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OZET

BAZI BUGDAY GENOTIPLERININ SARI CUCELIK VIRUSLERINE KARSI
DAYANIKLILIGININ GENOTIPiK ve FENOTIPIiK
KARAKTERIZASYONUNUN BELIRLENMESI

Bu c¢alisma 2019-2022 yillar1 arasinda Diyarbakir GAP Uluslararas1 Tarimsal
Arastirma ve Egitim Merkezi (GAPUTAEM) ve Hatay Mustafa Kemal Universitesi
(HMKU) Viroloji Laboratuvarinda vyiiriitiilmiistiir. Materyal olarak GAPUTAEM
tarafindan verim ve kalite parametreleri arastirtlmis olan ve tescil i¢in aday olarak
belirlenen 13 adet bugday genotipi, 10 adet Diyarbakair ili i¢in 6nemli yerel bugday ¢esidi
ve 7 adet de standart bugday cesidi kullanilmis olup kontrol olarak Anza ekmeklik
bugday ile Barbaros arpa ¢esitleri kullanilmistir. Calismanin temel amaci, bu
genotiplerin sar1 ciicelik hastaligina neden olan barley yellow dwarf virus (BYDV)-
PAV, BYDV-MAV ve cereal yellow dwarf viriis (CYDV)-RPV tiirlerine karsi
dayaniklik durumunun fenotipik ve genotipik analizlerle belirlenmesidir. Bu amagla
oncelikle BYDV’nin bu {i¢ tiiriiyle bulagik oldugu tespit edilen bugday bitkileri
inokulum kaynagi olarak kullanilmis ve viriis vektorii olarak bilinen Rhopalosiphum
padi ve Sitobion avenae ile dayaniklik durumu arastirilan bugday genotiplerine
aktarilmasi saglanmistir. Afidlerle inokule edilen toplam 300 bugday bitkisinin DAS-
ELISA testi sonucunda saptanan ortalama BYDV enfeksiyon oranlar1 BY DV-PAYV i¢in
%52.6, BYDV-MAYV i¢in %47.0, CYDV-RPV igin %9.3 olarak tespit edilirken RT-PCR
analizleri ile bu oranlar BYDV-PAYV igin %66.0, BYDV-MAYV igin %56.3, CYDV-RPV
icin ise %47.3 olarak tespit edilmistir. Fenotipik gozlemlerin teyit edilmesi amaciyla
yapilan genotipik analizlerde sari clicelik viriislerine kars1 dayaniklilikla iligkili Bdv2 ve
Bdv3 genlerinin varligimin belirlenmesi i¢in SSR, SCAR ve RAPD markorleri
kullanilarak yapilan PCR analizleri sonucunda sadece SSR markérleri ile 16 genotipte
Bdv2 geni, 20 genotipte ise Bdv3 geni ile iliskili amplifikasyon elde edilmistir.
Genotipik olarak her iki SSR markoériiyle de dayanikli bulunan 16 genotipin fenotipik
tepkileri degerlendirildiginde ise bu genotiplerin farkli oranlarda BYDV’ye duyarli
olduklart tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler 1s1ginda ekmeklik bugday genotipleri
makarnalik olanlara gére daha dayanikli/tolerant bulunmustur. Makarnalik bugday
genotipleri iginde ise sadece Hevidi/Akbugday makarnalik bugday genotipi
dayanikli/tolerant olarak tespit edilmis olup gelecekteki 1slah g¢alismalari igin ekmeklik
bugday genotiplerinin yani sira bu yerel ¢esidin de kullanilmasi1 6nerilmektedir.

2022, 90 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bugday, arpa sar1 ciicelik hastaligi, BYDV-PAV-MAYV, CYDV-
RPV, dayaniklilik



ABSTRACT

DETERMINATION of the GENOTYPIC and PHENOTYPIC
CHARACTERIZATION of SOME WHEAT GENOTYPES RESISTANCE to
YELLOW DWARF VIRUSES

This study was carried out in Diyarbakir GAP International Agricultural Research
and Training Center (GAPUTAEM) and Hatay Mustafa Kemal University (HMKU)
Virology Laboratory between 2019-2022. Thirteen wheat genotypes whose yield and
quality parameters were investigated by GAPUTAEM and determined as candidates for
registration, 10 important local wheat cultivars for Diyarbakir province and 7 standard
wheat cultivars were used as materials. As a control bread wheat cultivars Anza and
Barbaros barley cultivars were used as controls. The main aim of the study is to determine
the resistance status of these genotypes and cultivars against barley yellow dwarf virus
(BYDV)-PAV, BYDV-MAYV and cereal yellow dwarf virus (CYDV)-RPV species that
cause yellow dwarf disease, by phenotypic and genotypic analyzes. For this purpose,
wheat plants that were detected as infected by these three species of BYDV were used as
inoculum source and the viruses were transferred to wheat genotypes and varieties whose
resistance status was investigated with Rhopalosiphum padi and Sitobion avenae, which
is known as the vector of this disease. While the mean BYDV infection rates of 300 wheat
plants inoculated by aphids by DAS-ELISA were 52,6.0% for BYDV-PAV, 47.0% for
BYDV-MAYV, and 9.3% for CYDV-RPV. The infection rates were detected as 66.0% for
BYDV-PAV, 56.3% for BYDV-MAV and 47.3% for CYDV-RPV by RT-PCR. As a
result of PCR analyzes using SSR, SCAR and RAPD markers to determine the presence
of Bdv2 and Bdv3 genes associated with resistance to yellow dwarf viruses in genotypic
analyzes to confirm phenotypic observations, the amplification associated with the Bdv2
gene in 16 genotypes and the Bdv3 gene in 20 genotypes were obtained only by using
SSR markers. When the phenotypic responses of 16 genotypes that were genotypically
resistant to both SSR markers were evaluated, it was determined that all these genotypes
were susceptible in different level to BYDVs. In the light of these data, bread wheat
genotypes were found to be more resistant/tolerant than durum wheat genotypes. Among
durum wheat genotypes, only Hevidi/Akbugday was determined to be resistant/tolerant
and for future breeding studies, this local variety should be used as well as bread wheat
genotypes. recommended.

2022, 90 pages

Key Words: Wheat, barley yellow dwarf virus, BYDV-PAV-MAV, CYDV-RPV,
resistance
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1. GIRIS

Bugday bitkisinin kiiltiire alinmasi1 giinlimiizden yaklasik 12 bin sene dncesine
dayanmasi yaninda yetistiriciligi, hasadi ve depolanmasindaki kolayliklar1 ile insan
dogasina uygun bir gida olmasi gibi 6zellikleri ile, diinya genelinde 6nemli ve Stratejik
bir {iriin haline gelmistir (Kili¢ ve ark., 2021). insanlar i¢in gereksinim duyulan giinliik
kalorinin %19’u ve proteinin %21'i temin edildigi bugdayin (Braun ve ark., 2010; Tadesse
ve ark., 2019) diinyada iiretimi 774 milyon ton olup bunun yaklasik %95’ini ekmeklik
bugday (Triticum aestivum L.) geri kalan %5’ini ise durum bugday (Triticum durum
Desf.) olusturmaktadir (Anonim, 2020).

Tahil cinslerinin tiimii, Poaceae familyasina dahil olup, bu familyada aralarinda
bugday, misir, piring, arpa, yulaf, celtik, ¢avdar ve dar1 bitkisinin de yer aldig1 yaklasik
400 cins ve 4500 tiirii kapsayan 6nemli bitkiler yer almaktadir. Serin iklim tahillarindan
olan bugday bitkisinin hem insan hem de hayvan beslenmesinde kullanilmasi, her tiirlii
iklim ve toprak sartlarinda yetisebilmesi gibi iistiin 6zellikleri nedeniyle diinyanin ¢ogu
iilkesinde tarimi yapilan yapilmaktadir (Kiin,1996; ilbag1, 2003).

Diinya bugday iiretim miktar1 incelendiginde en yiiksek iiretimin AB iilkeleri
tarafindan yapildigi ve Cin, Hindistan, Rusya, ABD, Kanada, Avustralya, Ukrayna,
Pakistan ve Tirkiye’nin takip eden iilkeler oldugu goriilecektir (Cizelge 1.1),
(Anonymous, 2021).



