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I¢c Anadolu Bélgesinde Bugdayda Septorya yaprak lekesi
hastahigimin [Zymoseptoria tritici (Desm. Quaedvlieg &
Crous)]yaygmhgmin belirlenmesi ve molekuler tanilanmasi
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ABSTRACT

Determination of prevalence of the Septoria leaf blotch disease of wheat
[Zymoseptoria tritici (Desm. Quaedvlieg & Crous)] in Central Anatolia and its
molecular identification

The prevalence of Septoria leaf blotch caused by Zymoseptoria tritici (Desm. Quaedvlieg &
Crous) was determined through field surveys in four provinces, Ankara, Konya, Kirsehir, and
Eskisehir which are important wheat producing areas in Central Anatolia during the 2013
and 2014 years. The percentage of infected wheat field in Ankara, Eskisehir, Konya, and
Kirsehir was found 52.75%, 34.61%, 31.02% and 9.11%, respectively. Totally 65 isolates
were obtained from survey area and 64 of them was determined as Z. tritici with specific
primers ITS1 and JB446.
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Zymoseptoria tritici (Desm. Quaedvlieg & Crous)’nin neden oldugu Septorya yaprak lekesi
hastaliginin yaygmligi i¢ Anadolu Bolgesinin énemli bugday ekilis alanina sahip 4 ilinde
(Ankara, Konya, Kirsehir ve Eskisehir) 2013 ve 2014 yillarinda yapilan slrvey ¢alismalart
ile belirlenmigtir. Hastalik ile enfekteli tarlalarin oran1 Ankara, Eskisehir, Konya ve Kirsehir
illeri i¢in sirasiyla %52.75, %34.61, %31.02 ve %9.11 olarak tespit edilmistir. SUrvey yapilan
alanlardan toplam 65 izolat elde edilmis ve tlre spesifik 1TS1 ve JB446 primerleri
kullanilarak bunlar i¢erisinden 64 izolatin Z.tritici oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Bugday, Septorya, yayginlik, molekiiler, tan1
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GIRIS

Bugday (Triticum spp.) diinyada ve iilkemizde en ¢ok fiiretimi yapilan kiiltiir
bitkilerinden biridir. Beslenme agisindan ¢ok degerlidir ve birgok iilkenin temel
besin maddesi durumundadir. Tiirkiye’de giinliik kalori tiiketiminin %50’ den fazlasi
ekmek ve diger bugday iiriinlerinden saglanmaktadir. Ulkelerin beslenmede bugdaya
baglilik durumlari cografik konumlarma gore degismektedir. Ulkemizde hububat
alanlarinin (11.4 milyon ha) yaklasik 6.76 milyon hektarinda bugday iiretimi
yapilmaktadir. Toplam alan icerisinde 2.2 milyon hektarlik bugday ekim alani ile I¢
Anadolu Bolgesi %32’lik paya sahiptir (Anonim 2015).

Bugdayda verim ve kalite kaybina neden olan biyotik faktdrlerden birisi de fungal
etmenlerin yol actig1 yaprak hastaliklaridir. Yaprak hastaliklarindan meydana gelen
tirtin kayiplar1 %10-50 arasinda degismektedir (Medini and Hamza 2008, Roelfs et
al. 1992).

Bugdayda 6nemli yaprak hastaliklar1 arasinda yer alan Zymoseptoria tritici’nin
neden oldugu Septorya yaprak lekesi Ascomycota subesinin Mycosphaerellaceae
familyasina ait piknidial bir fungusdur. Eseyli donemi Zymoseptoria tritici (Desm.)
Quaedvlieg & Crous’dir. Eseysiz donemi Septoria tritici’dir. Hastaligin ilk
enfeksiyonu alt yapraklarda baglar, ¢cevre kosullara bagli olarak {ist yapraklara
yayilir. Belirtileri kiiglik, diizensiz, ortas1 agik saman sarisi veya kirli sar1 renkte
yapragim yesil kisimlarindan kesin sinirlarla ayirt edilen lekelerdir. Bu lekelerin
Uzerindeki kiiciik siyah noktaciklar etmenin piknidiumlaridir ve yaprak iizerinde
rahatca goriilebilmektedir. Etmen aniz ve bitki artiklari iizerinde miselyum seklinde
kislar. Tlk enfeksiyonu yagislarla birlikte ilkbaharda piknidiosporlar yapar ve riizgar
yardimiyla uzak mesafelere tasinir (Zillinsky 1983).

