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Bu ¢alismada bal kabaklarinda Kabak sar1 mozaik virlisiine (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) kars1 bazi
bitki aktivatorlerinin etkisi belirlenmeye g¢alisilmistir. Ankara’da 2010 yilinda yapilan surveyler sonucunda
ZYMV, DAS-ELISA yo6ntemi ile hastalik belirtilerini gosteren bal kabaklarinda saptanmuistir. Caligmada
Kazan ilgesi bal kabaklarindan izole edilen ZYMV izolat1 (ZYMYV K19) kullanilmustir.

Calismada acibenzolar-s-methyl (Actigard) ve ISR-2000 bitki aktivatorlerinin degisik dozlarda kontrollii sera
kosullarinda ZYMV’nin sebep oldugu hastaliga karsi etkinlikleri belirlenmistir. Bal kabaklar1 Actigard ve
ISR-2000 uygulandiktan 72 ve 96 saat sonra ZYMYV ile enfekte edilmistir. Bu bitkiler kontrol bitkilerine gore
simptom ¢ikig siiresi, bitki boyu ve yaprak genisligi bakimindan bitki ¢i¢ceklenme asamasina gelene kadar
takip edilmis ve elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Actigard 1.5 mg/80 ml, 3 mg/80 ml,
6 mg/80 ml, 8 mg/80 ml, 12 mg/80 ml ve 16 mg/80 ml dozlarinda uygulanmig ve 6 mg/80 ml ve 8 mg/80 ml
dozlar1 virlis simptomlarin1 5-21 giin geciktirmistir. ISR-2000 ise denenen konsantrasyonlarda viriis
simptomlari {lizerine olumlu ya da olumsuz bir etkide bulunmamus, ancak bitki gelisimi {izerine olumlu etki
yaratmigtir.

Aktivator uygulanan bitkilerde tesvik edilmis dayanikliliktan dolayr meydana gelen lignin sentezi ile H,O,
(hidrojenperoksit) birikimi yapilan histokimyasal boyamalar ile degerlendirilmistir. ISR 2000 bal
kabaklarinda lignin olusumunu Actigard’ a gore daha ¢ok, Actigard ise H,O, olusumunu ISR 2000’ gore
daha ¢ok tesvik etmistir.
Temmuz 2011, 45 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF EFFECTS OF SOME PLANT ACTIVATORS TO ZUCCHINI YELLOW
MOSAIC POTYVIRUS IN PUMPKINS

Ahmad HEKMAT KASHTBAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Patholgy

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. I. Ozer ELIBUYUK
In this study, the effects of some plant activators against Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) in pumpkins
were determined. In the results of surveys conducted in Ankara in 2010, ZYMV was detected in symptomatic
pumpkins by DAS-ELISA tests. In the study, ZYMV was isolated from the pumpkins in Kazan district of
Ankara.

The plant activators acibenzolar s-methyl (Actigard) and ISR-2000 were used in this study. Effects of the
activators were determined under controlled greenhouse conditions in respect to their different
concentrations. Pumpkin seedlings were treated by acibenzolar s-methyl and ISR-2000 and then the treated
pumpkins were inoculated by ZYMV 72 and 96 h after activator treatments. Both of ZYMV infected and
control plants, in respect to symptom expression time, plants lengths and leaf width up to the plants flowering
period were monitored. The data analyzed by using statistical methods. Actigard was sprayed on pumpkins at
doses of 1.5 mg/80 ml, 3 mg/80 ml, 6 mg/80 ml, 8§ mg/80 ml, 12 mg/80 ml, and 16 mg/80 ml. The doses of 6
mg/80 ml ve 8 mg/80 ml were delayed ZYMV symptoms for 5-21 days by comparing to positive controls.
However, ISR-2000 was not affected the symptom expression in the treated concentrations while it positively
affected the plant growth.

Histochemical staining was applied to determine lignification and H,O, accumulation in the plants due to

systemic inducing resistance triggered by the activators. ISR 2000 induced high degree of lignification than
Actigard. However, Actigard stimulated high levels of H,O, production than ISR 2000.

July 2011, 45pages
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SIMGELER DiZiNi

A0 Doz 0 kontrol

Al Actigard doz 1

A2 Actigard doz 2

A3 Actigard doz 2

A4 Actigard doz 3

A5 Actigard doz 4

A6 Actigard doz 5

ul Mikrolitre

CMV Cucumber Mosaic Virus

DAB 3,3’-diaminobenzidine

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
g Gram

H,0, Hidrojen Peroksit

ISR UyarilmigSistemik Dayaniklilik
kDa Kilo Dalton

1 Litre

M Molar

mg Miligram

ml Mililitre

mM Milimolar

nm Nanometre

PBS Tuzlu fosfat tamponu

PRSV Papaya Ring Spot Virus

RNA Riboniikleikasit

RdRp RNA dependent RNA polymerase (RNA’ya bagli RNA polimeraz)
SKD Sistemik KazandirilmigDayaniklilik
SgMV Squash Mosaic Virus

™V Tobaco Mosaic Virus

T1 Siire 1 (72 saat)

T2 Siire 2 (96 saat)

V- Virtissiiz

V+ Viriisli

W/V Agirlik/Hacim

WMV Watermelon Mosaic Virus

ZYMV Zucchini Yellow Mosaic Virus
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1. GIRiS

Tiirkiye’de yaklasik 790.000 hektar sebze iiretim alan1 bulunmakta ve bu alanda 22 milyon
ton diizeyinde sebze iiretilmektedir. Kabakgiller (kavun, karpuz, hiyar ve kabak) toplam
sebze iiretiminde % 33’liikk bir paya sahip bulunmaktadir (TUIK 2010). Bunlardan bal
kabaklar1 (Cucurbita moschata Duch.), Tirkiye’de onemli kabakgil sebze tiirlerinden
birisidir (Balkayavd. 2010). TUIK (2010) verilerine gore Tiirkiye’de 2010 yilinda 89368
ton bal kabagi iiretilmig, bunun 9447 tonu yalmizca Ankara iline aittir. Bu {iretimi ile
Ankara Tiirkiye bal kabag: iiretiminin yaklasik % 10.6’sm1 tek basina karsilamakta ve

Tiirkiye bal kabagi iiretiminde ilk sirada yer almaktadir.

Kabakgiller pek cok virlis hastaligina konukculuk etmekte ve bu firiinlerde 6nemli
diizeylerde triin kayiplart meydana gelmektedir. Diinya’da kabakgiller (Cucurbitaceae)
familyasi i¢indeki bitki tiirlerinde zarar yapan ve ekonomik kayiplara neden olan ¢ok sayida
viriis hastalig1 bulunmaktadir (Zitter vd. 1996). Diinyada kabakgillerde zararli 32 adet viriis
ve viriis benzeri hastalik etmeni rapor edilmistir. Bunlar igerisinde Kabak Sar1 Mozaik
Virlisti (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV), Hiyar mozaik viriisii (Cucumber mosaic
viriis, CMV), Kabak mozaik viriisti (Squash mosaic virus, SQMV), Karpuz mozaik virtisii II
(Watermelon mosaic virus II, WMV II), Papaya halkali leke viriisii (Papaya ring spot virus,

PRSV) kabakgillere zarar veren 6nemli viriislerden bazilaridir (Lisa ve Lecoq 1984).

Tiirkiye’de kabakgil yetistirme alanlarinda bulunan en 6nemli viriislerin ZYMV, CMV,
PRSV, WMV2 ve kabakgil afitle taginan sarilik viriisii (Cucurbit aphid-borne yellows
viriis, CABYV) oldugu bildirilmektedir. Bunlardan 6zellikle ZYMYV yayginlig1 ve zarari ile
yurdumuzda kabakgillerin 6nemli viral problemlerinden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir

(Nogay 1983, Ertung 1992, Yilmaz vd. 1992, Citir vd. 1998, Sevik ve S6kmen 2001).

ZYMV, ilk olarak Italya’da 1981 yilinda saptanmus (Lisa vd., 1981) ve daha sonra diger
bircok tlilkede de rapor edilmistir (Nameth vd. 1983, Lesemann vd. 1984, Lisa ve



Lecoq1984, Davis 1986, Dolores ve Valdez 1988). Tiirkiye’de ise ZYMYV ilk olarak 1984
yilinda Davis ve Yilmaz tarafindan saptanmis ve daha sonra kabakgillerde ekonomik olarak
onemli kayiplara neden olan en yaygin viriislerden biri durumuna geldigi bildirilmistir

(Yilmaz vd. 1992, Yilmaz vd. 1994).