Cizelge 1.1. Diinya bugday iiretimi ve 6nemli iiretici iilkeler (milyon ton)

Uikl YILLAR

eler 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Cin 1283 1326 1333 1343 1314 1336 1343
AB 156.1  159.6 1442 1514 1377 154.9 1245
Hindistan 95.9 86.5 86.0 98.5 99.7 103.6 107.9
Rusya 59.1 61.0 725 85.1 71.7 73.6 85.4
ABD 55.1 56.1 62.8 47.4 51.3 52.6 49.7
Kanada 29.4 27.6 32.1 30.0 32.2 32.3 35.2
Avustralya 23.7 22.3 31.8 21.2 17.3 15.2 33.3
Ukrayna 24.7 27.3 26.8 27,0 25.1 29.2 255
Pakistan 26.0 255 25.6 26.6 255 24.4 25.2
Tiirkiye 19.0 22.6 20.6 215 20.0 19.0 20.5
Arjantin 13.9 11.3 18.4 185 195 19.8 17.6
Kazakistan 13.0 13.7 15.0 14.8 13.9 115 14.3
Digerleri 87.8 92.9 87.9 86.7 86.9 923 100.9
Toplam 7320 7390 7570 7630 7322 7620 774.3

Bugday, tilkemiz basta olmak iizere diinyadaki diger iilkelerde insan beslenmesi
i¢in en temel besinlerin (unlu mamuller, bulgur, makarna vb.) ana maddesi olmasindan
dolayr diger tarim {iriinlerine gore daha onemli bir konumda yer almaktadir. Son
zamanlarda, Covid-19 salgin1 nedeniyle makarna gibi dayanikli tirtinlere talebin artmasi
dogal olarak bugdaya olan talebi de artirmistir (Polat, 2021).

Tiirkiye ekonomisi i¢in de bilyiik 6nem tasiyan bugday iilkemizde hem ekmek
hem de bulgur, makarna ve biskiivi sanayisi agisindan temel hammadde olmasi
bakimindan vazgegilmez tarim iiriinlerimizden birisidir. Ulkemizde yillik ortalama 19
milyon ton iiretim olmasina ragmen bazi yillarda i¢ talebi bile karsilayamadigimizdan
dolay1 ithalat yapilmaktadir (Sahin ve ark., 2016).

Bugday iiretiminde son yillarda belirli bir artis goriilmesine ragmen hizla artan
diinya niifusuna karsin azalan tarim alanlari, birim alandan yiliksek verimi zorunlu
kilmaktadir. Bunun yaninda ¢evre sartlar1 ve daha direncli hastaliklarin olusmasi ise
verimi etkileyen en 6nemli nedenler arasindadir. Fungal ve bakteriyel hastaliklardan
farkli olarak, bitkilerde hastalik etmeni viriislerin uygulamada etkili bir kimyasal
miicadele ile kontrolii giiniimiizde miimkiin degildir. Viriis etmenlerinin yayilmasi ve
saglikl bitkilere bulasmasint 6nlemek amaci ile viriislerden ari iiretim materyallerinin
kullanilmasi gibi klasik uygulamalar ise her zaman viriis hastaliklar1 ile miicadelede

yeterli olamamaktadir.



Hastalik epidemisinin gortildiigii yillarda hassas gesitlerde verim kayiplarinin
yaninda kalite ozellikleri de kotii yonde etkilendigi icin bu yillarda hastalikla
miicadelede tolerant ¢esit kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir (Basaran ve ark., 2020). Viral
etmenlerle en etkili miicadele yontemi dayanikli bitki tiirleri veya varyetelerinin
gelistirilmesi ve kullanilmasidir (S6kmen, 2005). Dayanikli bitki tiirlerinin ve
varyetelerinin gelistirilmesi, bugday viriislerinin giivenilir sekilde tanilanmasi, hastalik
mekanizmalarinin bilinmesi ve molekiiler genom 6zelliklerinin en iyi bir sekilde ortaya
konmasin1 gerektirmektedir. Viral etmenlerle miicadelede dayanikli ¢esitlerin, viriis
vektorlerine karsi da etkili olmasi i¢in viral hastaliklarin epidemiyolojisinin iyi bilinmesi
son derece onemlidir (Erkan, 2008).

Diinyada bugdaymn yaygin bir sekilde yetistirilmesi ve ¢ok sayida g¢esitleri
bulunmasindan dolay1 birgok virlis hastaligina maruz kalmaktadir. Bugdaygillerde
virtisler olduk¢a dinamik ve degisken bir yap1 gosterirler. Diinyada ekonomik anlamda
en onemli tahil hastaliklarindan birisi de arpa sar1 clicelik hastaligidir (ASCH) (D’arcy,
1995; Svanella-Dumas ve ark., 2013). Tahillarda bu hastaliga neden olan etmenin “barley
yellow dwarf virus (BYDV)” olarak adlandirilmasi ilk kez 1953 yilinda Oswald ve
Houston tarfindan yapilmis olup izleyen yillarda ise Bill Rochow adl1 arastirici viriislerin
taginmasinda rol oynayan afid tiirlerine gore 5 farkli serotipe ayirmis ve giiniimiizde bu
virtisler farkli tiirler olarak gruplandirilmistir. Her bir tiiriin etkin vektorii parantez i¢inde
verilmistir: Cereal yellow dwarf virus (CYDV)-RPV (Rhopalosiphum padi), BYDV-
MAV (Macrosiphum avenae, bu tiir daha sonra Sitobion avenae olarak adlandirilmustir),
BYDV-PAV (R. padi and S. avenae),BYDV-SGV (Schizaphis graminum) ve maize
yellow dwarf virus (MYDV)-RMV (Rhopalosiphum maidis) (Rochow ve Muller, 1969
ve 1971). ilerleyen yillarda diger vektor tiirleri de tespit edilerek bu gruba dahil edilen
virlis tiirii sayis1 artmistir. Bu tiirler, BYDV-GAV (S. graminum ve S. avenae), wheat
yellow dwarf virus (WYDV)-GPV (S. graminum and R. padi), CYDV-RPV’nin daha
siddetli simptom olusturan farkli bir varyanti olan CYDV-RPS (R. padi), BYDV-PAV’a
benzeyen ve Kuzey Amerika’da tespit edilen BYDV-PAS (R. padi, S. avenae) olarak
bildirilmistir. Bu ¢alismalarin 15181 altinda BYDV taksonomisi ilk kez 1990’11 yillarda
yapilmis olup 2021 yilinda ise 6nemli degisiklikler onerilmistir (Miller ve Lozier, 2022).

Bu gruba giren 5 serotip BYDV olarak adlandirilmakla birlikte bu tiirlere ait viral

genomlarin sekans analizlerinin elde edilmesiyle bu simiflandirma gecerliligini



kaybetmistir. BYDV-PAV ve BYDV-MAV yakin akraba tiirler olmakla birlikte CYDV-
RPV ve MYDV-RMV’nin BYDV-PAV’dan daha ¢ok potato leafroll virus (PLRV) ve
beet western yellows virus (BWYV)’e benzedigi bildirilmistir (Kruger ve ark., 2013).
Boylece bu viriisler yeniden adlandirilarak PLRV ve BWYYV ile birlikte Poleroviriis
cinsine dahil edilirken (Delfosse ve ark., 2021) BYDV-PAV ve BYDV-MAYV ve diger
konukgularla iligkili viriisler Luteovirus cinsi igerisine yerlestirilmistir (D’Arcy ve ark.,
2000). Yiiksek kapasiteli dizilemenin (High throughput sequencing-HTS) yaygin
kullanim1 ile birlikte BYDV grubuna yeni iiyeler de dahil edilerek taksonimide bazi
degisiklikler 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.

Arpa sari ciicelik virtisii (barley yellow dwarf virus) (BYDV), bugdayin ekonomik
olarak en 6nemli hastalik etmenlerinden birisi olup ¢ok genis alanlarda etkili olmaktadir.
BYDV %5-80 arasinda degisen verim kayiplarina yol agmaktadir (Perry ve ark., 2000).
Arpa sar1 clicelik hastaligi son 20 yilda tahmin edilen yaklagik %]1'lik bir ortalama verim
kaybi ile yilda 10 milyon dolardan fazla bir kayba esdeger onemli derecede verim
azalmalarina yol acarak bugdayin en onemli dordiincii hastaligi durumunda oldugu
bildirilmistir (Hollandbeck ve ark. 2019).

Cesitli tlilkelerde bugday viriisleri ile yapilan c¢aligmalarda bu virlislerin farkl
oranlarda iiriin kayiplarina yol agtig1 belirtilmektedir. Bugdayim 6nemli bir viriisii olan ve
yaprak bitleri ile tasinan BYDV’nin farkli irklar1 ¢evresel faktorlere bagli olarak
bugdayda ¢ok ciddi zararlar olusturabilmektedir (Pike,1990; Lister ve Ranieri, 1995).

