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OZET
AMASYA ve TOKAT ILLERINDEKI MARUL EKiM ALANLARINDA GORULEN
BAZI VIRUS HASTALIKLARININ MOLEKULER OLARAK BELIRLENMESI

Sahin, Elif Ay¢a
Tez Danmismani: Dog. Dr. Serife TOPKAYA
Ocak 2025, ix + 48 sayfa
2022-2024 yillar1 arasinda Tokat ve Amasya illerinde yapilan bu calismada, marul
yetistiriciliginin yogun olarak yapildigt Amasya Merkez, Tokat Merkez ve Tokat’in
Erbaa ve Niksar il¢elerindeki bazi marul alanlarinda viriis belirtisi gosteren bitkilerin
genc yapraklarindan bitki Ornekleri toplanmistir. Toplanan 191 adet marul Ornegi
Cucumber mosaic virus (CMV), Lettuce mosaic virus (LMV), Mirafiori lettuce big vein
virus (MiLBVV) viriislerinin varhigini tespit etmek amaciyla, viriislere spesifik serolojik
testler ile DAS-ELISA testine tabi tutulmustur. DAS-ELISA sonucu pozitif ¢ikan
orneklerden viriislere spesifik primerler kullanilarak molekiiler bir yontem olan RT-
PCR ile virlislerin varligi ortaya konulmustur. DAS ELISA sonucu testlenen

orneklerden %13.6 CMV ve %14.6 MiLBV'V etmenleri tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: CMV, LMV, MiLBVV, DAS-ELISA, RT-PCR



ABSTRACT
MOLECULAR DETERMINATION OF SOME VIRAL DISEASES OBSERVED IN
LETTUCE FIELDS IN AMASYA AND TOKAT PROVINCES

Sahin, Elif Ayca
Master’s Thesis, Division of Curriculum and Instruction
Advisor: Assoc.Prof.Dr. Serife Topkaya
January 2025, ix + 48 pages

In this study, conducted in Tokat and Amasya provinces between 2022 and 2024, plant
samples were collected from the young leaves of plants showing virus symptoms in
some lettuce areas in Amasya Center, Tokat Center and Erbaa and Niksar districts of
Tokat, where lettuce is grown intensively. 191 lettuce samples collected were subjected
to DAS-ELISA and RT-PCR tests, which are molecular methods using virus-specific
primers, in order to detect the presence of Cucumber mosaic virus (CMV), Lettuce
mosaic virus (LMV), Mirafiori lettuce big vein virus (MiLBVV) viruses. was kept. As a
result of DAS ELISA, 13.6% CMV and 14.6% MILBVYV factors were detected from the

samples tested.

KEYWORDS: LMV, CMV, MIiLBVV, DAS-ELISA, RT-PCR
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

SIMGELER

%: Yiizde

°C: Santigrat derece
ul: Mikrolitre

da: Dekar

dk: Dakika

g: Gram

ml: Mililitre

mg: Miligram

nm: Nanometre
V:Volt

Rpm: Dakikadaki devir
M:Molar

KISALTMALAR

bp: Baz ¢ifti

cDNA: Tamamlayic1 deoksiriboniikleik asit
dNTP: Deoksiriboniikleotid trifosfat
DNA: Deoksiriboniikleik asit

RNA: Riboniikleik asit

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
MiILBVV: Mirafiori lettuce big vein virus
CMV: Cucumber mosaic virus

LMV: Lettuce mosaic virus

TUIK: Tiirkiye Istatistik Kurumu
UV:Ultraviyole
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1.GIRIS

Marul (Lactuca sativa L.), papatyagiller (Asteraceae) familyasina ait tek yillik serin
iklim bitkisidir. Diinyada ve iilkemizde en ¢ok iiretimi ve tiiketimi yapilan yaprakli
sebze tiirlerinden birisi olan marul, en popiiler salata bitkisidir. Farkli {iriin segment
gruplarina ait marul ¢esitleri sadece salata olarak degil, sarma, diiriim, tursu, yemek ve

islenmis sekilde de tiiketilmektedir. Anavataninin Anadolu, Kafkasya, Iran ve Tiirkistan

oldugu kabul edilmektedir (Esiyok, 2012).

Yunanistan ve Tiirkiye iizerinden Avrupa’ya oradan da Amerika kitasina dagilim
gostermektedir (De Vries, 1997; Karaagag ve Balkaya, 2019). Bunun yani sira bazi
aragtiricilar marul bitkisinin yabanci tiirlerinin oldugunu Orta ve Gliney Avrupa llkeleri
ile Kanarya Adalari, Cezayir, Etiyopya gibi Afrika {ilkelerinde, Mezopotamya, Kesmir
ve Nepal ve hatta Sibirya’da varligini bildirmektedir. (Salk ve ark., 2008).

Marul, farkli morfolojik 6zelliklere sahip genis bir {iriin grubunu icermektedir (Balkaya
ve Ozgen, 2019). Salk ve ark. (2008) yaprak yapilarina gére marulu gruplandirmislardir.
Bunlar; Kivircik formu L. sativa L. var. crispa, Bas (L. sativa L. var. capitata) Cos
(Romaine) Marul (L. sativa L. var. longifolia) olarak ifade etmistir. Vural ve ark. (2000)
salata ve/veya marullar1 kivircik yaprakli salatalar (Crisp), yagh salatalar (butter) ve
marullar (Romaine = Cos) olmak iizere ti¢ ana gruba ayirmuglardir. Kurtar (2021),
yaprak/bas sekli ve ozellikleri yoniinden marul-salata tiplerini yaglh salata (butterhead
lettuce), bas salata (Crispy lettuce-iceberg), kivircik salata (bunching lettuce), marul
(Coslettuce-Romaine-Yedikule) ve kuskonmaz salatasi (stem lettuce) seklinde bes

grupta siniflandirmistir.

Tiirkiye’de bas salata olarak Aysberg, yesil ve Akdeniz kivircik yaprakli ve marulun
Gobekli pazar iiriinii olan bir¢ok ¢esidi mevcuttur. Ozellikle Akdeniz Bolgesi ve Ege
Bolgesi’nin iklim kosullarina bagli olarak yil igerisinde hemen hemen her ay hem sera
hem de agikta tarlada olmak {izere yogun tiretimi yapilmaktadir. Bununla birlikte Orta
Anadolu’da  Amasya-Tokat illerinde marul iiretimine uygun toprak ve iklim
Ozelliklerine sahip olmasiyla, yilin 6nemli 6lgeginde, hava kosullarina bagli olarak
marul iiretimi yapilmaktadir. Marulun uzun siire muhafaza edilememesi sebebiyle dis

ticareti yapilamamaktadir. Uretilen iiriinler i¢ pazara sunulmaktadir. Ulkemizde degisik
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mevsimlere uygun olarak islah edilmis yaklagik 2-3 ay gibi kisa vejetasyon periyodu
olan marul ¢esitleriyle agikta ve ortii altinda yilin on iki ay1 liretim yapmak miimkiindjir.
Getirisi iyi bir sebze olan marulun iilkemiz ekonomisi bakimindan da dnemi biiytiktiir.

Ulkemizin son alti yillik marul {iretim miktarlarina ait degerler verilmistir (TUIK,
2022). Yillar itibariyle iilkemizde kivircik ve aysberg marulu iiretim miktar1 belirgin
diizeylerde artiglar gostermistir. Gobekli marul iiretim miktarinda ise yillara gore
dalgalanmalar olmustur. 2022 yilinda Tiirkiye’de 2022 yilinda 252.583 ton kivircik,
204.422 ton gobekli ve 104.985 ton aysberg olmak iizere toplam 561.990 ton marul
iiretilmistir. Ulkemiz marul {iretim miktarlarina ait son alt1 yillik degerler Cizelge 1°de

verilmistir. (TUIK, 2022).

Cizelge 1.Tiirkiyedeki marul iiretim alanlari(da) ve iiretim miktarlari(ton) (TUIK,2022)

TURKIYE

Yil Kivirak Gobekli Iceberg Toplam Toplam

Toplamalan  Toplam

Alan(da) Miktar(ton) Alan(da) Miktar(ton) Alan(da) Miktar(ton) (da) miktar(ton)

2017  95.385 185.070 97.446 223.449 27.727 81.904 220.558 490.423
2018 92.437 187.658 93.784 215.725 28.398 84.160 214.619 487.543
2019  95.303 198.491 91.439 215.728 29.119 85.547 215.861 499.766
2020 94.401 207.234 93.874 225.639 29.933 87.278 218.208 520.151
2021  96.046 234.048 83.576 212.091 31.730 94.430 211.352 540.569
2022 100.710 252583 80.148 204.422 35783 10496 216.641 561.990

Asagida verilen Cizelge 2 ve Cizelge 3’te verilmis olan tabloda tiir bazinda marul
bitkisinin yogun olarak ekiminin yapilmis oldugu illere gore dagilimi verilmistir.
Uretimde iki yilin iiretim degerleri gdzlemlendiginde ilk sirayr Ankara alirken Tokat
ilinde yapilan iretim 2021 yilinda 5.sirada iken 2022 yilinda 6.siraya gerilemektedir.
Buna Sakarya ilindeki iiretim miktarindaki artis sebep olmustur. Bolgesel olarak tiir
bazinda iiretim miktarlar1 farklilik gostermektedir. Ornegin, Adana ilinde gdbekli marul
tretimi yogunken, Ankara’da iceberg tiretimi yogundur. Antalya’da ise kivircik marul
tretimi fazlalik gostermektedir. Tokatta ve Amasya’da kivircik marul iiretimi diger

tiirlere oranla her iki yilda fazlaligin1 korumustur. (Cizelge 2,3).



