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Bu caligma 2015-2017 yillar1 sonbahar ve kis dénemlerinde Adana ve
Mersin illerinde yaygin olarak marul yetistiriciligi yapilan alanlarda Marul iri
damar hastalig: (Lettuce big-vein disease, LBVD)’nin saptanmasi ve bu hastaliga
neden olan etmen veya etmen kompleksinin belirlenmesi; Marul mozaik virlsi
(Lettuce mosaic virus, LMV)’nun tanilanmas: ve Kkarakterizasyonu amaciyla
yuratulmastar. Arazi cikislarinda simptomatolojik olarak LBVD (MiLBVV,
LBVaV) veya LMV ile enfekteli oldugundan stiphelenilen toplam 160 adet marul
bitkisinden 6rnekleme yapilmis ve ELISA testleri sonucunda, MiLBVV, 53; LMV
ise 22 bitkide saptanmistir. RT-PCR c¢alismalarinda MiLBVYV i¢in MiLBVV(1) ve
MILBVV(2) primer cifti ile Cukurova, Seyhan, Karaisali, Yakapinar ve Yenice
izolatlarindan 233 bp; LBVaV’ye 0zgi VP-248 ve VP-249 primer cifti ile
Gukurova, Karaisali ve Yenice izolatlarindan 296 bp; LMV’ye 6zgi LMV CPR ve
LMV CPF primer cifti ile Yakapinar, Yumurtalik ve Yenice’den toplanan marul
izolatlarina ait 360 bp buylkluginde bandlar elde edilmistir. Dizi analizleri
sonucunda, MiLBVYV igin, Yenice-1 ve Yenice-2 izolatlar1 ayni grupta yer alirken,
Adana’dan alinan izolatlarla Mersin’den ahinan izolatlar farkli gruplarda yer
almistir. LBVaV icin kullanilan Yuregir izolati Suudi Arabistan izolat: ile aym
grupta yer alirken, LMV igin kullanilan Yenice-2 izolat1 higbir tlke izolat: ile aym
grupta yer almamustir.

Anahtar Kelimeler: Marul, LBVD, LMV, DAS-ELISA, RT-PCR, Dizi Analizi
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THE DETECTION AND CHARACTERIZATION OF LETTUCE BIG-
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This study was conducted for detection of and to investigate of causative
agents causing Lettuce big-vein disease (LBVD) and diagnosis and
characterization of Lettuce mosaic virus (LMV) in the fields where the lettuce
cultivation was made extensively in Adana and Mersin provinces in autumn and
winter of 2015-2017. A total of 160 lettuce plants suspected to be infected with
LBVD (MiLBVV, LBVaV) or LMV were sampled at the field simptomologically.
As the result of ELISA tests, MiLBVV and LMV were detected in 53 and 22
plants, respectively. In the RT-PCR studies for MiLBVV, the band a size of 233 bp
was obtained by MiLBVV(1)-MiLBVV(2) primer pair for isolates collected from
Cukurova, Seyhan, Karaisali, Yakapinar and Yenice regions; the band a size of 296
bp was obtained for Cukurova, Karaisali and Yenice isolates by LBVaV specific
VP-248 and VP-249 primer pair; a band of 360 bp was observed for isolates
collected from Yakapinar, Yumurtalik and Yenice by LMV specific LMV-CPR;
LMV-CPF primer pair. As a result of sequence analysis, while Yenice-1 and
Yenice-2 isolates of MiLBVV were in the same group, Adana and Mersin isolates
of MiLBVV were in different groups. While Yuregir isolate of LBVaV in the same
group with Saudi Arabia isolate, the Yenice-2 isolate used for LMV did not take
part any other country isolate.

Key words: Lettuce, LBVD, LMV, DAS-ELISA, RT-PCR, Sequence Analysis.



GENISLETILMIS OZET

Sebzeler, kendine 6zgu tat ve aromalariyla begenilerek tiiketilmekte ve
guzel gorunimleriyle sofralarimizi suslemekte olup insan beslenmesinde 6nemli
bir yere sahiptir. Turkiye dinyada sebze Ureten Onemli Ulkeler arasinda yer
almaktadir. Marul Ulkemizde acikta veya ortu altinda yil boyu yetistirilebilen
yapragi yenen sebze tdrlerinden biridir. Turkiye dahil bircok tlkede o6nemli
sebzeler arasinda ilk siralarda yer alan marulda hastalik olusturan bircok vir(s
etmeni rapor edilmistir. Bu yuksek lisans tez ¢alismasi, Adana ve Mersin ili marul
dretim alanlarinda Marul iri Damar Hastaligi (Lettuce Big-Vein Disease) ve
Lettuce Mosaic Virus’un saptanarak bu calismada kullanilacak izolatlarin elde
edilmesi, Marul iri damar hastaligina sebep olan etmen virlis veya virls
kompleksinin ortaya konulmasi, Adana ve Mersin illerinden elde edilen bazi
MiLBVV, LBVaV ve LMV izolatlarimin molekiler karakterizasyonlarinin
yapilmas: amaciyla yaritalmuistir. Bu amagclar dogrultusunda, virus ile bulasik
oldugundan siiphelenilen marul bitkilerinden Ornekler alinarak, serolojik (DAS-
ELISA) ve molekiler (PCR) yontemler ile testlenmis ve elde edilen izolatlarin
molekiler karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica, bu calisma sonucunda, toplanan
orneklerde bulasiklik oraninin ortaya konulmas: da mdmkin olmustur. Yapilan
arazi ¢ikiglarinda simptomatolojik olarak LBVD ve LMV’nin en az biri ile bulasik
oldugundan stiphelenilen 160 marul bitkisinden yapilan ELISA testleri sonucunda
Adana ve Mersin illeri ile marul yetistiriciliginin yaygin yapildigi alanlardan
toplanan 160 marul bitkisinden 53 tanesi MiLBVV ve 22 tanesi LMV ile enfekteli
bulunmustur. 10 bitkide ise MiLBVV+LMV Karisik enfeksiyonu saptanmistir. RT-
PCR calismalarinda MiLBVV ve LBVaV’nin ikisinin ortak enfeksiyon gosterdigi
saptanmustir. Ayrica, MiLBVV’nin tek basina, LBVaV varligina ya da yokluguna
bagli olmaksizin iri damar hastaligina neden oldugu go6zlenmistir. Bulunan
sonuglar, LBVD’ye neden olan etmenin MiLBVV oldugunu gostermektedir.

MILBVYV dizi belirleme calismalarinda MiLBVV ile enfekteli marul bitkisinden
il



izole edilen Yakapinar, Yuregir, Yumurtalik, Yenice-1 ve Yenice-2 izolatlar
kullanilmastir. Yenice-1 ve Yenice-2 izolatlari ayn grupta yer alirken, Adana’dan
alinan izolatlarla Mersin’den alinan izolatlar farkli gruplarda yer almistir. LBVaV
dizi belirleme calismalarinda LBVaV ile enfekteli marul bitkisinden izole edilen
Yuregir izolati kullanilmigtir. Yiregir izolati, Suudi Arabistan izolatiyla ayn
grupta yer almistir. LMV dizi belirleme calismalarinda LMV ile enfekteli marul
bitkisinden izole edilen Yenice-2 izolati kullanilmistir. Yenice-2 izolati higbir tlke
izolat1 ile ayn1 grupta yer almamustir.

CGalismanin yapildigi Adana ve Mersin illerinde 100.000 tonun Uzerinde
Uretimi yapilan marul boélge icin énemli kishk sebzelerden biridir. Bu bdlgede
hastalik ve zararl etmenleri ekonomik agidan verimde kayba sebep olmaktadir. Bu
etmenler icinde virusler kimyasal micadelesi olmamasi ve vektorlerin virGsleri
tasimasi sebebiyle ayr1 bir 6neme sahiptir. Bu virislere karsi, yapilacak olan etkili
bir vektdr mucadelesine ek olarak, virusten ari tohum ve (lretim materyalinin
kullanilmasi, koruyucu kuiltirel uygulamalar, dayanikli veya tolerant cesitlerin

tercih edilmesi ¢cok 6nemlidir.
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1. GIRIS Havva Nur SAGLAM

1. GIRIS

Sebzeler, kendine 6zgl tat ve aromalariyla begenilerek tiiketilmekte ve
guzel gorunimleriyle sofralarimizi suslemekte olup insan beslenmesinde 6nemli
bir yere sahiptir (Abak ve ark, 2010). Turkiye diinyada sebze (reten 6nemli llkeler
arasinda yer almaktadir. Hazirlanan bir rapora gore, Tlrkiye’nin dinyada cok
sayida sebze tarinun dretiminde ilk bes Ulke icerisinde yer aldigi ve en yuksek
verimin, iklimin avantajli olmas: ve seracilik bolgesi olmas: sebebiyle Akdeniz
Bolgesi oldugu bildirilmistir (Anonymous, 2013).

Marul, soguk hava kosullarina kismen dayanikli, nemli hava kosullarina
ihtiya¢ duyan tek yillik serin ve iliman iklimlerde yetisebilen bir sebze ttrudur.
Yetisme periyodu iki-t¢ ay gibi kisa bir sure oldugu igin Turkiye’nin tim
bolgelerinde yetistirilebilir (Anonymous, 2007). Islah edilmis marul gesitlerinde
acikta ve ortl altinda y1l boyunca Uretim yapilabilmektedir (Anonymous, 2011).

Marul dinya capinda yetistirilen ve dlnyada tiketilen en 06nemli
sebzelerden biridir. Diinyada 2014 yil1 verilerine gore; Cin 14.000.000 ton Gretimle
1. sirada yer almakta olup bunu sirasiyla 3.875.520 tonla A.B.D., 1.075.000 tonla
Hindistan, 870.200 tonla Ispanya, 570.000 tonla iran, 543.000 tonla Japonya,
419.066 tonla Turkiye, 335.337 tonla Meksika ve 324.324 tonla ispanya takip
etmektedir. Turkiye diilnya marul retiminde 419.066 tonla 7. sirada yer almaktadir
(Cizelge 1.1.) (FAO, 2015).
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Cizelge 1.1. Dunya’da marul Uretimi yapan ulkeler ve Gretim miktarlart (Ton)

(FAO, 2015)
Ulkeler Uretim (Ton)
Cin 14.000.000
Amerika 3.875.520
Hindistan 1.075.000
ispanya 870.200
iran 570.000
Japonya 543.000
Tarkiye 419.066
Meksika 335.337
italya 324.324

Tirkiye’de 2016 yili verilerine gore 94.341 da alanda 179.712 ton kivircik
marul, 103.901 da alanda 233.662 ton gobekli marul ve 23.274 da alanda 65.068
ton aysberg marul Uretimi yapilmistir (Cizelge 1.2.). Ay yil Adana ilinde 18.215
da alanda 53.603 ton marul Uretimi; Mersin ilinde ise, 22.847 da alanda 56.164 ton
marul tretimi gerceklesmistir (TUIK, 2017).



1. GIRIS Havva Nur SAGLAM

Cizelge 1.2. Tuirkiye’de marul dretimi (Ton) ve ekilen alan (da) (TUIK, 2017)

Kivircik Marul GoObekli Marul Aysberg Marul

Yil Ekilen | Uretim Ekilen Uretim Ekilen | Uretim
Alan (Ton) Alan (Ton) Alan (Ton)
(da) (da) (da)

2009 | 87.107 | 141.569 | 112.751 | 233.552 |22.852 62.917
2010 | 79.786 | 131.952 | 107.685 | 226.144 | 22.423 | 61.202
2011 | 83.264 | 138.466 | 103.643 | 217.378 |24.522 | 68.408
2012 | 86.902 | 145.019 | 98.946 205.463 | 24.691 | 68.584
2013 | 89.399 | 159.971 | 100.337 | 212.189 | 23.503 | 64.625
2014 |87.062 | 155.179 |104.562 230.755 | 23.633 | 65.551
2015 |87.522 157.981 |101.333 225.021 | 23.122 | 64.490

2016 |94.341 179.712 |103.901 233.662 | 23.274 | 65.680

Asterales takimi Asteraceae familyasinda yer alan marul tlrleri Lactuca
sativa var. longifolia (Diz Marul), Lactuca sativa var. capitata (Bas Salata),
Lactuca sativa var. crispa (Kivircik Salata) ve Lactuca sativa var. sativa’dir
(Anonymous, 2007) (Cizelge 1.3.).

Bircok marul ¢esidi bulunmakla beraber Tirkiye’de en ¢ok tiketilen trler
arasinda genis yaprakli klasik marul, kirmizi marul ve kivircik marul yer

almaktadir (Anonymous, 2015).
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Cizelge 1.3. Marulun Taksonomisi (Anonymous, 2007)
Takim Familya Turler Turkeesi

Asterales Asteraceae Lactuca sativa | Diiz Marul

var. longifolia

Asterales Asteraceae Lactuca sativa | Bas Salata

var. capitata

Asterales Asteraceae Lactuca sativa | Kivircik Salata
var. crispa

Asterales Asteraceae Lactuca sativa
var. sativa

Dinyanin bitkisel Gretim yapilan tim alanlarinda 6nemli diizeyde urin ve
kalite kayiplarina yol agan pek ¢ok hastaligin sorumlusu virtslerdir. Viris
hastaliklari nedeniyle kiltur bitkilerinde meydana gelen kayiplar bazen 1liml bazen
de felaket derecelerinde ortaya cikmaktadir. Son yillarda yapilan deneysel
calismalarda virlslerin neden oldugu hastaliklarin diger bitki hastalik
etmenlerinden daha fazla oldugu ifade edilmektedir (Yardimci, 2013). Ozalp
(1964), izmir’de virls hastaliklaryla fazla karsilasildigini, domateslerde bu oranin
% 90 ve biberlerde ise % 100’0 buldugunu bildirmistir. Tekinel ve ark (1969),
Mersin Bolgesi’nde simtomatolojik olarak virlislerin mevcut oldugunu tesbit etmis,
1965 vyilinda biber, patlican, marul ve fasulye sebzelerindeki viruslerin
simptomomatolojik olarak teshislerini yapmuslardir. Deneme sonunda Mersin
Bolgesinde, biberlerde Biber Mozaik Virusl, Hiyar Mozaik Virlisi ve Patates X
Virlisu; patlicanlarda Hiyar Mozaik Virisii ve Tutlin Mozaik Virlisi; marullarda
Marul Mozaik Virlsii ve Domates Lekeli Solgunluk Virlisi saptanmustir.
Fasulyelerde Fasulye Mozaik Virus 1 ve Fasulye Mozaik Viriis 2’nin bulundugunu

bildirmislerdir.
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Tirkiye dahil bircok tlkede 6nemli sebzeler arasinda ilk siralarda yer alan
marulda hastalik olusturan birgok virlis etmeni rapor edilmistir (Sertkaya 2015).
Akdeniz Havzasi’nda marulda hastalik yapan oOnemli virusler Cizelge 1.4.’te

bildirilmistir (Moreno ve Fereres, 2012).