Diger hastaliklarda oldugu gibi bugday virlis hastaliklarinin miicadelesinde
bagvurulacak en oOnemli yontemlerden birisi de dayanikli bitki yetistirilmesi ve
kullanilmasidir. Dayaniklilik ve tolerans farkli genetik mekanizmalar olup dayaniklilik
durumunda virilis replikasyonunun durdurulmasi, tolerans durumunda ise hastalik
belirtilerinin en aza indirilmesi hedeflenmektedir. Genetik dayaniklilik iceren 1slah
stratejilerinde dogrudan virlisler ya da viriis vektorii olan afidler hedeflenmektedir.
Bugiine kadar yiiriitilen 1slah galismalarinda bitkilerin BYDV ile enfekte olma
durumlarinda dahi viriis yogunlugundan bagimsiz olarak simptomlarin azaltilabilmesi ve

verim alinabilmesini tanimlayan "tarla dayanikliligi" olusmasi igin viral toleransin



saglanmasma yonelik c¢alismalar yapilmistir (Foresman ve ark., 2016). Kantitatif
dayaniklilik sinifinda yer alan tarla dayanikliligi coklu genle idare edilmektedir ancak
bazi1 genlerin dayaniklilikta ¢ok az etkisi oldugu bildirilmistir ( Cisar ve ark., 1982; Ayala
ve ark., 2002; Choudhur ve ark., 2019). Giiniimiizde ekmeklik bugdaylarda immunite ya
da kuvvetli dayanikliliktan sorumlu birincil gen henliz tanimlanmamis olup tam
anlamiyla dayanikli ¢esit elde edilemediginden 1slah¢ilar bugdayin yabani akrabalarinda
dayaniklilik geni arastirmiglardir (Brettell ve ark., 1988). Bugiine kadar bugdaylarda arpa
sar1 clicelik hastaligina kars1 dayaniklilikta 4 gen tespit edilmistir ve bunlardan sadece
7DS kromozomu iizerinde bulunan Bdvl geni bugdayin birincil havuzundan tanimlanan
tek dayaniklili genidir ve orijinal olarak "Anza" ¢esidi bugdayda tanimlanmistir. (Singh
ve ark., 1993), Anza bugday ¢esidinin bu viriis hastaligina karsi kismi dayaniklilik
gosterdigi ve Bdvl olarak adlandirilan bir dominant genin Brezilya kokenli bir bugday
cesidi olan “Frontana” orijinli oldugu ve BYDV-MAV tiiriine karsi tolerant oldugu
bildirilmistir (Van Ginkel ve Henry, 2002). Bdvl geni arazi kosullarinda BYDV-MAV
tiiriine kars1 tolerantlik saglamakla birlikte biitin BYDV tiirlerine kars1 veya biitiin
cevresel kosullarda dayaniklilik gostermemektedir (Zhang ve ark., 2009). BYDV’ye
ikinci dayaniklilik geni, bugdayin yabani akrabalarindan Thinopyrum intermedium’da 2.
ve 7. grup kromozomlar iizerinde saptanmis (Xin ve ark., 1988; Sharma ve ark., 1995,
Larkin ve ark., 1995) ve bu gen Bdv2 olarak adlandiriimistir (McIntosh ve ark., 2001).
llerleyen yillarda yine 7. grup kromozomlar iizerinde yeni bir dayaniklilik lokusu
tanimlanmis ve Bdv3 olarak adlandirilmistir (Ohm ve Anderson, 2007). Bu dayaniklik
geninin saptandigi P29 kodlu bugday hatti CYDV-RPV’ye tamamen, hem de BYDV-
PAV ve BYDV-MAV’a karsi ise orta derecede dayanikli olarak tespit edilmistir. CYDV-
RPV agisindan dayaniklik durumu analiz edildiginde viriisiin P29 nolu bugday hattinin
mezofil protoplastinda c¢ogalabildigini ve bu dayanikliligin tek bir hiicre diizeyinde
yiirlitiilmedigini géstermistir (Anderson ve ark., 1998). CYDV dayanikliligini kodlayan
Bdv3 geninin CYDV nin iletim demetlerine hareketini engelleme seklinde ortaya ¢iktigi
bildirilmistir (Ohm ve Anderson, 2007). P29’un yaprak ve govde dokularinda BYDV-
PAV konsantrasyonu dnemli dl¢lide azalirken viriis kdklerde saptanabilmis ancak tarla
kosullarinda BYDV-PAV’a kars1 dayaniklilik gdsterdigi gozlenmistir. BYDV’ye karsi
diger bir dayaniklik geni ise Thinopyrum intermedium bitkisinde saptanmig olup 2. Grup

kromozom iizerinde tespit edilmis ve Bdv4 olarak adlandirilmistir (Lin ve ark., 2007;



Zhang ve ark., 2009). Bugiine kadar yapilan bu ¢aligmalarin 15181 altinda bugdaylarda sar1
clicelik hastaligina dayanikli az sayida gen bulundugunu sdylemek miimkiindiir.
Dayanikliliktan sorumlu ana genin bulunmayisi ve dayanikliligin ¢oklu genler tarafindan
saglanmasi nedeniyle bugday havuzunda dayanikli genotipleri tanimlamanin oldukga zor
oldugu bildirilmistir (Silva ve ark., 2022). Bununla birlikte, 1slah programlari, bu
hastaligin ekonomik 6nemi nedeniyle sar1 ciicelik hastaligina kars1 direng gelistirmek igin
bliyiik ¢aba sarf etmektedir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalar incelendiginde bugday
genotiplerinde BYDV/CYDV’ye dayaniklilik genlerini tespit etmek igin farkli markor
gelistirildigi goriilmektedir (Cizelge 1.2).



Cizelge 1.2. Bugdayda BYDV/CYDV dayaniklilik genlerininin belirlenmesinde
kullanilan markdr tipleri, genler, DNA primer isimleri (Choudhury ve ark., 2017)

Markér Tipleri Genler DNA Primer Isimleri Kaynaklar
Mikrosatellit, Bdvl WMS130,psr 80,psr687,ipsr129,csIH81,  Zhang ve ark.,
RFLP Acc? 1999
Banks ve ark.,
1995
RAPD Bdvl OPAOQ7, OPR19940, OPD041300 Banks ve ark.,
1996
Zhang ve ark.,
2002
RFLP Bdv2 psr548, ksuD2, fbb189, ksuAl, psr129,  Avyala ve ark.,
€do949,cd611,bcd102a, 2001
cdo1164bfba9la,ccdo126a,z395bcd506, Banks ve ark.,
cdo388a, wg546a, 1995
kabaGfbb70bksuD17, wg69a- wg818 Avyala ve ark.,
2002
RAPD Bdv2 OPAD2-800 Jahier ve ark.,
OPR19940, OPD04130 2009
Zhan ve ark.,
2002
SSR Bdv2 Xgwm37 Avyala ve ark.,
2001
SCAR Bdv2 SC-W37, AD2,SC-D04, SC-gpl Zhang ve ark.,
SC-A07566 BYAgi, BDF5 2002, Zhang
ve ark., 2004,
Stotjesdijk ve
ark., 2001,
Kausar ve ark.,
2015
RAPD Bdv3 ORR16340,0PH091580, OPC0150 Xin ve ark.,
2002
SSR Bdv3 SSR-Bdv3 Kong ve ark.,
2009
RAPD Bdv4 OPO05650, OPM04140 Zhang ve ark.,
2001
SCAR Bdv4 Sc-R16 Zhang ve ark.,
2009

Klasik melezleme 1slahi iistiin genotiplerin fenotipik acidan seg¢ilmesi yoluyla
olmaktadir ancak genotip ve gevre etkilesimi zaman gerektirmekte olup zor bir siiregtir.
Bunun otesinde fenotipik seleksiyonun pahali olmasinin yani sira abiyotik stres
kosullarina tolerans gibi karakterler agisindan daha fazla zamana gereksinim gosterir.
Markorler yoluyla seleksiyon bu giicliikleri yenmek icin alternatif bir yontem olarak

gelistirilmistir (Francia ve ark., 2005). Bugday da iistiin 6zelliklere sahip genotiplerin



molekiiler markorler yardimiyla, birka¢ virlis tarafindan olusturulan ve ekonomik
anlamda verim kaybina yol agan sar1 ciicelik virlis hastaligina kars1 taranmasi gelecekte
yapilacak olan 1slah ¢aligmalari i¢in temel olusturacaktir.

Bu ¢alisma, iilkemizin énemli bugday yetistiriciligi yapilan bolgelerinden BYDV
izolatlar1 temin edilerck DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleriyle testlenmesiyle elde
edilen viriis izolatlarinin sekans analizleri yapilarak filogenetik analizlerinin
gerceklestirilmesi ve tespit edilen sar1 clicelik viriis tiirlerine karst 6nemli bugday
genotiplerinin  genotipik ve fenotipik dayaniklilik durumlarinin  arastirilmasi
amaclanmistir. BYDV/CYDV’ye dayaniklilik ¢alismalarinda PCR temelli; SSR, RFLP
ve SCAR markdr sistemleri kullanilarak iilkemize ait ekmeklik bugday genotiplerinin
taranmasinda uygun markdrlerin kullanim olanaklar1 fenotipik analizlerle desteklenerek

arastirilmistir.



