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OZET

YUKSEK LISANS
Konya ili Marul Ekim Alanlarinda gériilen viriis hastaliklar
Halime IRGIN AGCA

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Serkan YESIL
2021,51 Sayfa

Jiiri
Damsmanin Dr. Ogr. Uyesi Serkan YESIL

Marul (Lactuca sativa L.) Compositae (Asteraceae) familyasi igerisinde yer almaktadir.
Yapraklar: i¢in yetistirilen bu bitki, Diinya’da ve iilkemizin hemen hemen her yerinde acikta ve ortii
altinda yetistirilmektedir. Gergeklestirilen bu tez calismasi ile; Konya ili marul ekim alanlarinda sorun
olan viriisler ve bunlarin sebep olduklar1 hastaliklarin marul ekim alanlarindaki yayginliklart da ilk defa
ortaya konulmustur. Bu ¢alisma kapsaminda; 2020 y1li Mayis ile Agustos aylar1 arasinda Konya ili marul
ekim alanlarinda gerceklestirilen siirveyler ile viriis belirtisi gdsteren marul bitkilerinden yaprak drnekleri
alinmistir. Daha sonra toplanan marul 6rnekleri laboratuvar kosullarinda double antibody sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) yontemi ile Cucumber mosaic virus (CMV),
Miraifori lettuce big vein virus (MiLBVV), Lettuce mosaic virus (LMV)ve Tomato spotted wilt virus
(TSWV) enfeksiyonlarii ortaya koymak amaciyla testlenmistir. Caligma sonuglarindan elde edilen
bilgilere gore 97 adet marul bitki drneginin 40 (%41,23) tanesinin, 6 adet yabanci ot drneginin ise 6
(%100) tanesinin farkli viriislerle bulagik olduklar1 tespit edilmistir. Marul yaprak 6rneklerinde; TSWV
(%38,14), LMV (%19,58), CMV (%18,55), MiLBVV (%7,2) enfeksiyonlar1 saptanirken, yabanci ot
orneklerinde ise; LMV (%66,66), CMV (%66,66), ve TSWV (%50) enfeksiyonlarinin varliklart ortaya
konulmustur.

Anahtar Kelimeler: DAS-ELISA, Konya, Marul, TSWV, Viriis



ABSTRACT

MS THESIS
Virus Diseases on Lettuce Plants in Konya Province
Halime IRGIN AGCA
THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
OF SELCUK UNIVERSITY THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE IN
PLANT PROTECTION
Advisor: Asst. Prof. Dr. Serkan YESIL

2021,51 Pages

Jury
Advisor Asst. Prof. Dr. Serkan YESIL

Lettuce (Lactuca sativa L.) is a member of the family Compositae (Asteraceae). This plant,

which is grown for its leaves, is grown in the open area and under cover area almost everywhere in the
world and in our country. With the present study virus diseases of lettuce and their prevalence in Konya
province was revealed for the first time. For this purpose, leaf samples were taken from lettuce plants
showing virus diseases symptoms with surveys carried out in Konya province lettuce planting areas
between May and August 2020. Then the collected lettuce leaf samples were tested in laboratory
conditions by double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent (DAS-ELISA) method to reveal
infections of Cucumber mosaic virus (CMV), Miraifori Lettuce big vein virus (MILBVV), Lettuce mosaic
virus (LMV), and Tomato spotted wilt virus (TSWV). According to the information obtained from the
results of the study, it was determined that 40 of 97 (41.23 %) lettuce plant samples and 6 of 6 (100 %)
weed samples were infected with different viruses. In lettuce leaf samples; TSWV (38.14 %), LMV
(19.58 %), CMV (18.55 %) and MILBVV (7.2 %) infections have been detected. In weed samples;
infections of LMV (66.66 %), CMV (66.66 %), and TSWV (50 %) have been revealed.

Keywords: DAS-ELISA, Konya, Lettuce, TSWV, Virus



ONSOZ

Lisans egitimimde oldugu gibi Yiiksek Lisans egitim siirecinde de engin tecriibe
ve bilgileriyle her zaman yanimda olan, tez konumun seciminden baglayarak son
asamasina kadar her tiirlii destegi gdsteren Danisman Hocam Saym Dr. Ogr. Uyesi
Serkan YESIL’ e sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her alaninda benden destegini esirgemeyen, her zaman arkamda olan
aileme ve esim Hasan AGCA’ ya, ozellikle tez siiresi asamasinda benimle birlikte
laboratuvar calismalarina katilan, beni bu siiregte yalniz birakmayan sevgili annem

Fatma IRGIN’ e sevgi ve saygilarimi sunarim.

Halime IRGIN AGCA
KONYA-2021

Vi



ICINDEKILER

OZET ... Y%
ABST R A CT ettt sh et et e b nhr e be e he e e e v
ONSOZ ... Vi
ICINDEKILER ........ocoooiiiiiieetcceeeeeeeee ettt vii
SIMGELER VE KISALTMALAR ..........coceeviiiiieeieceeeee e viii
Lo GIRIS ..ottt 1
2. KAYNAK ARASTIRMASI ... 5
2.1. Diinya ‘da Marulda Goriilen Viriisler ["{zerine Yapilan Calismalar ...................... )
2.2. Tiirkiye’de Marulda Goriilen Viriisler Uzerine Yapilan Caligmalar ................... 11
3. MATERYAL VE YONTEM...........cccovoiiiiiesiireeeeeseeesssesee st enesissenesssn s 14
TN I V= (=Y Y | SR 14
3. L1 Bitki Materyali .....ccoveiiiiiiiiee e 14
3.1.2. Serolojik Testler Igin Gerekli Materyaller ............o..coevievereueirirererinrerssennnns 14
3.1.3. DiZer Materyaller ........ccoueviiiiiiiiiiienieeie e 15

R 40711 15) 1 o DO TP PR PPRPRTO 15
3.2.1. Ornek Toplama ve Arazi CIKISI ....c.eueveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeesetete e, 15
3.2.2. Serolojik Test YONEMI ....c.ovviiiiiiiiiiiiieiiiiiee s 16
3.2.3.Hastalik ve Yayginlik Oranlarinin Hesaplanmasi...........c.cccoovvniiiiicniinnnnne 20

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA........ccooiiiiiieeee e 21
4.1. Arazi Cikislarinda Toplanan Bitki OrneKIeri..........oocovevvevvvveccececereeeeeeeeesnnenes 21
4.2. Uretim Alanlarindaki Enfekteli Bitkilerde Goriilen Viral Simptomlar ............... 24
4.3. Viriis Hastaliklarinin Yayginlik Oranlart..........cccccoooiiiiniiiiecee 26
4.4, DAS-ELISA CaliSmMalari.........ccccueiiiiiiiiiieiiiie e sieeesiee s sieessveessnee e e e sneas 27
5. SONUCLAR VE ONERILER ..........c.cccooociiiiiieeeieeeeee e, 32
T 1) 110163 - PRSPPI 32
5.1.1. DAS-ELISA test SONUGIATT ....ccvveiiiiiiieiiiieiie et 32

5.2  ONETILET ..ottt ettt 33
KAYNAKLAR Lttt ettt e bt e nbe et e e be e e nbe e nreeanes 35
EILER ottt et e e e 40
[0 Z.€] 0105\ 1 (PO 41

vii



Simgeler

%
°C
ul
Py
da
dk
g
Kg
mi
mg
nm
pH

Kisaltmalar

ArLV

BiMV

CMV
DAS-ELISA

FAO
GRSV
LBVaVv
LBVV
LeMoV
LMV
LYSV
MiLBVV
RaMV
RNA
TCSV
T™MV
TuMV
TSCV
TSWV

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Yiizde

: Santigrat derece
: Mikrolitre

: Toplam

: Dekar

: Dakika

: Gram

: Kilogram

: Mililitre

: Miligram

: Nanometre

: Hidrojen Iyon Konsantrasyonunun Negatif Logaritmasi

. Artichoke latent potyvirus

: Bidens mosaic virus

: Cucumber mosaic virus

: Double- antibody sandwich enzyme linked immuno
sorbent assay

: Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
: Groundnut ringspot virus

. Lettuce big vein associated virus

. Lettuce big vein virus

. Lettuce mottle virus

. Lettuce mosaic virus

: Leek yellow stripe potyvirus

: Miraifori lettuce big vein virus

: Radish mosaic comovirus

: Reoksiriboniikleik asit

: Tomato chlorotic spot virus

: Tobacco mosaic tobamovirus

: Turnip mosaic potyvirus

: Tomato chlorotic spot virus

: Tomato spotted wilt virus

viii



Sekil Dizini

Sekil 3.1. Orneklemenin yapildig1 Konya il ve flgeleri......c.coocviviiriricriiiiieicceiean, 16
Sekil 3.2. ELISA tabaklarinda kaplama tamponu............ccccceeiivieiiiiniiiie e 17
Sekil 3.3 ELISA tabaklarinda yikama tampon ¢OZeItisi .........ccovvvrrieiiieiiienisniseenen, 18
Sekil 3.4. ELISA tabaklarinda bitki eKStraktl...........cccceveiiiiiiii i 18
Sekil 3.5. ELISA tabaklarinda Konjugat TamponU..........c.ccoeiirieieiencneseseseeeeeees 19
Sekil 3.6. ELISA tabaginda pozitif 6rnek ve substrate tampon ¢ozeltisi ........cceerveeene. 19
Sekil 3.7. DAS-ELISA calismalarinin agamalart............ccooceeiiriieiiiniiiiiee e 20
Sekil 4.1. Yapraklarda nekrotik 1eKeler .........oovvvviiiiiiiiiiiiiie e 24
Sekil 4.2. Biiylime de durgunluk ...........cccoooviiiiiiiiii e 24
Sekil 4.3. Yapraklarda damar agilmast .......ccccevvvveiiiiiiiiieiiiie e 25



Cizelge Dizini

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de 2020 y1l1 marul {iretim miktarlar1 (Anonim, 2020a) .................. 1
Cizelge 1.2. Marul bitkisinde hastalik yapan viral etmenler (Alan, 2012).........cccceevvnne 2
Cizelge 3.1. Ornek alman ilgeler ve bitki bazli drnek say1lart............ccccoeerrierereennnne, 14

Cizelge 4.1. 2020 yilinda arazide yapilan 6rnekleme ¢alismalarinda toplanan bitki
ornekleri ve gozlemlenen belirtiler.........coooviiiiiiiiiiici s 21

Cizelge 4.2. 2020 yilinda arazide yapilan 6rnekleme ¢alismalarinda toplanan bitki
ornekleri ve gozlemlenen Delirtiler..........cooiiiiiiiiiiiiiiic e 22

Cizelge 4.3. 2020 yilinda arazide yapilan 6rnekleme calismalarinda toplanan bitki
ornekleri ve gozlemlenen Delirtiler.........ooviiiiiiiiiiiiiie e 23

Cizelge 4.4. 2020 yilinda toplanan marul ve yabanci ot 6rneklerinde DAS-ELISA
testleri sonucunda belirlenen VIrlSIer ..........coiviiiiiiiiiiiiescise e, 28

Cizelge 4.5. Arastirmanin yapildig1 Konya iline bagl il¢elerden toplanan 6rneklerde
DAS-ELISA testleri sonucu belirlenen tekli enfeksiyonlara ait maksimum-minimum
absorbans degerleri ve bulasik 6rnek say1lart ... 28

Cizelge 4.6. Konya ilinden toplanan bitki 6rneklerindeki ikili ve ¢oklu enfeksiyonlarin
bitki trlerine GOTE SAYILATT......civiiiiiiiiieiiie i 29



1. GIRIS

Ulkemiz ekonomisinde marul yetistiriciligi énemli bir yere sahiptir. Ulkemizde
yapilan sebze iiretimi hem dis pazarda hem de i¢ pazarda 6nemli olgiide ihtiyag
karsilamaktadir. Cucurbitaceae ve Solanaceae familyalar1 iilkemizde ve diinyada
genelinde en ¢ok yetistirililen familyalar olup Compositae (Asteraceae) familyasinda
bulunan salata ve marul yetistiriciligi 6n plandadir. Marul iilkemizde gida sektoriinde
hizli tiketilen bir besin unsuru olurken, dogrudan sanayi irlinii olarak
kullanilmamaktadir. Ayrica diyet besini olarak da lilkemizde tiiketilmektedir.

