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Bu calisma 2017-2021 yillar1 sonbahar ve kig donemlerinde Adana ve
Mersin Illeri‘nde yaygin olarak marul yetistiriciligi yapilan alanlarda Marul iri
damar hastaligi (Lettuce big-vein disease, LBVD) nin saptanmasi ve bu hastaliga
neden olan etmenler (Lettuce Big-Vein Associated Virus, LBVaV ve Mirafiori
Lettuce Big-Vein Virus, MiLBVV)‘in belirlenmesi ve bu etmenlerin taginmasinda
rol alan vektorler (O. brassicae, O. bornovanus ve O. virulentus)’in molekiiler
olarak saptanmasi amaciyla yiiriitiilmiistiir. Arazi ¢ikislarinda simptomatolojik
olarak LBVD (MiLBVV, LBVaV) ile infekteli oldugundan siiphelenilen ya da hi¢
bir belirti gostermeyen toplam 85 adet marul bitkisinden 6érnekleme yapilmis ve
ELISA testleri sonucunda, MiLBVV, 18 bitkide saptanmistir. RT-PCR
calismalarinda MiLBVV i¢in MiLBVV(1) ve MiLBVV(2) primer c¢ifti ile Seyhan,
Tarsus ve Yumurtalik izolatlarindan 233 bp; LBVaV’ye 6zgii VP-248 ve VP-249
primer ¢ifti ile Seyhan, Tarsus, Yumurtalik ve Yiregir izolatlarindan 296 bp; O.
brassicae’ya 6zgii OLPbraF ve OLPR primer ¢ifti ile Tarsus izolatlarindan 204 bp;
O. bornovanus’a 6zgli OLPborF ve OLPR primer ¢ifti ile Seyhan ve Tarsus
izolatlarindan 977 bp; O virulentus’a 6zgii OLPvirF ve OLPR primer gifti ile
Seyhan, Tarsus, Yumurtalik ve Yiiregir’den toplanan marul izolatlarina ait 579 bp
biiyilikliiglinde bandlar elde edilmistir. PCR ¢aligmalar1 sonucunda, O. brassicae 5
bitkide, O. bornovanus 10 bitkide ve O virulentus 79 bitkide saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Marul, LBVD, Olpidium, DAS-ELISA, RT-PCR,
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This study was carried out to determine the Lettuce big-vein disease
(LBVD) in the areas where lettuce is grown in Adana and Mersin provinces in the
autumn and winter periods of 2017-2021, the factors causing this disease (Lettuce
Big-Vein Associated Virus, LBVaV, and Mirafiori Lettuce Big-Vein Virus,
MiLBVYV) and molecular determination of vectors (O. brassicae, O. bornovanus
and O. virulentus) involved in the transmission of these factors. A total of 85
lettuce plants were sampled from a total of 85 lettuce plants that were suspected to
be infected with LBVD (MiLBVV, LBVaV) or showed no symptoms at the exits
of the field, and as a result of ELISA tests, MiLBVV was detected in 18 plants.

In RT-PCR studies, MiLBVV(l) and MiLBVV(2) primer pair for
MiILBVV and 233 bp from Seyhan, Tarsus and Yumurtalik isolates; LBVaV
specific primer pair VP-248 and VP-249 and 296 bp from Seyhan, Tarsus,
Yumurtalik and Yuregir isolates; O. brassicae specific OLPbraF and OLPR primer
pair and 204 bp from Tarsus isolates; O. bornovanus specific OLPborF and OLPR
primer pair and 977 bp from Seyhan and Tarsus isolates; with the OLPvirF and
OLPR primer pair specific for O virulentus, bands with a size of 579 bp were
obtained from lettuce isolates collected from Seyhan, Tarsus, Yumurtalik and
Yiiregir. As a result of RT-PCR studies, O. brassicae was detected in 5 plants, O.
bornovanus in 10 plants and O. virulentus in 79 plants.

Keywords: Lettuce, LBVD, Olpidium, DAS-ELISA, RT-PCR,
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GENISLETILMIiS OZET

Sebzeler bol miktarda mineral ve vitamin barindirdiklarindan dolay1 insan
beslenmesinde Onemli bir yer tutmaktadir. Diinyada en fazla sebze iireten
iilkelerden biri de Tiirkiye’dir. Cukurova Bdlgesi iklimi, ekolojik kosullar1 ve
tarima elverigli arazilerin varligindan dolay1 sebze iiretiminde 6nemli bir yere
sahiptir ve marul yaygin olarak {iiretimi yapilan, salata malzemesi olarak tiiketimi
gerceklestirilen ve ekonomik olarak yiiksek degeri olan bir sebze ¢esididir. Tiirkiye
de dahil olmak iizere bir¢ok iilkede 6nemli sebzeler arasinda ilk siralarda yer alan
Marul (Lactuca Sativa, Asteraceae) bitkisi bircok bakteriyel, fungal ve viral
hastalik etmenleri tarafindan olumsuz yonde etkilenmektedir (Koike ve ark., 2007).

Bu , Adana ve Mersin illerinde yaygin olarak marul yetistiriciligi yapilan
alanlarda Marul iri damar hastaligi (Lettuce big-vein disease, LBVD) ’nin
saptanmasi ve bu hastaliga neden olan etmenler (Letfuce Big-Vein Associated
Virus, LBVaV ve Mirafiori Lettuce Big-Vein Virus, MiLBVV)‘in belirlenmesi ve
bu etmenlerin tasinmasinda rol alan vektorler (Olpidium brassicae, Olpidium
bornovanus ve Olpidium virulentus)’in saptanmasi amaciyla yliritilmiigtiir. Arazi
cikiglarinda simptomatolojik olarak LBVD (MiLBVV, LBVaV) ile enfekteli
oldugundan siiphelenilen ya da higbir belirti gostermeyen toplam 85 adet marul
bitkisinden 6rnekleme yapilmis ve ELISA testleri sonucunda, MiLBVYV, 18 bitkide
saptanmigtir. Viriisler igin yapilan RT-PCR g¢aligmalarinda MiLBVV igin
MiLBVV(1) ve MILBVV(2) primer ¢ifti ile Seyhan, Tarsus ve Yumurtalik
izolatlarindan 233 bp; LBVaV’ye 6zgii VP-248 ve VP-249 primer ¢ifti ile Seyhan,
Tarsus, Yumurtalik ve Yiiregir izolatlarindan 296 bp biiyiikliigiinde bandlar elde
edilmistir. Funguslar i¢in yapilan PCR calismalarinda O. brassicae’ya 6zgii
OLPbraF ve OLPR primer ¢ifti ile Tarsus izolatlarindan 204 bp; O. bornovanus’a
6zgii OLPborF ve OLPR primer ¢ifti ile Seyhan ve Tarsus izolatlarindan 977 bp; O
virulentus’a 6zgii OLPvirF ve OLPR primer ¢ifti ile Seyhan, Tarsus, Yumurtalik ve

Yiiregir’den toplanan marul izolatlarina ait 579 bp biiyiikliigiinde bandlar elde
I



edilmistir. PCR ¢aligmalar1 sonucunda, O. brassicae 5 , O. bornovanus 10 ve O
virulentus 79 bitkide saptanmistir.

Marul yetistiriciliginde o6nemli bir yere sahip olan Adana ve Mersin
[lleri'nde yiiriitiilen bu calisma sonucunda viral hastalik etmenlerinin Snemli
Olciide verim kaybina neden oldugu ve bu dogrultuda ¢ok ciddi ekonomik zararlara
yol agtig1 tespit edilmistir. Bu hastaliklara neden olan viriislerin 6zellikle kimyasal
miicadelesinin olmamasi ve vektor etmenler ile uzun yillar siiresince yetistirme
alanlarinda barinabilmelerinden dolay1 ayr1 bir 6nem arz etmektedir. Bu nedenle
viriis hastaliklarina karsi viriisten ari tohum ve iiretim materyalinin kullanilmasi,
toprak solarizasyonunun yapilmasi, koruyucu kiiltiirel uygulamalar, dayanikli veya
tolerant cesitlerin tercih edilmesi ¢ok oOnemlidir. Bolgede bulunan iireticilerin
bilinglenmesi acisindan viriis hastaliklart miicadelesi konusunda egitimler

diizenlenmelidir.
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1. GIRIS Giiler TANLI

1. GIRIS

Diinyada sebzeler iizerine yapilan c¢aligmalar, sebzelerin insan
beslenmesindeki Oneminin daha fazla anlasilmasma olanak saglamistir. Bu
calismalarla, 6zellikle bitki 1slahinin sagladig1 yararlar ortaya ¢ikmis ve bdylece
elde edilen basarilar olaganiistii boyutlara ulasmustir. Sebzelerin, saglikli
beslenmedeki yerinin anlasilmasindan sonra insanlarin sebze tiiketimine yonelimi
artmistir (Esiyok, 2012). Kiiltiire alinmis veya dogal popiilasyonlarindan
toplanarak tiiketilebilen sebzeler, insan beslenmesinde igerdikleri vitamin, mineral
maddeler, karbonhidrat, protein ve yag bakimindan onemli bir etkiye sahip
olmaktadirlar (Vural ve ark., 2000).

Taze meyve ve sebzeler insan beslenmesinin dnemli bilesenlerindendir.
Vitamin ve mineraller agisindan zengin oldugundan diyetin kalitesini yiikseltmekte
ve besleyici degerini arttirmaktadir (Yiicel ve ark., 2009). Bu nedenden dolay1
minimal iglem goérmiis meyve ve sebzeler gelismis iilkelerde olduk¢a yaygindir ve
gelismekte olan iilkelerde ise tazelik ve kolay bulunabilirliginden dolay1
popiilaritesi artmaktadir (Chaudry ve ark., 2004).

Marul, diinya iizerinde {iretimi yaygin olarak yapilan ve sevilen bir salata
malzemesi olarak tiiketimi gerceklestirilen, ekonomik olarak yiiksek degeri olan bir
sebze ¢esididir. Salata gurubu sebzeler icerisinde en cok tiiketilen sebze tiirii olup;
yilin tamaminda pazarlarda bulunabilen, tek senelik serin iklim sebzesidir (Aybak,
2002) ve genelde diger sebzelerin yetistirilemedigi nispeten serin bolgelerde
yetistirilebilmesinin yaninda, besleyici deger yoniinden zengin olmakla birlikte 100
g marul %96 su, 13 cal enerji, 0,9 g protein, 0,1 g yag, 2,9 g karbonhidrat, 330 IU
A vitamini, 6 mg C vitamini, 0,06 mg Thiamine ve Riboflavin, 0,3 mg Niacin, 20
mg Ca, 22 mg P, 0,5 mg Fe, 9 mg Na ve 175 mg K icermektedir (Peirce, 1987).

Salata marulun anavatani, Anadolu, Kafkasya, [ran ve Tirkistan olarak
kabul edilmistir. Marul 6nceleri tababette daha sonra da M.O. 4500 yillarindan

itibaren de insan beslenmesinde kullanilmaya baslanmistir. ilk zamanlarda
1



1. GIRIS Giiler TANLI

yetistirilmeye baglanan marullar, bas meydana getirmeyen, agik yaprakli veya
gevsek basl tipler olmustur. Eski Misir mezar taglar1 iizerinde goriilen Yedikule
tipi marul graviirleri, marulun ¢ok eski zamanlardan beri insan gidasi olarak
kullanildiginin bir isaretidir. Yeni diinyanin ilk kesfi ile birlikte 1494 yillarinda
Amerika’ya gotiiriilmiistiir. Giiniimiizde bilinen alt1 tipininde, daha 6nce Ortacag
Avrupa’sinda bugiinkii haliyle varligi, tarihi kayitlardan anlagilmaktadir (Salk ve
ark., 2008).

Tek yillik serin iklim sebzesi olan marulun optimum gelisme sicakligi 15-
18°C olup, sicakligin 20°C’yi gecmesi gelismesini olumsuz etkilemektedir. Bunun
yaninda, marul 0°C altindaki —2 °C veya —3°C gibi diisiik sicakliklara kisa siire
dayanabilmektedir (Splittstoesser, 1990; Gilinay, 1992). Ayrica fotoperiyot 6zelligi
bakimindan uzun giin bitkisi olup, yaz aylarinda yiiksek sicakliga bagl olarak hizli
bir sekilde ciceklenme gosterir (Ware and McCollum, 1975; Giinay, 1992). Bu
sebeplerle, marul yetistiriciligi iilkemizde 1liman yorelerde sonbahar, kis veya
erken ilkbahar doneminde yapilmaktadir (Esiyok ve ark., 1996).