2. ONCEKi CALISMALAR

Tahillar icerisinde viriislere duyarlilik agisindan ilk sirada yer alan bugday
bitkisinin (Triticum aestivum L.) 55 viriis etmeni bildirilmistir. (Brunt ve ark., 1996).
Dogal olarak bugday1 enfekte eden yaklasik 30 civarinda viriis tanimlanmistir (Wiese,
1987). Bugday iiretim alanlarinda en yaygin olarak goriilen viriis etmenleri ise; barley
yellow dwarf virus (BYDV), soilborne wheat mosaic virus (SBWMV) ve wheat yellow
mosaic virus (WYMYV)’leridir. Bunlarin disinda cereal yellow dwarf virus (CYDV-RPV),
brome mosaic virus (BMV), wheat dwarf virus (WDV), barley stripe mosaic virus
(BSMYV) ve wheat streak mosaic virus (WSMV)’da bugdayda yaygin goriilen viriis tiirleri
arasinda yer almaktadir (Hofmann ve Kolb, 1998; Duveiller ve ark., 2007; Gaunce ve
Bockus, 2015).

Bugdayda enfeksiyona neden olan viral hastalik etmenleri; bitkilerin yapraklarinda
beneklenme, ¢izgi mozaik ve sararma seklinde klorozun yani sira nekroz, ciicelik ve
rozetlesme belirtilerine neden olmaktadir. Ozellikle yaprak renginde degisiklige neden
olan bazi simptomlar beslenme ve abiyotik etmenlerin olusturdugu simptomlar ile
karistirilabilmektedir. Bundan baska, ayn1 bitkide enfeksiyona neden olan bir¢ok viriisiin

bulunma durumuna da siklikla rastlanmaktadir (Irwin ve Thresh, 1990).

2.1. Arpa san ciicelik viriislerinin (barley yellow dwarf virus, BYDV) genel
ozellikleri

1900’11 yillarin ortalarinda Oswald ve Houston (1951) tarafindan tanimlanan barley
yellow dwarf (arpa sar1 ciicelik) hastaligi ile iliskili olan viriisler, pozitif anlamli tek
sarmal RNA igeren 24-25 nm ¢apinda ikozahedral yapida partikiile sahip, Luteoviridae
familyasiin Luteovirus cinsi i¢inde yer alan tiirlerdir. Bu viriisler elektron mikroskobu
kullanilarak incelendiginde parankima ile enfekteli kalbur hiicrelerinde, ¢ekirdek ve

stoplazmada goriilebilmektedirler (Wiese, 1987).

2.1.1. Luteoviridae familyasi
Luteoviridae familyasi, biyolojik nitelikleri, genom organizasyonu ve serolojik
ozellikleri ile ayirt edilen ¢ cinsi kapsamaktadir. Bunlar; Luteovirus, Polerovirus ve

Enamovirus’diir. Poleroviriis cinsi iginde 15 tiir, Luteovirus’de 7 tiir ve Enamovirus’de



ise 1 tiir bulunmaktadir. Kalan tiyeler ise heniiz siiflandirilmamistir (Domier, 2012;
Sathees, 2015). Bununla birlikte son yillarda yapilan taksonomi c¢aligmalarinda
Luteoviridae familyas1 kaldirilarak Luteoviriis cinsi Tombusviridae familyasina,
Polerovirus ve Enamovirus cinsleri ise Solemoviridae familyasina dahil edilmistir (Miller
ve Lozier, 2022).

Bu gruptaki viriislerin ¢ogu kiiresel tarimda ciddi patojenler olarak kabul
edilmektedir. Luteoviriisler kendileri ile baglantili ve baglantisiz viriislerle karisik
enfeksiyonlar olusturabilmektedir. Bu karisik enfeksiyonlar ciddi hastalik salginlarina
neden olmaktadirlar (Liu ve ark., 2001; Hauser ve ark., 2000).

[k ¢alismalarda vektor yaprak biti tiirlerine 6zgii olarak 1rk diizeyinde tanimlanan
bu viriisler, glinlimiizde tiir diizeyinde isimlendirilerek siniflandirilmiglardir (Domier,
2012). Bu viriislerin tiim genom sekanslar1 karsilastirilmis ve bu viriislere ortak olarak
“Yellow dwarf viruses (YDVs)” adi verilerek gruplandirilmiglardir (Kruger ve ark.,
2013). Buna gore Luteovirus cinsi igerisinde, BYDV-GAV, BYDVMAYV, BYDV-PAV,
BYDV-PAS, BYDV-SGV olmak iizere bes tiir yer almistir. Tahillarda sar1 ciicelik
hastaligina sebep olan cereal yellow dwarf virus RPV (CYDV-RPV) ve cereal yellow
dwarf virus RPS (CYDV-RPS), iki yeni tiir olarak Polerovirus cinsi igerisine
yerlestirilmistir. Bunlardan CYDV-RPV, eskiden BYDV-RPV olarak isimlendirilen bir
tirdiir. Yine eskiden BYDV-GPV olarak adlandirilan viriisiin, sadece bugdayda sar1
clicelik hastaligina neden oldugu saptandiktan sonra yeni tiir adi wheat yellow dwarf
virus-GPV (WYDV-GPV) olarak degistirilmistir. Ayrica eskiden BYDV-RMV olarak
bilinen virlisiin yeni adi maize yellow dwarf virus-RMV (MYDV-RMV) olarak
onerilmistir (Kruger ve ark., 2013). Bdoylelikle, genom analiz sonuglarina gore, gerek
WYDV-GPV gerekse MYDV-RMV; CYDV-RPV ve CYDV-RPS ile birlikte
Polerovirus cinsinde yer almistir (Kruger ve ark., 2013).

Eski Luteoviridae familyasindaki viriisler de dahil olmak {izere ¢ok sayida viriis
genomunun ayrintili genom yapisi ve niikleotit sekanslari, yeni nesil dizileme (YND) gibi
molekiiler tekniklerin gelismesiyle daha detayli olarak ortaya ¢ikarilmig ve viriis
taksonomisinde 6nemli degisiklikler olmustur. Luteoviridae familyasinin ii¢ cinsi, genom
yapist ve niikleotit dizilimi ile agik¢a ayirt edilebilmektedir. Bu ii¢ cinsinde genom
yapisinda 4 kDa ile 132 kDa arasinda degisen protein kodlama bolgeleri olan open

reading frame (ORF) alanlart1 bulunmaktadir (Sekil 2.1). Open reading frame
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bolgelerinden ORF-1, ORF2, ORF-3 ve ORF-5 tiim cinslerde korunmustur. Luteoviriis
cinsinde bulunmayan ORF-0 bolgesinin simptom baslatici, konuk¢u araligi belirleme ve
bitkilerin dayanmiklilik mekanizmasindan olan gen susturucu 06zelligini baskilayan
gorevler listlendigi bildirilmistir. ORF-1 ve ORF-2 bolgelerinin ise replikasyonlarda ve
protein tiiretim siirecinde etkili olduklar1 bilinmektedir. ORF-3 boélgesi virilisiin kilif
protein bolgesini kodlarken ORF-5’in viriisiin yaprak bitleriyle tasinmasindan énemli rol
aldig1 tespit edilmistir. Enamoviriis cinsinde bulunmayan ORF-4’iin diger cinslerde
virlisin uzak alanlara yayilimi i¢in gerekli oldugu anlasilmistir (Chay ve ark., 1996;

Ziegler-Graff ve ark., 1996; Mangwende ve ark., 2009; Peter ve ark., 2009).

Luteovirus
ORF3 ORF5 |
57 3'0H
ORF4 U
ORF6

Polerovirus

= orrs

ORF1 ORF4

Enamovirus

W ORF3 I ORF5 3'OH
ORF1

Sekil 2.1. Luteoviridae familyasindan olan Luteovirus, Polerovirus ve Enamovirus
cinslerine ait genom organizasyonu (Sathess, 2015).

