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Aims: This study was conducted for the detection and characterization of
Lettuce mosaic virus (LMV) in the fields where the lettuce cultivation was
made extensively in Adana (Ceyhan, Cukurova, Karaisali, Sarigam, Seyhan,
Yakapinar, Yumurtalik and Yiregir districts) and Mersin (Tarsus and
Yenice districts) provinces in the autumn and winter months between
2015-2019.

Methods and Results: A total of 180 lettuce plants suspected to be
infected with LMV were sampled symptomologically and tested by
Double Antibody Sandwich ELISA method firstly. The presence of LMV
were detected in 26 samples. In the RT-PCR studies using LMV-specific
1196; 1087 primer pair, 24 samples were found to be infected with LMV
and the band a size of 800 bp was observed in the LMV positive samples.
As a result of sequence analysis was made with 5 LMV isolates selected
among them, Adana and Mersin isolates showed nucleotide similarity
rate between 91.48-98.69% with LMV isolates reported from different
parts of the world.

Conclusions: In this study, the survey of LMV was made in lettuce
growing areas in Adana and Mersin provinces and its presence in
suspicious samples was revealed.

Significance and Impact of the Study: With this study, the presence of
LMV, which is one of the important viruses that cause disease in lettuce,
which is amongthe top vegetables grown in many countries, was
revealed by serological and molecular methods and molecular
characterization was successfully made.
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GIRIS

insan saghgl ve beslenmesinde 6nemli bir yere sahip
olan sebzeler, kendilerine 6zgli tat ve aromalari ile
begenilerek tliketiimekte ve glizel gorinimleriyle
sofralarimizi sislemektedir (Abak ve ark., 2010). Cok
sayida sebze tilrliinin dretimi bakimindan diinya
siralamasinda ilk siralarda yer alan Turkiye, diinya marul
Uretiminde, 419066 ton ile 7. sirada bulunmaktadir

(FAO, 2015). 2016 yili verilerine gore, Tiirkiye'de toplam
marul Uretiminin yaklasik %20’si Adana ve Mersin
illerinden karsilanmakta ve Adana ilinde 18215 da
alanda 53603 ton marul Uretimi yapilirken, Mersin
ilinde 22847 da alanda 56164 ton marul Uretimi
gerceklesmistir (TUIK, 2017a; 2017b).

Marul (Lactuca sativa L.), Compositae (Asteraceae)
familyasinin Lactuca cinsine bagh tek yillik bir serin iklim
sebzesidir (Esiyok, 2012). Genellikle taze olarak
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tuketilen ve insan beslenmesinde 6nemli bir vitamin ve
mineral madde kaynagi olan marul, diinyada ekonomik
acidan en 6nemli sebzelerden bir tanesidir (Dinant ve
Lot, 1992; Giinay, 2005). Bircok marul tiir ve cesidi
(kivircik, gdbekli, aysberg vb.) Glkemizde yetistirilmesine
ragmen, en cok tiketilen tirler arasinda genis yaprakli
klasik marul, kirmizi marul ve kivirctk marul vyer
almaktadir (Anonymous, 2015).

Turkiye dahil olmak tzere bircok tlkede 6nemli sebzeler
arasinda ilk siralarda yer alan marullarda hastalik
olusturan bircok fungal, bakteriyel ve viral etmenin
varligl rapor edilmistir (Soylu, 2011; Sertkaya, 2015;
Soylu ve ark., 2017). Akdeniz havzasinda yetistirilen

marullarda hastalik yaptig bildirilen 6nemli virsler
Cizelge 1.'de verilmistir (Moreno ve Fereres, 2012).
Diger hastalilk etmenlerinden farkh olarak viral
etmenlerin kimyasal miicadelelerinin olmamasi ve
vektoérlerinin yil boyunca mevcut olmasi nedeniyle
kontrol edilmeleri gok zordur. Viral hastaliklar marul
gibi yapragl yenen bitkilerde yapraklarin kalitesini
dogrudan etkilemekte ve bdylece bitkilerin satisini
engellemektedir. Bazi durumlarda, cevresel kosullara da
bagli olarak virlislerin marul bitkilerinde %100’e varan
ekonomik kayiplara neden oldugu bildirilmistir (Pavan
ve ark., 2008).

