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Oz
" Bu ¢alismada, Antalya ili Finike ilgesi marul tiretim alanlarinda Marul
mozaik virtsi (Lettuce mosaic viriis: LMV)’niin belirlenmesi amaciyla
yuritilmiistir. Viriisiin tanilama ¢alismalarinda DAS-ELISA (Double
Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ve IC-RT-

Sorumlu Yazar PCR (Immunocapture Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
Handan CULAL KILIC yontemleri kul.!amlmlstlr. Bu amagla arastirma alanindan 92 marul 6rnegi
handankilic@isparta.edu.tr toplanmistir. Ornekler LMV etmenine spesifik antibadiler kullanilarak
DAS-ELISA testine tabi tutulmustur. DAS-ELISA yontemine gore; 5

Yazarlara ait ORCID ornek LMYV ile enfekteli bulunmustur. DAS-ELISA testinde pozitif ¢ikan
H.C.K: 0000-0003-4020-9442 5 omek IC-RT-PCR c¢alismalarinda kullanilmistir. IC-RT-PCR
E.E: 0000-0001-5693-2585 calismalarinda, LMV ye 6zgii primer g¢iftleri (1196, 1087) kullanilmis ve

LMV’nin 800 bp’lik bir kism1 ¢ogaltilarak agaroz jel elektroforezinde
beklenen seviyede bant elde edilmistir. Bu ¢alisma ile Antalya ili Finike
Received: 22.02.2023 ilgesinde LMV nin varligi ilk kez ortaya konulmustur.
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Determination of Lettuce Mosaic Virus in Lettuce Production Areas in Finike District
of Antalya Province

Usparta Uygulamali Bilimler ApStraCt . S
Universitesi, This study was conducted for detection of Lettuce mosaic virus in lettuce
Ziraat Fakiiltesi growing areas in Finike district of Antalya province. DAS-ELISA (Double
Bitki Koruma Béliimii Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ve IC-RT-
Isparta/ Tiirkiye PCR (Immunocapture Reverse Transcription Polimerase Chain Reaction)

methods were used for virus detection. For this purpose, 92 lettuce
samples were collected from the research area. Samples were subjected to
DAS-ELISA test using specific antibody for LMV. According to DAS-
ELISA; the presence of LMV were detected in 5 samples. 5 samples that
tested positive as a result of the DAS-ELISA test were used for IC-RT-
PCR. In IC-RT-PCR studies, specific primer pairs (1190, 1087) were used
for LMV and 800 bp fragments of LMV was amplified and the respected
size of band was observed on agarose gel electrophoresis. In this study,
the presence of LMV was revealed for the first time in lettuce production
areas of Finike district of Antalya.
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Giris