2.1.2. BYDV’nin tasinmasi

BYDV viriisleri mekanik yolla, polenle, toprakla, temasla ve tohumla tasinmaz. Bu
viriisler sadece yasayan canli bitki dokusunda varliklarini sitirdiirebilmektedir. Bundan
dolayr toprakta veya anizda yasayamazlar sadece yaprak bitleri tarafindan
taginabilmektedir. BYDV lerin, en az 25 farkli yaprak biti tarafindan bitkiden bitkiye
tasindiklar1 tespit edilmistir. Tasiyict vektorlerin gomlek degistirmesinden sonra viriis

vektor igerisinde canli kalabilmektedir fakat viriisiin bir dahaki nesli olan yumurtaya
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geemesi miimkiin degildir. BYDV’nin 5 tiirii (BYDV-PAV, BYDV-MAV, BYDV-SGV,
BYDV-RMV ve CYDV-RPV) en ¢ok 5 farkli yaprak bitinde tanimlanmiglardir.
Bunlardan PAV tiirii Rhopalosiphum padi (Linnaeaus) ve Sitobion avenae, MAV tiirii
Macrosiphum (Sitobion) avenae, SGV tiirii Schizaphis graminum ve daha az yogunlukta
Macrosiphum (Sitobion) avena, RMV tiirii Rhopalosiphum maidis ve daha az yogunlukta
Rhopalosiphum padi, Macrosiphum (Sitobion) avenae ve Acrosternum hilare, RPV ise
Rhopalosiphum padi ve daha az yogunlukta Rhopalosiphum maidis, Acrosternum hilare,
yaprak biti vektorleri ile tasinmaktadir (Miller ve Rasochova, 1997; Moon ve ark., 2000;
Deligoz ve ark., 2011; Siddiqui ve ark., 2011; Capkan, 2015).

BYDV’nin tasmmmasi persistent (sirkiilatif) seklinde olmaktadir. Viriis vektor
biinyesinde 2-3 hafta canli kalabilmektedir. Viriisiin taginmasi bir sonraki nesile gegmez.
Viriis alindiktan sonra 1 giinden az siiren latent bir periyod goriilmektedir. Ancak viriisiin
alinmasi ve iletilmesi 1-2 dakikadan az oldugu i¢in taginim kolayca ger¢eklesmektedir
(Deligoz ve ark., 2011; Capkan, 2015).

BYDV’nin hastalik olusturmasinda c¢evresel faktorler olduk¢a Onemlidir. Bu
faktorler arasinda nispi sicakliklar, enfekteli bitkilerin yapragindaki renk degisiminin
yaprak biti tarafindan cezbedici olmasi ve yliksek 1s1k yogunlugu bulunmaktadir.
Tarladaki birincil enfeksiyon vektoriin viriislii  bitkiler ile beslenmesi, ikincil
enfeksiyonlar ise viriisii i¢ine alan yaprak bitlerinin viriisii diger bitkilere bulastirmasiyla
ortaya ¢ikmaktadir. Ortamin nemli olmasi yaprak bitlerinin go¢ etmesinde ve
cogalmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bunlarin disinda riizgarin etkisiyle de

vektorler kilometrelerce uzaklara stirikklenebilmektedirler (Miller ve Rasochova, 1997;

Fabrea ve ark., 2003; Makkouk ve Kumari, 2009).

2.1.3. BYDV’lerin kontrolii

BYDV’lerin kontroliinde yabanci ot ve vektdrlerin kontrolii, ekim zamaninin
ayarlanmasi ve dayanikli bitki ¢esitlerinin kullanilmasi gibi kiiltiirel yontemler dnemlidir.
BYDV ve vektorlerine konukguluk yapan bugday ve diger bitkilerin iist iiste ekiminden
kagmilmalidir. Ayrica diger hastaliklarda oldugu gibi BYDV ile miicadelede en iyi
yontem viriislere dayanikl bitki ¢esitlerinin yetistirilmesidir. (Farrell ve Stutkens, 1990;

Karaozan, 2019).
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2.1.4. BYDV/ CYDV’nin farkh iilkelerde yayginhginin belirlenme ¢alismalari

Osler ve ark. (1984) italya'da tahil iiretim alanlarinda gériilen BYDV nin celtikte
de enfeksiyonlara yol a¢tigini belirtmislerdir. Baz1 durumlarda %2100'e varan oranda
verim kaybma neden olabilen bu viriisiin Rhopalosiphum padi, Sitobion avenae ve
Metopolophium dirhodum yaprak biti tiirleri ile tasindigini bildirmislerdir.

Guy ve ark. (1986) Avustralya’nin Tasmanya adasinda farkli alanlardan bes ayr1
cayir ¢im bitkisi Dactylis glomerata, Festuca arundinacea, Lolium perenne, Phalaris
aquatica ve Phleum pratense’den topladiklari toplam 1048 adet bitki Orneginde
BYDV’lerin varligimi serolojik testlerle ve vektor yaprak biti tiirlerinin kullanildigi
tasinma denemeleri ile aragtirmislardir. Yapilan bu ¢alismada 140 bitkinin PAV ile
enfekteli oldugu saptanirken sadece bir bitkinin RPV ile enfekteli oldugu bir bitkinin ise
PAV ve RPV ile karisik enfeksiyon halinde bulundugu tespit edilmistir. Festuca
arundinacea ve Lolium perenne yabanci ot tiirleri vektore 6zgii iki BYDV tiirii ile
enfekteli bulunmus ancak diger bitki tiirlerinde viriis saptanamamustir.

Conti ve ark. (1990) yiirtittiikleri bir ¢calismada arpa sar1 ciicelik viriis (BYDV)
hastaliginin diinya genelinde yaygin bir viriis oldugunu, birgok tahil ve cayir otlarni
enfekte ettigini ve bitkilerde; sarilik, kizariklik, yapraklarda kivrilma, ciicelik ve basak ile
danelerde azalmaya neden olan floem kaynakli bir patojen oldugunu bildirmislerdir.
Serolojik bulgulara dayali olarak BYDV izolatlarmin diger Luteoviriis’lerle iligkili
oldugunu belirlemislerdir.

1987 ve 1988 yillar1 arasinda yiiriitiilen bir ¢aligmada Giiney-Bati Ingiltere'nin bes
bo6lgesinden mera ve gayir otu tiirlerinden toplanan 14 6rnekte yaprak biti ile bulasan arpa
sar1 ciicelik viriislerinin (BYDV-RPV, BYDV-PAV ve BYDV-MAV benzeri izolatlar)
dagilimini ve etkisini ELISA ile belirlemeye ¢aligmislardir. BYDV’lerin epidemiyolojisi
ve kontrolii icin bazi bulgular elde edilmistir. Arastirma sonuclarina gére BYDV
izolatlarinin genis alanda yaygin oldugu, RPV’nin daha ¢ok giiney bolgelerde MAV’1n
ise daha cok kuzey bolgelerde goriildiigii ve PAV’1n ise yalnizca en giiney bolgelerde
yaygin oldugu tespit edilmistir. Cikan bu sonucun her iki yilda da tutarli oldugu
bildirilmistir (Kendall ve ark., 1996).
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El-Muadhidi ve ark. (2001), 2000 yulinda Irak’in farkli bolgelerinde (Bagdat, Al-
Anbar, Diyala, At-Tamim ve Ninava) baklagil ve tahil iriinlerini etkileyen viriis
hastaliklarini tanimlamak amaciyla yaptiklari ¢alismada, toplamda 7663 baklagil ve 3455
tahil 6rnegi toplamistir. Baklagil ve tahil 6rneklerini serolojik bir yontem olan TBIA’y1
kullanarak 12 tane baklagil ve 5 tane tahil viriisli igin test etmislerdir. Arastirmada
kullanilan tahillarda cereal yellow dwarf viris RPV (CYDV-RPV) ve barley yellow
dwarf virus-MAV (BYDV-MAV)’a nadiren rastlanilmistir. Araziden toplanan tesadiifi
tahil Orneklerinin yaklagik %]1’inde barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV)
saptanmistir. Tahil arazilerinde viriislerin olusturdugu zararin yapilan test sonuglarina
bagli olarak %5 olarak tespit edilmistir.

Delmiglio ve ark. (2010) Yeni Zelanda’nin 29°-6° giiney enlemler arasindaki
bolgede gergeklestirdikleri ¢alismada, 15 dogal ve 3 egzotik ¢im tiiriinden topladiklari
bitkileri ELISA yontemi ile testleyerek sart ciicelik viriisleri ve cocksfoot mottle virus
(CoMV)’nin varligi arastirmislardir. 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 konukg¢ularmin Poa cita, Festuca
novae-zelandiae, Hierochloe redolens oldugu CYDV-RPV’nin konukgularinin ise Poa
cita, Microlaena stipoides bildirilmistir.

Ay ve ark. (2008) tarafindan, 2006-2007 yillar1 arasinda yapilan bir calismada, 12
adet kislik bugday cesidi kullanilmis ve iki farkli tarihte (11 Ekim ve 3 Kasim 2006) ekim
yapilmistir. Bugday bitkilerindeki virtislerin teshis edilmesinde RT-PCR ve ELISA
yontemleri Kullanilmistir. Test sonucunda, yaprak biti ile tasinan BYDV-PAV siklikla
bulunurken, diger viriislerin 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.