Cizelge 1. Akdeniz havzasinda marulda hastalik yapan énemli bazi viral etmenler
Table 1. Some important viral agents causing disease in lettuce in the Mediterranean basin

Viral Etmenler
Viral Agents

Familya Cins

Family Genus

Alfalfa mosaic virus, AMV

Beet western yellows virus, BWYV
Broad bean wilt virus, BBWV

Mirafiori lettuce big-vein virus, MiLBVV
Lettuce big-vein associated virus, LBVav
Lettuce mosaic virus, LMV

Lettuce necrotic yellows virus, LNYV
Tomato spotted wilt virus, TWSV
Turnip mosaic virus, TuMV

Bromoviridae Alfamovirus

Luteoviridae Polerovirus
Comoviridae Fabavirus
Ophioviridae Ophiovirus
Rhabdoviridae Varicosavirus
Potyviridae Potyvirus
Rhabdoviridae Cytorhabdovirus
Bunyaviridae Tospovirus
Potyviridae Potyvirus

Marul mozaik virlisi (LMV), dinyada ilk defa
Amerika’da rapor edilmistir (Jagger, 1921). Potyviridae
familyasina baglh tek iplikgikli bir RNA virGisidir. Diinya
capinda bulunan, mekanik, tohum, polen ve yaprak
bitleri ile non-persistent tasinan LMV, potyvirus
cinsinde yer almaktadir. LMV’'nin en etkili vektorleri
Myzus persicae (Sulzer), Aphis gossypii Glover ve
Macrosiphum euphorbiae (Thomas) olarak bildirilmis, A.
fabae Scopoli ve Hyperomyzus lactucae (Linnaeus,
1758) daha dusik etkinlikte virGsi  tasirken;
Rhopalosiphum padi (L) ve Nasonovia ribisnigri
(Moley)'nin  tasimadigl saptanmistir. Fransa’da M.
persicae’nin LMV’nin ilk tespit edilen vektoéri oldugu
bildirilmistir. Bunun disinda M. euphorbiae’nin daha
fazla gozlendigi, Aphis gossypii‘nin ise gliney bolgelerde
onemli bir vektor oldugu bildirilmistir.

LMV marulda kii¢ciilme, diizglin bas olusturamama ve
bazen nekrotik lekeler iceren olduk¢ca cesitli
simptomlara sebep olmaktadir. LMV’ye duyarli marul
cesitlerinde ani epidemiler gelisebilmekte ve %80-
100’lere  varan  oranlarda kayiplar  meydana
gelebilmektedir (Messiaen ve Lafon, 1965; Jagger, 1921;
Tomlinson, 1970; Dinant ve Lot, 1992; Nebreda ve ark.,
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2004; Candresse ve ark., 2007). LMV’nin AF199
izolatinin sistemik solmayi takiben lokal lezyonlara
sebep oldugu, buna ilaveten Ithaca ve Vanguard 75
marul cesitlerinde  bitki 6limlerinin  g6zlendigi
bildirilmistir (Krause-Sakate ve ark., 2005).

LMV'nin muhtemelen marul tohumlarinin  uzun
zamandir uluslararasi ticareti araciligi ile diinya ¢apinda
yayildigi bildirilmis olup, Avrupa, Kuzey ve Gliney
Amerika (Meksika, ABD, Arjantin, Brezilya, Uruguay),
Bati Hint Adalari (Bermuda), Afrika, Orta Dogu (Misir,
israil, Urdiin, Irak, iran, Tiirkiye), Asya (Cin, Japonya) ve
Okyanusya (Avustralya, Tazmanya, Yeni Zelanda) dahil
olmak Uzere tim kitalarda bulundugu rapor edilmistir
(Dinant ve Lot, 1992).

Ulkemizde marul mozaik virisii ilk olarak 1981 yilinda
Akdeniz Bolgesi marul alanlarinda saptanmistir (Yilmaz,
1981). Yapilan diger ¢alismalarla izmir, Gliney Marmara
Bolgesi (Canakkale, Balikesir ve Bursa illeri ile
ilceleri)’nde, Ankara, Hatay, Yalova, Adana, Maras ve
Osmaniye illerinde marul mozaik virlis enfeksiyonlari
rapor edilmistir (Fidan ve Tiirkoglu, 1988; Sertkaya ve
ark., 2009; Uzunogullari ve Besirli, 2011; Alan, 2012;
Erkan ve ark, 2013; Sertkaya, 2015; Karanfil ve Korkmaz,
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2016; Zelyat ve Ertung, 2016). Ancak, etmenin
molekdler olarak tanisi ve karakterizasyonu konularinda
yapilmis fazla bir calisma mevcut degildir.