Cizelge 2. 2021 yili marul iiretiminin yogun oldugu iller ve iiretim miktarlar1 (ton)
(TUIK, 2022)

Iller Gobekli Kiviraik Aysberg Toplam
Ankara 14.679 10.192 52.726 77.597
Adana 58.232 4.050 8.600 70.882
Antalya 22.829 29.216 3.769 55.814
Mersin 20.453 10.519 16.320 47.292
Tokat 5.155 28.016 120 33.291
Sakarya 749 31.819 120 32.688
Eskisehir 3.413 23.172 2.772 29.357
Izmir 12.687 10.119 3.127 25.933
Bilecik 0 14.574 0 14.574
Amasya 282 11.016 0 11.298
Karaman 5.348 3.407 1.870 10.625
Bursa 1.549 8.747 174 10.470
Mugla 6.085 1.326 893 8.304
Samsun 310 7.786 160 8.256

Cizelge 3. 2022 yili marul Uretiminin yogun oldugu iller ve tiretim miktarlari (ton)
(TUIK, 2022)

iller Gobekli Kiviraik Aysberg Toplam
Ankara 16.157 10.301 52.360 78.818
Adana 53.335 4.650 8.600 66.585
Antalya 24.917 33.651 3.779 62.347
Mersin 12.616 5.735 25.445 43.796
Tokat 4.906 32.492 480 37.878
Sakarya 659 43.296 120 44.075
Eskisehir 2.564 22.811 4.146 29.521
izmir 16.779 11.074 3.488 31.341
Bilecik 0 16.682 0 16.682
Amasya 249 7.181 0 7.430
Karaman 5.346 3.403 1.870 10.619
Bursa 1.612 8.160 218 9.990
Mugla 4511 1.447 1.718 7.676
Samsun 369 6.625 180 7.174

Asagida Cizelge 4’te Tokat ve Amasya ilinde iiretimi yapilan marul tiirlerinin yil
bazinda dagilimlar verilmistir. Kivircik marulunda Amasya ve Tokat 2017 yilindan
2020 yilina kadar artis varken 2021 yilinda az miktarda diisiis gergeklesmistir. Fakat
Tokat ilinde 2022 yilinda artig gézlenmistir. Gobekli marul tiiriiniin 2017 yilindan 2020



yilina kadar diisiis varken 2020 sonrasi tekrardan bir artis gdzlenmis sonrasinda tekrar

diisiis olmustur. Bas marul Tokat ilinde tiretim miktarlar1 yillar gectikge artmustir.

Cizelge 4. Tokat ve Amasya ilindeki marul {iretim miktarlar1 ve alanlar1 (TUIK,2022)

TOKAT
Yil Kivirak Gobekli Iceberg
Alan Miktar Alan Miktar Alan Miktar Toplam  Toplam
(da) (ton) (da) (ton) (da) (ton) alan (da) miktar(ton)
2017 3915 18944 1142 4879 25 100 5082 23923
2018 4421 21134 1117 4757 25 100 5563 25991
2019 5067 24454 1056 4589 27 105 6150 29148
2020 5733 28033 1116 5001 30 120 6879 33154
2021 5724 28016 1187 5155 30 120 6941 33291
2022 6151 32492 1133 4906 120 480 7404 37878
AMASYA
2017 4373 9505 152 233 0 0 4525 9738
2018 4418 9741 147 236 0 0 4565 9977
2019 4639 11064 144 248 0 0 4783 11312
2020 4785 11025 140 244 0 0 4925 11269
2021 4907 11016 148 282 0 0 5055 11298
2022 4678 7181 133 249 0 0 4811 7430

Marul bitkisinde enfeksiyon olusturan bazi viral etmenler sunlardir; Marul iri damar
virlisli (Lettuce big vein associated virus) (LBVaV), Marul iri damar viriisii (Mirafiori
lettuce big vein virus) (MiLBVV), Marul mozaik viriisii ( Lettuce mosaic virus) (LMV),
Marul bulasict sarilik viriisii Lettuce infectious yellows virus ( LIYV), Marul nekrotik
bodurluk viriisii( Lettuce necrotic stunt virus) ( LNSV), Marul nekrotik sarilik viriisii
(Lettuce necrotic yellows viriis) ( LNYV), Marul nokta beneklenme viriisii (Lettuce
speckles mottle viriis) ( LSMV), Titlin halkali leke virtisii (Tobacco ringspot viriis) (
ToRV), Hiyar mozaik viriisii (Cucumber mosaic virlis) (CMV),Domates benekli

solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt viriis) (TSWV) (Alan, 2012).
Bu ¢alismada konu olan viriis etmenlerine bakacak olursak;

CMV, biitiin diinyada yetistirilen iirlinlerde enfeksiyon gelisimine ve zararlara sebep

olmaktadir (Zitter ve Murphy 2009). Siis bitkileri, sebzeler, yari-odunsu ve odunsu tek

4



cenekli ve cift genekli 85'ten fazla ailesi olan 1000'den fazla tiir bitkide hastaliga sebep
olmaktadir (Francki ve ark. 1979, Palukaitis ve ark. 1992, Hull 2002, Palukaitis ve
Garcia-Arenal 2003).

CMYV, Bromoviridae familyasinin Cucumovirus cinsinin bir {iyesidir. Tek iplik¢ikli
RNA’ya ve dogrusal bir yapiya sahip olan viriis zarfsiz yapidadir (Francki and Habili,
1987).

CMYV, yaprak bitleri tarafindan non persistent olarak tasinmaktadir (Francki ve ark.
1979, Raccah ve ark. 1985, Nault 1997). Yaprak bitleri arasinda onemli olan bazi
vektorler Aphis gossypii, Myzus persicae ve Acyrthosiphonpisumdur. (Palukaitis ve
ark. 1992, Perry ve ark. 1998). CMV yaprak bitlerinin yani sira tohumla ve mekanik
olarak tasinmaktadir (Neergaard 1977, Tomlinson ve Carter 1970).

CMV, bircok konuk¢u bitkide sistemik enfeksiyonlara neden olmakta, fakat bazi
bitkilerde belirtisiz olabilmekte, belirtiler enfekte olan bitkiye ve enfeksiyon doneminde
bitkilerin yas durumuna bagli olarak yiiksek ihtimalle degiskenlik gostermektedir
(Gallitelli 2000).

CMV, hastalikl1 bitkilerde meyvede yapraklarda sekil bozukluguna bazen ise bitkilerin
geriye dogru dliimiine sebep olmaktadir (Kosaka ve Fukunishi 1997). Bunun yani sira
enfekteli bitki yapraklarinda kahverengilesme, damar bantlasmasi ve damarlar arasi

klorotik belirtiler goriilmektedir (Ndunguru and Kapooria, 1997).

Marul mozaik viriisii, zarfsiz bir formda olup, ipliksi yapida virionlara sahiptir, tek
iplik¢ikli bir RNA viriisli genom biiyiikligi 9-12 kb dir. LMV, Potyviridae familyasina
bagli Potyvirus cinsindendir (Anonim, 2015b).

Marul {iretimi yapilan bolgelerde marul mozaik viriisiine rastlanmigtir. Asteraceae
familyas1 iyelerini enfekte etmis oldugu bilinmektedir.21 ¢esit bitkide yapay
inokulasyon mekanik tasinarak 121 c¢esit bitki tiiriinli enfekte ettigi sOylenmistir

(Horvath, 1980).

LMV ile ilgili yapilan bir ¢alismada viriisiin afitlerle non persistent olarak tagindigina

yer verilmistir (Moreno, 2007).



LMV’nin ilk tespit edilen vektorii yaprak biti tiirlerinden seftaliye 6zgii olan Myzus
persicae’dir.15 farklr afit tiirliyle tasinmasina ragmen pamukta goriilen daha ¢ok sicak
bolgelerde yogunlugu saptanan Aphis gossypii tlirii oldugu belirtilmistir. Bunun yani
sira patateste gorillen yaprak biti tiirii olan Macrosiphum euphorbiae tiirii marulda

oldukga fazla sorun teskil etmektedir (Messiaen and Lafon, 1965).

Marul mozaik viriisii ¢ok siddetli ve ¢ok yaygin olarak goriilen bir viriistir. LMV

tohumla mekanik olarak ve polenle tasinabilmektedir (Dinant and Lot, 1992).

Tiirkiye’de son donemlerde yogun olarak gézlemlenen ve ekonomik énem arz eden bir
virlis etmeni haline gelen MILBVV enfeksiyonuna gegmis yillarda varikosaviriis iin
sebep oldugu diisiiniiliirken 2000 y1l1 sonrast Ophioviriis’iin buna sebep oldugu tespit
edilmistir. MILBVV ipliksi yapida ve tek iplik¢ik negatif polariteli (-) SSRNA
icermektedir. Aspiviridae familyasina aittir (Roggero ve ark., 2000; Alan, 2012).