Ulkemizde 6nemli bir yere sahip olan sebzeler; vitamin, mineral, protein ve karbonhidrat bakimindan
zengin olmalart nedeniyle insan beslenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Sebzeler islenerek
degerlendirilebildikleri gibi taze olarak da tiiketilmektedir. Kok, govde, ¢icek, yaprak ve meyve gibi
kistmlar1 yiyecek kaynag olarak kullanilmaktadir [1]. Ulkemizin farkl ekolojik kosullara sahip olmasi,
her bolgede ve her mevsimde farkli iiriinlerin yetistirilmesine olanak saglamaktadir. Diinyada ve
tilkemizde en ¢ok tiiketilen ve tiretilen sebzelerden birisi de marul bitkisidir. Marul (Lactuca sativa L.)
Compositae familyasina ait serin iklim bitkisidir [2]. Diinyada marul {iretiminde yaklagik 29 milyon ton
ile Cin 1. sirada bulunurken [3] tilkemiz 500.000 tonluk marul {iretimi ile onuncu sirada yer almaktadir
[4]. Ulkemizde marul Akdeniz, Marmara ve Ege bélgelerinde yetistirilmektedir [5]. Antalya ilinde
yaklasik 14.669 dekar alanda marul iiretimi gerceklestirilmektedir. Bu alanda Gobekli marul tipi tiretimi
22.829 ton, Kivircik tipi 29.216 ton ve 3769 ton Aysberg tipi iiretim yapilmaktadir [4]. Antalya’nin
Finike ilgesinde nar ve narenciyeden sonra yogun olarak marul tretimi goriilmektedir [6]. Marul
yetistirilmesinde ¢ok sayida abiyotik ve biyotik faktorler etkili olmaktadir. Bu faktorler igerisinden
bitkilerde hastalik yapan viriisler marulda 6nemli zararlar olusturmaktadir. Diinyada farkl arastiricilar
tarafindan marulda tespit edilen onemli virlis hastaliklar1 sunlardir: Marul mozaik viriisii (Lettuce
mosaic virus: LMV), Mirafiori marul iri damar viriisii (Mirafiori lettuce big vein virus: MLBVV), Marul
iri damar viriisii (Lettuce big vein associated virus: LBVaV), Hiyar mozaik viriisii (Cucumber mosaic
virus: CMV), Yonca mozaik viriisii (Alfalfa mosaic virus: AMV), Seker pancari bat1 sarilik viriisii (Beet
western yellow virus: BWYV), Domates lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus: TSWV),
Bakla solgunluk viriisii (Broad bean wilt virus: BBWV), Tiitiin rattle viriisii (Tobacco rattle virus: ToORV
), Tiitlin halkali leke viriisii (Tobacco ringspot virus: ToRV) ve Salgam mozaik viriisii (Turnip mosaic
virus: TuMV) [7, 8,9, 10, 11, 12]. Diinya’da ve iilkemizde; LMV marul tiretim alanlarinda ciddi zararlar
meydana getiren 6nemli virlisler arasindadir [13]. LMV, ilk kez 1921 yilinda Amerika’nin Florida
eyaletinde marullarda tespit edilmistir [14]. Marul mozaik virlisii Potyviridae familyasinin Potyvirus
cinsine aittir. Tek sarmal RNA genomu igermektedir. Viriis ipliksi yapida ve zarfsizdir. Tek pargali ve
9-12 kb arasinda genom biiyiikliigiine sahiptir. Viriisiin konuk¢u dizisi oldukga genistir. Compositae
familyasina ait 21 konukgu bitkiyi ve 121 tiirii enfekte edebilmekte ve mekanik olarak taginabilmektedir
[15]. Viriisiin tohum polen ve yaprak bitleri ile de tagindig: bildirilmektedir. Myzus persicae (Sulzer),
Aphis gossypii Glover ve Macrosiphum euphorbiae (Thomas) en 6nemli ve etkin vektorleridir. LMV,
marul yapraklarinda mozaik, deformasyon, nekrotik ve klorotik local lezyon ile bas olusturmama ve
bitki 6liimleri gibi simptomlara neden olmaktadir. Marulun yetistigi her yerde bu hastaliga rastlandigi
ve Ozellikle hassas ¢esitlerde %80-100’¢ varan iiriin kaybina neden oldugu bildirilmektedir [13, 16, 17].
Yapilan farkl iki ¢alisma ile Antalya ilinde marul iiretim alanlarinda Domates lekeli solgunluk viriisii
ve Mirafiori marul iri damar virlisii’niin varlig1 ortaya konulmustur [18, 19]. Bozdogan [18], Antalya ili

Merkez ve ilgelerinde domates, biber ve marul alanlarinda TSWV niin belirlenmesi ile ilgili yaptig
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caligmada viriistin varligini DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri ile ortaya koymustur. DAS-ELISA