Bu calisma, yaprak bitleri ve o6zellikle de tohumla
tasinmasindan dolayi ayri bir 6neme sahip olan LMV’nin
Adana ve Mersin ili marul Uretim alanlarinda serolojik
ve molekiler yontemlerle saptanmasi, tanilanmasi ve
elde edilen bazi LMV izolatlarinin  molekiler
karakterizasyonlarinin yapilmasi amaciyla
ylritllmustiir. Bu amaglar dogrultusunda, LMV ile
enfekteli oldugundan siliphelenilen marul bitkilerinden
alinan ornekler serolojik (DAS-ELISA) ve molekiler (PCR)
yontemler ile testlenmis ve elde edilen bazi LMV
izolatlari molekiiler olarak karakterize edilmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Arazi ¢alismalari ve bitki érneklerinin toplanmasi

Bitki orneklerinin toplanmasi amaciyla yapilan arazi
calismalari 2015-2019 yillari arasinda sonbahar ve kis
aylarinda Adana ilinde Ceyhan, Cukurova, Karaisall,
Merkez, Saricam, Seyhan, Yakapinar, Yumurtalik ve
Yiregir ilceleri ile Mersin ilinde Tarsus ilcesi ve Yenice
mahallesinde marul yetistiriciliginin yogun olarak
yapildigi alanlarda yuritilmustir. Simptomatolojik
gozlemler sonucu LMV ile enfekteli oldugundan
siphelenilen marul bitkilerinden yaprak o&rnekleri
alinarak serolojik ve molekiiler ¢alismalarda materyal
olarak kullanilmistir.

Marul bitkilerinde yapraklarda mozaik, nekroz, damar
acilmasi, kigilme, sari lekeler ve damar nekrozu,
bitkide diizglin bas olusturmama gibi simptomlar
aranmis ve bu simptomlardan en az birini gosteren
bitkilerden orneklemeler yapilmistir (Brunt ve ark.,
1996; Pavan ve ark., 2008).

Alinan ornekler, numaralandirilarak buzdolabi
posetlerine konulmus ve laboratuvara getirilerek
calismalarda kullanilincaya kadar kisa bir sire icin
+4C”de, uzun sireler icin ise -20C”de muhafaza
edilmistir.

Serolojik ¢calismalar

Arazi calismalarinda toplanan marullardan alinan bitki
dokulari ilk olarak DAS-ELISA testine tabi tutulmustur.
ELISA testlerinde, ticari olarak temin edilen
LMV’yespesifik ELISA kiti (Bioreba) kullanilmistir.

ELISA testlerinde firmanin Onerdigi yontem dikkate
alinmis ve modifiye edilerek uygulanmistir. Buna gore,
LMV’yespesifik  y-globulin  kapli  ELISA  plakasinin
kuyularina tampon ¢ozeltisinde ezilerek hazirlanmis her
ornekten 100‘er L, her bir ELISA plakasina pozitif,
negatif ve tampon c¢ozelti olmak Uzere (¢ kontrol
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konularak +4°C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.
Yikama asamasindan sonra kuyulara konjugat ilave
edilmis ve plakalar35°C’'de 4 saat inkiibe edilmistir. Son
asama olarak 1mgmL? konsantrasyonda hazirlanan
substrat ¢ozeltisinden ilave edilmis ve 60 dakika sonra
spektrofotometrik okuma yapilmistir. Sonuglar Thermo
Scientific Multiscan Go marka ELISA okuyucusunda 405
nm dalga boyunda okunmustur. Analiz sonucunda
negatif kontrolde olgllen degerin en az iki kat
absorbans degeri 6lclilen ornekler pozitif olarak kabul
edilmistir (Wang ve Gonsalves, 1990). Her 6rnek igin

ikiser kuyu kullanilmis ve kuyularin absorbans
degerlerinin ortalamalari alinarak sonuglar
degerlendirilmistir.

Total Niikleik Asit (TNA) ekstraksiyonu

TNA ekstraksiyon c¢alismalarinda, arazi cikislarinda

toplanan marul bitkilerinden alinan bitki dokular
materyal olarak kullaniimistir. Calismalar, Astruc ve ark.
(1996)'nin  bildirdigi ekstraksiyon yontemine goére
yaratdlmastar.