MILBVV etmenine nemli topraklarda daha c¢ok rastlanmistir (Hayes ve ark, 2006).
MILBVYV etmeni adini damarlar boyunca goriilen iri damar yapisindan, olusan renk
acilmalar1 ve yapraklarda goriilen deformasyonlar sonucu almistir (Falk, 1997; Vetten

ve ark., 1987).

Hastalik etmeni belirtileri yapraklarda sekil bozuklugu ve damar bantlagmasi olarak
gorilmektedir. Bunun yam sira kiigiik bas olusumuna sebep olmaktadir. Tiim bu

belirtiler sonucunda ekonomik kayiplara sebep olmustur (Ryder, 1980; Walsh, 1992).

1961 senesinde MILBVYV etmeninin as1 ile tasindig1 tespit edilmistir. O.brassicae’nin

virlis vektorii olarak hastaliga sebep oldugu belirtilmistir. (Campbell ve Grogan, 1963).

Yapilan ¢aligmalarda O.virulentus’un iri damar etmeninin vektorii olarak belirtilmistir

(Herrera Vasquez vd., 2009).

Bu calisma Amasya ve Tokat illeri agik alan ve oOrtii altt marul yetistiriciligi yapilan
sahalarda ekonomik kayiplara sebebiyet veren etmenlerin viral kaynakli olup

olmadigiin ortaya konulmasi amaciyla gerceklestirilmistir.

Bu bolgede marul alanlarinda viral etmenlerin varliginin aragtirilmasi ve viriis kaynakli

problemlerin daha etkin bir sekilde ortaya konmasi planlanmistir. Ayrica son yillarda
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tiim diinyada marul viriis hastaliklarinin ana hastalig1 olarak bilinen Marul iri damar
hastaliginin etmenleri olan MILBVV ve aym sira diger etmenlerin bdlgedeki son
durumunun belirlenmesi amaglanmis marul bitkisinde goriilen ve yogun sekilde zarar

veren virlisler ve belirtileri g6z dniinde bulundurulmustur.



2.KAYNAK OZETi

2.1. Diinya’da yapilan calismalar

Yeni Zelanda’nin Auckland bolgesinde marul yetistiriciligi yapilan alanlarda yapilmis
bir ¢aligmada yapraklarda damar aralarinda irilesmenin meydana geldigi bitkilerde O.
Brassicae varligi tespit edilmistir. O.brassicae’nin tespitinin yapilmadigi bitkilerde
herhangi bir belirti gézlemlenmemistir. Belirti gdzlemlenen marul bitki koklerinden
elde edilen Olpidium sporlarmi diisiik santrifiijle sedimente edip bunu saglikli olan
bitkilere inokiile etmisler ve iri damar belirtisini gézlememislerdir. Fakat tekrardan
inokiile edilmis bitkilerden aldig1 siispansiyonu saglikli bitkiye inokule etmesi
sonucunda simptom gozlemlenmemistir. O.brassicae miicadelesinde Thiram, Captan,
Copper Oxychloride fungusitleriyle miicadelesi edilerek marullardaki belirtilerin

azaldigini gézlemlemislerdir (Fry 1958).

Thomson ve Procter (1965) Yeni Zelanda’da yapilan bir ¢alismada, farkli bolgelerde
CMYV ile enfekteli oldugu diisiiniilen marul ekim alanlarindan 6rnekleme yapmaislaridir.
Orneklerde nekrotik, Klorotik, bodurluk ve sararma gibi belirtilerini &n planda
tutmuslardir. CMV ile enfekteli olup olmadigini anlamak i¢in viriise 6zgii antiserumlari
Amerika’da hazirlatip, jel difizyonu testiyle tespit etmislerdir. Bu teknikle pozitif sonug
elde edilen Ornekleri hastalikla bulasik olan bitkilerden izole ederek indikator bitkilere

inokiile etmislerdir.

Bruckart ve Lorbeer, (1975) tarafindan New York’un Oswego bolgesinde ve Orange
bolgesinde marul ekim alanlarinda ve kereviz ekim alanlarinda yabanci otlar iizerine
yapilan bir g¢alismada CMV’nin tespiti lizerine immunodifiizyon testler, mekanik
inokiilasyon ve elektron mikroskobu kullanilarak analizi gergeklestirilmistir. CMV nin
Orange bolgesinde kereviz ekim alanlarinda kayiplara sebep oldugu belirtilmistir. 1972-
1973 yillar1 arasinda 66 bitki drneginden 12 tanesinde CMV enfeksiyonu tespit edilmis
ve Amerika’da CMV’nin dogal konukgulart olarak ilk kez 8 yabanci ot tiiri rapor

edilmistir.

Choi ve ark., (1999) tarafindan Giiney Kore’de yapilan calismada marul mozaik viriisi

rapor edilmistir. Lim ve ark. (2014) Giiney Kore’de agik alanlarda ekim yapilan marul


https://link.springer.com/article/10.1007/s42161-023-01356-7#ref-CR3

tarlalarinda %90°1n {izerinde sararma ve klorotik leke belirtilerinin goriildiigii alandan
alinan 5 bitkinin yaprak 6rneklerinin incelenmesi sonucunda Mirafiori marul iri damar

viriisii oldugu tespit edilmistir.

Iri damar hastaligi, Olpidium virulentus vektdrlii mirafiori marul iri damar viriisiiniin
(MILBVV) neden oldugu, ekonomik agidan zarar veren bir marul hastaligidir. ABD’de
iri damar hastaligt 6nemli bir sorun olmasimna ragmen, MiLBVV ve LBVV
enfeksiyonunun ne 6lgiide sorun teskil ettigi bilinmemektedir. iri damar hastaligia
karsi kismen dayanikli c¢esitler kayiplari azaltmaktadir ancak hastaligi ortadan
kaldirmakta etkili degildir. Kaliforniya’da yapilan ¢alismada marul 6rnekleri toplanmis
gozlenen simptomlar degerlendirilmistir. MiLBVV ve LBVV enfeksiyonu viriis dizilimi
acisindan degerlendirmek i¢in ters transkripsiyon- polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) ve niikleotit dizilimi kullanilmigtir. Margarita ve Payane ¢esitlerine karsi direng
tespit edilmistir. Ancak asemptomatik bitkilerde MiLBVV enfeksiyonu bulunmustur. L.
virosa VT280'in simptomsuz ve viriisten ari olmasi i¢in MiLBVV ve LBVV’ye karsi

bagisik oldugunu diisiinmislerdir (Hayes ve ark., 2006).

Krause- Sakate, (2001) Brezilya’nin Sao Paulo vilayetinde LMV etmeni g¢aligmada
viriistin 2 farkli patotipinin dizilim analizi yapilmis ve klonlamislardir. Brezilya, Avrupa
ve Amerika irklariyla kiyaslanmasi sonucunda irklar arasinda farklilik olmadigi
gorilmistiir. Calisma sonucunda diren¢ genlerinde farkli LMV 1irklarinin olusumunda
mutasyon olabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Lot ve ark., (2002) yaptiklari bir arastirmada LBVV ve MiLBVV’ nin morfolojik ve
serolojik olarak farkliliklarina bakmigslardir, LBVV nin tek basina bitkide herhangi bir
belirti olusturmazken yalnizca MILBVV ile enfekteli olan bitkilerde yogun belirtiler
gozlemlemislerdir. MiLBVV serin iklim kosullarinda siddetli enfeksiyon olusturdugunu
tespit etmislerdir.

Maekawa ve ark., (2004)tarafindan, MIiLBVV ve LBVV enfeksiyonlar ile ilgili
yapilmig olan bir sicaklik calismasinda, LBVV etmeni 27°C’ de tespit edilirken,
MILBVV etmeni 18 °C’ye diistiigiinde enfeksiyona neden oldugunu belirtmislerdir.



Moreno ve ark., (2004) Ispanya’da yaptiklar1 ¢alismada marul tarlalarinda yaygin olarak
goriilen Potyviriis cinsi LMV etmeni oldugunu bildirmislerdir. Marul iri damar viriisii
gibi diinya ¢apinda mevcut (LBVaV) arastirmada gozlemlenmemistir, ancak viriislerin
varligt ELISA tarafindan rutin olarak arananlar goz ardi edilmemistir. Marul fidelerinin

yaprak bitlerine kars1 dayanikli kosullarda yetistirildiginde enfeksiyon azaltilabilir.

Ndunguru ve Kapooria (1997) tarafindan Giiney Afrika iilkelerinden Zambiya’ da
yapilan bir ¢aligmada marul yetistiriciligi yapilan alanlarda ve yabanci ot iizerinde CMV
etmeni lizerine yaptiklart ¢alismada DAS-ELISA testlemesi ve elektron mikroskop
incelemeleri yapilmistir. CMV ile enfenkteli marul bitkilerinde kahverengilesme,

mozaiklesme, klorotiklesme ve damar bantlagmasi gozlemlemislerdir.