yontemine gore hastalik oranini %88.25 olarak tespit etmislerdir. RT-PCR ¢alismalarinda ise; 276 ve
514 bp’lik bantlan agaroz jel elektroforezde gézlemlemislerdir. Erdas ve Culal Kili¢ [19], Mirafiori
marul iri damar viriisii’niin belirlenmesi amaciyla Antalya ili marul {iretim alanlarindan 240 marul
ornegi toplamis ve biitiin drnekleri DAS-ELISA yontemiyle test etmiglerdir. Testlenen 6rneklerdeki
hastalik oran1 %18.33 olarak belirlenmistir. RT-PCR ¢aligmalarinda ise; MiLBVV’ye spesifik primer
ciftleri kullanilmis ve MiLBVV’nin 469 bp’lik kilif protein gen bolgesi ¢ogaltilarak agaroz jelde UV
altinda goriintiilenmistir. Agaroz jel elektroforezde MiLBVV’ye 06zgii beklenen seviyede bant
gozlemlenmistir. Antalya ili Finike ilgesinde yapilan siirveyler sirasinda virlis benzeri belirtilerin
gozlemlenmesi ve ireticilerden gelen sikayetlerin artmasi sebebiyle bu calisma olusturulmustur.
LMV’nin marul 6rneklerindeki varligi serolojik yontemlerden DAS-ELISA, molekiiler olarakta IC-RT-
PCR yontemi ile ortaya konulmustur. Bu c¢alisma; bolgede ilk kez marul alanlarinda LMV ’nin

tanilanmas1 bakimindan onem arz etmektedir.
Materyal ve Yontem
Siirvey Calismalari

Antalya ilinin Finike ilgesinde marul iiretim alanlarmda 2018 ve 2019 yillarinda LMV’ nin saptanmasi
amactyla siirveyler yapilmistir. Siirveyler sirasinda viriis benzeri belirti gosteren bitkilerden toplam 92

marul 6rnegi alinmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Siirvey sirasinda bitki orneklerinin toplanmast
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Alman yaprak ornekleri ayr1 ayr1 posetlere konulmus ve iglerine gerekli bilgileri kapsayan etiketler

yerlestirilmistir. Laboratuvarda érnekler derin dondurucuya yerlestirilmistir. Stirveyler sirasinda marul
bitkisinden alinan orneklerde yapraklarda mozaik, sararma, bitki boyunda kisalma, nekrotik leke

olusumu, damar a¢ilmasi, ve klorotik lezyonlar olan bitkiler tercih edilmistir.
Serolojik Calismalar

Viriisiin teshisinde ilk olarak bitkilere DAS-ELISA yontemi uygulanmistir. Testlemede viriise 6zgii
ELISA kitleri (Loewe) kullamlmistir. Yéntem, firmanin 6nerdigi dogrultuda yapilmistir. Oncelikle
ELISA tabaklarmin her bir ¢ukurcugu LMV’ye 6zgii antikor ile hazirlanmis tampon ¢ozelti ile
kaplanmis ve 37°C’de 4 saat bekletilmistir. Yikamay1 takiben ekstraksiyon tampon ¢6zeltisinde 6rnekler
ezilerek her bir ¢ukura 200’er uL konulmus ve +4°C’de tiim gece bekletilmistir. Konjugat buffer ve
konjugatlar sulandirilarak her bir ¢ukura ilave edilmis ve 37°C’de tekrar bekletilmistir. Son asama
olarak substrat tamponu ile hazirlanan substrattan her bir ¢ukura 200 pL konularak oda sicakliginda
bekletilerek renk degisimi gézlenmistir. Sonuglar 405 nm dalga boyunda okunmustur. Kontrol bitkisinin
absorbans degerlerine gore kontrol degerinin en az iki kat1 okuma degeri veren 6rnekler pozitif olarak

kabul edilmistir [20].

Immunocapture Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Immunocapture
RT-PCR: IC-RT-PCR)