Cizelge 1.4. Akdeniz Havzasi’nda Marulda viriis hastaliklar:

Viral Etmenler Familya Cins
Alfalfa Mosaic Virus Bromoviridae Alfamovirus
Beet Western Yellows Virus Luteoviridae Polerovirus
Broad Bean Wilt Virus Comoviridae Fabavirus

Lettuce Big-Vein Disease

Mirafiori Lettuce Big-Vein @ Ophioviridae Ophiovirus
Virus
Lettuce Big-Vein Associated | Rhabdoviridae Varicosavirus

Varicosavirus

Lettuce Mosaic Virus Potyviridae Potyvirus
Lettuce Necrotic Yellows Virus | Rhabdoviridae Cytorhabdovirus
Tomato Spotted Wilt Virus Bunyaviridae Tospovirus
Turnip Mosaic Virus Potyviridae Potyvirus

Bitki virus hastaliklari, diger hastalik etmenlerinden farkli olarak kimyasal
miicadelesinin olmamas: nedeniyle 6nemli problemlerden biridir. Virislerin
kontrol edilmesi zordur ve vektorleri yil boyunca mevcuttur. Ayrica virlsler
yapraklarin Kkalitesini dogrudan etkiler ve etkilenmis bitkilerin satisin1 engeller.
Gevresel kosullara ve kiltlre verilen bakim derecesine bagl olarak virtisler marul
bitkilerinde % 100’e varan kayiplardan sorumlu olabilir (Pavan ve ark, 2008).

Cizelge 1.4.’te belirtilen virisler arasinda Marul iri-Damar Hastalig

(Lettuce Big-Vein Disease, LBVD) ve Marul Mozaik Virusi (Lettuce Mosaic
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Virus, LMV) Adana ve Mersin illerinde marul yetistiriciligi yapilan alanlarda
yaygin gézlenmesinden dolay: bu tez ¢alismasinin konusunu olusturmustur.

Iri damar virtisiini, marulda ilk kez 1934 yilinda Jagger ve Chandler
Kaliforniya’da bildirmistir (Maccarone, 2013; Sasaya ve ark, 2013; Pavan ve ark,
2008). LBVD, ticari marul Uretimi yapilan bolgelerde biiyuk problemdir. Hastalik,
dinyada 6zellikle Avustralya, Avrupa, Brezilya ve Yeni Zelanda bolgelerinde ve
subtropik bolgelerde yiiksek rakimda ortaya ¢ikmaktadir (Maccarone, 2013).

Iri damar hastalig1, su anda marulun yetistirildigi her yerde énemli viral
hastaliklardan biridir. Hastaligin ekonomik 6nemi tipik simptomatolojisinin sebep
oldugu kayiplarla iligkilidir: yaprak damarlarinda klorotik agilmay: takiben yaprak
deformasyonu, olgunlasmada gecikme, bas buyikliginin azalmasi ya da bas
olusumunun yoklugu. Bu sebeple enfekteli marul bitkileri Griin kalitesi ve verime
etkisi nedeniyle genellikle pazarlanamamaktadir (Araya ve ark, 2011).

Iri damar hastalig, serin nemli topraklarda yaygindir ve rotasyon olmadan
stirekli marul Gretimi ile artmaktadir (Hayes ve ark, 2006). LBVD kompleks iki
virtsle iligkilidir, Lettuce Big-Vein associated Virus (LBVaV; Varicosavirus cinsi)
ve Mirafiori Lettuce Big-Vein Virus (MiLBVV; Ophiovirus cinsi). Olpidium
brassicae ilk kez 1939°da Fry tarafindan tarif edilmis ve marul iri damar
hastaligiyla 1958 yilinda ilk kez iliskilendirilmistir. 1961 yilinda marul iri damar
hastaliginin asiyla tagindigi ilk kez rapor edilmis ve bu hastaliga virisiin neden
oldugu onerilmistir. Campbell ve Grogan 1963 yilinda O. brassicae’nin virls
vektoril olarak marulda iri damar hastaligina neden oldugunu ileri surmustr.
Bununla birlikte Sahtiyanci farkli konukcu arahklarina gore aslinda virlis
tasinmasindan sorumlu 2 ayri1 Olpidium tird oldugunu, turpgillerde enfeksiyona
neden olan triin O. brassicae ve turpgillerde enfeksiyona neden olmayan tiriin O.
virulentus oldugunu ileri sirmuslerdir (Maccarone, 2013).

Olpidium flagellal;, karasal mantarlara en yakin akraba organizmadir
(Sekimoto ve ark, 2011). O. brassicae obligat, koku infekteleyen, yaygin bir fungal

patojendir. Bitki virtslerinin genis konukcu araliginda 6nemli bir vektéradir
6
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(Hartwright ve ark 2010). iki virtis benzer boyutta kilif proteinlere sahiptir, ancak
morfolojileri farklidir ve serolojik olarak birbiriyle iliskili degildir (Roggero ve ark
2003).

Marul iri damar hastaligi, marul Gretimini yillarca etkilemistir. Ancak,
glinimuzde bircok calismada etmeni olarak rapor edilen Mirafiori Lettuce Big-Vein
Virus (MiLBVV) (Ophiovirus cinsi) ancak son vyillarda tespit edilmistir. Buna
ragmen, bu hastaligin etmeni olan viris veya virlsler hakkinda yapilan
calismalarda farkl: sonuclar bildirilmistir.

Daha onceki calismalarda, bu viral etmen Lettuce Big-Vein Virus olarak
biliniyor ve isimlendiriliyordu. LBVD’nin etmeni olarak degisik calismalarda
farkli bildirimler mevcuttur. Bu bildirimler, ortak enfeksiyon; sadece Mirafiori
Lettuce Big-Vein Virus; hem Mirafiori Lettuce Big-Vein Virus tek basina hem de
Lettuce Big-Vein associated Virus ile karisik enfeksiyon seklinde gérilmektedir.

fran’da MiLBVV ve LBVaV, LBVD ile iliskili bulunmustur. Marul
tarlalarindan toplanilan érneklerin testleri sonucunda LBVaV ve MiLBVV’nin her
ikisi icin pozitif sonuglar elde edilmisir. Ayni sekilde Brezilya’da, Avustralya’da
ve Ispanya’da her iki virtisiin LBVD’ye sebep oldugu bildirilmistir (Alemzadeh ve
Izadpanah 2012, Pavan ve ark 2008, Fletcher ve ark 2005, Navarro ve ark 2004).
Kaliforniya’da marul tretim alanlarinda LBVD’ye MiLBVV ve MiLBVV/LBVaV
karisik enfeksiyonlarinin sebep oldugu rapor edilmis, LBVaV enfeksiyonu tek
basina higbir bitkide saptanmamistir (Hayes ve ark 2006).

Sili’de MIiLBVV’nin BVD’ye neden olan etmen oldugu bildirilmis ve
MILBVV enfeksiyonunun cikisinda LBVaV’nin herhangi bir rolunin olmadig:
saptanmistir (Araya ve ark 2011). Ayni sekilde Arjantin’de, Japonya’da ve
Fransa’da Mirafiori lettuce big vein virus’in iri damar hastaligina neden olan
etmen oldugu rapor edilmistir (Barcala Tabarozzi ve ark 2010, Sasaya ve ark 2008,
Roggero ve ark 2003).

Suudi Arabistan’da yapilan bir ¢alismada LBVaV’nin, MiLBVV’nin ve

LBVaV+MiLBVV’nin her ikisinin LBVD’ye sebep oldugu saptanmistir. Ayni
7
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sekilde iran’in Tahran Bolgesi’nde ve italya’da LBVaV’nin, MiLBVV’nin ve
LBVaV+MiLBVV’nin her ikisinin LBVD’ye sebep oldugu bildirilmistir (AL-
Saleh ve ark 2015, Heidari ve ark 2010, Roggero ve ark 2003).

Bu tez calismas: dahilinde diger bir viriis olan Marul Mozaik Virust dinya
capinda bulunan, tohum ve yaprak bitiyle non-persistent tasinan potyvirus cinsinde
yer alan bir virustir. LMV, kii¢ilme, dizgin bas olusturamama ve bazen nekrotik
tepkiler iceren oldukca cesitli simptomlara sebep olmaktadir. Diger potyvirlsler
gibi LMV etkin bir sekilde 6zellikle Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae ve
Acyrthosiphon scariolae bari. yaprak bitleriyle non persistent tasinmaktadir.
Duyarli marul gesitlerinde ani epidemiler gelisebilmekte ve % 80-100’e varan
kayiplara sebep olmaktadir. Tohumla tasinma LMV’nin yayilmasinda en énemli
faktor olan yayilma, enfekteli tohumlar yoluyla tohumluklardan ve ayrica araziye
yakin enfekteli marul bitkilerinden kaynaklanabilmektedir (Pavan ve ark, 2008).

Bu ylksek lisans tez cahsmasi: Adana ve Mersin ili marul Gretim
alanlarinda LBVD ve LMV’nin saptanarak bu ¢alismada kullanilacak izolatlarin
elde edilmesi, marul iri damar hastaligina sebep olan etmen virls veya viris
kompleksinin ortaya konulmasi, Adana ve Mersin illerinden elde edilen bazi
MiLBVV, LBVaV ve LMV izolatlarimin molekiler karakterizasyonlarinin
yapilmas: amaciyla yaritalmuistir. Bu amagclar dogrultusunda, virus ile bulasik
oldugundan siiphelenilen marul bitkilerinden Ornekler alinarak, serolojik (DAS-
ELISA) ve molekiler (PCR) yontemler ile testlenmis ve elde edilen izolatlarin
molekuler karakterizasyonu yapilmustir.

Ayrica, bu ¢alisma sonucunda, toplanan orneklerde testlenen virtsler ile

bulasiklik oraninin ortaya konulmasi da miimkiin olmustur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Marul iri Damar Hastahg (Mirafiori Lettuce Big-Vein Virus/Lettuce
Big-Vein associated Virus): MILBVYV, negative-sense single-stranded RNA
genomuna sahip, Ophioviridae familyas: Uiyesi Ophiovirus cinsi bir RNA virlisudir
(Luna ve ark 2013, Hiraguri ve ark 2013).

Alan (2012), Adana, Mersin, Osmaniye, Hatay ve Kahramanmaras illeri ile
cevresinde yapilan bir calismada, arazi ¢ikiglarinda simptomatolojik olarak
toplanan 808 marul 6rneginden, 380 bitkide (% 47) MILBVV ve 82 bitkide (%
10.1) LMV enfeksiyonu saptamistir. Ayrica, 21 bitkide (% 2,59) MiLBVV+LMV
ve 1 bitkide (% 0,12) MiLBVV+CMV Karisik enfeksiyonlar: bildirilmistir.

Alemzadeh ve lzadpanah (2012), iran’da MiLBVV ve LBVaV’yi LBVD
ile iligkili bulmuslardir. Her iki virlisin marulda bulunmas: acgik alanda ve sera
kosullarinda marul kdklerinde Olpidium brassicae fungusunun zoosporangia ve
dayanikli sporlarinin varhig ile iligskilendirilmistir. Fars, Tahran ve Kohguiluyeh-
Boyer Ahmad illerinden iri damar hastaliginin karakteristik simptomlar: gdzlenen
marul tarlalarindan marul kokunln birikintileriyle beraber toprak 6rnekleri
toplamislardir. Sera kosullar: altinda marul tohumu ekilerek, gelisen simptomlar ve
Olpidium benzeri yapilar icin gozlemlenmis ve MiLBVV ve LBVaV igin iki ay
sonra PCR ile testlenmistir. Fungal yapilar kok segmentlerinde 1s1k mikroskobu ile
gozlemlenmistir. Marul tohumu ekiminden iki ay sonra big-vein’den etkilenmis
bitkilerle marul tarlasindan toplanan toprakta LBVaV ve MiLBVV icin tum fideler
pozitif bulunmustur, bu da her iki virlisin toprakta tasindigini gostermektedir.

AL-Saleh ve ark (2015), yaptiklari calismada, Riyadh bdélgesinde acik
alanda vyetistirilen marul bitkilerini incelemis ve yaklasitk % 40’inda damar
acilmasi, bodurluk, yapraklarda deformasyon ve ana damarlarda kalinlasmanin da
dahil oldugu virus benzeri simptomlar: gézlemislerdir. Dort alandan, 19 numune
(17 simptom tasityan ve iki simptomsuz) toplamigslar ve total RNA ektraksiyonu

yaparak, LBVaV ve MiLBVV’ye spesifik primerler ile RT-PCR’a tabi
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tutmuslardir. Ayrica, Olpidium brassicae’nin varligi, 1s1k mikroskobu kullanilarak
tim simptom gosteren marul bitkilerinin koklerinde dogrulanmistir. Sonuglar, 17
marul 6rneginin 16’simin LBVaV ile, 9’unun MiLBVYV ile ve 8’inin ise hem
LBVaV hem de MILBVV ile enfekteli oldugunu gostermistir. iki simptomsuz
ornegin her iki virls icin negatif oldugu tespit edilmistir. Farkli bitkilerden
ekstrakte edilen iki PCR 0rinuni sekanslama igin rastgele se¢cmisler ve analizler
LBVaV’ nin her iki sekansinin Ispanya izolat: ile % 98, Japonya izolat: ile % 99
oraninda benzerlik oldugunu géstermistir. ki MiLBVV izolatinin ise, ispanya
izolat1 (AY366418) ile % 99 aminoasit, % 99 nikleotid benzerligi gosterdigini
saptamusglardir.