Salem ve ark., 2015- 2016 yillar1 arasinda Urdiin’de yaptiklar: bir ¢alismada MiLBVV
ve LBVaV etmenlerinin marul bitkisinde bulunmasma Olpidium spp.nin dinlenme
sporlar1 ve zoosporlarinin varliginin sebep oldugunu diisiinmiislerdir. Salem ve ark.,
(2020) yilinda yapmis olduklart bir diger ¢aligmada RT- PCR teknigi ile MiLBVV
etmenin varliginin belirlenmesinde viriisiin tasinmasina vektorlik eden fungusun

O.virulentus oldugunu belirtmislerdir.

Marul iri damar viriisi etmenin ana konuk¢usu marul bitkisidir ancak Solanaceae,
Compositae, Chenopodiaceae, Tetragoniaceae familyasina ait bitkileride enfekte ettigi
belirtilmistir (Salem ve ark., 2020).

Opatovsky ve ark. (2019), Olpidium spp. iizerine yapilan bir ¢alismada fungusun
sporlarinin polipiilasyonunun azaltilmasinda etkili olan carbendazim ve fluazinam
fungusiti oldugunu belirtmislerdir.

Umar ve ark., (2017) tarafindan, Suudi Arabistan’in Riyad bolgesinde 2014-2015 yillart
arasinda iri damar hastaligina benzer belirtiler gosterdigi diistiniilen 97 marul bitkisi ve
7 yabani ot bitkisi toplanmistir. DAS-ELISA ydntemi sonucunda marul bitkisinde %25
LBVV ve %9 nun MILBVV yalnizca bu etmenlerle enfekte olurken %63 niin ise her
iki viriis etmeniyle karisik enfekteli oldugunu bildirmislerdir. LBVV ve MILBVV

izolatlarinin niikleotid sekans1 %94.3-100 araliginda oldugu tespit edilmistir.
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2.2.Tiirkiye’de yapilan calismalar

Alan (2012) Dogu Akdeniz bolgesinde yetistiriciligi yapilan kislik sebzeler (marul,
1spanak, lahana, karnabahar, turp) mevcut viriis hataliklarinin saptanmasi ve yayginlik
oraninin belirlemek amaciyla calisma yiiriitmiislerdir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
808 marul 6rneginden 380 bitki 6rneginde MiLBVYV, 82 bitki 6rneginde LMV, 3 bitki
orneginde ise CMV etmeni ile enfekteli oldugunu DAS-ELISA yontemiyle tespit
etmislerdir.

Akbas ve ark., (2021) 2017 ve 2018 yillar1 arasinda Ankara, Eskischir ve Konya
illerinde marul tretimi yapilan alanlardan alinan 164 adet marul orneklemesi
yapilmistir. Toplanan 6rnekler 14 farkli virilis etmeninin serolojik olarak testlenmesinde
kullanmilmistir. Yapilan analizler sonucunda %31.7 LBVV, %19.5 MiLBVV, %7.3
LMV, %3.7 TNV oraninda tespit edilmistir. En yaygin virlis etmeninin LBVV ve
MILBVV oldugu goriilmiistiir.

Saglam ve Kamberoglu (2019) 2015 ve 2017 yillar1 arasinda Adana ve Mersin illerinde
yiiriittiikleri ¢alismada 160 marul 6rnegi toplanmistir. ELISA testlemesi sonucunda 52
ornekte MiLBV'V enfektesi oldugu bildirilmistir. Bunun yan1 sira yapmis olduklari dizi
analizlerinde MiLBVV’nin Adana ve Mersin izolatlarinin filogenetik agacta ayri
gruplar halinde olustugunu gostermislerdir.

Sertkaya (2015) yilinda Hatay ilinde yaptiklar1 bir ¢calismada 53 marul 6rneginde en
yaygin olarak %47.1 oraninda LMV enfeksiyonu tespit edilmistir. Bunun yani sira
%11.3 MiLBVV ve %3.7 oraninda ise CMV enfeksiyonu gézlemlenmistir. Toplanan 18
1spanak bitkisi orneginde ise %16.6 oraninda CMV ve %]11.1 oraninda LMV oldugu

tespit edilmistir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

Calismanin materyalleri 2022-2024 tarihleri arasinda 2023/03 no’lu BAP projesi
kapsaminda gergeklestirilen Ornekleme c¢alismalarinda Amasya-Tokat Merkez ve
ilgelerindeki marul alanlarinda viriis belirtisi gosteren bitkilerden toplanan 191 marul
yaprak Ornegi olusturmaktadir. Yapilan Orneklemelerde toplanan yaprak ve kok
ornekleri kullanilmigtir. Koklerde Olpidium spp. varligi mikroskobi yontemiyle

arastirtlmistir. Alinan 6rneklerin konum ve bitki sayimlar1 Cizelge 5 ’te verilmistir.

Cizelge 5. Bitkilerin alindiklar1 yerler ve bitki sayilar

YER BITKI SAYISI
Tokat/Merkez 58

Tokat/ Erbaa 12
Tokat/Niksar 31

Amasya 90

Toplam 191

3.1 Bitki materyalinin temini ve ornekleme yontemi

Calismanin materyalini Amasya-Tokat il¢eleri marul ekim alanlarindan temin edilen
marul bitkisi olusturmaktadir. Amasya iline baghh Biiyik kizilca tarimin ticari
boyutlarda yogun olarak yapildigi bu boélgeden ve farkli ¢esitlerde marul bitkisi
ornekleri alinmigtir. Tokatta ise Merkezden ve bazi ilgelerinden 6rnekler biiyiik oranda
acik alanda yetistiricilik yapilan yerlerden, viral belirti gosteren marul bitkilerinin
koklerinden ve yapraklarindan alinmastir.

Bununla beraber ekili arazilerin biiyiikk kismi imkanlar dogrultusunda incelenmeye
calisilmistir. Bu sebeplerden otiirli tarlalara ¢apraz yonlerden girilerek simptomolojik
yontemlere dayali gozlemler yapilarak siralar secilmis ve bu siralardaki bitkiler
incelenmistir. Bu simptomlar MiLBVV, CMV, LMV gibi viriis etmenlerinin marul
bitkisinde olusturdugu yaygin belirtilere goére tespit edilmeye galisilmistir. Toplanan
ornekler plastik posetlere konulup, etiketlenip, buz torbalarin da laboratuvara getirilip —

20°C’deki derin dondurucuya yerlestirilmistir.
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3.2 DAS-ELISA yontemi

Enzyme- Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi Clark ve Adams(1977)
tarafindan belirtilen yonergeye gore yapilmistir. Calismada kullanilan ELISA Kitlerinin
sulandirilma oranlar1 temin edilen ticari firmanin belirttigi sekilde dikkate alinarak
yapilmigtir. CMV, LMV, MILBVV etmenlerine karsi LOEWE (Almanya) firmasindan

temin edilen antiserum kitleri kullanilarak asagidaki metod sirayla uygulanmustir.

1- Ik olarak iiretilmis IgG’ler 1/200 oraninda kaplama tampon ¢dzeltisinde
sulandirilarak ELISA tabaginda her bir kuyucuga 100 upl olacak sekilde
yiikklenmistir.

2- ELISA tabaklari, 37°C’de 4 saat etiive yerlestirilerek inkiibe edilmistir, yitkama
tampon ¢ozeltisi ile her yikama 3’er dakika olacak sekilde 3 kez olarak yikama
yapilmuistir.

3- Ekstraksiyon tampon ¢ozeltisinde ezilen bitkiler her kuyuya 100’er pl olacak
sekilde yiiklenmistir ve ELISA tabagi bir gece +4°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra yikama tamponu ¢ozeltisi ile 3’er dakika olacak
sekilde 3 kez yikama yapilmustir.

4- Alkalin fosfataz ile isaretli IgG (Konjugate) konjugat tamponu ¢ozeltisi
icerisinde 1/200 sulandirilarak her kuyucuga 100’er pl konulduktan sonra
37°C’de 4 saat inkiibasyona birakildiktan sonra ELISA tabagi yikama tamponu
cozeltisi ile tekrar yikanmistir.

5- ELISA tabaginin her bir kuyusuna diethalonamin substrate tampon ¢ozeltisinde
Img/ml olacak sekilde hazirlanan 4-Nitrophenyl phosfate disodium salt
hexahydrate substrattan 100’er pl ilave edilmis ve ELISA tabagi 60-90 dakika
oda sicakliginda 1s1ks1z ortamda bekletildikten sonra ELISA okuyucuda 405 nm
dalga boyunda okuma yapilmuistir.

6- Okuma sonucunda elde edilen negatif kontroliin absorbans degerinin iki katina
esit ya da iki katindan daha biiyiik absorbans degerleri pozitif olarak kabul

edilmistir.
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3.3 RNA izolasyonu

Calismada Tokat ve Amasya illerinden alinan marul alanlarindan toplanan yaprak

orneklerinden RNA izolasyonu c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. RNA izolasyonu

caligmalar1 Astruc ve ark. (1996)’nin 6nerdigi yontem modifiye edilerek asagidaki gibi
uygulanmigtir.

a. Ornekler ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi (100 Mm Tris-HCI pH.8.0, 50 mM EDTA,
pH. 7.0, 5 mM NaCl, 10 mM 2-mercapto-ethanol (1/1000) ile 1:2(w/v) oraninda
sulandirilarak ezme islemi yapilmustir.

b. Bitki 6zsuyundan 1 ml eppendorf tiipiine alinmistir ve lizerine 50 pul Sodium Dodecyl
Sulfat (SDS) (% 20) ilave edilmistir ve elle altiist edilmistir.

c. Daha sonra tiipler 65 °C’de 30 dakika su banyosunda inkube edilmistir.

d. Tiplere 250 pl potasyum asetate (SM) ilave edilerek 20 dakika buz igerisinde
bekletilmistir ve daha sonra 15 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

e. 600 ml st sivi kisim yeni tlipe alindiktan sonra iizerine esit miktarda chloroform
eklenip ve 10 dk oda sicakliginda bekletip ve daha sonra 15 dakika 13.000 rpm *de
santrifiij edilmistir.

f. 600 pl siipernant yeni hazirlanan eppendorf tiiplerine konularak iizerine esit miktar
isopropanol eklenmistir ve elle alt iist edilerek karistirilmustir.

g. Sonra -20 °C’de en az 30 dakika bekletilmistir.

h.Ornekler 15 dakika 14.000 rpm ’de santrifiij edildikten sonra sivi kisim ortamdan
uzaklastirilmistir.