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 sari ciicelik viriisii belirtisi gosteren bugday orneklerinde
BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-MAV, CYDV-RPV, BYDV-GPV ve BYDV-
RPV’nin varliginin belirlenmesi amactyla bir ¢aligma yapmislardir. Testlenen 37 6rnegin

13 tanesinin BYDV viriislerinden en az birisi ile enfekteli oldugu ve onlarin da 10
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tanesinin BYDV-PAV, 3 tanesinin ise BYDV-MAYV ile enfekte oldugunu saptamislardir.
Viriislerin dizi analizlerine gore 3 izolatin (Nowshera, Fatehjang ve Attock) BYDV-PAS
ile maksimum benzerlik oran1 %92.8-94.6 olarak bulunurken 6 izolatin (Peshawar,
Faisalabad ve Islamabad Swabi) BYDV-PAV ile %99.3- 99.7 oraninda benzerlik
gosterdigi bildirilmistir. Sonu¢ 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 6zellikleri lizerine yaptiklari calismada, BYDV-MAV, CYDV-RPV ve BYDV-
PAV’in mevsimsel yayilimlariin ki aylarinda bugday ve yulaf, yaz aylarinda ise misir
tiretim alanlarinda tespit edildigini rapor etmiglerdir. Virlis yogunlugunun bitkilerde ve
yaprak bitlerinde benzer oranlarda oldugunu, kis iiretim sezonunda ise bu oranin zirveye

ulastig1 bildirilmistir.

2.1.5. Arpa sar ciicelik hastahg ile ilgili iilkemizde yapilan calismalar

Diinya’daki ¢alismalara paralel olarak Tiirkiye’de tahil viriis hastaliklart ile ilgili
calismalar Bremer tarafindan 1971 yilinda baslamistir. 1975 yilina kadar yapilan
caligmalarla diger tahil virtisleri yaninda Bati Anadolu’da BYDV ’nin varlig: da Bremer
ve Raatikainen (1975) tarafindan bildirilmistir. Bu ¢alismalar takiben Yurdakul ve ark.
(1987) tarafindan I¢ Anadolu’da Ankara, Eskisehir ve Konya illerindeki bugday iiretim
alanlarinda goriilen sarilik ve clicelik hastaliklarinin yaprak bitleri ile tasman barley
yellow dwarf virus (BYDV)’den kaynaklanabilecegi simptomatolojik ve biyolojik
testlerle belirlenmis ancak kesin tani igin serolojik testlerin yapilmasi onerilmistir.

Deligoz ve ark. (2011) tarafindan 2006 ve 2007 yillarinda Samsun ve Amasya
illerinde BYDV-PAV ve BYDV-MAYV viriislerinin yayginligini belirlemek amaciyla
Samsun ilinden 116 adet bugday 6rnegi, Amasya ilinden ise 100 adet bugday ornegi
toplanmistir. Bu ¢alisma i¢in toplanan bugday drnekleri DAS-ELISA yontemiyle BYDV-
MAYV ve BYDV-PAV viriislerine spesifik antiserumlarla test edilmislerdir. Arastirma
sonucunda Samsun ilinde 10 6rnekte (%8.6) BYDV-PAV, 6 6rnekte (%5.1) BYDV-
MAYV ve iki ornekte (%1.7) ise BYDV-PAV+MAV’dan olusan karisik enfeksiyon
belirlenirken, Amasya ilinde; 4 6rnekte (%4) BYDV-PAV, 1 6rnekte (%1) BYDV-MAV
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ve 4 ornekte (%4) ise BYDV-PAV+MAV’dan olusan karisik enfeksiyon oldugunu
bildirmislerdir.

2010-2011 iiretim sezonunda Tekirdag Merkez Ilge’nin 3 lokasyonunda 2 ekim
tarihi, 3 tekerriir ve 8 kislik ekmeklik bugday cesidi ile Tesadiif bloklarinda boliinmiis
parseller deneme desenine gore tarla denemeleri kurulmustur. Bu parsellerden toplam 336
yaprak Ornegi toplanmistir. Toplanan 6rnekler DAS-ELISA yontemi ile testlenmistir.
Testler sonucunda %80,17 oraninda BYDV-PAV, %4,83 oraninda wheat dwarf virus
(WDV) ve %6,61 oraninda CYDV-RPV tiirleri bulunmustur. Bunlarin karisik enfeksiyon
oranlar1 %8,39 olarak tespit edilmis olup BYDV-MAYV ve diger tiirlere rastlanilmamigtir
(Hamamci, 2012).

Tekirdag ilinde 2011-2012 iiretim sezonunda 8 farkli kislik ekmeklik bugday
cesitinde tahil viriis hastaliklarinin kalite {izerine etkilerinin arastirdig1 bir ¢alismada ii¢
farkli bolgede tarla denemeleri gergeklestirilmistir. Bu bolgelerde 200 adet bugday
yaprak ornegi toplanmistir. Ornekler 8 ayr1 tahil viriisii i¢in DAS-ELISA testine tabii
tutulmus olup 200 adet yaprak orneginin 60 adedinde BYDV-MAV, BYDV-PAV,
CYDV-RPV, WDV, BrMV ve WSMV’lerin varlig: tespit edilmistir. Bugday yaprak
orneklerinin higbirinde sugarcane mosaic virus (SCMV) ve maize dwarf mosaic virus
(MDMV) saptanmamigstir. Buna ek olarak toplanmis olan 200 adet 6rnek 9 ayn kalite
analiz testleriyle incelenmistir. Testler sonucunda 6zellikle dane yapisinin tahil viriis
hastaliklarindan dogrudan etkilendigi bildirilmistir (Dayan, 2013).

2012 yilinda Dogu Anadolu Bolgesi Van, Bitlis, Igdir, Kars, Agri, Mus, Erzincan,
Elazig ve Malatya illerinden 900 adet bugday yaprak ve 78 toprak 6rnegi alinarak survey
calismas1 yapilmistir. Bu ¢alismada orneklerin 50 tanesinde BYDV-PAV (%5.5) 44
ornekte BYDV-SGV (%4.8) 4 ornekte CYDV-RPV (%0.4) ve 8 6rnekte ise WSMV
(%0.8) saptanmustir. Testlenen bugday oOrneklerinde SBWMV ve incelenen toprak
orneklerinde Polymyxa graminis vektori tespit edilmemistir. Bu ¢alisma ile BYDV-PAV,
BYDV-SGV, CYDV-RPV ve WSMYV viriisleri Dogu Anadolu Bolgesi’ndeki bugday
alanlarinda ilk defa rapor edilmistir (Usta, 2013).

2016 yil1 tahil iiretim alanlarinda sar1 ciicelik hastaliklarinin (ASCH) epidemisi ve
miicadelesinin arastirildigr bir calismada, Edirne ili basta olmak tlizere Tekirdag ve
Kirklareli illerindeki tahil tarlalarinda sarilik, cilicelik ve kizariklik belirtilerinin

goriildiigii arpa, yulaf ve kislik bugday iiretim alanlarindan 10 adet yulaf, 138 adet bugday
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ve 19 adet arpa 6rnegi ile ASCH’nin konukgusu olan ¢ok yillik Poaceae familyasina ait
yabanci ot tiirii ile kamis (Phragmites austrialis (Cav.) Trin ex.Steudel) bitkilerinden 20
adet olmak tizere toplam 187 adet yaprak Ornegi toplanmistir. Toplanan bu 6rnekler
BYDV-MAV, CYDV-RPV ve BYDV-PAV i¢in DAS-ELISA yontemiyle testlenmistir.
Enfekteli olduklarindan siliphelenilen bazi bitki 6rnekleri ise RT-PCR testi ile
dogrulanmistir. Bu testler sonucunda 187 adet yaprak orneginin 30’unda (%16.04),
CYDV-RPV, 89’unda (%47.59) BYDV-PAV, 4’linde (%2.14) BYDV-MAV ve 14
tanesinde (%7.48) YDVs (BYDV-PAV, BYDV-MAV ve CYDV-RPV)’nin karigik
enfeksiyonlar: saptanmustir (ilbagi, 2017).

Diyarbakir ili bugday alanlarinda Arpa sar1 ciicelik viriislerini (BYDV-PAV, MAV,
SGV, RMV ve CYDV-RPV) belirlemek amaci ile 2016 yilinda survey yapilmistir.
Belirlenen viriislerin karakterizasyonu i¢in multipleks RT-PCR ve RT-PCR yontemleri
kullanilmistir. Testlenen 365 bugday 6rneginden 13’iiniin BYDV-PAV (%3.5), 9’unun
BYDV-SGV (%2.4), 5’inin CYDV-RPV (%1.3) ile bulasik olduklar tespit edilmistir.
Bu caligsma ile BYDV-PAV, BYDV-SGV, CYDV-RPV viriisleri Diyarbakir ilindeki
bugday alanlarinda ilk defa rapor edilmistir (Hassan, 2018).

