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OZET

HATAY iLi BUGDAY URETIiM ALANLARINDA BARLEY YELLOW DWARF
VIRUS (BYDV) —PAV ve -MAV TURLERI ile CEREAL YELLOW DWARF
VIRUS (CYDV) -RPV’°NIN SEROLOJIK ve MOLEKULER YONTEMLERLE
SAPTANMASI ve KARAKTERIZASYONU

Bugday bitkisinde (Triticum aestivum L.) yaklasik olarak 55 virlis etmeninin
enfektsiyona neden oldugu bildirilmistir. Diinyada bugday iiretim alanlarinda en yaygin
olarak goriilen ve sar1 clicelik hastalifina neden olan viriisler (yellow dwarf viruses,
YDVs) ililkemizde de tahil {iretimi yapilan bir¢ok alanda tespit edilmistir. Tahillarda
verim ve kalite kayiplarina neden olarak yikici zararlar olusturan YDVs basta bugday
olmak lizere diger bir¢ok tahil tiirlinde, ¢cayir mera ve ¢im bitkisinde enfeksiyona neden
olabilmektedir. Tahil iiretim alanlarinda epidemi olusturma potansiyeline sahip olan
sar1 ciicelik viriislerinin bugdayda %80’¢ varan verim kayiplarina neden oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda Hatay ilinde yetistirilen bugday bitkilerinde ve bu
alanlardan toplanan Rhopalosiphum padi L. bireylerinde bu hastalik kompleksine neden
olan viriislerden barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV), barley yellow dwarf
virus-MAV (BYDV-MAYV) ve cereal yellow dwarf virus-RPV (CYDV-RPV)’nin
varligit Double Antibody Sandwich—Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (DAS-
ELISA) ve Ters Traskripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemleri ile
arastirilmig, belirlenen bazi izolatlarin molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. DAS-
ELISA testleri sonucunda testlenen 124 bugday O6rneginden sadece 1 tanesi BYDV-
PAV ile enfekteli bulunmus ancak BYDV-MAV ve CYDV-RPV tespit edilememistir.
RT-PCR analizleri ile testlenen 124 bugday Orneginden sadece bir 6rnekte BYDV-
PAV’a ait beklenen uzunlukta (531 bp) DNA fragmenti cogaltilirken, testlenen
orneklerde diger iki viriis saptanamamaistir. Testlenen bugday 6rneklerinin BYDV-PAV
ile enfeksyion oran1 %0.80 olarak saptanmistir. Bugday tarlalarindan toplanan toplam
96 adet Rhopalosiphum padi bireyi tek tek RT-PCR yontemi ile analiz edildiginde
testlenen bireylerin hi¢birisinde BYDV-PAV ve BYDV-MAV saptanamamis ancak §
adet R. padi bireyinde CYDV-RPV saptanmistir. RT-PCR yontemiyle g¢ogaltilan
BYDV-PAV bugday izolati ile 3 adet CYDV-RPV R. padi izolat1 dogrudan dizilenerek
niikleotid analizleri yapilmistir. Bu izolatlar Gen Bankasina kayitli diger {ilke
izolatlartyla karsilagtirilmis ve benzerlik oranlar ile filogenetik iligkileri ortaya
konulmustur. Yapilan bu ¢alisma ile bugday bitkilerinde BYDV-PAV Hatay ilinde ilk
kez saptanmistir. Ayrica bugday iiretim alanlarindan toplanan R. padi bireylerinde ise
CYDV-RPV ilk kez belirlenmistir.

2023, 48 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bugday, sari ciicelik hastaligi, DAS-ELISA, RT-PCR, filogenetik
analiz



ABSTRACT

DETECTION and CHARACTERIZATION of BARLEY YELLOW DWARF
VIRUS (BYDV) -PAV and -MAV SPECIES and CEREAL YELLOW DWARF
VIRUS (CYDV) -RPV by SEROLOGICAL and MOLECULAR METHODS in

WHEAT PRODUCTION AREAS of HATAY PROVINCE

It has been reported that approximately 55 viral agents infect the wheat plant
(Triticum aestivum L.). Yellow dwarf viruses (YDVs), one of the most common viruses
in wheat production areas in the world, have been reported in many cereal production
areas in our country. YDVs cause devastating damage to cereals by causing yield and
quality losses and they have been reported in many other cereal species, especially
wheat, meadow, pasture and grass plants. It has been reported that yellow dwarf
viruses, which have the potential to cause epidemics in cereal production areas, cause
yield losses of up to 80% in wheat. Within the scope of this study, the presence of
barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV), barley yellow dwarf virus-MAV
(BYDV-MAV), cereal yellow dwarf virus-RPV (CYDV-RPV) in wheat plants growing
in Hatay province and also in Rhopalosiphum padi L. individuals collected from that
areas were analysed by Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked limmuno Sorbent
Assay (DAS-ELISA), Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
and their molecular characterizations were investigated. As a result of DAS-ELISA
tests, among 124 wheat samples, only 1 sample was found to be infected with BYDV-
PAV, but BYDV-MAYV and CYDV-RPV could not be detected. In 124 wheat samples
tested by RT-PCR analysis, only the expected length (531 bp) DNA fragment of
BYDV-PAV was amplified in the same sample, while the other two viruses could not
be detected. The infection rate of the tested wheat samples with BYDV-PAV was
0.80%. When 96 R Rhopalosiphum padi individuals collected from wheat fields were
tested by RT-PCR analysis. only CYDV-RPV was detected in eight R. padi individuals
but BYDV-PAV and BYDV-MAV were not detected in any of the tested samples.
BYDV-PAV wheat isolate and 3 CYDV-PRV R. padi isolates amplified by RT-PCR
were directly sequenced. The nucleotide sequences were analyzed, compared with the
isolates of other countries deposited in the GenBank, and their similarity and
phylogenetic relationships were revealed. In frame of this study, BYDV-PAV was first
time detected in the wheat plants in Hatay province. Additionally, CYDV-RPV was also
reported for the first time in R. padi individuals collected from the wheat fields in
Hatay.

2023, 48 pages

Key Words: Wheat, yellow dwarf disease, DAS-ELISA, RT-PCR, phylogenetic
analysis
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1. GIRIS

Serin iklim tahillar1 iginde yer alan bugday, diinya niifusunun en 6nemli besin
kaynaklarindan birisidir (Anonim, 2016). Bugday danesi karbonhidrat, protein mineral
maddeler, iz elementleri, vitaminler, yag asitleri ile sekonder bitki metabolitleri olarak
adlandirilan renk maddeleri ve fenoller bakimindan olduk¢a zengindir (Gooding ve
Davies, 1997). Bununla birlikte bugdayin icerdigi fitokimyasal maddeler (fenolik
bilesikler, karotenoidler ve E vitamini) nedeniyle dogal besinsel antioksidan kaynagidir.
Bu aktif bilesikler gii¢lii antioksidan aktiviteleri ile insan ve hayvanlarda birgok kronik
rahatsizlig1 dnlemekte veya ilerlemesini geciktirebilmektedir (Mentes Yilmaz, 2011).
Bugdaym sahip oldugu bu zengin besin degerleri ile diinya niifusunda, beslenme
diyetine gore insanlarin enerji ihtiyaglarmin yaklasik %20’sini karsilamaktadir
(Cummins ve Robert-Thomson, 2009).

Tahil cinslerinin hepsi Poaceae syn. Gramineae familyasma ait bitkilerdir.
Bugday, arpa, yulaf, ¢avdar, ¢eltik, misir, dar1 ve kusyemi gibi 6nemli kiiltiir bitkileri bu
familya i¢inde yer almaktadir (Kiin, 1994). Bugdayin taksonomisi ise asagidaki gibidir;

e Alem: Plantae

e Sube: Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
e Sif: Liliopsida (Tek ¢enekliler)

e Takim: Poales

e Familya: Poaceae

e Cins: Triticum

Bugiin diinyadaki tarim alanlarinin biiylik ¢ogunlugu tahil grubu bitkilerden
olusmaktadir. Tiirkiye’de islenen alanin yaklasik %80’inde tahil {iretimi yapilmakta
olup, ekolojik kosullar ve nadas haricinde tahil tarimina ayrilan alanin %95’inde serin
iklim tahillan yetistirilmektedir (Gilinen, 2007). Diinyada bugday tiretimi 774 milyon
ton olup bunun yaklasik %95’ini ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) geri kalan
%5’lik kismimi ise makarnalik bugday (Triticum durum Desf.) olusturmaktadir
(Anonim, 2020).

Diinyada tahillar icinde misir ve ¢eltikten sonra en fazla iiretilen {iriin olan bugday
tilkemizde 28 yabani bugday c¢esidine ev sahipligi yapmaktadir. Tirkiye’de ylizlerce
yerel ¢esit bugday bulunmaktadir. Bugday giiniimiizde tropik {ilkelerden Amerika’nin



giineyine, 1liman iklimlerden Avrupa’nin kuzeyine kadar ¢ok genis cografyalarda ve
cesitli iklimlerde yetistirilmektedir (Ozberk ve ark., 2016). 2021 yili diinya bugday
tiretim miktarina bakildiginda 134.3 milyon ton ile Cin ilk sirada yer almaktadir.
Ulkemiz ise 20.5 milyon ton bugday iiretimi ile 10. sirada yer almaktadir (Anonymous,
2021).

Cevre kosullarmin olumsuz etkileri, uygulamadaki yetersizlikler, hastaliklar,
zararhilar ve diger stres faktorlerinin etkisi ile tahil verimi 6nemli 6lgiide azalmaktadir
(Cook ve Veseth, 1991). Tahil verimini diisliren ve {iriin kalitesini olumsuz yonde
etkileyen cok sayida abiyotik stres faktorleri yaninda 77 patojenin bulundugu rapor
edilmistir (Wiese, 1987).

Oldukga genis alanlarda tarimi yapilan tahillarda iiretimi sinirlayan ve verim
azalmasina neden olan faktorlerin arasinda hastaliklar ilk sirada yer almaktadir
(Yorganci, 1989). Kiiltiir bitkilerinin tiretiminde {iriin kayiplarina neden olan nicel ve
nitel faktorler arasinda ise viral kaynakli etmenlerin ayri1 bir énemi bulunmakta ve
iiriinde verim ve kaliteyi 6nemli dl¢iide etkilemektedir. Bu etkilerin derecesi bazen ¢ok
hafif olabilirken bazen de asir1 diizeyde olabilmektedir (Yorganci, 1989). Diger patojen
gruplarinin 6nlenmesi i¢in siklikla uygulanan kimyasal savas yonteminin bu etmenlere
kars1 uygulanamiyor olusu ve diger kontrol yontemlerinin de iiretici tarafindan yeterli
diizeyde bilinmemesi, viriis kaynakli kayiplarin artmasina neden olmaktadir. Bunun
sonucunda pazar degeri diigmekte ve dnemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir.

Virilis etmenlerinin yayilimi ve saglikli bitkilere bulasmasini 6nlemek amaci ile
viriislerden ari {iretim materyallerinin kullanilmas1 gibi klasik uygulamalar ise her
zaman viriis hastaliklar1 ile miicadelede yeterli olamamaktadir. Viriisler ile en etkili
miicadele yontemi dayanikli bitki tiirleri veya varyetelerinin gelistirilmesi ve
kullanilmasidir  (S6kmen, 2005). Dayamikli bitki tiirlerinin  ve varyetelerinin
gelistirilmesi, bugday virlislerinin  giivenilir  sekilde tanilanmasi, hastalik
mekanizmalarinin bilinmesi ve molekiiler genom 6zelliklerinin en 1iy1 bir sekilde ortaya
konmasin1 gerektirmektedir. Viral etmenlerle miicadelede dayanikli gesitlerin, viriis
vektorlerine karsida etkili olmasi igin virlis ve vektorlerininde epidemiyolojileri ortaya
konulmalidir (Erkan, 2008).