1. Eppendorf tiipleri ters ¢evrilerek filtre kagidi lizerinde 5 dakika siire ile kurutulmustur
ve pellet lizerine 1 ml ethanol (% 70) ilave edilerek yikama islemi yapilmstir.

i. Ependorf tiiplerde RNA’leri ¢oktiirmek i¢in 5 dakika 15.000 rpm’de santrifiij
edilmistir ve tiip icerisindeki ethanol atilarak eppendorf tiipleri 1 saat kurutulmaya
birakilmstir.

J. Elde edilen total RNA’lar 100 pl distile su ile sulandirilmig ve -20 °C’ye

kaldirilmistir.

3.4 Tamamlayict DNA (cDNA) sentezi
Tamamlayict DNA (cDNA) sentezi, toplam RNA izolasyon prosediiriinden elde edilen
RNA’lar kullanilarak gergeklestirilmistir. cDNA sentezi sirasinda, 2,5 pl toplam RNA,
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1 ul heksamer primer (5'-d (NNNNNN)-3'N = G, A, T veya C) (10umol) ve 7 ul saf su
ile mikrosantrifiij tliplerinde karistirilmistir. Karisim 65°C'de 5 dakika inkiibasyon
ardindan buz iizerine yerlestirilmis ve 1 dakika buzlukta muhafaza edilmistir. 4 pl 5X
MMLYV tampon (5X), 0,5 ul ANTP (25 mM), 0,5 ul hekzamer primer (10 pmol), 0,5 pl
RNAse inhibitorii (10 U/ul), 0,5 pl Ters transkriptaz (200 U/ ul) (Thermo Scientific) ve
2 ul distile su 10 ul, hacme ulasacak sekilde her tiipe ilave edilmistir. Daha sonra tiipler
42°C'de 60 dakika, 80°C'de 5 dakika 10°C'de 4 dakika bekletilerek ¢cDNA sentezi
yapilmustir.

ELISA islemi sonrasinda pozitifliginden emin oldugumuz 6rneklerde PCR sonucunda
negatif sonug elde edildiginde cDNA yonteminde degisikligine gidilmistir.

3’ primer ile hazirlanan ¢cDNA eldesi i¢in, toplam 3 pl RNA, 1 pl 3’primer, 2 pl distile
su ilave edilerek 6 ul olarak PCR tiiplerine dagitilmistir. 65°C'de 5 dakika inkiibasyona
tabii tutulmustur. Daha sonra 2 ul Reaction buffer, 0,5 ul RNAse inhibitori (10 U/ul) , 1
ul ANTP (25 mM) ve 0,5 ul 5X MMLV tampon (5X) seklinde son hacim 10 ul olacak
sekilde hazirlanmis ve tipler 42°C'de 60 dakika bekletilerek cDNA sentezi
gerceklestirilmistir.

3.5 PCR c¢alismalan

Ilk asamada elde edilen cDNA kalip olarak kullanilarak viriislere spesifik primerlerle
PCR islemleri gergeklestirilmistir. Bu asamada 2,5 ul cDNA, 5 pl GoTaq® Flexi Buffer
(Promega), 0,6 ul dNTP ,0,5 ul forward primer (100 pmol), 0,5 ul reverse primer (100
pmol), 1 ul MgCl> (25 mM), 0,25 pl Taq polimeraz enzimi (Promega) ve 1 ul
Dimetilsiilfoxsid (DMSO) karistirtlmistir ve saf su ile 25 pl ye tamamlanip PCR
cihazina yerlestirilmistir. Calismada kullanilan primer ciftleri dizilimleri Cizelge 7°de

verilmistir.

Cizelge 6. Calismalarda kullanilan primerler, polariteleri ve fragment uzunluklari

Primer Cogaltilan
Ciftleri Dizi cBiiyiikliigii Referans
ve Bolgesi
RW8-GGTTCGAAAGAGATATAACCGGG 650 bp-RNA-2  Finetti- Sialer
CMV " RV11-GTTTATTTACAAG AGCGTACGG vd. (1999)
1196 F-FAAGGCAGTAAAACTGATG Krause- Sakate
LMV 1087 R-TTTATACTACAGTCTTTA 800bp-CP vd. (2001)
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) VP 286-TATCAGCTCACATACTCCCTATCG Navarro ve
MILBVV \/p 287-CAACTAGCTCAGAATACATGCAG 469bp-CP ark., 2004

PCR asamasinda her 6rnek icin 25 pl hacimde; 2,5 pl cDNA, 2,5 pl 10X PCR buffer
(Thermo Scientific Green Buffer), 0,6 ul ANTP (10 mM, Thermo Scientific), 0.5 ul (10
pmol/ pl, MILBVV, CMV) forward ve reverse primerler, 0.25 pul Taq polymerase
(10.000 u, Thermo Scientific), 1 ul DMSO ve 17,15 dH>O PCR tiiplerinin i¢inde
hazirlanmistir. Hazirlanan tlipler kapaklari kapatilip Thermocycler’a PCR islemi
gerceklestirilmek lizere hazirlanmistir.

LMYV etmeni i¢in PCR dongiileri:

94°C’de 3 dk

95°C’de 1 dk

42°C’de 1 dk 35 dongii

72 °C’de 2 dk

72 °C°de 10 dk

CMYV etmeni i¢in PCR dongiileri:

94 °C’de 5 dk

92°C’de 1dk

58 °C’de 45 sn 35 dongii

72°C’de 1dk

72°C’de 5 dk

MILBVYV etmeni i¢in PCR dongiileri:
95°C’de 2 dk

95 °C’de 30 sn

61 °C’de 30 sn 35 dongii

72 °C’de 2 dk

72 °C’de 10 dk
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3.6 Agaroz jel elektroforez ¢alismasi
PCR fiiriinleri % 1lik olarak hazirlanan igerisine 7 mg/ml ethidium bromid ilave edilen
agaroz jel 90 V’da 30 dk elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez islemi

sonunda goriintiileme cihazinda goriintiileme islemi yapilmstir.
3.7 Filogenetik analiz calismalari

Filogenetik caligmalar RT-PCR sonunda CMV ve MILBVYV ile pozitif sonug veren
izolatlardan her bir viriis etmenine ait izolatin RT-PCR iiriinleri sekansa gonderilmistir.
Sekanslama sonunda elde edilen veriler MEGAX bilgisayar programi ile analiz
edilmistir (Kumar, 2018). Veriler daha sonra National Center for Biotechnology
Information (NCBI) Gen Bankasinda kayitli referans izolatlarla kiyaslanarak filogenetik
agac olusturulmustur.

3.8 Viriis vektorii Olpidium spp.’nin bitki koklerinde belirlenmesi

191 bitki 6rneginden DAS-ELISA sonuglarina gére MiLBVV enfekteli 2 bitki kokii;
marul ekim alanlarinda MiLBVV ve LBVV viriislerini tasiyan Olpidium spp. obligat
kok parazitinin  bitki  koklerinde 151tk mikroskopu altinda  goriintiilemesi
gerceklestirilmistir. Oncelikle 6rnek kokleri akan musluk suyu altinda yikanmus, kilcal
kokler toprak artiklarindan temizlenmistir. Daha sonra 4 kez steril saf sudan gecirilerek
kokte yapisik kalmis toprak zerreleri uzaklastirilmistir ( Sekil 1). Temizlenmis kokler
%0.1'lik oraninda asit fuksin iceren asit-fuksin lakto fenol soliisyonu ile muamele

edilmis veya ¢ozeltiye gerek duyulmadan da 11k mikroskobu altinda incelenmistir.
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Sekil 1. MILBVYV ile enfekteli bitkilerin mikroskopta incelenmeden onceki hali

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Ornekleme sonuclar

Orneklemeler Ekim 2022- Ocak 2024 tarihleri arasinda yapilmistir. Arazi calismalar
sonucunda toplam 23 tarla ve 11 seradan 191 6rnek toplanmistir. Amasya Merkez’den
90, Tokat Merkez’den 58, Erbaa’dan 12, Niksar’dan 3106rnek alinmistir. Alinan

orneklerin konumlari ve kodlar1 Cizelge 6’da verilmistir.