Tiirkiye, Diinya’da en fazla sebze iireten iilkelerden bir tanesi konumundadir.
FAO 2020 yil1 tiretim verilerine gore Diinya’da tiretimi yapilan marul bitkileri arasinda
tilkemiz, marul tiretiminde 499.766 tondur.

Ulkemizde farkli gesitlerde marul iiretimi yapilmaktadir. Cizelge 1.1.’de bu
trlinlerin 10 yillik dretim miktarlar1 goriilmektedir (Anonim, 2020). 2020 yili marul
tiretim miktarlar1 2019 yilina gore, kivircik marul %4.,4, gobekli marul %4,6, aysberg

marul ise %2,0 oraninda artti.

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de 2020 yili marul iiretim miktarlar1 (Anonim, 2020a)

Uretim Miktarlar1 (Ton)
Bitki Tiirti

2010 | 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Kiviretk 131,95 | 138,466 | 145,019 | 159,971 | 172,207 | 157,981 | 179,712 | 185,07 (187,658 | 198,491 | 207,234

Gobekli 226,141 217,378 | 205,463 | 212,189 | 230,755 | 225,021 | 233,662 | 223,449 | 215,725 | 215,728 | 225,639

Aysberg 61,202 | 68,408 |[68,584 |64,625 |[65551 |64,49 65,068 |[81,904 |84,16 85,547 |87,278

Toplam 419,3 | 424,252 | 419,066 | 436,785 | 468,513 | 447,492 | 478,442 | 490,423 | 487,543 | 499,766 | 520,151

Calisma alanimiz olan Konya ili ve ilgelerinde marul bitkisinde en fazla ekim
alan1 ve iiretim miktarina sahip gesitler sirasiyla; gobekli marul (1 187 da, 2705 ton),
kivircik marul (150 da, 240 ton) ve aysberg marul (160 da, 325 ton) ‘dur.

Diinya’da ve iilkemizde marul yetistiriciligi olan alanlarda yapilan ¢alismalar

sonucunda 18 farkli viris tespit edilmistir. (Cizelge 1.2).



Cizelge 1.2. Diinya’da marul iiretim alanlarinda tespit edilen viriisler (Alan, 2012)

Viriisiin Tiirkce ismi Viriisiin bilimsel ismi

Marul nokta beneklenme viriisii Lettuce speckles mottle virus (LSMV)
Mirafiori marul iri damarlilik viriisii | Miraifori lettuce big vein virus (MiLBVV)
Hiyar mozaik viriisii Cucumber mosaic virus (CMV)

Marul nekrotik bodurluk viriisii Lettuce necrotic stunt virus (LNSV)
Marul iri damarlilik viriisii Lettuce big vein virus (LBVV)
Domates lekeli solgunluk viriisii Tomato spotted wilt virus (TSWV)
Salgam mozaik viriisii Turnip mosaic virus (TuMV)

Tiitlin rattle viriisi Tobacco rattle virus (ToRV)

Marul nekrotik sarilik viriisii Lettuce necrotic yellows virus (LNYV)
Marul mozaik viriisii Lettuce mosaic virus (LMV)

Sowthistle sar1 damar viriisii Sowthistle yellows vein virus (SYVV)
Sekerpancari sar1 bodurluk viriisii Beet yellow stunt virus (BYSV)
Sekerpancari bat1 sarilik viriisii Beet western yellows virus (BWYV)
Yonca mozaik virlisii Alfalfa mosaic virus (AMV)

Marul bulasici sarilik viriisii Lettuce infectious yellows virus (LIYV)
Bidens mozaik viriisii Bidens mosaic virus (BMV)

Bakla solgunluk viriisii Broad bean wilt virus (BBWV)

Tiitiin halkali leke viriisii Tobacco ringspot virus (ToRV)

Amerika’da 1934 yilinda CMV (hiyar mozaik viriisii; Cucumber mosaic virus),
ilk olarak salatalik (Cucumis sativus L.) bitkilerinde tespit edilmistir. CMV
Bromoviridae familyasinin Cucumovirus cinsinin ozellikle ekonomik olarak en 6nemli
tirtinden bir tanesi olarak kabul edilmektedir. CMV, TMV’nin ardindan en fazla
konukguya sahip viral etmen olarak bilinmektedir. Bu viriis 6zellikle genis bir konuk¢u
dizisine sahip oldugundan diger viriis hastaliklarina gore iiretim alanlarinda daha sik ve
yaygin olarak karsimiza c¢ikmaktadir. CMV’nin, konukcu dizisi igerisindeki, 100
familyada bulunan 1200’in {lizerindeki sayida bitkiyi hastalandirabildigi bilinmektedir.
Viriisiin genomu ii¢ pargali (+) SSRNA (RNA1 (~3350 nt), RNA2 (~3050 nt) ve RNA3
(~2200) ) olup, partikiilleri izometrik morfolojik yapiya sahip, 29-30 nm ¢apinda ve zarf
icermeyen yapiya sahiptir. RNA3 arada dordiincii bir RNA (~1030 nt) icerebildigi de
belirtilmistir. RNA3, kilif proteini ve 3a proteini kodlamaktadir. Kodlanan 3a proteinin

etmeni hareket proteini (hiicreden hiicreye) oldugu bildirilmistir. 2a ve 2b adi verilen iki



farkli proteinin ise RNA2 tarafindan kodlandig: bildirilmektedir. Bunlardan 2a proteini,
genom replikasyonunda rol alirken, digerinin, yani 2b proteinin ise enfeksiyon sirasinda
konuk¢unun kendini savunmak amaci ile {irettigi gen susturucu sinyallerini engelledigi
bildirilmektedir. RNA1’in kodladigi bir adet protein bulunmaktadir ve genom
replikasyonu asamalarinda kilit bir role sahip oldugu bildirilen bu protein la olarak
isimlendirilmistir (Zitter and Murphy, 2009).

TMV (Tobacco mosaic viriis; Titiin mozaik virlisii) Tobamovirus cinsi
igerisinde yer alan, 300x18 nm boyutlarinda ¢ubuk seklinde partikiille ve tek sarmal
RNA genomu sahip bir hastalik etmenidir. TMV, diinya da ve iilkemiz de 30
familyadan 199 cesit bitki tiiriinii enfekte etme yenegine sahiptir. TMV en fazla
Solanaceace familyasinda bulunan bitki tiirlerinde enfeksiyon yaparak kayiplara sebep
olabilmektedir (Bagley, 2001).

1921 yilinda Amerika’nin Florida eyaletinde marul mozaik viriisi, ilk olarak
marul bitkisinde (Lactuca sativa) tespit edilmistir. LMV viriisii zarfsiz, virionlari ipliksi,
genom biyikligi 9-12 kb ve tek pargali olup tek iplikli bir RNA viriisiidiir. Marul
mozaik viriisii Potyviridae familyasina bagli Potyvirus cinsindendir. %14.9-28 C, %21-
26 G, %23-44 A, %15.6-30.9 U’dan olusan baz igerigine sahiptir (Anonim, 2015b).
Marul yetistiriciligi yapilan her yerde LMV viriisiine rastlanmaktadir. LMV en ¢ok
Compositae familyasini enfekte etmektedir. Ayrica bu viriis tiiriiniin, dogal olarak 21
farkli bitki tlirlinii ve yapay inokulasyonlarla, baska bir ifadeyle mekanik olarak
tagmarak 121 farkli bitki tiiriinii enfekte edebildigi bildirilmektedir (Horvath, 1980).

TSWV, Bunyaviridae familyasinda bulunan, Tospovirus cinsi igerisinde yer
almaktadir (Uhring, 1999, Tsompana, 2005). Bu viriis, kiiresel simetriye sahip ve 80-
110 nm c¢apinda olabilen ve lipit membran tabakasi igeren partikiillere sahiptir. Bir
TSWV partikiilic %70 protein, %20 lipit, %5 niikleik asit (RNA) ve %5 karbonhidrat
igcermektedir (Adkins, 2000) .

TSWV, hem konukgusunun fazla olmasi (Parrella, 2003) hem de trips tiirleri ile
kolayca tasinabilmesiyle (Sevik, 2008) epidemi yaparak olusan kayiplarda 6nemli rol
oynamaktadir (Arli-Sokmen and Sevik, 2013).

Jagger ve Chandler (1934) yilnda Amerika’da marul bitkisinde ilk marul iri
damar viriisii (Lettuce big vein virus LBVV, Mirafiori lettuce big vein virus MiLBVV)
tespit edilmistir. Virionlar1 zarfsiz ve yuvarlaktir. Avustralya, Italya, Ingiltere,
Cekoslovakya, Yeni Zelanda, Amerika, Japonya ve Hollanda’da yayilim gdstermektedir

(Anonim, 2015b). Marul bitkisi yapraklarinda damarlar g¢evresinde klorotik renk



acillmasi ve sararmalar, damarlarin irilesmesi veya damarlarin ag goriiniimii, bazi
yapraklarda damar bandlagmasi gibi bir duruma gelmesine neden olan viriis etmeni iki
farkli viriis cinsi ve iki farkli serolojik yapida incelenmektedir. Miraifori lettuce big vein
virus (MiLBVV) Ophiovirus cinsine, Lettuce big vein virus (LBVV) ise Varicosavirus
cinsine dahil olup farkli serolojik 6zellikler gostermektedir. Marul iri damar viriisleri
tohum veya polen ya da bitkilerin birbirine temasi ile tasinmamaktadir. Viriisler az
miktarda mekaniksel inokulasyon ve asi ile taginirken, asil vektorii Olpidium brassicae
obligat toprak patojenidir. Yapilan ¢alismalar sonucunda viriis O. brassicae disinda
baska Olpidium tiirleri ile de tagindig1 rapor edilmistir

Yapilan arazi caligmalarinda iireticilerden alinan siipheli bitki 6rnekleri ilgili
tarim il ve ilge midiirliikklerinden verilen enfeksiyon uyarisi ve lilkemizde daha 6nce
yapilan calismalarda tespit edilen viriisler dikkate alinarak; Hiyar mozaik viriisii
(Cucumber mosaic virus, CMV), Marul mozaik viriisii (Lettuce mosaic virus, LMV),
Domates lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus, TSWV) ve Miraifori marul
iri damar virtisii (Miraifori lettuce big vein virus, MiLBVYV) enfeksiyonlarindan
siiphelenilmis ve bu viriislerin arastirilmasi uygun goriilerek bu tez calismasinin temel

arastirma konusunu olusturmustur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Diinya ‘da Marulda Goriilen Viriisler Uzerine Yapilan Calismalar

CMV’nin tespiti i¢in New York eyaletinin Oswego bdlgesi’nde marul iiretimi
yapilan alanlarinda yabanci otlar iizerinde mekanik inokulasyon, immunodifiizyon
testler ve elektron mikroskopu kullanarak calismalar yapmigslardir. CMV’nin bu
bolgedeki biiyiik verim kayiplarina neden olmasiyla yabanci ot konukgularina
yogunlagilmigtir. CMV ‘nin marul tohumuyla taginip taginmadigi tespit edilememistir.
1972-1973 yillarinda CMV ile enfekteli oldugu diisliniilen 66 6rnekten 12’sinde viriis
tespit edilmistir. Amerika’da yapilan c¢alismalar sonucunda ise CMV’nin § yabanc1 ot
tirti dogal konukgusu olarak ilk defa rapor edilmistir (Bruckart and Lorbeer, 1975).

