral hastaliklar arasinda hiyar mozayik virüsü ilk 

sirada yer almaktadir (Coohen ve Nitzany, 1966). Virüs, üretim alanlarinda esas 

olarak yaprak bitleriyle non-persistent biçimde tasinir. Çok sayida yaprak biti cinsi ve 

türü virüsü hizli bir sekilde alana bulastirir. Bu virüsle enfekteli bitkilerde genellikle  

bodurlasma, ipliksi yapraklilik, mozayik ve nekrozlasma görülür (Brunt vd., 1996). 

 

Arastirma kapsamina giren üretim alanlarinda yapilan sürveyler sirasinda, 

yapraklarda sararma, kivrilma, simetri bozulmasi ile yaprak incelmesi, mozayik 
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seklinde renk açilmalari, bitkilerde bodurlasma, anormal ve küçük meyve olusumu 

gözlenmistir. Bu belirtiler bitkilerde CMV enfeksiyonunu çagristirmis ve degisik 

arastirmacilar tarafindan rapor edilen simptomlarla uyusma göstermistir (Gibbs ve 

Harrison, 1970; Yorganci, 1975; Brunt vd., 1996). 

 

Genis bir konukçu çevresine sahip olan CMV mekanik inokulasyonla kolayca 

tasinabilen bir virüstür. Çesitli arastirmacilar virüsün mekanik inokulasyonla 

tasinmasinin kolayligini ve pratikligini bildirerek arastirmalarinda bu yöntemi 

kullanmislardir (Gibbs ve Harrison, 1970; Tien vd., 1987; Hassan vd., 1993; Brunt 

vd., 1996; Sikora, 1998; Roossinck, 2001). 

 

Gibbs ve Harrison (1970), test bitkisi olarak Cucumis sativus, Nicotiana glutinosa, 

Lycopersicum esculentum L., Chenopodium amaranticolor, Chenopodium quinoa 

bitkilerini kullanirken, Hassan vd., (1993), CMV’yi tanilama çalismalarinda 

Nicotiana tabacum “White burley”, Nicotiana tabacum “Samsun NN”, Nicotiana 

glutinosa, Nicotiana rustica, Datura stramonium, Cucumis sativus, Chenopodium 

amaranticolor ve Chenopodium quinoa bitkilerini kullanmislardir.  

 

Bu çalismada virüsün lokal ve sistemik konukçularini 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 virüse duyarli hassas test bitkilerine yapilan 

inokulasyonlari sonucunda ortaya çikan belirtiler degerlendirilmistir. Chenopodium 

amaranticolor ve Chenopodium quinoa bitkileri  lokal lezyon konukçulari, Nicotiana  

glutinosa, Nicotiana rustica, Nicotiana tabacum “Samsun NN”, Nicotiana tabacum 

“Xanthii”, Nicotiana tabacum “White Burley”, Capsicum annuum L. bitkileri ise 

virüsün sistemik konukçulari olarak belirlenmistir. 

 

Çalisma sirasinda toplanan bitki örneklerinden yapilan mekaniksel inokulasyon 

testleri sonucunda kullanilan test bitkilerinde su belirtiler gözlenmistir: 



 47 

Chenopodium amaranticolor ve Chenopodium quinoa bitkilerinin inokulasyon 

yapilan yapraklari üzerinde 5-7 gün sonra lokal nekrotik lezyonlar gelismistir. Bu 

belirtiler CMV ile çalismalar yapan arastirmacilarin bulgulari ile paralellik 

göstermektedir. Nitekim Gibbs ve Harrison (1970), Yorganci ve Erkan (1992), 

Hassan vd., (1993), Güldür ve Yilmaz (1995), Brunt vd., (1996) ve Vizuete vd., 

(2002) Chenopodium amaranticolor ve  Chenopodium quinoa bitkilerinin CMV’nin 

lokal lezyon konukçulari oldugunu ifade etmektedir.   

 

Hiyar mozayik virüsünün tütün türlerinde genellikle sistemik enfeksiyona neden 

oldugu ve ayrica bu türlerin virüsün muhafazasi ve pürifikasyonu için iyi bir kaynak 

olusturdugu bildirilmektedir (Gibbs ve Harrison, 1970; Francki vd., 1979; Güldür ve 

Yilmaz, 1995). Bu çalismada test bitkisi olarak kullanilan tütün türlerinden, Nicotiana 

tabacum “White burley”, Nicotiana tabacum “Samsun NN”, Nicotiana tabacum 

“Xanthii”, Nicotiana glutinosa, Nicotiana rustica  bitkileri de daha önce yapilan 

çalismalar dogrultusunda sistemik enfeksiyon sergilemistir. Tütün bitkilerinin yeni 

gelisen genç yapraklarinda hafif-orta-siddetli sararma, mozayik ve yaprak 

deformasyonlari gözlenmistir.  