Ulkemizde ticari boyutta marul iiretimi yaygin olarak Ege, Marmara ve
Akdeniz bolgelerinde yaz aylari disinda her mevsimde yapilmaktadir (Polat ve ark.,
2001).

Salata-marul besleyici 6zelligi olmayan, diisiik kalorili fakat istah acici
Ozelligi sebebiyle sofralarimizin vazgecilmez bir sebzesidir. Protein ve yag oranlari
yok denecek kadar azdir ve nigasta bulundurmazlar. Ancak, iyi bir A vitamini ve C
vitamini kaynagidirlar. Yapraklarinda anthosiyanin igeren renkli yaprakli tiplerinin
de karotenoidlerce zengin oldugu bilinmektedir. Bu sebeple salata-marullar kalp ve
dolagim sistemi sagligini korumasi bakimindan biiyiikk 6neme sahip, antioksidan
ozelligi yiliksek olan sebzelerdendir (Salk ve ark., 2008). 100 gr salata- marulun;
94-95 graminda su, 1-1,5 graminda protein, 0,2-0,4 graminda yag, 1,5-2,5
graminda karbonhidrat ile 30 miligraminda kalsiyum, 40 miligraminda fosfor ve
1,5 miligraminda demir bulunmaktadir (Dillingen, 1956; Giinay, 2005). Ozellikle

yapraklarda nitrat birikiminin en yliksek oldugu sebzelerden biridir (Santamaria,
2
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2006). Ayrica kalite 6zellikleri iizerine iklim kosullart da énemli derecede etkilidir
( Dorais ve ark., 2001).

Marul, Astaraceae (Compositeae) familyasinin iiyesi olup, bilimsel adi
Lactuca sativa L. romana Gars’dir. Marulun morfolojik 6zellikleri arasinda en
onemli yeri tiiketilen kismi1 olan yaprak 6zellikleri almaktadir. Yapraklarin diiz
veya kivircik olusu ile yaprak rengi 6nemli birer ayirici faktordiir. Ayrica, yaprak
sekli ve rengi yaninda gdbek ve bas olusturma, yaprak etliligi, gevrekligi ve
erkencilik gibi ozellikler de ayiric1 faktorler arasinda sayilabilir (Vural ve ark.,

2000).

Cizelge 1.1. Marulun Taksonomisi

Alem Plantae

Takim Asterale

Familya Asteraceae (syn. Compositae)
Cins Lactuca

Tar L. sativa L.

Bu tiir genellikle 30-100 cm yiikseklikte, tamamen tiiysiiz, sar1 ¢igekli,
beyaz siitlii, otsu bir kiiltiir bitkisidir (Baytop, 1999). Ayrica 12-15 °C sicakliga
sahip aylarda ve hafif asitli, verimli, pH’s1 5.8-7.0 olan topraklarda nispeten iyi
gelisim gostermektedir (Soundy ve ark., 2005).

Celikel ve Tunar (1996)' a gore, Lactuca sativa 4 varyete altinda

toplanmaktadir. Bunlar;

1. Lactuca sativa (L.) var. angustana (Kuskonmaz salatalar1): Bu gruba
dahil olan bitkilerde bas tesekkiil etmez, kalin bir sap meydana gelir. Bu sap kismi
yendigi i¢in adina kugskonmaz salatasi denir.

2. Lactuca sativa (L.) var. crispa (Kivircik yaprakli salata): Bas

baglamayan bu bitkiler bol miktarda kivircik sekilli ve yesil sar1 arasinda degisik

3



1. GIRIS Giiler TANLI

yapraklara sahip yapraklar olustururlar. Yapraklar koparilarak veya kesilerek yenir.
Ulkemizde uzun zamandan beri kiiltiirii yapilmaktadir. Kivircik yesil salata olarak
taninir.

3. Lactuca sativa (L.) var. longifolia (Marul): Yapraklar1 birbiri {izerine
ortiiliir, gevrek ve dik bir bag olusturur. Yapraklar tamamen uzun ve ters yumurta
seklindedir. I¢ Yapraklar beyaz renkte olup, esas yenen kismi olustururlar. Marulun
halen iki formu vardir. Birisi gevsek kapanan bas marul, digeri son zamanlarda
ortaya ¢ikmig bag baglamayan ve yapraklar pisirilerek yenen maruldur.

4. Lactuca sativa (L.) var. capitata (Gobekli bas salatalar): Ulkemizde son
zamanlarda yetistiriciligi hizla gelisen ve bag salata olarak adlandirilan salatadir .
Gevsek rozet yapraklara veya kapali bir basa sahiptir. Basin gevsek olmasi
arzulanmayan bir oOzelliktir. Siki basli formlar kendi arasinda ikiye ayrilir.
Yapraklar1 diiz ve yagl olanlara Butterhead, yapraklari az yagli veya yagsiz
kivircik olanlara ise Iceberg tipi denmektedir (Oztiirk, 2011).

Tiim diinyadaki 2019 yil1 marul iiretimini kapsayan verileri inceledigimiz
zaman, Tiirkiye marul yetistiriciliginde 214.170 hg’lik bir tiretimde bulunarak, 5.
sirada yer alirken, 23.335 ha marul ekim alani ile 6. sirada bulunmaktadir (Cizelge,

1.2).

Cizelge 1.2. Ulkelere Gore Diinya Marul Uretim Alanlari (ha) ve Miktarlar1 (hg)
(Anonymous, 2020 )

Ulke Ekilen Alan (ha) Uretim (hg)
ABD 105.100 350.953
ispanya 35.360 285.580

Cin 66.8714 243.968
italya 33.690 225.283
Tarkiye 23.335 214170
Hindistan 199.778 63.205
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Tiirkiye’nin 2019 yili marul iiretimi ve tiiketimine bakildiginda; 779.000
hektarlik alanda yaklasik olarak 31,2 milyon ton sebze iiretimiyle Tiirkiye
diinyanin en fazla sebze iireten iilkelerinden biri olmustur. Bu {iretimin igerisinde
Marul (Kivircik 207.234 ton, Gébekli 225.639 ton ve Aysberg 87.278 ton) 520.151
ton tretim ile yaklasik olarak %2’lik bir paya sahiptir. Ayrica kisi bast marul
tiikketimi 2019 ve 2020 yillarinda 5,2 kg olarak hesaplanmistir (Cizelge, 1.3).

Cizelge 1.3. Tiirkiye Sebze Uretim Alanlari (ha), Marul Uretim Miktarlar1 (Ton) ve
Kisi Bas1 Marul Tiiketim Miktar1 (kg) (Anonim, 2020a; b)

Ekilen Alan (ha) | .. Kisi basina tuketim
Yil Uretim (Ton)
(Kg)

2015-2016 804.000 447 492 4,9
2016-2017 798.000 478 442 5,2
2017-2018 784.000 490 423 53
2018-2019 790.000 487 543 5,2
2019-2020 779.000 499 766 5,2

Son yillarda yapilan c¢alismalarda viriislerin, diger bitki hastalik
etmenlerine gore daha fazla hastalik olusturdugu bildirilmistir (Yardimei, 2013).
Ayrica Kimyasal miicadelesinin olmamasi nedeniyle bitki viriis hastaliklari, diger
hastalik etmenlerinden farkli olarak kontrol edilmesi olduk¢a zordur ve vektorleri
sayesinde sezon boyunca infeksiyon olusturabilmekle beraber marullarda yaprak
kalitesini olumsuz yonde etkileyerek bitkilerin satisina engel olmaktadir. Bunlarin
yanisira iklim, ¢evresel kosullar ve kiiltiirel kontoller gibi etkilere bagh olarak,
marul bitkilerinde %100’e varan kayiplara neden olabilmektedirler (Pavan ve ark.,
2008).

Tiirkiye’nin de i¢cinde yer aldig1 birgok {ilkede 6nemli sebzeler arasinda yer
alan marulda hastaliga neden olan bir¢ok viral etmen rapor edilmistir (Rosello ve

ark., 1996; Moreno ve ark., 2004; Yilmaz ve ark., 1995; Candresse ve ark., 2007,
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Sertkaya ve ark., 2012; Kamberoglu ve Alan, 2011; Erkan ve ark., 2013; Sertkaya,

2015).

Cizelge 1.4. Marul Bitkisinde Hastalik Yapan Viral Etmenler (Alan, 2012)

Viral Etmenin Tiirkgesi

Tespit Edilen Viral Etmen

Yonca mozaik virlsu

Alfalfa mosaic viriis (AMV)

Sekerpancari bati sarilik virisi

Beet western yellows virus (BWYV)

Sekerpancari sari bodurluk viriisi

Beet yellow stunt virus ( BYSV)

Bidens mozaik virtst

Bidens mosaic virus ( BMV )

Bakla solgunluk virtisu

Broad bean wilt virus (BBWV )

Hiyar mozaik virisu

Cucumber mosaic virus (CMV )

Marul iri damar virtsu

Lettuce big vein virus (LBVV)

Marul iri damar virtsut

Mirafiori lettuce big vein virus (MiLBVV)

Marul bulasici sarilik virisi

Lettuce infectious yellows virus ( LIYV)

Marul mozaik virtist

Lettuce mosaic virus (LMV)

Marul nekrotik bodurluk virist

Lettuce necrotic stunt virus ( LNSV)

Marul nekrotik sarilik virisu

Lettuce necrotic yellows virus ( LNYV)

Marul nokta beneklenme virtist

Lettuce speckles mottle virus ( LSMV)

Sowthistle sari damar virtist

Sowthistle yellow vein virus ( SYVV )

Tatln rattle virtsi

Tobacco rattle virus ( ToRV')

TUtln halkall leke virGsi

Tobacco ringspot virus ( ToRV)

Domates benekli solgunluk viriist

Tomato spotted wilt virus (TSWV)

Salgam mozaik virisi

Turnip mosaic virus ( TuMV)

Marul iri damar (LBV) hastaliginin etiyolojisinin anlasilmasi oldukga
yavas seyretmis, ilk olarak Jagger ve ark. (1934) Amerika’da bu hastaliga bir
viriisiin neden oldugunu bildirmislerdir. Daha sonra, Araya ve ark. (2011)’1 bu
viriisler lizerinde calisarak; hastaligin, diinyada o6zellikle iliman veya Akdeniz

iklimine sahip bolgelerde yaygin oldugunu gostermislerdir. Hastalik adini, yaprak
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deformasyonlar1 ve esas olarak yapraklarin damarlari boyunca klorofillerin
bozulmasiyla olusan renk agilmasi ile beliren ‘iri damar’goriintiisiinden almistir
(Falk, 1997; Vetten ve ark., 1987). En tipik belirtileri damarlarda bantlasma ve
kivrilma ile yaprak deformasyonlarinin olusmasidir. Bu simptomlar, bas
olusumunu Onleyerek veya geciktirerek ve bas boyutunda kiiciik kalmaya neden
olarak hasat edilebilir bitki oranin1 azaltabildikleri i¢in biiyiik bir ekonomik 6neme
sahiptir (Ryder, 1980; Walsh, 1992).

Son yillarda iilkemizde ekonomik olarak onemli kayiplara neden olan
marul iri damar hastaligina neden olan etmenle ilgili ¢calismalara, 2000’li yillarda
beklenmedik bir gelisme eklenmistir; hastalifin baslangigta varikosaviriis, Marul
big vein viriisii (LBVV)’niin infeksiyonuna bagli oldugu diisliniilmekteyken;
ilerleyen yillarda yapilan ¢alismalar baska bir viriis olan Ophiovirus, Mirafiori
latent virus (MiLV)’m, LBVV ile infekte olmus bitkilerde mevcut oldugu
bildirilmistir (Roggero ve ark., 2000).

Bulgular, Iri damar hastaligina neden olan viriislerin konukguda
olusturduklar1 simptom ile ilgili baz1 farklilar icermektedir; Roggero ve ark.
(2000)’nin sonuglarina gore; tek bagina MiLV ile infekte olmus bitkiler tipik marul
iri damar hastaligi sergilerken, sadece LBVV ile enfekte olmus bitkilerin higbir
simptom gostermedigi bildirilmistir. Diger yandan Lot ve ark. (2002); Sadece
MiLV infekte edilen marul, LBV V'nin varligindan veya yoklugundan bagimsiz
olarak siirekli iri damar simptomlar1 gelistirdigini bildirmislerdir ve benzer bir
calisma da Sasaya ve ark. (2008) ile Araya ve ark. (2011)’t MiLBVV’ nin tek
basina LBVD simptomlari i¢in yeterli oldugunu gostermistir. Hayes ve ark. (2006)’
a gore ise MiLBVV ve LBVaV’nin her ikisinin birlikte bulundugu zamanlarda
infeksiyon olustugu gozlenmistir.