Araya ve ark (2011), Sili’de enfekteli bitkilerde simptom yogunlugu ve
protein ve viral RNA birikimi arasindaki iliskiyi incelemislerdir. A¢ik alan ya da
seradan dogal enfekteli marul bitkileri, simptomatolojilerine gdre hafif, orta,
siddetli ve simptomsuz olarak simiflandiriimistir. Kilif protein birikimi double
antibody sandwich/enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) ile
degerlendirilmis ve RNA seviyeleri semi-quantitative RT-PCR ve quantitative RT-
PCR ile calisilmistir. Bu hastalikla iliskili farkli simptom siddeti gosteren marul
bitkileri arasinda iki virts igin, virus kilif protein birikimi farkli bulunmamustir.
Benzer sekilde MiLBVV-RNA 3 ya da LBVaV-RNA 2 miktar1 cesitli iri damar
hastalig1 siddet derece olgekleri icin farkli bulunmamstir (p>0.05). Bu, simptom
siddetinin iri damarla hastalanmis marul bitkileri tarafindan konukc¢u bitkide iri
damar hastahigiyla iliskili virtslerin birikimini belirtmedigini 6nermektedir. Bu
nedenle hafif simptom gosteren marul bitkilerinin daha siddetli simptom gosteren
bitkilere gore muhakkak daha distk virlis seviyelerinde mevcut olmadig:
saptanmustir.

Doken ve ark (1993), Erzurum’da Yedikule, Royal, Sluis, Salinas, Das-
1011, Romulus MF, Goolguard ve Great Lakes-118 marul cesitlerinde

simptomatolojik olarak tanisi yapilan marul iri damar viris hastaliginin yaygin
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olarak ortaya ciktigin1 gozlemlemislerdir. Marul iri damar viriis hastaligi etmeninin
(Lettuce big-vein virus, LBVV), vektori olarak bilinen Olpidium brassicae
fungusu enfekteli marul koéklerinden izole edilmistir. Bu amagla, marul iri damar
virlis hastaligi ile enfekteli bitki koklerinden elde edilen fungus zoospor
stispansiyonu saghkli marul fidelerinin kok bolgesine ilave edilerek hastalik
tasinmus ve orijinal simptomlar inokulasyondan bir ay sonra elde edilmistir.

Erzurum Boélgesinin sert kis kosullari altinda LBVV’nin, Olpidium
brassicae dinlenme sporlariyla birlikte toprakta kok kalintilarinda kisladigi
saptanmustir (Doken ve ark 1994).

Cirsium arvense (Kdy gocuren) sadece O. brassicae’nin konukgusu iken,
Carduus nutans (Deve dikeni), Cichorium intybus (Beyaz hindiba) ve Taraxacum
officinale (Kara hindiba) hem lettuce big-vein virus hem de O. brassicae
vektoriinin konukgusu olarak saptanmistir (Demirci ve ark 1995).

Fletcher ve ark (2005), yaptiklar: viris surveylerinde Mirafiori lettuce big-
vein virus’in sebep oldugu LBVDyi, genellikle LBVaV ile birlikte marulda en
yaygin hastalik olarak saptamiglardir. Diger mevcut virUsler; Lettuce necrotic
yellows virus (LNYV), Beet western yellows virus (BWYYV), Cucumber mosaic
virus (CMV) ve Lettuce mosaic virus (LMV) olarak belirlenmistir. Surveylerde
Tomato spotted wilt virus (TSWV) ya da Tobacco necrosis virus (TNV)
saptanmamistir. LBVD’nin fungal vektéri O. brassicae’mn kontrold, hastaligin
yonetiminde ©nemli bir faktordir. Bu hastaligin kontrolinde fungisidler
kullanilarak denemeler yapilmustir.

Fujii ve ark (2003), Marul iri damar hastaliginin oldugu bir alanda simptom
ifadesi ve hastaliga bagl iki virls (Lettuce Big-Vein Virus ve Mirafiori Lettuce
Virus) arasindaki iliskiyi toplam 60 marul (Lactuca sativa L.) cesidinde
incelemislerdir. Her iki viris tim marul cesitlerinde tespit edilmistir. Kivircik tipte
simptom ifadesine direnc derecesi 0Ozellikle Mirafiori lettuce virus’in tespit

edildigi dereceyle iliskili bulunmustur. Yagli, cos, kdk ve kirmizi yaprak tiplerinde
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her iki virus erken donemlerde saptanirken, hasatta az belirti gorulmis veya hig
belirti gordlmemistir.

Hayes ve ark (2006), ABD’de yaptiklari calisgmada Great Lakes 65,
Pavane, Margarita ve Lactuca virosa marul cesitlerini IVT 280 asilanmis sera
denemelerinde iri damar gorilme oran1 ve virls enfeksiyonu agisindan
degerlendirmislerdir. Ayrica marul 6rnekleri Kaliforniya’da arazilerden toplanarak
ve simptom  siddeti  siniflandirilarak  virls  enfeksiyonu  agisindan
degerlendirilmistir. Reverse transcription-polymerase chain reaction ve nikleotid
sekansi, MiLBVV ve LBVaV ile enfeksiyonu ve viral izolatlar arasindaki sekans
cesitliligini belirlemek icin kullanilmigtir. Kaliforniya tretim alanlarinda MiLBVV
ve MILBVV/LBVaV enfeksiyonlar: iri damar simptomuna bagh bulunmus ve
izolatlar ise Avrupa ve Japonya’da bulunanlarla yakindan iliskili bulunmustur.
Kismi iri damar direnci Margarita ve Pavane cesitlerinde tanimlanmis; buna
ragmen MiLBVV enfeksiyonu simptomsuz bitkilerde saptanmistir. L. virosa IVT
280’in MiLBVV ve LBVaV’ye kars1 duyarsiz oldugu onerilerek simptomsuz ve
virtissiiz oldugu gortlmustdr.

Lot ve ark (2002), iri damar hastaligimin etiyolojisinde ikinci toprak
kokenli virus, Ophiovirus cinsi, Mirafiori Lettuce big-vein virus’i genelde iri
damardan etkilenmis marulda bulduklari i¢cin LBVaV’nin roliinii sorgulamiglardir.
LBVaV ve MiLBVV’ye spesifik antiserumlar kullanarak ELISA ile saptanabilen
ve ayirtedilebilen LBVaV ve MiLBVV kok ekstraklariyla ya da O. brassicae
zoosporlariyla mekanik inokulasyon yontemini kullanarak maruldan marula
tasinma yetenegini ve iri damar hastaliginin sebebini test etmislerdir. Her iki viriis
maruldan otsu konukgulara ve maruldan marula mekanik olarak bulasmustir.
LBVaV O. brassicae ile tasinmis ancak bu virlsle enfekteli marul asla belirti
gostermemistir. MiLBVV ayn1 sekilde tasinmis ve sadece bu viriisle enfekteli
marul LBVaV varhgina ya da yokluguna bakilmaksizin sirekli iri damar
simptomlar: gostermistir. Tekrarlanan mekanik tasinmayla, her iki viris izolat:

vektor olma yetenegini kaybetmis ve MiLBVV de iri damar simptomlarina neden
12
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olan yetenegini kaybetmis olarak saptanmistir. O. brassicae’mn dinlenme
sporlarindan yeniden elde edilmesi 1990°da MiLBVV’nin daha 6nce direk olarak
var oldugunu géstermektedir.

Natsuaki ve ark (2002), iri damar simptomlar1 olan marulda (Lactuca
sativa L.) sirayla Tobacco stunt virus ve Tulip mild mottle mosaic virus (As-
TMMMYV) antiserumu kullanarak Western blot analysis ile 2 bant tespit
etmiglerdir. Bir bant Mirafiori lettuce virus (MiLV) antiserumuna As-
TMMMV’den daha duyarl: tepki vermistir. Hastalikl: bitkilerde Lettuce big-vein
virus benzeri cubuk sekilli parcaciklarin yani sira immunogold etiketlemede As-
TMMMV’li ipliksi Ophiovirus benzeri partikiller (LBV-O) go6zlemlemislerdir
LBV-O Japonya’da ilk kez MiLV olarak tanimlanmustir.

Navarro ve ark (2005), ispanyol marul bitkileri arasinda konukeu olarak iri
damar hastalhigiyla iliskili iki viris icin; LBVaV ve MiLBVYV, siklikla meydana
gelen 10 konukgu ot tiriinin potansiyel rolund incelemislerdir. Sonuglar her iki
virGistin analiz edilen otlar arasinda saptanan tek duyarli tiir Sonchus oleraceus (Adi
esek marulu) bitkilerini enfekteleleyebildigini gostermistir. Saptanan S. oleraceus
bitkilerinden LBVaV ve MILBVV izolatlarinin kilif protein genlerinin dizileri
ayrilmistir. Filogenetik calismalar ot izolatlar: ve ispanyol marulunun kilif protein
dizileri arasinda c¢ok yakin bir iliski ortaya koymustur. Dahasi, her iki virlsin
vektorii fungus O. brassicae yoluyla marul enfeksiyonunun kaynagi olarak rol
oynayabilen S. oleraceus’u gostermislerdir.

Sanches ve ark (2008), LBVaV ve MIiLBVV’yi Brezilya’da iri damar
hastaligina sebep olan karisik enfeksiyonda bulmuslardir. Yaptiklari ¢alismada,
Brezilya’da meydana gelen iri damar hastaligiyla ilgili daha fazla bilgi vermek
amaciyla, Sao Paulo’da marul dretilen bélgelerden toplanan t¢ MiLBVV ve dort
LBVaV izolatlarinin kilif protein genini sekanslamislar ve dinyanin farkh
bolgelerinde bulunanlarla Kkarsilastirmiglardir. 2004-2005 sezonunda Mogi das
Cruzes, Campinas, Bauru ve Sao Paulo’dan toplanan simptomatik yasli marul

yapraklarindan elde edilen total RNA’lar kullanilarak, MiLBVV CP1/CP2 ve
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MiLBVV CP2/CP3; LBVaV CP1/CP2 ve LBVaV CP3/CP4 primer ciftleri ile tek
asamali RT-PCR analizi yapmuslardir. Maruldan toplanan LBVaV Brezilya
izolatlarinin kilif protein genlerinin kismi analizleri diger LBVaV izolatlariyla %
93 aminoasit sekans benzerligi gostermistir. MiLBVV kilif protein sekanslari
arasindaki genetik cesitlilik, aminoasit sekans dizilimi % 91-100 arasinda degisen
LBVaV kilif protein sekanslariyla karsilastirildiginda daha ylksek bulunmustur.
MiLBVV’nin Brezilya izolatlar: kilif protein geninde bir Rsal restriksiyon kismiyla
A alt grubuna ait oldugu, LBVaV ve MiLBVV’nin Brezilya izolatlarinin olas: bir
orijin igin belirti gostermedigi saptanmstir. Sao Paulo ve diger Ulkelerden izole
edilen LBVaV izolatlari KP genlerinin nikleotid ve aminoasit dizilerindeki
cesitlilik dustik bulunmustur. Her ne kadar, Japon LBVaV izolatlari ayni grupta yer
almasina ragmen, izolatlar ile cografik bdolgeler arasinda bir paralellik
bulunamamistir. Bu sonuglar Hayes’in sonuglariyla uyumlu olup, virtsin biyolojik
Ozelliklerini koruma yetenegi, 6zel cografik alanlara adaptasyondan daha guclu
bulunmustur. MIiLBVV KP geni izolatlarinin nikleotid ve aminoasit dizileri
degiskenligi, LBVaV izolatlarimin degiskenliginden daha yuksek bulunmustur.
MILBVYV nikleotid dizisi cesitliligini anlamanin, gelecekte Brezilya’da iri damar
hastaligint arastirmak icin bir katk: saglayabilecegi bildirilmistir.

Sasaya ve ark (2005), Tobacco stunt virus ve Lettuce big-vein virus
arasindaki iliskiyi degerlendirmek icin 5 TStV ve 3 LBVV izolatimn kilif
proteininin (KP) niikleotid sekanslarini belirlemisler ve bunlart LBVV’nin dort
Ispanyol izolat: ve bir Japon izolatiyla kiyaslamislardir. KP kodlama bélgeleri ayn:
blylklikte ve TStV ile LBVV arasindaki nikleotid ve aminoasit sekans
benzerlikleri sirasiyla % 95,6-96,5 ve % 97,2-98,7 bulunmustur. Nikleotid
dizilerinin filogenetik analizi TStV’nin LBVV ile yakindan iliskili oldugunu
gostermistir.

Sertkaya (2015), Hatay ilinde 2011-2012 yillarinda yaptiklari ¢alismada,
ELISA testleriyle, 53 adet marul 6rneginden 25 tanesinde LMV (% 47,1), 6’sinda

MIiLBVV (% 11.3) enfeksiyonu saptamislardir. Ayrica, Conyza (Erigeron)
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Canadensis (Sifa otu) ve Sonchus oleraceus (Adi esek marulu) bitkilerinde de,
LMV enfeksiyonunun varligini bildirmislerdir.

Yilmaz (1981), Akdeniz Bolgesi marul alanlarinda Marul mozaik virusu
(Lettuce mosaic virus: LMV), ilk olarak 1981 yilinda saptanmustir .