 

CMV ile inokule edilen domates bitkisinin yapraklarinda ortaya çikan belirgin 

sararma ve incelmeler ile yaprak ayasindaki daralmalarin virüsle enfekteli 

domateslerde görülen 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 çalismalarinda CMV ile inokule edilen Cucumis sativus 

bitkisinde yogun mozayik belirtileri gözlenmistir. Datura stramonium’da ise herhangi 

bir simptom elde edilmemistir. Bu bitkilerle ilgili benzer sonuçlar, Francki vd., 

(1979) ve Kaper ve Waterworth (1981) tarafindan da rapor edilmistir. 

 

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

sonra  bitkilerin yapraklarinda çarpici deformasyon, incelme ve mozayik ile bitkide 



 48 

bodurlasma ortaya çikmistir. Virüsle enfekteli biber bitkilerinde benzer belirtiler Yao, 

(1988), Hobbs vd., (2000) ve Sarma vd., (2001) tarafindan da elde edilmistir. 

 

Sürveyler sirasinda toplanan domates örneklerinin, hassas test bitkilerine mekaniksel 

inokulasyonlari sonucunda hiyar mozayik virüsü için tipik belirtiler gözlenmistir. Bu 

çalismada inokulasyonlar sonucunda test bitkileri üzerinde gelisen simptomlar daha 

önceki çalismalarda, hiyar mozayik virüsünün test bitkileri üzerinde sergiledigi 

simptomlarla paralellik göstermistir (Güldür ve Yilmaz, 1995; Yorganci ve Erkan, 

1992). Ayrica elde edilen simptomlar bitki virüslerinin tanilanmasina yönelik 

“Descriptions of Plant Viruses” isimli kaynakta bildirilen sonuçlarla benzerlik 

göstermistir.  

 

Isparta ili ve ilçelerinde CMV enfeksiyonu belirtisi gösteren örneklerden, virüse 

duyarli test bitkilerine yapilan mekaniksel inokulasyonlar sonucunda olusan bu 

belirtilerin daha önceki çalismalarda elde edilen bulgularla örtüsmesi virüsün CMV 

olabilecegi kanaatini desteklemistir. Ancak mekanik inokulasyon testleri ile bazen 

çesit li nedenlere bagli olarak test bitkilerinde belirti elde edilemedigi bir gerçektir. 

Bu nedenle mekanik inokulasyon testinin tek basina kullaniminin yanilgiya neden 

olabilecegi göz önüne alinmali ve tanilama çalismalari daha duyarli test teknikleri ile 

desteklenmelidir. 

 

Virüsün tanilanmasi amaciyla yapilan çalismalarin 2. kismini serolojik testler 

olusturmaktadir. Serolojik testler ile hedeflenen virüs yönünden  elde edilen pozitif 

reaksiyonlar bu virüsün bitkide bulunduguna isaret etmektedir. Diger pek çok virüs 

hastaliginda oldugu gibi CMV enfeksiyonunu ortaya çikarmada serolojik testlerden 

DAS-ELISA yöntemi arastiricilar tarafindan yaygin olarak kullanilmistir (Al-Musa ve 

Mansour, 1983; Yorganci ve Erkan, 1992; Güldür ve Yilmaz, 1995; Bostan vd., 

2002). Bu çalismada, toplanan süpheli örneklere uygulanan serolojik testler; Clark ve 

Adams (1977)’in önerdigi DAS-ELISA testidir. DAS-ELISA testinin diger 

yöntemlere göre çok daha duyarli, ekonomik ve güvenilir oldugu bildirilmistir (Clark 

ve Adams, 1977; Clark, 1981; Lange vd., 1983). 

 



 49 

DAS-ELISA testi sonuçlarinin degerlendirilmesinde saglikli örnegin iki kati 

absorbans degeri gösteren örnekler pozitif olarak kabul edilebilecegi için (Clark, 

1981; Cardin vd., 1984; Bitterlin vd., 1984) test sonuçlarinda bu degerlendirme göz 

önüne alinmistir. Negatif örnegin gösterdigi absorbans degerinin iki katindan yüksek 

absorbans degeri gösteren örnekler pozitif, digerleri ise negatif olarak kabul 

edilmistir. 

 

DAS-ELISA testi sonucunda Isparta ilinin domates yetistiriciligi açisindan önemli 

yörelerinden toplanan 138 örnekten 56 adedinin CMV ile enfekteli oldugu ortaya 

konmustur. Enfeksiyon en yogun olarak Çayköy (%90.32), Küçükgökçeli (%62.5), 

Isparta-Merkez (%60) ve Çandir (%38.46)’da saptanmistir. Bunu Keçiborlu, Egirdir, 

Gönen, Yesilyurt, Büyükgökçeli ve Senirkent yöreleri takip etmistir. 

 

Mekaniksel inokulasyon çalismalari ve ELISA testleri sonucunda CMV ile enfekteli 

oldugu belirlenen örnekler virüsün moleküler düzeyde tanilama çalismalarinda 

kullanilmistir. 