Allen (1948), hastaliga neden olan etmenin vektdr yardimi olmadan kok
infeksiyonuna neden olan bir virlis oldugu goriisiinii benimserken iki yil sonra
Haeske (1950), iri damar ile infekteli bitki koklerinde ¢ubuk seklinde viriis benzeri

parcaciklar oldugunu rapor etmistir. flerleyen yillarda ise iki farkli arastirici grubu
7



1. GIRIS Giiler TANLI

(Fry, 1958; Grogan ve ark., 1958) O. brassicae ve iri damar hastalig1 arasinda
giiclii bir iligski oldugu sonucuna varmistir. Daha sonra Campbell 1962 yilinda, O.
brassicae'yi viriisiin bitkiden bitkiye olasi bir tasiyicisi olarak tanimlamigtir
(Campbell, 1962). Ayni1 yil Tomlinson ve Garrett (1962), O. brassicae
zoosporlarinin hastaligin tasiyicist olabilecegini One siirmiistiir. Bir yil sonra
Campbell ve Grogan, iri damar viriisiiniin (BVV) marul bitkilerine iletimiyle ilgili
calismalar yapmislardir (Campbell ve Grogan, 1963). 1964 yilinda Tomlinson ve
Garrett, capraz asilama denemeleri yapmustir ve viruliferous olmayan O.
brassicae'nin, viriisi, viriis ile infekteli marul koklerinden elde ettigini ve daha
sonra hastalig1 saglikli marullara iletebildigini gostermistir (Tomlinson ve Garrett,
1964). Teakle (1962) O. brassicae'nin tiitiinde, TNV nin ve Hiruki (1964, 1965)
TSV’nin vektorii olarak gorev aldigini bildirmiglerdir. Bitkileri infekte eden iki
viriisii tasima kabiliyeti géz oniine alindiginda, o zaman bilinen adiyla O. brassicae
bir vektdr olarak tanimlanmustir. ilerleyen yillarda yapilan calismalar ise O.
brassicae’nin Marul iri damar hastaligi bulunan bitkilerden Mirafiori lettuce big-
vein virus (MLBVYV) ve Lettuce big-vein associated viriis (LBVaV)’l tasidigini
gostermistir (Kuwata ve ark., 1983; Huijberts ve ark., 1990; Lot ve ark., 2002).
Cizelge 1.5.te Olpidium spp. tarafindan bulagtigi bilinen veya siiphelenilen

virusler listelenmektedir.
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Cizelge 1.5. Olpidium spp. tarafindan taginan viriisler

Viris Kisaltma | Cins Fungal Edinim Referans
Vektor Ortami
Tombusviridae
Cucumber necrosis virus CNV Tombusvirus | O. In vitro (Dias, 1970)
bornovanus
Cucumber leaf spot virus | CLSV Aureusvirus 0. In vitro (Campbell ve ark.,
bornovanus 1991)
Cucumber soilborne virus | CSBV Carmovirus 0. In vitro (Campbell ve ark.,
bornovanus 1995)
Melon necrotic spot virus MNSV Carmovirus O. In vitro (Campbell ve ark.,
bornovanus 1991)
Squash necrosis virus SgNV Carmovirus 0. In vitro (Campbell ve ark.,
bornovanus 1991)
Red clover  necrotic | RCNMV Dianthovirus O. In vitro (Lange ve ark., 1977;
mosaic virus bornovanus Macfarlane, 1982)
Chenopodium  necrosis | ChNV Necrovirus O. brassicae In vitro (Tomlinson ve
virus ark.,1983)
Lisianthus necrosis virus LNV Necrovirus O. brassicae In vitro (lwaki ve ark., 1987)
Tobacco necrosis virus-A TNV-A Necrovirus O. brassicae In vitro (Fry ve ark., 1996;
O. virulentus Temmink ve ark.,
1970; Hiruki, 1965;
Lot ve ark., 2002;
Teakle, 1962)
Tobacco necrosis virus-D | TNV-D Necrovirus O. brassicae In vitro (Fry ve ark., 1996;
O. virulentus Temmink ve ark.,
1970; Hiruki, 1965;
Lot ve ark., 2002;
Teakle, 1962)
Viruses in unassigned
families
Mirafiori lettuce virus MiLBV Ophiovirus O. brassicae In vivo (Lot ve ark.,, 2002;
O. virulentus Hiruki, 1965; Teakle,
1962)
Tulip mild mottle mosaic | TMMMV Ophiovirus O. brassicae In vivo (Morikawa ve ark.,
virus 1995)
Freesia leaf necrosis | FLNV Varicosaviru | O. brassicae In vivo (Bouwen, 1994,
virus S Milne, 2002; Van
Dorst ve ark., 1988)
Lettuce big vein virus LBvaVv Varicosaviru | O. brassicae In vivo (Lin ve ark., 1970;
s O. virulentus Lot ve ark., 2002;
Hiruki, 1965; Teakle,
1962)
Lettuce ring necrosis | LRNV Varicosaviru | O. brassicae In vivo (Bos ve ark., 1996;
virus s Campbell ve ark.,
1996)
Tobacco stunt virus TSV Varicosaviru | O. brassicae In vivo (Fry ve ark., 1996;
s O. virulentus Temmink ve ark.,

1970; Hiruki, 1965;
Lot ve ark., 2002;
Teakle, 1962)
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In vivo olarak yapilan ¢alismalar viriis-vektdr iliskisini; biinyesinde viriis
bulundurmayan vektoriin (bitkinin vejetatif organlarinda viriisiin yasam dongiisii
devam ettigi siirece) konukgu bitkinin koklerinden virlisii elde ettigini,
Sporangia'dan salinan zoosporlarin viriisii protoplastlarinda tasidigini ve saglikli
koklere ilettigini, ayrica viriistin vektoriin dinlenme sporlarina girdigini ve boylece
konukeu bir bitkinin yoklugunda yillarca varligini devam ettirebildigini bildirmistir
(Campbell, 1962-1985-1996). Campbell, TNV ve LBVV'nin O. brassicae ile
tasinmasina dayanan calismalarinda iki tiir virlis-vektor iliskisi tanimlamistir
(Campbell, 1996; Campbell ve ark., 1966); Bunlardan birincisi In vitro edinimdir
ve bu sekildeki tasinmada; viriis, disardaki toprak/su ortaminda bulunan viruluferus
zoosporlarin bitki kok sistemine penetrasyonu ile elde edilir ve burada dinlenme
sporlarinda viriis mevcut degildir. Ikinci olarak In vivo edinimde viriis, bitki icinde
cogalir ve fungus tarafindan almir ve viriis fungusun, dinlenme sporlar ve
muhtemelen zoosporlar i¢inde de bulunur.

Giiniimiizde bitki viriislerinin vektorleri olarak bilinen alti zoosporik
organizma tirii vardir. Funguslar iginde ii¢ tiir; Olpidium bornovanus (= O.
radicale), O. brassicae (Campbell ve ark., 1994) ve O. virulentus (Sasaya ve
Koganezawa, 2006)’dur. Bitki viriis vektorleri olan plasmodiophorid tiirleri ise
Polymyxa graminis, P. betae ve Spongospora subterranea’dir. Son rDNA sekans
analizleri, plazmodioforidlerin funguslar ile yakindan iliskili olmayan, ancak
protistler i¢inde ayr1 bir grup oldugunu ve en c¢ok diyatomlar ve lifli alglerin
parazitleri ile yakindan iliskili oldugunu gostermektedir (Bulman ve ark., 2001;

Dick, 2001; Kanyuka ve ark., 2003; Ward ve Adams, 1998).

10



1. GIRIS Giiler TANLI

Cizelge 1.6. Fungusun Taksonomisi

Sube Chytridiomycota
Sinif Chytridiomycetes
Takim Chytridiales
Familya Olpidiaceae

Cins Olpidium

Olpidium spp. ve plazmodioforidler, her ikisi de bitki koklerinde zorunlu
hiicre i¢i parazitleri olmalar1 bakimindan benzerdir; yasam dongiisii igerisinde
duvarsiz, hareketli zoosporlar ve c¢evre kosullarina direngli dinlenme sporlar
uretirler (Barr, 1980; Braselton, 1988). O. bornovanus ve O. brassicae zoosporlari,
posterior olarak yerlestirilmis tek bir flagelluma sahiptir ve karakteristik bir
“sarsintili” yiizme deseni sergiler ve birbirinden kolayca ayirt edilebilir; O.
bornovanus'un zoosporlart daha uzun kamgiya sahiptir, zoosporangia daha
biiyiiktiir ve dinlenme sporlart yildizdan ziyade piriizsiizdiir (Barr, 1968).
Plazmodioforid zoosporlar, morfolojik olarak olpidium zoosporlarindan oldukga
farklidir; iki adet, esit olmayan, One yerlestirilmis kamgiya sahip olmalari buna
ornek olarak verilebilir (Braselton, 1995).

Vektoriin, dinlenme sporlari ile wviriisii tasima mekanizmast halen
bilinmemekle beraber; Simdiye kadar, in vivo iletilen viriisler i¢in dinlenme
sporlarinda virlis varligina iligkin en iyi kanit 1996 yilinda Campbell tarafindan,
viriilifer vektore ait sporlarinin sert kimyasal muameleden sonra bile viriilifer
oldugu ve dinlenme sporlarin dogada on yillar boyunca viriilifer olarak kaldigini
gosteren bulgulardir (Campbell, 1996).

Olpidium tiirlerinin; salatalik, marul, havug, brokoli ve lahana gibi bir¢cok
farkli bitkiyi infekte ettigi bilinmektedir (Campbell ve ark., 1994).

Tiim bu bilgiler 1s183inda Marul Iri-Damar Hastaligi (Lettuce Big-Vein
Disease, LBVD) Adana ve Mersin Illeri’nde marul yetistiriciligi yapilan alanlarda

yaygin olarak bulunarak ireticiler i¢in ekonomik ag¢idan 6nemli kayiplara neden
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olmaktadir ve vektorleri hakkinda ¢ok az bilginin bulunmasi bu tez ¢aligmasinin

konusunu olusturmustur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Pek ¢ok caligma, viriisiin zoosporun ylizeyine adsorbe oldugu ve viriis ile
zoospor arasindaki iligkinin spesifik oldugu fikrini desteklemektedir (Adams, 1991;
Campbell, 1996). Virlisiin zoospor adsorbsiyonu, olas1 bir in vitro ortamda bulagan
viriisler i¢in taginma yolu olarak goriinsede, edinilmis viriisiin daha sonra kok
hiicrelere bulagsma sekli bilinmemektedir. Calismalarda encysted olpidium
zoosporlarin protoplasti kok hiicre sitoplazmasina enjekte edilmistir ve sonra
zoosporun kist duvarmin, tonoplastinin ve plazmalemmasinin geride kaldigi
goriilmiigtiir. Bu, zoospor plasmalemmasina adsorbe edilen viriisiin kok
sitoplazmasina nasil girdigini agiklamaktadir. Benzer bircok calisma da, zoospor
flagellumunun aksonemal kilifina baglanan viriisiin, kamg1 retraksiyonu sirasinda
zoospor sitoplazmasina girdigini bildirmektedir (Campbell, 1996; Stobbs ve ark.,
1982; Temmink, 1971).

O. brassicae zoosporlari ile yapilan bir calisma, flagellumun aksonemal
kilifinin, kamegr retraksiyonu sirasinda aksoneme ile birlikte zoosporlara ¢ekildigini
ve bdylece zoospor gozeneklerine sitoplazmaya alinmasin1 saglayan bir
mekanizmaya izin verdigini gostermektedir (Temmink, 1971). Bunun ardindan
Stobbs ve ark. (1982), O. bornovanus ile yaptiklart CNV bulagma ¢aligmalarinda,
daha 6nce CNV pargaciklar ile inkiibe edilen zoosporlarda, kam¢i retraksiyonu
sonrasinda zoospor i¢inde olusan zarlarin kivrimlari arasinda biiylik miktarlarda
viriis pargaciklart bulundugunu gostermislerdir.

Ureme, morfoloji, konukgu 6zellesmesi ve viriis tasiyabilme yetenekleri
bakimindan Olpidium virulentus ve O. brassicae farklilik gostermektedir
(Sahtiyanci, 1962; Temmink ve ark., 1970; Koganezawa ve ark., 2004;
Koganezawa ve ark., 2005). Barr’a (1968) gore O. brassicae ve O. bornovanus
kolaylikla ayirt edilebilir. O. bornovanus zoosporlarinin govdesi elipsoidal ve

yaklagik 4.5 x 8 um iken, O. brassicae zoosporu kiireseldir ve sadece yaklasik 3.3 x
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5.6 um'dir. O. bornovanus'un zoosporlari daha uzun flagella'ya sahiptir,
zoosporangia daha biiyiiktiir ve dinlenme sporlar yildizdan ziyade piiriizsiizdiir.