2009-2011 yillarinda ilkbahar mevsiminin yagisli gecmesi nedeniyle i¢ Anadolu
Bolgesi’nde yapilan bugday hastaliklar1 siirveyinde Septorya yaprak lekesi
hastaligina siklikla rastlanilmigtir. Son yillarda hastaligin yayginlagsmasiyla birlikte
epidemi yapma riski de giderek artmaktadir. Hastaligin elverisli kosullar altinda
%25-50 arasinda iiriin kaybina neden olabildigi bilinmektedir (King et al. 1983).

Septorya hastaliklarina karsi iilkemizde ruhsatlandirilmig ilaglar bulunmaktadir.
Iklim kosullarina bagl olarak epidemi riskleri ortaya cikabilmekte ve gerektiginde
yesil aksam ilaglamasi ile miicadele edilebilmektedir. Siirveylerle hastaligin
yaygiliginin ortaya konulabilmesi, gilincel ve potansiyel epidemi durumlarinin
izlenebilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

Etmenin diinyanin birgok iilkesinde varligi tespit edilmis (Garcia and Marshall 1992,
Scott et al. 1988) ve ciddi iiriin kayiplart meydana getirdigi rapor edilmistir (Medini
and Hamza 2008, Zillinsky 1983). Hastaligin iilkemizde varligi ve yaygmhg ilk
olarak Iren (1962) tarafindan tespit edilmis ve daha sonra farkli bolgelerde bugday
¢esit ve hatlarmin etmene olan reaksiyonlarinin degerlendirildigi c¢aligmalar
yapilmistir (Canthos ve ark. 1997, Finci 1981, Onogur 1978). Ulkemizde bugday
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tiretiminde %32’lik paya sahip olan I¢ Anadolu Bélgesi’nde bugiine kadar hastalik
yayginligina ait kapsamli bir ¢alisma gergeklestirilmemistir.

Etmenin giiniimiizde molekiiler tanilanmas ile ilgili ¢aligmalar ITS bdlgelerinden
elde edilen primerlerle yapilmaktadir (Beck and Mogan 1995, Fraaije et al. 1999,
Fraaije et al. 2001).

Belirtilen sebepler dogrultusunda, bu ¢alisma 2013 ve 2014 yillarinda I¢ Anadolu
Bolgesi’nde bugday ekilisinin yaygin oldugu illerde (Konya, Ankara, Eskisehir,
Kirsehir) hastaligin yayginlik durumunun belirlenmesi ve siirveylerde elde edilen
hastalikli 6neklerden Z. tritici’nin izolasyonu ve molekiiler tanilanmasi amaciyla
gergeklestirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Hastalikh bitki materyalinin temini

Ankara, Eskisehir, Kirgehir ve Konya illerindeki bugday ekilis alanlarinda Septorya
yaprak lekesi etmeninin yaygmligini belirlemek amaciyla hastalik belirtilerinin
yogun olarak goriildiigii kis sonrasi, sapa kalkma ve/veya siit olum donemleri
boyunca siirveyler gergeklestirilmistir (Aktas 2001, Finci ve Yilmazdemir 1982).

Siirveylerde sistematik 6rnekleme yontemi kullanilarak ve illere gore degisen sayida
bugday ekilis alaninin %0.03’i incelenmistir. Ankara, Eskisehir, Konya, Kirsehir
illerine ait bugday ekilis alan1 ve 2013-2014 yillarinda siirvey yapilan ilgelere ait
incelenen alanlar Cizelge 1’de verilmistir.