RT-PCR ¢alismalari

LMV’nin molekiler tanisi amaciyla yiritilen RT-PCR
¢alismalarinda, marul bitkilerinden elde edilen DNA’lar,
LMV kilif protein (CP) geninin tamamina yakin kismini
(800 bp) amplifiye eden 1196 (5-AAG GCA GTA AAA
CTG ATG-3’) ve 1087 (5'-TTT ATA CTA CAG TCT TTA-3’)
primer cifti kullaniimistir (Krause-Sakate ve ark., 2001).
Prieto ve ark (2001)e gore iki asamali olarak
gergeklestirilen RT-PCR galismalarinda, islemin birinci
asamasinda cDNA elde etmek amaciyla, PCR tiplerinin
her birine 2 uLTNA’dan, 2 uL primer (10 pmoluL?) ilave
edilmis ve 95°C'de 3 dkdenatlrasyon islemi
uygulandiktan sonra tlpler buz Gzerine alinarak 5 dk
bekletilmistir. Daha sonra her bir PCR tipine 14,6 ul
sterilsaf su, 1 pLANTP (10 pmolulL?), 0,1 puL M-MLV
reverse transcriptase (RT) enzimi (Thermo Scientific), 5
UL 5XRT-buffer, 0.3 pL RNase inhibitéri  (Thermo
Scientific) ilave edilerek son hacim 25 pL olarak
ayarlanmis ve tipler thermocycler’a vyerlestirilerek
42°C'de 60 dk inkiibe edilerek cDNA’lar elde edilmistir.
ikinci asama olan PCR isleminde ise, yeni PCR tiipiine 2
MLcDNA, 16,3 pL saf su, 2,5 puL 10X PCR tampon ¢ozeltisi
(100 mMTris-HCI (pH8.8), 500 mMKCI, % 0.8 Nonidet
P40), 1,5 uL MgCl, (25 mM), 0,5 uLdNTP (10 pmoluL?),
0,2 uLTaq DNA polymerase (Thermo Scientific), her biri
10 pmolulL? olan 1 pL forward primer ve 1 L reverse
primer ilave edilmistir. Daha sonra PCR tiipleri 94°C'de
3 dk; 94°C'de 1 dk, 42°C'de 2 dk, 72°C'de 2 dk’dan
olusan 35 dongil; son olarak 72°C’'de 10 dk seklinde
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ayarlanan thermocycler’a yerlestirilmis ve PCR islemi
tamamlanmistir.

Agaroz jel elektroforez ¢calismalari

Agaroz jel elektroforez yontemi, RT-PCR c¢alismalari
sonucunda elde edilen PCR drinlerini gorintiilemek
amaciyla %1.5 olacak sekilde 1X TAE tampon ¢ozeltisi
kullanilarak Galitelli ve Minafra (1994)'ya gore
uygulanmistir. Jelin boyanmasi icin 1 mgulL? etidyum
bromid kullaniimis ve bandlar UV transilliminatoérde
gozlenerek fotograflari gekilmistir.

Dizi analizleri

Dizi analizleri ve  molekiler karakterizasyon
calismalarinda, ELISA ve RT-PCR testleri sonucunda LMV
ile enfekteli oldugu saptanan orneklerden toplandiklari
bolgeler dikkate alinarak izolat se¢imi yapilmis ve
materyal olarak kullaniimistir.

Dizileme calismalari ticari olarak hizmet alimi yapilarak
Molgentek firmasi tarafindan gergeklestirilmistir. Dizi
analizleri NCBI, Nucleotide BLAST ve MEGA7
programlari kullanilarak yapilmis ve filogenetik soyagaci
Clustal W ile Kimura-2 parametresi kullanilarak
Neighbor-joining metodu ile olusturularak (Bootstrap
1000 tekrarlamal)) bu calismada elde edilen LMV
izolatlarinin diinyanin gesitli Ulkelerinden bildirilmis

olan LMV izolatlari ile benzerlik oranlari
karsilastirilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

LMV izolatlarinin elde edilmesi, tanilanmasi ve

karakterizasyonu amaciyla 2015-2019 sonbahar ve kis
aylarinda marul yetistiriciliginin yaygin olarak yapildig
alanlarda yuritalen sorvey calismalarinda, Adana ilinde
9 ilcede 26, Mersin ilinde ise 2 ilce/mahallede 12 marul
tarlasi ziyaret edilmis ve Adana ilinde, Ceyhan’dan 10,
Cukurova’dan 2, Karaisal'dan 21, Merkez ilceden 10,
Saricam’dan 18, Seyhan’dan 39, Yakapinar'dan 5,
Yumurtalik’tan 26 ve Yiregir'den 6 olmak lzere 137;
Mersin ilinde ise, Tarsus’tan 22 ve Yenice’den 21 olmak
Uzere 43, toplamda 180 marul bitkisinden 6rnekleme
yapilmistir (Cizelge 2).