Tahillar icerisinde viriislere en duyarli olarak saptanmis olan bugday bitkisinde 55

tane virlis etmeninin saptandig1 rapor edilmis olmakla beraber (Brunt ve ark., 1996)



dogal olarak bugday1 enfekte eden viriislerin 30 tane oldugu bildirilmistir (Wiese,
1987). Diinyada bugday iiretim alanlarinda goriilen en 6nemli tahil hastaliklarindan
birisi arpa sar1 ciicelik hastaligidir (ASCH) (D’arcy, 1995; Svanella-Dumas ve ark.,
2013). Tahillarda bu hastaliga neden olan etmen ilk kez 1953 yilinda Oswald ve
Houston tarafindan “barley yellow dwarf virus (BYDV)” olarak adlandirilmis olup
izleyen yillarda Bill Rochow adli arastirict viriislerin taginmasinda rol oynayan afid
tiirlerine gore bunlar1 5 farkli serotipe ayirmis ve farkl tiirler olarak gruplandirilmistir.
Her bir tiirtin etkin vektorii parantez i¢inde yazilmis olup bunlar; Cereal yellow dwarf
virus (CYDV)-RPV (Rhopalosiphum padi), BYDV-MAV (Macrosiphum avenae, bu tiir
daha sonra Sitobion avenae olarak adlandirilmigtir), BYDV-PAV (R. padi ve S.
avenae),BYDV-SGV (Schizaphis graminum) ve maize yellow dwarf virus (MYDV)-
RMV (Rhopalosiphum maidis) (Rochow, 1969, 1970; Rochow ve Muller, 1971). Daha
sonra yapilan c¢aligmalarda ise bu tiirlerin sayis1t artmistir. Yeni belirlenen tiirler ise;
BYDV-GAV (S. graminum ve S. avenae) (Jin ve ark., 2004), wheat yellow dwarf virus
(WYDV)-GPV (S. graminum ve R. padi)’dir (Zhang ve ark., 2009). Ayrica CYDV-RPS
(R. padi, siddetli) olarak adlandirilan CYDV-RPV’nin daha siddetli bir varyantinin
yaprak kivircikligina neden oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde Kuzey Amerika’da
BYDV-PAS (R. padi, S. avenae, siddetli) (eskiden PAV-129 olarak adlandirilmistir)
olarak adlandirilan BYDV-PAYV ile iligkili viriisiin 6zellikle yulaf bitkilerinde BYDV-
PAV’a nazaran daha siddetli simptomlara neden oldugu belirlenmistir. Bununla beraber
BYDV-PAS’1in Avrupa’da bugday bitkilerinde daha hafif simptomlara neden oldugu
rapor edilmistir (Jarosova ve ark., 2013). Bu calismalarin 15181 altinda BYDV
taksonomisinde Onemli degisiklikler Onerilmistir (Miller ve Lozier, 2022). Rochow
BYDV’nin ilk bes serotipini adlandirilmig, ancak viral genomlarin dizilenmesi
yapildiginda bu siniflandirma bozulmustur (Miller ve ark., 1988; Vincent ve ark., 1991).
BYDV-MAV ve BYDV-PAV'nin yakindan iligkili oldugu kanitlanmis olmasina ragmen
(Ueng ve ark., 1992), CYDV-RPV ve MYDV-RMV olarak adlandirilan viriislerin
Patates yaprak kivircikligi virlistine (PLRV) ve Pancar bati sarisi viriisiine (BWYV)
BYDV-PAV'a nazaran daha benzer olduklar1 ortaya koyulmustur (Krueger ve ark.,
2013; Vincent ve ark., 1991). Bdylece, bu viriisler yeniden adlandirilmis ve PLRV,
BWYV ve diger viriislerle birlikte Polerovirus cinsine (D’Arcy ve Mayo, 1997;
Delfosse ve ark., 2021), BYDV-PAV, BYDV-MAV ve diger konukgularla iligkili



viriisler ise Luteovirus cinsine yerlestirilmistir (Ali ve ark., 2014; D’Arcy ve ark.,
2000). Yiiksek kapasiteli dizilemenin (High throughput sequencing-HTS) son yillarda
bitki virolojisinde yaygin kullanilmasi sonucu BYDV grubuna yeni {iyeler de dahil
edilerek taksonomide baz1 degisikliklere neden olmustur. ICTV 2021 yilinda
Polerovirus and Luteovirus cinsini yeniden diizenlemis ve Luteoviridae familyasi iptal
edilmistir (ICTV, 2021). Son diizenlemeye gore Luteovirus cinsi Tombusviridae
familyasina, Polerovirus ve Enamovirus cinsi ise Solemoviridae familyasina dahil
edilmistir. BYDV-PAV, BYDV-MAV, BYDV-PAS, BYDV-kerll, BYDV-kerlll,
BYDV-GAV ve BYDV-SGV Luteovirus cinsine dahil edilirken, CYDV-RPV, CYDV-
RPS, BVG ve WYDV-GPV Polerovirus cinsine dahil edilmistir (Miller ve Lozier,
2022).

Bugiine kadar yapilan birgok ¢alismada bugday iiretimini ekonomik olarak
siirlayan virlislerden Arpa sari ciicelik viriislerinin diinyada tahil iiretimini ekonomik
anlamda etkiledigi tespit edilmistir. Genis konukcu dizisine sahip Arpa sari ciicelik
virtislerinin tahil verimini 6nemli derecede azalttig1 bildirilmistir (Beuve ve ark., 1999).
Bu viriisler basta bugday olmak iizere arpa, yulaf, ¢avdar, dari, tritikale, misir, ¢eltik ve
Sorghumda (yem bitkisi) hastalifa neden olmakta ve dane verimini onemli olgiide
diistirmektedir. Bunun disinda konukgusu olan 150 tiirden fazla ¢ayir mera ve ¢im
bitkilerinde de verimi diisiirdiigli rapor edilmistir (Gould ve Shaw 1983; Koev ve ark.,
1998; Chain ve ark., 2006).

Bu virtis hastaliklariin 28’den fazla yaprak biti tiirii ile tagindig1, mekanik olarak
bitkilerin birbiri ile temasiyla, tohumla veya polenle tasmnmadigr bildirilmistir.
BYDV’leri tasindig1 yaprak biti tiirlerine gore isimlendirildigi rapor edilmistir (Fauquet
ve Mayo, 1999).

Tiirkiye’de 26,3 milyon hektar tarim arazisi ekilmekte ve bu alanlarin en fazla
kismini tahil grubu triinleri olusturmaktadir. Tahil {iretimi yapilan alanlar arasinda en
fazla oranda bugday yetistirilmektedir. Hatay ilinde bugday iiretimi ¢iftgiler i¢in dnemli
gecim kaynaklarindan birisi olup, uzun yillardan beri tarimla ugrasan ireticiler gerek
arazi bakimlarin1 gerekse kullandiklar1 alet ve ekipman ile modern tarim
yapmaktadirlar. Bilingli tarim faaliyetleri yapan iireticiler sertifikali bugday tohumu

ekmektedirler. Hatay’da 2022 yili verilerine gére 50.000 ha alanda bugday iiretimi



yapilmakta olup, dekardan alinan verim ise ortalama 450-475 kg araliginda
gerceklesmistir.

Tahil tiretim alanlarinda etkin bir epidemi olusturma potansiyeline sahip olan arpa
sar1 clicelik viriislerinin bugdayda %80’e varan verim kayiplarina neden oldugu
bildirilmistir. Arpa sar1 ciicelik virlislerinin olusturdugu zarar ve verim kayiplari,
enfeksiyon zamanina, ¢evre kosullarina ve vektor boceklerinin populasyonuna gore
degisiklik gosterdigi ortaya koyulmustur. Viriis bodurluk, yapraklarda renk degisikligi
(sararma), kok biliyiimesinde ve kardeslenmede azalma simptomlarinin yani sira
simptomsuz olarak bulundugu durumlarda bile verimi disiirebildigi rapor edilmistir
(Pike, 1990, Banks ve ark., 1995).

BYDV viriisleri elektron mikroskobu ile incelendiginde genellikle hiicre
cekirdeginde, sitoplazma ve parankima hiicrelerinde goriilmektedir (Hogenhout ve ark.,
2008; Domier, 2008; Usta, 2013).

Bu ¢alismada, Hatay ili bugday tiretim alanlarinda barley yellow dwarf virus-PAV
(BYDV-PAV), barley yellow dwarf virus-MAV (BYDV-MAYV), cereal yellow dwarf
virus-RPV (CYDV-RPV)’lerinin serolojik ve molekiiler yontemlerle saptanmasi ve

izolatlarin filogenetik analizlerinin yapilmasi amaglanmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Brunt ve ark. (1996) yaptiklari ¢alismada bugday bitkisini (Triticum aestivum L.)
yaklasik 55 viriis etmeninin enfekte ettigi bildirilmistir.

Gould ve Shaw, (1983) yaptiklar1 bir calismada Diinya’da bugday iiretim
alanlarinda en yaygin olarak goriilen viriis etmenlerinden sar1 ciicelik viriis hastaliklar
(yellow dwarf viruses, YDVs) iilkemizde tahil iiretimi yapilan bir¢ok alanda rapor
edilmistir. Tahillarda verim ve kalite kayiplarina neden olarak yikici zararlar olusturan
YDVs basta bugday olmak iizere arpa, yulaf, ¢avdar, dan, tritikale, misir, ¢eltik ve
Sorghumda hastaliga neden oldugu ve dane verimini Onemli Ol¢lide dislirdigi
belirlenmistir. Bunun disinda 150’den fazla cayir mera ve ¢im bitkisinin de etmenin
konukgusu oldugu ve ot verimini diisiirdiigii bildirilmistir.

Pike, (1990) Banks ve ark. (1995) tahil tretim alanlarinda epidemi olusturma
potansiyeline sahip olan arpa sari ciicelik viriislerinin bugdayda %80’e varan verim
kayiplarina neden oldugu bildirilmistir. Arpa sari ciicelik viriislerinin olusturdugu zarar
ve verim kayiplari, enfeksiyon zamanina, ¢evre kosullarmma ve vektor boceklerinin
poplilasyonuna bagl olarak degisiklik géstermektedir. Viriis bodurluk, yapraklarda renk
degisikligi (sararma), kok biiylimesinde ve kardeslenmede azalma simptomlar1 yaninda

simptomsuz olarak bulundugu durumlarda bile verimi diisiirebildigi rapor edilmistir.

2.1. Ulkemizde Yapilan Cahismalar

[lbagi, (2003) Trakya Bolgesi'ndeki tahil {iretim alanlarindaki viriislerin
saptanmast amaciyla yaptigi bir ¢alismada, yaygin olarak BYDV-PAV viriisiiniin
oldugunu WSMV ve Oat necrotic mottle virus (ONMYV) viriislerinin de hastaliklara
sebep oldugunu belirlemistir. BYDV-PAV ve WSMV Trakya Bolgesi icin ilk kayit
olarak rapor edilirken, ONMV Tiirkiye i¢in ilk kayit olmustur.

Koklii, (2004) Tekirdag ilinin 7 ilgesinde 26 bugday tarlasindan 260 bugday
ornegi BYDV-PAV, BYDV-MAV, CYDV-RPV, BSMV, WDV ve BrMV viriislerini
arastirmak icin toplanmis ve ELISA ile testlenmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda
testlenen viriisler arasinda en yaygin olarak BYDV-MAV (260 bugday oOrneginin
%?25'inde)’tinlin  bulundugu bunu sirasiyla BYDV-PAV (%22,3), WDV (%16,5),



CYDV-RPV (%8,5), BrMV (%3,1) ve BSMV (%1,5) izledigi saptanmistir. Sonug
olarak bu ¢alisma ile Tiirkiye’de ilk kez BSMV ve BrMV bildirilmistir.

Ilbag1 ve ark. (2006) Trakya Bolgesi’nde musir viriis hastaliklarinin belirlenmesi
amaciyla yapilan bir ¢alismada testlenen 6rneklerde BYDV-PAV (Barley yellow dwarf
virus), SCMV (Sugarcane mosaic virus), JGMV (Johnson grass mosaic virus) ve
MDMV (Maize dwarf mosaic virus)’leri saptanmustir.

Ilbagi ve ark. (2008) Tekirdag ilindeki kanarya (Phalaris canariensis L.)
tohumlarmin yapraklarinda sararma ve bitkide clicelesmeye sebep olan viriis
hastaliklarininin belirlenmesi amaciyla toplanan 6rnekler Cereal yellow dwarf virus-
RPV (CYDV-RPV) ve Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV)’a kars1 serolojik
olarak test edilmistir. Test sonucunda 6rneklerin % 2’sinin CYDV-RPV ve % 48’inin
BYDV-PAV ile enfekteli oldugu ve bu orneklerin %14’iliniin de karisik enfekteli
oldugu, toplanan 6rneklerin %36’sinin viriis ile enfekte olmadigi saptanmustir.