Calismada DAS-ELISA yoOntemi sonucunda pozitif olarak belirlenen o6rnekler IC-RT-PCR
caligmalarinda kullanilmisgtir. Bu yontemde; RNA izolasyonuna gerek duyulmadan LMV’e spesifik
antibadiler kullanilmis ve bitkideki viriis immunolojik olarak yakalanmistir. Oncelikle, PCR tiipleri
LMV’ye 6zgii antibadi ile kaplanmig ve 37°C’de 4 saat bekletilmistir. Yikama isleminden sonra,
ornekler tampon soliisyonunda ezilmis ve PCR tiiplerine eklenmistir. Ornekler +4°C’de tiim gece
bekletilmistir. Sonra yikama tekrarlanmistir. PCR tiiplerinin tizerine RT-PCR karigim1 eklenerek, RT-
PCR reaksiyonu tek asamali olarak gerceklestirilmistir. Reaksiyon karigimi 20 puL’den olusmustur. Tek
bir reaksiyon karigimi; 1 pL forward primer, 1.5 uL reverse primer, 10 uL master mix buffer ve 7.5 uL
ultra saf su ile hazirlanmigtir. LMV i¢in, Krause-Sakate ve ark., [21] ve Saglam ve Kamberoglu [22]
tarafindan yapilan ¢aligmalarda daha 6ncede kullanilan kilif protein gen bolgesine spesifik 800 bp’lik
bir kism1 amplifiye eden spesifik primer ¢ifti (1196 (5‘-AAG GCA GTA AAACTG ATG-3") 1087 (5¢-
TTT ATA CTA CAG TCT TTA-3’) kullanilmigtir. Amplifikasyon i¢in 55°C’de 40 dakika, 94°C’de 3
dakika, 35 dongii, 94°C’de 1 dakika, 42°C’de 2 dakika, 72°C’de 2 dakika ve son olarak 72°C’de 10
dakika programlanmigtir. RT-PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi amaciyla agaroz jel caligmalari
ylritiilmiistiir. Bu amagla, %1°lik agaroz jel ve 1XTBE (0.089 M Tris Borate; 0.089 M Boric acid,
0.002 M EDTA) soliisyonu kullanilmig ve bantlar elektroforetik ayrima tabi tutularak LMV’ye 6zgii
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spesifik bantlarin varligi arastirilmistir. Boyama etidyum bromide ile yapilmis ve UV 15181 altinda

fotograflar ¢ekilmistir.
Bulgular ve Tartisma

LMV nin tanilanmasi amaciyla Antalya ili Finike ilgesinde marul iiretim alankarinda siirveyler yapilmig
ve virlis simptomu sergileyen 92 bitki ornegi toplanmistir. Orneklerde; yapraklarda mozaik,
deformasyon, kloroz, nekroz, damar agilmasi, bag biiylikliigiinde azalma, bitki boyunda kisalma gibi
belirtiler gézlemlenmistir (Sekil 2, 3). LMV’ nin bu belirtilere neden oldugu farkli ¢caligmalarda farkli
arastiricilar tarafindan rapor edilmistir [10, 22, 23]. Saglam ve Kamberoglu [22], LMV ile enfekteli
marul bitkilerinin yapraklarinda mozaik, nekroz, sararma, damar agilmasi, gelisme geriligi ve diizgiin

bas olusturamama gibi belirtilerin meydana geldigini belirtmislerdir.
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Antalya ili Finike il¢esi marul {iretim alanlarindan toplanan 92 adet 6rnegine olasi LMV enfeksiyonuna

karst DAS-ELISA yontemi uygulanmigtir. Buna gore testlenen 92 adet 6rnegin 5’i LMV ile enfekteli
bulunmustur. Test edilen 6rneklerin LMV enfeksiyon orani ise %5.43 olarak belirlenmistir. Benzer
sekilde Ozdemir ve Erilmez [24], Denizli ili biber, patlican ve marul iiretim alanlarinda yiiriittiikleri
calismada, marul 6rneklerinin %5.56’sinin LMV ile enfekteli oldugunu bulmuslardir. Ankara ili marul
tretim alanlarinda LMV’nin belirlenmesi ile ilgili yapilan ¢alismalarda orneklerin DAS-ELISA ile
testlenmesi sonucunda 324 6rnekten 25’inin (%7.71) LMV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir [25].
Karanfil ve ark. [26] Marmara bolgesindeki LMV ile ilgili yaptiklari ¢alismada ise 307 drnekten 35”inde
LMYV enfeksiyonuna rastlamistir. Yesil ve Agca [11] Konya ilinde marul alanlarinda farkli viriislerin
belirlenmesi ile ilgili yaptig1 calismada LMV nin enfeksiyon oranini %12.37 olarak belirlemislerdir. IC-
RT-PCR ¢aligmalarinda LMV ’nin kilif protein geninin 800 bp’lik kismini ¢ogaltan 1196 ve 1087 primer
¢ifti kullanilmigtir. Caligmalar sonucunda DAS-ELISA testleri sonucunda pozitif reaksiyon veren 5
izolat molekiiler ¢alismalarda kullanilmis ve beklenen seviyede bant elde edilmistir. Negatif kontrolde
ise herhangi bir bant olusumu gozlenmemistir (Sekil 4). DAS-ELISA testinde pozitif reaksiyon veren
ornekler IC-RT-PCR yontemi ile de teyit edilmistir. Boylece LMV nin varlig1 serolojik ve molekiiler