ZYMV Potyviridae familyasindan Potyvirus cinsinden, kivrilabilir ipliksi partikillii,
750x11 nm boyutlarinda bir viriistiir. Virlis genomu tek parcali, pozitif anlamli tek sarmalli
RNA’dan ibarettir. Genom 9000 niikleotidden meydana gelmekte olup partikiil agirliginin
ancak % 4.5-7’sini olusturmaktadir. Viriis Aphis gossypii ve Myzus persicae gibi bazi
yaprak bitlerince non persistentolarak ve mekanik sekilde taginmaktadir (ICTVdB
Management 2006).

ZYMV tim kabakgillerde bitki gelisiminde gerilemeye, yapraklarda mozaik lekelere,
biikiilme ve sekil bozukluklarina, damar bantlagsmalarina, meyvelerde de mozaik, kiigiilme

ve sekil bozukluklarina sebep olmaktadir (Anonim 2008).

Bitki virlis hastaliklar1 ile miicadelede kiiltiirel Onlemler, fiziksel onlemler, vektorlerle
miicadele, dayanikli c¢esit kullanimi, karantina Onlemleri gibi ¢esitli yOntemler
kullanilmaktadir. Ayrica bitkinin dogal savunma mekanizmasinin uyarilmasi esasina
dayanan ‘‘Sistemik Kazandirilmis Dayaniklilik (SKD) yaklagimi da ozellikle fungal ve
bakteriyel hastalik etmenlerine karsi uygulanmaktadir. Son zamanlarda ise bu yaklasim
viral hastaliklar i¢in de kullanilmaya baslanmistir. Gliniimiize kadar bitki aktivatorlerinin
Tobacco mosaic virus (TMV, Tiitiin mozaik viriisii), CMV, ZYMV,(Hiroki ve Takahide
2003) Tomato yellow leaf curl viriis (Domates sar1 yaprak kivircikligi, TYLCV)(Fanigliulo
vd. 2009), Beet soil borne viriis (Seker pancar1 toprakla tasinan viriis, BSBV), Beet necrotic
yellow vein viriis (Seker pancari nekrotik sar1 damar viriisii, BNYVV)(Mouhanna vd.
2003), Tomato mosaic viriis (Domates mozaik viriisii, ToMV) (Madhusudhan vd. 2008) ,
Tomato spotted wilt virus (TSWV, Domates lekeli solgunluk viriisii) (Mandal vd. 2001) ve
degisik Potyvirus’larin (Mejia vd. 2009)enfeksiyonu ve hastalik siddetine etkisi bazan diger



baz1 kiiltiirel uygulamalarla da kiyaslanarak aragtirtlmistir (Smith-Becker vd. 2003, Momol
vd. 2004).

Sistemik kazanilmig dayaniklilik bitkinin bir patojen enfeksiyonuna karsi uzun siireli, pek
cok patojene karst ve sonra gelebilecek enfeksiyonlara karsi sistemik bir dayaniklilik
gostermesi  reaksiyonudur. SKD fizyolojik bariyerler gibi mevcut dayamklilik
mekanizmalarindan farkli olarak fitoaleksin biyosentezi, asir1 duyarlilik (hipersensitif)
reaksiyonu gibi tesvik edilebilir dayaniklilik mekanizmalarindan kaynaklanmaktadir.
Bunlardan bagka SKD bitkide yaralanma veya ozmotik streslerden kaynaklanan tepkilerle

ilgili degildir (Ryals vd. 1996).

Bitki aktivatorleri de hastalik etmenlerinin enfeksiyonunu engelleyen veya yavaslatan dogal
ve/veya sentetik kimyasal maddelerdir. Bazi bitki aktivatdrleri iiriiniin kalitesini ve
kantitesini de artirmaktadir. Gilinlimiizde KSD’yi tesvik etmek i¢in bitkilerde bakteri
proteinleri, maya Oziitleri, acibenzolar-s-methyl, UV 151k, B-amino butyric asit (BABA),
salisilik asit, benzothiadiazole gibi biyotik ve abiyotik uyaricilar kullanilmaktadir. Bu
maddelerin uyarist sonucu bitkide SKD harekete gegirilmekte asir1 duyarlilik reaksiyonu,
ligninlesme, papilla olusumu, patojen ile baglantili proteinlerin (PR) sentezi,
fitoaleksinlerin sentezi seklinde degisik savunma mekanizmalar1 harekete gecirilmektedir

(Ryals vd. 1996,Herman vd. 2008 ).

Yapilan bu tez ¢caligmasinda, Actigard (acibenzolar- s-methyl) ve ISR-2000 gibi bitkilerde
hastaliklara kars1t dayanikliligi ve bitkinin gelismesini tesvik eden aktivatorlerin
balkabaklar iizerinde ZYMYV enfeksiyonu, simptom ¢ikist ve hastalik orani iizerine etkisi

arastirtlmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1 Yurt Disinda Yapilan Calismalar

Momol vd. (2000), yaptiklar1 calismada Actigard (ASM) ve insektisitlerin TSWV

enfeksiyonunu % 76’ya varan oranda azalttigini bulmuslardir.

Pappu vd. (2000a), ASM’nin ve imidacloprid etkili maddeli insektisitin TSWV’ye kars1
etkisini degerlendirdikleri caligmada biitiin uygulamalarin TSWV’nin enfeksiyonunu

azalttigini kaydetmisledir.

Pappu vd. (2000b), Giircistan’da yaptiklar1 calismada tiitlinlerde ASM (Actigard) ve
imidacloprid uygulamalarinin TSWV’den kaynaklanan hastalik oranmi azalttigini

bulmuslardir.

Csinos vd. (2001), tiitinde ASM’nin tek basma ve imidacloprid ile olan uygulamalariin

TSWYV enfeksiyonunu azalttigini rapor etmislerdir.

Mandal vd. (2001), tarafindan yiiriitilen bir c¢alismada, ASM ve/veya imidacloprid
uygulamasimin tarla kosullar1 altinda TSWV enfeksiyonunu o6nemli Olclide azalttigi

gorilmiistiir.

ASM’nin hiyarlarda CMV enfeksiyon oranini azalttigi ve bitkilerde simptom ¢ikisini da
geciktirdigi gozlemlenmistir (Hiroki ve Takahide 2003).

Hiroki ve Takahide (2003), hiyarlarda CMV tiitinlerde TMV simptomlarinin ASM

uygulamasiyla geciktigini ifade etmislerdir



Mouhanna vd. (2003), ASM ile yaptiklar1 denemede seker pancarlarinda Beet necrotic
yellow vein virus (BNYVV) ve Beet soil borne virus (BSBV) enfeksiyonunu azalttigini
kaydetmislerdir.

ABD Virginia’da yetistirilen tiitiinlerde potansiyel olarak énemli bir hastalik etmeni olan
TSWV’ye karsi Actigard ve Admire uygulamasi yapilmistir. Tiitlin gelisim ve
biliylimesinde Actigard, Admire yada her ikisinin kullanimi1 sonucunda TSWV nin zararinin

azaltabilecegi az da olsa gozlenmistir (Reed vd. 2003).

Cantaloupe kavunlarinda CMV’ye karsi acibenzolar-s-methyl (ASM) kullanilarak
dayaniklilik kazandirma g¢aligmasinda 6zellikle geng yapraklarda viral belirtilerin azaldigi,

simptom ¢ikisinin da geciktigi gortilmiistiir (Smith-Becker vd. 2003).

Csinos vd. (2004a), tiitiinlerde Actigard + imidacloprid uygulamasinin TSWV’den

kaynaklanan hastalig1 azalttigin1 ve verimi de artirdigini bildirmislerdir.

Csinos vd. (2004b), ASM + imidacloprid uygulamasinin tiitinde TSWV enfeksiyonunu %

8- 45 oraninda azalttigin1 ortaya koymuslardir.

Momol vd. (2004), yaptiklar1 ¢alismada UV yansitmali malg, ASM ve bazi insektisitlerin
TSWV’nin sebep oldugu hastalik ve bu virlisii tastyan ¢igek tripslerinin popiilasyon
dinamikleri iizerine etkilerini incelemisler ve UV yansitmali malglarin trips kolonizasyonun
tizerine siyah polietilen ortiilerden daha etkili oldugunu, acibenzolar s-methyl’in hastalik
baskisimin yogun oldugu bolgede TSWV enfeksiyonunu azalttigini ve UV yansitict malg,
acibenzolar s-methyl ve insektisit uygulamalarinin birlikte kullanimmin TSWV

enfeksiyonu azaltmada oldukga etkili oldugunu ortaya koymuslardir.