Deligéz ve ark. (2011) Samsun ve Amasya illerinde BYDV-PAV ve BYDV-
MAYV viriislerinin bugday bitkilerinde yaygmhigini belirlemek amaciyla 2006-2007
yillarinda yapilan bir ¢alisjmada Samsun’dan 116, Amasya’dan ise 100 adet bugday
ornegi toplanmis ve BYDV-MAV ve BYDV-PAV viriislerine karst DAS-ELISA
yontemiyle testlenmistir. Yapilan bu g¢alismada her iki ilden testlenen orneklerde
BYDV-PAV’in en yaygin oldugu belirlenmis olup bu oran Samsun ilinde %8.6,
Amasya ilinde ise %4 olarak belirlenmistir. BYDV-MAV ise Samsun’da 9%S5.1,
Amasya’da %1 bulunmus, BYDV-PAV ve -MAV Kkarisik enfeksiyonu Samsun’da 2
ornekte, Amasyada ise 4 0rnekte saptanmistir.

Hamamoci, (2012) Tekirdag ili’nde 8 farkli kislik ekmeklik bugday cesidinin sar1
ciicelik viriis hastaliklarina kars1 sergiledikleri tepkileri saptamak amaciyla 2010- 2011
iiretim doneminde bir ¢alisma yapilmistir. Yapilan bu calismada tarla denemeleri 3
lokasyonda, 2 ekim tarihi, 3 tekerriir ve 8 kislik ekmeklik bugday cesidi ile tesadif
bloklarinda boéliinmiis parseller deneme desenine gore kurulmustur. Deneme
parsellerinden alinan 336 bugday yapragit DAS-ELISA yontemiyle testlenmistir.
Testlenen orneklerin % 80,17 oraninda BYDV-PAYV, % 6,61 oraninda CYDV-RPV ve
% 4,83 oraninda WDV ile tekli enfekteli olduklari, % 8,39 oraninda ise karisik enfekteli
olduklari belirlenmistir. Testlenen Orneklerde BYDV-MAV ve diger tiirler

bulunamamistir. Her bir deneme parselinde sapa kalkma doneminden sonra 100



bitkiden hastalikli olanlar sayilarak YDVs hastaliginin bulunma orani belirlenmistir.
Yapilan varyans analizlerine gore deneme alanlarindan bir tanesinde bugday ekim
tarihleri arasinda farklilik %95 olasilikla 6nemli bulunurken cesitler arasindaki
varyasyonun istatistiki agidan 6nemsiz oldugu goriilmiistiir. Diger iki deneme alaninda
ise, cesitler arasindaki farklilik istatistiki agidan Onemli bulunurken, ekim tarihleri
arasinda farklilik % 95 olasilikla 6nemsiz bulunmustur.

Dayan, (2013) Tekirdag ilinde 8 farkli kislik ekmeklik bugday ¢esidinde tahil
virlis hastaliklarinin kalite {izerine etkilerinin belirlenmesi tizerine yaptig1 bir calismada
tic farkli bolgeden topladigi 200 adet bugday yaprak ornegini DAS-ELISA yontemi ile
testlemistir. Testlenen bugday yaprak orneklerinin higbirinde Sugarcane mosaic virus
(SCMV) ve Maize dwarf mosaic virus (MDMV)’leri tespit edilememis olup, 200 adet
yaprak 6rneginin 60 adedinde Barley yellow dwarf virus-MAV (BYDV-MAYV), Barley
yellow dwarf virus PAV (BYDV-PAV), Cereal yellow dwarf virus RPV (CYDV-RPV),
Wheat dwarf virus (WDV), Brome mosaic virus (BrMV) ve Wheat streak mosaic virus
(WSMV)’lerinin varlig: tespit edilmistir. Bu ¢alismada 8 farkli kislik ekmeklik bugday
cesidinde tahil virlis hastaliklarinin kalite iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan kalite analiz testleri sonucunda Ozellikle dane yapisinin tahil viris
hastaliklarindan dogrudan etkiledigi bildirilmistir.

Usta, (2013) Dogu Anadolu’da Van, Bitlis, Igdir, Kars, Agri, Mus, Erzincan,
Elaz1g ve Malatya illerinde bugday alanlarindaki bazi viriislerin tespiti amaciyla yapilan
bir ¢aligmada ise 900 yesil aksam ve 78 toprak ornegi alinmistir. Bu 6rneklerden 50
tanesinde BYDV-PAV (%5.5) 44 6rnekte BYDV-SGV (%4.8) 4 6rnekte CYDV-RPV
(%0.4), ve 8 ornekte ise WSMV(9%0.8) viriisleri tespit edilmistir. Testlenen 6rneklerin
hicbirinde BYDV-MAV, BYDV-RMV, SBWMV ve incelenen toprak 6rneklerinin hig
birinde P. graminis vektorii tespit edilmemistir. Bu ¢alismada Arpa sari ciicelik viriisleri
Tiirkiye’de ilk defa multipleks RT-PCR yontemiyle arastirilmistir.

[lbag1 ve Geyik, (2014) Bursa ilinde musir iiretiminde kaliteyi ve verimi olumsuz
yonde etkileyen bazi viral hastaliklarin varligini belirlemek amaciyla simptomlu 150
bitkiden yaprak ornegi toplanmis ve bu ornekler BYDV-PAV, MDMV, SCMV ve
CYDV-RPV viriislerinin varligi agisindan DAS-ELISA yoOntemiyle testlenmistir.
Testlenen orneklerin 15 tanesinde (%30 oraninda) MDMYV, 10 tanesinde (%20
oraninda) MDMV+SCMV Kkarisik enfeksiyonlart tespit edilmis ve sonug¢ olarak misir



tarlalarindaki simptomlu bitkilerin 25 tanesinde %350 oraninda virlis enfeksiyonu
saptanmistir. Ancak testlenen orneklerin higbirisinde BYDV-PAV ve CYDV-RPV
viriislerine rastlanmamustir.

Capkan, (2015) Ege Bolgesi’'nde Afyon, Kiitahya, Manisa, Denizli, Usak, Aydin,
Mugla ve Izmir illerinde bugday alanlarinda yapraklarda ugtan baslayan klorotik ¢izgi
ve lekeler, sert yapraklar, tirtikli yaprak kenarlari, daha az ve kiigiik dane olusumu
gozlenmistir. Bu calismada toplanan 214 bugday 6rnegi DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemleri ile testlenerek BYDV-PAV’i{iniin varlig1 belirlenmistir. En yiliksek BYDV-
PAV enfeksiyon orani Izmir ilinde %17.64 olarak belirlenirken, en diisiik oran Manisa
ilinde %6.25 olarak belirlenmistir. Usak ilinden toplanan 21 bugday 6rneginde BYDV-
PAV saptanamamistir. Ege Bolgesi’'ndeki illerden toplanan bugday orneklerinde
BYDV-PAYV ‘iiniin %9.8 oraninda bulundugu ortaya koyulmustur. Aydin ve Izmir’den
secilen birer izolatin gen dizilimi yapilarak Tiirkiye ve Diinya izolatlar1 ile
kiyaslanmistir. Aydin BYDV-PAYV izolatinin Tiirkiye izolatlar1 ile %100 (KJ816648.1)
ve %99 (KJ816646.1, KJ816649.1, KJ816645.1 ve KI816643.1) diger Genbank
izolatlar1 ile %96-99 oraninda benzerlik gdsterdigi ortaya koyulmustur. Izmir BYDV-
PAV izolatinin ise Tirkiye izolatlar1 (KJ816660.1, KJ816655.1) ile %99 benzerlik
gosterdigi diger Genbank izolatlar1 ile 9%95-99 oraninda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir.

[lbag1, (2017) Edirne, Tekirdag ve Kirklareli illerinde sarilik, ciicelik ve kizariklik
belirtilerinin goriildiigii arpa, yulaf ve kishik bugday bitkilerinin yapraklarindan toplam
187 adet (10 adet yulaf, 138 adet bugday, 19 adet arpa ve YDVs’nin konuk¢usu olan
kamig bitkisinden 20 adet) Ornek toplamistir. Toplanan bu ornekler DAS-ELISA
yontemi ile testlenerek BYDV-PAV, BYDV-MAV ve CYDV-RPV’lerinin varlig
aragtirtlmistir. Viris ile enfekteli oldugundan sliphe duyulan 6rneklerde viriisiin varligt
RT-PCR analizleri ile dogrulanmistir. Yapilan testler sonucunda testlenen 6rneklerin 89
(% 47.59)’unda BYDV-PAV, 30 (% 16.04)’unda CYDV-RPV ve 4 (% 2.14)’linde ise
BYDV-MAV bulunmustur. Orneklerin %7.48’inin her ii¢ viriis ile karisik enfekteli
oldugu belirlenmistir. En yiiksek YDVs enfeksiyonu %36.89 orani ile Edirne ilinde
saptanirken bunu %21.93 ile Kirklareli ve %14.44 orani ile Tekirdag izlamistir.

Aydn, (2017) celtik (Oryza sativa L.) bitkilerinde arpa sar1 ciicelik viriisiiniin

varligint belirlemek amaciyla yapilan bir ¢aligmada, Edirne, Kirklareli ve Tekirdag



illeri’ndeki c¢eltik tarlalarindan 120 adet simptomlu g¢eltik yaprak oOrnegi ve celtik
tarlalarinin kenarlarinda bulunan ve belirgin viriis simptomlar1 gosteren yabanci ot
tiirlerinden 6 adet kamis, 10 adet kanyas, 2 adet darican, 1 adet sirken ve 2 adet yabani
hardal yapraklarindan da 6rnekler toplanmistir. Toplam 141 adet yabanci ot ve ¢eltik
yaprak 0rnegi DAS-ELISA yontemi ile testlenmistir. DAS-ELISA testi sonuglarina gore
2 adet kanyas, 1 adet darican ve 24 adet ¢eltik bitkisinde cereal yellow dwarf virus-RPV
(CYDV-RPV) saptanmistir. Yine ayni g¢alismada 1 adet kamis ve 4 adet ¢eltik
orneginde barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV) saptanmistir. Ayrica 1 adet
kamig ve 8 adet celtik 6rneginden ise CYDV-RPV ve BYDV-PAYV viriis hastaliklarinin
karigik enfeksiyonlari tespit edilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada Trakya Bolgesi celtik
iiretim alanlarinda %3.54 oraninda BYDV-PAV, %17,73 oraninda CYDV-RPV ve
%6.38 oraninda ise karisik (BYDV-PAV+CYDV-RPV) enfeksiyonlar bulunmustur.
Test edilen 6rneklerin hi¢birinde BYDV-MAV viriisiine rastlanilmamistir. Bu ¢alisma
sonucunda ¢eltik tarlalarinda CYDV-RPV ve BYDV-PAV iilkemizde ilk kez rapor
edilmistir.

Hassan, (2018) Diyarbakir ilinde bugday alanlarinda 2016 yilinda yapilan survey
calismalarinda toplanan bugday oOrneklerinde Arpa sari ciicelik viriislerinin (BYDV-
PAV, MAV, SGV, RMV ve CYDV-RPV) RT-PCR ve multipleks RT-PCR
yontemleriyle belirlenmesi amacglanmistir. Toplanan 365 bugday orneginden 13’iiniin
BYDV-PAV (%3.5), 9’unun BYDV-SGV (%2.4), 5’inin CYDV-RPV (%1.3) ile
bulasik oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile BYDV-PAV, BYDV-SGV, CYDV-RPV
viriisleri Diyarbakir ilindeki bugday alanlarinda ilk defa rapor edilmistir.

Kilig ve ark. (2019) Afyonkarahisar ve Isparta illerindeki bugday iiretim
alanlarinda Barley yellow dwarf virus- PAV (BYDV-PAV) ve Barley yellow dwarf
virus- MAV (BYDV-MAV)’n tanilanmasi amactyla yaptiklari ¢alismada viriis belirtisi
gosteren 94 adet bitki 6rnegi toplanmis ve toplanan 6rnekler DAS-ELISA yontemi ile
test edilmistir. Test sonuglara goére 94 6rnegin 2 tanesinde (%2.1 oraninda) BYDV-
MAYV ve 68 adedinde ise (%72.3 oraninda) BYDV-PAV enfeksiyonlar1 belirlenmistir.
Bu ¢aligmada sadece 4 adet drnekte % 4.2 oraninda karisik enfeksiyon tespit edilmistir.