Zelyit ve Ertung (2016), Ankara ili marul ekim alanlarinda yaptiklar: arazi
calismalarinda toplam 324 marul oOrnegini yapraklari ve kokleri ile baraber
toplamiglardir. 324 yaprak oérnegini; Mirafiori lettuce big vein virus (MiLBVV),
Cucumber mosaic virus (CMV), Tomato spotted wilt virus (TSWV) ve Lettuce
mosaic virus (LMV) etmenlerine kars1 DAS-ELISA ile testlemislerdir. Lettuce big
vein virus antiserumunun mevcut olmamasi nedeniyle PCR yontemi ile
testlemiglerdir. CMV ve TSWV'yi Ankara ili marul ekim alanlarinda
saptamamiglardir. 39 oOrnekte MILBVV, 25 drnekte LMV, 6 ornekte LBVV
etmenlerini tespit etmisler ve 5 6rnekte MiLBVYV ile LBVV Karisik enfeksiyonunu
belirlemislerdir.

Marul Mozaik Virsu (Lettuce Mosaic virus): Candresse ve ark (2007),
Potyvirus cinsi Uyesi olan Lettuce mosaic virus’in (LMV) imminolojik
degiskenligini incelemek ve bu virsin ilk epitop Kkarakterizasyonunu
gerceklestirmek icin 19 monoklonal antikor (mAb) iceren bir panel kullanmiglardir.
15 LMV izolatindan olusan bir panele karsi tamnma 06zgilligiine dayanarak,
mAb’lar yedi reaksiyon grubunda toplanmigtir Yiizey plasmon rezonans analizi,
LMV parcaciklar Gizerinde, yedi mAb reaksiyon grubu ile korelasyon gésteren en
az bes bagimsiz tamima/baglanma bolgesinin varligini gostermistir. Sonuclar,
LMV'nin énemli serolojik degiskenlik gosterdigini ve LMV epitop yapisina isik
tuttugunu gostermektedir.

Dinant ve ark (1992), Marul mozaik virlsiinin (LMV) marul ve hindibada
ekonomik olarak ©6nemli bir virls oldugunu bildirmislerdir. Virls, marul
cesitlerinin tohum aligverisi nedeniyle dinya capinda yayilmstir. Simptomlar
karakteristiktir fakat tan1 6zellikle marulda zor olabilmektedir, ¢linkii ¢ok sayida

virs bu tarlerle enfektelelenebilmektedir. Virusten ari tohum kullanimi, koruyucu
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kultdrel uygulamalar ve toleransl: gesitlerin kullanilmast titizlikle uygulandiginda
bunlarin iyi yontemler oldugu bildirilmistir. Tant ve tespit icin ELISA
kullanilmstir. Simdiye kadar suslardan g ve mo genlerinin tohum ile bulagsmadigi
goralmusttr. Calismada ydritulen birkag virllent izolatlarin mo ve g genleri
muhtemelen farkli allellik gdstermis ve enfekteli tohumlardaki suslardan biri
genotiplere ¢ok hassas bulunmus ve tolerantlik gostermistir. Son molekdler
caligmalarda klonlarin tespiti ve suslar arasindaki farkliliklar sunulmustur.
Degerlendirmelerde LMV’nin tanimlanan farkli genlerinin umut verici oldugu
saptanmustir.

Erkan ve ark (2013), izmir ilinde yaptiklar: bir calismada, bas olusmamast,
bas dagilmasi, kiguk bas olusumu ve asiri kardeslenme belirtileri gdzlenen
bitkilerden yapilan ELISA testlerinde; 15 marul 6rneginin LMV ve 5 0rnegin ise
CMV ile enfekteli oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica 5 6rnekte de LMV+CMV
karisik enfeksiyonu bulundugunu saptamislardir.

Fidan ve Tirkoglu (1988), izmir ili marul yetistirme alanlarinda, 1981-
1984 yillar1 arasinda yapilan bir galismada, LMV’nin % 5.4 oraninda yaygin
oldugu, % 8-9 oraninda tohumla tasindigi ve M. persicae’nin LMV’ nin vektori
oldugu ortaya konulmustur. Ayrica, bu calismada, marul alanlarinda LMV kadar
yaygin olmamakla beraber, Broad bean wilt virus (BBWV) ve Cucumber mosaic
virus (CMV)’niin de bulundugu bildirilmistir .

Jafarpour ve ark (1979), tohum kaynakli Bean Common Mosaic Virus
(BCMV) ve Lettuce Mosaic Virus (LMV)’( tamilamak igin serolojik metotlar
kullanmiglardir. ELISA ile BCMV’yi ¢igek ve tohum kisimlarinda saptamislardir.
Olgun bezelye tohumunda ise viriis temel olarak embriyoda, kii¢iik miktarda da
tohum kilifinda bulunmustur.

Karanfil ve Korkmaz (2016), marul yetistiriciligi yapilan Canakkale,
Balikesir ve Bursa illeri ile ilcelerinde surveyler dizenlemis ve Marul mozaik
virGst (Lettuce mosaic virus; LMV) ve benzeri simptom gosteren bitkilerden 307

ornek toplayarak DAS-ELISA ile testlemislerdir. 307 drnegin 35 tanesini LMV ile
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enfekteli bulmuslar ve bunlar icerisinden 30 tanesini segerek molekiler
Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla RT-PCR analizleri yapmislar, kilif protein
(KP) genlerinin dizilimlerini ¢ikararak niikleotid ve amino asit dizilimlerini ortaya
koymuslardir. Calismalar sonucunda, Giney Marmara Bélgesi LMV izolatlarinin
niikleotid dizilimleri bakimindan kendi aralarinda % 95-100, dunya izolatlar: ile %
89-100, amino asit dizilimleri bakimindan ise kendi aralarinda % 95-100, dinya
izolatlar ile % 93-100 oranlarinda benzerlik gosterdigini saptamislardir.

Krause-Sakate ve ark (2002), Brezilya’da yaptiklari ¢alismada 73 LMV
izolat1 arasinda NIb-kilif protein baglanti noktasini kodlayan degisken bdlgede
216- nukleotid sekansa dayali genetik cesitliligi inceleyerek LMV izolatlarinin
kiimesini ayirt etmislerdir; LMV-Yar, LMV-Greek ve LMV-RoW. Son kiimede,
izolatlarin iki alt grubu, LMV-common ve LMV-Most, analiz edilen LMV
izolatlarinin genis orant i¢in hesaplanmigtir. Bu iki alt grubun tohum kaynakl
izolatlar: igerdigi saptanmustir. Ek olarak tohum kaynakli LMV-Most izolatlarinin,
yaygin kullanilan mol1* ve mol? dayanikli iki genin Ustesinden gelerek bdylece
marul kiltivasyonunda potansiyel bir tehdit olusturdugu bildirilmistir. Bu
calismada LMV-Most, LMV-Common ve ek olarak LMV-RoW kimesinin
izolatlar: arasinda genetik iliskisini saptamislardir.

Krause-Sakate ve ark (2004), Potyvirus cinsinde yer alan LMV-Common
ve LMV-Most izolatlarinin marul mozaik virtsiinin tohumla tasinan iki tipi
oldugunu bildirmislerdir. LMV-Most mol* ve mol? c¢ekinik genleri tarafindan
marulda dayaniklihgr kirmaktadir. RT-PCR ile yaptiklari denemede secilmis
bolgelerin sekansimin genom boyunca, LMV-Tn2 dogal rekombinant, LMV-Most
ve LMV-Common izolatlar: arasinda P3 kod boélgesinde rekombinasyon alanina
yerlestigini gostermislerdir. Bunun dogal olarak meydana gelen LMV rekombinant
izolatinin ilk kanitr oldugunu bildirmislerdir.

Krause-Sakate ve ark (2005), Marul Mozaik Virtsi (LMV, cins
Potyvirus)’nin AF199 izolatinin sistemik solmay: takiben lokal lezyonlara ve

Ithaca ve Vanguard 75 marul kiltivarlarinda bitki 6limiine neden oldugunu
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bildirmislerdir. Fenotip analiz sonucunda Vanguard 75’te degil Ithaca’da élimciil
solmaya sebep oldugunu saptamiglardir. Bu simptom belirtilerinin etkeni iki marul
kiltivarinda farkli bulunmustur. Solma fenotipi bu iki bdlgenin kararli aminoasit
sekansinda direk iligkili bulunmamistir. Dahasi, LMV-AF 199 proteinlerinin gegici
ifadesi ayr1 ya da kombinasyonda, lokal nekroz ya da bitkide gorilebilir reaksiyona
neden olmus bdylece sonuglar sistemik solma reaksiyonunun RNA’dan daha ¢ok
protein sekanslarindan kaynaklandigini: énermistir.

Lot ve ark (1996), LMV’nin marul Urunlerinde dinya ¢apinda oldukga
zararh oldugu bildirilmistir. Maruldan 3 hassas ¢esit kullanilarak Agrobacterium
tumefaciens ile yaprak explantlari birlikte kiltire alinmis ve marulun
rejenerasyonu ve transformasyonu icin bir prosedir gelistirilmistir. Birkac
transformat LMV CP’nin algilanabilir seviyesinde toplanmistir. R1 soyunun 12 RO
transformantlar: tek bir lokusta T-DNA integrasyonu ile LMV ye kars1 korunmaya
calisilmistir. 5 RO transformatinin LMV-O inokulasyon aninda bitkilerin gelisme
zamanina bagli olarak etkin direng gosterdigi saptanmustir.

Nebreda ve ark (2003), ispanya’da marul ve brokoliyle iliskili yaprak biti
virs vektorlerini tammlamak icin ve onlart marul mozaik virusiine ileten
populasyon dinamiklerini ve yetenegini saptamak icin arastirma yapmuslar,
Moericke ve tile tuzaklarini kullanmiglardir. Moericke tuzaklariyla, tile tuzagina
gore daha ¢ok yaprak biti turi yakalamiglar, fakat virtis yayilmasinda belirlenen
tirlerin ugus aktivitesini tahmin etmek igin sonuncusunu en yaygin bulmuslardir.
Yesil tile tuzaklar ve sar1 Moericke tuzaklar:1 2001°de ilkbahar ve sonbahar yetisme
periyodunda yaprak biti ugusunu gozlemlemek icin kullanilmigtir. Marulda
beslenen yaprak biti tlrleri haftalik olarak sayilmis ve LMV nin tasinma etkisi
daha sik yakalanan yaprak biti tirleri icin saptanmustir. Ilkbaharda Madrid ve
Murcia bdlgelerinde Hyperomyzeus lactucae, Brachyaudus helichryis, Navarro
bolgesinde brokolide Aphis fabae, B. helichryis ve H. lactucae tirleridir.
Sonbaharda Madrid Boélgesi’nde Hyadaphis coriandri ve Aphis spiraecola,

Murcia’da A. spiraecola ve Myzus persicae, Navarrra’da Therioapsis trifolii ve
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cesitli Aphis tlrleri brokolide en fazla bulunmustur. Marulda kolonize olan ana
yaprak biti turleri Nasonovia ribisnigri iken diger tirler Aulacorthum solani ve
Macrosiphum euphorbiae daha kolonize bulunmustur. LMV’nin en etkili vektorleri
M. persicae, Aphis gossypii ve M. euphorbiae olarak bildirilmis, A. fabae ve H.
lactucae daha disiik etkinlikte tasinirken; Rhopalosiphum padi ve Nasonovia
ribisnigri’nin tasinmadigi saptanmustir.

Pavan ve ark (2008), marulu enfekteleyen cesitli virusleri bildirmislerdir.
En O6nemlisinin dlnya capinda bulunan tohum ve yaprak bitiyle non-persistent
tasinan potyvirus, Lettuce mosaic virus (LMV) oldugunu ifade etmislerdir.
LMV’nin mozaik, kigcilme, duzgin bas olusturamama ve bazen nekroz gibi
oldukca cesitli simptomlara sebep oldugu bildirilmistir. mo1! ve mo1? genlerini
tasiyan bitki cesitlerinin, rklarin ¢ogu direnci yenmesine ragmen, yaygin irklara
dayanikli oldugu saptanmustir. Tospovirus® Un en az Ug¢ turtinin, Tomato Spotted
Wilt Virus (TSWV), Tomato Chlorotic Spot Virus (TCSV) ve Ground not Ringspot
Virus (GRSV)’un 6zellikle yaz aylarinda vektor tripslerin yiiksek populasyonlar
arazide bulundugunda, 6nemli kayiplara sebep oldugu bildirilmistir. Soguk sezon
boyunca (Mayis-Eylul arasinda) iki virls iri damar hastahgiyla iliskili
bulunmustur: MiLBVYV, Ophiovirus cinsine ait olan ve LBVaV, Varicosavirus
cinsi. LBVaV ve MILBVV’nin her ikisi de toprak kokenli fungus Olpidium
brassicae ile tasinmistir. Lettuce Mottle Virus (LeMoV, cins Sequivirus),
Cucumber Mosaic Virus (CMV, cins Cucumovirus) ve Bidens Mosaic Virus
(BiMV, Potyvirus cinsi)’tnun marul alanlarinda gérilme sikligi yil boyunca dusiik
olmasina ragmen, bu virGslerin de marulda belirtilere neden oldugu rapor
edilmistir.

Peypelut ve ark (2004), marul mozaik virtsi (LMV)’nin mol genini
iceren kiltivarlarda Most izolatlarin: enfekteleleyebildigini bildirmislerdir. Spesifik
LMV-Most izolatlarimin tanisi icin reverse transcription (RT-PCR) dayali test
gelistirilmis ve tamami genom sekansina dayali sirayla Most tip, Common tip ve

bu iki tipe de ait olmayan i¢ LMV izolatini farkli denemelerle kiyaslamislardir; (i)
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genomun 3" ucunda, kapsid proteininin degisken N-ucunu kodlayan bir tam
kisitlama bolgesinin varligi (ii) 5° ucu ve genomunda P1 kod bdélgesinin bolimine
karsilik gelen cDNA biyttmek icin tasarlanan primerler kullanarak RT-PCR (iii)
merkez bolge genomunun buylmesi icin tasarlanan primerler kullanilarak RT-
PCR. Denemelerde farkli cografik orijinlerden 21 izolatin ve LMV’nin molekiiler
cesitliligini temsil eden koleksiyonu tekrar yapilarak merkez bélgenin genomunun
RT-PCR’1 tercih edilmistir. Cunkd sonuglarin LMV izolatlar1 arasinda dogal
kombinasyondan daha az etkilendigi ve LMV-Most izolatinin tek basina ve karigik
kontaminasyon durumalarinda hassas tanimlamay takip ettigi bildirilmistir.