2009 yilindaki bir ¢alisma, O. virulentus ve O. bornovanus'un ayn bitkileri
ayni anda infekte edebildiklerini gdsterirken, O. brassicae'min bitkilerde, diger
Olpidium tirleri ile birlikte ortak infeksiyon gergeklestiremedigini gdstermistir.
(Herrera-Vasquez ve ark., 2009).

Fry ve Campbell (1966), Olpidium spp.’nin liremesinin, duyarl g¢esitlerde,
toleransli olanlardan, daha yiiksek oldugunu agiklamislardir.

Campbell ve ark. (1995), O. bornovanus'un farkli izolatlarinin belirli bir
viriisii farkli verimlilikle ilettigini bildirmislerdir.

Olpidium yasam dongiisliniin mevcut anlayisinin ¢cogu Temmink tarafindan
aciklanan ilk caligmalardan gelmektedir (Temmink, 1971). Zoospor tarafindan
viriis ediniminin ilk asamasi biiyiilk olasilikla flagellum'un (aksoneme ve
aksonemal kiliftan olusur) zoospor govdesi icine ¢ekilmesi ile gerceklesmektedir;
bununla birlikte, flagellum'un gelismekte olan kistin etrafina sarilma olasilig1 da
goz ardi edilmemelidir. Yeni olusmus zoosporlar elektron mikroskoplarinda
genellikle kist icindeki plazmalemma ile iligkili olarak gelisen bir “zar” olarak
goriilmektedir (Stobbs ve ark., 1982; Temmink, 1971). Bu, flagellumun aksonemal
kilifinin, aksoneme ile birlikte zoospor gdvdesine gekilebildigini ve aksonemal
kilifin, bu islem sonrasinda bir zara doniistiiglinii gostermektedir. Konukgu hiicre
penetrasyonu sonucunda, fungus infeksiyonuna yanit olarak, konukgu hiicre
tarafindan iiretilen degisken boyutlu bir papillum iiretimi olusmaktadir ve buna ek
olarak, kistte papillumun birlestigi yerde bir delik olusmaktadir. Daha sonra kist
protoplastinin, konuk¢u hiicre plazma zarindaki bir delikten konuk¢u hiicre
sitoplazmasina hareket ettigi goriilmektedir. Kist sitoplazmasi, yeni olusturulmus
bir plazmalemma ile birlikte, orijinal plazmalemma, tonoplast ve kist duvarinin
ardinda birakilarak konukcu hiicreye salinir. Thallus, bir sonraki iki gilin i¢inde
genigler, yine de konukc¢u sitoplazmasindan sadece ince bir zar ile aynlir.

Zoosporangiye doniisecek olan Tali ¢ok g¢ekirdekli hale gelir ve plazmalemma
14
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disinda etrafinda kalin bir duvar olusturur. Vasikiiler bolinme yaklagik bir giin
sonra gerceklesir ve daha sonra zoosporangiumun zoosporlarini olusturmak igin
geligir. Olgun zoosporangiumun olusumunu, zoosporangiumun su ile temasindan
sonra bir¢cok olgun zoosporun serbest birakildig: bir ¢ikis tiipiiniin olugmasi takip
eder. Thallus ayrica dinlenme sporlarina doniisebilir, ancak bu durumda ¢ok
cekirdekli hale gelmez. Dinlenme sporunun olusumunun iireme asamasiyla ilgili
olduguna inanilmamaktadir.

Pek ¢ok calisma, viriisiin zoosporun ylizeyine adsorbe oldugu ve viriis ile
zoospor arasindaki iligkinin spesifik oldugu fikrini desteklemektedir (Adams, 1991;
Campbell, 1996). Adsorbsiyon i¢in ilk belirtilerden biri, zoosporlarin, birkag
yikamasinin ardindan viriisii iletme kapasitesini hala korudugudur, bu viriis/
zoospor karigimlarinin yikama suyunda neredeyse hi¢ virlis bulunamamistir
(Campbell, 1996). Buna ek olarak, bircok g¢alisma, viriis antiserumunun, viriis
¢Ozeltisine zoosporlarin bosalmasiyla birlikte ya da kisa bir siire (5-10 dakika)
sonra eklenmesi durumunda bulagsmanin 6nlendigini, ancak antiserumun daha uzun
bir siire sonra eklenmesi durumunda (zoospor bosaltimindan itibaren 15 dakikadan
daha fazla) iletimin engellenemedigini gostermistir. Bu veriler, viriisiin zosporlarla
karigtirildiktan sonra 5-10 dakika iginde zoosporlara adsorbe oldugunu
gostermektedir. Ayrica, Campbell ve Fry (1996)’1n ¢aligmasi, hem fungus hem de
viriis ile infekte olmus bitkilerden zoosporlarin antiserum igeren tampon igine
bosaltilmasi, yem bitkilerine taginmanin 6nlendigini gdstermistir. Bu caligmalar,
virlisiin komsu bitkilere bulagsmasini, koklerden salinma sirasinda mantar vektori
ile dahili veya harici olarak baglantili olan viriisten ziyade, iki kez infekte olmus
bitkilerden bagimsiz olarak salinan zoosporlara viriisiin adsorbe oldugu fikrini
desteklemektedir.

In vitro yolla bulasan viriislerin basarili bir infeksiyon olusturmas i¢in en
az iki ayr1 agsama gerekmektedir. Bunlardan ilki, virlis parcaciklarinin, bitki
koklerinin disinda bulunan ortamdaki zoosporlarin ylizeyine adsorbe edildigi bir

edinim asamasi, ikincisi ise viriisiin (veya infekteli materyal), viriisiin bagli oldugu
15
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zoosporlarin bagarili bir sekilde bitki koklerinin sitoplazma hiicrelerine encyst
olarak iletimin saglanmasi agsamasidir. O. bornovanus tarafindan CNV taginma
caligmalari, farkli asamalarin dahil oldugunu ve bu asamalarin farkli viryon
bilesenleri gerektirdigini; zoosporlarda CNV mutantlarinin eksik oldugunun yani
sira verimli bir sekilde baglanan ancak iletim yapmayan CNV mutantlar1 da
varliginin tespit edildigi bildirilmistir (Kakani ve ark., 2001; Robbins, 2000).

Bir viriisiin in vivo bulasip bulasmadigini degerlendirmenin bir baska
yontemi, virlisiin mikroskobi teknikleri kullanilarak zoosporlarda veya dinlenme
sporlarinda  bulunup bulunmadigimi  dogrudan belirlemektir. Immiinogold
etiketleme, zoospor ve sporangiadaki BNYVV ve BaMMYV partikiillerinin tespit
edilmesinde kullanilmistir (Chen ve ark., 1991; Dubois ve ark., 1996; Rysanek ve
ark., 1992).

In vivo edinimde, viriisiin, cimlenen dinlenme sporlarinda veya
sporangia'dan ¢ikt131 zaman zoosporlarmn iginde bulunulduguna inanilmaktadir. in
vitro edinimde oldugu gibi, viriisiin protoplast enjeksiyonunu takiben bitki
koklerinin hiicre sitoplazmasina girme yontemi bilinmemektedir. BNYVV ve
BaMMYV (Chen, 1991; Dubois ve ark., 1994; Rysanek ve ark., 1992) ile ilgili
calismalarda, zoosporlarda ve sporangiada viriis varligina dair dogrudan kanitlar
elde edilmis olmakla birlikte, dinlenme sporlarinda viriis tespit etme girigimleri
basarili olmamistir. Simdiye kadar, in vivo bulagsan viriisler i¢in dinlenme
sporlarinda viriisiin varligina dair en iyi kanit, iki kat infekte edilmis bitkilerin
dinlenme sporlarinin sert kimyasal islemlerden sonra bile virlise sahip olmalar1 ve
dinlenme sporlarinin onlarca yi1l dogada virlisle birlikte yasayabilmeleridir
(Campbell, 1996). Dinlenme sporlarindaki virlis partikiillerini dogrudan
gozlemleyememe, belki de gecirimsiz dinlenme sporlarini boyama ve goriintiilleme
giicliikleri, spor basina diisiik partikiil sayis1 ve/veya partikiil iceren sporlarin diigiik
orami gibi teknik faktorlerden kaynaklanmaktadir (Campbell, 1996). Ote yandan,
baz1 virlis/vektor kombinasyonlarinda virlis partikiilleri dinlenme sporlarinda

mevecut olmayabilir. Ornegin, 2003 yilinda Driskel ve arkadaslarmn, toprak
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kaynaklt bugday mozaik viriisi (SBWMYV) ve P. graminis ile gerceklestirdigi
calismada, SBWMV’nin hareket proteini tespit edilmesine ve viral RNA'nin
dinlenme sporlarinda da bulunabilmesine ragmen, plazmodia ve dinlenme
sporlarinda SBWMYV partikiillerinin varligina dair kanit bulunamamistir yani
dinlenme sporunun bulasic1 bileseninin bir viriis parcacig1 degil, belki de bir viral
RNA/ hareket protein kompleksi olabilecegini ortaya koymuslardir (Driskel ve
Verchot-Lubicz, 2003).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Calisma Alam ve Materyali Hakkinda Bilgiler

Survey caligmalari, 2018-2021 yillar1 arasinda sonbahar ve kig aylarinda
Adana ili’nin Seyhan, Yiiregir, Ceyhan, Yumurtalik, Sarigam ve Cukurova ilgeleri
ile Mersin Ili’nin Tarsus ilcesinde marul yetistiriciliginin yapildig1 alanlarda

yiirtitilmistiir.

SARICAM

! _ CEYHAN
SEYHAN | <«— L

—» | YUMURTALIK

Sekil 3.1. Calismanin Yiiriitiildiigii Adana ili ve ilgeleri
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Sekil 3.2. Calismanin Yiiriitiildiigii Mersin 1li ve Ilcesi

Arazi galigmalarinda simptomatolojik gézlemler sonucu LBVD ile bulagik
oldugu disiiniilen 85 adet marul bitkisinin yaprak, kok ve kok bolgesindeki
topraklar1 materyal olarak kullamlmistir. Orneklerin alindig1 yer ve testlenen bitki
sayis1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Tez siiresince yapilan ¢alismalarda, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliimii Fitopatoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvari ve

kontrollii klima odalar1 kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. Orneklerin Alindig1 Yer ve Testlenen Bitki Sayisi

iL ILCE TARLA SAYISI TESTLENEN
BITKi SAYISI
Adana Seyhan 7 26
Yuregir 3 7
Yumurtalk 6 25
Saricam 1 4
Mersin Tarsus 8 23

3.1.2. Serolojik Calismalarda Kullamlan Materyal

Serolojik caligmalarda, Adana ve Mersin illerinin tez kapsami dahilindeki
ilgelerinde/mahallelerinde MiLBVV ve LBVaV ile bulasik oldugundan siiphe
edilen marullardan alinan yapraklar, kokler ve kok bolgesindeki topraklar materyal
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olarak kullanilmistir. Bunlara ilaveten, ticari olarak satig1 yapilan marul fideleri de
ELISA testine tabi tutulmustur.

ELISA testlerinde, ticari olarak temin edilen BIOREBA firmasinin
MiLBVV’ye spesifik ELISA kitleri, ELISA pleytleri (NUNC), otomatik pipetler,
pipet uglari, saf su, tampon ¢ozeltiler (Ek-1) ve ELISA okuyucusu (Medispec ESR
200) kullanilmigtir

2. - - : -
Sekil 3.4. Serolojik Caligsmalarda Kullanilan Bitki Materyalleri
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3.1.3. Total Na Ekstraksiyonu Calismalarinda Kullanilan Materyal

ELISA testleri sonucunda MiLBVV ile enfekteli oldugu ve olmadig
saptanan arazi Oornekleri ve ticari ELISA kiti bulunmayan LBVaV’nin gosterdigi
simptomlara benzer belirti gosteren marul bitkilerinden alinan yaprak dokulari
materyal olarak kullanilmistir. Ayrica, MiLBVV simptomu go6zlenip, ELISA
testinde pozitif sonu¢ alinamayan 6rneklerden de total NA ekstraksiyon ¢alismalari
yapilmistir.

Total NA  ekstraksiyonu ¢aligmalarinda; ekstraksiyon paketleri
(BIOREBA), steril havan ve havan eli, tampon c¢ozeltiler (Ek 2), ayarlanabilir
mikro pipetler ve pipet uglari, ependorf tiipleri, Universal 320R marka masa tipi

sogutmali santrifij cihaz1 kullanilmistir.