Tiitiin bitkisi {izerinde ilk yaprakli donem ile kotiledon déneminde bitkiaktivatorii ASM
uygulamasinin yaprak biti populasyonunu azaltma ve TSWV enfeksiyonunu diisiirmedeki
rollinlin arastirildig1 bir calismada, Actigard, imidacloprid (Admire) ve bu ikisinin

kombinasyonu thrips populasyonlarin1 az miktarda etkilemistir.Actigard ve Admire



uygulamalart TSWV simptomlu bitki oranimi1 belirgin bir sekilde azaltmistir. TSWV
simptomlarinin azalmasinda Actigard’in tek basina uygulanmasindan ¢ok Actigard ve
Admire kombinasyonunun uygulanmasi daha iyi sonug¢ vermistir (Mcpherson vd. 2005).
Tiitiin  bitkisinde ASM (Actigard) + insektisit uygulamasinin TSWV enfeksiyonunu
azalttig1 bildirilmistir (Blackley vd. 2004, Mcpherson vd. 2004, Johnson 2006).

TMV ve ToMV enfeksiyondan 6nce ASM uygulanmig Nicotiana glutinosa’da lokal lekeler
kontrole gore sirastyla % 67-79, lokal leke biiyiikligii de % 46-50 oraninda azalmistir.
ASM biberlerde TMV’den kaynaklanan lokal leke sayisin1 % 68, lokal leke biiytikliiglini
% 37 oraninda diisiirmiistiir. ASM uygulanmis domateslerde ToMV’den kaynaklanan lokal
leke sayis1 da benzer sekilde % 66, lokal leke biiyiikligi de % 39 oraninda diismiistiir
(Madhusudhan vd. 2008).

Nischwitz vd. (2008),TSWV enfeksiyonuna karsi tiitiinlerde gergeklestirdikleri ¢calismada

ASM’nin viriis enfeksiyonunu azalttigini bildirmislerdir.

Parkunan vd. (2008), ASM’nin Amerikan tiitlinlerde bitki boyunu kisalttigini
bildirmislerdir.

Fanigliulo vd. (2009), ASM’nin domateslerde Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)

enfeksiyonunu azalttigini kaydetmislerdir.

Sirigu ve Nannini (2009), domateslerde ASM’nin TYLCV simptomlarint geciktirdigini

rapor etmislerdir.

Mejia vd. (2009), domateslerde Potyvirus enfeksiyonuna karsi ASM uygulamalartyla

simptomlarin geciktigini ve hastalik siddetinde azalma gordiiklerini bildirmislerdir.



2.2 Tiirkiye’de Yapilan Calismalar

Tiirkiye’de aktivatorlerin viriisler de dahil olmak iizere bitki hastalik etmenlerine karsi

etkileri ile ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Yogun kabakgil tiretimi yapilan bolgelerde 1992 yilinda yapilan bir slirvey ¢alismasinda, en
yaygin viriisin ZYMV oldugu gozlenmis, biitiin bolgelerde ve tiirlerde 6nemli boyutlarda

nitel ve nicel zararlar yaptig1 belirlenmistir (Yilmaz vd. 1992).

Yilmaz vd. (1994), GAP Bolgesinde kabakgil familyasina ait bitkilerde ZYMV’nin ciddi
problem oldugunu bildirmislerdir. Adiyaman ilinde ortii alt1 yetistiriciliginde, hiyarlarda

ZYMV enfeksiyon orani1 % 26.92 olarak tespit edilmistir (Giildiir 2001).

ZYMV’ye kars1 kabak bitkilerinde ASM ve ISR-2000 uygulamalarinda simptom ¢ikis

stiresinde gecikme gozlenmistir (Caliskan ve Kamberoglu 2007).

ASM’nin CMV’ye kars1 etkinliginin ortaya konulmasi amaci ile tiitiin bitkileri (Nicotiana
tabacum “‘Samsun” ve Nicotiana rustica) ele alinmis ve tiitiinlerde CMV simptom ¢ikis
zamaninda gecikme gozlenmis, enfeksiyon siddeti ve simptom tipinde herhangi bir farklilik

olmamistir (Caligkan ve Kamberoglu 2009).



3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Calisma materyali hakkinda bilgiler

Bu tez c¢alismasinda kullanilan ZYMV inokulumu (ZYMV K19) 2010 yilinda Ayas,
Beypazar1 ve Kazan ilgelerinde yapilan surveyler sonucu Ankara’ nin Kazan ilgesinde
siddetli hastalik belirtileri gosteren bal kabaklarindan  (Sekil 3.1) izole edilmistir.
Laboratuar ¢alismalariAnkara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bé&liimii
Fitopatoloji Anabilim Dali Fitopatolojilaboratuarinda, bitkilerle ilgili ¢calismalar da yine

kontrollii boliim serasinda yiirtitilmiistiir.

Sekil 3.1 Siddetli mozaik, damar bantlagsmasi ve sekil bozuklugu gosteren bal
kabag1 yapraklari



3.1.2 Serolojik caliymalarda kullanilan materyal

Serolojik c¢alismalarda DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich ELISA), arazide ZYMV
ile bulasik oldugundan siiphelenilen bal kabagi yapraklaribitkisel materyal olarak
kullanilmigtir. ELISA’da ZYMV, CMV, PRSV, WMV ve SqMV antiserumlari, ELISA
tabakalari, mikropipetler, pipet uclari, tampon soliisyonlar, havan ve havaneli ve ELISA

okuyucusu materyal olarak kullanilmustir.

3.1.3 Mekanik inokulasyon calismalarinda kullanilan materyal

Mekanik inokulasyon calismalarinda, araziden toplanan ve ELISA testleri sonucunda
ZYMV ile bulasik oldugu saptanan bal kabaklarindan alinan yapraklar materyal olarak
kullanilmigtir. Saks1 ¢aligmalarinda kullanilan ve farkli bitki aktivatorlerinin uygulandigi
kabak bitkileri tizerine ZYMV’nin bulastirilmast amaciyla mekanik inokulasyonlar
yapilmistir. Calismada kullanilan bitkilere yapilan mekanik inokulasyon g¢alismalarinda,
havan ve havaneli, cam spatiil, fosfat tampon ¢ozeltisi ve selit (celite) kullanilmistir.
Mekanik inokulasyon c¢aligsmalarinda kullanilan bal kabaklarinin tohumlarmin ekilmesi ve
fidelerin yetistirilmesi i¢in kum, toprak ve torf karigimi (1:1:1) ve plastik saksilar da diger

materyalleri olusturmustur.

3.1.4 Dayanmikhih@in uyarilmasi ¢aliymalarinda kullanilan materyal

Sera kosullarinda yapilan dayanikliligin uyarilmasi ¢aligmalarinda, ISR-2000 ve Actigard
olmak iizere iki farkli bitki aktivatorii, serolojik tanisi yapilmis ZYMV K19 izolati
ilebalkabag bitkileri materyal olarak kullanilmustir.

Acibenzolar-s-methyl(ASM) piyasada Bion % 5 WP ve Actigard SOWG (Syngenta) ticari
isimleriyle satilmakta olup ActigardTiirkiye’de ruhsatli degildir.Bion Avrupa ve Tiirkiye’de
ruhsathidir. ISR-2000 ise sistemik kazandirilmis dayaniklilik ajam1 olarak piyasaya
sunulmustur. ASM benzothiadiazol (BTH) gurubundan benzo [1,2,3] thiadizaol-7- carbo



thioicacid—s-methyl ester etkili maddeli bir kimyasaldir. Actigard salisilik asitin sentetik bir

analogu olup pek ¢ok iiriinde dayaniklilig1 4 giin igerisinde uyarmaktadir. Bu dayaniklilik

degisik trtinlerde pek ¢ok fungus, bakteri ve virlise karsi gelismektedir. Actigard bitki

koruma iirtinli olarak ABD’de asagidaki hastaliklara kars1 ruhsathidir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 ABD’de Actigard’in ruhsatli oldugu hastalik ve hastalik etmenleri

Uriin Etmen Hastalik
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria | Bakteriyel leke
Aci biber Pseudomonas syringae pv. tomato Bakteriyel benek
Brassicaceae (Lahanagiller) Peronospora parasitica Mildiyo
Xanthomonas campestris Siyah damar ¢uirtikligii

Cucurbitaceae (Kabakgiller)

Pseudoperonospora cubensis

Yalanci mildiyo

Sphaerotheca fuliginea Kiilleme
Erysiphe cichoracearum
Cladosporium cucumerimum Uyuz

Acidovorax avenapv. citrulli

Bakteriyel meyve lekesi

Xanthomonas campestris pv. cucurbitae

Bakteriyel yaprak lekesi

Pseudomonas syringae pv. lachrymans Koseli yaprak lekesi
Marul Bremia lactucae Mildiy6
Peronospora destructor Mildiyo
Sogan Iris yellow spot virus Iris sarileke virus hastalig
Xanthomonas axonopodi pv. allii Yaprak yaniklig
Ispanak Peronospora tabacina Mildiyo

Bu calismada kullanilan aktivatoér olan ISR-2000 ise biyolojik, organik ve dogal ekstraktlar

formiilasyonundan olusan yeni bir tirindiir; etkili maddesi Lactobacillus acidophilus, maya

ekstrakti, bitki ekstrakti ve benzoik asitten ibarettir.
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3.1.5 Histokimyasal boyama calismalarinda kullanilan materyal

Histokimyasal boyama ¢aligmalarinda, ISR-2000 ve

aktivatorii uygulanarak yapilan saksi denemeleri sonunda, dayanikliligin uyarildigi bal
kabaklarindan alinan kok, gévde ve yaprak parcalari ile cam siseler, steril bistiiri, pens,

DAB (diaminobenzidine) boyama seti, phloroglucinol, chloralhydrate, metanol, saf su ve

Actigard olmak tizere iki farkli bitki

faz kontrast, 151k mikroskobu ile binokiiler materyal olarak kullanilmistir.