Thomson ve Procter (1965), tarafindan yapilan bir ¢alismada Yeni Zelanda'nin
farkli bolgelerinden CMV simptomlarina benzeyen simptomlara sahip marul bitkilerden
yaprak Ornekleri toplamislardar. Arastiricalar genellikle yapraklarinda; Klorozlar,
nekrozlar, bitkide bodurluk ve genel sararmalar gibi belirtilere sahip bitkilerden yaprak
orneklerini almislardir. CMV viriisiiniin varligin1 saptamak i¢cin Amerika’da spesifik
antiserumu hazirlatip, jel difiizyon testiyle teshis yapmislardir. Bu yontemle pozitif
sonug ¢ikanlardan bitki 6z suyu izole edilerek indikator bitkilere inokule etmisler ve
inokulasyonlar sonunda Nicotiana glutinosa L., N. tabacum ve Cucumis sativus L.‘da
sistemik simptomlar gozlemlemislerdir. Etmenin farkli irklar1 N. glutinosa’da siddetli
simptomlar gosterdigi goézlemlenmistir. Fakat viriisiin genel olarak N. glutinosa’da
klorotik lokal lezyonlara sebep olurken, Chenopodium amaranticolor {izerinde kiigiik
nekrotik lezyonlar olusturdugu gézlemlemislerdir.

Cho ve ark. (1987), yilinda Hawaii eyaletinde sebze iiretimi yapilan alanlardaki
caligmalarda TSWV etmeninin siddetli verim kaybina neden oldugunu rapor
etmiglerdir. Marul bitkisinin  yapraklarinda  Oncelikle nekrotik  kahverengi
beneklenmelerle baglayarak ve sonradan sistemik olarak yayilmaya baslayan
simptomlar gozlemlemislerdir. Bazi yillar 6zellikle sicak aylarda domates ve marul
ekim alanlarinda %50-90 arasinda siddetli verim kayiplarinin oldugunu rapor
etmislerdir.

Hawaii’de bir¢ok aragtirmac bir araya gelerek TSWV’nin miicadelesinde belirli
yontemler belirlemislerdir. Bolgede TSWV’nin siddetli verim kayiplarina neden

olmastyla ¢ok sayida sebze iiretimi yapan yetistiricinin {iretimi birakmasiyla birgok



arastirmaci bir araya gelerek calisma yapmak istemistir. Sebze iiretimi yapilan alanlarda
kullanilan pestisit artisiyla olusacak olan dayaniklilik sebebi ile aralarinda virolog,
molekiiler bitki virologu, entomolog ve tohum bilimci gibi birgok bilim insan1 bir araya
gelerek dayanikliligin olusmasi igin arastirma konularini ortaya koymuslardir. Bunlar
TSWYV i¢in; konukgu-viriis, vektor-viriis, konukgu-vektor, hizli teshis metodlari, ¢capraz
koruma (cross-protection) ile iiriin kayiplarinin azaltilmas: ve kisa siirede hastaligin
kontrolii i¢in programlar gelistirme ve degerlendirme gibi konulara dikkat ¢ekmislerdir.
Aragtiricilar, belirledikleri bu calisma bagliklarina gore yiiriittiikkleri ¢alismalar ile
timitvar sonuglar elde etmislerdir (Cho, 1989).

Zambia’da 1997 yilmin Mayis-Agustos vejetasyon doneminde CMV ile
enfekteli oldugu diistiniilen havug, marul, kereviz, turp, maydanoz, kisnis ve lahana
bitkilerinden 6rnekler alinarak DAS-ELISA testi ve elektron mikroskobu ile tespit
etmeye calismislardir. Bu yontemle kereviz, havug, turp ve marul da CMV patojeni
tespit edilirken, kignis, lahana ve maydanoz da tespit edememislerdir. Kisnis, lahana ve
maydanoz da farkli patojen viriisten siiphelenmislerdir. Marul bitkisinin CMV ile
enfekteli yapraklarinda kahverengilesme, mozaiklesme, damar bandlasmasi ve damarlar
arasi klorozlar gibi belirtiler gézlemlemislerdir (Ndunguru and Kapooria, 1997)

Marul bitkilerindeki direng genleri LMV’ nin irklarinin genis bir biyolojik
degiskenlik gosterdigi i¢in bu etmenin zararlarina karsi gelmede yetersiz olduklar
bildirilmistir. Marul ve virlis arasindaki etkilesimi anlamak igin viriilenslik ve
saldirganlhigin siddeti bakimindan farklilik gosteren 10 farkli LMV irkinin biyolojik ve
molekiiler karakterizasyonunu yapmislardir. 10 izolatin marul direng genlerinin
iistesinden gelme yeteneklerine karsilik tekrar degerlendirmede bulunmuslardir.
Etmenin molekiiler bakimdan ortaya koydugu varyasyonlar1 belirlemek amaciyla
izolatlara immunocapture-RT-PCR yontemini uygulamisglar ve sekans dizilerini
belirlemisler ve ayrica bunlarin biyolojik 6zellikleri karsilagtirmislardir. Arastiricilar, bu
izolatlart molekiiler verilere dayanarak 3 gruba ayirmislar ve bu gruplarin
virlilensliklerinden cografi kokenleriyle iliskilerinin daha belirleyici oldugunu
belirtmislerdir (Revers, 1997).

Brezilya eyaletinin Sdo Paulo kentinde yapilan c¢alismada marul mozaik
viriisiiniin 2 farkli patotipinn dizi analizi yapilmis ve klonlamiglardir. Brezilya, Avrupa
ve Orta Dogu-Kuzey Amerika irklariyla yapilan karsilagtirma da homologun %95’den
fazla olmasi sebebiyle irklar arasinda farklilik bulamamislardir. Sili’de izole edilen

irklarla aralarinda benzerlik oldugunu belirlemislerdir. Calisma sonucunda direng



genlerinin kirabilen farkli LMV 1rklarinin olugsmasinda mutasyonlarin olabilecegi fikrini
one stirmuslerdir (Krause-Sakate, 2001).

MiLBVV ve LBVV etmenlerinin elektron miroskobunda goriintiilemisler ve bu
etmenin viriilenslik  6zelligini  kisa siirede kaybeden (labil) virlis oldugunu
gostermislerdir. LBVV ve MILBVV ‘nin birlikte ve tek baslarina simptom meydana
getirme yetenegini 6l¢mek icin spesifik antiserumlar kullanilarak ELISA yoOntemiyle
ayirt etmisler ve mekanik inokulasyonda kullanmiglardir. Mekanik inokulasyon
sonucunda LBVV tek basina simptom meydana getirmedigi, MiLBVV ile birlikte
siddetli simptomlar olusturdugunu belirlemisleridir. iri damar viriislerinin varlig1 ve
taginmastyla ilgili serolojik teshis bir ¢alisma yiirlitmiislerdir. Buna gére MiLBVYV igin
ise LBVV’nin varligina bakilmaksizin ozellikle serin donemlerde marullarda siddetli
simptomlar olusturdugunu tespit etmislerdir (Lot, 2001).

LMV non-persistent olarak afitlerle tasinmaktadir. Gergeklestirilen bir
calismada, bu viriisiin viriiliferoz bir afidle yayilma potansiyeli matematiksel
hesaplamalar ve molekiiler yontemler kullanarak belirlenmeye ¢alisilmigtir. Arastirici,
RT-nested-PCR ve PCR yontemlerini kullanarak tasiyict vektor afitlerde etmeni tespit
etmistir. Ayrica yiiriitiilen bu ¢alisma ile viriisiin yayilmasina kars1 stratejik miicadele
yontemleri ortaya konulmaya ¢alisiimistir (Moreno, 2007).

Brezilya’da marul yetistirilen alanlarda marul viriis enfeksiyonlarinin varligini
tespit etmeye yonelik RT-PCR molekiiler teshis ve DAS-ELISA serolojik yontemleriyle
birgok etmen rapor etmislerdir. Yapilan ¢alisma ile Cucumber mosaic virus (CMV),
Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Miraifori lettuce big-vein virus (MLBVV),
Groundnut ringspot virus (GRSV), Lettuce big vein virus (LBVV), Lettuce mottle virus
(LeMoV), Tomato spotted wilt virus (TSWV), ve Bidens mosaic virus (BiMV) viral
etmenlerini teshis etmekle birlikte; LMV’ nin birka¢ farkli irkin1 da belirlemislerdir.
Fakat s6z konusu viral etmenler arasinda en fazla zarar yapan ve en yaygin olarak
LMV’yi belirlemislerdir (Pavan, 2008).

Soleimani (2011) adli bir arastirici, Tahran’da Lettuce mosaic virus (LMV)
etmeninin karakterizasyonu ve mozaiklesmeye neden olan viriisleri belirlemek igin;
beneklenme, mozaik, yapraklarda bozulma, kivrilma, anormal ve kii¢iik bas olusturan
marul bitkilerden 452 adet yaprak ornekleri toplamistir. TSWV, CMV ve LMV
viriislerin oranlarmi sirastyla %10, %16 ve %21 bulmustur. Bunun yaninda, CMV +

LMV %16, LMV + TSWV %8, CMV + TSWV %8 ve LMV + CMV + TSWV ile



bulasik %5 oraninda bitki 6rnegi belirlemistir. Tahran’da CMV ve LMV ilk kez tespit
edilirken, TSWYV Iran'da marul bitkisinde ilk defa rapor edilmistir,

Lian (2013) adli arastirmaci, Kore’den ve farkli iilkeden topladigi 13 bitki
orneginde TSWV etmeninin rekombinasyon ve diger izolatlara akrabalik durumlarini
belirlemek i¢in bir c¢alisma yiiriitmistiir. Krizantem, domates, biber, marul, gibi
bitkilerden elde edilen bu 13 6rnekten elde edilen irklar tizerinde yapilan bu ¢alismada
virlisiin genomunun tamami {izerinde durulmustur. Buna gore, bu viriisiin genomunun 3
pargaylr bolinmiis oldugu ve farkli biiyiikliklerde olan bu segmentlerin niikleotit
sayilar1 ortaya konulmustur. Bu dizilere gore gerceklestirilen filogenetik analizler
sonucunda ise RNA (S) segmentinin Cin ve Japonya kokenli oldugu, Kore izolatlarinin
ise hem RNA (L) hem de RNA (M) segmentlerinin Kuzey Amerika ve Bati Avrupa
kokenli oldugunu belirlemistir. Calisma sonucunda yapilan filogenetik ve
rekombinasyon analizleriyle TSWV'nin molekiiler diizeyde cesitlilik gosterdigini
belirlenmistir.

Marul bitkilerinde iri damar belirtilerine sebep olan viriisleri belirlemek
amaciyla yiiriitiilen bir ¢alismada, Japonya’nin farkli bolgelerinde marul yetistirilen 126
tarladan toplam 2951 6rnek toplanmigtir. Toplanan bu marul yaprak orneklerindeki
virlisler western-blot yontemi ile ve monoklonal ve polyklonal antiserumlar kullanarak
teshis edilmeye caligilmistir. Calisma sonucunda teshis edilen MiLBVV Ophiovirus
cinsi bir tiirken, LBVV Varicosavirus cinsine bagl bir tiirdiir. Buna gére MiLBVV tek
bagina simptom olusturuken, LBVV tek basina marulda bulunsa bile simptom
oOlusturamadigini belirlenmistir (Sasaya, 2008).