Cizelge 7. Bitki orneklerinin alinmis oldugu yerler ve kodlari

ILCE KODLAMA
Amasya/Merkez MAS (Marul Amasya Sera)
MAT, MAT-A, MAT-Y (Marul Amasya Tarla)
Tokat/Merkez ME (Marul Emice)
MK (Marul Karg1)
Erbaa EM (Erbaa Marul)
Niksar NFM (Niksar Fatih Mahallesi)

NKK (Niksar Kumgiflik Kdyii)
NTK (Niksar Tamlar Koyii)
N50YM (Niksar 50. yil Mahallesi)

Tokat bolgesindeki 6rnekleme yapilan marul ekim alanlar1 Sekil 2°te goriilmektedir.
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Sekil 2. Ornek alinan alanlarin genel goriintiisii

Alinan orneklerdeki belirtiler; mozaik, damarlarda renk agilmasi, biiyiime geriligi ve

gelisememe, dokularda kalinlagma seklinde gézlemlenmistir (Sekil 3 a,b).

Sekil 3.a) Mozaik, sekil bozuklugu ve gelisme geriligi. b) Doku kalinlagsmasi
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Sekil 4.Marul kilcal koklerinde asit-fuksin lakto fenol ¢ozeltisi ile boyanmig Olpidium

Spp.’nin sporlar1

Sekil 5.Marul kilcal kdklerinde Olpidium spp.’nin spor yapilari

4.2 DAS ELISA sonuglari

Yapilan DAS-ELISA testi sonucunda 3 viriis etmeni LMV, CMV, MILBVV, varligina
ait bulgular; 11 tarladan ve 9 seradan alinan 191 6rnek i¢in; 28 6rnekte MiLBVV, 26
ornekte CMV pozitif sonug¢ elde edilmistir. MiLBVV’ye ait pozitif degerler Cizelge 8
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de vermistir. LMV enfeksiyonu ise ELISA testinde saptanamamuistir. Cizelge 8'de ilgili

viriislerin absorbans degerleri verilmistir.

Cizelge 8. Miraflori lettuce big vein virus (MiLBVV) etmeninin DAS-ELISA testinde

pozitif kabul edilen 6rneklerin absorbans degerleri

Ornek Negatif kontrol degerleri Pozitif 6rneklerin absorbans
ME 1-1 0.160 2.619-2.829
ME 1-2 0.160 2.750-2.624
ME 1-3 0.160 2.687-2.904
ME 1-4 0.160 2.873-2.912
ME 3-3 0.160 3.271-3.500
EM 1-1 0.314 1.520-0.632
EM 1-2 0.314 0.555-1468
EM 1-3 0.314 0.696-0.766
EM 1-4 0.314 0.679-1.867
MK 7-6 0.160 0.888-0.669
MK 7-9 0.160 0.629-0.884
NFM 4 0.310 2.723-3.088
NFM 5 0.310 2.704-2.983
NKK 1 0.310 2.861-2.928
NKK 4 0.310 3.143-2.770
NKK 5 0.310 2.055-1.989
NKK 6 0.310 2.617-3.363

4.2.1 Tokat ili Niksar ilcesinden alinan 6rneklerin DAS-ELISA sonuclari

ORNEK | BELIRTI CMV LMV MILBVV
NFM 1 | Mozaik goriiniimii + Test edilmedi -
NFM 2 | Sekil bozuklugu biiytime geriligi - Test edilmedi -
NFM 3 | Damar bantlagmasinda anormallik + Test edilmedi -
NFM 4 Sekil bozuklugu ve kalinlagsma + - -
NFM 5 | Biiylime geriligi ve gelisememe - Test edilmedi -
NKK 1 | Mozaik gdriiniimii - Test edilmedi —
NKK 2 | Yaprak yiizeyinde kabarciklasma + Test edilmedi +
NKK 3 | Mozaik goriiniimii - - —
NKK 4 | Sekil bozuklugu ve kalinlagsma - Test edilmedi —
NKK 5 Sekil bozuklugu ve kalinlagsma, mozaik - - +
goriinlimii
NKK 6 | Sekil bozuklugu ve kalinlasma - Test edilmedi +
NTK 1 Mozaik goriintimii ve kabarciklagma + - +
NTK 2 Sekil bozuklugu ve kalinlagsma - Test edilmedi —
NTK 3 Sekil bozuklugu ve kalinlagsma - Test edilmedi —
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NTK 4 Mozaik goriiniimii + Test edilmedi
NTK 5 Sekil bozuklugu ve kalinlagma + Test edilmedi
NTK 6 Damar bantlasmasinda anormallik + Test edilmedi
NTK 7 Mozaik goriiniimii - -

NTK 8 | Yaprak yiizeyinde kabarciklagma - Test edilmedi
NTK 9 | Yaprak yiizeyinde kabarciklagma + Test edilmedi
NTK 10 | Yaprak yiizeyinde kabarciklagma - Test edilmedi
NTK 11 | Yaprak yiizeyinde kabarciklagma - Test edilmedi
N50YM | Damarlar arasi renk agilmasi - Test edilmedi
1

N50YM | Yaprak yiizeyinde kabarciklasma - Test edilmedi
2

N50YM | Yaprak yiizeyinde kabarciklagma - Test edilmedi
3

N50YM | Sekil bozuklugu ve kabarciklagma - Test edilmedi
4

N50YM | iri damar goriiniimii - Test edilmedi
5

N50YM | Yaprak yiizeyinde kabarciklasma - Test edilmedi
6

N50YM | Yaprak yiizeyinde kabarciklasma - Test edilmedi
7

N50YM | Yaprak yiizeyinde kabarciklagsma - Test edilmedi
8

N50YM | Sekil bozuklugu ve kalinlagma - Test edilmedi
9

4.2.2 Tokat ili Erbaa ilcesinden alinan 6rneklerin DAS-ELISA sonuglari

ORNEK BELIRTI CMV LMV MIiLBVV
EM 1-1 Iri damar gériiniimii - Test edilmedi +
EM 1-2 Iri damar goriiniimii - Test edilmedi +
EM 1-3 Iri damar goriiniimii - Test edilmedi +
EM 1-4 Iri damar goriiniimii - Test edilmedi +
EM 1-5 Yaprak yiizeyinde kabarciklagsma ve kalin | — Test edilmedi -
doku
EM 1-6 Biiyiime geriligi ve gelisememe - Test edilmedi -
EM 2-1 Iri damar goriiniimii - Test edilmedi +