 

Hiyar mozayik virüsünün izolasyonu ve çogaltilmasi için farkli bitkiler 

kullanilabilmektedir. Yao (1988), Nicotiana glutinosa ve Capsicum spp., yi virüsün 

izolasyonu ve çogaltilmasi bakimindan uygun bitkiler olarak ifade ederken,  Wang 

vd., (1988), N. tabacum “Xanthii”, Nicotiana glutinosa ve Cucumis sativus bitkilerini, 

Wilson ve Halliwell (1985) ise N. tabacum “Xanthii” bitkisini izolasyon ve çogaltim 

konukçusu olarak kullanmayi tercih etmistir. 

 

Viral dsRNA izolasyonu için bitki yapraklarinin uygun hasat dönemi arastirmacilara 

göre degismektedir. Raj vd., (2002), inokule edilen Nicotiana rustica yapraklarinda 4-

5 gün sonra virüs konsantrasyonunun maksimum düzeyde oldugunu bildir irken 

Morris ve Dodds (1979) dsRNA izolasyonu ve analizi için en uygun hasat zamaninin 

inokulasyondan 7-14 gün sonra oldugunu ifade etmektedir. Yilmaz ve Davis (1984) 

ise en uygun zamanin inokulasyondan 10-14 gün sonra oldugunu belirtmistir. 
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Bu çalismada dsRNA izolasyonu ve analizinde kullanmak üzere yapraklar 12-14 gün 

sonra hasat edilerek kullanilmistir. 

 

Hiyar mozayik virüsü ile çalismalar yapan pek çok arastirici viral dsRNA’larin 

analizi için göç ortami olarak ya %1-1.5 agar jel (Wilson ve Halliwell, 1985; Raj vd., 

2002; Yordanava vd., 2002) ya da %3-6’ lik poliakrilamid jel (Korkmaz ve Çinar, 

1998; Fisher ve Nameth, 2000) tercih etmislerdir. Bu arastirmada Morris ve Dodds 

(1979)’un önerdigi yöntem kullanilarak CMV ile enfekteli örneklerden izole edilen 

viral dsRNA’lar %1.2’lik agar jel ortaminda elektroforeze tabi tutularak 

fraksiyonlarina ayrilmistir.  

 

CMV’ye özgü  dsRNA  profili Nicotiana  tabacum “Xanthii”, Nicotiana  tabacum 

“Samsun NN” ve Capsicum annuum L. örneklerinden oldukça belirgin olarak 

gözlemlenirken saglikli Nicotiana tabacum “ Xanthii” bitkisinden herhangi bir bant 

elde edilmemistir. Dodds vd., (1984a), virüs lerin tanisinda dsRNA’nin önemini 

vurgulayarak saglikli bitkilerin yüksek molekül agirlikli dsRNA içermeyecegini ve 

bir bitkiden elde edilen dsRNA’nin o bitkinin virüs benzeri bir etmen veya bir RNA 

virüsü ile enfekte oldugu gerçegine dayandirmislardir. 

 

CMV’ye ait dsRNA’nin elektroforetik analizi çalismalari sonucunda bazi 

arastirmacilar 3 dsRNA profili elde ederken (Morris ve Dodds, 1979; Valverde vd., 

1994; Korkmaz ve Çinar,1998), diger bazi arastirmacilar ise (Wilson ve Halliwell, 

1985; Honda vd., 1986; Wang vd., 1988; Sarma vd., 2001; Raj vd., 2002; Yordanova 

vd., 2002) bu virüsün profilinin RNA4 olarak isimlendirilen bir satellit RNA banti 

içerdigini ifade etmislerdir. 

  

Bu çalismada ise viral RNA1, RNA2 ve RNA3 fraksiyonlari belirgin olarak elde 

edilirken, RNA4 bandinin belirsiz oldugu saptanmistir. Çalismada RNA4 bandinin 

düsük molekül agirligi nedeniyle elektroforez sirasinda jelden uzaklastigi ya da elde 

bulunan CMV irkinin RNA4 içermemesi sebebiyle elde edilemedigi söylenebilir. 

Nitekim Morris ve Dodds, (1979), Valverde vd., (1994) ile Korkmaz ve Çinar (1998) 
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tarafindan yapilan çalismalarda da CMV’li örneklerin elektroforetik analizi 

sonucunda virüse özgü 3 RNA bantinin elde edildigi bildirilmistir. 

   

Bu arastirmada, Isparta yöresindeki domates üretim alanlarinda hiyar mozayik 

virüsünün tanilama çalismalari yürütülmüstür. Tanilama çalismalarinda mekaniksel 

inokulasyonlar ile test bitkilerinde ortaya çikan belirtiler degerlendirilmis, serolojik 

testlerden DAS-ELISA uygulanmis ve virüsün nükleik asit düzeyinde tanisi 

gerçeklestirilmistir.  
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