Siirveyler sirasinda her 20 km’de bir durulmus, 6rnek alinacak tarlanin kosegenleri
dogrultusunda ya da kenarlarindan zikzaklar ¢izerek tarlanin ortasina dogru yiiriiniip,
Cizelge 2’de belirtilen tarla biiyiikliikleri ve drnekleme yapilan yer sayisi dikkate
alinarak bitkiler toplanmistir. Her tarlada toplanan 100 bitki hasta saglam olarak
kontrol edilmistir. Kontrol edilen tarlanin hastalikla bulasiklik orani, 6rneklerin
hasta saglam seklinde sayilmasi ve hasta bitki sayisinin toplam bitki sayisina
oranlanmasiyla bulunmustur (Aktas 2001).

Hastalik Orani= Hastalikli Bitki Sayist X 100

Toplam Bitki Sayisi

Her tarla igin hastalikli bitki yiizdeleri bulunduktan sonra tartili ortalama ile illere ait
hastaligin yayginligi hesaplanmistir (Bora ve Karaca 1970).

Hastaligin yayginlig1 = £ Tarladaki Hastalik Orani X Tarlanin Alani (da) X100

Incelenen Toplam Alan (da )

formiiliine gore hesaplanmistir.
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Cizelge 1. Ankara, Eskisehir, Konya ve Kirsehir illerine ait bugday ekilis alan1 ve 2013-2014

yillarinda siirvey yapilan ilgeler ait incelenen alanlar

iller Bugday Ekilis Alanlari (da) ilge incelenen Alan (da)
Akyurt 64da
Kalecik 424da
Ayasg 12da
Beypazari 565da
Nallithan 415da
ANKARA 4.983.791 Kazan 309da
Kizilcahamam 30da
Bala 18da
Polatli 530da
Haymana 320da
Sereflikoghisar 359da
Toplam 4.983.791 3046
Mahmudiye 195da
Odunpazari 65da
. . Sivrihisar 200
ESKISEHIR 1.747.536 Cifteler 171
Alpu 90
Beylikova 55
Toplam 1.747.536 776
Kulu 600
Cihanbeyli 795
Altinekin 1180
Sarayoni 200
Karatay 520
KONYA 6.414.562 Cumra 2021
Meram 50
Beysehir 658
Seydisehir 1260
Kadinhani 245
Karapinar 715
Toplam 6.414.562 8244
Merkez 120
. Karakegili 190
KIRSEHIR 1.037.316 Kaman 340
Akpinar 35
Toplam 1.037.316 685

Cizelge 2. Tarla biiylikligii ve 6rnekleme yapilan yer sayist (Aktas 2001)

Tarla Biiyiikliigii

Ornekleme Yapilan Yer Sayisi

10 dekara kadar

En az 5 farkli yer

11-100 dekar

En az 10 farkl yer

101-500 dekar

En az 15 farkli yer

501 dekardan biyik

En az 20 farkli yer
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Ornek alman yerlerin koordinatlart GPS ile belirlenmistir. Alinan hastalikli yaprak
ornekleri kagit torbalara veya zarflara konulup (zeri etiketlenerek laboratuvara
getirilmisgtir.

2013 ve 2014 yillar iiretim sezonunda hastalikli 6rnek alinan ve izolat elde edilen
illere ait ilgeler Sekil 1’de verilmistir.

1

edilen alanlar.
Zymoseptoria tritici’nin izolasyonu

Hastalikl1 bitki 6rneklerinden elde edilen piknitli yaprak parcalari seffaf bant yardimi
ile lam iizerine tutturulmustur. Hazirlanan 6rnekler steril su ile nemlendirilmis
kurutma kagidi iceren petri kaplarma yerlestirilmistir. Piknidiospor ¢ikisinin
saglanabilmesi igin piknitli yapraklar nemli ortamda 18-20°C’de 15-20 saat
bekletilmistir. Piknitler izerinden akan s1zint1 gézlemlenmis ve bu sizintilardan steril
igne yardimiyla alinan parcalar antibiyotikli (50 mg/l streptomycin) Yeast Malt
Ekstrakt Agar (YMA) ortamina aktarilmustir. Orneklerin alindig1 petriler 18-20°C’de
3 giin boyunca 12 saat aydinlik 12 saat karanlikta inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda gelisen kolonilerden tek spor izolasyonu gerceklestirilmistir.
Tek spordan elde edilen izolatlar 3 tekerriirlii olacak sekilde %50 gliserol igeren
tiplerde -85°C’de depolanmustir (Eyal et al. 1987).