EM 2-2 Biiyiime geriligi ve gelisememe - Test edilmedi -
EM 2-3 Biiyiime geriligi ve gelisememe - Test edilmedi -
EM 2-4 Iri damar gdriiniimii - Test edilmedi +
EM 2-5 Iri damar gdriiniimii ve kalinlasma - Test edilmedi -
EM 2-6 Iri damar gdriiniimii ve kalinlasma - Test edilmedi -
1.2.3 Tokat il Mel.'kezinden alinan 6rneklerin DAS-ELISA sonuclari
ORNEK | BELIRTI CMvV LMV MILBVV
ME 1-1 Iri damar gériiniimii — | Test edilmedi +
ME 1-2 Yaprak yilizeyinde kalinlagsma — Test edilmedi +
ME 1-3 Sekil bozuklugu ve kalinlagma — Test edilmedi +
ME 1-4 Yaprak yiizeyinde kabarciklasma ve — | Test edilmedi +
kalin doku
ME 1-5 Sekil bozuklugu ve kalinlagsma — Test edilmedi -
ME 1-6 [ri damar goriiniimii ve kalilasma — | Test edilmedi -
ME 2-1 Biiytime geriligi ve gelisememe — | Test edilmedi -
ME 2-2 Biiylime geriligi ve gelisememe — | Test edilmedi -
ME 2-3 Biiylime geriligi ve gelisememe — | Test edilmedi -
ME 2-4 Biiytime geriligi ve gelisememe — | Test edilmedi -
ME 2-5 Biiytime geriligi ve gelisememe — | Test edilmedi -
ME 3-1 Iri damar goriiniimii ve kalinlasma — | Test edilmedi -
ME 3-2 [ri damar goriiniimii ve kalinlasma — | Test edilmedi -
ME 3-3 Sekil bozuklugu ve iri damar — | Test edilmedi +
ME 3-4 Biiylime geriligi ve gelisememe — | Test edilmedi -
ME 4-1 Biiylime geriligi ve gelisememe — | Test edilmedi -
ME 4-2 Mozaik goriiniimii ve kabarciklagsma — | Test edilmedi -
ME 4-3 Yaprak yiizeyinde kabarciklagsma — | Test edilmedi -
ME 4-4 Mozaik goriiniimii — | Test edilmedi -
ME 4-5 Yaprak yiizeyinde kabarciklagsma — | Test edilmedi -
ME 4-6 Mozaik goriiniimi — | Test edilmedi -
ME 4-7 Yaprak yiizeyinde kabarciklagsma — | Test edilmedi -
ME 4-8 Sekil bozuklugu ve kabarciklasma — | Test edilmedi -
ME 5-1 Damarlar arasi renk agilmasi - Test edilmedi -
ME 5-2 Damarlar arasi renk ag¢ilmasi — Test edilmedi —
ME 5-3 Damarlar arasi renk ag¢ilmasi — Test edilmedi -
ME 5-4 Sekil bozuklugu ve kahverengi — | Test edilmedi -
lezyonlar
ME 6-1 Damarlar arasi renk ag¢ilmasi - Test edilmedi -
ME 6-2 Damarlar arasi renk ag¢ilmasi - Test edilmedi -
ME 6-3 Yaprak yilizeyinde kabarciklagsma — Test edilmedi —
ME 6-4 Damarlar arasi renk agilmasi — Test edilmedi -
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ME 6-5 Damarlar arasi renk agilmast — Test edilmedi —
ME 6-6 Damarlar arasi renk agilmast — Test edilmedi —
ME 6-7 Damarlar arasi renk agilmasi - Test edilmedi -
ME 6-8 Damarlar arasi renk agilmast — Test edilmedi —
ME 6-9 Yaprak yiizeyinde kabarciklagma ve — | Test edilmedi -
kalinlasma
ME 6-10 | Damarlar arasi renk agilmadi — Test edilmedi +
MK 7-1 Biiylime geriligi ve gelisememe — | Test edilmedi -
MKT7-2 Biiylime geriligi ve gelisememe — | Test edilmedi -
MK 7-3 Biiytime geriligi ve gelisememe — | Test edilmedi -
MK 7-4 Biiytime geriligi ve gelisememe — | Test edilmedi -
MK 7-5 Biiylime geriligi ve gelisememe — | Test edilmedi -
MK 7-6 Yaprak yiizeyinde kabarciklagsma — | Test edilmedi +?
MK 7-7 Sekil bozuklugu — | Test edilmedi +?
MK 7-8 Iri damar goriiniimii — | Test edilmedi +?
MK 7-9 Halka halka kahverengilesmeler — | Test edilmedi +?
MK 7-10 | Mozaik goriinimii — | Test edilmedi -
MK 7-11 | Yaprak yiizeyinde kahverengi renk — Test edilmedi —
dagilimi
MK 8-1 Yaprak yiizeyinde kabarciklagsma — | Test edilmedi -
MK 9-1 Damarlar arasi renk agilmasi — | Test edilmedi -
MK 9-2 Sekil bozuklugu — | Test edilmedi -
MK 9-3 Damarlar arasi renk agilmasi — | Test edilmedi -
MK 9-4 Damarlar arasi renk agilmasi — | Test edilmedi -
MK 9-5 Damarlar arasi renk agilmasi — | Test edilmedi -
MK 9-6 Sekil bozuklugu ve damarlar aras1 renk — | Test edilmedi -
agilmasi
MK 9-7 Biiytime geriligi ve sekil bozuklugu — | Test edilmedi -
MK 9-8 Damarlar arasi renk agilmasi ve — | Test edilmedi -
kabarciklagsma
MK 9-9 Damarlar arasi renk agilmasi ve — | Test edilmedi -
kabarciklagsma
4.2.4 Amasya ilindgn alnan orneklerin DAS-ELISA sonuclari
ORNEK BELIRTI CMV LMV MILBVV
MAS 1-1 Yaprak yiizeyinde kabarciklasma - Test edilmedi -
MAS 1-2 Mozaik goriiniimii — Test edilmedi —
MAS 1-3 Yaprak ylizeyinde kabarciklagsma — Test edilmedi —
MAS 1-4 Yaprak ylizeyinde kabarciklasma + Test edilmedi +
MAS 1-5 Iri damar goriiniimii - Test edilmedi —
MAS 1-6 Iri damar goriiniimii - Test edilmedi —
MAS 1-7 Damarlar arasi renk ac¢ilmasi - Test edilmedi -
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MAS 1-8 Sekil bozuklugu ve kalinlagsma Test edilmedi
MAS 2-1 Yaprak yiizeyinde kabarciklagsma Test edilmedi
MAS 2-2 Yaprak yiizeyinde kabarciklagsma Test edilmedi
MAS 2-3 Yaprak yiizeyinde kabarciklagsma Test edilmedi
MAS 2-4 Iri damar goriiniimii Test edilmedi
MAS 2-5 Mozaik goriinimii Test edilmedi
MAS 2-6 Mozaik ve iri damar goriiniimii Test edilmedi
MAS 3-1 Iri damar gdriiniimii -

MAS 3-2 Iri damar goriiniimii Test edilmedi
MAS 3-3 Damarlar arasi renk agilmasi Test edilmedi
MAS 3-4 Damarlar arasi renk agilmasi Test edilmedi
MAS 3-5 Damarlar arasi renk ag¢ilmasi Test edilmedi
MAS 4-1 Damarlar arasi renk agilmasi Test edilmedi
MAS 4-2 Damarlar arasi renk agilmasi -

MAS 4-3 Damarlar arasi renk ac¢ilmasi Test edilmedi
MAS 4-4 Damarlar arasi renk agilmast Test edilmedi
MAS 4-5 Damarlar arasi renk agilmasi Test edilmedi
MAS 5-1 Mozaik goriinimii Test edilmedi
MAS 5-2 Mozaik goriiniimii ve iri damar Test edilmedi
MAS 5-3 Mozaik goriiniimii Test edilmedi
MAS 5-4 Mozaik goriiniimii —

MAS 5-5 Mozaik goriinimii Test edilmedi
MAS 6-1 Kalin doku ve damar yapisi Test edilmedi
MAS 6-2 Sekil bozuklugu ve kalinlagma Test edilmedi
MAS 6-3 Sekil bozuklugu ve kalinlagsma Test edilmedi
MAS 6-4 Sekil bozuklugu ve kalinlagsma Test edilmedi
MAS -6-5 | Biiylime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAS 7-1 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAS 7-2 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAS 7-3 Yaprak damarlarinin irilesmesi —

MAS 7-4 Yaprak damarlarinda kalinlasma Test edilmedi
MAS 7-5 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAS 7-6 Mozaik goriinlimii ve iri damar —

MAS 7-7 Mozaik goriinimii Test edilmedi
MAT 1-1 Mozaik goriintimii ve iri damar -

MAT 1-2 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT 1-3 Mozaik goriiniim Test edilmedi
MAT 2-1 Yapraklarda iri damar goriiniimii Test edilmedi
MAT 2-2 Mozaik goriinimii Test edilmedi
MAT 2-3 Mozaik goriiniimii ve iri damar -

MAT 2-4 Yaprak damarlarinda kalinlasma Test edilmedi
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MAT 2-5 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT 2-6 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT 2-7 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT 3-1 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT 3-2 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT 4-1 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT 4-2 Yaprak damarlarinda kalinlasma Test edilmedi
MAT 4-3 Yaprak yiizeyinde kabarciklagsma Test edilmedi
MAT 5-1 Damarlar arasi1 renk agilmasi ve iri —
damar goriiniimii
MAT 5-2 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT 5-3 Damarlar arasi1 renk agilmasi ve iri —
damar goriiniimii, sert doku

MAT 5-4 Mozaik goriinimii Test edilmedi
MAT 5-5 Mozaik goriinimii Test edilmedi
MAT 5-6 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT 6-1 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT 6-2 Biiylime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT 6-3 Biiytime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT 6-4 Mozaik goriinimii Test edilmedi
MAT 6-5 Biiylime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT 6-6 Yaprak damarlarinda kalinlasma Test edilmedi
MAT-A 1-1 | Damarlar aras1 renk agilmasi Test edilmedi
MAT-A 1-2 | Damarlar arasi renk agilmasi Test edilmedi
MAT-A 1-3 | Biiylime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT-A 1-4 | Biiyiime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT-A 2-1 | Biiyiime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT-A 2-2 | Biiylime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT-A 2-3 | Biiylime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT-A 3-1 | Damarlar arasi renk ac¢ilmasi Test edilmedi
MAT-A 3-2 | Biiylime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT-A 3-3 | Yaprak yiizeyinde kabarciklasma Test edilmedi
MAT-A 3-4 | Yaprak damarlarinda kalinlasma Test edilmedi
MAT-A 3-5 | Yaprak damarlarinda kalinlasma Test edilmedi
MAT-A 3-6 | Damarlar aras1 renk agilmasi Test edilmedi
MAT-A 4-1 | Yaprak damarlarinda kalinlagma Test edilmedi
MAT-A 5-1 | Yaprak ylizeyinde kabarciklasma Test edilmedi
MAT-A 5-2 | Biiyiime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT-A 5-3 | Biiyiime geriligi ve gelisememe Test edilmedi
MAT-Y 1-1 | Damarlar aras1 renk agilmasi Test edilmedi
MAT-Y 1-2 | Damarlar aras1 renk agilmasi Test edilmedi
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MAT-Y 1-3 | Damarlar arasi renk agilmast + — -

MAT-Y 1-4 | Damarlar aras1 renk agilmasi — Test edilmedi -

MAT-Y 1-5 | Damarlar arasi renk agilmast — Test edilmedi +
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4.3 RT -PCR sonuclari

Toplanan 191 marul bitkisi drneginden DAS-ELISA yonteminde pozitif sonu¢ veren
virtislerin varhigimni tespit etmek igcin RNA izolasyonu yapilmistir. Daha sonra RNA
izolasyonu yapilan O6rneklerden hexamer primerle cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
Marul 6rnekleri arastirma konusu olan viriislerin (CMV, LMV, MiLBVV) belirlenmesi
icin virtislere spesifik primerlerle RT-PCR islemine tabi tutulmustur.