Arazi calismalarinda LMV ile enfekteli oldugundan
siphelenilen ve 0Ornek alinan marul bitkilerinin
yapraklarinda mozaik, sari lekelenmeler, bazen nekroz,
damar agilmasi, kigllme ve deformasyon, genel olarak
bitkide dizgiin bas olusturamama ve gelisme geriligi
gibi simptomlar gozlenmistir (Sekil 1). LMV’nin neden
oldugu bu simptomlardan en az bir tanesinin gézlendigi
bitkilerden alinan ve simptomatolojik olarak LMV ile
enfekteli oldugundan siphelenilen marul 6rneklerinin
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ELISA yontemi ile testlenmesi sonucunda, 26 6rnegin
LMV ile enfekteli oldugu saptanmis ve toplanan
orneklerde  enfeksiyon orani  %14.44  olarak
hesaplanmistir (Cizelge 2).

Bu calismada elde edilen sonuglar, daha 6nceden diger
bazi arastiricilar tarafindan bildirilen sonuglar ile
paralellik gostermistir. Ayni arastiricilar, LMV’'nin bu
calismada kaydedilen simptomlara benzer simptomlar
meydana getirdigi ve tek basina veya diger bazi virtsler
ile degisik oranlarda karisik enfeksiyonlara neden
oldugu rapor etmislerdir. Buna gore, Pavan ve ark.
(2008), marullarda enfeksiyona neden olan virisler
icerisinde en 6nemlisinin tohum ve yaprak bitleriyle
non-persistent olarak tasinan potyvirus, Lettuc emosaic
virus (LMV) oldugunu ve LMV ile enfekteli marul
bitkilerinde mozaik, kiicilme, diizglin bas
olusturamama ve bazen nekroz gibi oldukg¢a cesitli
simptomlar gbzlendigini bildirmislerdir. Fletcher ve ark.
(2005) ise, marulda clicelesme ve sararma, yaprakta
beneklenme, nekroz ve iri damar simptomlari gosteren
bitkilerde ELISA testleri sonucunda, en yaygin virls
hastaliginin marul iri damar hastaligi oldugunu, fakat
LMV, LNYV, CMV, TuMV ve BWYV gibi diger bazi

virUslerin  siklikla  karisik  enfeksiyon  yaptigini
bildirmislerdir. Bunlara ilaveten, Soleimani ve ark.
(2011), ¢esitli viral etmenlerin  marul bitkisinin
yapraklarinda mozaik, beneklenme, kivriima, sekil

bozuklugu, damar bantlasmasi ve agilmasi yaninda
genel olarak bitkide klguk ve anormal bas olusumuna
neden oldugunu ve bu gibi simptomlari gésteren marul
bitkilerinden yapilan testler sonucunda, LMV, CMV ve
TSWV etmenlerinin varhgini sirasiyla %21, %16 ve %10
oranlarinda, LMV+CMV, LMV+TSWV, CMV+TSWV ve
LMV+CMV+TSWV karisik enfeksiyonlarinin varligini ise,
sirasiyla %16, %8, %8 ve %5 oranlarinda saptadiklarini
rapor etmislerdir. Ulkemizde yapilan calismalarda ise,
Sertkaya ve ark. (2009), arazi kosullarinda marul
yapraklarinda mozaik lekeler, damar bandlasmasi,
kloroz, nekroz ve sekil bozuklugu ile bitkide gelisme
geriligi gibi belirtiler gozlenen bitkilerin mekanik
inokulasyon ve DAS-ELISA testleri sonucunda CMV ve
LMV ile enfekteli oldugunu ortaya koyarken, Erkan ve
ark. (2013), izmir ilinde bas olusmamasi, bas dagilmasi,
kiicik bas olusumu ve asiri kardeslenme gibi belirtiler
gozlenen marul bitkilerinden yaptiklari ELISA testleri
sonucunda, 15 marul érneginin LMV, 5 6rnegin ise CMV
ile enfekteli oldugunu, 5 6rnekte de LMV+CMV karisik
enfeksiyonu bulundugunu bildirmislerdir.