3.2 Metod

Bu ¢alismada kullanilan ve ZYMYV izolat1 olarak saptanan ve tanilanmasi ile dayanikliligin

uyarilmasi ¢alismalarinda izlenen yollarsekil 3.2° de verilmistir.

Survey ve 6rnek

toplama Verilerin analizi

Orneklerin buz kutusunda ve
uygun kosullarda
laboratuvara taginmasi

ELISA testi

ELISA testi | i

| Mekanik inokulasyon ve
deneme kurma

Sekil 3.2 Caligmada izlenen yollar
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3.2.1 Bitki orneklerinin toplanmasi ve muhafazasi

Calismada kullanilan ZYMV izolatinin elde edilmesi amaciyla, Ankarakazan ilgesinden
yapilan arazi c¢ikislarinda, simptomatolojik olarak ZYMV ile bulasik oldugundan
siiphelenilen kabakgil bitkilerinden sap, govde, yaprak ve meyve ornekleri alinmis ve kagit
torbalara  konulmustur  (Araziden toplam 50 ornek toplanmistir).  Torbalar
numaralandirilarak buz kutusu igerisinde uygun kosullarda laboratuara getirilmis ve
yapilacak olan calismalarda kullanilincaya kadar, 4- 7 giin gibi kisa bir siire i¢in 4°C’ de,
daha uzun bir siire i¢in ise, -20°C’ de muhafaza edilmistir. Arazi ¢ikiglari, 2010 yilinda
Temmuz-Eyliil aylarindayapilmistir. Sera kosullarinda, ZYMYV ile bulagsik olan bitkilerin
belirlenmesi amaciyla oncelikle simptomatolojik gozlemler yapilmustir. Ornek alinan
bitkilerde, ZYMV’nin neden oldugu yaprak ve meyvelerde deformasyon, mozaik, damar
bantlasmasi, geng siirgiinlerde ipliklesme gibi simptomlar aranmistir. ZYMYV tarafindan

olusturulan bu simptomlar1 gosteren bal kabagi yapraklar1 calismada kullanilmastir.

3.2.2 Mekanik inokulasyon yontemi

3.2.2.1 Mekanik inokulasyon calismalan

o ELISA testleri sonucunda ZYMYV ile bulasik oldugu saptanan bitkilerden elde
edilen ZYMYV izolatinin serolojik tanist,

o Saks1 denemelerinde kullanilan ZYMYV ile bulasik yeterli miktarda bitki dokusunun
elde edilmesi,

o Sakst ¢aligmalarinda bitki aktivatorii uygulanan kabak bitkilerine ZYMV nin
bulastirilmasi1 Smith ve Becker’e (2003) gore asagidaki sekilde yapilmistir.

ZYMV ile bulasik bitkilerden alinan bitki dokular1 0.02 M fosfat tampon ¢o6zeltisi (pH 7.0)
iceren steril porselen havanda ezilmis ve bitki 6zsuyu daha dnceden selit serpilmis test
bitkilerinin yapraklarma mekanik olarak inokule edilmis, sonra inokule edilen yapraklar

¢esme suyu ile yikanmastir.
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3.2.3 Serolojik cahismalar

Serolojik ¢alismalarda;
o Arazi c¢ikiglarinda toplanan ve simptomatolojik olarak ZYMV ile bulasik
oldugundan siiphelenilen kabakgil bitkileri (50 6rnek),

o Mekanik inokulasyon ¢alismalar1 sonunda simptom gézlenen bitkiler,

J Saks1 denemelerinde bitki aktivatorlerinin uygulandigi bal kabaklari,

. Denemeninsonunda simptom gozlenen bal kabaklari DAS-ELISA yontemi ile
testlenmistir.

3.2.3.1 DAS-ELISA testi

Simptomatolojik bakimdan ZYMV simptomlarina benzeyen bitki yapraklart DAS-ELISA
yontemiyle testlenmis, daha sonra testlenecek olanlar ise buzdolabinda 4°C’de veya derin
dondurucuda -20°C’de muhafaza edilmistir. DAS-ELISA yontemi (Clark ve Adams
1977)’e gore asagidaki sekilde yapilmustir.

1. Viriis IgG’leri antiserumlarin satin alindigr firmanin belirttigi yonteme gore, pH 9.6
kaplama tamponu ile sulandirilmis (1/1000 v/v) ve ELISA tabakalarinin (plate) her bir
cukuruna 100 pl konularak tabakalarin iizeri kapatilmis ve 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir.
2. Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim c¢ukurlar 3’er dakikadan ii¢ kez
yikanmistir.

3. Omek tamponu ile 1/20 (w/v) oraninda havan ve havaneli yardimiyla ezilmis
orneklerinin 6zsulari tabakalara yine 100 pl konulmus ve 4 °C de bir gece boyunca inkiibe
edilmistir.

4. Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim cukurlar 3’er dakikadan ii¢ kez
yikanmuistir.

5. Konjugat tamponu (pH 7.4) igerisinde firmanin Onerdigi sekilde sulandirilacak olan
alkalin fosfataz enzimi ile isaretli IgG tabakalardaki ¢ukurlara 100’er pl konulmus ve
37°C’de 5 saat inkiibe edilmistir.

6. Inkiibasyondan sonra, yikama tamponu ile tiim ¢ukurlar ii¢ kez yikanmustr.
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7. Enzimin substrat1 olan p-nitrophenyl phosphate (1mg/ml) substrat tamponunda (pH 9,8)
¢Oziilmiis ve ¢ukurlara 100 plkonmustur. Reaksiyon karanlikta, oda sicakliginda 30-60 dk
inkiibe edilmistir.

8. Olgiimler ELISA okuyucusu (ELISA reader) ile 405 nm dalga boyunda yapilmistir.
DAS-ELISA yontemi ¢ift tekerriirlii ¢galisilmis olup negatif 6rnek 6l¢iim degerinin 2 kat1 ve
yukarisi pozitif olarak kabul edilmistir (Uyemoto vd. 1989).

3.2.4 Saks1 denemeleri

Bitkilerde dayanikliligin uyarilmasi ¢alismalarinin bir boliimii olan ve uygun dozun ve
zamanin belirlenmesi amaci ile yapilan saksi denemeleri, dayaniklilik uyaricilar Actigard,

ve ISR-2000 kullanilarak asagida agiklanmistir.

Saks1 denemeleri, oncelikle ZYMV’ ye karsi dayaniklilifin uyarilmasi c¢alismalarinda
kullanilan iki farkli etkili maddeye sahip olan bitki aktivatorlerinin uygulanacak doz
miktarlari ile bitkide en etkili olduklar1 zamanin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Saksi
denemeleri tesadiif bloklar1 deneme desenine goreCsinos vd. (2004)’in belirttigi sekilde
kurulmus ve her bir deneme deseni 10 tekerriirden olusturulmustur(Sekil 3.3). Her bir
karakter (bitki aktivatorii)igin kontrol (Bitki aktivatorii uygulanmamig ZYMYV ile inokule
edilen bitkiler) ile birlikte 160 bitki ISR-2000 i¢in ve 280 bitki Actigard igin
kullanilmigtir.Actigard 1.5mg/80 ml, 3 mg/80 ml,6 mg/80 ml, 8 mg/80 ml, 12 mg/80 ml
vel6 mg/80 ml ISR-2000 isel80 ml/100 1 su, 90 ml/100 1 su, 45 ml/100 1
su,konsantrasyonlarinda ¢gesme suyu icerisinde hazirlanmis ve kabak fidesine uygulanmistir
(ilk gercek yapraklarin ¢ikmis oldugu donemde) (Kang ve Buchenauer 2001, Baysal vd.
2003).