Karaozan, (2019) Mardin ili ve ilgelerinde 2017 yilinda bugday tiretim alanlarinda
arpa sar1 clicelik viriislerinden 5 tanesini (BYDV-PAV, BYDV-MAV, BYDV-SGV,
BYDV-RMV ve CYDV-RPV) belirlemek amaci ile yapilan bir survey g¢alismasinda
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toplanan 400 oOrnek multipleks RT-PCR yontemi (m-RT-PCR) ile testlenmistir.
Testlenen 400 6rnegin 10’nunda BYDV-PAV (%2.5), 7’sinde BYDV-SGV (%1.75),
2’sinde CYDV-RPV (%0.5) ve 1’inde BYDV-RMV (%0.25) tespit edilmistir. Pozitif
izolatlarin 7’sinde BYDV-PAV+BYDV-SGV (%1.75) ve I’inde BYDV-PAV+CYDV-
RPV (%0.25) karisik enfeksiyon belirlenmis olup genel enfeksiyon orani %3.0 olarak
bulunmusgtur. Testlenen 400 bugday yapragi 6rneginin hicbirinde BYDV-MAV tespit
edilememistir. Yiiriitilen bu c¢alismada Mardin ilinde BYDV-PAV, BYDV-SGV,
BYDV-RMV ve CYDV-RPYV viriisleri ilk defa tespit edilmistir. Tespit edilen BYDV-
PAYV izolatlarindan bir tanesinin kilif protein gen bolgesinin cDNA’s1 klonlanmus, iki
yonlii sekans edilerek Genbankasi izolatlartyla filogenetik iliskisi belirlenmistir.
BYDV-PAV Mardin izolatinin en yiiksek genetik benzerligi Almanya izolati
(KY634926) ile %95.52 oraninda gosterdigi, endiisiik benzerligi ise %89.22 orani ile
Almanya ve Pakistan izolatlariyla (K'Y634886 ve JQ811489).g6stermistir.

ibag1 ve ark. (2021) iilkemizde Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illerinde tahil
iiretimi yapilan alanlardan ve kenarlarindan bunun yaninda mera alanlarindan tek ve ¢cok
yillik yabanci ot drneklerinden 52 farkli tiirden olmak iizere toplam 808 tane Ornek
toplanmistir. Sararma, kizariklik ve ¢izgi mozaik simptomlar1 gdzlenen ve bunun
yaninda simptom gozlenmeyen yabanct ot Ornekleri de toplanarak serolojik ve
molekiiler yontemlerle CYDV-RPV, BYDV-SGV, BYDV-RMV, BYDV-PAV, BYDV-
MAV’lerinin varligi belirlenmeye c¢alisilmistir. Testlenen 808 tane yabanci ot
orneginden 535 tanesinin (% 66.21 enfeksiyon) YDVS ile enfekteli oldugu ve 6rneklerin
%23.3’liniin birden fazla viriis ile enfekteli oldugu belirlenmistir. Testlenen 6rneklerde
en yaygin saptanan viriis %23.8 enfeksiyon oraniyla BYDV-PAV olup buni sirasiyla
BYDV-MAV (%10.4), CYDV-RPV (%6.8), BYDV-SGV (%1.1) ve BYDV-RMV
(%0.7) takip etmistir. Testlenen 52 farkli yabanci ot tiiriinden 40 tiirin sar1 ciicelik
viriisleri ile enfekteli oldugu ortaya konulmus ve YDVs ile enfekteli bulunan Bromus
sterilis, Lolium rigidum, Hordeum murinum, Phragmites austrialis Avena fatua, A
sterilis tlirlerinin viriislerin epidemiyolojisinde olduk¢a dnemli olduklar1 belirlenmistir.

Kapan, (2022) Sirnak ilinde bugday iiretim alanlarinda 2020 yilinda arpa sari
clicelik virtislerinin (BYDV-PAV, BYDV-MAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve
CYDV-RPV) varligin1 belirlemek amaci ile yapilan survey ¢aligmalarinda toplanan 411
bugday Ornegi multipleks RT-PCR ve RT-PCR yontemi ile testlenmistir. Testlenen
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orneklerin 55 tanesi pozitif (%13.38) bulunmustur. Bu 6rneklerin 40 tanesinde BYDV-
PAV (%9.73), 3 tanesinde CYDV-RPV (%0.73) viriisleri tespit edilirken 12’sinde
BYDV-PAV+CYDV-RPV (%2.91) karisik enfeksiyonlar1 tespit edilmistir. Testlenen
orneklerin higbirisinde BYDV-MAYV, BYDV-SGV ve BYDV-RMV saptanamamastir.
Yapilan bu calismada, BYDV-PAV ve CYDV-RPV viriisleri Sirnak ilinde ilk defa
tespit edilmistir.

[lbag: ve ark. (2022) iilkemizde bugdaydan elde edilen bir adet BYDV-PAV
izolatinin (TR19) tim genomu elde edilmis ve Genbankasina MW916321 erisim
numarasi ile kaydedilmistir. Bu bugday izolat1 5.672 niikleotidden olusan RNA’nin
kodladig1r 7 tane bilinen agik okuma boélgesi ve olasi bir 8. bolgeden olugsmus olup

Pakistan, Brezilya ve Avustralya izolatlar ile yakin iligkili bulunmugtur.

2.2. Yurt Disinda Yapilan Cahismalar

Arpa bitkilerinde ilk kez 1950°li yillarda Arpa sar1 ciicelik hastaligi fizyolojik
bozukluk olarak degerlendirilmis olup hastalik arpa, yulaf ve ekmeklik bugdaylarda
rapor edilmistir (Oswald ve Houston 1951, 1953a; 1953b) rapor edilmistir.

Osler ve ark. (1984) Italya'da tahil iiretim alanlarinda goriilen BYDV nin ¢eltikte
bulundugunu rapor etmislerdir. BYDV’niin bazen %100'e varan oranda verim kaybina
neden olabildigi ve viriisiin Rhopalosiphum padi, Sitobion avenae ve Metopolophium
dirhodum yaprak biti tiirleri ile tasindigini bildirmislerdir.

Wiese, (1987) viriisiin bugdayda % 5-25 arasinda degisen oranlarda kayiplara yol
actigi bildirmistir. Yapilan ¢alismalarda BYDV enfeksiyonlar1 nedeniyle bugdayda %
46, arpada % 25 ve yulafta % 15 kadar verim kayiplari ortaya g¢ikabilecegini
bildirilmistir (Kaddachi ve ark., 2014). ABD’nin Idaho Eyaleti’'nde BYDV epidemisi
sonucunda, sonbaharda ekilmis bugdaylarda % 70-100 oraninda verim kayiplar
olustugu belirlenmistir (Marshall ve Rashed, 2014). Ancak, tarla kosullarinda dogal
BYDV enfeksiyonunda ortalama verim kayiplarmin %11-33 arasinda oldugu
bildirilmistir (Kaddachi ve ark., 2014). BYDV’niin tohumla ve mekanik olarak
tasinmadigi, yaprak bitleri ile persistent yolla tasindigi belirlenmistir (Thackraya ve
ark., 2009). BYDV’lerinin, 15 farkli cinse ait 25’ten fazla afit tiiriiyle tasindig1 rapor
edilmistir (Halbert ve Voegtlin, 1995).
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Guy ve ark. (1986) Avustralya’nin Tasmanya adasinda farkli alanda yetistirilen
bes farkli ¢im bitkisinden (Dactylis glomerata, Festuca arundinacea, Lolium perenne,
Phalaris aquatica ve Phleum pratense) toplam 1048 adet bitki 6rnegi toplamislar ve bu
orneklerde BYDV’lerin varligini serolojik testlerle belirlemisler ve vektor yaprak biti
tirleriyle tasinma denemeleri yapmislardir. Yapilan bu c¢alismada testlenen 1048
bitkiden 140 tanesinin PAV ile enfekteli oldugu saptanirken sadece bir bitkinin RPV ile
enfekteli oldugu bir bitkinin ise PAV ve RPV ile karisik enfekteli oldugu belirlenmistir.
Testlenen ¢im bitkilerinden F. arundinacea ve L. perenne bitkileri vektore 6zgii iki
BYDV tiirii ile enfekteli bulunmus ancak diger bitki tilirlerinde virilis saptanamamustir.

Conti ve ark. (1990) arpa sar1 ciicelik viriis (BYDV) hastaliginin diinyada olduk¢a
yaygin bir viriis oldugunu, bir¢ok tahil ve ¢ayir bitkilerini enfekte ettigini ve bitkilerde;
sarilik, kizariklik, yapraklarda kivrilma, ciicelik ve basak ile danelerde azalmaya neden
oldugunu, etmenin floemde bulundugunu ve serolojik bulgulara dayanarak BYDV
izolatlarinin diger Luteoviriis’lerle iliskili oldugunu belirlemislerdir.

D’Arcy ve ark. (1992) ABD’nin Illinois eyaletinde iki farkli serolojik test yontemi
(TAS-ELISA ve DAS-ELISA) kullanarak toplam 1950 bugday ve yulaf 6rneginde
BYDV-PVV, -MAV ve -RPV ’nin varligiin belirlemesine g¢alisiimistir. Testlenen
bugday ve yulaf 6rneklerinde BYDV-PAYV viriisit BYDV-RPV viriisiinden daha yiiksek
oranda saptanmig olup, BYDV-MAYV tespit edilememistir. Ayrica DAS-ELISA ve
TAS-ELISA yontemlerinin birbiri ile % 99 oraninda benzerlik gosterdigi ortaya
koyulmustur.

Kendall ve ark. (1996) Ingiltere'nin giineybatisinda ¢ayir ve meralardan toplanan
14 bitki 6rneginde BYDV-RPV, BYDV-PAV ve BYDV-MAV nin varligini belirlemek
amaciyla ornekler ELISA yontemiyle testlenmistir. Elde edilen sonuglara géore BYDV
izolatlarinin genis alanda yaygin oldugu, RPV’nin daha ¢ok giiney bolgelerde MAV’1n
ise daha ¢ok kuzey bolgelerde goriildiigii ve PAV’1n ise yalnizca en giiney bolgelerde
yaygin oldugu tespit edilmistir.

Mastari ve ark. (1998) Fransa’da farkli konukgu bitki tiirlerinin BYDV-PAV
serotipinin genetik degiskenligi lizerine genis bir epidemiyolojik c¢alisma yapilmistir.
Arpa ve ¢avdardan izole edilen BYDV-PAV Fransa izolatlari, kilif protein gen dizisine
spesifik primerler kullanilarak karakterize edilmis, siirlandirilmis niikleik asit parca

boyunun poliformizmi (RFLP), tek sarmal belirleme polimorfizm ve dizi analizi
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yontemleri kullanilmistir. Elde edilen bulgulara gore bes farkli kitadan alinan BYDV-
PAYV izolatlarini, cografik bolgeye bagh kalmaksizin cpA ve cpB isimli iki ayr1 gruba
ayrrmislardir. Kilif proteini olusturan amino asit benzerligi cpA grubundaki izolatlarda
% 93.0-99.5 oraninda ve cpB grubundaki izolatlarda ise % 95.0-99.5 oranlarinda
benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Moon ve ark. (2000) ABD’nin Illinois eyaletinde yapilan surveyler sonucunda
bugday ve yulaf tarlalarindan 27 adet BYDV-PAYV izolat1 elde edilmistir. PCR yontemi
ile 27 izolata ait kilif protein bolgesi smirlandirilmis fragment uzunlugunda
polimorfizm (RFLP) yontemi ile analiz edilerek izolatlarin farkliliklar1 belirlenmistir.
Iki izolatin PCR iiriinii, Haelll enzimi ile kesildikten sonra farkli kesim profilleri
gosterilmis ve diger izolatlardan ayrildigi tespit edilmistir. BYDV-PAV-DK1 ve
BYDV-PAV-IL izolatlarinin olusturduklar1 simptomlarda 6nemli bir fark olmadigini
belirtmisledir. Vektor yaprak biti Rhapoloshium padi’nin {i¢ biyotipinin ikisinin taginma
oranlarinda 6nemli derecede farkliliklar oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Barley yellow dwarf virus (BYDV)’liniin Poaceae familyasina ait bir¢ok bitki
tiirlerinde (Chain et al., 2006), yabanci otlarda, mera ve ¢im alanlarinda saptandigi ve
arpa, yulaf, bugday, misir ve geltigin en Onemli konukgulari arasinda oldugu
bildirilmistir (Koev ve ark., 1998; D'Arcy and Domier, 2000). Etmenin bazi
konukc¢ularda gozle goriiliir belirti olusturmadigr ancak birgok konukgusunda bogum
aralarinda kisalma, gelisme geriligi, yapraklarda yesil rengin kaybolmasi, dik ve sert
yapraklar, tirtikli yaprak kenarlari, ¢iceklenme ve kardeslenmede azalma, daha az ve
kiigiik dane olusmasi, seklinde simptom olusturdugu gozlenmistir (D'Arcy ve Domier,
2000). Simptom olusmasina etki eden faktorler arasinda ¢evre kosullari, virlistin irklari,
konukeu bitkinin yasi, genotipi ve fizyolojik durumu da rol oynamaktadir (D'Arcy and
Domier, 2000).