olarak ortaya konulmustur.

DUV D

-

s

Sekil 4. |C-RT-PCR ¢alismalart sonucunda LMYV ile enfekteli 6rnekler M: Marker (DNA
ladder;100 bp) N: Negative control; 1-5 LMV ile enfekteli marul ornekleri
Benzer sekilde ¢esitli arastirmacilarda [21, 22, 25] LMV nin kilif protein geninin 800 bp’lik kismini
cogaltarak beklenen biiyiikliikte bant elde etmigler ve bu calismaya paralel sonuglar elde etmislerdir. Bu
calisma ile Antalya ili Finike il¢esi marullarinda LMV nin varligi DAS-ELISA ve IC-RT-PCR yontemi
ile ortaya konulmustur. Bolgede LMV nin varlig ile ilgili calisgma bulunmamaktadir. Calisma, bolgede
ilk kez marul alanlarinda LMV nin tanilanmast bakimindan 6nem arz etmektedir. Gergeklestirilen bu

caligmadan elde edilen sonuclarin ileride yapilacak olan ¢aligmalara katki saglayacag diigiiniilmektedir.
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Sonuclar

Virlis hastaliklarina kars1 herhangi bir kimyasalin bulunmamasindan dolayi; virlis hastaliklariyla
miicadelede ana yaklasim viral enfeksiyonu onlemek veya geciktirmek ya da etkilerini azaltmak
olmustur. Bu hedefleri gerceklestirmek icin; karantina 6nlemleri, hastalikli bitkilerin imhasi, viriissiiz
bitki materyali ve eradikasyon gibi bitki sagligina yonelik uygulamalarin yani sira iiretim faaliyetlerinde
degisiklikler, vektorleri kontrol etmek icin pestisitlerin kullanilmasi, dayanikl ¢esitlerin yetistirilmesi
gibi cesitli yollar kullanilmaktadir. LMV’ nin miicadelesinde de 6zellikle yaprak bitleri ile miicadele,
yabanci otlarla miicadele ve temiz tohum kullanim1 gibi kiiltlirel 6nlemlerin gergeklestirilmesi ve bu
konuda fireticilerin bilinglendirilmesi 6nem tasimaktadir. Ayrica daha sonra yapilacak ¢aligmalarda,
LMV’nin Antalya ilinin diger ilgelerindeki yayginlik durumu ve miicadelesine yonelik yapilmasi
gerekenler ile LMV nin izolatlarinin dizi analizlerinin belirlenmesi {izerine ¢aligmalarin yapilmasinin,

gerekli oldugu diislintilmektedir.
Tesekkiir -Bu ¢alismay1 maddi olarak destekleyen TUBITAK'a ¢ok tesekkiir ederiz.

Fon/Finansman bilgileri - Bu ¢alisma, TUBITAK 2209 A - Universite Ogrencileri Yurt I¢i/ Yurt Dis1

Arastirma Projeleri Destekleme Programi tarafindan desteklenmistir.
Etik Kurul Onay ve Izinler Calisma, etik kurul izni veya herhangi bir 6zel izin gerektirmemektedir.
Cikar catismalary/Catigan cikarlar- Y azarlar arasinda herhangi bir ¢ikar catismasi yoktur.

Yazarlarin Katkisi- 1. yazar %60 oraninda, 2. yazar %40 oraninda katki saglamistir. Yazarlar makalenin

son halini okumus ve onaylamistir.
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