LBVV ve MiILBVV etmenlerinin marul yapraklarinda iri damar belirtisi
gosteren orneklerinde simptomlarin siddetinin, protein akiimiilasyonu ve viral RNA’nin
beraber simptom olusturma yetenegi lizerine bir ¢alisma yapmuslardir. Acik alanda ve
seralarda enfekte olmus olan marul bitkilerini belirtilere gore; hafif, orta, siddetli ve
simptomsuz olarak siniflandirmiglardir. RNA diizeyleri igin ise RT-PCR ve real-time
PCR c¢aligmasi yapilirken Kilif Protein (CP) akiimiilasyonu DAS-ELISA ile
degerlendirmislerdir. Yapilan bu ¢aligma da marul yapraklarinda goriilen siddetli belirti
LBVYV ve MiLBVYV arasinda farki anlamada ayiric1 olmadigini belirlemislerdir. Benzer
sekilde MiLBVV-RNA-3 miktarinin, LBVV-RNA-2 miktar1 ile belirtilerinin siddet
Olgtimlerine gore farklilik gostermedigini belirlemislerdir (Araya, 2010).

TSWV’ nin marul iiretimi yapilan alanlarinda fide déonemlerinde erken tahmin ve

ekonomik kayiplar1 diisiiniilerek bir modelleme yapmuslardir. Linear dogrusal ve



kosullara bagli olasilik modellemeler ile {iiretim alanlarindaki hastalik bilgileri
kullanarak; yogun thrips populasyonlar1 goriildiigiinde miicadeleye diisiinmek yerine,
daha erken teshisle hastaligin kontrol altina alinmasimin daha etkili oldugunu ortaya
koymuslardir (Yudin, 1900).

CMV, Amerika’da Price (1934) tarafindan ilk hiyar bitkisi tizerinde (Cucumis
sativus) tespit edilmistir. Diinya’da ve iilkemizde en fazla goriilen viriistiir. Termal
inaktivasyon noktasit 55-70 °C, in vitro’ da yasam siiresi 1-10 giindiir. CMV viriisii
Bromoviridae familyasi, Cucumovirus grubundandir. Viriis dogrusal tek iplikli RNA’ya
sahip, virionlar izometrik ve zarfsizdir (Francki and Habili, 1987).

1915 yilinda Avusturalya’da domates bitkisinde TSWV tespit edilmistir.
Diinyada yaygin bir viriistiir. TSWV, Tospoviridae familyasindan olup, tek iplik¢ikli ti¢
ayrt RNA’dan olusmaktadir. Virionlar izometrik ve etrafi membran yapisinda bir
protein zarfla ¢evrili 85 nm dir. Termal inaktivasyon noktasi 45 °C ve in vitro’ da yasam
stiresi 5 saattir (Gibbs, 1983).

Colariccio (2005) tarafindan Brezilya’nin Sao Paulo State, Sumare ve Campinas
eyalaetlerinde, marul iiretim alanlarinda sorun olan viriis hastaliklarin tespit edilmesi
amactyla bir caligma yiriitilmiistiir. Bu calisma kapsaminda gergeklestirilen arazi
calismalar1 sirasinda, veronica g¢esidinde virlise benzer simptomlar gézlemlenmis ve
virtislerle enfekteli oldugu diisiiniilen marul 6rnekleri elektron mikroskobi ¢alismalari,
biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak enfeksiyon sebepleri ortaya
konulmaya calisilmistir. Marul ve konukcu bitkilere uygulanan mekanik inokulasyon
sonucunda bitkilerde benzer belirtilere olugsmustur. Gompherena globosa bitkilerine
uygulanan mekanik inokulasyonlar sonucunda bu bitkilerde farkli tiplerde lokal
lezyonlar ve ozellikle sistemik mozaik belirtileri gozlenmistir. Gergeklestirilen bu
caligma ile, DAS-ELISA ve RT-PCR testlemeleri yapilarak Domates klorotik leke viriis
(Tomato chlorotic spot virus)’e ait iki farkli izolat belirlenmis ve GenBank
veritabaninda gergeklestirilen niikleik asit benzerlik analizleri (BLASTN) ile bu iki
izolatin virlise ait diger izolatlar ile yiiksek oranlarda benzer olduklar1 ortaya
konulmustur. Bu ¢alisma sonucunda tospoviriislerin neden oldugu kayiplara iliskin ilk
bilgi Brezilya’da ticari hidroponik marul tirinlerinde rapor edilmistir.

LMV 1921 yilinda Amerika’nin Florida eyaletinde ilk marul bitkisi (Lactuca
sativa)’'nde tespit edilmistir. Potyviridae familyasina bagli Potyvirus cinsindendir.

Virionlar, ipliksi partikiillere sahip ve zarfsizdir. Viriis tek iplikcikli bir RNA’ya
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sahiptir. Son sulandirma noktasi 10 ve 107, termal inaktivasyon noktas 55-60 °C ve
virionlarin in vitro’da yasam siireleri 1- 2 giindiir (Tomlinson, 1970).

LMV’ye diinya da ve iilkemiz de marul {iretimi yapilan her yerde rastlamak
miimkiindiir. LMV mekanik olarak tasinabilen, ¢ogunlukla Asteraceae familyasinda
bulunan 21 adet bitki tiiriinde dogal olarak enfeksiyonlara sebep oluyorken toplamda
121 farkli bitki tiirtinde hastalik yapabilen (Horvath, 1980) oldukca ¢ok sayida konuk¢u
bitki tiiriine sahip bir viriistiir. Bezelye (Pisum sativum), 1spanak (Spinacia oleracea) ve
marul (Lactuca sativa) ekonomik olarak sorun olusturdugu, 6nemli dogal konukgulari
olan tiirlerdir. Bunun yaninda, Lamium amplexicaule, Senecio vulgaris, Chenopodium
album, Stellaria media, Chenopodium murale ve Sonchus asper bu viriis tiiriine
konukguluk yapabilen ve dogada yaygin olabilen yabanci ot tiirleridir (Tomlinson,
1982).

Viriisiin ilk vektorii Fransa’da seftali yaprakbiti (Myzus persicae) olarak
belirlenmistir. LMV, non-persistent olarak 15 afid tiirii ile taginirken, pamuk yaprakbiti
(Aphis gossypii) 6zellikle nispeten daha sicak olan giiney alanlarda en etkin vektor afid
tirti olarak bildirilmistir. Bunun yaninda, patates yaprakbiti (Macrosiphum euphorbiae),
yine marulda ¢okga sorun olan etkin bir vektor afid tiriidiir (Messiaen and Lafon,
1965).

Diinyada potansiyel olarak marulun en siddetli ve en yaygin viriisii oldugu
belirlenmistir. LMV, mekanik olarak (%3-10 oraninda), tohumla ve polenle de
taginmaktadir (Dinant and Lot, 1992).

Marul iri damar viriisii (LBVV) ilk olarak Amerika’da marul da tespit edilmistir
(Jagger and Chandler, 1934). Cekoslovakya, Avusturalya, Japonya, italya, Hollanda,
Ingiltere, Amerika ve Yeni Zelanda’da en cok gériilen Varicosavirus grubuna ait bir
virisdiir. Virionlart yuvarlak sekilli ve zarfsizdir. Partikiillerin termal inaktivasyon
noktast 50 °C ve in vitro’ da stabil kalma siireleri yaklasik bir giindiir (Kuvata, 1991).

Brezilya’nin Sao Paulo State sehrinde yetistirilen marul bitkilerinde iri damar
belirtileri gézlemlemeleri sonucu sicakligin giindiiz 18-22 °C, gece 10-16 °C oldugu
zamanlarda marul 6rnekleri toplanmigtir. Bu drnekler, LBVV ve MiLBVV’ye spesifik
antiserumlar kullanilarak DAS-ELISA ile testlenmistir. ELISA testi sonucunda
testlenen Orneklerde her iki viriis igin de pozitif sonu¢ elde edilmisken, elektron
mikroskobi ¢aligmalarinda sadece LBVV’ye ait partikiiller gozlenmistir. Calisma

sonucunda LBVV enfeksiyonlarinin 20 °C ve altindaki sicakliklarda meydana geldigi,
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bununla birlikte subtropikal ekolojik kosullarda her iki virlisiin de enfeksiyonlarinin
yaygin olarak goriildiigii rapor edilmistir (Colariccio, 2003).

Brezilya’da iri damar hastaligina sebep olan Miraifori lettuce big vein virus
(MLBVV) ve Lettuce big vein associated virus (LBVaV) birlikte enfeksiyon
yaptiklarin1 belirlemislerdir. Marul yapraklarindan elde edilen LBVaV’nin Brezilya
irklarmin, diger LBVaV 1rklart ile aminoasit dizilimi yoniinden en az %93 oraninda
benzerlik gosterdiklerini tespit etmislerdir (Sanches, 2008).

MiLBVV’nin diinyada yaygin olmasiyla Arjantin’in LaPata sehrinde 2007-2009
kis aylarinda yapilan g¢alismalarda 40 Ornekte marul iri damar hastaligi belirtileri
gozlemlenmislerdir. DAS-ELISA ile tiniversal primerler kullanilarak yapilan RT-PCR
sonucunda MILBVV enfeksiyonunu Arjantin’de ilk defa tespit etmislerdir (Barcala
Tabarrozzi ve ark., 2010).

Tahran’da LBVV ve MILBVV’yi tespit ve ayirt etmek igin yiiritilen bir
calismada simptom gosteren marul yapraklarindan 344 o6rnek toplamistir. Bu yaprak
ornekleri, LBVV ve MiLBVV’ye kargi hem DAS-ELISA hem de RT-PCR yontemleri
kullanilarak testlenmistir. Testlemeler sonucunda orneklerde %0.87 LBVV, %0.57
MILBVV ve %1.74 oraninda ¢oklu enfeksiyonlar tespit edilmistir (Heidari, 2010).

2.2. Tirkiye’de Marulda Goriilen Viriisler Uzerine Yapilan Cahsmalar

Marul da hastaliga sebep olan birden fazla viriis etmeni rapor edilmistir (Y1lmaz,
1995, Rosello, 1996, Moreno, 2004, Candresse, 2007, Sertkaya, 2009, Kamberoglu and
Alan, 2011, Erkan, 2013)

LMV’nin 1981-1984 yillarinda Izmir de yapilan galismalarda marul yetistirme
alanlarinda %5,4 oraninda yaygin oldugu tespit edilmislerdir. LMV %8-9 oraninda
tohumla ve vektorle (M.persicae) tasindigi saptamiglardir. Ayrica LMV ile birlikte
BBWYV ve CMV ’nin de bulundugunu saptamislardir (Fidan and Tiirkoglu, 1988).

Hatay ilinin marul {iretimi yapilan bolgelerin de 2008 ve 2009 yillarinda
sonbahar ve ilkbahar donemlerinde surveyler yapilmistir. Yapilan ¢alisma da hiyar
mozaik viriisii (Cucumber mosaic virus, CMV) ve marul mozaik viriisti (Lettuce mosaic
virus, LMV) ve simptomolojik degerlendirmeler, infeksiyonlarini, biyolojik ve serolojik
yontemlerle tespit etmislerdir (Sertkaya, 2009).