Sertkaya ve ark (2009), Hatay ilinde Sonbahar-2008 ve ilkbahar-2009
déneminde arazi kosullarinda mozaik lekeler, damar bandlasmasi, kloroz ve
nekroz, sekil bozuklugu ve gelisme geriligi gibi belirtiler gdzlenen bitkilerden
yaprak 6rnekleri toplamislardir. Indikatér bitkiler kullanarak biyolojik testlemeler
yapmiuglardir. Test bitkilerine yapilan inokulasyonlarda 17/25 oraninda simptom
olusumu go6zlenmistir. Mekanik inokulasyon ve DAS-ELISA testi sonucunda
simptomlu bitkilerin 2/25 oraninda CMV, diger bitkilerin ise LMV ile enfekteli
oldugu goézlenmistir.

Uzunogullar1 ve Besirli (2011), Yalova ilinde 2010 ve 2011 dretim
sezonlarinda yetistirilen marul bitkilerinin yapraklarinda sari ve yesil renkte
beneklenmeler, yaprakta kabarciklik, yaprak kenarlarinda deformasyon, nekrotik
lekeler ve bodurluk gibi belirti gosteren 400 bitkiden yaprak 6rnegi toplamislardir.
Ornekleri, Hiyar Mozayik Viriisii (Cucumber Mosaic Virus=CMV), Domates
Lekeli Solgunluk Virisi (Tomato Spotted Wilt Virus=TSWV) ve Marul Mozaik
Viriist’niin (Lettuce Mosaic Virus=LMV) poliklonal antikorlarini kullanarak DAS-
ELISA yontemi ile testlemislerdir. Orneklerin % 40’1mn Marul Mozaik Viriisi
(LMV) ile enfekteli oldugu saptanmigtir. Enfekteli érnekler Chenopodium quinoa
L., Chenopodium amaranticolor Costa & Reyn bitkilerine mekanik inokulasyon

yoéntemi ile inokule edilmistir.
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Zerbini ve ark (1995), Kaliforniya’nmin Salinas Vadisi’nde marul mozaik
virtisunln patlak vermesi, nekroza neden olan giris ya da marul mozaik virtstinin
siddetli suslariyla iliskilendirilmistir. Molekdler, serolojik ve biyolojik yontemlerin
bir kombinasyonu bu epidemiyle iligkili bir tip LMV izolatina neden olan kabul
edilen 5 nekroz iceren LMV izolatini karakterize etmek igin kullanilmstir. Kilif
proteinin (KP) N-terminal bdlgesi aminoasit sekanslarimin ortaya cikarilmis
kiyaslamalar: (burada hypervariable (HV) bolge olarak bahsedilen) farkl: suslarin
varlhigint gostermemistir. CP-HV’nin amino asit benzerlikleri % 88-98 araliginda
bulunmus ve kabul edilen 5 nekroza neden olan izolatlarin sekanslar: farkl:
bulunmustur. Farkli marul cesitlerinde tlim izolatlar virtlenslik tzerinde patotip |1
olarak siniflandirilmistir. Bu inokulasyon kosullar: altinda, tlim izolatlar duyarl
kultivarlarda nekrotik simptomlara neden olmustur. Nekroz girisi viral gesitlilikten
cok konukgu ve cevresel faktorlere dayandirilmistir. Son zamanlarda marul mozaik
virtsunln patlak vermesinde yeni pek cok LMV patotip virtlentlerinin sorumlu
oldugu sonucuna varilmis ve CP-HV bélgesinde % 12 cesitlilik gorilmustir
(Zerbini ve ark, 1995).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Cahsma Materyali Hakkinda Bilgiler

Ydirdtilen calismada 2015-2017 sonbahar ve kis donemlerinde Adana
ilinde Ceyhan, Cukurova, Karaisali, Merkez, Saricam, Seyhan, Yakapinar,
Yumurtalik ve Yiuregir ilcelerinden; Mersin ilinde ise, Akdeniz, Yenice ve
Tarsus’ta marul yetistiriciligi yapilan alanlardan simptomatolojik gézlemler sonucu
LBVD veya LMV’nin en az biri ile bulasik oldugu dustinilen marullar materyal
olarak kullanilmistir. Orneklerin alindigi yer ve testlenen bitki sayis1 Cizelge

3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Orneklerin alindig1 yer ve testlenen bitki sayist

il iice Tarla Sayis1 | Testlenen Bitki Sayisi

Adana Ceyhan 2 11
Cukurova 1 3
Karaisall 5 21
Merkez 2 13
Saricam 3 9
Seyhan 5 21
Yakapinar 4 7
Yumurtahk 8 14
Yuregir 2 2

Mersin Akdeniz 2 2
Yenice 4 14
Tarsus 8 30
Toplam 46 160

Arazi ¢alismalarinda LBVD ve LMV ile enfekteli oldugundan siiphelenilen

toplam 160 adet marul bitkisi toplanmistir. Tez ¢alismasi, C.U.Z.F. Bitki Koruma
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Bolimi Fitopatoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvari ve mevcut klima

odalarinda yaratiImastar.

3.1.2. Serolojik Cahsmalarda Kullanilan Materyal

Serolojik ¢alismalarda, Adana ve Mersin illerinin tez kapsam: dahilindeki
ilcelerinde/mahallelerinde MiLBVYV, LBVaV ve LMV ile bulasik oldugundan
sliphe edilen marullardan alinan yapraklar materyal olarak kullanilmistir. Bunlara
ilaveten, ticari olarak satisi yapilan marul tohumlari ile bunlardan elde edilen marul
fideleri de ELISA testine tabi tutulmustur.

ELISA testlerinde, ticari olarak temin edilen BIOREBA firmasinin
MILBVV ve LMV ye spesifik ELISA kitleri, ELISA pleytleri (NUNC), otomatik
pipetler, pipet uclari, saf su, tampon c¢ozeltiler (Ek-1) ve ELISA okuyucusu
(Medispec ESR 200) kullanilmustir.

3.1.3. Total RNA Ekstraksiyonu Cahsmalarinda Kullamlan Materyal

ELISA testleri sonucunda MiLBVV ve LMV ile enfekteli oldugu saptanan
arazi Ornekleri ve ticari ELISA kiti bulunmayan LBVaV’nin gosterdigi
simptomlara benzer belirti gosteren marul bitkilerinden alinan dokular materyal
olarak kullanilmstir. Ayrica, MiLBVV simptomu gozlenip, ELISA testinde pozitif
sonug alinamayan 6rneklerden de ekstraksiyon ¢alismalar: yapilmustir.

Total RNA ekstraksiyonu isleminde; ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet
uclari, ekstraksiyon paketleri (BIOREBA), eppendorf tiipleri, steril havan ve havan
eli, tampon c¢ozeltiler (Ek-2), masa tipi sogutmali santrifuj (Universal 320R)

kullanilmastr.

3.1.4. RT-PCR Cahsmalarinda Kullanilan Materyal
MiLBVV, LBVaV ve LMV’nin molekuler tanis1 amaciyla viris ile bulasik
marullardan elde edilen toplam nukleik asitler calismanin  materyalini

olusturmustur.
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RT-PCR uygulamalarinda, Moloney Murine Leukaemia Virus’den olusan
Revert Aid Reverse Transcriptase enzimi (M-MLV 200 U/ul, 10000 U, Thermo
Scientific) ve 5X Reaction Buffer for RT, Tag polymerase enzimi (Tag DNA
polimeraz enzimi, 500 U, 5 U/ul, Termoscientific), INTP set (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP, 4X25 umol, Thermoscientific), MgCl,, DNA Ladder marker (100 bp, Solis
Biodyne ve 100 bp Gene Direx), pipet ve steril pipet uclari, PCR tupleri, saf su ve

Cizelge (3.2.)’de verilen virise spesifik primerler (10 uM) kullaniimastr.
PCR islemi, TECHNE GENIUS (TC- 4000) ve Applied Biosystems marka

thermocycler cihazlar: kullanilarak yapilmastir.

Cizelge 3.2. PCR’da Kullanilan Primer ciftleri ve Band Buyuklugi

Primer Ciftleri

Dizi

Molekler

Bayuklugi (bp)

1-LBVaV (1) ‘TCATCC CCC AGT TCA CAAA

LBVaV (2) ‘ATGTCCTTC GCC ACCTGTCT 360
2-MiLBVV (1) | ‘CAGCACTTTTTGGAT TTT GTCC’

MiLBVV (2) ‘AGA GAA GCC TGT TCC TGC AA’ 233
3-LBVvaV (F) ‘AAC ACT ATG GGC ATC CAC AT’

LBVaV (R) GCA TGT CAG CAATCA GAG GA’ 322
4-Cpsl ‘CTC ATG ACA AAA GAA GAG AAG C’

Cpasl ‘CAC ATC AAATAT GAAGTT GTG CTC’ 450
5-VP-248 ‘CGC CAG GAT CTT TGATCC ATC TG’

VP-249 ‘TTG CGA CAT GTT CCT CCT CAT CG’ 296
6-VP-286 ‘TAT CAG CTC ACATAC TCC CTATCG’
VP-287 ‘CAA CTA GCT CAG AAT ACATGC AG’ 469
7-LMV (1) ‘AAG GCA GTAAAACTG ATG’

LMV (2) TTT ATACTACAG TCT TTA’ 800
8-LMV CPF ‘AAT GGT AGACGC AAAGCT T’

LMV CPR ‘GTG CAACCC TCT CAC GCC 360
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3.1.5. Agaroz Jel Elektroforez Cahsmalarinda Kullanilan Materyal

Agaroz jel elektroforez caligmalarinda, total nikleik asit ekstraksiyonu
uygulamasi sonucunda elde edilen total RNA’lar ve RT-PCR calismalarinda elde
edilen PCR Urlnleri materyal olarak kullanilmustir.

Agaroz jel elektroforez uygulamasinda, agaroz (Sigma), tampon ¢ozeltiler
(Ek-3), Mini Sub. DNA Cell Elektroforez cihazi (BIORAD), gl¢ kaynag: ve UV

151k kaynagindan (UVP Ultraviolet Transilluminator) yararlaniimistir.

3.2. Metot
3.2.1. Bitkilerin Toplanmas1 ve Muhafaza Edilmesi

Adana ve Mersin illerinde yetistirilen marulda zararli LBVD ve LMV ’nin
tanilanmas: ve Kkarakterizasyonu amaciyla Ceyhan, Cukurova, Karaisali, Merkez,
Saricam, Seyhan, Yakapinar, Yumurtalik, Yuregir, Akdeniz, Tarsus ve Yenice
ilcelerinde/mahallelerinde arazi cikislari gergeklestirilmistir. Arazi calismalari,
2015-2017 yillarinda sonbahar ve kis donemlerinde marul ekim alanlarinda
yapilmistir.

Avrazide oncelikle simptomatolojik gozlemler yapilarak LBVD ve LMV ile
bulasik oldugundan suphelenilen marul bitkilerinin yapraklarindan ¢rnek dokular
alinmustir. Ornek alinan bitkilerde marul bitkilerinin yapraklarinda damar dokusu
cevresinde klorotik alanlar, damar genislemesi, siddetli yaprak deformasyonlari,
gelismede azalma, yaprakta mozaik ya da beneklenme, bazen nekroz ve bas
gelisiminde bozulma simptomlar: aranmis, bu simptomlardan en az birini gésteren
marul bitkilerinden yapraklar alinarak calismalarda kullanilmistir (Cizelge 3.3.).

Araziden alinan 6rnekler numaralandirilarak buzdolab: posetlerine
konulmus, laboratuvara getirilmis ve calismalarda kullanihincaya kadar, kisa

stireligine + 4 C°’de, daha uzun sureligine -20 C°’de muhafaza altina alinmustir.
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Cizelge 3.3. Arazi ¢ikiglarinda aranan simptomlar

MiLBVV LBVaVv LMV

Damar dokusu cevresinde klorotik N N ~
alanlar

Damar geniglemesi N N

Siddetli yaprak deformasyonlari N N \
Geligmede azalma N N N
Yaprakta mozaik v
Yaprakta beneklenme N
Nekroz J
Bas gelisiminde bozulma N N N

3.2.2. Serolojik Cahsmalar

Serolojik caligmalarda; marul tarlalarinda simptomatolojik olarak
MILBVV ve LMV ile bulasik oldugundan stphelenilen marul bitkileri toplanarak
DAS-ELISA yontemi ile testlenmistir.

ELISA testlerinde firmanin 6nerdigi yontem dikkate alinmis ve modifiye

edilerek uygulanmustur.

3.2.2.1. DAS-ELISA Testi
1. Testlenen virlse spesifik poliklonal v-globulin (MiLBVV ve LMV’ye

spesifik antiserumlar; BIOREBA), firmanin bildirdigi yonteme gore belirli
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oranlarda sulandirilarak kaplama tampon c¢o6zeltisinde karigtirilmis ve
ELISA pleytlerinin her bir gukuruna 100 pl olacak sekilde iki tekrarl
koyulmustur.

2. Pleytler, 35 °C’de 4 saat inkiibasyona alinmis ve yikama tamponu ile en az
3 dk 3 defa yikanmustir.

3. 1/10 oraminda hazirlanan ELISA estraksiyon tamponu ile bitki dokusu
ezilerek 6zsuyu cakartilmis ve her kuyuya 100 pl koyularak pleytler +4
°C’de bir gece inkiibasyona alindiktan sonra yikama tamponu ile en az 3
dk 3 defa yikanmustir.

4. Konjugat tamponu icerisine virlse spesifik konjugat (¥-globulin)
sulandirilarak her kuyuya 100’er pl gelecek sekilde koyulmus ve 35 °C’de
3 saat inkiibasyona alindiktan sonra yikama tamponu ile en az 3 dk 3 defa
yikanmustir.