Perry ve ark. (2000) BYDV ile enfekte olan bitkilerde kok gelisiminin zayifladigi,
siirglin sayisinin azaldig1 ve bitkilerin siddetle bodurlastigi, yapraklarda ise sararma ve
kizarma seklinde renk degisimleri gozlendigi rapor edilmistir. Viriisin bugday
bitkilerindeki en tipik belirtisi ise yaprak ucundan tabana ve kenardan merkeze dogru
sar1 ve bazen kirmizi tonlarindaki renk degisikligidir. Siddetli hastalikta biiylime

geriligi, kisirlik ve bos dane olusumu ortaya ¢ikabilmektedir.

14



El-Muadhidi ve ark. (2001) Irak’in Bagdat, Al-Anbar, Diyala, At-Tamim ve
Ninava illerinden, 2000 yilinda toplam 7663 baklagil ve 3455 tahil 6rnegi toplanmis ve
ornekler serolojik bir yontem olan TBIA yontemiyle 12 tane baklagil ve 5 tane tahil
virlisliniin varligimin belirlenmesi amaciyla test edilmistir. Testlenen tahil 6rneklerinin
yaklagik %]1’inde BYDV-PAV saptanirken CYDV-RPV ve BYDV-MAV nadiren
saptanmistir. Tahil alanlarinda viriislerin yaklagik %35 oraninda zarar olusturdugu tespit
edilmistir.

Liu ve ark. (2001) Cin’de yapmis olduklar1 arastirmada ise BYDYV viriislerinin
dogal populasyonlarinin spesifik tanilanmasinin yapilmasi i¢in ii¢ adet digoxigenin ile
isaretli cDNA problar1 gelistirilmistir. Barley yellow dwarf (BYDV-GAV, GPV ve
PAV) viriislerinin kilif protein ve read-through genlerine tamamlayici 3 adet digoxigen’
le isaretli cDNA problar sentez edilmistir. BYDV-GAV, GPV ve PAV proplarinin
duyarlilik smirlart sirastyla 25ug, 31.25ug ve 62.5ug doku/leke oldugu belirtilmistir.
20042006 yillarinda Cin’de tarimsal ekolojik alanlardan toplanan 269 bugday
orneginde en ¢ok yaygin olan viriisiin BYDV-GAV viriisii oldugu saptanmistir. BYDV”
yi belirlemesinde, molekiiler hibridizasyon tekniklerinin yiliksek giivenirliligi ve
duyarliligr nedeni ile serolojik metotlara gére ¢ok onemli bir alternatif metot olarak
kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Polonya’da, BYDV ilk kez yulaf bitkisinde saptanmis olup (Hoppe ve ark., 1983),
kislik bugday ve arpa bitkilerde ilk kez 2001-2002 yetistirme sezonunda saptanmistir
(Jezewska, 2003).

Rastgou ve ark. (2005) iran’da BYDV-PAV ve CYDV-RPV viriislerine ait
izolatlarin kismi dizileri ortaya koyulmus ve Luteoviridae familyasindaki diger izolatlar
ile iligkileri belirlemistir. Bugdaydan (PAV-IR) BYDV-PAV’in bir izolatin1 ve arpadan
(RPV-IR) CYDV-RPV’nin bir izolatin1 karakterize etmislerdir. Bu amagla, her izolatin
genom segmenti PCR ile ¢ogaltilmistir. PAV-IR viriisiiniin 1264 bp’ lik fragmenti kilif
protein, read through protein ve hareket proteinlerinin kismi genlerini igermektedir.
PAV-IR viriisiiniin iran izolatlart USA, Fransa ve Japonya’daki PAV izolatlari ile % 96-
97 oraninda yiiksek niikleotid dizilim benzerligi gosterdigi saptanmistir. Filogenetik
analiz, arpa ve yulaflardan PAV izolatlarn ile birlikte PAV grup 1 igersine
yerlestirilmistir. PAV-IR viriisiiniin 719 bp’ lik fragmenti ise CP, RTP ve MP i¢in kismi

genleri igermektedir. Yapilan dizi analizi sonuglarina gore viriisiin dizi bilgileri, CYDV
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virlisii ile yakinlik gosterdigi, RPV ve Cereal yellow dwarf virus-RPS (CYDV-RPS)
virislerinin her ikisine % 90-91 oraninda benzerlik gosterdigi alinan bulgular
arasindadir.

Nagy ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada bugday ve yaprak bitlerinden Barley
yellow dwarf virus (BYDV)’nin kilif protein geninin molekiiler karakterizasyonunu
gerceklestirmislerdir. Calismanin sonucunda BYDV’nin bes serotipi (PAV, RMV,
RPV, MAV ve SGV) oldugunu rapor etmislerdir. Misir bitkisinde BYDV-PAV
serotipinin daha yaygin oldugunu bildirmislerdir. Calismada dncelikle enfekteli bugday
bitkileri ve yaprak bitlerinden total RNA elde edilmistir. Bugdayda BYDV-PAV ve
BYDV-RMYV viriislerine ait kilif protein genini ¢ogaltmak i¢in spesifik primerler dizayn
edilerek RT-PCR teknigi kullanilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri, DNA dizi analizine
39 gonderilerek gen bankasindaki ilgili dizilerle karsilastirilmis ve % 93 gibi yiiksek
oranda benzerlik gosterdigini ortaya ¢ikartmislardir. Her iki serotip i¢in de yaprak
bitlerindeki viriis konsantrasyon oraninin, bugdayin viriis konsantrasyon oranindan daha
yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, virlis enfeksiyonlarinin belirlenmesinde
Real time PCR testinin hassasiyetinin klasik PCR’a gore 5 kat daha fazla oldugunu
bildirmislerdir.

Ay ve ark. (2008) tarafindan 2006-2007 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada, 12
adet kishik bugday ¢esidi iki farkli tarihte (11 Ekim ve 3 Kasim 2006) ekilmistir.
Bugday bitkilerindeki viriislerin teshis edilmesinde RT-PCR ve ELISA yontemleri
kullanilmistir. Test sonucunda, yaprak biti ile tasinan BYDV-PAV siklikla bulunurken,
diger virtislerin bulunmadig1 bildirilmistir. ELISA ile test edilen bugday bitkilerinin
%46’s1 BYDV-PAYV ile enfekteli bulunurken RT-PCR yontemiyle testlenen bugday
orneklerini %58’inin pozitif oldugu belirlenmistir.

BYDV’nin persistent (sirkiilatif) tasindigi, viriisiin vektor biinyesinde 2-3 hafta
kalabildigi ve sonraki nesile aktarilmadigi belirlenmistir. Vektoriin viriisii alma ve
iletme siiresi 1-2 dakika olup (Watson ve Mulligan, 1960), yaprak biti tiirii, viriis izolati,
sicaklik, test bitkisi tiirii, bitki kaynaginin yas1 gibi faktorler, virlisiin taginmasinda
oldukca 6nemlidir (Rochow, 1969b). Hastaligin hizla yayilmasi, vektor aktivitesine ve
yogunluga bagli oldugu belirlenmistir (Makkouk ve ark., 2009).

Delmiglio ve ark. (2010) Yeni Zelanda’nin 290-60 giiney enlemler arasindaki

bolgede gergeklestirdikleri calismada, 15 dogal ve 3 egzotik ¢im tiiriinden topladiklari
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bitkileri ELISA yontemi ile testleyerek sari ciicelik viriisleri ve cocksfoot mottle virus
(CoMV)’nin varligini arastirmisglardir. CoMV’nin dogal konukgulari olarak Dactylis ve
Triticum tiirleri ile Poa anceps, Poa cita, Festuca novae-zelandiae ve Chinochloa rubra
yabanci ot tiirleri tespit edilmistir. BYDV-PAV’1n yeni konukgular1 olarak Microlaena
stipoides ve Dichelachne crinita, BYDV-MAV’in konukgularinin Poa cita, Festuca
novae-zelandiae, Hierochloe redolens oldugu CYDV-RPV’nin konukgularinin ise Poa
cita ve Microlaena stipoides oldugu bildirilmistir.

Siddiqui ve ark. (2012) Pakistan'in farkli bolgelerinden izole edilen BYDV’nin
kilif protein geninin klonlama ve filogenetik analizi lizerine yaptiklar1 ¢alismada, farkli
bugday iiretim alanlarinda sar1 ciicelik virtisii belirtisi gosteren bugday orneklerinde
BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-MAV, CYDV-RPV, BYDV-GPV ve BYDV-
RPV’nin varligmin belirlenmesi amaciyla bir ¢alisma yapmuslardir. Testlenen 37
ornegin 13 tanesinin BYDYV viriislerinden en az birisi ile enfekteli oldugu ve onlarin da
10 tanesinin BYDV-PAV, 3 tanesinin ise BYDV-MAV ile enfekte oldugunu
saptamiglardir. Viriislerin dizi analizlerine gore 3 izolatin (Nowshera, Fatehjang ve
Attock) BYDV-PAS ile maksimum benzerlik orani %92.8-94.6 olarak bulunurken 6
izolatin (Peshawar, Faisalabad ve Islamabad Swabi) BYDV-PAV ile %99.3- 99.7
oraninda benzerlik gosterdigi bildirilmistir. Sonug olarak, Pakistan’in kuzeyinde bugday
yetistirilen alanlarda BYDV-PAV tiirlerinin daha yogun oldugunu tespit etmislerdir.

Parizoto ve ark. (2013) Brezilya’da BYDV-PAV’nin mevsimsel yayilimi ve
biyolojik oOzellikleri iizerine yaptiklari ¢alismada, BYDV-MAV, CYDV-RPV ve
BYDV-PAV’in mevsimsel yayilimlarinin kis aylarinda bugday ve yulaf, yaz aylarinda
ise misir Uretim alanlarinda tespit edildigini rapor etmislerdir. Virlis yogunlugunun
bitkilerde ve yaprak bitlerinde benzer oranlarda oldugunu, kis iiretim sezonunda ise bu
oranin zirveye ulastig1 bildirilmistir.

Nancarrow ve ark. (2014) BYDV’nin normal sicakliga gore yiiksek sicaklikta
yetistirilen bugdaylarda daha yogun oldugunu ve simptomlarin daha erken goriindiigiinii
saptamiglardir.

Fidan ve ark. (2014) KKTC’de bodurluk, sararma, mozaik ve yaprak
deformasyonu simptomu gozlenen 256 tane bugday, arpa ve tritikale bitkisinde BYDV-
PAV ve BYDV-MAV ve CYDV-RPV’lerinin varliginin belirlenmesi amaciyla tiim
bitkiler DAS-ELISA yontemiyle testlenmistir. Survey yapilan alanlardan toplanan R.
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padi ve S. avenae bireylerinin biinyelerinde BYDV-PAV ve BYDV-MAV’lerinin

varlig1 ise RT-PCR analizleriyle belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismada Hatay ilinde bugday tiretimi yapilan alanlar gezilerek toplanan bitki
ve yaprak biti drnekleri ¢alismanin materyalini olusturmustur. Hatay ilinde en yaygin
yetistirilen Adana 99, Akg¢a, Beyazhan, Ceyhan 99, Cumhuriyet 75, Masaccio, Ovidio,
Tekfen 1016, Toros 1003 ve Troubadour bugday cesitlerinden Ornek alinmustir.
Toplanan bugday oOrnekleri steril polietilen torbalara konarak numaralandirilmis ve
testleri yapilana kadar -20°C’ de derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Yaprak biti
ornekleri ise bugday yapraklar1 ile beraber steril polietilen torbalarla laboratuvara

getirilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Ornekleri ve Yaprak Bitlerinin Toplanmasi

Hatay ilinde bugday tretimi yapilan alanlarda arpa sari clicelik hastaliginin
belirtilerinden olan gelisme geriligi ve sari-kirmizi renk degisikligi belirtilerini gosteren
bugday bitkilerinin Antakya bolgesinden 106 ve Reyhanli bolgesinden 18 adet yaprak
ornekleri alinmistir. Belirti gostermeyen bitkilerde de latent viriis enfeksiyonlari
olabilecegi dikkate alinarak bunlardan da 6rnek alinmistir. Bugday alanlarinda ayrica
viriis vektorii olma olasiligr olan yaprak bitleri de bugday yapraklari ile beraber naylon

torbalara alinarak laboratuvara getirilmistir.