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yetistirilen 1spanak, marul, turp, karnabahar, lahana

gibi bazi sebzelerden 2007-2010 yillarinda viriis hastaliklarinin saptanmasi ve yayginlik



12

oranlarinin  belirlenmesi amaciyla bir c¢aligma yiiriitiilmistir.  Surveylerde,
simptomatolojik olarak, TSWV, CMV, LMV, TuMV, CaMV, MILBVV, BWYV,
RaMV, BtMV, BCTV, LiYV ve LBVV ile bulasik oldugundan siiphelenilen 808 adet
marul yapraklari ile birlikte marul disinda bazi1 sebzelerden de olmak iizere toplam 1595
adet yaprak ornekleri almig ve arastirict bu 6rneklerdeki viriis varliklarini belirlemek
icin ELISA yontemini kullanimistir. Marulda; sirasiyla 380, 82, 3, 3, 3 tane MiLBVV,
LMV, TSWV, CMV, BWYYV bitkiyi ile enfekteli bulmustur. Molekiiler bir test yontemi
olan RT-PCR testlemeleri sonucunda ise Kullanilan primerlere gore uygun
amplifikasyonlar saglanmis, gerekli bantlar gozlenmistir. Ayrica dizilimleri belirlenen
izolatlarin filogenetik analizlerine gére MiLBV'V izolatinin Hollanda izolati ile niikleik
asit dizilimi agisindan %98 ve LBVV izolatinin ise Ispanya izolati ile yine niikleik asit
dizilimi agisindan %95 oraninda ile benzerlik ortaya koyduklari belirlenmistir (Alan,
2012).

Izmir ili ve gevresinde yetistirilen pirasa, enginar, lahana, karnabahar, sogan,
marul, briikksel lahanasi ve brokoli gibi bitkilerden 2010 ve 2011 yillarinda; bitki
gelismesinde gerileme, mozaik, sararma, beneklenme, kivrilma, lekeler veya ¢izgiler ve
yaprak ve meyvede olusum bozukluklarinin goriildiigii 218 6rnek toplanmustir. Viriisleri
tanilamak icin molekiiler, serolojik ve biyolojik yontemlerle test etmislerdir. Bu
caligmayla Orneklerde en yaygin olarak Radish mosaic comovirus (RaMV) ve
Cucumber mosaic cucumovirus (CMV)’niin bulundugunu ve bu etmeni, Turnip mosaic
potyvirus (TuMV), Lettuce mosaic potyvirus (LMV), Artichoke latent potyvirus (ArLV)
ve Leek yellow stripe potyvirus (LYSV) adli etmenlerin izledigini gostermislerdir. En
fazla virlis enfeksiyonunu sogan, karnabahar ve marulda tespit etmislerdir. 30 marul
ornegin de; 15 6rnegin LMV, 5 marul 6rneginin CMV ve 5 6rneginde LMV+CMYV ile
bulasik oldugunu belirlemislerdir (Erkan, 2013).

1969 yilinda Mersin ilinde yapilan ¢aligmada ekonomik bakimdan 6nemli derece
zarar veren TSWV ve LMV etmenlerini tespit etmislerdir. Test bitkileri kullanarak
yaptiklar1 ¢alisma da viriislerin tespiti i¢in hiyar (Cucumis sativus), boriilce (Vigna
sinensis), domates (Solanum lycopersicum), bezelye (Pisum sativum), fasulye
(Phaseolus vulgaris) bitkilerini kullanmiglardir. TSWV+LMVyi birlikte enfeksiyonunu
belirlerken, LMV etmenini yogun oldugunu gézlemlemislerdir (Tekinel, 1969).

Izmir ilinde yapilan calisma da sebze iiretim alanlarinda Yedikule marul cesidi
simptomolojik olarak incelenmistir. Viriisiin bulasik oldugunu diisiiniilen marul

bitkilerinden enfekteli olanlarindan bitki 6z sularin1 alinarak; hanim diigmesi
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(Gomphrena globosa L.), petunya c¢icegi (Petunia hybrida), hindiba (Taraxacum
officinale) bitkilerinin tizerine bulastirilmistir. Marul nekroz viriisii ve Aster sarilik
virlisliniin belirtiler1 oldugu o©ne siiriilen, test bitkilerinde yogun miktarda LMV
belirtilerini gdzlemlenmistir (Ozalp, 1964).

TSWV’yi saptamak i¢in Bati Akdeniz Bolgesi’nde yetistirilen biber, domates,
marul, patates, hiyar ve kabak bitkilerinden toplam 337 bitki ornegi toplanmustir.
Etmenin varligini tespit etmek igin ELISA ile testleme yapilmistir. Test sonucunda 157
bitki 6rneginde TSWV’nin %46,58 oraninda varligi saptamis olup bunlardan TSWV
infeksiyonu biber, marul, domates ve kabakta sirasi ile %66,16, 66.66, 46.94 ve 16.66
oranlarinda oldugunu belirlenmistir (Yardimci and Culal-Kiling, 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Calisma 6rnekleri 2020 yilinda Konya ilinde Mayis-Agustos aylarinda enfekteli
oldugu tahmin edilen Marul (Lactuca sativa) ve Kokar Ot (Bifora radians), Sirken
(Chenopodium album L.) bitkilerinden elde edilmistir. Arazi ¢alismasi sirasinda
toplanan bitki yaprak orneklerinin, toplandiklari ilgelere ve bitki tiirlerine gore 6rnek

sayilar1 Cizelge 3.1.’de belirtilmistir

Cizelge 3.1. Ornek alman ilgeler ve bitki bazli drnek sayilar

ilce Y abartiit Kivircik Gobekli Aysberg Toplg:;l(;)lrnek
Sirken Kokar Ot
Celtik 0 0 0 2 0 2
Ilgin 0 1 0 5 0 6
Meram 4 0 0 21 2 27
Kasinhani 0 0 1 22 2 25
Cumra 0 0 1 29 0 30
Karatay 0 1 3 9 0 13
Toplam 6 5 88 4 103

Konya iline bagl ilgelerde marul iiretimi yapilan alanlarda bitki yapraklarinda;
sekil bozuklugu, kivirciklagsma, deformasyon, ¢alilasma, marul bitkilerinin arazisinde
bulunan yabancit otlarin yapraklart bu arastirma i¢in materyal kaynagini

olusturmaktadir.

3.1.2. Serolojik Testler Icin Gerekli Materyaller

Calisma igin yapilan DAS-ELISA testi ¢alismalar1; Selguk Universitesi, Ziraat

Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii Viroloji Laboratuvarinda yapilmistir.
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Konya ilgelerinde marul iiretim alanlarinda, virlis hastaliinin simptomlari
goriilen marul bitkileri ve bu marul bitkilerinin etrafinda bulunan yabanci otlardan
alinan yaprak ornekleri Serolojik testlerden DAS-ELISA ile test edilmistir.

DAS-ELISA testi asamalarinda; ticari bir firmadan (Bioreba AG, Isvigre) temin
edilen CMV, MILBVV, LMV ve TSWV’ye spesifik reagent setler (antiserum, pozitif
ve negatif kontroller) ile laboratuvarda hazirlanan ekstraksiyon, kaplama, conjugate,
substrat ve yikama tamponlar1 ile 96 c¢ukurlu microplateler (Nunc F96 Maxisorp),
otomatik pipetler (eppendorf), pipet uclar1 ve saf su kullanilmistir. ELISA testlerinin
verileri absorbans degerleri Anthos 2010 markali ELISA okuyucusunda okuma islemi

yapilmustir.

3.1.3. Diger Materyaller

Calisma dahilinde, Ohaus hassas terazi, Niive marka saf su makinasi, Niive EN
400 marka inkiibator, Niive FN 400 marka pastor firmni, Argelik marka buzdolabi, Beko
marka derin dondurucu, WTW PH3110 marka pH metre ve Daihan marka santrifiij tez

calismasinin diger materyalleri arasinda yer almistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ornek Toplama ve Arazi Cikisi

Bu tez galismasimin ana materyalini olusturan bulasik bitki ornekleri, Konya ili
merkez ve ilgelerinde agik alanda marul {iretimi yapilan tarlalardan toplanmustir.
Araziye calismalari, Konya il Tarirm ve Orman Miidiirliigii’nden alman verilere
dayanarak marul iiretiminin yogun olarak yapildigi Konya’nin 6zellikle Meram, Cumra,
Celtik, Ilgin, Kasinhan1 ve Karatay ilgelerinde 2020 yili Mayis ve Agustos aylarinda
virlis bulagik olabilecegi diisiiniilen bitki ve yabanci ot yaprak ornekleri toplanarak
gerceklestirilmistir.

Arastirma i¢in marul tretimi yapilan 100 da alanda ortalama 50 farkli bitki
incelenerek ornekleme ¢alismasi yapilmigtir. Bulasik oldugu diisiiniilen bitkilerin

toplandig il ve ilgeler Sekil 3.1.’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.1. Orneklemenin yapildigi Konya il ve Ilgeleri

Arazi asamasinda, tarlada rastgele iiretim alanin1 tanimlayacak sekilde segilip ve
ornek alman her araziden, tipik viriis hastaliklarin belirtilerini gosteren en az 2 farkl
bitkiden olmak iizere ve de bu bitkilerin ¢evresinde bulunan yabanci otlardan geng
siirglin ve yapraklarindan bitki 6rnekleri toplanmistir. Toplanan bitki 6rnekleri ayri ayri
olacak sekilde ve iizerinde Ornegin alindig1 yer, tarih, bitki cesidi, arazi boyutu
numaralandirtlmis kagit kese torbalarmin iglerine konularak laboratuvara getirilip
muhafaza edilmistir. Bitki 6rnekleri plastik posetlere alinarak serolojik ¢alismalarda

kullanilmak iizere -20 °C’de derin dondurucuda saklanmustir.

3.2.2. Serolojik Test Yontemi

Arazi cikiglart sonucu toplanan enfekteli marul bitkileri ve yabanci otlardan
aliman Orneklerden elde edilen bitkilerde virlis etmenlerinin tespiti i¢in bu orneklere
serolojik yontemlerden Double antibody sandwich enzyme linked immuno sorbent
assay (DAS-ELISA) testi yapilmistir. Bu yontemin tercih edilmesinde hizli, duyarli,

ekonomik ve gilivenilir olmasi etkili olmaktadir. Yapilan bu calisma ile toplanan marul
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orneklerinde CMV, MILBVV, LMV ve TSWV etmenleri ile bulasik olup olmadiklar
incelenmistir.

5 farkli ilgeden toplanan 97 adet bitki 6rnegi 0,8’er g hassas terazide tartildiktan
sonra iclerinde 1:10 oraninda PBS-TP (pH:7,4) bulunan plastik kii¢iik posetlerin icine
koyulmustur ve daha sonra o posetler igindeki marul ve yabanci ot 6rnekleri ezilerek
homojen olarak ezilen bitki ekstraktlar1 sonrasinda steril tiilbent yardimiyla siiziilerek
bitki 6zsuyu falkon tiiplerine aktarilmistir. Tiplerin iizerine gerekli olan bilgiler
yazildiktan sonra test i¢cin +4 dolabinda muhafaza edilmistir. Daha sonra asagida
belirtilen asamalarin gergeklestirilmesiyle DAS-ELISA testine tabi tutulmuslardir
(Clark and Adams, 1977). Bu g¢alismada kullanilan tampon ¢ozeltiler ve hazirlaniglart
Ek-1’de verilmistir.

Calismada ticari firmanin ELISA kitleri i¢in belirledigi seyreltme oranlari
dikkate alinarak yapilacak ve asagidaki sekilde uygulanmistir.

1. ELISA tabaklarina kaplama tamponu igerisinde belirli oranda Spesifik olan 1gG
seyreltilerek her ¢gukura 100 pl yiiklenmistir.
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Sekil 3.2. ELISA tabaklarinda kaplama tamponu

2. 37°C’de 4 saat inkiibasyon edilen ELISA tabaklar1 yikama tampon ¢ozeltisi ile
yiiklenerek her yikama 3’er dakika bekletilerek, 3 kere yikama yapilmistir.