287



I¢c Anadolu Bélgesinde Bugdayda Septorya yaprak lekesi hastaliginin [Zymoseptoria tritici (Desm. Quaedvlieg &
Crous)]yayginhigmin belirlenmesi ve molekiiler tanilanmasi

Zymoseptoria tritici izolatlarimin molekiiler tanilanmasi
DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Beck and Mogan (1995)’mn yonteminin modifikasyonu ile
gerceklestirilmistir. Ik olarak tek spor izolasyonu sonucu gelistirilen her bir fungus
izolat1 18-20°C’de 12 saat aydmnlik 12 saat karanlikta 7 giin boyunca Yeast Malt
Ekstrakt Agar (YMA) ortaminda gelistirilmistir. YMA ortaminda gelisen kiiltiirler
steril bir spatiil yardimiyla kazinarak steril ependorf tiiplere aktarilmistir. Fungal
kaltirlerden DNA izolasyonunda Qiagen DNeasy Plant DNA Extraction Kiti
(Katalog no: 68163) firmanin 6nerileri dogrultusunda kullanilmigtir.

Elde edilen DNA'nin kalite ve miktart DNA spektrofotometre (NanoDrop 2000)
yardimiyla belirlenmis, stok DNA'lardan 10 ng/ul. olacak sekilde calisma
diliisyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan diliisyonlar -20°C'de muhafaza edilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Saflik ve miktar tayinleri belirlenen her bir izolata ait fungus DNA’lar1, spesifik ITS1
(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve JB446 (5’-CGAGGCTGGAGTGGTG-
3’) primerleri kullanilarak Beck and Mogan (1995)’a gore izolatlarin molekiiler
teshisi yapilmistir. Pozitif kontrol olarak Ingiltere’deki Rothamsted Research’ten
temin edilen Z. tritici IPO323 izolat1 kullanilmigtir. PCR reaksiyon karigimi (25 pL);
5 pL MyTaq Reaction Buffer, her bir primerden 20 pM, 0.25 pL MyTag DNA
polymerase (5 U/uL), 50 ng fungal DNA igermistir. PCR kosullar1 95°C’de 1 dk. ilk
denatiirasyon, 95°C’de 15 sn, 58°C’de 15 sn. ve 72°C’de 15 sn. toplam 35 doéng
olacak sekilde uygulanmustir.

PCR isleminin ardindan elde edilen PCR iiriinleri, EtBr (10 mg/mL) iceren %1 lik
agaroz jelde 150 V’ta 90 dk. kosulmus ve jel goriintileme sistemi (Kodak)
kullanilarak goriintiilenmistir. Yaklasik 345 niikleotid uzunlugunda bant veren
ornekler Z. tritici olarak degerlendirilmistir (Beck and Mogan 1995).

SONUCLAR VE TARTISMA

Arazi ¢aligmalarinin 2013 ve 2014 yillarinda yiiritiildiigii Eskisehir, Ankara, Konya
ve Kirsehir illerinde siirvey yapilan toplam alan, incelenen tarla sayisi, elde edilen
izolat say1si, hastalik oran1 ve yayginligina ait veriler Cizelge 3’de verilmistir.

Ankara (102 tarla), Konya (105 tarla), Kirsehir (14 tarla) ve Eskisehir (45 tarla)
illerinde toplam 12755 da alanda 266 adet tarlada siirvey ¢alismalari
gerceklestirilmistir (Cizelge 3).

Hastalik belirlenen tarlalarin oran1 Ankara, Eskisehir, Konya ve Kirsehir illeri igin
sirastyla %52.75, %34.61, %31.02 ve %9.11 olarak tespit edilmistir.