3.1.4. DNA Ekstraksiyonu Calismalarinda Kullanilan Materyal

Vektorleri tespit etmek amaciyla yapillan DNA  ekstraksiyonu
calismalarinda marul bitkilerinin kilcal k6k dokular1 kullanilmuastir.

DNA ekstraksiyonu ¢aligmalarinda; GS soliisyonu, petri kaplari, tampon
cozeltiler (Ek 2), ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari, ependorf tiipleri,

Universal 320R marka masa tipi sogutmali santrifiij cihazi kullanilmstir.

3.1.5. RT-PCR Calismalarinda Kullanilan Materyal

MiILBVYV ve LBVaV’nin molekiiler tanisi amaciyla viriis ile bulasik olan
ve olmayan marullara ait yaprak dokularindan elde edilen toplam niikleik asitler
calismanin materyalini olusturmustur.

RT-PCR uygulamalarinda, Moloney Murine Leukaemia Virus’den olusan
Revert Aid Reverse Transcriptase enzimi (M-MLV 200 U/ul, 10000 U, Thermo
Scientific) ve 5X Reaction Buffer for RT, Taq polymerase enzimi (Taqg DNA
polimeraz enzimi, 500 U, 5 U/ul, Termoscientific), ANTP set (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP, 4X25 pumol, Thermoscientific), MgCl,, DNA Ladder marker (100 bp, Solis
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Biodyne ve 100 bp Gene Direx), pipet ve steril pipet uglari, PCR tiipleri, saf su ve
Cizelge (3.2.)’de verilen viriislere spesifik primerler (10 uM) kullanilmistir.

Cizelge 3.2. RT-PCR Caligmalarinda Kullanilan Primer Cifti ve Band Biiyiikligii

Primer Dizi Molekdler
Ciftleri Baydkligu (bp)
LBVaV (1) | ‘GTTTTT GAC CCT GATAG 296
LBVaV (2) ‘GTC GACTCT AGACACTTGTTGTTIT GTC
GTG
MiLBVV ‘TAT CAG CTC ACATAC TCC CTATCG’ 233
(1) ‘CAA CTA GCT CAG AAT ACA TGC AG’
MiLBVV
(2)

3.1.6. PCR Calismalarinda Kullanilan Materyal

Olpidium virulentus, Olpidium bornovanus ve Olpidium brassicae’nin
molekiiler tanist amaciyla viriis ile bulasik olan ve olmayan marullara ait kdk
dokularindan elde edilen toplam niikleik asitler calismanin materyalini
olusturmustur.

PCR uygulamalarinda, Moloney Murine Leukaemia Virus’den olusan
Revert Aid Reverse Transcriptase enzimi (M-MLV 200 U/ul, 10000 U, Thermo
Scientific) ve 5X Reaction Buffer for RT, Taq polymerase enzimi (Taq DNA
polimeraz enzimi, 500 U, 5 U/ul, Termoscientific), ANTP set (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP, 4X25 pumol, Thermoscientific), MgCI2, DNA Ladder marker (100 bp, Solis
Biodyne ve 100 bp Gene Direx), pipet ve steril pipet uglari, PCR tiipleri, saf su ve
Cizelge (3.3.)’de verilen funguslara spesifik primerler (10 uM) kullanilmigtir.

PCR islemi, TECHNE GENIUS (TC- 4000) ve Applied Biosystems marka

thermocycler cihazlar kullanilarak yapilmistir.
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Cizelge 3.3. PCR Calismalarinda Kullanilan Primer Cifti ve Band Biiyiikligii

Primer Dizi Molekduler
Ciftleri Buyuklugi (bp)
OLPborF ‘CCG AGG AAATGA GAG AGATGACA 977

OLPR ‘TCC TCC GCT TAT TGA TAT GCT TA’

OLPvirF ‘AAC CCA AGA CCT GCC CCC AAA AG’ 579

OLPR ‘TCC TCC GCT TAT TGA TAT GCT TA’

OLPbraF ‘AGC TATAGC TCACCCTCTTT 204

OLPR ‘TCC TCC GCT TAT TGA TAT GCT TA’

3.1.7. Viriislerin Mekanik Inokiilasyon ile Tasinma Cahsmalarinda Kullanilan
Materyal

Tasima c¢alismalarinda, serolojik ve molekiiler olarak LBVD ile bulagik
oldugu saptanan marul bitkilerine ait yaprak dokular1 materyal olarak

kullanilmustir.

3.1.8. Viriislerin Olpidium spp. ile Tasinma Cahsmalarinda Kullanilan
Materyal

Tasima c¢alismalarinda, serolojik ve molekiiler olarak LBVD ile bulagik
oldugu saptanan marul bitkileri (6zellikle kokler) ile toprak ornekleri materyal

olarak kullanilmustir.

3.1.9. Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Materyal

Agaroz jel elektroforez calismalarinda, RT-PCR calismalarindan elde
edilen PCR iiriinleri materyal olarak kullanilmistir.

Agaroz jel elektroforez uygulamasinda, agaroz (Sigma), tampon ¢ozeltiler
(Ek-3), BIORAD marka Mini Sub. DNA Cell Elektroforez cihazi, gii¢ kaynagi ve
UV 1s1k kaynagi olarak UVP Ultraviolet Transilluminator marka 151k kaynagindan

ve jel goriintiileme sisteminden yararlanilmustir.
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3.2. Metot
3.2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve Muhafazasi

Adana ve Mersin illerinde 2018-2021 yillarinda sonbahar ve kig aylarinda
marul yetistirilen bolgelerde LBVD ve tastyicist olan Olpidium virulentus,
Olpidium bornovanus ve Olpidium brassicae’nin tanilanmasi ve karakterizasyonu
amaciyla slipheli bulunan ve bulunmayan o6rnekler toplanmaistir.

Arazide Oncelikle simptomatolojik gozlemler yapilarak LBVD ile bulasik
oldugundan stiphelenilen marul bitkileri, kokleri ve kdk bolgesindeki topragi da
dahil olmak {izere biitiin olarak alinmustir. Ornek alinan bitkilerde marul
bitkilerinin yapraklarinda damar dokusu c¢evresinde klorotik alanlar, damar
genislemesi, siddetli yaprak deformasyonlari, gelismede azalma, ve bas
gelisiminde bozulma simptomlar1 aranmis, bu simptomlardan en az birini gosteren
marul bitkileri ile etrafindaki simptom gostermeyen marul bitkileri topraklar ile
birlikte biitiin olarak alinarak ¢aligsmalarda kullanilmigtr.

Araziden alinan Ornekler numaralandirilarak buzdolabr posetlerine
konulmus, laboratuvara getirilmis ve c¢alismalarda kullanilincaya kadar, kisa

stireligine + 4 C°’de, daha uzun siireligine -20 C°’de muhafaza altina alinmistir.

3.2.2. Test Bitkilerinin Yetistirilmesi

Tasima denemelerinde ve mekanik inokulasyon c¢alismalarinda
kullanilacak marul bitkileri, ticari olarak iiretilen fideliklerden temin edilip
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bélimii Viroloji
Laboratuvari’nda uygun zamanda 10 cm ¢apli plastik saksilara sasirtilmiglardir.

Bitkilerin saglikli biiyiimeleri i¢in gerekli makro ve mikro besin
elementleri sulama suyuna ilave edilerek bitkilere verilmistir. Degisik hastalik ve
zararlilara kars1 gerektiginde periyodik olarak amaca uygun pestisit uygulamalari

yapilmistir.
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Sekil 3.5. Mékahik noﬁlasyon e Tasima Denemelerinde Kullanilan Test
Bitkileri

3.2.3. Viriislerin Tasinma Calismalar:

Uygun sekilde yetistirilen test bitkilerine pH 7,4 olan fosfat tamponu
kullanilarak stipheli bitki yapraklarinin 6zsuyu c¢ikarilarak 2-6 yaprakl
donemlerdeki test bitkilerine mekanik olarak bulastirmak {izere mekanik
inokiilasyon ¢alismasi yapilmistir.

Stirveyler sirasinda toplanan marul bitkilerine ait kok bdlgesindeki
topraklar ve kilcal kokler marul bitkilerinin tasinma denemelerinde kullanilmistir.
Alman topraklar 1:4 oraninda steril kum ile karistirilip plastik saksilara konularak,
her birine 3’er adet LBVD’e hassas marul fideleri dikilmistir. Saksilar iklim
odasinda yerlestirilip 25°C giindiiz ve 18°C gece sicakliginda tutulmustur. Her bir
saks1 6 haftalik yetistirme periyodundan sonra hasat edilerek, bitki kdkleri musluk
suyunda yikanarak topraktan arindirilmigtir.

Daha sonra, bitkilerin yaprak ve kok bolgeleri alinarak, ELISA testi ve
Total NA ekstraksiyon ¢aligmalarinda kullanilmak iizere ayr1 ayn etiketlenerek -

20°C’deki derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
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3.2.4. Serolojik Calismalar

Serolojik caligmalarda araziden toplanan marul bitkileri ile tasima
denemeleri ve mekanik inokulasyon caligmalarinda kullanilan marul bitkilerinin
yaprak ve kok orneklerinde MiLBVV’nin varliginin ortaya konulmasi amaciyla,
Double Antibody Sandwich (DAS) ELISA yontemi ile testlenmistir.

ELISA testlerinde firmanin 6nerdigi yontem dikkate alinmis ve modifiye

edilerek uygulanmustir.

3.2.4.1. Orneklerin DAS-ELISA testine hazirlanmasi

MiLBVYV ile bulasik oldugu diisliniilen orneklerden 1’er g tartilarak
porselen steril havan, veya ekstraksiyon paketleri icerisinde 1:10 oraninda
ekstraksiyon tampon eklenerek ezilmistir. Homojen sekil alana kadar ezilen bitki
ekstraktlari numaralandirilan eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Testlemelerde

kullanilmaya hazir halde buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4.2. DAS-ELISA Testi

DAS-ELISA ¢aligmalari, Clark ve Adams (1977) tarafindan bildirilen
yontem baz alinarak antiserum, konjugat ve Orneklerin sulandirilma oranlari
ELISA kitinin alindigi firmanin (BIOREBA AG) belirttigi protokolle gore
yapilmustir.

1. Testlenen viriise spesifik poliklonal y-globulin (MiLBVV’ye spesifik
antiserumlar; BIOREBA), firmanin bildirdigi yonteme gore belirli oranlarda
sulandirilarak kaplama tampon ¢ozeltisinde karistirilmig ve ELISA pleytlerinin her
bir gukuruna 100 pl olacak sekilde iki tekrarli koyulmustur.

2. Pleytlerin tiizeri kapatilarak 30-35 °C’de 3-4 saat inkiibasyona

almmustir,
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3. Inkiibasyon asamasindan sonra pleyt yikama tamponu ile tiim
cukurlara gelecek sekilde 3’kez her yikama 3’er dakika olacak sekilde yikanmigtir
ve ters gevrilerek bosaltilmistir.

4. Orneklerden aldigimiz  bitki 6z sular1 ile 1/10 oraninda
hazirladigimiz ELISA estraksiyon tamponu karisimini her bir kuyuya 100 pl
karisim koyarak +4 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
yikama tamponu ile 3° kez her yikama 3’dk olacak sekilde tekrar yikanmaistir.

5. Konjugat tamponu ile sulandirilmis konjugattan pleytdeki her
kuyuya, 100’er pl gelecek sekilde konulmus ve 30-35°C’de 4 saat inkiibasyondan
sonra pleytler yukarida belirtilen 3 kez 3 dakika yikama yontemiyle yikanmis ve
ters ¢evrilerek kurutulmustur.

6. Substrat tamponu icerisinde taze olarak 1mg/ml olacak sekilde
hazirlanmig substrattan her bir ¢ukura 100 pl konulmus ve iistii kapatilarak karanlik
bir ortamda oda sicakliginda ortalama 45-60 dk veya gerekli goriilen durumlarda
daha uzun siire bekletilmistir.

U Pleytler de goriilen sararmalar Medispec ESR 200 ELISA
okuyucusu ile 405 nm dalga boyunda okunmustur.

ELISA testlerinde her bir 6rnek igin ikiser kuyu kullanilmis ve her pleyt
igerisinde bir adet pozitif (infekteli), bir adet negatif (saglikl) ve bir adet buffer
kontrol bulundurulmustur.