Bitki aktivatorlerinin bitki biinyesinde en etkili oldugu zamanin belirlenmesi amaciyla,

bunlarin bitkiye uygulanmasindan sonraki 72 ve 96 saatleri takiben ayni bitkiler iizerine,

serolojik tanis1 yapilmis ZYMV K19 izolati mekanik inokulasyon yontemi ile
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bulastirllmistir (Louws vd. 2001, Kang ve Buchenauer 2001, Bokshi vd. 2003, Baysal vd.
2003).

Sekil 3.3 Seradaki deneme diizeni

Actigard ve ISR-2000 uygulandiktan sonra 72 ve 96 saat sonra viriis uygulamasi sonucu
bitkilerde gdzlenen simptomlar inokulasyondan sonraki kontrol bitkilerinde ilk simptom
¢ikis tarihinden itibaren degerlendirilmeye baslanmistir. Her faktor 20 tekerriirden ibaret
olup toplam kullanilan bitki sayis1 280°dir ve deneme plan1 asagida gosterildigi sekilde
kurulmustur(Sekil 3.4).

Uygulamadan bitkinin ¢iceklenme agamasina gelen kadar siire icerisinde bu kabak bitkileri
tizerinde ZYMV simptomlarinin varligi ve bu simptomlarin ¢ikis zamani, bitki boyu,
yaprak genigligi ve istatistiki olarak ve simptom siddeti gorsel olarak degerlendirilmistir.
Bu calismanin sonuglariin degerlendirilmesi, dayaniklilig1 tesvik edicilerin uygulanmadigi
kontrol bitkiler iizerinde ilk simptom c¢ikisinin gézlenmesi ile baslamistir. Dayaniklilik
uyaricilar uygulandiktan sonra belirlenen zaman araliklarinda virlis inokulasyonu yapilip,
bitkide ZYMV’ ye kars1 bir reaksiyon olarak gelisen SKD mekanizmasinin en aktif oldugu
optimum zaman aralifi ve doz belirlenmistir. Bitki aktivatorlerinin ZYMV’ye karsi
kullanilabilecek en etkin dozlarmin belirlenmesi amaciyla yapilan saksi denemeleri de

asagidaki sekilde yiirtitiilmustiir.
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T1 (72 saat)
A0(doz 0)
T2 (96 saat)

T1(72 saat )
Al(doz 1)
T2(96 saat)

T1(72 saat )
A2(doz 2)
T2(96 saat)

T1(72 saat )
A3(doz 3)
T2(96 saat)

T1(72 saat )
A4(doz 4)
T2(96 saat)

T1(72 saat )
AS5(doz 5)
T2(96 saat)

T1(72 saat )
A6(doz 6)

ANAAAAD

T2(96 saat)

Sekil 3.4 Aktivator uygulamalarinda kullanilan deneme plani
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Bu amagla yapilan ¢aligmalarda bitki aktivatorii ISR-2000 kullanim prosediiriinde belirtilen
doz miktar1 ile bu dozun yarist ve iki kat1 seklinde 3 farkli doz(Cizelge 3.2) ve Actigard
bitki aktivatorii 6n denemelerimizde firmanin 6nerdigi uygulama dozu bal kabaklarma
fitotoksik (Sekil 3.5) oldugundan 6 farkli doz(Cizelge 3.3) seklinde uygulama yapilmistir.
Bu denemeler, diger calismalarda oldugu gibi tesadiif bloklarideneme desenine gore
kurulmus ve 10 tekerriirden olusmustur. Bu denemelerde her bir karakter i¢in kontrol ile
birlikte 280 kabak bitkisi kullanilmigtir. Kullanilan bitki aktivatorlerinin dozlar gizelge 3.2
ve 3.3’te verilmistir.  Bitki aktivatorlerinin uygun dozunun saptanmasi amactyla yapilan
caligmalar, kabak bitkilerine bitki aktivatorlerinin ilk uygulamasindan sonra 1 hafta arayla 2
kez daha bitki aktivatorii uygulanmis ve degerlendirilmistir. Simptomatolojik olarak
gozlenen ve degerlendirilen bu bitkilerden aliman kok, govde ve yaprak dokular

histokimyasal boyamalarda materyal olarak kullanilmistir.

.

Sekil 3.50n denemelerde kullanilan dozlarda bitki boyunun kisalmasi, kuruma ve
6lim seklinde goriilen fitotoksite (soldaki sekilde en sagdaki kontrol bitkisi)
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Cizelge 3.2 ISR-2000 uygulamasinda kullanilan dozlar

Bitki aktivatori Doz 1 Doz 2 Doz 3
ISR-2000 45 ml1/100 1 su 90 m1/100 1 su 180 m1/100 1 su

Cizelge 3.3 Actigard uygulamasinda kullanilan dozlar

Bitki Doz 1 Doz 2 Doz 3 Doz 4 Doz 5 Doz 6
aktivatorii
Actigard 1.5mg/80ml  3mg/80ml 6mg/80ml 8mg/80ml 12mg/80ml 16mg/80ml

3.2.5 Histokimyasal Boyamalarla Lignin Sentezinin Belirlenmesi

Dayanikliligin uyarildig1 kabak bitkilerinden alinan (aktivatér uygulamasindan ve kontrol
amaciyla kullanilan viriis inokulasyonundan 72 ve 96 saat sonra) yaprak, kok ve govde
parcalari kullanilarak, bitki aktivatorlerinin kullanilmasi sonucu, enfekteli bitki dokularinin
enfeksiyon ve reaksiyon yerlerinde ortaya ¢ikan lignin sentezi, phloroglucinol/HCI Testi ile
belirlenmistir. Saksi denemelerinde, Actigard ve ISR- 2000 uygulamasi yapilan kabak
bitkileri saksilardan kok bolgesi zararlandirilmadan g¢ikarilmis ¢esme suyunda yikanmustir.
Bu bitkilerin kok ve govdelerinden steril bir bistiiri ile 3-5 mm uzunlugunda,
yapraklarindan ise, yaklastk 5 mm c¢apinda kesitler almmustir. Infekteli dokulardaki
klorofiller, %100° liikk metanol igerisinde, 10-15 dakika kaynatilarak uzaklastirilmistir.
Daha sonra beyazlasan doku ornekleri, kloral hidrat (2.5 g/ml) igerisinde en az 24 saat
bekletilerek dokular seffaflastirilarak temizlenmistir. Metanol yardimi ile klorofil
uzaklagtirilarak, kloralhidrat ile temizlenen dokular steril bir lam {izerine alinarak, {izerine
1-2 damla konsantre HCI ilave edilerek 10 dak. bekletilmistir. Daha sonra bu dokularin
tizerine birkag damla %50’ lik gliserol ¢ozeltisi damlatilmis ve lamel kapatilarak bu sekilde
hazirlanan preparatlar incelenmistir. Enfekteli dokularin tizerine HCI eklendikten ortalama
10 dak. sonra, ligninlenmis yapilar koyu pembe-turuncu bir renk olusturmustur. Boyanmis
dokularin 3-5 saat sonra renklerini kaybetmeleri nedeniyle preparatlar, miimkiin oldugunca

kisa siire igerisinde, faz kontrast, steroskobik mikroskop ve 151k mikroskop kullanilarak
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incelenmis ve goriintii alinmistir (Gahan 1984, Vallet vd. 1996, Soylu 1999). Boyama

islemleri, pozitif ve negatif kontrol bitkilerinin her ikisi i¢in de uygulanmustir.

3.2.6 Histokimyasal Boyamalarla H,O; Sentezinin Belirlenmesi

Dayanikliligin uyarildig1 kabak bitkilerinde, enfekteli dokularda enfeksiyon ve reaksiyon
yerlerinde meydana gelen H,O, sentezi, DAB (3,3’-diaminobenzidine) testi ile

belirlenmistir.