3.2.2. DAS-ELISA Testleri

Toplanan 124 adet bugday orneklerine BYDV-PAV, BYDV-MAV ve CYDV-
RPV i¢in Bioreba firmasindan temin edilen DAS-ELISA (Bioreba, Isvicre) kiti
kullanilarak asagida belirtilen asamalar izlenmistir (Clark ve Adams, 1977).

- ELISA plakalarinin her bir ¢ukuruna kaplama tamponundan 1:1000 oraninda

seyreltilmis olan IgG’den 100 pl eklenerek 37°C’de 3 saat inkube edilmistir.
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- ELISA plakalar1 yikama tamponu ile yikanarak 3 dakika beklenmis ve bu islem
3 kez tekrar edilmistir.

- Ekstraksiyon tamponu ile hazirlanan bitki 6rnekleri, pozitif ve negatif kontroller
her bir ¢ukura 100 pul olacak sekilde eklenmis ve ELISA plakalar1 4°C’de bir gece
inkiibe edilmistir.

- ELISA plakalari ikinci asamada agiklandig sekilde yikanmistir.

- Konjuge edilmis IgG, konjugat tamponu igerisinde 1:1000 oraninda seyreltilip
her bir cukura 100 pul eklenmis ve 37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir.

- ELISA plakalari ikinci asamada agiklandig sekilde yikanmistir.

- Substrat ¢ozeltisine 1 mg/ml olacak sekilde paranitrofenilfosfat eklenmis ve
plakadaki her bir gukura 100 pl konularak oda sicakliginda inkube edilmistir.

Substrat eklendikten sonra 30, 60 ve 120 dk sonra plakalar ELISA okuyucusunda
(Seac Sirio S) 405 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunarak degerlendirilmistir.
Testlenen Orneklerin absorbans degerlerine bakilarak saglikli 6rneklerin (negatif
kontrollerin) en az iki kati ya da daha fazla degerlere sahip olanlar enfekteli olarak

kabul edilmistir (Clark, 1981).

3.2.2.1. Viriilifer Yaprak Bitlerinin Belirlenmesi

Hatay ili bugday alanlarindan toplanan yaprak bitleri %70’lik etil alkol igine
alinmustir. Toplanan yaprak bitleri morfolojik olarak Kocaeli Universitesi 6gretim iiyesi
Dog. Dr. Isil Ozdemir tarafindan teshis edilmistir. Mikroskop altinda yaprak bitleri
segilerek tek tek membranlara bastirilmigtir. Membranlara alinan yaprak bitlerinden
%0.5’lik  Triton X-100 kullanilarak total niikleik asit (TNA) izolasyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen TNA’lar RT-PCR analizlerinde kullanilmistir.

3.2.3. Molekiiler Calismalar

3.2.3.1. Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Araziden toplanan bitki, Orneklerinden niikleik asit ekstraksiyonu NORGEN
bitki/fungus RNA izolasyon mini kiti kullanilarak gergeklestirilmistir.
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e NORGEN bitki/fungus RNA izolasyon mini kitinin igerisinde bulunan Wash
solution A’ya %96-100 etanolden 90 ml eklenmistir. Ayrica 1 ml Lyzis buffer C i¢in 10
ul BME (B-mercaptoethanol) eklenerek solusyonlar hazirlanmistir.

e Her bir bitkiden 50 mg doku ezilerek 2 ml’lik ependorf tiiplere alinarak
tizerlerine 600 ul Lyzis buffer C eklenmis ve kuvvetlice vortex yapilmistir. Tiipler
55°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca tiipler 2-3 kez ters diiz
edilmistir.

e Kolleksiyon tiipiine filter column (seffaf O- ring) yerlestirilmis ve sivi kismin
tamamui pipetle kolona bosaltilarak 14.000 rpm’de 2 dk siireyle santrifiij edildikten sonra
ve s1vi kisim yeni bir tlipe alinmistir.

e Yeni tiipe alinan sivi kisim iizerine esit hacimde %96-100 ethanol eklenerek
tiipler vortexlenmistir. Kolleksiyon tiiptine spin coloum (grey O-ring) yerlestirilmis ve
ethanol-lizat karisimindan 600 pl alinarak kolona aktarilmistir. Tiipler 6.000 rpm’de 1
dk siireyle santrifiij edilmis ve sivi kisim atilmastir.

e Spin kolon yeniden kolleksiyon tiipiine yerlestirilmistir. Lizat hacmine bagl
olarak bir dnceki adim tekrar edilmistir. Bu asamada eger gerekli goriiliirse DNase
uygulamasi yapilmistir.

¢ Yeniden ayni koleksiyon tiipiine yerlestirilen spin kolonun {izerine 400 ul wash
soliisyon A eklenip, 14.000 rpm’de 1 dk. siireyle santrifiij edilmistir.

e Kolleksiyon tiipii igerisideki sivi kisim atilmis ve bu islem tekrar edilmistir. 3
kez 400 pul Wash solution A eklenip, 14.000 rpm’ de 1 dk santrifiij edilerek sivi kisim
atilmastir.

e Spin kolon yeniden kolleksiyon tiipline yerlestirilip, kolonu kurutmak icin
14.000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildikten sonra kolleksiyon tiip atilmistir.

e Spin kolon 1.7 ml’lik elution tiipiin icine yerlestirilerek tlizerine 50 pl elution
soliisyon A eklenmistir. Tiipler 2 dk siireyle 2.000 rpm’de santrifiij edilmesinin
ardindan 14.000 rpm’de 1 dk daha santrifiij edilmistir. Eger sivi ge¢cmezse tekrar
santrifiij yapilmistir.

Ekstrakte edilen RNA -20°C’de birka¢ giin veya -80°C’de daha uzun siire
saklanmis ve bu RNA’lar RT-PCR analizlerinde kullanilmistir. izole edilen RNA’larin
kalite ve miktarlart NanoDrop spektrofotometre araciligi ile dl¢lilmiis ve kalip olarak

kullanilarak komplementer DNA (cDNA) sentezlenmistir.
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3.2.3.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR)

Bugday ve yaprak bitlerinden ekstrakte edilen RNA’lardan cDNA sentezi
gergeklestirilmistir. Bu amagla her bir PCR tiipiine 1 pl Random hexamer primer, 6,5 pl
d2H20 ve 5 ul RNA karistirilarak konulmustur. Tiipler PCR cihazinda 94 °C’de 5
dakika ve ardindan buz iizerinde 5 dakika bekletildikten sonra her bir tiip igine SxRT
tamponundan (Thermo Fisher Scientific) 4 pl, d2H20 2 ul, dNTP (10 mM) 0,5 pl ve RT
enziminden 1 pl eklenmistir. Tiipler PCR cihazinda 42 °C’de 1 saat 72 °C’de 10 dakika
tutularak cONA asamasi tamamlanmistir. Elde edilen cDNA’lardan PCR yapilmistir.

BYDV-PAV ve BYDV- MAV viriisii i¢in hazirlanan PCR karisgimi; 16,8 ul
d2H20, 2,5 pl 10XB, 2ul ANTP (2,5 mM), 1,5 ul MgCl> (25 mM), 0.5 ul primer ¢ifti
(her biri 10 pmol/ul), 0,2 pl Taqg-DNA polymerase olacak sekilde hazirlanmistir.
CYDV-RPV icin Grisp High-Fidelity PCR Master Mix kullanilarak PCR yapilmustir.
PCR karigimi firma Onerisine gore hazirlanmis olup, 12.5 ul Grisp High-Fidelity PCR
Master Mix, 1 pl primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul), 8,5 pl d2H20 ve 2 pl cDNA
kullanarak yapilmistir (Cizelge 1). PCR firtinleri TAE buffer iceren %1.5luk agaroz jel
elektroforezinden sonra EtBr ile boyandiktan sonra jel UV i1sikta goriintiilenmis ve
bantlarin  biiyiikliigline goére sonuglar degerlendirilmistir. Pozitif kontrollerin
seviyesinde bant olusturan Ornekler pozitif, bant olusturmayanlar ise negatif kabul
edilmis ve jel goriintiileme cihazinda fotograflanmistir. Pozitif olarak kabul edilen

ornekler ¢cogaltilarak sekans analizine gdnderilmistir.

Cizelge 3.1. Viriislerin teshisinde kullanilan primerler ve {irlin biiytkligi

Viriis Primer Primer dizilimi 5°-3° Uriin Annealing Referans
Ad1 bilyiiklii  sicakhig:
gii (bp) _ (°C)
BYDV-  PAV-F2 CCAGTGGTTRTGGTC 531 42 Robertson
PAV PAV-R2 GTCTACCTATTTGG ve ark.,
1991
BYDV- MAVL1 CAACGCTTACGCAGATGAA 175 55 Deb ve
MAV MAVR1 AGGACTCTGCAGCACCATTCT Anderson,
2007
CYDV- RPV-F ATGTTGTACCGCTTGATCCAC 400 53 Deb ve
RPV RPV-R GCGAACCATTGCCATTG Anderson,
SGVR CTGGACGTCGACCATTTCTT 2007
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3.2.3.3. RT-PCR Analizleri

BYDV-PAV ve BYDV-MAYV virilisii i¢in hazirlanan PCR karigimi; 16,8 pl
d2H20, 2,5 ul 10XB, 2 pl ANTP (2,5 mM), 1,5 ul MgCl2 (25 mM), 0,5 ul primer ¢ifti
(her biri 10 pmol/ul), 0,2 ul Tag-DNA polymerasae olacak sekilde hazirlanmistir.
CYDV-RPV igin ise RT-PCR analiz ¢alismalarinda Grisp High-Fidelity PCR Master
Mix kullanilmigtir. PCR karisimi firma Onerisine gore hazirlanmis olup, 12,5 pl Grisp
High-Fidelity PCR Master Mix, 1 ul primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul) , 8,5 ul d2H20 ve
2 ul cDNA kullanarak yapilmistir. (Cizelge 2).