5. Al kuyusu da dahil olmak tzere pleytlerin her kuyusuna substrat tampon
cozeltisinden 1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan substrattan (1mg/ml p-
nitrophenyl phosphate) her gukura 100’er pl konularak pleytler 45-60 dk
oda sicakliginda karanlik bir ortamda bekletilmistir.

6. Pleytteki sar1 renk dl¢timleri ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda

okunarak sonuglar elde edilmistir.

3.2.3. Total RNA Ekstraksiyonu

Total RNA Ekstraksiyonu, arazi ¢ikiglarinda toplanan ve ELISA testi ile
bulasik oldugu saptanan bitkiler ile pozitif olmayan bitkilerden alinan dokular
kullanilarak Astruc ve ark (1996), ve Navarro ve ark (2004)’in 6nerdigi yonteme

gore modifiye edilerek yapilmustir.

3.2.3.1. Total RNA Ekstraksiyonu Asamalan
1. Ornekler ezme tamponu (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50 mM EDTA pH. 7.0,

500 mM NaCl, 10mM 2.merkapto etanol (1/1000)) ile 1:2 (agirlik/hacim)
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10.

oraninda sulandirilarak ekstrakte edilmis ve elde edilen bitki 6zsuyu
eppendorf tuplere alinmigtir.

Bitki 6zsuyundan 1ml alinarak eppendorf tliplerine aktarilmis ve drnekler 3
dakika 4.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Sivi kisim Uzerine % 20’lik Sodyum dodesil slfat (SDS) ¢ozeltisinden 50
ul ilave edilerek vorteks ile karistirilmis ve sonra tiipler 65 °C’de 30 dakika
su banyosunda inkiibasyona tabi tutulmustur.

Tlplere 250 pl potasyum asetat (5M) ilave edilerek 20 dakika buz
icerisinde bekletilmis ve 15 dakika 13.000 rpm’de santrifij yapilmstir.
Elde edilen sivi kisim ikiye bolinmis ve 500 pl’si eppendorf tiiplerine
aktarilarak -70 °C’de saklanmistir. Geriye kalan 500 pl sivi kisim yeni
hazirlanan eppendorf tliplerine konularak ve (zerine % 100’lUk etil
alkolden 500 pl ilave edilerek 1ml’ ye tamamlanmis ve vorteks ile
karigtirtlmigtr.

Daha sonra tiplere 50 pl sodyum asetat (3M) ilave edilmis ve 6rnekler
tekrar karistirilarak -20 °C’de bir gece inkiibe edilmistir.

Ornekler 15 dakika 14.000 rpm’de santrifilj edilerek sivi kistm ortamdan
uzaklastiriimstir.

Eppendorf tlpleri filtre kagid: Gizerinde ters gevrilerek 5 dakika kurutulmus
ve pellet Gzerine % 70’lik etil alkolden 1ml ilave edilmistir.

Ornekler RNA’lar1 ¢oktiirmek amaciyla 5 dakika 13.000 rpm’de santrif(j
edilmis ve tip icerisindeki etil alkol dokulerek eppendorf tlpleri kurutma
kagitlar: Uzerinde kurutulmustur.

Elde edilen niikleik asitler 50 pl RNaz saf su ile sulandirilarak, 15 pl ve 35

ul olmak (zere ikiye bélinmis ve -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4. RT-PCR Cahsmalar:

Calismada MILBVV ve LMV’nin molekiler tanisim yapmak, dizi

belirleme calismalarinda kullanilacak DNA’larin elde edilmesini saglamak, ticari
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olarak ELISA kiti bulunmayan LBVaV’yi saptamak ve molekiler
karakterizasyonunu yapmak amaciyla RT-PCR calismalar1 Prieto ve ark (2001) ve
Navarro ve ark (2004)’a gore modifiye edilerek yapilmastir.

Ornek sayis1 fazla oldugu icin MiLBVV, LBVaV ve LMV ile sipheli
ornekler ilcelere/mahallelere gore segilerek molekiler ¢alismalarda izolat olarak
kullaniimustir (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. RT-PCR calismalarinda secilen vir(s izolatlar1 ve alindig il

Viriis Izolati Ornek Numarasi | |I Yéntem
Yakapinar 2 Adana RT-PCR
Yuregir 4 Adana RT-PCR
Yumurtalik 6 Adana RT-PCR
Yenice-1 11 Mersin RT-PCR
Yenice-2 12 Mersin RT-PCR

RT-PCR islemi asagidaki sekilde iki asamal1 yapilmistir:

1. asamada, RT (Reverse transcription) islemi ile cDNA’lar elde edilmis; 2.
asamada ise elde edilen bu cDNA’lar kullanilarak PCR islemi gerceklestirilmistir.

1. RT isleminde, PCR tlplerinin her birine total RNA’dan 2 pl konulup,
Uzerine 2 pl primer (10 pmol/ pl) ilave edilerek thermocycler’a yerlestirilmis ve 95
°C’de 3 dk denatlrasyon islemi uygulanmigtir. Daha sonra tlpler buz (zerine
alinarak 5 dk bekletilmistir. PCR tuplerine 14.6 pl saf su, 1 pl dNTP, 0.1 pl M-
MLV enzimi, 5 pl RT-buffer (5X), 0.3 pl RNaz inhibitori ilave edilerek son hacim
25 ul olarak ayarlanmis ve érnekler thermocycler’a yerlestirilerek 42 °C’de 60 dk
inkibe edilmistir.

2. PCR isleminde ise ayr1 bir PCR tupline, 1. asamada yapilan islemlerden
elde edilen cDNA’lardan 2 pl konularak Uzerine 16.3 ul saf su, 2.5 ul 10X PCR
tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris -HCI (pH 8.8), 500 mM KClI, % 0.8 Nonidet P40),
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1.5 pl MgCl, (25 mM), 0.5 pl dNTP, 0.2 pl Tag DNA polymerase, 1 pl forward
primer ve 1 pl reverse primer ilave edilmistir.
Daha sonra tipler cizelge 3.5.°teki gibi olacak sekilde ayarlanarak

thermocycler’a yerlestirilmis ve bdylece PCR islemi tamamlanmustr.

Cizelge 3.5. MiLBVV, LBVaV ve LMV i¢in uygun sicakliklar

MiLBVV LBVvaVv LMV

95 °C 3 dk 95 °C 3dk 94 °C 3 dk

95°C 30 sn 95°C 30 sn 94°C 1 dk

51°C 30 sn 30 déngl | 62°C 30 sn 30 déngu | 55°C 2 dk 35 dongu
72°C 40 sn 72 °C 40 sn 72°C 2 dk

72°C 10 dk 72°C 10 dk 72°C 10 dk

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforez Calismalar
Agaroz jel elektroforez calismast % 1.5 ve % 2.0’lik olacak sekilde

Galitelli ve Minafra (1994)’ya gére uygulanmustir.

1. Cam erlen igerisine 20 ml 1X TAE (4.84 g Tris, 2ml 0.5 M Na,EDTA,
1.142 ml Glacial acetic acid) ya da 1X TBE tampon ¢ozeltisi konulmus ve
agaroz tamamen eriyinceye kadar 1siticida tutulmustur.

2. Karnisim kaynadiktan sonra isiticidan alinarak kisa bir sire sogumaya
birakilmis ve tank icerisine dokulerek tarak takilmustir.

3. Jelin donmas: beklenmis ve jel donduktan sonra tarak ¢ikartilarak
elektroforez tankina yerlestirilmis ve jeli 1-2 mm gecgecek kadar kullanilan
buffera gore 1X TAE ya da 1X TBE eklenmistir.

4, Ornekler ve marker 10 pl olacak sekilde jeldeki kuyulara dikkatli bir
sekilde yerlestirilmistir. Marker ilk cukura konulmus ve yiikleme

tamponundaki turuncu renk (Orange G) jelin sonuna gelene kadar
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elektroforez tankina virislere gore degismekle beraber 30 ya da 35 V
elektrik akimr verilmistir.

5. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel, oda sicakhginda 10 dk
streyle ethidium bromid (30 pl ethidium bromid/100 ml saf su)
cozeltisinde boyanmis ve daha sonra fazla ethidium bromidi uzaklastirmak
icin 10 dk saf su igerisinde tutulmustur.

6. Jel yikandiktan sonra UV transilluminator Gizerine konulmus ve UV 1sikta

ortaya ¢ikan bantlar gdzlemlenerek fotografi gekilmistir.

3.2.6. Dizi Belirleme ve Filogenetik Simiflandirma Calismalarn
Bu caligmada kullanilan ve MILBVV, LBVaV ve LMV igin secilen
izolatlarin dizi belirleme ve analiz calismalarinda izlenen yollar, sekil 3.1.’de

verilmistir.
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[ Supheli Omeklerin Toplanmasi

}

[ Pozitif Sonug Veren Omeklerden [zolat Secilmesi ]

'

[ Total RNA Ekstraksiyonu ]
!

[ RT-PCR ]

'

[ Agaroz Jel Elektroforez ]
'

[ Met bir bant olusturan dmeklerin sekans) ]

=)

Sekil 3.1. Dizi Belirleme ve Filogenetik Siniflandirma Calismalar
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Dizi analizi ¢alismalari Macrogen Firmasi’ndan yararlanilarak yapilmistir.
NCBI, BLAST ve MEGA 7 programlart kullanilarak filogenetik agaclar elde
edilmis ve belirlenen izolatlarin diinyada bildirilmis olan diger izolatlarla benzerlik
oranlari saptanmigtir

ELISA testi ve RT-PCR caligmalari sonucunda ornekler secilerek dizi

analizi ve filogenetik siniflandirma calismalarinda izolat olarak kullanilmustir.

34



4. BULGULAR VE TARTISMA Havva Nur SAGLAM

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. LBVD ve LMV ile Bulasik Bitkilerin Saptanmasi

LBVD ve LMV izolatlarinin toplanmasi, tanilanmas: ve karakterizasyonu
amaciyla 2015-2017 sonbahar ve kis sezonlarinda Adana ve Mersin illeri ile marul
yetistiriciliginin ~ yaygin  yapildigi alanlarda ydritulen tez calismasinda
simptomatolojik olarak yapraklarin damarlari ¢evresinde Klorotik alanlar, damar
genislemesi, siddetli yaprak deformasyonlari, gelismede azalma, yaprakta mozaik
ya da beneklenme, bazen nekroz ve bas gelisiminde bozulma simptomlar: gosteren
160 marul bitkisinden bitki dokular1 alinmis ve laboratuvar caligmalarinda
oncelikle ELISA yontemi ile testlenmistir.

Yapilan arazi cikislarinda Adana’da Ceyhan’dan 16, Cukurova’dan 12,
Karaisali’dan 21, Merkezden 13, Saricam’dan 9, Seyhan’dan 21, Yakapinar’dan 7,
Yumurtalik’tan 14 ve Yduregir'den 2 bitkiden; Mersin’de ise Akdeniz’den 2,
Tarsus’tan 30 ve Yenice’den 14 bitkiden 6rnekleme yapilmustir.

Simptomatolojik gozlemler ile MiLBVV ve LBVaV ile enfekteli oldugu
tespit edilen bitkilerin bulundugu marul tarlalarinda hastaligin yayginlik oraninin
% 90-100 arasinda oldugu gézlenmistir. MiLBVV ve LBVaV’nin bitkide en fazla
damarlarda genisleme, damar renginde acilma, bas olusturamama ve deformasyon
simptomlarina sebep oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil
4.7., Sekil 4.12., Sekil 4.13.) Bitkide gelisme geriligi, gevreklesme, yapraklarda
sararma, kabarciklasma ve nekroz da simptomlar arasindadir (Sekil 4.4., Sekil 4.5.,
Sekil 4.6., Sekil 4.8., Sekil 4.9.).

Alemzadeh ve Izadpanah (2012), iran’da yaptiklari cahismada marul
bitkilerinde damarlarda hafif siskinlikten belirgin kalinlasmaya kadar simptomlar,
yapraklarda burusukluk ve bitkide bodurluk belirtileri gbzlemlemislerdir.
Simptomlarin soguk mevsim (Aralik, Ocak ve Subat) boyunca daha belirgin

oldugunu bildirmislerdir.
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Al-Saleh ve ark (2015), Riyadh Boélgesi’nde yaptiklari ¢alismada marul
bitkilerinin yaklagik % 40’inda damar agilmasi, bodurluk, yapraklarda
deformasyon ve ana damarlarda kalinlasma simptomlar: gézlemlemis ve LBVD ile
iligkili bulmuglardir.

Fletcher ve ark (2005), Avustralya’da marulda yaptiklari survey
calismalarinda 6zellikle bitkide cilicelesme ve sararma, yaprakta beneklenme,
nekroz ve iri damar simptomlar: olan 6rnekleri toplamis ve LBVD’yi bu alanlarda
yaygin bulmuslardar.

LMV ile enfekteli marul bitkilerinde ise en fazla sararma, bodurluk ve
yapraklarda kabarciklasma simptomlarinin gorildugi tespit edilmistir (Sekil 4.10.,
Sekil 4.11.).

Bu tez calismasinda Adana ve Mersin illerine bagli marul yetistiriciliginin
yaygin oldugu ilcelerden/mahallelerden MiLBVV, LBVaV ve LMV igin testlemek

amaciyla toplam 160 adet 6rnek alinmigtir.