18

Sekil 3.3. ELISA tabaklarinda yikama tampon ¢ozeltisi
3. Ekstraksiyon tampon ¢ozeltisinde 1/5 oraninda hazirlanmis olan bitki ekstraktindan
her kuyuya 100’er pl konmus ve ELISA tabagi +4°C’de bir gece inkiibasyona
birakilmigtir. Daha sonra yikama tamponu ¢ozeltisi ile yukaridaki sekilde yikama

yapilmugtir.

@0 REOMINOTE 05 * — N o O RERMINOTE 95
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Sekil 3.4. ELISA tabaklarinda bitki ekstrakti

4. Enzimle isaretli IgG (Konjugate) konjugat tamponu ¢dzeltisi igerisinde
sulandirilarak her kuyuya 100°er pl konulmus ve 37°C’de 4 saat inkiibasyona
birakildiktan sonra ELISA tabagi yikama tamponu ¢ozeltisi ile tekrar yikanmistir.
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7 Sekil3.5 . ELISA tabaklarinda Konjugat Tamponu
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5. ELISA tabaginin her bir kuyusuna substrate tampon ¢ozeltisinde 1mg/ml olacak
sekilde hazirlanan substrattan 100’er ul ilave edilmis ve ELISA tabagi 30-60 dakika
oda sicakliginda 1siksiz ortamda bekletildikten sonra ELISA okuyucuda okuma
yapilmustir. Her okuma sonucunda elde edilen negatif kontrol degerinin iki katina
esit ya da iki katindan daha biiylik absorbans degerleri pozitif olarak kabul
edilmistir. Yapilacak ELISA testlerinde her bir 6rnek i¢in ikiser kuyu kullanilacak
ve her bir ELISA pleytinde birer adet pozitif (infekteli), negatif (saglikli) ve buffer

kontrol bulunmasina dikkat edilmistir.

Sekil 3.6. ELISA tabaginda pozitif 6rnek ve substrate tampon ¢ozeltisi

ELISA testleri sonunda, ELISA okuyucusunda negatif kontrol i¢in 405 nm’ de
okunan absorbans degerinin en az iki kat1 ve daha fazla absorbans degeri veren 6rnekler

pozitif olarak kabul edilmistir.
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Sekil 3.7.. DAS-ELISA ¢alismalarinin asamalar1

3.2.3.Hastalik ve Yayginlik Oranlarinin Hesaplanmasi

Survey c¢alismalarinda il ve ilge olarak marul bitkilerinde Bora ve Karaca
(1970)’da belirtildigi sekilde tarla alanlar1 (da) bazinda hastalik oranlar1 belirlenerek; il
ve ilge diizeyinde % yayginlik oranlar1 hesaplanmistir. Bir iiretim alaninda kenar pay1
birakilarak kosegenler yoniinde bes yerde toplam 100 bitki kontrol edilerek ve gerekli
bilgiler kayit altina alinmistir. Buna gore, marul ekim alanlarinda yayginlik oranlarimni

saptamak i¢in asagida aciklanan formiil kullanilmistir:

Tarlada 6lglilen hastalik orani X tarla blykliga (da)
Yayginlk Orani (%)=

Maksimum hastalik orani (= Toplam tarla alani x100)



4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Arazi Cikislarinda Toplanan Bitki Ornekleri
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Konya (Meram, Celtik, Kasinhani, Karatay, Ilgin ve Cumra) ilindeki marul

tiretiminin yapildig: alanlarda, 2020 yilinda yapilan arazi ¢ikiglarinda 97 adet viriis ile

enfekteli oldugu distiniilen marul bitkisi (97) ve yabanci ot 6rnegi (6) (Cizelge 4.1.,

4.2., 4.3.) toplanmustir.

Cizelge 4.1. 2020 yilinda arazide yapilan Ornekleme ¢alismalarinda toplanan bitki Ornekleri ve
gozlemlenen belirtiler

Omegin Almdigt | _ ) Bitki
11 Ornegin Alindigi Ilce | Ornek Ad1 | Tirii* Gozlenen Simptom** | Tarih
CELTIK 1 G M 30.06.2020
2 G SB 30.06.2020
3 G D 2.07.2020
3,2 Y D 2.07.2020
ILGIN 4 G D 2.07.2020
5 G M 2.07.2020
6 G M 2.07.2020
7 G K 2.07.2020
8 G K 3.07.2020
KONYA 9 G K 3.07.2020
10 G K 3.07.2020
11 G K 3.07.2020
12 G Kl 3.07.2020
MERAM 13 G SB 3.07.2020
14 G SB 3.07.2020
15 A SB 3.07.2020
16 G D 3.07.2020
16,2 Y D 3.07.2020
17 G D 3.07.2020
18 G D 3.07.2020

* K: Kiviretk Marul, G: Gobekli Marul, A: Aysberg Marul, Y: Yabanci Ot
** D: damarlar arasi klorozlar, K: Kabarciklasma, M: Moziyik, KI: Kivrilma, $B: Sekil Bozuklugu
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Cizelge 4.2. 2020 yilinda arazide yapilan Ornekleme c¢aligmalarinda toplanan bitki Srnekleri ve
gozlemlenen belirtiler

Qmegin Almdigi | . ) Bitki
1l Ornegin Alindigi [lge | Ornek Adi1 | Tri* Gozlenen Simptom** | Tarih
19 A K 4.07.2020
19,2 Y K 4.07.2020
20 G SB 4.07.2020
21 G SB 4.07.2020
21,2 Y SB 4.07.2020
22 G D 4.07.2020
23 G D 4.07.2020
MERAM 24 G D 4.07.2020
24,2 Y D 4.07.2020
25 G K 4.07.2020
26 G SB 4.07.2020
27 G K 4.07.2020
28 G SB 4.07.2020
29 G KiI 4.07.2020
30 G Kl 4.07.2020
31 G N 5.07.2020
32 G M 5.07.2020
33 G D 5.07.2020
KONYA 34 G M 5.07.2020
35 G D 5.07.2020
36 G Kl 5.07.2020
37 G KI 6.07.2020
38 G KiI 6.07.2020
39 G D 6.07.2020
40 G D 6.07.2020
KASINHANI 41 G D 6.07.2020
42 G M 6.07.2020
43 G M 6.07.2020
44 G M 6.07.2020
45 G SB 6.07.2020
46 G SB 7.07.2020
47 G SB 7.07.2020
48 A M 7.07.2020
49 A M 7.07.2020
50 K M 7.07.2020
51 G M 7.07.2020
52 G M 7.07.2020

* K: Kiviretk Marul, G: Gobekli Marul, A: Aysberg Marul

** D: damarlar arasi klorozlar, K: Kabarciklagsma, M: Moziyik, KI: Kivrilma, SB: Sekil Bozuklugu
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Cizelge 4.3. 2020 yilinda arazide yapilan Ornekleme caligmalarinda toplanan bitki Ornekleri ve
gozlemlenen belirtiler

Qmegin Almdigi | _ ) Bitki
1l Ornegin Alindigi [Ilge | Ornek Ad1 | Tri* Gozlenen Simptom** | Tarih
53 G Kl 8.07.2020
KASINHANI 54 G Kl 8.07.2020
55 G K 8.07.2020
56 G K 10.07.2020
57 G K 10.07.2020
58 G D 10.07.2020
59 G M 10.07.2020
60 G D 10.07.2020
61 G M 10.07.2020
62 G M 10.07.2020
63 G SB 10.07.2020
64 G SB 10.07.2020
65 G SB 10.07.2020
66 G D 10.07.2020
67 G D 10.07.2020
68 G K 11.07.2020
69 G Kl 11.07.2020
70 G K 11.07.2020
EPVRA 71 G K 11.07.2020
72 G M 11.07.2020
73 G SB 11.07.2020
74 G SB 11.07.2020
75 G M 11.07.2020
KONYA 76 G M 11.07.2020
77 G M 11.07.2020
78 G D 12.07.2020
79 K SB 12.07.2020
80 G D 12.07.2020
81 G SB 12.07.2020
82 G K 12.07.2020
83 G K 12.07.2020
84 G K 12.07.2020
85 G M 12.07.2020
86 K M 15.07.2020
87 G M 15.07.2020
87,2 Y M 15.07.2020
88 G M 15.07.2020
89 G M 15.07.2020
90 G Kl 15.07.2020
KARATAY 91 G Kl 15.07.2020
92 K SB 15.07.2020
93 G SB 15.07.2020
94 G D 15.07.2020
95 G D 15.07.2020
96 G D 15.07.2020
97 K SB 15.07.2020

* K: Kivircik Marul, G: Gobekli Marul, A: Aysberg Marul, Y: Yabanci Ot
** D: damarlar arasi klorozlar, K: Kabarciklasma, M: Moziyik, KI: Kivrilma, $B: Sekil Bozuklugu
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4.2. Uretim Alanlarindaki Enfekteli Bitkilerde Gériilen Viral Simptomlar

Konya ilinde tiretilen marul da (kivircik, gébekli ve aysberg) sistematik ve gevre
kosullar1 da g6z Oniinde bulundurularak viriis hastaliklarinin en belirgin belirtileri
incelenmistir.

Marul bitkilerinde mozaik goriiniimii, damar ag¢ilmasi, nekrotik lekeler, sari

benekler ve damar nekrozu gézlenmistir.

Sekil 4.1. Yapraklarda kIrotik lekeler
Marul bitkisinin yapraklarinda klorotik lekeler, biliylimede durgunluk

gozlemislerdir.

Sekil 4.2. Biiylime de durgunl
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Marul bitkisi yapraklarda gevreklesme, yapraklarinda damar agilmasi, sararma,
bitki renginde koyulasma, bitkide giir bir goriinim ve marulun bas baglamama

belirtileri gozlenmistir.

Sekil 4.3. Yapraklarda damar agilmasi

LMV virlisit marul bitkisinde ciicelik ve biiyiime geriligi meydana gelirken,
yapraklarda sararmalar ve mozaiklesme gibi belirtilere neden olur (German-Retana,
2008). Birc¢ok kiiltiir bitkisi iizerinde mozaiklesme, sari1 benekler, nekrotik lekeler,
damar nekrozu ve damar agilmasi seklinde belirtilere neden olur (Brunt, 1996). Viriis
genellikle yaprak bitlerinde non-persistent olarak tasinmaktadir. En Onemli tiirleri
Myzus persicae ve Macrosiphum euphorbiae’dir. LMV tohumla da tasinabilmektedir.
LMV aktariminin etkinligi ise dollenme zamaninda tohumun tasiyiciliina, ¢esidine ve
yasina baghidir (German-Retana, 2008).

TSWV, ¢evre kosullarina ve infeksiyon zamanina bagh olarak degismektedir.
Bulagik bitkilerde ciicelesme, genel solgunluk, yaprak ve meyveler iizerinde halkali
lekeler, gelisme geriligi, Klorotik ve nekrotik lezyonlar ve geng siirgiinlerde geriye
dogru 6liim seklinde simptomlara sebep olmaktadir (Giildiir, 1995).

Konuk¢u bitkilerinde (Sonchus asper, Sonchus oleraceus, Lactuca sativa)
sararma, damar agilmasi veya klorotik lezyonlar gibi belirtiler meydana getirmektedir
(Kuvata, 1991).