Hastaligin yayginlik orani ise %42.85 ile en yiiksek Kirsehir ilinde belirlenirken
bunu sirastyla %40, %21.56 ve %18.09 ile Eskisehir, Ankara ve Konya illeri
izlemistir.
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Cizelge 3. Ankara, Eskisehir, Konya ve Kirsehir illeri ve ilgelerinde 2013-2014 yillarinda
yapilan siirvey sonuglarina ait incelenen tarla sayisi, elde edilen izolat sayisi,
illerin yayginlik ve bulagiklik oranlarina ait veriler

. Hastahk
Incelenen Elde Edilen | Belirlenen Hastahk
iller flce 'Sl'arla Izolat Tarla ) Yayginhgi
ayist Sayist Yiizdesi (%)
(Adet) (Adet) (%)
Akyurt 7 2
Kalecik 10 0
Ayas 2 0
Beypazari 6 0
Nallithan 5 0
Kazan 11 5
ANKARA Kizilcahamam | 8 2 52.75 21.56
Bala 3 1
Polath 15 6
Haymana 15 2
S. kochisar 20 4
Toplam 102 22 52.75 21.56
Mahmudiye 8 7
Odunpazari 4 4
ESKISEHIR Sivrihisar 8 1 34.61 40
Cifteler 12 2
Alpu 8 2
Beylikova 5 2
Toplam 45 18 34.61 40
Kulu 11 1
Cihanbeyli 10 0
Altinekin 8 3
Sarayonii 3 0
Cumra 18 1
Meram 3 0
Beysehir 17 4
Seydisehir 9 2
Kadmhani 9 2
Karapinar 11 6
Toplam 105 19 31.02 18.09
Merkez 2 0
KIRSEHIR Karakegili 4 2 9.11 42.85
Kaman 7 4
Akpinar 1
Toplam 14 6 9.11 42.85

Zymoseptoria tritici piknidiosporlarinin ¢imlenme sicakliklart optimum 20-
25°C’dir. Hastalik etmeninin 3°C’den 37°C’ye kadar genis bir sicaklik istegi
bulunmaktadir (Eyal et al. 1987). Siirveylerin gergeklestirildigi 2013-2014 yillar
arasinda nisan-mayis-haziran aylarina ait meteorolojik veriler Cizelge 4’de
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verilmistir. Bu veriler Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii, Uzaktan Algilama
ve Cografik Bilgi Sistemleri Boliimii’nden temin edilmistir.

Cizelge 4 incelendiginde nisan, mayis ve haziran aylarindaki ortalama sicaklik,
ortalama nem (%) ve toplam yagis degerlerinin Septorya yaprak lekesi hastaliginin
gelismesi  i¢in  uygun aralikta degerler oldugu goriilebilir. Siirveylerin
gerceklestirildigi 2013 ve 2014 yillarinda uzun yillar ortalamasina gore kis
doneminde sicakliklarin daha yiiksek olmasi ve ilkbaharin daha yagish gecmis
olmasinin hastaligin yaygmligini artirdigi diistiniilmektedir.

Cizelge 4. Siirvey yapilan Ankara, Konya, Eskisehir ve Kirsehir illerinde 2013-2014 yillart
n, Mayis ve haziran aylarina ait iklim verileri (ortalama sicaklik, nem ve toplam

yagis)
Nisan Mayis Haziran
. Ort. Nem [Yag Ort. | Nem Yagi Ort. | Nem Yag
fller ) Yillar 1 g0 (%) kg/%nsz Sic. | (%) kg/%nsz Sie. | (%) kg/%nsz
(¢C) (C) (¢C)

Ankara 2013 119 | 63.7 | 27.6 | 18.7 | 49.1 15.8 214 | 441 16.7
2014 12.3 | 56.7 | 9.9 15.8 | 62.6 31.0 19.4 | 58.4 225

Konya 2013 11.8 | 589 | 26,5 | 17.8 | 471 22.9 21.2 | 37.7 5.7
2014 12.8 | 47.0 | 93 15.8 | 51.4 27.3 19.8 | 48.2 23.4