MILBVV’ye spesifik VP 286 F ve VP 287 R primerleri ile yapilan RT-PCR testi
sonucunda DAS-ELISA yonteminde pozitif sonug elde edilen ornekler test edilmistir.
28 ornekte (%14.6) beklenilen biiyiikliikte (469 bp) bant elde edilmistir (Sekil 8).

469 bp =——)

Sekil 8. MILBVV etmeninin jel {izerindeki 469 bp biiyiikligiindeki bant goriintiisii

CMV’ye spesifik CMV F ve CMV R primerleri ile yapilan RT-PCR testi sonucunda
DAS-ELISA yonteminde pozitif sonu¢ veren oOrnekler test edilmistir. 26 Ornekte
(%13.6) beklenilen biiyiikliikte (650 bp) bant elde edilmistir (Sekil 9).

650 bp

Sekil 9. CMV etmeninin jel iizerindeki 650 bp biiytikliigiindeki bant goriintiisii

4.4 Filogenetik analiz sonuc¢lari

MILBVV ile pozitif sonug veren bes izolatin RT-PCR iiriinleri sekansa gonderilmistir.
Sekans sonunda elde edilen veriler MEGAX bilgisayar programi ile analiz edilmistir
(Kumar, 2018). Olusturulan filogenetik analiz sonunda, dért MiLBVV izolat1 referans
izolat MK054246 6-ANK izolati ile benzer dallanma gosterirken, bir izolat (ME 3-3)
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dort izolattan farkli bir dallanma olusturmus ve MK054245 10-ANK izolati ile benzer

dallanma olusturmustur (Sekil 10).

MH894452 17 AG4L 1 M2
MH894451 AG4L 1M1
MH894453 AG 4 L 1M.3

— MH894454 AG4 L 1 M4

— GU139126 AUSE2

"_| AY581700 MILBVV-ALM3
98 ! AY366416 MILV-GAL1
- AY366418 MiLV-ALM2
MK054246 6-ANK

— J ME 1-2
MASG6-2
NKKS

W %

— DQ530356 Cruzes-61

I MK054244 7-ANK
L JIN576419 MILBW-SH

— MKO054245 10-ANK

GU139124 AUSA2

AY581696 MILBW-AUS1
g AY581694 MILBW-UK1
AY581697 MILBW-GER?2
94 | AY581701 MILBW-ALMA
AY366417 MILV-ALML
99 — MH894472 Pool 3 M5
100 _E\AH894471 Pool 3 M.4

AY839625 MLBVV-SON2

AY839624 MLBVV-SON1
4
AY581702 MILBVV-ALM5

0.01

Sekil 10. MiLBVV’e protein gen bolgesine ait filogenetik aga¢. Calismada kullanilan
izoaltlar mavi kutu i¢inde gosterilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismanin yapildigi Amasya ve Tokat illerindeki marul yetistiriciligi yapilan alanlarda
hastalik varligina bakilmigtir. Marul bitkisine duyulan ihtiyag¢ giin gectik¢e artmaktadir.
Amasya ilinde belli bir bolgede yogun yetistiriciligi yapilmakta iken Tokat ilinin belli
kesimlerinde daha yogun olarak marul yetistirildigini gozlemlenmistir. Cift¢ciye olumlu
ekonomik katkida bulunmasinin yani sira olumsuz etkenlerde marulda ekonomik
kayiplara sebep olmaktadir. Bunlar hastalik ve zararlilarin yani sira kimyasal bir
miicadelesi olmayan viral etmenlerin olusturdugu hastaliklar son yillarda marul
yetistirilen alanlarda 6n plana ¢ikmaktadir.

Yapilan orneklemeler sonucunda marul yapraklarinda doku kalinlagmalari, mozaik ve
kloroz, iri damar olusumu, bitkide gelisim geriligi gibi belirtiler gozlemlenmistir.
Ozellikle iri damar olusumu belirtisi MiLBVV etmeni icin karakteristik olup birgok
arastirmaci tarafindan bu hastalik belirtileri ifade edilmistir (Lot ve ark., 2002; Roggero
ve ark., 2003; Saglam ve Kamberoglu, 2019; Zelyiit ve Ertung, 2021).

DAS-ELISA yontemi ile testleme yapilan bir ¢aligmada 240 adet marul bitkisi 6rneginin
44 tanesinin MiLBVYV ile enfekteli oldugu belirtilmistir. Testlenen marul 6rneklerinin
%18.33 oraninda MiLBVV saptanmistir. DAS-ELISA yoéntemi birden fazla 6rnegin bir
arada testlenmesinden dolay1 biiyilk avantaj saglamakta olup rutin testlemelerde
kullanilabilirligi ifade edilmektedir (Clark ve Adams, 1977). Bir¢ok arastirmacida
MiLBVV etmeninin tanilamasinda DAS-ELISA yonteminden yararlanmaktadir (Alan,
2012; Sertkaya, 2015; Ertung ve Zelyiit, 2019; Saglam ve Kamberoglu, 2019).

Yapilan bu c¢alismada; DAS-ELISA testi sonucglarina gore; Tokat ilinin Niksar ilgesi
iretim alanlarindan toplanmis olan 31 marul yaprak 6rneginin 11’1 (%35.4) ve Erbaa
ilgesi tiretim alanlarindan toplanmis olan 12 6rnegin 6’°s1 (%50) pozitif sonu¢ vermistir.
Bu calismada, Tokat ilinden ve Amasya’nin Merkez-Biiyiikkizilca mevkiinden alinan
marul Orneklerinde LMV’ye rastlanilmamustir.  Farkli zamanlarda yapilacak daha
deataylh ¢aligmalarin yapilmasi plamnlanmaktadir.

Roggero ve ark., (2003), Heidari ve ark. (2010), Ertung ve Zelyiit (2019) ile Akbas ve
ark. (2021), yapmis olduklar: bir ¢alismalarda genel olarak viriislerin karigik bigimde ve
tek bicimde bulunduklarinda da arazide benzer belirtilere neden olduklarmi ortaya

koymuslardir.
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Farkli bir ¢calismada MIiLBVV etmeninin LBVaV etmeninin varligina bagli olmadigin
tek basina veya LBVV ile birlikte simptomlara sebep oldugu ve ag goriiniimiine neden
olmaktadir, LBVaV’nin ise tek olarak marul bitkisinde goriildiigliinde herhangi bir
belirti goriilmedigini ifade etmistir (Hayes ve ark., 2006; Sasaya ve ark., 2008; Araya
ve ark., 2011; Saglam ve Kamberoglu, 2019).

Calismada; DAS- ELISA testlemesi sonucunda pozitif reaksiyon veren ve absorbans
degeri yiiksek olan 54 izolatin total RNA izolasyonlar1 yapilmistir. Buradan elde edilen
RNA’lar RT-PCR’a kaynak olusturmustur.

Akbag ve ark., (2021) Ankara, Eskisehir ve Konya’da marul {iretimi yapilan yerlerde
yapilan serolojik ve molekiiler ¢alismalarda en ¢ok marul iri damar viriisii etmenin
sebep oldugu MiLBVV ve LBVaV oldugunu belirtmiglerdir.

MILBVV etmeninin vektdrii olan Olpidium spp. marul bitkisinin koklerinde spor
varliginin saptanmasi amaciyla marul bitkisi iklim odalarinda enfekteli topraklarda
yetistirilmistir. Marul bitkisinin kokleri Phillips ve Hayman (1970)’1n ifade ettigi
sekilde kok boyama yontemine gore 151tk mikroskobu altinda incelenmistir. Fungusun
spor yapilar1 goriintiilenmistir. Farkli arastirmacilar tarafindanda bu boyama yontemi
kullanilmigtir. (Woltjen, 2010; Varanda ve ark., 2011).

Bu tez calismasi Amasya ve Tokat ilindeki marul yetistirilen alanlarda MiLBVV
etmeninin varligini ortaya koymaktadir. Bunun yani sira c¢alismada MiLBVV’nin
vektorii olan Olpidium spp.’nin marul bitkisi koklerinde olusturdugu spor yapilarida
tespit edilmistir. Ornekleme caligmalar1 2022-2024 yillar1 arasinda yapilmigtir. Marul
bitkisi genis bir pazar iiriinii olup i¢ pazarda biiyiik ekonomik 6neme sahiptir. Yaprak ve
koklii formda toplanan marullar MILBVV, CMV ve LMV etmenlerine ozgii
antiserumlar kullanilarak testlenmistir. MILBVV ile enfekteli olan bitki koklerinde
Olpidium spp. varhigr gorilmiistir. Bu testlemeler sonucunda LMV etmenine
rastlanmadigi i¢in PCR’a tabi tutulmamstir. Yapilan calismalar sonucunda Tokat’in

Niksar ilgesinde yogun viriis etmeni goriilmiistiir.

Bu caligmanin sonuglarina bagli olarak; MiLBVV hastaligina kars1 alinmasi gereken
onlemlerden biri dayanikli ¢esit tercih edilmesi gerekmektedir. Bunun yani sira kiiltiirel
Onlemler biiyiik 6neme sahiptir. Tarla temizligi ve gerekli onlemler alinmalidir. Bu

konuda iiretici bilin¢lendirilmeli ve viriisle miicadele edilmelidir.
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