Sao Paulo sehrinin sebze alanlarindan toplanan Marul ve hindiba (Cichorium
endivia) bitkisinde biiytimede durgunluk, yapraklarinda klorotik lekeler gézlemislerdir.
LBVV ve MiLBVV’nin varlig1 biyolojik ve serolojik testler kullanirak ya da elektron
mikroskobu ile saptanmiglardir (Colariccio, 2005).
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LBVV, marul bitkisi sararma, yapraklarda gevreklesme, yapraklarinda damar
acilmasi, bitkide giir bir goriniim, bitki renginde koyulasma ve marulun bas
baglamamasina neden olan 6nemli bir hastalik olarak belirlenmistir. LBVV en fazla
1slak topraklarda varligimi stirdiirdigi  (Hayes, 2008, Campel and Grogan, 1963,
Westerlund, 1978A, Westerlund, 1978B) ve miinavebe yapilmayan alanlarda daha sik
gbzlendigini bildirmislerdir. Kaliforniya’da kaliteli marul iiretimi i¢in etmene karsi
genetik dayaniklilik olusturmanin uzun stireli korumada bir ¢6ziim olabilecegi
diistiniilmiistiir. infekteli Pavan ve Pasific cinslerinde simptom olusumu azaltirken,
Virosa cinsinde simptom meydana gelmedigi rapor edilmistir (Hayes, 2008).

Slovenya’nin Ljubljana sehrinde Sezana ve 6zel bahge de yapilan marul tiretimi
alanlarinda bitkilerin tizerinde iri damar hastalig1 goriilmesiyle incelemeler yapilarak
bitkilerin deforme oldugunu yapraklarda klorotik damar agilmalarinin meydana
geldigini ve belirtili bitkilerin belirti gostermeyenlere oranla daha kii¢iik oldugunu
belirlemiglerdir. Arastiricilarin ¢alistiklar: iki alanda yapmis olduklari denemelerde ilk
alandan 6 simptomatik bitki ve 2 simptomsuz fidede, ikinci alandan 3 simptomatik
bitkide MiLBVV ve LBVV varligin1 arastirmak amaci ile RT-PCR ile analiz etmistir.
Analiz sonucunda 2 bitki de MiLBVV tek basina enfeksiyon olustururken, 4 bitki de
MiIiLBVV ve LBVV birlikte infeksiyon olusturdugu goriiliirken, 2 bitki de her iki viriise
de rastlanmamustir. Ozel bahceden alman &rneklerin analiz sonucunda ise MiLBVV ve
LBVV birlikte enfeksiyon halinde bulunmustur. Arastirma sonucunda Slovenya’da
marul da goriilen viriislerden MiLBVV tek olarak, MiLBVV ve LBVYV birlikte ilk kez
rapor edilmistir (Mavric Plesko, 2009).

Yalova’da marul bitkilerinde yapraklarinda nekrotik lekeler, yaprakta kabarma,
sar1 ve yesil renkte beneklenmeler, bodurluk ve yaprak kenarlarinda deformasyon gibi
belirtilerin varlig1 iizerine 400 bitkiden 6rnek almislardir. TSWV, CMV, LMV ig¢in
testlemisler ve oOrneklerin %40’1min LMV ile infekteli oldugunu saptamislardir

(Uzunogullar1 and Besirli, 2011).

4.3. Viriis Hastaliklarimin Yayginhik Oranlar:

Bu arastirma i¢in Konya ili ve ilgelerinde marul yetistirme alanlarinda 2020 yili
tiretim sezonunda surveyler yapilmis ve bitkilerde goriilen belirtiler ile belirti gdsteren
bitki oranlar1 kaydedilmistir. Yapilan degerlendirmeler ve hesaplamalar sonucunda;

2020 yillarinda Konya ili marul ekim alanlarinda; Cumra ‘da toplam 250 da (30 tarla)’
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lik alanda ortalama % 2.41, Meram’daki marul iiretim alanlarinda toplam 186 da (27
tarla)’ ik alanda ortalama % 4.02 diizeyinde, Kasmhani marul iiretim alanlarinda
toplam 150 da (25 tarla)’ lik alanda ortalama % 3.05 diizeyinde, Karatay marul iiretim
alanlarinda toplam 90 da (13 tarla)’ lik alanda ortalama 2.75 diizeyinde viriis
enfeksiyonlarinin bulundugu goriilmiis ve bu enfeksiyonlara neden olan etmenler

saptanmaya calisilmistir.

4.4, DAS-ELISA Cahismalari

Konya ilindeki marul iiretim alanlarinda 2020 yilinda toplanan 97 adet viriis
hastalik belirtisi gosteren marul bitki 6rnekleri ve 6 adet yabanci ot drneklerinde viriis
varliginin serolojik olarak belirlenmesi igin DAS-ELISA testine yapilmistir. Test
sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.4.’de belirtilmistir. Bu veriler dogrultusunda;
2020 yilinda toplanan toplam 103 6rnegin 46 adetinin (%44,66) viriisler ile enfekteli
olduklar1 belirlenmistir.

Konya ilinde toplanan 97 marul bitki 6rneklerine DAS-ELISA testi uygulanmis
ve bu bolgede en ¢ok yaygin olan viriis etmenlerinin tekli ve ¢oklu enfeksiyonlari dahil,
TSWV (%38,14) ve LMV (%19,58) olduklari tespit edilmistir. TSWV etmeninin
bulasiklik oranlari sirasiyla, aysberg marulunda %2,70, kivircik marulda %8,10, gobekli
marulda %89,18 oldugu tespit edilmistir. Bu etmeni LMV (%19,58) ve CMV (%18,55)
etmenleri takip etmektedir. LMV etmeni bulasiklik oranlari ise, aysberg marulunda
%21,05, gobekli marulda %78,95 olarak ortaya konulmustur. Bu etmenleri CMV
(%18,55) ve MIiLBVV (%7,21) etmenleri takip etmektedir.

Arazi surveylerinde 2 farkli tiirden 6 yabanci ot 6rneginin tamaminin Viriislerle
bulagik oldugu belirlenmistir. Sirken (Chenopodium album L.) ve Kokar Ot (Bifora
radians) yabanci otlarindan, survey sonucunda toplanan 4 adet sirken bitkisinin 4
adetinde (%2100) viriis hastaliklar1 goriilmistiir. Ayrica, viriisler ile enfekteli oldugu
belirlenen sirken 6rneklerinin hepsinde LMV goriilirken %75’ inde CMV ve %25’inde
TSWV bulasiklig1 ortaya konulmustur.

Calisma kapsaminda marul bitkilerinde DAS-ELISA testi sonucu ¢oklu (%9,7)
ve ikili viriis enfeksiyonlarin (%9,7) oranlari da tespit edilmistir. Burada ¢oklu ve ikili
enfeksiyonlarin yogunluklarinin ayni oldugu saptanmistir. Ayrica asagida cizelgede
goriildiigii gibi coklu viriislerin %90’si gébekli marula aittir. Ikili viriislerde ise %50’ si

yabanci otlara aittir.
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DAS-ELISA testlemesi ile yabanci ot 6rneklerinde tekli ve ¢oklu olarak viriis
enfeksiyonlari tespit edilmistir.
Marul bitkilerine yapilan DAS-ELISA test verilerine gore tekli olarak MiLBVV

etmenine rastlanmamustir.

Cizelge 4.4. 2020 yilinda toplanan marul ve yabanci ot 6rneklerinde DAS-ELISA testleri sonucunda
belirlenen viriisler

Belirlenen Viriisler
Konuk¢u E-I(-ﬁlst:n Saghkh
Bitki Tiirii . Bitki OC [ mQ [mE
Bitki Z|lz|le|=|3¢ > E
S| < s E o E o =
< < z= |2
s |3
> >
Kivircik 5 2 0O (0 (0 |0 |1 2
Gobekli 88 47 5 |7 (17 {0 |9 3
Aysberg 4 0 |0 0 |0 0
Sirken 0 |0 0 |0 4
Kokar ot 2 0 |0 0 |1 1
TOPLAM 103 52 5 (7 |18 |0 |11 10

Cizelge 4.5. Arastirmanin yapildigi Konya iline bagli ilgelerden toplanan 6rneklerde DAS-ELISA testleri
sonucu belirlenen tekli enfeksiyonlara ait maksimum-minimum absorbans degerleri ve bulasik 6rnek

sayilar1

Maksimum - Minimum Degerler Ve Bulasik Ornek Sayilar
@) [ (7|) Z
iLCELER | = S = =
<
<
Celtik . . 0,228-0,207 N
1
Tigm . . 0,276-0,170 .
2
0,209-0.199 3,120-3,001 0,399-0,201
Meram
1 1 6
0,254-0,068 9,999-0,166 0,325-0,164
Kasinhani ---
1 1 4
0,726-0,124 1,955-0,567 0,460-0,160
Cumra —
2 4 4
- 0,230-0,133 -
Karatay 0,20510,200 ) 0,29610,241 .
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Yapilan arastirma dahilinde tekli virlis enfeksiyonlarinin ilgelere gore dagilimi
ve DAS-ELISA testi sonucunda elde edilen maksimum-minimum absorbans degerleri
Cizelge 4.5.°de gosterilmektedir. Tekli enfeksiyon oranlar1 baz alindiginda Cumra
(%35,71) ile enfeksiyon orani en yiiksek ilge olarak tespit edilmistir. Diger ilgelerin
oranlari sirasiyla Kasinhani (%28,57), Meram (%25), Karatay (%10,71), Iigin (%7,14)
ve Celtik (%3,57) yer almaktadir.

flgeler baz alindiginda Cumra ilgesinde LMV (%35,71) oranla tekli olarak tespit
edilen tek etmendir. Ayrica tekli olarak bulunan en yiiksek viriis etmenidir. Cizelge
4.5.°de gorildigi gibi Meram ve Cumra ilgesi 3 farkli virlis etmenini igermeleri

nedeniyle en ¢ok tekli viriis etmenini bulunduran il¢eler konumundadir.

Cizelge 4.6. Konya ilinden toplanan bitki 6rneklerindeki ikili ve ¢oklu enfeksiyonlarin bitki tiirlerine gore
sayilari

Belirlenen Viriisler

Konukcu
ILCELER | Bitki
Tiirii

LMV+CMV
LMV+MiLBVV
LMV+CMV+TSWV
LMV+TSWV+MiLBVV
TOPLAM

- [LMV+TSWV

1 ICMV+TSWV

v [CMV+MILBVV

- [TSWV+MILBVV

1 ICMV+TSWV+MIiLBVV

Celtik Gobekli
Gobekli -
Kokar ot
Gobekli 1 ' - - - ' - - -
Meram | Aysberg | - ' - - - . - - -
Sirken 1 = - 2 - ' - - -
Gobekli - = - - - ' - - -

Iigin

[y
1
1
1
1
1
'

Kasinhani
Kivirak - ' - - - ' - - -

Gobekli | - | =~ | - | - |- |+~=]121][-

Cumra
Kwvirelk | - ' - - - ' - -

Gobekli - ' - 2 - ' - -

Rl w

Karatay | Kivireik | - ' - - - ' - -
Kokarot| 1 | . - - - , - - B

= el K K =R Y K= = K= =]

Coklu viriis enfeksiyonlarinin ilgelere ve marul bitkilerine gore dagilimi ise
Cizelge 4.6.°da verilmistir. Ilgeler diizeyinde oransal olarak en fazla viriisli bitki
miktar1 Cumra ilgesinden toplanan gobekli marul bitkilerinde %90 oran ile tespit
edilmistir. MIiLBVV nin genellikle ikili ve ¢oklu (%14,28) enfeksiyonlarda tekli etmen

olarak bulunmaya nazaran daha yogun olarak bulundugu tespit edilmistir.
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Konya ilinden alinan ve DAS-ELISA testi uygulanan 2 farkli tiirdeki toplam 6
yabanci ot drneginin %100’{iniin viriislerle enfekteli oldugu ve bu viriislerin de LMV
(%666,66) ve CMV (%66,66) oldugu belirlenmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde 2020 yilinda toplanan 103 6rnekten 46’sinda
viriislerle enfekteli oldugu tespit edilmistir. Enfekteli bu o6rneklerden; 19 adet TSWV, 7
adet LMV, 5 adet CMV, 10 adet ikili ve 10 adet ¢oklu bulasikligin bulundugu
saptanmustir.  Ikili enfeksiyonlarda bulasikligin  yarisi LMV+TSWV  (%46,15)
enfeksiyonlarindan kaynaklidir. Coklu enfeksiyonlarda bulasiklik
TSWV+MILBVV+CMV (%75) enfeksiyonlarindan kaynaklanmaktadir.