Bu yontemde de, saks1 denemelerinde, Actigard ve ISR-2000 uygulamasi yapilan balkabagi
bitkileri saksilardan kok bolgesi zararlandirilmadan ¢ikarilmis (aktivator uygulamasindan
ve kontrol amaciyla kullanilan virlis inokulasyonundan 72 ve 96 saat sonra)ve ¢esme
suyunda yikanmistir. Bu bitkilerin kok ve govdelerinden steril bir bistiiri ile 3-5 mm
uzunlugunda, yapraklarindan ise yaklasik 5 mm c¢apinda kesitler alinmistir. Infekteli
dokular once karanlikta 15- 25 dak. arasinda DAB igerisinde bekletilerek yikanip bitki
dokularindan klorofilin uzaklastirilmasi i¢in methanol igerisinde 10-15 dakika kaynatilarak
beyazlasan doku oOrnekleri, kloral hidrat (2.5 g/ml) icerisinde en az 24 saat bekletilerek
dokular seffaflastirilarak temizlenmistir. Metanol yardimiyla klorofil uzaklastirilarak kloral
hidrat (Merck) ile temizlenen dokular sterilbir lam iizerine alinarak, iizerine birka¢ damla
%50’ lik gliserol ¢ozeltisi damlatilmis ve lamel kapatilarak bu sekilde hazirlanan
preparatlar incelenmistir. Dayanikliligin uyarildig1 yerlerde kahverengi renk degisimleri
gozlenmistir. Boyanmis dokularin 3-5 saat sonra renklerini kaybetmeleri nedeniyle,
hazirlanan preparatlar, miimkiin oldugunca kisa siire igerisinde, faz kontrast, 1s1k
mikroskobu yada steruskobik mikroskop kullanilarak incelenmis ve goriintii alinmistir
(Soylu 1999). Boyama islemleri, pozitif ve negatif kontrol bitkilerinin her ikisi i¢in
yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 ZYMY ile Bulasik Bitkilerin Belirlenmesi

Bu tez caligmasinda kullanilacak ZYMV izolatin1 belirlemek amaciyla Ankara ilinde
survey calismalar1 yapilmis (kabak, bal kabagi, kavun, salatalik bitkileri testlenmis),
sonucta Kazan ilgesinde yetistirilen siddetli mozaik, damar bantlagsmasi ve yapraklarda
sekil bozuklugu seklinde belirtiler gosteren ve DAS ELISA ile yalmizca ZYMV
enfeksiyonun bulundugu bir bal kabag: bitkisi (belirtilerinin siddetli ve ELISA absorbans

degerinin en yiiksek olmasi sebebiyle) bakimindan izolat kaynagi olarak kullanilmigtir.

4.2 Mekanik Inokulasyon Calismalar

Kazan ilgesinden alman izolatin ¢ogaltilmasi amaciyla bal kabaklarina mekanik
inokulasyonlar yapilmis ve inokulasyonlardan 11 giin sonra tipik belirtiler goriilmeye
baslanmistir. Belirtiler 14. giinde siddetlendiginden dolay1 yapraklar bu donemde hasat

edilmistir. Bu yapraklardan ¢ikarilan 6zsu aktivatdr uygulama denemelerinde kullanilmastir.
4.3 Dayaniklihgin Uyarilmas1 Calismalar:

4.3.1 Saks1 Denemeleri

Kontrol (+) olarak kullanilan bitkiler iizerinde ilk simptomlar mekanik inokulasyondan 11
giin sonra gozlenmistir bu belirtiler yapraklarda mozaik ve damar bantlagsmasi
seklindedir.Enfeksiyon orani ve yiizdeleri ¢izelge 4.1° de verilmistir. Yapilan istatsitiki
analizler kontrol drnekleri ile deneme bitkileri arasindaki enfeksiyon yiizdeleri arasindaki

farkliligin 6nemli olmadigini ortaya koymustur.

Bu calismada Actigard ile yapilan 6n denemelerde Actigard’in firma tarafindan onerilen

dozu balkabaklarinda yapraklarda yukar1 dogru kivrilma, nekroz, damarlarda bantlasma ve
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bitki boyunda kisalma seklinde fitotoksiteye sebep oldugundan (Sekil 4.1) dolay1 6 farkl
dozkullanilmistir. Bu 6 dozdan doz 5 ve 6 istatistik olarak toksik oldugu saptanmistir (Sekil
4.1).

Cizelge 4.1 ASM uygulanan bitkilerde mekanik inokulasyon sonucu simptom
gosteren bitki orani

Doz | Zaman | Mekanik inokulasyon Simptom gosteren
yapilan bitki sayisi bitki sayisi ve yiizdesi
A0 72 10 8 bitki %80
96 10 8 bitki %80
Al 72 10 8 bitki %80
96 10 10 bitki %100
A2 72 10 8 bitki %80
96 10 8 bitki %80
A3 72 10 8 bitki %80
96 10 7 bitki %70
A4 72 10 5 bitki %50
96 10 6 bitki %60

Sekil 4.1 Actigard’in bal kabag1 yapraklarinda damarlarin etrafinin koyu yesil bir
durum almasi, yapraklarin yukar1 dogru kivrilmasi seklinde sebep oldugu fitotoksite
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4.4 Istatistiksel Analizler

4.4.1 Actigardin fitotoksiteye neden olan dozlarinin belirlenmesi

Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi Actigardin 5. ve 6. doz uygulamalar1 bal kabag1 bitkileri i¢in
toksik bulunmustur. Bu analiz 6lii bitki sayisina dayanarak yapilmistir. Bu atkivatoriin
etkinlik denemeleri i¢in yapilan diger analizlerde, 5 ve 6. dozlar1 bitkilerde toksik

bulunmasi nedeniyle denemelere alinmamustir.

Cizelge 4.2 Actigard’in farkli dozlarininbal kabag: bitkilerindeki olum oranina etkisi

Doz Olii bitki yiizdesi (%)
A0 %0 b
Al %0 b
A2 %0 b
A3 % 7.5 b
A4 % 10 b
A5 % 30 a
A6 % 65.5 a

*Tukey (P=0.05) testine gore ayni harfleralan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel
olarak dnemsizdir.

Balkabagi bitkilerine Actigard’in farkli dozlari, farkli zamanlarda (72 saat ve 96 saat sonra)
uygulanmigtir. Bu faktorlere gore ZYMV inokulasyon belirtisinin  ¢ikis siiresi iizerine
etkisinin olup olmadig, cizelge 4.3’ de gosterilmistir. Uygulama yapilan bitkilerde, kontrole
gore 5- 21 giin siire ile simptom ¢ikisinda gecikme gozlenmistir. Bu bitki aktivatorii (doz 3
ve 4) uyguladiktan sonra, yapilan ZYMYV bulastirilmast sonucunda, bitkilerdeki simptom
cikis(Sekil 4.2) siiresi lizerinde etkisi istatistiksel olarak Tukey testine gore incelenmistir.

Bu sonuca gore belirgin bir etkisinin oldugu saptanmastir.
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4.4.2 Actigard’ 1n simptom cikis siiresi iizerinde etkisi

Bu analizde gordiigiimiiz gibi Actigard uygulamasinda doz 3 ve doz 4 simptom g¢ikis
tizerinde etkili olmus ve onemli bulunmustur(Cizelge 4.3). Sadece 96 saatte Bu dozlar

onemli bulunmustur.

Cizelge 4.3 Actigard’in farkli doz ve uygulama zamanlarminsimptom
cikis siiresi lizerine etkileri

Doz | Zaman Tekerriir sayisi Simptom ¢ikis siiresi (giin)
(n)

A0 72 10 11.70 £ 0.26 d*
96 10 13.13+ 0.52 cd

Al 72 10 12.40 +£0.27 d
96 10 12.75+0.41 cd

A2 72 10 13.38 +£0.82 bed
96 10 12.00 +£0.22 d

A3 72 10 23.13+ 1.74 abc
96 10 24.71 + 0.99 ab

A4 72 10 18.50 £ 2.30 abcd
96 10 2480+ 1.39 a

*Tukey (P=0.05) testine gore ayni harfler alan ortalamalar arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemsizdir.
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Sekil 4.2 Bal kabagi yapraklarinda mozaik, kabarciklasma ve damar bantlagmasi
seklinde ZYMYV belirtileri

4.4.3Actigard’1n bitki boyu iizerinde etkisi

Actigard aktivatoriiniin, bitki boyu ve yaprak genisligi iizerine etkisi asagida verilmistir.
Kullanilan dozlardaki Actigard’in, bitki boyu iizerine etkisi Tukey testine gore
belirlenmistir. Actigard belirli dozlarda istatistiksel olarak bitki boyunu uzatmig(Sekil 4.3),
fakat yaprak buiytikliiglini kiictiltmiistiir. Bu analizler detayli olarak asagida agiklanmustir.

Actigard’in 3. ve 4. dozunda uygulamadan 96 saat sonra bitki boyunun énemli oranda

arttig1 belirlenmistir(Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 Actigard’in farkli doz ve uygulama zamanlarinin bitki boyu

uzerinde etkileri

Doz Zaman Tekerriir sayisi (n) ortalama Bitki boyu (cm)
A0 72 20 2230+ 09 b
96 20 2232+ 1.07 b
Al 72 20 3220+ 1.75 ab
96 20 30.15+ 133 ab
A2 72 20 3240 + 2.14 ab
96 20 3430 £ 2.15 ab
A3 72 20 3448 + 1.72 ab
96 20 3710+ 199 a*
A4 72 20 3155 £ 1.74 ab
96 20 3895+ 133 a

*Tukey (P=0.05) testine gore ayni harfler alan ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemsizdir.

s NN 0 O SRR AL 010 0 bbb on oo

Sekil 4.3 Actigard dozlarinin ve siirelerinin bitki boyu iizerinde
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Bu analizde gordiigiimiiz gibi doz 4’de 72 saate yaprak genisligi lizerinde ters olarak

onemli bulunmustur. Bu doz 72 saatte yaprak genisligini azaltmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Actigard’in farkli doz ve uygulama zamanlarinin yaprak
genisligi tizerinde etkileri.