Sekil 4.1. Marul vyapraginda deformasyon ve gevreklesme (Adana
Merkez/MiLBVVenfeksiyonu)
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Sekil 4.2. Marul yapraginda damar genislemesi (Yenice/MiLBVV+LBVaV
enfeksiyonu)

Sekil 4.3. Yaprakta damar agilmas (Karaisali/MiLBVV+LBVaV enfeksiyonu)
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Sekil 4.5. Marulda gelisme geriligi (Seyhan/MiLBVV enfeksiyonu)
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Sekil 4.6. Marul yapraginda kabarciklasma (Seyhan/MiLBVV enfeksiyonu)

L

Sekil 4.7. LBVD ile bulasik marul bitkisinin araziden bir goruntisi
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—————— ¥
Sekil 4.8. Yaprakta sararma, kabarciklasma ve nekroz (Karaisal/MiLBVV
enfeksiyonu)

Sekil 4.9. Gelismede gerileme (Karaisali/MiLBVV enfeksiyonu)
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v &

Sekil 4.10. Marul bitkisinde gelismede azalma ve bas gelisiminde bozulma
(Yakapinar/LMV+MIiLBVV Kkarisik enfeksiyonu)
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Sekil 4.11. Marulda gelismede azalma, sararma ve nekroz (Tarsus/LMV)
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- ca
Sekil 4.13. Bas olusturamamus bir bitkinin arazide gorintisu (LBVD enfeksiyonu)

4.2. ELISA Cahsmalar:

Marul tarlalarinda simptomatolojik olarak MiLBVV, LBVaV ve LMV’nin
en az biri ile bulasik oldugundan slphelenilen 160 marul bitkisinden yapilan
ELISA testleri sonucunda Adana ve Mersin illeri ile yaygin bir sekilde marul
yetistiriciligi yapilan ilgelerde/mahallelerde mevcut arazilerden toplanan 160 marul
bitkisinden 53 tanesi MiLBVV ve 22 tanesi LMV ile enfekteli bulunmustur. 10
bitkide ise MiLBVV+LMV Kkarisik enfeksiyonu saptanmstir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Arazi ¢ikis1 yapilan alanlar ve ELISA testi sonucu MiLBVV ve LMV
ile enfekteli olan marul bitkileri

lice/Mahalle | Testlenen Pozitif Sonuc¢ | Pozitif Karigik
Bitki Sayisi Veren Ornek | Sonug Enfeksiyon

Sayisi Veren Ornek | LMV+MiLBVV
(MiLBVV) Sayisi (LMV)

Ceyhan 11 - - -

Cukurova 12 9 - -

Karaisali 21 13 - -

Merkez 13 1 - -

Saricam 9 1 = =

Seyhan 21 7 - -

Yakapinar 7 3 2 2

Yumurtahk | 14 2 8 1

Yuregir 2 1 - -

Akdeniz 2 - - -

Tarsus 30 6 11 6

Yenice 14 9 1 1

Toplam 160 53 22 10

Fletcher ve ark (2005), Yeni Zelanda’da &zellikle marulda ciicelesme ve
sararma, yaprakta beneklenme, nekroz ve iri damar simptomlar: gosteren bitkileri
serolojik olarak ELISA testine tabi tutmuslardir. Surveylerde LBVD’ye kompleks
iki virstin (MiLBVV ve LBVaV) sebep oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica survey
periyodlart boyunca iri damar hastaligint marulda en yaygin viriis hastaligi olarak
saptamiglardir. Surveylerde LNYV, CMV, LMV, TuMV ve BWYYV gibi diger

virtslerin sikhikla karisik enfeksiyon yaptigi fakat 6nemli Griin kayiplarina neden
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olmadigi bildirilmigtir.  TSWV, ArMV ve TNV’ye ise surveylerde hig

rastlamadiklarini bildirmiglerdir.

4.3. Total RNA Ekstraksiyon Calismalar

ELISA testleri sonucunda MILBVV ve LMV ile enfekteli oldugu
belirlenen marul Orneklerinin taze yapraklarindan ve LBVaV’nin olusturdugu
simptomlara benzer belirti gosteren taze marul yapraklarindan alinan dokular
kullanilarak Astruc ve ark (1996)’min onerdigi yontem dikkate alinarak nikleik
asitler elde edilmis ve PCR islemi sonrasi PCR driinleri % 1,5’luk ya da % 2’lik
agaroz jel kullanilarak TAE veya TBE tampon cozeltisinde elektroforez yontemi

ile bandlar elde edilmistir.

4.4. RT-PCR Cahsmalan

Temel olarak yiiksek sicaklikta yapisi bozulmayan bir DNA polimeraz
kullanilarak, Thermo Cycler yardimiyla DNA replikasyonunun in vitro ortamda
tekrarlanmast sonucu DNA’nin ¢ogaltilmasint saglayan PCR mekanizmasi
giinimizde molekiler biyoloji ve genetik laboratuvarlarimin sikga kullandig:
bir yontemdir (Anonymous, 2007).

Bu tez calismasinda, RT-PCR yo6ntemi ticari antiserumu bulunmayan
LBVaV’nin molekiler karakterizasyonu ve ELISA testleri sonucu saptanan
MILBVV ve LMV’nin molekiler karakterizasyonu amaciyla kullanilmistir. PCR
calismalarinda MiLBVV, LBVaV ve LMV’ye 6zgu primer ciftleri kullanilarak
yurtdisinda bazi arastiricilarin elde ettikleri band biyutkligliyle ayni bandlar
bulunmustur.

MILBVV icin MIiLBVV(1) ve MILBVV(2) primer cifti kullanlarak
Cukurova, Seyhan, Karaisali, Yakapinar ve Yenice ilcelerinden toplanan marul
izolatlarina ait 233 bp blyukliginde bandlar elde edilmistir (Sekil 4.14.). Bu

sonuglar, Araya ve ark (2011)’min ¢ahismas: ile benzerlik gostermis ve Sili’de
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yapilan bu c¢alismada ayni arastiricilar MiLBVV(1) ve MiLBVV/(2) primerlerini
kullanarak 233 bp’lik bandlar gézlemlemislerdir.

M1 23 45 67 8

Sekil 4.14. MiLBVV’nin 2 nolu primer ¢ifti ile yapilan RT-PCR bandlar:

MILBVV icin Cpsl ve Cpasl primer ¢ifti kullanilarak Yakapinar, Yuregir
ve Yenice ilgelerinden toplanan marul izolatlarina ait 450 bp blyukligiunde bandlar
elde edilmistir (Sekil 4.15.). Bulunan sonucglar, Barcala Tabarrozzi ve ark
(2010)’min calismast ile benzerlik gostermis ve Arjantin’de yapilan bu ¢alismada
ayni arastiricilar Cpsl ve Cpasl primerlerini kullanarak 450 bp’lik bandlar elde

etmislerdir.

M 123 4567 8 91011

450 bp

Sekil 4.15. MiLBVV’nin 4 nolu primer cifti ile yapilan RT-PCR bandlar
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LBVaV’ye 0zgu VP-248 ve VP-249 primer cifti kullanilmis ve Adana
ilinde Cukurova ve Karaisali; Mersin ilinde ise Yenice’den alinan marul
izolatlarina ait 296 bp’lik bandlar gozlenmistir (Sekil 4.16.). Bulunan sonuglar
Navarro ve ark (2004)’nin Ispanya’da yapilan calismas: ile es deger sonuclar
gostermis ve LBVaV icin 296 bp’lik bandlar elde edilmistir. Ticari antiserumu
bulunmayan LBVaV calismada ELISA ile saptanamamis, RT-PCR yontemi ile

saptanmistir.

296 bp

Sekil 4.16. LBVaV’nin 5 nolu primer giftiyle yapilan RT-PCR bandlar:

LMV’ye 6zgi LMV CPR ve LMV CPF primer cifti kullanilarak Adana’da
Yakapinar ve Yumurtahik; Mersin’de ise Yenice ilgelerinden/mahallelerinden

marul izolatlarina ait 360 bp’de bandlar gdzlenmistir (Sekil 4.17.).
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 4.17. LMV nin 8 nolu primer gifti ile yapilan RT-PCR bandlar

RT-PCR galismalarinda MiLBVV ve LBVaV’nin ikisinin ortak enfeksiyon
gosterdigi saptanmistir. LBVaV, MILBVV yoklugunda simptom gdztermezken;
MiIiLBVV, LBVaV varhgina ya da yokluguna bagli olmaksizin iri damar simptomu
gostermistir. Bulunan sonuclar LBVD’ye neden olan etmenin MiLBVV oldugunu
goOstermektedir. Bu sonuglar Hayes ve ark (2006)’nin bulgular: ile uyumludur.
Ayni arastiricilar MiLBVV ve LBVaV’nin ortak enfeksiyonunu Kaliforniya’da
marul yetistirilen yerlerde yaygin olarak bulmuslardir.

LMV ve LBVD vyiritilen tez caligmasinda ara sira karisik enfeksiyonda
saptanmigtir.  Fletcher ve ark (2005), Awvustralya’da yaptiklari ¢alismada
LBVaV’nin LBVD kompleksinde bulundugunu fakat buna ragmen iri damar
simptomlarina sebep olmadigini bildirmistir. LBVD’yi arazi ¢ikiglari boyunca
marulda en yaygin virls hastaligi olarak bildirmiglerdir. LMV ve LBVD
Avustralya’da yapilan bu ¢alismada ara sira karisik enfeksiyonda bulunmustur.

Sanches ve ark (2008), Brezilya’da yaptiklari c¢ahsmada LBVaV ve
MILBVV’nin karigik enfeksiyonda iri damar hastahigina sebep oldugunu
bildirmislerdir.
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4.5. Dizi Belirleme ve Filogenetik Siniflandirma Cahsmalary

Genetik sekanslama ya da DNA sekanslama, bir DNA zincirinde bulunan
dort bazin adenin (A), guanin (G), sitozin (S) ve timin (T) sirasini belirlemek igin
kullanilan metot veya teknolojidir (Anonymous, 2014).

PCR c¢alismalar: sonucu elde edilen PCR Urnlerine ait nikleotid dizileri,
Macrogen firmas: tarafindan ticari olarak belirlenmis ve bu tez calismasinda
kullanilan izolatlara ait sekans bilgileri diinyada kaydedilmis diger izolatlarla

nlikleotid duzeyde karsilastirilarak filogenetik agaclar elde edilmistir.

4.5.1. Marul Iri Damar Virusu (MiLBVV) Dizi Belirleme Cahsmasi

MILBVV dizi belirleme caligmalarinda MiLBVV ile enfekteli marul
bitkilerinden izole edilen Yakapinar, Yuregir, Yumurtalik, Yenice-1 ve Yenice-2
izolatlar1 kullanilmastir.

MILBVV(1)-MiLBVV(2) primer gifti ile yapilan MiLBVV izolatlarinin
(2- MiLBVV 1 E 10.ab1, 4- MiLBVV 1 Fl10.abl, 6- MiLBVV 1 G10.abl, 11-
MILBVV 2 H 10.abl) yer aldig: filogenetik agagta Yenice-1 ve Yenice-2 izolatlari
aynm grupta yer alirken, Adana’dan alinan izolatlarla Mersin’den alinan izolatlar
farkli gruplarda yer almistir (Sekil 4.18.). Bu izolatlarin dinyada yer alan diger

izolatlarla benzerlik oran1 Cizelge 4.2.”de verilmistir.
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56/ AY581699.1 MILBVV-ITAL
36 | AY581698.1 MiLBVV-GERS3
AY581693.1 MiLBVV-HOL2
3|4 AY581692.1 MiLBVV-DEN1
AY581695.1 MiLBVV-GER1
15 IAY366416.1 MiLV-GAL1
100 lAY366418.1 MiLV-ALM2
DQ530358.1 Bauru-58
0 FJ864681.1 MLBVV-LP1
LT721900.1 CP gene
AF525935.1 LS301-O0

55

19

3 20
BTy | (11-MiLBVV 2 H10.ab1]
94 |—[12-MiLBVV 2 Ell.abl]
LT721898.1 CP gene
FJ864680.1 MLBVV-LP2
JIN576418.1 MiLBVV-SH
p- GU295451.1 CP-5
» {6-MILBVV 1 G10.ab1)
] - [ ?2-M|LBVV 1E10.ab])
32 (4-MiLBVV 1 F10.ab1)
—

2
Sekil 4.18. MILBVV(1)-MiLBVV(2) primer cifti ile saptanan MiLBVV
izolatlarinin (2- MiLBVV 1 E 10.abl, 4- MiLBVV 1 F10.abl, 6-
MiLBVV 1 G10.abl, 11- MiLBVV 2 H 10.abl) filogenetik
soyagaci (Bootstrap 1000 tekrarlamali)
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Cizelge 4.2. MiLBVV(1)- MiLBVV(2) Primer Cifti ile Elde Edilen izolatlarin

MiLBVV(1)-
MiLBVV(2)

Isolate

MILBVV-ITA1
MiLBVV-
GERS3
MiLBVV-
HOL2
MiLBVV-
DEN1
MiLBVV-
GER1
MiLV-GAL1
MiLV-ALM2
Bauru-58
MLBVV-LP1
CP-gene
LS301-0
MLBVV-LP2
MiLBVV-SH
CP-5

Accession
Number
AY581699.1
AY581698.1

AY581693.1

AY581692.1

AY581695.1

AY366416.1
AY366418.1
DQ530358.1
FJ864681.1
LT721898.1
AF525935.1
FJ864680.1
JN576418.1
GU295451.1

Diinyada Yer alan Diger izolatlarla Benzerlik Oran:
% Identity

% 97
% 97

% 95

% 96

% 95

% 97
% 95
% 95
% 97
% 95
% 95
% 97
% 95
% 97

Origin

Spain
Spain

Spain

Spain

Spain

Spain

Spain

Brazil
Argentina
Egypt
Netherlands
Argentina
Iran

Argentina

Cpsl-Cpasl primer cifti ile yapilan MILBVV izolatlarinin (2- Cpsl
F1l.abl, 4-Cpsl G11.abl, 11 Cpsl H11.abl) yer aldig: filogenetik agacta Yenice-1

izolat1 Hollanda izolati ile ayni grupta yer almistir (Sekil 4.19.). Bu izolatlarin

dinyada yer alan diger izolatlarla benzerlik oran1 Cizelge 4.3.’te verilmistir.
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GU139116.1 AUSEG6
GU139115.1 AUSE3
GU139118.1 AUSB2
g9 | GU139122.1 AUSE1

29

GU139124.1 AUSA2
4 FJ864681.1 MLBVV-LP1
14 DQ530358.1 Bauru-58
DQ530357.1 Campinas-60