Yapilan ELISA testlerinin sonucunda, ELISA okuyucusunda negatif
kontroliin absorbans degerinin en az iki kati ve daha fazla absorbans degerine
(OD4os) sahip olan o6rnekler MiLBVYV ile bulasik olarak kabul edilmistir (Barbara
ve Riccioni, 1993).
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3.2.5. Molekiiler Calismalar
3.2.5.1. Total Niikleik Asit (tNA) Ekstraksiyonu

Total Niikleik Asit Ekstraksiyonu caligmalari, araziden alinan marul
bitkileri ile mekanik inokulasyon ve tasima denemelerinde kullanilan marul
bitkilerinin yapraklar1 ve kokleri kullanilarak, Fulton ve ark. (2007)’nin 6nerdigi

yonteme gore modifiye edilerek yiirtitiilmiistiir.

3.2.5.1.1. Total Niikleik Asit (tNA) Ekstraksiyonu Asamalari

1. Bitki ornekleri ekstraksiyon tamponu (100 mM tris, 1.4 M NaCl, 20
mM EDTA, pH 8.0, %2 CTAB, %0.3 beta-mercaptoethanol)
icerisinde 1/3 (w/v) oraninda ekstraksiyon torbalarinin iginde
sulandirilarak homojenize edilmistir

2. Ekstraksiyondan sonra 4.000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilmis ve
stipernatant kismindan 600 pl ¢ekilerek yeni hazirlanan eppendorflara
aktarilmisgtir.

3. Bitki o6zsuyundan Iml alimarak eppendorf tiipleri igerisine
yerlestirilmig ve Ornekler 65 °C’de su banyosunda 30 dakika inkiibe
edilmistir.

4.  Eppendorf tiiplerine 600 pl chloroform-isoamyl (24:1) eklenmis ve 1
dakikalik vorteksin ardindan 10 dakika 12.000 rpm’de santrifiij
edilmistir.

5. Santrifiij sonucu olusan siipernatant kisimdan 500 pl ¢ekilerek tekrar
1:1 oraninda kloroform-izoamil alkol eklenmis, 1 dakikalik vorteksin
ardindan 10 dakika 12.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

6. Olusan siipernatant kistmdan 300 pl alinarak 1/1 oraninda isopropanol
eklenmis ve -20°C derecede 1 saat bekletilmistir.

7. Daha sonra 15 dakika 12.000 rpm’de santrifiij edilmis ve tiiplerin
icindeki s1vi kisim bosaltilmustir.
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8.

Eppendorf tiiplerine 1ml %70’lik alkol eklenerek 5 dakika 15.000
rpm’de santrifiij edilmistir. Alkol dokiildiikten sonra kurutma kagitlari
yardimiyla tiiplerdeki alkol temizlenmistir.

Son asamada 50 pl ddH,O eklenmis ve oda sicakliginda 3-4 saat
ekstrakte edilen niikleik asitin ¢6ziilmesi beklenmistir. Daha sonra

bunlar - 20°C’de eppendorf tiiplerde muhafaza edilmistir.

3.2.5.2. DNA Ekstraksiyonu
DNA Ekstraksiyon Calismalari;

Araziden alinan marul bitkileri ile tasima denemeleri ve mekanik

inokulasyon c¢aligmalarinda kullanilan marul bitkilerinin kokleri kullanilarak Nejat

ve ark. (2009)’nin 6nerdigi yonteme gore modifiye edilerek yiiriitiilmiistiir.

3.2.5.2.1. DNA Ekstraksiyonu Asamalari

1.

Icerisinde zoospor bulunan GS soliisyonlu homojenattan 900 pl
almarak 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere eklenmis ve iizerine 600 pl
2xCTAB Buffer ekstraksiyon tamponu eklenerek homojenize
edilmistir.

Uzerine 2 pl 2-Mercaptoethanol eklenmis ve 1 dakikalik vorteksin
ardindan 65 °C’ de su banyosunda 30-40 dakika inkiibe edilmistir.
Eppendorf tiiplerine 600 pl chloroform-isoamylalkol (24:1) eklenmis
ve 30-40 saniyelik vorteksin ardindan 10 dakika 14.000 rpm’de
santrifiij edilmistir.

Olusan siipernatant kisimdan 400 pl almmig ve {izerine 375 pl
chloroform-isoamyl (24:1) eklenmis ve 30-40 saniyelik vorteksin

ardindan 10 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

31



3. MATERYAL VE METOT Giiler TANLI

5. Olusan siipernatant kisimdan 350 pl alinmig ve iizerine 250 pl soguk
isopropanol (2-propanol) eklenmis ve tiipler nazik¢e el ile 4-5 kez
calkalanmustir ve sonra -20°C derecede 20 dakika bekletilmistir.

6. Daha sonra 15 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilmis ve tiiplerin
icindeki s1vi kisim bosaltilmustir.

7. Eppendorf tiplerine 1ml %70’lik alkol eklenerek c¢alkalama
yapmadan yavasca dokiildiikten sonra kurutma kagitlart yardimiyla
tiiplerdeki alkol temizlenmistir.

8. Son asamada 50 pl TE buffer eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika
ufak vuruslar yaparak ekstrakte edilen niikleik asitin ¢ozlilmesi
beklenmistir. Daha sonra DNA izolatlari- 20°C derecede eppendorf

tiiplerde muhafaza edilmistir.

3.2.5.3. RT-PCR Cahsmalari

Calismada MiLBVV’yi ve ticari olarak ELISA kiti bulunmayan LBVaV’yi
saptamak ve molekiiler karakterizasyonunu yapmak amaci ile kullamilacak
DNA’larin elde edilmesini saglamak i¢in, total niikleik asit izolasyon
calismalarinda elde edilen preparasyonlar, RT-PCR (Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction) ¢aligsmalarinda kullanilmistir ve yontem Sidek ve ark.
(1999) ve Prieto ve ark. (2001)° e gére modifiye edilerek yiiriitiilmiis.

RT-PCR islemi iki asamali yapilmstir:

RT-PCR yonteminde I. asamada; RT (Reverse transcription) islemi ile
cDNA'lar elde edilmis, II. asamada ise, bu ¢cDNA' lar kullanilarak PCR islemi
gerceklestirilmistir.

1. RT isleminde, PCR tiiplerinin her birine total NA’dan 1 pl konulup,
iizerine 1 pl primer (10 pmol/ pl) ilave edilerek thermocycler’a yerlestirilmis ve 70

°C’de 5 dk denatiirasyon islemi uygulanmistir. Daha sonra tlipler buz iizerine

aliarak 5 dk bekletilmistir. PCR tiiplerine 16.6 pl saf su, 1 pl dNTPs, 0.1 pl M-
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MLV enzimi, 5 pl RT-buffer (5§X), 0.3 pl RNaz inhibitorii ilave edilerek son hacim
25 ul olarak ayarlanmig ve ornekler thermocycler’a yerlestirilerek 42 °C’de 60 dk
inkiibe edilmistir.

2. PCR isleminde ise ayr1 bir PCR tiipiine, 1. asamada yapilan islemlerden
elde edilen cDNA’lardan 1 pl konularak {izerine 17.8 pl saf su, 2,5 ul 10X PCR
tampon ¢ozeltisi (250 mM Tris -HCI (pH 8.3), 250 mM KCI, 50 mM DTI), 1.5 pl
MgCl, (20 mM), 1 pul ANTP, 0.2 ul Taqg DNA polymerase, 1 pl forward primer ve 1
pl reverse primer ilave edilmistir.

Daha sonra tiipler c¢izelge 3.3 de gosterilen sekilde ayarlanmis

thermocycler’a yerlestirilerek PCR asamasi tamamlanmustir.

Cizelge 3.4. MiLBVVve LBVaV I¢in Uygun Sicakliklar

MiLBVV LBVaVv
95 °C 2 dk 95 °C 2 dk
95°C 30 sn 95°C 30 sn
62°C 30 sn 30 déngu 62°C 30 sn } 30 déng
72 °C 2 dk
72 °C 2 dk
72°C 10 dk 72°C 10 dk
3.2.5.4. PCR Calismalari

DNA izolasyonu ¢alismalarinda elde edilen preparasyonlar, PCR
(Polymerase Chain Reaction) ¢alismalarinda kullanilmistir ve yontem Sidek ve ark.
(1999) ve Prieto ve ark. (2001)’e gore modifiye edilerek yiirtitiilmiistiir.

PCR isleminde, ayr1 bir PCR tiipiine, yukaridaki islemlerden elde edilen
DNA’lardan 1 pl konularak iizerine 17.8 pl saf su, 2,5 pul 10X PCR tampon
cozeltisi (250 mM Tris -HCI (pH 8.3), 250 mM KCl, 50 mM DTI), 1.5 pl MgCl,
(20 mM), 1 pl ANTP, 0.2 pl Taq DNA polymerase, 1 pl forward primer ve 1 pl

reverse primer ilave edilmistir.
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Daha sonra tipler Cizelge 3.5.te gosterilen sekilde ayarlanmig

thermocycler’a yerlestirilerek PCR asamasi tamamlanmustir.

Cizelge 3.5. Olpidium virulentus, Olpidium bornovanus ve Olpidium brassicae igin

Uygun Sicakliklar

Olpidium tiirleri

94 °C’de 5 dk

94 °C’de 45 sn
55°C’de 1dk 35 dongii
72 °C’de 1 dk

72 °C’de 10 dk

3.2.5.5. Agaroz Jel Elektroforez Calismalari

Agaroz jel elektroforez calismasi % 1.5’lik olacak sekilde Galitelli ve

Minafra (1994)’ya ve Dezbiez ve ark. (2009) na gore uygulanmustir.

a)

b)

d)

Cam erlen igerisine 100 mg agaroz, 20 ml 1X TAE (4.84 g Tris, 2ml
0.5 M NaxEDTA, 1.142 ml Glacial acetic acid) ya da 1X TBE tampon
cozeltisi konulmus ve agaroz tamamen eriyinceye kadar isiticida
bekletilmistir.

Karisim kaynadiktan sonra 1siticidan alinip soguyunca, tank igerisine
karigim dokiilerek tarak takilmistir.

Tank igerisindeki jel donduktan sonra tarak dikkatli bir seklide
cikartilarak, jel elektroforez tankina yerlestirilmis ve jeli 1-2 mm
gececek kadar kullanilan buffera gore 1X TAE ya da 1X TBE tampon
¢Ozeltisi eklenmistir.

Ornekler ve marker 10 ul karisim olacak sekilde jeldeki kuyulara
dikkatli bir sekilde yerlestirilmistir. Marker ilk kuyuya konulmustur.
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e)

Loading buffer’daki turuncu renk (Orange G) jel’in sonuna gelene
kadar elektroforez tankina 30 veya 35 V elektirik akimi verilmistir.

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel, oda sicakliginda 10 dk,
30 pl ethidium bromid /100 ml saf su (10 mg/ml saf su) karisitminda
boyanmis ve daha sonra jeli fazla ethidium bromidden arindirmak igin
10 dk saf su igerisinde tutulmustur. Daha sonra yikanan Jel UV
transilluminatdrii lizerine konulmus ve UV 151k altinda ortaya ¢ikan

bantlar gozlemlenerek fotografi ¢ekilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Survey Calismalar1 ve Gozlenen Simptomlar

LBVD ve tastyicist olan Olpidium tiirlerine ait izolatlarmin toplanmasi,
tanilanmas1 ve karakterizasyonu amaciyla 2018-2021 sonbahar ve kis sezonlarinda
Adana ve Mersin Illeri'nde marul yetistiriciliginin yaygin olarak yapildig
alanlarda yiiriitiilen tez calismasinda simptomatolojik olarak yapraklarin damarlari
cevresinde klorotik alanlar, damar genislemesi, siddetli yaprak deformasyonlari,
gelismede azalma ve bas gelisiminde bozulma simptomlar1 gosteren 85 adet marul
bitkisinden bitki dokular1 alinmis ve laboratuvar ¢alismalarinda kullanilmustir.

Yapilan arazi cikislarinda Adana’da Seyhan’dan 26, Yiiregir’den 7,
Yumurtalik’tan 25 ve Sarigam’dan 4 bitkiden; Mersin’de ise Tarsus’tan 23
bitkiden 6rnekleme yapilmstir.

Simptomatolojik gozlemler ile MiLBVV ve LBVaV ile enfekteli oldugu
tespit edilen bitkilerin bulundugu marul tarlalarinda hastaligin yayginlik oraninin
%28 oldugu tespit edilmigtir. MiLBVV ve LBVaV nin bitkide en fazla damarlarda
genisleme, damar renginde agilma, bas olusturamama ve deformasyon
simptomlaria sebep oldugu goézlenmistir (Sekil 4.1; Sekil 4.2; Sekil 4.3; Sekil
4.4).