Doz Zaman Tekerriir sayisi (n) | Yaprak genisligi (cm)
A0 72 20 7.650 £0.29a
96 20 7.59+ 0.31a
Al 72 20 746 +0.24 a
96 20 743 +0.27 a
A2 72 20 6.53 £0.35 ab
96 20 6.250£0.28 ab
A3 72 20 5.150 £0.32 ab
96 20 6.000 +0.22 ab
A4 72 20 423 +048 b
96 20 5.450 £0.38 ab

*Tukey (P=0.05) testine gore ayn1 harfler alan ortalamalararasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemsizdir.

Bu denemede dozlar arttik¢a yapraklarda kiigiilme gozlemlenmistir (Sekil 4.4). Actigard’ in

tim dozlarinda yapraklarda kii¢iilme goriilmesine ragmen, sadece doz 4’ {in istatistiksel

olarak Onemli oranda kii¢lilmeye neden oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4 Actigard’in yaprak genisligi iizerinde etkisi
(soldaki kontrol bitkisi)

4.5 ISR-2000’in simptom cikis siiresi iizerine etkisi

Kabak bitkilerine ISR-2000 uygulamalarinda yapilan ZYMV inokulasyonu simptomun
¢ikig siiresi lizerine Onemli derecede bir etkisi olmamustir. Bu bitki aktivatorlerinin
uygulanmasindan 72 ve 96 saat sonra yapilan ZYMV bulastirmalarinda ise, bitkilerde
simptom ¢ikis zamani iizerine belirgin bir etkisi olmadig1 gozlenmistir. Ayn1 sonug bitki

boyu tizerinde ve yaprak genisligi iizerinde de gozlemlenmistir.
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5. HISTOKIMYASAL BOYAMALARLA LiGNiN SENTEZININ BELIRLENMESI

Histokimyasal boyamalar Actigard ve ISR-2000 uygulanan bitkilerde 72 ve 96 saat sonra
yapilan ZYMV inokulasyonunun SKD mekanizmasini uyarip uyarmadigi ve uyariyorsa
hangi zamanin en uygun oldugunun belirlenmesi i¢in yapilmistir. Bu c¢alismalar sonunda
bitki aktivatorii uygulanan bitkilerde lignifikasyonun yogunlugunda ve dagiliminda
farkliliklar gézlenmistir. Ligninlesme boyanma yogunlugu temel alinarak her iki aktivatorii
uygulamasinda da en ¢ok sirasiyla govde, kok ve yaprakta belirlenmistir. Lignin
boyanmasinda Phloroglucinol HCI ile reaksiyona girmekte ve lignin olusum noktalarini
sabitleyerek koyu turuncu veya pembemsi bir renk almasini saglamaktadir. Aktivator
uygulamasindan 72 ve 96 saat sonra viriis inokulasyonu yapilan bitkilerin boyama
sonuclarma bakildig1 zaman ISR-2000’in Actigard’a gore daha fazla ligninlesmeye yol
actig1 goriilmistir (Sekil 5.1). Actigard uygulamasi yapilanbitkiler iizerinde uygulanan
lignin boyamasinda (Sekil 5.1)boyanma bakimindan dozlar ve zaman bakimindan hicbir
fark gorilmemistir. Bununla birlikte ISR-2000 uygulanan bitkilerle yapilan boyama
caligmalarinda 72. saatte, doz 2’de boyanmanin en belirgin oldugu ve bunu doz 1 ve doz 3’

iin izledigi tespit edilmistir.
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Sekil 5.1: A- ISR-2000 uygulanmuis bitki 6rneklerinde lignifikasyon. Kok (1),
govde (2), yaprak (3). B- Actigard uygulanmis bitki 6rneklerindelignifikasyon.
Kok (1), govde (2), yaprak (3).
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6. HISTOKIMYASAL BOYAMALARLA H,0, SENTEZININ BELIRLENMESI

Saks1 denemeleri sonucunda dayanikliligin uyarildig1 bitkilerden alinan kok, gévde ve
yaprak dokulari ile yapilan bu ¢alisgmadaActigard ve ISR-2000 uygulandiktan sirasiyla 72
ve 96 saat sonra virlis inokulasyonunun, SKD mekanizmasimin uyarilmasi i¢in uygun
zaman araligi oldugu belirlenmis ve dayanikliligin en yiiksek seviyede uyarildigi bu
bitkilerden alinan dokularda H,O birikimi belirlenmistir. H,O, boyamasinda DAB ile
reaksiyona girmis ve peroksidaz varliginda kahverengi renge doniismiistiir. Bitki aktivatori
uygulanan bitkilerde, yogunlugunda ve dagiliminda farkliliklar gézlenmistir.H,O, birikimi
bitkinin dokusunda en c¢ok yapraklarinda birikmistir. Yapilan yaklasitk 90 Ornek
boyamasinda yaprak orneklerin hepsinde ve 3 kok 6rneginde H,O; birikimi gdzlenmistir ve

hig bir gévdede H,0, birikimi gézlenmemistir.

Actigard uygulamasindan 72 saat sonra virlis inokulasyonu yapilan bitkilerden alinan bitki
dokularindan yapilan DAB boyamasi1 sonucunda bu bitkilerde H,O; birikiminin var oldugu
ve kontrol (Sekil 6.5) bitkilerine gore siddetinin fazla oldugu ve bu boyanmanin iletim

demetlerin etrafinda olustugu saptanmistir (Sekil 6.2).

Bu zamandada ayni1 72 saatteki gibi dozlar arasinda hi¢ bir fark gézlenmemistir. Actigard
uygulamasindan 96 saat sonra virlis inokulasyonu yapilan bitkilerden alinan bitki
dokularindan yapilan DAB boyamasi sonucunda bu bitkilerde H,O, birikiminin var oldugu
fakat kontrol bitkilerine gore siddetinin az oldugu ve bu boyanmanin iletim demetlerin
etrafinda olustugu saptanmistir (Sekil 6.1). Bu zamanda Actigard dozlarinin arasinda hig bir

fark gézlenmemistir.

ISR-2000 uygulamasindan 96 saat sonra viriis inokulasyonu yapilan bitkilerden alinan bitki
dokularindan yapilan DAB boyamasi sonucunda bu bitkilerde H,O; birikiminin var oldugu
ve kontrol bitkilerine gore siddetinin fazla oldugu ve bu boyanmanin iletim demetlerin
etrafinda oldugu saptanmustir (Sekil 6.3). Bu aktivatérde dozlar arttikca H,O, birikiminin

arttig1 gézlenmistir.
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ISR-2000 uygulamasindan 72 saat sonra viriis inokulasyonu yapilan bitkilerden alinan bitki
dokularindan yapilan DAB boyamasi sonucunda bu bitkilerde H,O; birikiminin var oldugu
ve kontrol bitkilerine gore ayni siddette oldugu ve 96 saate gore siddetinin daha diisiik
olduguve bu boyanmanin iletim demetlerin etrafinda olustugu saptanmistir (Sekil 6.4). Bu
zamanda da aynm1 96 saatteki gibi dozlar arasinda arttikca H»O, birikiminin arttig1
gozlenmistir. Genel olarak ISR-2000 aktivatorii uygulanan bitkilerdeki H,O» birikiminin
ASM uygulanan bitkilerdekine gore daha az oldugu saptanmistir.

Sekil 6.1 Yaprakta H,O,birikimi (Actigard 96 saat)
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Sekil 6.2 Yaprakta H,O,birikimi (Actigard 72 saat)

Sekil 6.3Yaprakta H,Osbirikimi (ISR-2000 96 saat)
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Sekil 6.4 Yaprakta H,O, birikimi (ISR-2000 72 saat)

Sekil 6.5 Yaprakta H>O,birikimi (kontrol bitkilerinde)
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7. TARTISMA

Madhusudhan vd (2008), ASM’nin enfekteli bitkilerde virlis konsantrasyonunu
diisiirdiiglinii bildirmiglerdir. Ayni arastiricilar ASM uygulanmis ve ToMV ile enfekteli
bitkilerde RdRp konsantrasyonunun arttigini gozlemlemislerdir. Sentezlenmis cRNA’larin
virlis RNA’smin replikasyonunu ve translokasyonunu bozarak etkili oldugunu
bulmuslardir. Bu durumda bizim c¢alisgmamizda da ASM uygulanmis bitkilerde ZYMV
belirti ¢ikisinin gecikmesi ZYMV RdRp konsantrasyonun artmastyla ilgili olabilir.