Cizelge 3.2. Sar1 ciicelik viriislerinin RT-PCR yontemiyle tespit edilmesinde kullanilan
primer dizileri ve beklenen fragment uzunluklar1 ile PCR kosullari

Baz
Viriis Primer adi ve dizilimi (5°-3°) Uygulanan sicakhik arahklar: biiyiikligii
Ad (bp) ve
Referans
CCAGTGGTTRTGGTC 1 déngii 40 dongii 1 déngii
531 bp
(forward) Lul Robertson
BYDV- GTCTACCTATTTGG 94°C2dk 94°C1dk 72°C 10 dk ve ark
PAV (reverse) Lu4 43°C 1 dk 1991 '
72°C 1 dk
CAACGCTTACGCAGATGAA 1 dongii 40 dongii 1 dongii
(forward) MAVL1 175 bp
BYDV- AGGACTCTGCAGCACCATTCT 94°C5dk 94°C1dk  72°C10dk DebVe
MAV  (reverse) MAVRL 550C 1 dk Anderson,
720C 1 dk 2007
ATGTTGTACCGCTTGATCCAC 1 dongii 40 dongii 1 déngii
CYDV- (forward) RPV L 400 bp
RPV GCGAACCATTGCCATTG 94°C2dk 94°C30sn 72°C10dk Deb ve
(reverse) RPV R 60 °C 45 sn Anderson,
72°C 1 dk 2007

3.2.3.4. Dizi Analizleri

RT-PCR calismalar1 tamamlanan ve elektroforez sonrasi beklenen biiyiikliikte
fragmentler gozlenen her bir viriis izolatina ait PCR {iriinleri baz dizileri tayin edilmek
lizere baz dizisi tayin eden firmaya (Medsantek, Istanbul) génderilmis ve sonuglar on-
line olarak alinmistir. Kaba baz dizisi kromotogramlari birlestirilmis ve GAP4 programi
kullanilarak diizenlenmistir (Bonfield ve ark., 1995). Coklu baz dizisi karsilastirmalari

Bioedit bilgisayar yaziliminin (Hall, 1999) ClustalW 2.0.11 secenegiyle yapilmistir.
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Filogenetik analizler MEGA X programi (Kumar ve ark., 2018) kullanilarak Neighbour-
Joining metodu (Saitou ve Nei, 1987) ile yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arazi Calismalari

Hatay ili bugday iiretim alanlarinda barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-
PAV), barley yellow dwarf virus-MAV (BYDV-MAYV), cereal yellow dwarf virus-RPV
(CYDV-RPV)’lerinin varligi ve bulunma oranlarimi belirlemek amaci ile 2021-2022
yillar1 arasinda yiiriitiilen survey c¢aligmalarinda, tarlay1 temsil edecek bi¢imde simptom
gosteren ve goOstermeyen bitkilerden toplam 124 tane bugday Ornegi toplanmistir.
Survey calismalar1 esnasinda tarlalarda nadir de olsa bayrak yapraklarin kirmizilagmasi
ve yapraklarda klorotik ¢izgili desenler gibi viral enfeksiyon belirtileri gézlemlenmistir
(Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4). Hatay ili bugday alanlarindan toplanan yaprak bitleri
Rhopalosiphum padi L. olarak teshis edilmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.1. Survey ¢alismalarinin yiiriitiildiigi bugday tarlalarinin genel goriintimii
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Sekil 4.2. Baz1 bugday tarlalarinda goriilen bayrak yapraginin uclarinda kizarma
simptomlari

" 1 11
o )

..n,._r W ) ‘
/) \~:’m' ."W‘ ,n\..u )“ "" .‘\-

Sekil 4.3. Baz1 bugday tarlalarinda goriilen bayrak yapraginin uglarinda kizarma
simptomlarinin yakin goriintiisii
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Sekil 4.4. Baz1 bugday bitkilerinin bayrak yapraginda gozlenen damarlara paralel sar1
¢izgi simptomlar1 ve yaprak ucunda kizarma simptomlari

Sekil 4.5. Bugday yapraginda beslenen yaprak bitleri
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4.2. DAS-ELISA Testlerinin Sonuclari

Hatay ilinde bugday bitkilerindeki viriislerin saptanmast amaciyla yapilan
surveyler kapsaminda toplanan oOrnekler antiserumlarin temin edildigi firmanin
prosediiriine goére DAS-ELISA testlerine tabi tutulmustur. Yapilan DAS-ELISA
testlemeleri sonucunda toplanan 124 adet bugday orneginden Masaccio ¢esidine ait
sadece 1 tanesinde BYDV-PAYV viriisii saptanmis olup, testlenen 6rneklerde BYDV—
MAYV ve cereal yellow dwarf virus CYDV-RPV tespit edilememistir. Hatay ilinde
testlenen bugday Orneklerinin BYDV-PAV ile enfeksiyon oran1 9%0.80 olarak
saptanmistir. Toplanan Ornekler arasindan BYDV-PAV pozitif bulunan bugday
Orneginin yapraginda damarlara parelel sar1 ¢izgi simptomlart ve yaprak ucunda
kizarma simptomlar1 gozlenmistir. ELISA testinde beklendigi gibi pozitif kontrol olarak
kullanilan 6rnegin absorbans degeri oldukg¢a yiliksek bulunurken negatif kontrollerde

diisiik absorbans degerleri elde edilmistir.

4.3. Molekiiler Calismalar

4.3.1.1. Bugday Orneklerinden Toplam RNA izolasyonu

Bugday orneklerinden yapilan RNA kalitesini belirlemek amaciyla nanodrop
spektrofotometre Ol¢iimleri yapilmis ve RNA’larin yeterli kalitede ve miktarda oldugu
saptanmistir. Testlemelerde kullanilan bu o6rneklerin bazilarinin nanodrop degerleri

Sekil 4.6, 4.7 ve 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.6. Norgen kit kullanilarak 36 numarali bugday 6rneginden izole edilen RNA nin
spektrofotometre dl¢timii (Nanodrop 2000c, Thermo Sci, ABD)
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Sekil 4.7. Norgen kit kullanilarak 7 numarali bugday 6rneginden izole edilen RNA’nin
spektrofotometre 6l¢timii (Nanodrop 2000¢, Thermo Sci, ABD)
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Sekil 4.8. Norgen kit kullanilarak 6 numarali bugday 6rneginden izole edilen RNA’nin
spektrofotometre 6l¢iimii (Nanodrop 2000¢, Thermo Sci, ABD)

4.3.2. Reverse Transkripsiyon (RT; Reverse Transcription) ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) Analizleri Sonuc¢lari

Bu ¢alisma kapsaminda Hatay ili bugday alanlarindan toplanan 6rneklerden izole
edilen RNA’lar BYDV-PAV, BYDV-MAYV ve CYDV-RPV’nin tanisi i¢in gelistirilen
primer ciftleri kullanilarak uygun PCR kosullarinda RT-PCR yontemiyle testlenmistir.
RT-PCR analizlerinde testlenen Orneklerinin higbirinde BYDV-MAV ve CYDV-RPV
saptanamamis olup BYDV-MAYV ve CYDV-RPV’lerinin pozitif kontrolleri sirasi ile
175 bp ve 400 bp biiyiikliigiinde DNA band1 olustururken su kontrolde herhangi bir bant
elde edilmemistir. BYDV-PAV’liniin ortii proteini (CP) bolgesinin bir kismini ¢ogaltan
PAV-F2/PAV-R2 primerleriyle yapilan RT-PCR analizlerinde Hatay’dan toplanan 124
bugday bitkisinden sadece bir tanesinde beklenen uzunlukta (531 bp) ve pozitif
kontrolle ayn1 seviyede DNA fragmenti elde edilmistir (Sekil 4.9). Hatay ilinden
toplanan bugday bitkilerinde BYDV-PAV bulunma oran1 %0.80 olarak belirlenmistir.
Ulkemizde farkli bugday iiretim alanlarinda bu 3 tiiriin yaygmligini belirleme
caligmalarinda bu tiirlerin farkli oranlarda bulundugu belirlenmistir. Trakya
Bolgesi’nden toplanan 187 adet tahil Orneginin  %47.59’unun BYDV-PAV,
%16.04’iiniin CYDV-RPV ve %2.14’iiliniin BYDV-MAV tespit edilmistir (ilbag,
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2017). Diyarbakir ili bugday alanlarindan toplanan 6rnekler BYDV-PAV, MAV, SGV,
RMV ve CYDV-RPV’e kars1 multipleks RT-PCR ve RT-PCR ydntemleriyle testlenmis
ve testlenen 365 bugday 6rneginden 13 tanesi BYDV-PAV (%3.5), 9 tanesi BYDV-
SGV (%2.4), 5 tanesi CYDV-RPV (%1.3) ile enfekteli bulunmustur (Hassan,
2018).Tekirdag ili’nde kislik ekmeklik bugday bitkilerinden toplanan 336 6rnek DAS-
ELISA yontemiyle testlenmis ve Orneklerin %80,17 oraninda BYDV-PAV, %4,83
oraninda Wheat dwarf virus (WDV) ve %6,61 oraninda CYDV-RPV ile enfekteli
oldugu ancak o6rneklerin BYDV-MAV’dan ari oldugu belirlenmistir (Hamamci, 2012).
Dogu Anadolu Bolgesinde 9 farkli ilden toplanan 900 adet bugday orneginin 50
tanesinde BYDV-PAV (%5.5), 44 tanesinde BYDV-SGV (%4.8), 4 tanesinde CYDV-
RPV (%0.4) ve 8 tanesinde ise WSMV(%0.8) viriisleri tespit edilmistir (Usta, 2013). Bu
caligmalardan da gortilecegi gibi farkl illerde yiiriitiilen survey ¢alismalarinda bu viriis

tiirlerinin bugday bitkilerinde farkli oranda bulundugu belirlenmistir.

Sekil 4.9. Hatay ilinden toplanan bugday 6rneklerinin BYDV-PAV’a spesifik primerler
kullanilarak yapilan RT-PCR analizinin agaroz jel goriintiisii. M: Marker (SMO#321
MBI, Thermo Sci, ABD), 32-42: Bugday o6rnekleri, +K: Pozitif kontrol, -K: Negatif
kontrol Su: Su kontrol
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Bugday tarlalarindan toplanan toplam 96 tane Rhopalosiphum padi L. bireyi tek
tek RT-PCR analizi ile testlenmistir. Testlenen bireylerin hi¢birinde BYDV-PAV ve
BYDV-MAYV saptanamamis ancak 8 tane R. padi bireyinde CYDV-RPV saptanmistir
(Sekil 4.10).

86 W4 1

Sekil 4.10. Hatay ilinden toplanan yaprak bitlerinin 6rneklerinin CYDV-RPV e spesifik
primerler kullanilarak yapilan RT-PCR analizinin agaroz jel goriintiisii. M: Marker
(SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD), 10, 30, 36, 79 ve 86: Yaprak bitleri, +C: Pozitif
kontrol, -C: Negatif kontrol, W: Su kontrol

4.3.3. DNA Dizileme, Blast ve Filogenetik Analiz Sonuc¢lari

RT-PCR analizleri sonucunda BYDV-PAYV pozitif oldugu saptanan 1 tane bugday
ornegi sekans analizine gonderilmistir. Sekans analizleri sonuglarina gére BYDV-PAV
acisindan anlamli DNA dizisi elde edilmis ve bu izolatin sekansininin BLAST analizi
sonucu Sekil 4.11°de gosterilmektedir. Yapilan analizlerde 531 baz uzunlugunda
niikleotid dizisi kullanilmistir. BYDV-PAYV izolatimiz gen bankasinda kayitl izolatlarla
niikleotid seviyesinde %99.20 oraniyla KJ816662 Acc numarali Vulpia ciliata (kirpikli
¢im, Tiirkiye) Genbank izolat1 ile en yliksek benzerlik gosterdigi, %91.70 oraniyla
JX402456 izolat1 (arpa, Tunus) ile en diisiik benzerlik gosterdigi saptanmustir.
Genbankasina kaydedilmis gerek bugday gerekse diger bitkilerden elde edilen BYDV-
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PAV Tirkiye izoatlarinin BYDV-PAV bugday izolatimiz arasindaki benzerlik
incelenmistir. BYDV-PAV izolatimiz %99.20 oraniyla KJ816662 Acc numarali Vulpia
ciliata (kirpikli ¢im, Tiirkiye) izolati ile en yiiksek, %90.52 oraniyla KF176939 Acc
numarali Geranium dissectum (dilimli 1tir, Tiirkiye) izolat1 ile en diisiik niikleotid
benzerligi gostermistir. BYDV-PAV izolatimiz ile Genbankasina kaydedilen diger
BYDV-PAV izolatlarina ait NJ (Neighbor Joining) dendogrami incelendiginde yine
benzer sonuglar bulunmustur (Sekil 4.12).

Query Length 531

Reset
Otherreports  Distance free of resuits MSAviewsr @ m
Graphic Summary ~ Alignments ~ Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ¥ Selctcolumns ¥ Sfow | 100¥ | @
selectall 100 sequences seleoted GenBank  Graphics  Distance tree of resufts ~ MSA Viewer
Max Total Quey E  Per Acc
Descript Scientiic N i
escn‘p\on UWE e Score Score Cover valie Ident Len Aogession
¥ v v v ¥ v
Barley yellow dwarf virus-PAV isolate TR-VULC coat protein gene. parial cds Bareyyellowdw... 890 690 %% 00 9920% 503 KJB166621
Barley yellow dwarf virus-PAY isolate TR-LRIG2 coat protein gene, partial cds Bareyyelowdw.. 890 690 %% 00 99.20% 503 KJB16657.1
Barley yellow dwarf virus-PAV isolate TR-AGR coat protein gene parfal cds Darey yellow dw... 661 661 %% 00 96.81% 503 KJG16641.
Barley yelow dwarf virus PAS isolate BYDV-PAS-OH2, complete genome Bareyyellowdw. . B47 847 9% 00 95.28% 5684 MN1283391
Barley yellow dwarf virus Pav isolate FTJ coat protein (CP) RNA complete cds Barey yellow dw.. 825 625 9% 00 9501% 558 GU2T983
Barley yellow dwarf virus Pav isolate NSH coat protein (CP) RNA, complete cds Bareyyellowdw... 825 625 96% 00 95.0% 576 GU2AT9T91
Barley yellow dwarf virus Pav isolate ATK coat protein (CP) RNA, complete cds Barey yellowdw... 820 620 98% 00 09482% 516 GUAATYTE I

Barley yelow dwarfvirus-PAV partial ORF3 qene for coa pratein, genomic RNA, isolate W14, clane 254G Dareyyellowdw.. 819 619 9% 00 9448% 525 HESG4T2I1
Barley yellow dwarf virus PAV isolate PAS 143-1 coat protein and movement protein genes, complete cds Barey yellowdw.. 810 610 9% 00 9410% 603 KY6349221

Sekil 4.11. 36 nolu BYDV-PAYV bugday izolatinin NCBI’da yapilan BLAST analizi
sonucu

33



KJ816643 Turkey-Phalans aquatica L
KJB16649 Turkey-Bromus scoparius L.