Eskisehir 2013 109 | 664 | - 18.0 | 54.3 - 20.1 | 54.3 -

2014 12.6 | 56.7 | - 16.1 | 63.0 - 19.8 | 62.6 -

Kirsehir 2013 11.8 | 59.6 | 334 | 18.2 | 49.3 15.1 21.3 | 40.8 1.0
2014 13.1 | 52.2 | 20.0 | 159 | 60.9 30.2 19.4 | 55.1 36.0

Finci (1981) tarafindan 1975-1976 yillar1 arasinda Marmara bdlgesinde yapilan
slirvey sonucunda Z.tritici'nin bolgenin 6zellikle Trakya kisminda (Edirne %31-40,
Kirklareli %28-20, Tekirdag %41-40 yaygin oldugu saptanmis ve iklim kosullarinin
uygun gectigi yillarda duyarlt gesitlerde 6nemli iiriin kayiplariin beklenebilecegi
belirtilmistir.

Siirvey yapilan dort ilde hastalik i¢in uygun kosullarin olustugu goriilmiistiir. Daha
cok lilkemizde Adana ili ve Trakya’da yaygin olarak karsilastigimiz Septorya yaprak
lekesi hastaligmnin, bu siirvey sonucunda ortaya cikan verilerle I¢ Anadolu
Bolgesi’nde yayginliginin gegmis yillara gore arttig1 ve gelecekte iklim kosullarina,
cesitlerin dayaniklilik durumlarina ve etmenin viriilensine bagli olarak epidemi
olusturma potansiyeli tagidigi belirlenmistir.

Hastalikli alanlardan illere gore degisen sayida elde edilen 266 hastalik belirtisi
gosteren yapraklardan yapilan izolasyonlar sonucunda; Ankara’dan 22, Konya’dan
19, Kirgehir’den 6 ve Eskisehir’den 18 olmak lizere toplamda 65 izolat elde
edilmistir.

PCR reaksiyonu sonucunda 65 izolatin 64 tanesi 345 bp’de bant vererek Z. tritici
olarak tespit edilmistir (Beck and Mogan 1995) (Sekil 2, 3, 4). Z. tritici olarak tespit
edilemeyen bir adet izolat Eskigehir iline aittir.
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Sekil 2. Zymoseptoria tritici’ye spesifik ITS-1 ve JB446 primerleri kullanilarak Ankara (22)
iline ait izolatlarla gergeklestirilen PCR iriinlerinin jel -elektroforezindeki
gorantasa.

{

IPO323

EEEEETEEEEEEEEEEE E EKRKRKRKR

10 T

Sekil 3. Zymoseptoria tritici’ye spesifik ITS-1 ve JB446 primerleri kullanilarak Eskisehir
(18) ve Kirsehir (4) illerine ait izolatlarla gergeklestirilen PCR {irlinlerinin jel
elektroforezindeki goriintist.
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Sekil 4. Zymoseptoria tritici’ye spesifik 1TS-1 ve JB446 primerleri kullanilarak
gerceklestirilen Kirsehir (2) ve Konya (19) illerine ait izolatlarla gergeklestirilen
PCR urdnlerinin jel elektroforezindeki goruntlsu.
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Konya ve Ankara gibi 6nemli bugday ekilis alanina sahip illerde hastalik etmeni ile
bulagik tarla oraninin sirasiyla %34.61 ve %52.75 olarak tespit edilmesi, bu
hastaligin bugday iiretim agisindan 6énemli oldugunu, potansiyel bir epidemi riski
tagidigini ve izlenmesinin gerekli oldugunu ortaya koymustur. Hastaliktan
kaynaklanan iiriin kayiplarini ve epidemi riskini en aza indirebilmek i¢in bir taraftan
hastaligin yayginlig1 izlenirken, diger taraftan basta dayanikli gesitlerin gelistirilmesi
olmak iizere diger miicadele olanaklarinin da degerlendirilmesi gerekmektedir.
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