Avustralya, iran ve Riyadh Boélgesi’nde marul alanlarinda yapilan survey
calismalari, bitkide; clicelesme, bodurluk ve sararma, yapraklarda; damar agilmasi,
beneklenme, burusukluk ve deformasyon simptomlart olan 6rnekleri toplamis ve
bu alanlarda LBVD’nin tespit edildigini gostermistir (Fletcher ve ark., 2005;
Alemzadeh ve Izadpanah, 2012; Al-Saleh ve ark., 2015).

Bu tez calismasinda Adana ve Mersin illerine bagh marul yetistiriciliginin
yaygin oldugu ilgelerden/mahallelerden MiLBVV, LBVaV, Olpidium virulentus,
Olpidium bornovanus ve Olpidium brassicae etmenlerini testlemek amaciyla

toplam 85 adet drnek alinmistir.
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Sekil 4.1. Bitkide Bodurluk (Yumurtalik/ MiLBVV Infeksiyonu)

| %La\b\’}(,

®

Sekil 4.2. Yaprakta Kabarciklasma ve Nekroz (Yumurtalik/LBVaV Infeksiyonu)
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. ‘— 4
Sekil 4.3. Bitkide Bodurluk/Ciicelik, Bas Olusturamama, Yapraklarda Nekroz ve
Damar Bantlagsmasi (Tarsus/MiLBVV+LBVaV Infeksiyonu)
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L o/ > ;
Sekil  4.4.  Yaprakta  Damar Ag:llma51, Burusukluk,  Deformasyon
(Seyhan/MiLBVV+LBVaV Infeksiyonu)

4.2. Serolojik Calismalari
4.2.1. DAS- ELISA Testi Calismalar:

Marul tarlalarinda simptomatolojik olarak MiLBVV ve LBVaV’nin en az
biri ile bulasik oldugundan siiphelenilen ve simptom goéstermeyen 85 adet marul
bitkisinden yapilan ELISA testleri sonucunda Adana ve Mersin illerinde yaygin bir
sekilde marul yetistiriciligi yapilan il¢elerde/mahallelerde mevcut arazilerden
toplanan 85 adet marul bitkisinden 18 tanesinin MiLBVV ile infekteli oldugu
saptanmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. DAS- ELISA Testi Sonucu MiLBVYV ile Infekteli Oldugu Saptanan

_ Bitkiler
lice/Mahalle KOD MiLBVV
NUMARASI | Yaprak Kok

Haylazli 1 + -
Haylazli 2 + -
Haylazli 3 + -
Haylazli 5 + -
Haylazli 6 + -
Haylazli 7 + -
Haylazli 8 + -
Haylazli 9 + -
Haylazli 10 + -
Haylazli 12 + -
Haylazli 13 + -
Haylazli 14 + -
Gunyurdu 33 + -
Gunyurdu 35 + -
Buyukdikili 76 + -
Buyukdikili 77 + -
Buyukdikili 78 + -
Buyukdikili 79 + -
TOPLAM 18 18 0

DAS-ELISA testinin marul yapraklarindan alman sonuglarmma gore 85
ornekten MiLBVYV ile infekteli 21 adet 6rnegin pozitif oldugu saptanmustir.
DAS-ELISA testinin marul kdklerinden alinan sonuglarina gére 85 6rnegin

tamami1 MiLBVV i¢in negatif bulunmustur.
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4.3. Molekiiler Calismalari
4.3.1. Total Niikleik Asit (tNA) Ekstraksiyon Calismalari

DAS-ELISA testleri sonucunda MiLBVV ile enfekteli oldugu belirlenen
marul Orneklerinin taze yapraklarindan ve koklerinden ayrica LBVaV’nin
olusturdugu simptomlara benzer belirti gdsteren taze marul yapraklar1 ve kdkleride
de dahil olmak iizere 85 adet marula ait dokular kullanilmistir ve Astruc ve ark.
(1996)’nin 6nerdigi yontem dikkate alinarak, orneklerde niikleik asitler elde
edilmistir ve PCR islemi sonras1 PCR iirtinleri ile % 1,5’1ik ya da % 2’lik agaroz jel
kullanilarak TAE tampon c¢ozeltisinde elektroforez yontemi ile bandlar elde

edilmistir.

4.3.2. RT-PCR Cahismalar:

Bu tez ¢alismasinda, RT-PCR yontemi ticari antiserumu bulunmayan LBV
aV’nin molekiiler karakterizasyonu ve ELISA testleri sonucu saptanan
MiLBVV’nin molekiiler karakterizasyonu amaciyla kullanilmastir.

MiIiLBVV icin MIiLBVV(F) ve MiIiLBVV(R) primer c¢ifti kullanilarak
Seyhan, Yumurtalik, Sarigam ve Tarsus ilgelerinden toplanan marul izolatlarina ait

233 bp biiyiikliigiinde bandlar elde edilmistir (Sekil 4.5.).

233 bp

Sekil 4.5. MiLBVV’nin F ve R Nolu Primer Cifti ile Yapilan RT-PCR Bandlar

LBVaV’ye 6zgli VP-248 ve VP-249 primer ¢ifti kullanilmis ve Adana

ilinde Seyhan, Yiiregir, Yumurtalik ve Tarsus’dan alinan marul izolatlarina ait 296
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bp’lik bandlar gozlenmistir (Sekil 4.6.). Ticari antiserumu bulunmayan LBVaV
calismada ELISA ile saptanamamig, RT-PCR y0ntemi ile saptanmuistir.

M1234 56

296 bp

Sekil 4.6. LBVaV’nin 248 ve 249 Nolu Primer Cifti ile Yapilan RT-PCR Bandlari

Cizelge 4.2. RT-PCR Testi Sonucu MiLBVV ve LBVaV ile Infekteli Oldugu
Saptanan Marul Bitkileri

iige Kod RT-PCR —
Mahalle Numarasi Yaprak ok
MIiLBVV | LBvaV | MiLBVV | LBVaV

Haylazli 1 + - - -
Haylazli 3 - + - -
Haylazli 5 + + - -
Haylazli 6 + + - -
Haylazli 7 + - - -
Haylazli 8 + - - -
Haylazli 9 + + - -
Haylazli 10 + - - -
Haylazli 11 - + - -
Haylazli 12 + + - -
Haylazli 14 + - - -
Haylazli 15 - + - -
Zeytinbeli 23 + - - -
Abdioglu 27 - + - -
Glnyurdu 33 + + - -
Glnyurdu 35 + + - -
Glnyurdu 47 - - + -
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Cizelge 4.2°nin devam

Gunyurdu 48 - - + -
Gunyurdu 54 - - + +
Buyukdikili 56 - - + -
Buyukdikili 60 - - + +
Buyukdikili 63 - - + +
Buyukdikili 69 - - + -
Buyukdikili 71 - - + +
Buyukdikili 72 - - + -
Buyukdikili 73 - - + -
Buyukdikili 76 + - - -
Buyukdikili 77 + + - -
Buyukdikili 78 + + o -
Buyukdikili 79 + + - -
Haylazli 80 + - - -
Glnyurdu 81 + - E -
Zeytinbeli 82 + - 2 -
Buyukdikili 83 + - o -
Abdioglu 84 + - - .
TOPLAM 35 21 13 10 4

RT-PCR testinin marul yapraklarindan alinan sonuclaria gore 85 dérnekten
25 tanesinin LBVD etmenlerinden en az birisi ile bulagik oldugu tespit edilmistir.
MiILBVYV ile infekteli 21, LBVaV ile infekteli 14 adet 6rnegin pozitif oldugu
saptanmigtir. Ayrica 9 érnekte, MiLBVV ve LBVaV nin birlikte bulunarak, karigik
infeksiyona neden oldugu belirlenmistir.

RT-PCR testinin marul koklerinden alinan sonuclarma goére 85 ornekten
MiILBVV ile infekteli 10, LBVaV ile infekteli 4 adet Ornegin pozitif oldugu
saptanmistir ve LBVaV ile infekteli ornekler MiLBVV ile birlikte karigik
infeksiyon olarak belirlenmistir.

RT-PCR testi sonucunda kdklerde varligi saptanan MiLBVV ve LBVaV
kesinlikle yapraklarda bulunmamaktadir. Bu durum etmenlerin heniiz ¢ogalip

yapraklara kadar ulagsamadigim diigiindiirmektedir.
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4.3.3. DNA Ekstraksiyon Cahismalari

DNA ekstraksiyon caligmalari araziden alinan marul bitkileri ile tasima
denemeleri ve mekanik inokulasyon c¢aligmalarinda kullanilan 85 adet marul
bitkisinin yaprak ve kokleri kullanilmistir ve Nejat ve ark. (2009)’nin 6nerdigi
yontem modifiye edilerek, niikleik asitler elde edilmis ve PCR iglemi sonrasi PCR
iirtinleri % 1,5’Iuk ya da % 2’lik agaroz jel kullanilarak TAE tampon ¢6zeltisinde

elektroforez yontemi ile bandlar elde edilmistir.

4.3.4. PCR Calismalari

Bu tez calismasinda, PCR yontemi Olpidium brassicae, Olpidium
bornovanus ve Olpidium virulentus’un molekiiler karakterizasyonu amactyla
kullanilmistir. 2019 ylinda O. brassicae’ya 6zgii OLPbraF ve OLPR primer ¢ifti ile
Tarsus izolatlarindan 204 bp; O. bornovanus’a 6zgii OLPborF ve OLPR primer
cifti ile Seyhan ve Tarsus izolatlarindan 977 bp; O virulentus’a 6zgii OLPvirF ve
OLPR primer ¢ifti ile Seyhan, Tarsus, Yumurtalik ve Yiregir’den toplanan marul

izolatlarina ait 579 bp biiyiikliiglinde bandlar elde edilmistir (Sekil 4.7.).

1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 1I0M 11 12 13 14 15

Sekil 4.7. OLPvirF ve OLPR, OLPborF ve OLPR ve OLPbraF ve OLPR Primer
Ciftleri ile Yapilan PCR Bandlar
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2021 yhinda O virulentus’a 6zgii OLPvirF ve OLPR primer cifti ile
Tarsus’dan toplanan marul izolatlarina ait 579 bp biyiikliiglinde bandlar elde
edilmistir (Sekil 4.8).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 910

579 Bp

Sekil 4.8. OLPvirF ve OLPR Primer Ciftleri ile Yapilan PCR Bandlari

46



4. BULGULAR VE TARTISMA

Giiler TANLI

Cizelge 4.3. PCR Testi Sonucu Olpidium bornovanus, Olpidium brassicae ve
Olpidium virulentus ile Infekteli Oldugu Saptanan Marul Bitkileri

PCR
iige Kod Kok
Mahalle Numarasi Olpidium Olpidium | Olpidium
bornovanus | brassicae | virulentus
Haylazli 1 - - +
Haylazli 2 - - +
Haylazli 3 - - +
Haylazli 4 - - +
Haylazli 5 - - +
Haylazli 6 - - +
Haylazli 7 - - +
Haylazli 8 - - +
Haylazli 9 - - +
Haylazli 10 - - +
Haylazli 11 - - +
Haylazli 12 - - +
Haylazli 13 - - +
Haylazli 14 - - +
Haylazli 15 - - +
Haylazli 16 - - +
Zeytinbeli 17 - - +
Zeytinbeli 18 - - +
Zeytinbeli 19 - - +
Zeytinbeli 20 - - +
Zeytinbeli 21 - - +
Zeytinbeli 22 - - +
Zeytinbeli 23 - - +
Zeytinbeli 24 - - +
Abdioglu 27 - - +
Abdioglu 28 - - +
Abdioglu 29 - - +
Abdioglu 30 - - +
Abdioglu 31 - - +
Abdioglu 32 - - +
Gunyurdu 33 - - +
Gunyurdu 34 - - +
Gunyurdu 35 - - +
Gulnyurdu 36 - - +
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Cizelge 4.3’lin devami

Ginyurdu 37 - - +
Ginyurdu 38 - - +
Gunyurdu 39 - - +
Gunyurdu 40 - - +
Gunyurdu 41 - - +
Glnyurdu 42 - - +
Ginyurdu 43 - - +
Glnyurdu 44 - - +
Gunyurdu 45 - - +
Gunyurdu 46 - - +
Gunyurdu 47 + + +
Ginyurdu 48 + + +
Ginyurdu 49 - - +
Gunyurdu 50 + + +
Gunyurdu 51 - - +
Gunyurdu 52 - + +
Ginyurdu 53 - - +
Ginyurdu 54 - + +
Buyukdikili 55 - - +
Blyukdikili 56 - - +
Blyukdikili 57 - - +
Buyukdikili 58 - - +
Buyukdikili 59 - - +
Buyukdikili 60 + - +
Blyukdikili 61 - - +
Blyukdikili 62 - - +
Blyukdikili 63 + - +
Buyukdikili 64 - - +
Buyukdikili 65 - - +
Buyukdikili 66 - - +
Blyukdikili 67 - - +
Blyukdikili 68 - - +
Buyukdikili 69 + - +
Buyukdikili 70 - - +
Buyikdikili 71 + - +
Blyukdikili 72 + - +
Blyukdikili 73 + - +
Blyukdikili 74 + - +
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Cizelge 4.3’lin devami

Buyukdikili 75 - - +
Buyukdikili 77 - - +

Haylazli 80 - - +
Gunyurdu 81 - - +
Zeytinbeli 82 - - +
Buyukdikili 83 - - +
Abdioglu 84 - - +
TOPLAM 79 10 5 79

PCR testinin marul koklerinden alinan sonuglarina gore 85 ornekten 79
tanesinin Olpidium tiirlerinden en az birisi ile bulasik oldugu tespit edilmistir.
Olpidium bornovanus ile infekteli 10, Olpidium brassicae ile infekteli 5 ve
Olpidium virulentus ile infekteli 79 adet 6rnegin pozitif oldugu saptanmstir.