Nair ve Anith (2007), ASM’nin Amaranthus’ larda gelismeyi geciktirdigini siirgiin boyunu
kisalttigini ve siirgiin ve koklerin kuru agirligini azalttigini ortaya koymuslardir. Bubici vd.
(2005) domateslerde ASM’nin sera denemelerinde bitkilerde ciicelesmeye ve siddetli
yaprak klorozuna sebep oldugunu bulmuslardir. Mandal vd. (2008) ASM’nin tiitiinlerde
TSWV’ye en yiiksek dayanmiklilik sagladigi konsantrasyonda fitotoksiteye yol acgtigini
bildirmislerdir. Chinnasri ve Sipes (2005) ananaslarda ASM’nin fitotoksik oldugunu rapor
etmislerdir. Parkunan vd. (2008) tiitlinlerde ASM’nin toksik oldugunu bildirmislerdir. Bu
caligmalardan da goriildiigii tizere ASM’nin bitki aktivatorii etkisi ve viriis tizerine etkili
konsantrasyonu bitkiden bitkiye ve hatta ¢esitten cesite degismektedir. Bu yiizden
yapilacak ASM denemelerinde iiretici firma tarafindan Onerilen dozlar yerine mutlaka

onceden bir 6n deneme yapilarak amaca uygun en uygun doz belirlenmelidir.

Bitkilerin elisitorler ve aviriilent fungal etmenler ile muamele edilmeleri sonucu dokularda
fenolik maddelerin biriktigi ve ligninlesmenin arttigi degisik arastiricilar tarafindan
bildirilmistir (Hornby ve Fitt 1981, Aist 1983, Stoltzenburg vd. 1984, Nicholson ve
Hammerschmidt 1992). Lignin bilindigi {izere hiicre duvarmnin mekanik giiclini
arttirmaktadir. Ligninlesme bitkilerde patojen saldirisina karst genel bir savunma
mekanizmasidir (Hijwegen 1963, Ride 1983). Lignin istilac1 patojenlerin penetrasyonuna
kars1 ilk savunma hatt1 olarak degerlendirilir (Bhuiyan vd. 2009). Bitkilerdeki ligninlesme
histokimyasal boyamalar ile belirlenebilmektedir (Aist 1983, Gahan 1984, Biggs ve Miles
1988, Isaac 1992, Vallet vd. 1996).
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Caligkan (2007), c¢aligmasinda Actigard ve ISR-2000 uygulanan bitkilerde aktivator
uygulanmasindan 72 saat ve 96 saat sonra lignin boyamalarinda herhangi bir farklilik
gozlememistir. Bizim calismamizda da Actigard’da aynmi sonuca varilmig, ancak ISR-
2000’de aktivator uygulanmasindan 72 saat sonra lignin olusumunun daha fazla oldugu

tespit edilmistir.

Caliskan (2007), calismasinda Actigard (Dozl1,0.1g/1), (Doz2,0.2g/1),(
Doz3,0.4g/l)uygulanan bitkilerinden yapilan lignin boyamasinda Dozl ve Doz2 arasinda
fark gorlilmemis ancak Doz3’de gbvde, kok ve yaprakta diger uygulamalara gére boyanma
siddetinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.Oysa bizim ¢alismamizda Actigard dozlarin
arasinda higbir fark gozlenmemistir ve 6rneklerin hepsinde lignin boyanmasi sirasiyla en

cok gdvde, kok ve yaprakta bulunmustur.

Caliskan (2007) ISR-2000 uygulanan bitkilerde yapilan lignin boyama calismalarinda
(Dozl,5ml/1), (Doz2, 10ml/1), (Doz3, 20ml/l)uygulanan bitkilerde Doz2’de boyanmanin en
siddetli oldugu ve bunu Dozl ve Doz3’ {in izledigi tespit edilmistir, bizim ¢alismadada ayn1

sonug¢ saptanmigtir.

Yaptigimiz ¢alisma sonuglarindan hareketle konukgu bitki hiicrelerinin hiicre duvarlarinda
asirt lignin birikiminin viral enfeksiyonlara karsi koymada etkisiz oldugu soylenebilir.
Bununla birlikte ligninlesme fungus ve bakteri enfeksiyonlarinda etmenlere karsi belirli

Olgiide bir savunma hatt1 olusturmaktadir.

SKD reaksiyon iriinlerinden biri olan H,O,’nin patojenin hiicreye girisini sinirladig
diisiiniilmektedir. H,O, dokularda nekrozlara sebep olmakta ve hipersensitif reaksiyonla

ilgili olmaktadir (Balazs vd 2003).
Caligkan (2007), caligmasinda Actigard uygulamasindan 72 saat sonra kabak bitkilerinin

govdelerinde H»O, olusumunu doku boyamalariyla belirlemis, fakat yaprakta

saptayamamistir. Ayni arastirict  kullandig1r  biitiin ~ bitki  aktivatorlerinde en 1yi
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H,0sbirikiminin 72 saatte oldugunu gozlemistir. Bizim ¢alismamizda da benzer sonuglara

varilmistir, ancak biz ¢alismamizda gévede H,O; birikimi saptayamadik.
Caligkan (2007) ile bizim calisma sonuglarimizdaki bazi farkliliklar kullanilan bitki

tirlerinin fakliligindan, aktivator uygulama dozlar1 arasindaki farkliliktan ve bitki

yetistirme kosullar1 arasindaki farkliliktan kaynaklananbilir.
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8. SONUC VE ONERILER

Bu calismada elde edilen sonug¢lar su sekilde 6zetlenebilir:

o Yapilan surveylerde, simptom gosteren bitkiler toplanmis ve ELISA testine tabi
tutulmustur. Testlenen bitkilerden siddetli ZYMV belirtisi gosteren bir balkabagi bitkisi
(Kazan ilgesinden alinmis) izolat kaynagi olarak kullanilmistir.

o Dayanikliligin uyarilmasi ¢alismalar1 saks1 denemesi olmak iizere yiiriitiilmiistiir.
Saks1 denemelerinde uygulanacak bitki aktivatorlerinin kullanilacak uygun dozu ve
uygulama zamani belirlenmis ve aktivator uygulanan bitkilerden lignin sentezi ve H,O;
birikiminin belirlenmesi amaci ile histokimyasal boyamalar yapilmis ve faz kontrast, 151k
mikroskopu ve binokiiler altinda bakilarak resimleri ¢ekilmistir. Boyama c¢aligmalari
sonucunda aktivator uygulanan bitkilerde dayanikliligin tesvik edildigi ve en iyi uygulama

zamaninin Actigard i¢in 72 saat ve ISR-2000 i¢in ise 96 saat oldugu belirlenmistir.

Uygulanan bitki aktivatdrlerinden Actigard’in ZYMYV inokulasyonunda simptom ¢ikisini 5-

21 giin, ISR-2000 uygulamasinda ise simptom ¢isinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Actigard’in simptom ¢ikisi, bitki boyu ve yaprak genisligi lizerine olan etkileri istatistiki
olarak degerlendirilmistir. Actigard’in simptom ¢ikis iizerinde Doz 4’iin 96 saati ve Doz
3’{in 96 saati 6nemli olarak bulunmus; Actigard’in bitki boyu iizerindeDoz 4’iin 96 saatiile
Doz 3’lin 96 saatide 6nemli olarak goriilmiistiir.Actigard’in yaprak genisligi tizerinde Doz

4°{in 72. saati onemli olarak bulunmustur.

ISR-2000 aktivatoriinde simptom ¢ikis lizerinde hi¢ bir karakter Onemli
bulunmamigtir.ISR-2000 aktivatoriinde simptom ¢ikis iizerinde aktivatoriin dozlar1 ve

uygulama zamanlar1 (722 ve 96 saat), olarak dnemli bir kombinasyon bulunmamustir.
Bitkilere dayaniklilik kazandirmak i¢in yapilacak bitki aktivatdrii uygulamalar tiretici

firmalarin 6nerdigi dozda bile kullanilsa toksik olabildiginden (6rnegin ASM), kiiltiir

bitkilerine yapilacak aktivatdr uygulamalarinda {iiretici firma tarafindan Onerilen dozlar
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yerine mutlaka Onceden bir 6n deneme yapilarak amaca uygun en uygun doz

belirlenmelidir.
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