- _1 AY366416.1 MiLV-GAL1
50 |-AY581700.1 MiLBVV-ALM3
100 IAY581698.1 MILBVV-GER3

LT721900.1 CP gene

] FJ864680.1 MLBVV-LP2
1 _| JN576418.1 MiLBVV-SH
32 LT721898.1 CP gene

4- Césl Gll.abl
2-Cpsl Fll.abl

o1 11- Cpsl H1l.abl
4 I— AF525935.1 LS301-0

5

Sekil 4.19. Cps1-Cpasl primer cifti ile saptanan MiLBVYV izolatlarinin (2- Cpsl
F1l.abl, 4- Cpsl G1l.abl, 11- Cpsl H 1011.abl) filogenetik soyagaci
(Bootstrap 1000 tekrarlamalz)
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Cizelge 4.3. MILBVV Cpsl-Cpasl Primer Cifti ile Elde Edilen izolatlarin
Diinyada Yer alan Diger izolatlarla Benzerlik Oran

MiLBVV Isolate Accession % ldentity Origin
Cpsil-Cpasl Number
MiLV-GAL1 AY366416.1 % 98 Spain
LT721900.1 % 98 Egypt
MILBVV-GER3 | AY581698.1 % 98 Spain
LT721898.1 % 97 Egypt
MILBVV-ALM3 | AY581700.1 % 97 Spain
AUSA-2 GU139124.1 % 97 Australia
AUSEG6 GU139116.1 % 97 Australia
Bauru-58 DQ530358.1 % 97 Brazil
Campinas-60 DQ530357.1 % 97 Brazil
AUSE1 GU139122.1 % 97 Australia
MLBVV-LP2 FJ864680.1 % 96 Argentina
LS301-O0 AF525935.1 % 96 Netherlands
MiLBVV-SH JN576418.1 % 96 Iran
AUSB2 GU139118.1 % 96 Australia
MLBVV,LP1 FJ864681.1 % 96 Argentina
AUSE3 GU139115.1 % 96 Australia

4.5.2. Marul iri Damar Virisi (LBVaV) Dizi Belirleme Cahsmasi

LBVaV dizi belirleme calismalarinda LBVaV ile enfekteli marul
bitkisinden izole edilen Yuregir izolati kullanilmistir. Yiregir izolati Suudi
Arabistan izolatiyla ayn1 grupta yer almistir (Sekil 4.20.). Bu izolatin diinyada yer

alan diger izolatlarla benzerlik oran1 Cizelge 4.4.’te verilmistir.
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61 AB114138.1
40 AB050272.1 LBVV-CP

JN710441.1 Ls302
AB190528.1 isolate:W a
| AB190527.1 isolate:Hy
AB190526.1 isolate:A
AY839622.1 LBVaV-SONS
| AY581689.1 LBVaV-GRAl
AY366413.1 LBVV-ALM1
- AY581690.1 LBVaV-UK2
33 GU220725.1 AUSB2
391 AY366412.1 LBVV-GAL1
KJ701037.1 LBVV-SA-41
. {4-vP 248 A12.ab1 ]
A —| KU586443.1 LBVaVv-4U
2 AY496055.1 LBVV-AUS
% AY496056.1 LBVV-NL
51| AY496054.1 LBVV-UK
75' AY496053.1 LBVV-USA

25

99|

—
1

Sekil 4.20. VP 248-VP 249 primer cifti ile saptanan LBVaV izolatimin (4- VP 248
Al2.ab1) filogenetik soyagaci (Bootstrap 1000 tekrarlamali)
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Cizelge 4.4. LBVaV CPF-LBVaV CPR Primer Cifti ile Elde Edilen izolatlarin

Diinyada Yer alan Diger izolatlarla Benzerlik Oran:

LBVaV CPF-
LBVaV CPR

4.5.3. Marul Mozaik Virust (LMV) Dizi Belirleme Calismasi

Isolate

LBVaV-4U
Ls302
LBVaV-UK2
LBVaV-GRA1
LBVV-ALM1
AUSB2
LBVV-GAL1
LBVV-SA-41
LBVaV-AUS
LBVV-NL
LBVV-UK
LBVV-USA
LBVaV-SON5

Isolate:Wa
Isolate:Hy
Isolate:A
LBVV-CP

Accession
Number
KU586443.1
JN710441.1
AY581690.1
AY581689.1
AY366413.1
GU220725.1
AY366412.1
KJ701037.1
AY496055.1
AY496056.1
AY496054.1
AY496053.1
AY839622.1
AB114138.1
AB190528.1
AB190527.1
AB190526.1
AB050272.1

% ldentity

% 96
% 95
% 95
% 94
% 94
% 94
% 94
% 94
% 94
% 94
% 94
% 94
% 93
% 92
% 92
% 92
% 92
% 92

Origin

Saudi Arabia
Netherlands
Spain

Spain

Spain
Australia
Spain

Saudi Arabia
Germany
Germany
Germany
Germany
Spain

Japan
Japan
Japan
Japan

Japan

LMV dizi belirleme ¢alismalarinda LMV ile enfekteli marul bitkisinden

izole edilen Yenice-2 izolati kullanilmistir. Yenice-2 izolat:1 higbir tlkeyle aynm

grupta yer almamistir (Sekil 4.21.). Bu izolatin dinyada yer alan diger izolatlarla

benzerlik oran1 Cizelge 4.5.’te verilmistir
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% |-AY366416.1 MiLV-GAL1

lAY366415.1 MiLV-MUR1
56

AY581699.1 MIiLBVV-ITAL

|
o8|

AY581700.1 MiLBVV-ALM3

FJ864681.1 MLBVV-LP1
25

GU295451.1 CP-5 coat protein gene

FJ864680.1 MLBVV-LP2

23

LT721898.1

12-LMV-CPF F12.ab1l

0.50
Sekil 4.21. LMV-CPF, LMV-CPR primer ¢ifti ile saptanan LMV izolatimn (12-
LMV-CPF F12.abl) filogenetik soyagaci (Bootstrap 1000

tekrarlamali)

Cizelge 4.5. LMV CPF-LMV CPR Primer Cifti ile Elde Edilen izolatlarin Diinyada
Yer alan Diger izolatlarla Benzerlik Oran

LMV CPF- Isolate Accession % ldentity Origin
LMV CPR Number
CP gene LT721898.1 % 81 Egypt
MiLV-GAL1 AY366416.1 % 79 Spain
MILBVV-ITA1 | AY581699.1 % 79 Spain
MiLV-MUR1 AY366415.1 % 78 Spain
MLBVV-LP2 FJ864680.1 % 78 Argentina
MiLBVV- AY581700.1 % 78 Spain
ALM3
MLBVV-LP1 FJ864681.1 % 78 Argentina
CP-5 GU295451.1 % 77 Argentina
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu caligmanin amaci, Adana ve Mersin ili marul dretim alanlarinda marul
iri damar hastaligina sebep olan etmen viriis veya virlis kompleksinin belirlenmesi
ve marul mozaik virtistinin saptanmasidir. Ayrica, LBVD ve LMV nin saptanarak
bu calismada kullanilacak izolatlarin elde edilmesi ve Adana ve Mersin illerinden
elde edilen bazi MiLBVV, LBVaV ve LMV izolatlarinin molekiler
karakterizasyonlarinin ~ yapilmasi  amaciyla  ydratilmistir.  Bu  amaglar
dogrultusunda, viris ile bulasik oldugundan stphelenilen marul bitkilerinden
ornekler alinarak, serolojik (DAS-ELISA) ve molekiiler (RT-PCR) yontemler ile
testlenmis ve elde edilen izolatlarin molekiler karakterizasyonu yapilmustir.
Ayrica, bu calisma sonucunda, toplanan orneklerde bulasiklik oramimin ortaya
konulmasi da mimkin olmustur.

Bu tez ¢calismasinda saptanan sonuglar asagida 6zetlenmistir.

a) Marul tarlalarina yapilan arazi ¢ikislari sonucunda toplam 160 adet marul
bitkisi toplanarak testlenmistir. Toplanan érnekler MiLBVYV ve LMV’nin
tespiti icin DAS-ELISA testine tabi tutulmustur.

b) Adanailinden 114 6rnek ve Mersin ilinden 46 drnek toplanmustir.

c) ELISA testi sonuglarina gore toplam 53 bitki MiLBVV ile 21 bitki ise
LMV ile bulagik saptanmistir. Ayrica 10 bitkide MiLBVV+LMV karigik
enfeksiyonu saptanmstir.

d) LBVaV’ye 6zgu ticari ELISA kitleri mevcut olmadigi icin sadece RT-PCR
ile testlenmistir.

e) RT-PCR caligmalarinda 37 bitki MiLBVV, 16 bitki LBVaV ile bulagik

bulunmustur.

Yapilan calismalar sonucunda MILBVV ve LBVaV’nin ikisinin ortak

enfeksiyon gosterdigi saptanmistir. LBVaV, MiILBVV yoklugunda simptom
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goztermezken; MiILBVV, LBVaV varligina ya da yokluguna bagh olmaksizin iri
damar simptomu gostermistir. Bulunan sonuglar LBVD’ye neden olan etmenin
MiLBVV oldugunu gostermektedir. Sonug olarak yurtilen tez calismasinda marul
yetistiriciliginde sorun olan ve kimyasal miicadelesi olmayan LBVD ve LMV’nin
tanillanmas: ve karakterizasyonu amaciyla serolojik ve molekiler yéntemler uygun
bir sekilde gergeklestirilerek pozitif sonuglar elde edilmistir.

Tez calismasinin yapildigi Adana ve Mersin illerinde 100.000 tonun
Uzerinde Uretimi yapilan marul bolge icin dénemli kislik sebzelerden biridir. Bu
bolgede hastalik ve zararli etmenleri ekonomik acidan verimde kayba sebep
olmaktadir. Bu etmenler icinde virlsler kimyasal micadelesi olmamasi ve
vektorlerin virUsleri tasimasi sebebiyle ayr1 bir 6neme sahiptir.

Bu virtslere Kkarsi, yapilacak olan etkili bir vektdr micadelesine ek olarak,
virsten ari tohum ve (retim materyalinin kullanilmasi, koruyucu kultirel

uygulamalar, dayanikli veya tolerant cesitlerin tercih edilmesi ¢ok énemlidir.
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Ek. 1.

ELISA Testinde Kullamlan Tampon Cozeltiler
1. Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat Tampon Cozeltisi)

8.0¢g NaCl
0.2¢g KH,PO,
2949 Na,HPO,4.12H,0 veya

2.3 g Na;HPO,4.7H,0
1.44 g Na;HPO,4.2H20
1.15 g Na,HPO,

0.2 gKClI

0.2 g NaN;

Yukarida miktarlar: verilen kimyasallar 1 litre saf su igerisinde
eritilip pH’s1 0.1N olan NaOH veya 0.1 N HCI ile ayarlanmis ve +4 C’de

muhafaza edilmistir.

2. Coating Buffer Ph 9.6 (Kaplama Tampon Cozeltisi)

2.93 g Na2CO3
2.94 g NaHCO;
02¢g NaN;

Yukarida miktar: verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH
ayarlamasi yapilmis ve + 4C°’de saklanmustir.
3. Washing Buffer (Yikama Tampon Cozeltisi)

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

4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon ¢ozeltisi)
Bir litre yikama tamponu ¢ozeltisi igine 20 g Polyvinylpyrolidone (PVP-

40) ilave edilerek hazirlanmistir.
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5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat Tampon Cozeltisi)
Bir litre 6rnek tamponu ¢ozeltisi icine 2 g ovalbumin (egg albumin) ilave
edilerek hazirlanmistir.

6. Substrat Buffer Ph 9.8 (Substrat Tampon Cozeltisi)
97 ml Diethanolamine 800 ml saf su icerisine ilave edilmis ve 0.2 g NaN;

konarak Ph 9.8’e ayarlanmis ve 1 litreye tamamlanmustir.
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Ek. 2.

Total RNA Analizlerinde Kullanilan Soltsyonlar
Ekstraksiyon Buffer (100 Mm Tris-HCI Ph. 8.0, 50 Mm EDTA Ph. 7.0,
500 g NaCl, 100mM 2. Mercapto-ethanol (1/1000))

Tris-HCI 2.4228 g
EDTA 3.7224
NaCl 5.844 g

Yukarida verilen kimyasallar 150 ml saf su igerisinde sirayla
cozulerek Ph ayarlanmis ve son hacmi 200 ml’ye tamamlanmigtir.

Ardindan 1/1000 oraninda 2-Mercaptoethanol eklenmistir.

% 20 Sodium Dodecyl Silfate (SDS)
Sodium Dodecyl Silfattan 20 g alinarak 80 ml saf su icerisinde

¢ozlldikten sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.

Potasium asetate (CH;COOK) (5M)
Potasium asetattan 49.075 g alinarak 60 ml saf su igerisinde

¢ozlldikten sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.

Sodium asetate (CH;COONa(3M))
Sodium asetattan 40.824 g alinarak 60 ml saf su igerisinde

cozuldikten sonra hacmi 100 mI’ye tamamlanmustir.
% 70 lik Ethanol

% 100’1k ethanolden 70 ml alinarak 30 ml saf su ile karistirihip

elde edilmistir.
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Ek. 3.

Agaroz Jel Elektroforezde Kullamlan Tampon Cozeltiler

1. TBE Buffer (89 mM Tris, 89 mM borik asit, 2 mM EDTA)
(pH:8,3)
10.777 g Tris-Base, 5.502 g boric asit ve 0.744 g EDTA alinarak 900
ml saf su icinde eritildikten sonra cozeltinin pH’st 8.3 olarak
ayarlanarak ve hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 1X TBE buffer
hazirlanmastir.

2. TAE Buffer (10 mM Tris, 5 mM Sodium acetate, 0,5 mM EDTA)
(pH:8,3)
1.211 g Tris-Base, 0.680 g sodyum asetat ve 0.186 g EDTA alinarak
900 ml saf su iginde eritildikten sonra ¢Ozeltinin pH’s1 8.3 olarak
ayarlanarak ve hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 1X TAE buffer
hazirlanmastir.

3. Etidyum Bromid
10 mg etidyum bromid 1 ml saf su icerisinde eritilmis ardindan 30 pl

alinip 100 ml saf su icine eklenmistir.
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