ELISA testleri sonucunda, LMV ile enfekteli oldugu
saptanan orneklerden arazide gosterdikleri gelisme
geriligi, bas gelisiminde bozulma, yapraklarda sararma,
nekroz, mozaik ve kabarciklasma simptomlarina
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ilaveten saptandigi boélgeler de dikkate alinarak 5 tanesi Yakapinar izolati AYk1l-2 ve Mersin’in Tarsus izolati
secilmis ve Adana’nin Seyhan ilgesinden elde edilen MTs3-3 olarak kodlanarak molekiler c¢alismalarda
LMV izolatlari ASh2-1, ASh3-2 ve ASh6-3 olarak, kullanilmistir (Sekil 1).

Cizelge 2.0rnekleme yapilan alanlar, testlenen bitki sayisi ve ELISA testleri sonucunda LMV ile enfekteli oldugu
saptanan bitki sayisi

Table 2. Sampled areas, number of plants tested and number of plants infected with LMV detected by ELISA

I ilge Tarla Sayisi Testlenen Bitki Sayisi infekteli Bitki Says
Province District Number of fields Number of plantstested Number of plantsinfected
Adana Ceyhan 1 10 0
Cukurova 1 2 0
Karaisali 5 21 0
Merkez 2 10 0
Sarigam 5 18 0
Seyhan 6 39 24
Yakapinar 2 5 1
Yumurtalik 3 26 0
Ylregir 1 6 0
Mersin Tarsus 6 22 1
Yenice 6 21 0
Toplam 38 180 26

Sekil 1. LMV ile enfekteli marul bitkilerinde bas olusturamama, gelisme geriligi, yapraklarda mozaik, sararma,
nekroz ve deformasyon simptomlari [a. Yakapinar izolati (AYk1-2); b. Tarsus izolati (MTs3-3); c, d, e. Seyhan
izolatlari (ASh2-1, ASh3-2 ve ASh6-3)]

Figure 1. LMV infected lettuce plants, inability to form head, growth retardation and mosaic, yellowing,
necrosis and deformation symptoms in the leaves [(a. Yakapinar isolate (AYk1-2); b. Tarsus isolate (MTs3-3);
¢, d, e. Seyhan isolates ( ASh2-1, ASh3-2 and ASh6-3)]

Secilen izolatlarin ve LMV ile enfekteli diger baz kullanilarak yapilan RT-PCR galismalari sonucunda, kilif
orneklerin LMV’ye spesifik 1196; 1087 primer cifti protein geninin hemen hemen tamami olan biiytklikte
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bir bélge cogaltiimis ve 800 bp’lik band elde edilmistir
(Sekil 2). Bu ¢ahismanin sonuglari, Krause-Sakate ve ark.
(2001)'nin  yapmis olduklari ¢alismanin sonuclariyla
paralellik gostermistir. Benzer sekilde ayni arastiricilar

marul bitkisi Gzerinde LMV’nin saptanmasi amaciyla
1196; 1087 primer ciftini kullanarak 800 bp buyiiklige
sahip band gozlediklerini rapor etmislerdir.

Sekil 2. RT-PCR galismalari sonucunda Seyhan, Yakapinar ve Tarsus izolatlari ile LMV ile enfekteli oldugu saptanan

diger bazi marul 6rneklerinden elde edilen 800 bp biyiikligiinde bandlar [M, Marker; 1,2,3nolu 6rnekler Seyhan

izolatlari (sirasiyla ASh2-1, ASh3-2 ve ASh6-3); 4 nolu 6rnek Yakapinarizolati (AYk1-2); 5 nolu 6rnek Tarsus izolati
(MTs3-3); 6,7,8,9,10,11 nolu kuyular LMV ile enfekteli diger marul 6rnekleri]

Figure 2. As a result of RT-PCR studies, 800 bp bands, obtained from Seyhan, Yakapinar and Tarsus isolates with some
other lettuce samples found to be infected with LMV [M, Marker; Examples 1,2,3 are Seyhan isolates (ASh2-1, ASh3-2
and ASh6-3, respectively); Example 4 Yakapinar isolate (AYk1-2); Example 5 Tarsus isolate (MTs3-3); Other lettuce
samples infected with LMV wells 6,7,8,9,10,11]

LMV’'nin Adana ve Mersin izolatlarinin dizileme sonucu
elde edilen nikleotid dizileri dinyanin diger
Ulkelerinden rapor edilen LMV izolatlari ile
karsilastirildiginda  %91.48-98.69 arasinda benzerlik
oranlar gostermistir. En yliksek benzerlik orani
(%98.69) Fransa (X97704.2) ve Hindistan (JQ794776.1)

izolatlari ile elde edilirken, en dislik benzerlik orani
(%91.48) Yemen izolati (278227.1) ile saptanmistir. Bu
calismada elde edilen LMV izolatlarinin diinyada yer
alan diger izolatlarla benzerlik oranlari Cizelge 3'de
verilmistir.