Mardin ili ve ilgelerinde bugday iiretim alanlarinda Arpa sar1 ciicelik viriislerinin
(BYDV-PAV, BYDV-MAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV) varligin
belirlemek amaci ile 2017 yilinda survey calismalar1 yapilmistir. Yapilan survey
calismasinda toplam 400 6rnek toplanmistir. Bu 6rneklerde viriis tespiti i¢cin multipleks
RT-PCR ve RT-PCR yontemleri kullanilmistir. 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) bulunmustur. Pozitif izolatlarin 7’sinde BYDV-PAV+BYDV-
SGV (%1.75) ve I’inde BYDV-PAV+CYDV-RPV (%0.25) karigsik enfeksiyon
saptanmistir. Testlenen 6rneklerin higbirinde BYDV-MAV tespit edilememistir. Yapilan
bu aragtirmada Mardin ilinde BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV
virtisleri ilk defa tespit edilmistir (Karaozan, 2019).

2016 yilinda yapilan bir ¢alismada Afyonkarahisar ve Isparta illerindeki bugday
tiretim alanlarinda BYDV-PAV ve BYDV- MAV’nin tanilanmasi amactyla viriis belirtisi
gosteren 94 adet bitki 6rnegi toplamistir. Toplanan bu 6rnekler DAS-ELISA testlenmis
ve 94 6rnegin 2 adedinde %2.1 oraninda BYDV-MAV ve 68 adedinde ise %72.3 oraninda

17



BYDV-PAV enfeksiyonlar1 belirlenmistir. Bu c¢alismada sadece 4 adet ornekte %4.2
oraninda karisik enfeksiyon bulunmustur (Kilig ve ark., 2019).

Trakya bolgesinde Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illerindeki tahil {iretim
alanlarinda 2010-2012 yillarin1 kapsayan ti¢ yillik bir ¢alismada sar1 ciicelik virtislerinin
epidemiyolojisi ve olasi yabanci ot konukgu tiirlerini belirlemek amaciyla tek ve ¢ok
yillik bitkilerden toplam 808 yabanci ot 6rnegi toplanmigtir. Toplanan bu o6rnekler
BYDV-PAV, BYDV-MAYV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV’nin varligini
belirlemek amaciyla serolojik ve molekiiler yontemlerle testlenmistir. Buna gore, 808
yabanct ot Orneginden 535 adedinin sar1 clicelik viriisleri ile enfekteli oldugu
belirlenmistir. Enfeksiyon oranlar ise %23.8 BYDV-PAV, %10.4 BYDV-MAV, %6.8
CYDV-RPV, %1.1 BYDV-SGV ve %0.7 BYDV-RMV olarak tespit edilmistir. %23.3
oraninda da karigik enfeksiyon belirlenmistir. Buna ek olarak bolgede sar1 ciicelik
viriislerinin vektorii olan 7 farkli yaprak biti tiiriiniin belirlendigi bildirilmistir (Ilbag: ve
ark., 2021).

Ege Bolgesi’nde Usak, Kiitahya, Manisa, Denizli, Aydin ve Izmir illerinin iiger
ilgesinde ii¢ farkl tarladan kislik bugday iiretim alanlarindan 2018 yilinda arpa sari
clicelik hastalig1 belirtisi gosteren toplamda 135 yaprak 6rnegi toplanmistir. Toplanan
135 ornekten %6’sinin BYDV-PAV ve %3’iiniin BYDV-MAYV ile bulasik oldugu RT-
PCR ile tespit edilmistir. Bu ¢alismada ayrica iilkemizin farkli bolgelerinde yetistirilen
88 adet bugday genotipinde SCAR markorleri kullanilarak BYDV ile iligkili Bdv2
dayaniklilik geninin varliginin tespitinin belirlenmesi ve Bdv2 dayaniklilik geni icerdigi
saptanan bugday genotiplerinin BYDV-PAV ve BYDV-MAV a reaksiyonlarinin sera ve
tarla kosullarinda degerlendirilmesi hedeflenmistir. Testlenen bugday genotiplerinden
sadece birinin iki SCAR markorii ile iligkili Bdv2 genini igerdigi ve diger genotiplerin ise
Bdv2 genini icermedigi tespit edimistir. Sera ve tarla kosullarinda yapilan reaksiyon
denemelerinde Bdv2 geni tasiyan genotipin BYDV-PAV ve BYDV-MAV’a
reaksiyonlar1 0-5 skalasina gore degerlendirildiginde 0-3 skala degerleri arasinda sonug
verdigi gozlemlenmis olup Bdv2 geni tagiyan genotipin orta derecede dayanikli/toleranshi
olabilecegi sonucuna ulasilmistir (Yorganci, 2021).

Sirnak ili ve ilgelerinde bugday iiretim alanlarinda 2020 yilinda arpa sar1 clicelik
virtislerini (BYDV-PAV, BYDV-MAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV)

belirlemek amacr ile survey g¢aligmalart yapilmistir. Yapilan survey ¢alismasinda 411
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ornek toplanmis olup viriis tespiti i¢in multipleks RT-PCR ve RT-PCR yontemleri
kullanilmigtir. Testlenen Orneklerin 55 tanesi pozitif (%13.38) bulunmustur. Bu
orneklerin 40’mmda BYDV-PAV (%9.73), 3’iinde CYDV-RPV (%0.73) viriisleri tespit
edilirken 12’sinde BYDV-PAV+CYDV-RPV (%2.91) karisik infeksiyonlari tespit
edilmistir. Testlenen 6rneklerde BYDV-MAV, BYDV-SGV ve BYDV-RMYV viriisleri
saptanamamistir. Yapilan bu ¢alismada, BYDV-PAV ve CYDV-RPV viriisleri Sirnak
ilinde ilk defa tespit edilmistir (Kapan, 2022).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calisma 2019-2021 yillar1 arasinda, GAP Uluslararasi Tarimsal Arastirma ve
Egitim Merkezi Miidiirliigii seras1 ve Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boliimii Viroloji laboratuvarinda yiiriitilmistiir.

Arastirmada kullanilan materyallerin ilk 10 tanesi ileri kademede ekmeklik bugday,
11,12 ve 13 no’lu genotipler ileri kademede makarnalik bugday, 14, 15, 16, 17, 18 ve 19
no’lu genotipler yerel makarnalik bugday, 20, 21, 22 ve 23 no’lu genotipler yerel
ekmeklik bugday, 24, 25, 26, 27 ve 28 no’lu genotipler ekmeklik bugday ¢esidi, 29 ve 30
no’lu genotipler makarnalik bugday ¢esididir (Cizelge 3.1). Belirlenen bugdaylardan
10’ar adet tohum secilmistir. BYDV/CYDV’ye dayanikli oldugu bilinen Anza ekmeklik
bugday cesidi ve hassas gesit olarak ise Barbaros arpa ¢esidi kontrol olarak kullanilmistir.
Fenotipik analizlerde deneysel tasima denemeleri i¢in BYDYV belirtileri gozlenen bugday
tarlalarindan afidli bitkiler toplanmis ve Cukurova Universitesi dgretim iiyesi Dog. Dr.
Asime Filiz CALISKAN KECE tarafindan Rhopalosiphum padi L.ve Sitobion avenae

olarak teshis edilen afitler materyal olarak kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan bugday genotiplerinin pedigrisi ve orijini