Yapilan bu ¢alisma ile Konya ilinde marul iiretim alanlarinda problem olan pek
cok viriis etmeninin oldugu saptanmistir. Uretim alanlarindan toplanan viriis ile
enfekteli oldugu diisiiniilen marul ve yabanci ot drneklerinin serolojik testlerden DAS-
ELISA testi sonucunda TSWV, LMV, MiLBVV ve CMV etmenleri ortaya
konulmustur.

1992 ile 1995 yillar1 arasinda yapilan ¢alismada 160 bahgeden 64 bitki
cesidinde TSWV nin varligini tespit etmislerdir. Bu ¢alisma sonucunda 160 bahgede 64
bitki ¢esidinde 36 s1 siis bitkisi, 19’ u yabact ot, 6’ s1 sebze, 2’ si tarla bitkisi ve 1’ i
odunsu bitki olmak tizere TSWV’ nin dogal infeksiyonunu tespit ettikleri bildirilmistir.
Konya ilinde yapilan galismalarda 97 ornekten 37 6rnekte TSWV nin varlii tespit
edilmistir. Ornek alman ilgelerin hepsinde TSWV’ye rastlanmstir (Mertelik ve ark.,
1996).

Arjantin’ de yapilan calisma da Tospoviriislerin tespiti icin DAS-ELISA
yontemi kullanilarak alinan orneklerin %8,8’inde TSWV ile bulasik oldugunu tespit
etmiglerdir. Konya ilinde yapilan calismada DAS-ELISA yontemi kullanilarak,
orneklerin %38,14’ niin TSWV ile bulagik oldugu tespit edilmistir (Williams ve ark.,
2001).

Hatay ilinde yapilan bir ¢calismada simptomlu marul bitkilerinde Domates lekeli
solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus; TSWV)’ niin %8,2 oraninda belirlendigi
bildirilmistir (Sertkaya, 2012). Bu g¢alisma ise TSWV ‘nin %38,14 oraninda varligi
tespit edilmistir.

Tahran-Iran’da yapilan bir calismada DAS-ELISA yéntemi ile marulda
Cucumber mosaic cucumovirus (CMV), LMV ve TSWV enfeksiyonu belirlenmistir

(Soleimani ve ark., 2011). Gergeklestirilen bu ¢alisma kapsaminda CMV ile enfekteli
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bulunan marul bitkisindeki simptomlar Soleimani ve ark (, 2011)’nin g¢alismasina
paralellik gostermektedir.

Erigeron bonariensis L.’nin Amerika Birlesik Devletleri’nde TSWV’nin (Cho
ve ark.,1987) Brezilya’da LMV’nin (Chaves ve ark., 2003) konuk¢usu oldugu
bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismada ise Chenopodium album L. Konuk¢u oldugu tespit

edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Calismanin  yapildigt Konya ilinde marul yetistiriciligi yaygin olarak
yapilmaktadir. Marul yetistiriciliginin fazla olusu hastalik/zararlilar1 da beraberinde
getirmektedir. Bu hastalik/zararlilar igerisinde viriisler Oonemli bir yere sahiptir.
Kimyasal miicadelenin mevcut olmamasi ve 6nemli lgiide vektor bocekler vasitasiyla
kolayca genis iiretim alanlarina yayilabilmesi sebebiyle viral etmenler dikkat edilmesi
gereken bir konudur.

Gergeklestirilen bu ¢alisma ile 2020 yilinda Konya ilinde marul bitkilerinin
tiretim yerlerinden temin edilen, viriis hastaliklarinin simptomlarini gosteren marul
bitkileri ve yabanci otlar serolojik yontemlerle tespit edilmistir. Calisma sonuglarindan
elde edilen bilgilere gore 97 adet marul bitki 6rneginin 40 (%41,23)’unun, 6 adet
yabanci ot 6rneginin ise 6 (%100) tanesinde viriis ile bulasik oldugu tespit edilmistir.

Yapilan testin sonuglarina gore degerlendirme yapildiginda Konya ilinde
bulunan viriislerin; 97 marul bitkisinden LMV (%19,58), CMV (%18,55), TSWV
(%38,14), MIiLBVV (%7,2) ve 6 yabanci ot 6rneginde LMV (%66,66), CMV (%66,66),
ve TSWV (%50) ile bulasik oldugu ortaya konulmustur. Calisma verilerine gére Konya
ilinde marul yetistiriciligi yapilan alanlarda gelecekteki enfeksiyonlar icin sirken
yabanci otunda tespit edilen viriisler i¢in enfeksiyon kaynagi olmasi ve viriislerin

konukcusu olabilecekleri tespit edilmistir.

5.1.1. DAS-ELISA test sonuclari

Yapilan survey c¢alismalar1 sonucu 97 adet marul 6rnegi ve 6 adet yabanci ot
orneklerinde viral etmenlerin varligint serolojik testler sonucu belirlemek i¢in bitki
orneklerine DAS-ELISA testi uygulanmistir. DAS-ELISA testi verilerine gore 103 adet
ornegin 46 adeti (%44,66) bir veya daha fazla viriis etmeni ile enfekteli oldugu tespit
edilmistir.

Konya ilinde toplanan Orneklerden; 97 marul bitkisinden 19 adeti LMV
(%19,58), 18 adeti CMV (%18,55), 37 adeti TSWV (%38,14), 7 adeti MiLBVV
(%7,21) ve 6 yabanci ot 6rneginde LMV (%66,66), CMV (%66,66) ve TSWV (%50) ile
bulasik oldugu ortaya koyulmustur.
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Testlenen 97 adet marul bitki 6rneginin 40 adetin de (%41,23) viriis etmenleri ile
bulasik oldugu saptanmistir. Bu bitkilerde en ¢ok belirlenen virlis etmenleri olarak
TSWV (%38,14) bulasikligi goriilmiistiir. TSWV etmeninin bulasiklik oranlari sirasiyla,
aysberg marulunda %2,70, kivircik marulda %8,10, gobekli marulda %89,18 oldugu
tespit edilmistir. Bu etmeni LMV (%19,58) ve CMV (%18,55) etmenleri takip
etmektedir.

DAS-ELISA sonucu 97 bitki 6rneklerin 2°li, 3°lii ve 4’lii olmak tizere farkli
kombinasyonlarda bulunan viriis etmenleri belirlenmistir. Bunlardan 2’li olarak bulunan
viriis 6rneklerinden 13 adetin 6’sin1 enfekte eden LMV+TSWYV (%46,15) etmenlerinin
enfeksiyonlarindan kaynaklidir. 3’lii olarak enfekte etmis bitki drneklerinden 8 adetin
6’s1 CMV+TSWV+MILBVV (%75) enfeksiyonlarindan kaynaklandigi raporlanmistir.

5.2. Oneriler

Konya ilinde yapilan bu yiiksek lisans tez ¢alismasi, marul iiretimi yapilan
alanlarda sorun olan viriis etmenleri ilk kez serolojik yontemlerden DAS-ELISA ile
ortaya konulmustur. Arastirmanin yapildigi alanlarda, marul bitkilerinde CMV, LMV,
TSWV ve MILBVV’nin tespiti yapilmistir ve yayginliklari ortaya konulmustur. Marul
tiretim alanlarinda genellikle marul tarlalarinin  ¢ogunlugunda virlis hastaliklari
simptomlarinin goriilmesi ve lreticinin ¢ogunlugu viriis hastaliklarinin ne oldugunu
bilmemeleri, Konya ili i¢in bitkisel iretim ve ekonomi acisindan dikkat edilmesi
gereken bir konudur. Ureticilerin viriis hastaliklar1 hakkinda bilgi sahibi olmalari
Seminer gibi egitim planlamalar1 yapilmalidir.

Yapilan survey c¢alismalar1 sonucu test edilen bitki drneklerinde viriis hastaligi
en yiiksek bulagma goriilen bitki gébekli marul da goriilmiistiir. Sonucun gobekli marul
bitkisinin viriis etmenlerine karsi daha hassas olmasindan dolayr kaynakli oldugu
tahmin edilmektedir.

Marul ekim alanlarinda yer yer yogun olarak bulunan yabanci otlarda
gozlemlenmistir. Yabanci otlar virlislerin konukgusu olarak virlislerin varligini
korumakta ve gelecek yil icin enfeksiyon kaynag olmaktadir. Ozellikle viriis
hastaliklar1 belirlenen Sirken yabanci otu tiretim alanlarinda yaygin olarak goriilmiistiir.

Bundan dolay1 yabanci otlarin iyi olarak taninmasi gerekli ve yabanci ot miicadelesine

dikkat edilmelidir.
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Marul bitkilerinde hastalik meydana getiren viriislerle miicadele igin 6ncelikle,
viriisii marul yetistirilen alanlara bulastirmamaktadir. O yilizden tohum seg¢iminde viriis
hastaliklar1 ile bulasik olup olmadigina dikkat edilerek kullanilmalidir.

Viriis hastaliklarinin yayilmasinda 6nemli faktér olan vektorlere karsi etkili
insektisitler gerekli zamanlarda kullanilarak miicadele edilmeli ve yorede belirlenmeyen
viriis hastaliklarina kars1 gerektiginde karantina tedbirleri alinarak, liretim alanlar viriis
hastaliklarina kars1 korunmalidir.

Calisma sonucu elde edilen verilerin, marul yetistiriciligi yapan {ireticilere ve
marul virtisleri hakkinda ¢alisma yapacak arastirmaci i¢in dnemli bir kaynak olmasi

beklenmektedir.
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EKLER

EK-1.
ELISA Testinde Kullanilan Tampon Co6zeltiler

1- Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7,4 (Fosfat tamponu)

8,09 NaCl
0,2g KH2PO4
2,99 Na2HPO4.12H20 veya
2,39 Na2HPO4.7H2 O
1,44 g Na2HPO4.2H20
1,15 g Na2HPO4 (anhydrous)
0,2g KCI
0,29 NaN3

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 0,1 N NaOH veya
0,1 N HCl ile ayarlanmis ve 4 °C’de saklanmustir.

2- Coating buffer pH 9,6 (Kaplama tamponu)

1,599 Na2CO3
2,939 NaHCO3
0,29 NaN3

Yukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 ayarlanmis 4 °C’de
saklanmustir.

3-Washing Buffer (Yikama tamponu)
Bir litre PBS tamponu 0,5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmstir.

4- Sample Extraction Buffer (Ornek tamponu)

Bir litre yikama tamponu ¢ozeltisi igine 20 g Polyvinylpyrolidone (PVP-40) ilave
edilerek hazirlanmustir.

5- Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tamponu)

Bir litre 6rnek tampon c¢ozeltisine 2 g ovalbumin (egg albumin) ilave edilerek
hazirlanmustir.

6- Substrat Buffer pH 9,8 (Substrat tamponu)

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su i¢ine ilave edildikten sonra 0,2 g NaN3 konulmus
ve HCl ile pH 9,8’e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmastir.