Cizelge 3. Filogenetik karsilastirmada kullanilan LMV izolatlarinin erisim numaralari, orjinleri ve bu ¢alismada elde

edilen LMV izolatlari ile benzerlik oranlari

Table 3. Accession numbers and origins of LMV isolates used in phylogenetic comparison and similarity rates with

LMV isolates obtained in this study

Erisim No Benzerlik Oranlari (%) Orijin Konukgu
Accession Number Similarity Rates (%) Origin Host
X97704.2 % 98,69 Fransa Lettuce
JQ794776.1 % 98,69 Hindistan Lettuce
KX378986.1 % 98,52 Tarkiye Lettuce
KF955619.1 % 98,21 Gulney Kore Lettuce
AJ278854.1 % 96,77 Brezilya Lettuce
U24670.1 % 96,30 ABD Lettuce
X97705.1 % 95,70 Fransa Lettuce
278229.1 % 94,19 Yunanistan Lettuce
278230.1 % 93,94 Yunanistan Lettuce
778228.1 % 93,79 Yunanistan Lettuce
KF268956.1 % 91,77 Fransa Catharanthus roseus
778227.1 % 91,48 Yemen Lettuce
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LMV icin elde edilen PCR (drlnlerinin niikleotid
dizilerinin analizleri sonucunda olusturulan filogenetik
agac¢ Uzerinde, 4 farkh grup ortaya c¢ikmistir. Adana
Seyhan izolatlari (ASh2-1, ASh3-2, ASh6-3) ile Mersin
Tarsus izolati (MTs3-3), Tirkiye’den rapor edilen
KX378986.1 nolu LMV izolati da dahil olmak Uzere,
Hindistan (JQ794776.1), Gliney Kore (KF955619.1),
Brezilya (AJ278854.1), Amerika Birlesik Devletleri
(U24670.1) ve Fransa (X97704.2 ve X97705.1) izolatlari
ile birlikte ayni blylk grupta yer alirken, Adana
Yakapinarizolati (AYk1-2) diger bir Fransa izolati
(KF268956.1) ile farkh bir grubu olusturmustur. LMV’nin
Yunanistan ve Yemen izolatlari ise ayri ayr
gruplanmisglardir (Sekil 3). Benzer sekilde, Svanella-

57

Dumas ve ark (2014), genetik olarak birbirine yakin olan
klasik LMV izolatlarina ilaveten, bu izolatlardan ayrica
kendi aralarinda farkhhklar gosteren izolatlarin
bulundugunu ve bunlarin siniflandirmada doért grup
olusturduklarini rapor etmislerdir. Karanfil ve ark.
(2018) da genel olarak LMV izolatlarinin filogenetik agag
Uzerinde Yemen (Z78227.1), Fransa (KF268956.1),
Yunanistan (Z278228.1, 778229.1, 778230.1) ve diger
izolatlari iceren bir grup olmak Ulizere 4 gruba
dallandiklarini ve Gliney Marmara bdlgesinde Balikesir,
Bursa ve Canakkale illerini kapsayan survey calismalari
sonunda toplanan LMV izolatlarinin diinyanin birgok
Ulkesinden rapor edilen izolatlari iceren biiyik grubun
icinde yer aldigini bildirmislerdir.

X97704.2 Fransa
58

99

KX378986.1 Turkiye
JQ794776.1 Hindistan

KF955619.1 Guney Kore
@ MTs3-3

56 100

96

@ ASh2-1
@ ASh3-2

2l @AShe-3

AJ278854.1 Brezilya
U24670.1 Amerika

X97705.1 Fransa

Z78229.1 Yunanistan

100

{ Z78228.1 Yunanistan
100 Z78230.1 Yunanistan

—— @ AYki-2

72l KF268956.1 Fransa
Z278227.1 Yemen

Sekil 3. LMV Seyhan izolatlari (ASh2-1, ASh3-2, ASh6-3), Tarsus izolati (MTs3-3) ve Yakapinar izolati (AYk1-2) ile
diinyadan rapor edilen LMV izolatlari kullanilarak Neighbor-joining metodu ile olusturulmus filogenetik soyagaci
(1000 tekrarlamal)