KJB16645 Turkey-Avena sterilis L.

MK732034 Turkey-Triticum aestivum L
142612011 Turkey-Geranium dissectum
0L685734 Turkey-Triticum aestivum
DQ631855 USA-Elymus multisetus

L DQ792506 UsA-Avena steiis L
(6U247983 Pakistan-Wheat

HE584723 Pakistan-Triticum aestivum
MN128939 USA-Wheat

3%

KJ816662 Turkey-Vulpia ciliata

KJB16657 Turkey-Lolium rigidum L.

(

MW916321 Turkey-Triticum aestivum
9

“L kr176939 Turkey-Geranium dissectum

KJB16641 Turkey-Agrostis stolonifera L.

KT198978 Pakistan-maize

MT366805 outgroup

01

Sekil 4.12. Hatay ilinde bugday bitkisinden elde edilen Barley yellow dwarf virlis—-PAV
(BYDV-PAV) izolat1 ile GenBank (NCBI) veri tabaninda kayitli bazit BYDV-PAV
izolatlarinin niikleotit dizileri esas alinarak olusturulan filogenetik aga¢. Filogenetik
analizde, MEGA 11 yaziliminda yer alan Neighbor-joining (NJ) yontemi kullanilmistir.
Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda yiizde olarak
gosterilmistir. Olgek, ayn1 pozisyon i¢in baz degisim miktarini (0.10) gdstermektedir.
Potato leafroll virus (PLRV) filogenetik agagta dis grup olarak kullanilmistir.

Bugday arazilerinden toplanan ve CYDV-RPV ile pozitif bulunan 8 adet R.
padi’ye ait PCR {irlinleri sekans analizine génderilmistir. Sekans analizleri sonuglarina
gore CYDV-RPV acisindan anlamli DNA dizisi elde edilmis ve bu izolatlardan 3
numarali yaprak bitine ait sekansin BLAST analizi sonucu Sekil 4.13’te

gosterilmektedir. Yapilan analizlerde 396 baz wuzunlugunda niikleotid dizisi

kullanilmistir.
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Sekil 4.13. 3 nolu CYDV-PAV Rhopalosiphum. padi izolatinin NCBI’da yapilan
BLAST analizi sonucu

CYDV-RPV R. padi izolatlarimiz Genbankasinda kayitli bugdaydan elde edilen
CYDV-RPV izolatlariyla kiyaslanmistir. 3 numarali CYDV-RPV R. padi izolatimiz
Tiirkiye izolatlarindan KC900902.1, KC900903.1, MK732035.1, OL685735.1 ve
OL685737.1 izolatlartyla %97.5 oraninda yiiksek benzerlik gostermesine ragmen query
cover (Ortlisme) orant %10 olmustur. Bu izolatlarla yaklasik 40 bazlik bir Ortiisme
gorildiiglinden filogenetik agacta kullanilmamustir.

3 numarali CYDV-RPV R. padi izolatimiz Tiirkiye izolatlarindan KT923457.1 ve
KP959348.1 izolatlar1 ile %93 oraninda Ortiistiigii ve benzerlik oraninin sirasiyla
%80.32 ve %79.8 oldugu belirlenmistir. Bugdaydan elde edilen (EF521830 ve
MN241034) ve arpadan elde edilen (DQ988091) CYDV-RPV izolatlariyla R. padi
CYDV-RPV izolatlarimiz %100 ortiismiis ve %92.93-%92.17 oraninda benzerlik
saptanmuistir.

Genbankasina kaydedilmis R. padi’den elde edilen CYDV-RPV izolati
bulunmamakta olup bugday, arpa ve diger tahil izolatlariyla kiyaslanmistir. CYDV-
RPV izolatlarimiz ile Genbankasina kaydedilen diger CYDV-RPV izolatlarina ait
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Maximum Likelihood dendogrami incelendiginde elde edilen sonuglar Sekil 4.14°te

verilmigtir.

KR005848.1 Turkey
100f' KJ816664.1 Turkey
KY564213.1 Germany
AF235168.2 USA
1 MK012664.1 Estonia

KU975373.1 Germany

%3 | HQ206716.1 Jordan

58| LC590227.1 South Korea
L FM865413.1 China
83

3

71
79

EF521830.1 USA

EF521827.1 USA
DQ988099.1 USA

NC 004751.1 RefSeq

MZ501226.1 USA

NC 002034.1 Cucumber mosaic virus

2.00

Sekil 4.14. Hatay ilinde R. padi bireylerinden Cereal yellow dwarf viriis—RPV (CYDV-
RPV) izolat1 ile GenBank (NCBI) veri tabaninda kayitli bazi CYDV-RPV izolatlarinin
niikleotit dizileri esas alinarak olusturulan filogenetik aga¢. Filogenetik analizde,
MEGA 11 yaziliminda yer alan Maximum Likelihood yontemi kullanilmigtir.
Dendrogramda bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda yiizde olarak
gosterilmistir. Olgek, ayn1 pozisyon igin baz degisim miktarini (2.00) gdstermektedir.
Cucumber mosaic virus (CMV) filogenetik agacta dis grup olarak kullanilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu caligmada Hatay ili bugday iiretim alanlarinda barley yellow dwarf virus-PAV
(BYDV-PAV), barley yellow dwarf virus-MAV (BYDV-MAYV), cereal yellow dwarf
virus-RPV (CYDV-RPV)’leri serolojik ve molekiiler yontemlerle saptanmis ve elde
edilen izolatlarin filogenetik analizleri yapilmistir. Yapilan DAS-ELISA ve RT-PCR
analizleri sonucunda testlenen 124 adet bugday Ornegi arasindan sadece bir tanesi
BYDV-PAYV ile enfekteli bulunmustur. Testlenen 6rneklerde BYDV-MAYV ve CYDV-
RPV bulunamamistir. Ayrica, bu c¢alismada elde edilen BYDV-PAV izolatinin
filogenetik analizi de yapilmigtir. Hatay ilinden toplanan bugday érneklerinde BYDV-
PAV’1n enfeksiyon oranin diisiik olmasi ilimiz bugday tarimi agisindan 6nemlidir. Viriis
enfeksiyonunun diisiik oranda olmasi veya hi¢ olmamasi tohum transferinin az olmasi
ya da tireticilerin saglikli tohumluk kullanmalarindan kaynaklandig: diisiintilmektedir.

Sart ciicelik viriislerinin bir konuk¢udan baska bir konukcuya tasinmasi yaprak
bitleri tarafindan gerg¢eklesmektedir. Virlislerin yayilmasinda ana etken olan vektor
boceklerin populasyon miktar1 ve tiirleri farkli olabilmektedir. Bugday tariminda sari
clicelik virlislerine kars1 dayanikli genotiplerin kullanilmas1 ile bu hastaligin
vektorleriyle miicadele sirasinda daha az oranda ve daha az kimyasalin kullanilmasi
miimkiin olacaktir.

Dolayisiyla da kimyasallarin az kullanilmas1 hem ¢evre ve insan sagligina dost bir
yaklasim olup hem de daha ekonomik olarak bugday iiretiminin gerceklestirilmesi
miimkiin hale gelecektir.

Ayrica hastaligin ve vektoriinlin ilimizde saptanmasi lizerinde dikkat edilmesi
gereken bir konudur. Hastalik, gerekli dnlemler alinmaz ise uygun kosullar olustugu
durumlarda salginlar olusturabilir ve enfeksiyon orani artabilir.

Gerek diinyada gerekse iilkemizde bugday tiretim alanlarinda yaygin olan ve ciddi
verim kayiplarina neden olan arpa sari ciicelik hastalik etmeninin 6nlenmesi amaciyla
dikkate alinmas1 gereken bazi oneriler:

e Hastaligin kontrolii i¢in ireticilerin virlisten ari ve sertifikali bugday
tohumluklarint kullanmalar1 hastalifin epidemi yapmasmin oOnlenmesi agisindan
Oonemlidir. Hastaligin goriildiigli illerde {ireticilerin kendi {irettikleri tohumluklari

kullanmamalari, hastaligin baska alanlara yayilmamasi agisindan énemlidir.
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e Dayanikli ya da tolerant bugday ¢esitlerin iiretimde kullanilmas1 bu viriise karsi
alinabilecek en 1yi 6nlem olacaktir.

e Virlisler ve bu virlislerin vektdrlerine konukguluk eden yabanci otlarla
miicadele etmek hastaligin yayilmasini 6nemli dl¢iide azaltabilir.

e Ekim siklig1, virlisiin yayilmasinda olduk¢a onemli oldugundan sik ekimden
kagimilmalidir.

e Bugdaylarda ekim noébetinin uygulanmast virlis hastaliklarinin  yogunluk
artisgtnin ~ engellenmesi  agisindan  O6nemli oldugundan {ireticiler bu konuda

bilgilendirilmelidir.
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EKLER

EK 1. DAS-ELISA testinde kullanilan tampon ¢ozeltiler ve icerikleri
(1000 ml)

Kaplama Tamponu (Coating Buffer) pH: 9.6

Na2COs 1.59¢
NaNs 0.20 g
NaHCO » 293¢

Fosfat-Tuz Tamponu (PBS Buffer) pH: 7.4

NaCl 8.00¢g
Na:HPOs X 12H:0 0.20 g
NaN; 0.20¢g
KCI 0.20g
KH:PO4 2.90¢g

Yikama Tamponu (PBST Buffer)

pH:7.4
PBS Buffer 999.50 ml
Tween 20 0.50 mi

Ornek Ezme Tamponu (Extraction Buffer) pH: 7.4
PBST 1000.0 ml

Polyvinypyrolidone 20.00 g

(MV= 40000 K=40)

Konjugat Tamponu (Conjugate Buffer) pH: 7.4
PBST 1000.0 ml
Polyvinypyrolidone 20.00 g

(MV= 40000 K=40)

Ovalbumin 2.00¢

NaN; 0.20g
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Substrat Tamponu (Substrat buffer) pH: 9,8
Diethanolamin 97.00 ml
NaNs 0.20¢g

Karisim d2H-O ile 1 litreye tamamlanir.
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EK 2. AGAROS JEL ELEKTROFOREZ (Maniatis ve ark., 1992)

TAEX50 (100 ml)

0.5 M EDTA pH:8 10 mi
0.6 Glacial acetic acide 571 ml
Trizma base 2429

Cozelti 100 ml d-H>0’ ya tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicakliginda saklanmistir.

PCR iiriiniiniin yiikleme ortami (15 ml 6X stok i¢in)

Bromophenol blue 15 ml
Glycerol 18 ¢
TAEX50 6 ml

Hazirlanan ortam -20 °C’de saklanmustir.

Ethidium Bromide cozeltisi (1 mg/ml 200 ml stok i¢in)

0.5XTAE 200 ml

Ethidium bromide 200 pl

Koyu renkli bir kap i¢inde karanlik ortamda oda sicakliginda saklanmistir. 5-10

kullanimdan sonra ¢ozelti tazelenmistir.

%1.5 Agarose Jel Elektroforezi

1.5 gr agaroz, 100 ml 0.5XTAE i¢inde mikrodalga firinda eritilmistir. Yaklasik 40°C
sicakliga geldikten sonra, elektroforez {initesinin jel tepsisine dokiiliip taraklar
yerlestirildikten sonra agarozun 15-20 dakika siireyle donmas1 beklenmistir. 0.5XTAE

ortami iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir.
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