PCR testi sonuglarina gore O. virulentus ve O. brassicaenin 2, O.
virulentus ve O. brassicae'nin 7 Ornekte birlikte bulunarak, karigik infeksiyona
neden oldugu belirlenmistir. Ayrica O. virulentus, O. brassicae ve O.
bornovanus’un 3 adet ornekte bulunarak, karisik infeksiyona neden oldugu tespit
edilmistir.

Yukarida verilen bilgiler 1s18inda, Herrera-Vasquez ve ark. (2009)nin
gerceklestirdigi c¢alismanin aksine, O. brassicae nin bitkilerde, diger Olpidium
tiirleri ile birlikte ortak infeksiyon gerceklestirdigi ortaya konmustur.

ELISA, RT-PCR ve PCR testleri sonucunda Adana ili’nin Yiiregir, Seyhan
ve Yumurtalik ilgelerinde ve Mersin [li’nin Tarsus ilcesinde LBVD ve Olpidium

tiirlerine ait etmenlerden en az birinin bulundugu saptanmustir.
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Cizelge 4.4. DAS-ELISA, RT-PCR ve PCR Testleri Sonucunda Marul
Orneklerinin Alindig1 Bélgeler ve Saptanan Etmenler

IL ILGE MAHALLE VIRUSLER VEKTORLER
Adana Yiregir Abdioglu - LBVaVv O.virulentus
Seyhan Buyukdikili MIiLBVV LBVaVv O.virulentus O.bornovanus
Yumurtalik Haylazl MIiLBVV LBVaVv O.virulentus
Zeytinbeli MIiLBVV - O.virulentus
Mersin Tarsus Gunyurdu MIiLBVV LBVaVv O.virulentus O.bornovanus O.brassicae

ELISA, RT-PCR ve PCR testleri sonucunda orneklerin toplandigi
bolgelerin tamaminda O.virulentus saptanmistir ve LBVD etmenlerinden en az
birinin varlig1 tespit edilmistir.

Bu c¢alisma; Fry (1958)’mm Yeni Zellanda’da yapmis oldugu, iri damar
infekteli marul bitkilerinin koklerinde Olpidium spp.’nin var oldugunu ancak iri
damar simptomu gdstermeyen marul koklerinde ise Olpidium spp.’nin
bulunmadigini bildirdigi arastirmanin aksine, marul bitkilerinin kdklerinde LBVD
etmenlerinin varligindan bagimsiz olarak Olpidium spp’den en az birinin varligina
rastlanildigini ortaya gikarmistir.

Yiriitilen bu c¢alisma, Herrera-Vasquez (2009)’in Multiplex PCR
yontemleri ve morfolojik teshisi yoOntemleri, Maccarone (2010)’un PCR
tekniklerini kullanarak iri damarlar1 tasiyan vektoriin O. virulentus oldugunu ve
Nomiyana ve ark. (2012)’nin Olpidium virulentus’a kars1 spesifik antiserumlari

kullanarak tespit ettigi ¢calismalarla paralel olarak gergeklesmistir.

4.3.5. Isik Mikroskobu ile Olpidium spp.’nin Belirlenmesi Calismalari

Yapilan uygulamalar sonucunda elde edilen marul kok 6rnekleri % 0.1 asit
fuksin igeren laktogliserin ¢ozeltisi ile muamele edilmistir.

Her koke ait 10 parca alinarak (yaklasik 1 cm uzunlugunda), alev ile fiske
edilmis lam tlizerine yerlestirilmis ve 151k mikroskobu altinda vektdr O. brassicae’
nin, O. bornovanus’un ve O. virulentus un dinlenme spor kiimeleri aragtirilmigtir

(Sekil 4.9; Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Olpidium spp.’ ye Ait Dinlenme Sporu
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4.3.6. Tasinma Cahismalari
4.3.6.1 Viriislerin Mekanik Inokiilasyon ile Tasinma Calismalar

Mekanik inokiisyaon g¢aligsmalarinda marul bitkilerinin yaprak ve kokleri
DAS-ELISA ve RT-PCR ile testlenmistir ve 6rneklerin tamami MiBVV ve LBVaV

icin negatif sonug¢ vermistir.

4.3.6.2. Viriislerin Olpidium spp.ile Tasinma Calismalari

Tasinma denemelerinin yapildigi marul bitkilerinin yaprak ve kokleri
DAS-ELISA ve RT-PCR ile testlenmistir ve Orneklerin tamami Olpidium
bornovanus, Olpidium brassicae ve Olpidium virulentus igin negatif sonug

vermistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Marul bitkisi {ilkemizde; saglikli beslenme agisindan ve {ireticiye
ekonomik getirisinden dolayr olduk¢a Onemli bir konuma gelmistir. Marul
yetistiriciligi; Adana ve Mersin Illeri’'nde uzun zamandir genis alanlarda
yapilmakta olup iireticilere ticari olarak 6nemli kazanglar saglarken ne yazik ki
onemli hastalik ve zararlilar1 da ev sahipligi yapmistir ve bu durum c¢ok ciddi
ekonomik kayiplara neden olmustur. Mevcut olan marul hastaliklarinin igerisinde
en Onemli siraya kimyasal miicadelesi olmayan viral hastaliklar yerlesmistir. Bu
viral hastaliklar icerisinde LBVD c¢ok 6nemli bir yere sahiptir ve toprakta uzun
yillar varligini koruyabilen Olpidium spp. ile tasinabilmesi hastaligin kisa siirede
genis alanlara yayilmasin1i ve miicadelenin neredeyse imkansiz hale gelmesini
saglamaktadir.

Surveyler bu tez caligmasi i¢cin 2018 yili sonbahar ve kis aylarinda 6n
arastirma seklinde yapilmis olup, ¢alismalar 2021 sonbahar kis aylarina kadar ana
materyalleri toplamak amaciyla gergeklestirilmistir. Yaprak, kok ve kok
bolgesindeki topraklar ile biitiin olarak toplanan marullar MiLBVV, LBVaV, O.
brassicae’nin, O. bornovanus’un ve O. virulentus etmenlerine karsi serolojik
(DAS-ELISA) ve molekiiler (RT-PCR) yontemler ile testlenmis ve elde edilen
izolatlarin molekiiler karakterizasyonu yapilmustir.

Bu tez ¢aligmasinda saptanan sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1. Toplanan orneklerde gerek MIiLBVV gerek LBVaV ve gerekse
MiLBVV + LBVaV’nin birlikte bulundugu (karisik) infeksiyon
saptanmistir ve arazide gozlenen simptomlara bu etmenlerin neden
oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda
Olpidium spp.’nin en az birine rastlanmasi viral etmenlerin Olpidium

spp. ile tagindigini ispatlamaktadir.

53



5. SONUCLAR VE ONERILER Giiler TANLI

2. Yapilan g¢alismalarda, her iki viriisiin varhiginda, yalnizca birinin
varliginda ya da viriislerin bulunmadig: bitkilerde Olpidium spp.’dan
en az birine rastlanmustir.

3. Bugiine kadar literatiirde bildirilen ¢aligmalarin aksine her ii¢
Olpidium spp. de birlikte vektor olarak gorev aldigi ortaya cikarken,
O. brassicae da in vivo edinimde diger iki Olpidium tiiriiyle birlikte

viriisleri tasimustir.

Olpidium tarafindan iletilen viriislerin yapisini ve islevini anlamadaki yeni
bulgular, bunlarin vektdrleri ve etkinlikleri konusunda yapilacak yeni ¢alismalar
stiphesiz bu viriislerin neden oldugu hastaliklar1 kontrol etme stratejilerinin ortaya
konmasina yardimc1 olacaktir. Viriis ve vektor arasindaki etkilesimin 6zellikleri,
ozellikle vektorlerin viriisii nasil edindigi ve ilettigi hakkinda ne yazik ki hala bilgi
eksikligi vardir. Bu siireci daha iyi anlamak igin vektorler iizerinde daha fazla

arastirmanin yapilmasina ihtiya¢ vardir.
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Ek 1. ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat Tampon Cozeltisi)

80¢g NaCl

02¢g KH,PO4

29¢ Na;HPO,4.12H,0 veya
2.3 g NaxHPO4.7H,O

1.44 ¢ Na,HPO4.2H20
1.15 g Na;HPO,
0.2 g KCl
0.2 g NaN;3
Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf su igerisinde
eritilip pH’s1 0.1N olan NaOH veya 0.1 N HCI ile ayarlanmis ve +4°C’de
muhafaza edilmistir.
2. Coating Buffer Ph 9.6 (Kaplama Tampon Cozeltisi)

293 g Na,COs
294 ¢ NaHCO;
02¢g NaN3

Yukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH
ayarlamasi yapilmis ve + 4°C’de saklanmistir.

3. Washing Buffer (Yikama Tampon Cozeltisi)
Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlanmigtir.

4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon ¢ozeltisi)
Bir litre yikama tamponu ¢ozeltisi icine 20 g Polyvinylpyrolidone (PVP-
40) ilave edilerek hazirlanmustir.

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

6. Substrat Buffer Ph 9.8 (Substrat Tampon Cozeltisi)
97 ml Diethanolamine 800 ml saf su igerisine ilave edilmis ve 0.2 g NaN3

konarak Ph 9.8’e ayarlanmis ve 1 litreye tamamlanmustir.
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Ek 2. Total RNA Analizlerinde Kullanilan Soliisyonlar

Ekstraksiyon Buffer (100 Mm Tris-HCI1 Ph. 8.0, 50 Mm EDTA Ph. 7.0, 500 g
NaCl, 100mM 2. Mercapto-ethanol (1/1000))

Tris-HCl 24208 ¢
EDTA 3.7224
NaCl 5844 ¢

Yukarida verilen kimyasallar 150 ml saf su igerisinde sirayla ¢oziilerek Ph
ayarlanmig ve son hacmi 200 ml’ye tamamlanmistir. Ardindan 1/1000 oraninda 2-

Mercaptoethanol eklenmistir.

% 20 Sodium Dodecyl Siilfate (SDS)
Sodium Dodecyl Siilfattan 20 g alinarak 80 ml saf su igerisinde

¢oziildiikten sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.

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

sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.

Sodium asetate (CH3;COONa(3M))

Sodium asetattan 40.824 g alinarak 60 ml saf su igerisinde ¢oziildiikten
sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.
% 70 lik Ethanol

% 100’lik ethanolden 70 ml alinarak 30 ml saf su ile kanstirilip elde

edilmistir.
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Ek 3. Agaroz Jel Elektroforezde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. TBE Buffer (89 mM Tris, 89 mM borik asit,2 mM EDTA) (pH:8,3)
10.777 g Tris-Base, 5.502 g boric asit ve 0.744 g EDTA alinarak 900 ml
saf su icinde eritildikten sonra ¢ozeltinin pH’s1 8.3 olarak ayarlanarak ve
hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 1X TBE buffer hazirlanmstir.

2. TAE Buffer (10 mM Tris, 5§ mM Sodium acetate, 0,5 mM EDTA)
(pH:8,3)

1.211 g Tris-Base, 0.680 g sodyum asetat ve 0.186 g EDTA alinarak 900
ml saf su i¢inde eritildikten sonra ¢6zeltinin pH’s1 8.3 olarak ayarlanarak
ve hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 1X TAE buffer hazirlanmstir.

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

100 ml saf su i¢ine eklenmistir.
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