Figure 3. Phylogenetic tree formed by Neighbor-joining method using LMV Seyhan isolates (ASh2-1, ASh3-2, ASh6-3),
Tarsus isolate (MTs3-3) and Yakapinar isolate (AYk1-2) and LMV isolates reported from around the world. Bootstrap
values (1000 replicates)

Sonug olarak, yapilan bu galismada, Adana ve Mersin
illeri marul Gretim alanlarinda LMV’nin varligi ELISA ve
RT-PCR yontemleri kullanilarak saptanmis ve bunlar
arasindan alindiklari il ve ilgeye goére segilen LMV
izolatlarinin [Adana Seyhan izolatlari (ASh2-1, ASh3-2,
ASh6-3), Mersin Tarsus izolati (MTs3-3) ve Yakapinar
izolatl (AYk1-2)] molekiler karakterizasyonu yapilmistir.
Bu c¢alismanin yiritildigli Adana ve Mersin illerinde
100000 tonun Uzerinde Gretim miktarina sahip marul,
bolge icin ekonomik 6neme sahip kislik sebzelerden
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biridir. Bu bolgede hastalik etmenleri ve zararlilar verim
ve kalitede 6nemli kayiplara sebep olmaktadir. Bu
etmenler icerisinde virlslere karsi, yapilacak olan etkili
bir vektér miicadelesine ek olarak, virtisten ari tohum
ve (Uretim materyalinin kullanilmasi, yabanci ot
kontroli, koruyucu kultlrel uygulamalar, dayanikli veya
tolerant gesitlerin Gretimi ve Ureticiler tarafindan tercih
edilmesi ¢ok O©nemlidir. Bundan sonra, Oozellikle
dayanikli veya tolerant cesitlerin elde edilmesi ve bu
cesitlerin LMV  izolatlarina  tepkilerinin  ortaya


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 2021, 26(2): 257-265

Arastirma Makalesi / ResearchArticle

konulmasi, dayaniklilik kiran LMV irklarinin saptanmasi,
LMV’ye konukculuk yapan yabanci ot konukgularinin
belirlenmesi gibi LMV'nin  micadelesine yonelik
konularda calismalarin planlanmasi ve bunlara oncelik
verilmesi, elde edilen sonuglarin pratige aktariimasi ve
Ureticilerin bilinglendirilmesi gerekmektedir.

OzET

Amag: Bu c¢alisma 2015-2019 yillari arasinda sonbahar
ve kis aylarinda Adana (Ceyhan, Cukurova, Karaisali,
Sarigam, Seyhan, Yumurtalik ve Yiregir ilgeleri ile
Yakapinar mahallesi) ve Mersin (Tarsus ilgesi ile Yenice
mabhallesi) illerinde yaygin olarak marul yetistiriciliginin
yapildigi alanlarda marul mozaik virtisi (Lettuce mosaic
virus, LMV)'nin saptanmasi ve karakterizasyonu
amaciyla ylrGtalmastar.

Yéntem ve Bulgular: Arazi ¢ikislarinda simptomatolojik
olarak LMV ile enfekteli oldugundan siphelenilen
toplam 180 adet marul bitkisinden 6rnekleme yapilmis
ve toplanan ornekler o6ncelikle Double Antibody
Sandwich ELISA (DAS-ELISA) yontemi ile testlenmistir.
Toplam 26 6rnekte LMV’nin varhgi saptanmistir. LMV'ye
spesifik primer cifti (1196;1087) kullanilarak yapilan RT-
PCR calismalarinda ise, 24 ornek LMV ile enfekteli
bulunmus ve 800 bp biiylikligiinde band elde edilmistir.
Bunlar arasindan segilen 5 LMV izolati ile yapilan sekans
analizleri sonucunda, Adana ve Mersin izolatlar
diinyanin diger (ilkelerinden rapor edilen LMV izolatlari
ile %91.48-98.69 arasinda benzerlik gostermistir.

Genel Yorum: Bu galismada Adana ve Mersin illerinde
marul yetistirilen alanlarda LMV’ninsurveyi yapilmis ve
arastirilan 6rneklerde varhgi ortaya konulmustur.
Calismanin Onemi ve Etkisi: Bu calisma ile birgok
Ulkede vyetistirilen sebzeler arasinda ilk siralarda yer
alan marullarda hastalik olusturan 6nemli virlslerden
biri olan LMV’nin varhg serolojik ve molekiler
yontemlerle ortaya konulmus ve molekiler olarak
karakterizasyonu basariyla yapiimistir.

Anahtar Kelimeler: Marul, LMV, DAS-ELISA, RT-PCR, dizi
analizi.
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