Genot Islah¢1
ip Kurulus,
Cesit ve Pedigri Mensei veya
No tedarik
edildigi yer
BAV92//IRENA/KAUZ/3/HUITES/4/2*ROLFO7
1 CMSS06Y00875T-099 TOPM-099Y-099ZTM-099Y-099M-25WGY-0B CIMMYT
MXI11-12\MSAWYT\32
WBLL1/FRET2//PASTOR*2/3/MURGA
2  CMSS06Y00937T-099TOPM-099Y-099ZTM-099Y-099M-10WGY-0B CIMMYT
MXI11-12\MSAWY T\44
3 KACHU/5/NAC/THAC//3*PVN/3/MIRLO/BUC/4/2*PASTOR CIMMYT
CMSS05B00584S-099Y-099M-099Y-099ZTM-8WGY-0B
BECARD/KACHU
4 CMSS06B00169S-0Y-099ZTM-099Y-099M-28WGY-0B CIMMYT
5 KIRITATI/WBLL1//FRANCOLIN#1 CIMMYT
CMSS07Y00174S-0B-099Y-099M-099Y-22M-0WGY
6 JI5418/MARAS//IKAMB1*2/KUKUNA CIMMYT
TCI061373 -0SE-0E-050YC-050YC-5YM-0E
7 ALMALY*2//PRL/2*PASTOR CIMMYT
CMWS07MI00013T -099MI-099MI-020KM-9YM-0E MX-TCI
8 PYN/BAU/3/AGRI/BJY//VEE TCI02-68-0AP-0AP-49AP-0AP-2AP-05AP CIMMYT
KIRITATI/4/2*SERI.1B*2/3/[KAUZ*2/BOW//KAUZ/8/AGRI/BJY/IVEE/6/S
9 N64//SKE/2*ANE/3/ SX/4/BEZ/5/SERI/7/F10S-1 CIMMYT
TC1091059 -0SE-0E
10 KS82W422/SWM754308//KS831182/KS82W422/3/KS82W409/SPN/4/GRIS CIMMYT
ET-4 TCI051146-0SE-OE-0Y C-050E-4YK-0E
11  TRN//D215637AA/3BD2080/4/ CIMMYT
12 CHEN/CALI//OSU-3910244/ CIMMYT
13 MRF1/STJ2//BCRCH1/4/ICAMOR-TA04-62/ CIMMYT
14 SORGUL (Yerel makarnalik bugday) GAPUTAEM
15  HAVRANI (Yerel makarnalik bugday) GAPUTAEM
16 KARAKILCIK (Yerel makarnalik bugday) GAPUTAEM
17 HEVIDI/AKBUGDAY (Yerel makarnalik bugday) GAPUTAEM
18  DEVEDISI (Yerel makarnalik bugday) GAPUTAEM
19  MENCEKI (Yerel makarnalik bugday) GAPUTAEM
20 DYBL (Diyarbakir ilge ve Kdyleri) GAPUTAEM
21  DYB2 (Diyarbakir ilge ve Kdyleri) GAPUTAEM
22  DYBS3 (Diyarbakir ilce ve Kdyleri) GAPUTAEM
23 DYBA4 (Diyarbakir ilce ve Kdyleri) GAPUTAEM
24  DINC GAPUTAEM
25  TEKIN GAPUTAEM
26  SUMERLI GAPUTAEM
27  HASANBEY GAPUTAEM
28  SAGITTARIO Tasaco A.S.
29 PEHLIVAN TTAE
30 CEYHAN-99 DATAEM
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3.2. Yontem

3.2.1. BYDV/CYDWV tiirlerinin serolojik ve molekiiler yontemlerle tespit

calismalan

3.2.1.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi

BYDV izolatlarinin temini i¢in 6énemli bugday alanlarindan Mart-Haziran arasi
donemde I¢ Anadolu ve Ege Bélgesinde viriis benzeri simptom (yapraklarda sararma,
kizarma ve bodurlasma v.b.) gosteren bitkilerden kadameli Ornekleme metodu

kullanilarak 6rnek alinmis ve testleninceye kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1.2. Serolojik Calismalar

Virtiis ile enfekteli oldugundan siiphelenilen bitki 6rnekleri BYDV-PAV, BYDV-
MAV ve CYDV-RPV viriislerine karsi DAS-ELISA (Double antibody sandwich-
Enzyme linked immunosorbent assay) yontemi ile testlenmesi Clark ve Adams (1977)’a
gore yapilmistir. Testlemelerde BIOREBA, ve AGDIA firmalarina ait belirtecler (IgG,
konjugat, pozitif ve negatif kontroller) kullanilmistir.

DAS-ELISA yonteminde su asamalar uygulanmigtir:

1. Kaplama tampon c¢ozeltisi i¢cinde Immunogamma globulinleri (IgG), ilgili
firmanin géndermis oldugu prosediire gore sulandirilarak ELISA plakalarinin her bir
cukuruna 100 pl konulmustur. Plakalarin tizeri kapatilmak suretiyle nemli bir ortamda 37
°C’de 4 saat inkiibe edilmistir.

2. Inkubasyon siiresi tamamlandiginda plakalar yikama tamponu ile iiger kez
yikanarak her yikama sirasinda 3 dakika beklenmistir. Bu islem bitince plakalar ters
cevrilerek bosaltilmistir ve birkag¢ kat kagit havlu {lizerinde hizlica vurularak kurumasi
saglanmistir.

3. Ekstraksiyon tamponu igerisinde ezilen bitki 6rnekleri plakalara her 6rnekten iki
cukur olacak sekilde 100’er pl konulmustur. Bu asamada plakalarin iki ¢ukuruna
ekstraksiyon tamponu pozitif ve negatif kontrollerden 100’er ul konulmus ve plakalar

nemli ortamda +4°C’de gece boyunca inkube edilmistir.
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4. Inkubasyondan sonra plakalar &nce bekletilmeden iki kez arka arkaya, sonra 2.
adimda agiklandigr gibi 3 kez yikanmig ve kurutulmustur.

5. Plakalara konjugat tamponu igerisinde sulandirilan konjugatlar her ¢ukura 100
uL olacak sekilde konularak 37°C’de 4 saat inkube edilmistir.

6. Inkubasyon siiresi tamamlandiginda plakalar tekrar 3 kez yikanarak
kurutulmustur.

7. Substrat tamponu icerisinde 1 mg/l ml oraninda taze olarak hazirlanmis
substrattan (P-Nitrophenylphosphate) her ¢ukura 100 pl olacak sekilde konulmus ve
plakalar 15 dk oda sicakliginda (+25°C) karanlik bir ortamda ve sonra 37°C’de enzimatik
reaksiyonun gergeklesmesi igin bekletilmistir.

Renk gelismesine gore 30 dk, 1 saat ve 2 saat sonra plakalar optik okuyucuda
405nm dalga boyunda absorbans (A405 nm) degerleri okunmustur. Tiim plakalar SEAC
SIRIO S ELISA okuyucusunda 405 nm dalga boyunda okutulmus ve absorbans degerleri
Olciilmiistiir. Okumalar sonucunda negatif kontroliin iki kat1 ve daha fazla olan 6rnekler

pozitif yani viriis ile enfekteli olarak degerlendirilmistir (Clark, 1981, Barba ve Riccioni,

1993).

3.2.1.3. Molekiiler Calismalar

3.2.1.3.1. RT-PCR Analizleri
Niikleik asit izolasyonu

BYDV-PAV, BYDV-MAV ve CYDV/RPV tiim genom c¢alismalarinda RNA
izolasyonu i¢in NORGEN ve Silica ekstraksiyon yontemleri kullanilmistir (Sekil 3.1.).
Asagida ekstraksiyon yontemleri verilmistir.
NORGEN bitki/fungus RNA izolasyon mini Kiti ile total niikleik asit izolasyonu

* RNA izolasyonu igin kullanilan kitin ilk asamasinda 6ncelikli olarak kit igerisinde

bulunan Wash solution A’ya 90 ml %96 -100 etanol, 1 ml Lyzis buffer C i¢cin 10 ul BME

(B-mercaptoethanol) eklenerek solusyonlar hazirlanmistir.
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* Her bir bitkiden 50 mg doku ezilerek 2 m1’lik ependorf tiiplere alinmustir. Tiiplere
600 ul Lyzis buffer C eklenip kuvvetlice vortex yapilmistir. Tiipler 55°C’de 5 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca tiipler 2-3 kez ters diiz edilmistir.

* Filter column (seffaf O- ring) koleksiyon tiipiine yerlestirilip, s1vi kismin tamami
pipetle kolona bosaltilarak 14.000 rpm’de 2 dk siireyle santrifiij edilmis ve siv1 kisim yeni
bir tiipe alinmistir.

* S1vi kisim iizerine esit hacimde %96-100 ethanol eklenerek tiipler vortexlenmistir.
Spin coloum (grey O-ring) koleksiyon tiipline yerlestirilip, ethanol-lizat karisimindan
600 pl kolona bosaltilmistir. Tiipler 6.000 rpm’de 1 dk siireyle santrifiij edilmis ve siv1
kisim atilmastir.

* Spin kolon yeniden koleksiyon tiipiline yerlestirilmis. Lizat hacmine bagl olarak
bir onceki adim tekrar edilmistir. Bu asamada eger gerekli goriiliirse DNase uygulamasi
yapilmustir.

* Yeniden ayni koleksiyon tiipiine yerlestirilen spin kolonun iizerine 400 pl wash
soliisyon A eklenip, 14.000 rpm’de 1 dk. siireyle santrifiij edilmistir.

* Koleksiyon tiipii igerisideki sivi kisim atilmig ve bu islem tekrar edilmistir. 3 kez
400 pl Wash solution A eklenip, 14.000 rpm’ de 1 dk santrifiij edilerek sivi kisim
atilmstir.

* Spin kolon yeniden koleksiyon tiipiine yerlestirilip, kolonu kurutmak i¢in 14.000
rpm’de 2 dk. santrifiij edildikten sonra koleksiyon tiip atilmistir.

* Spin kolon 1.7 mI’lik Elution tiipiin i¢ine yerlestirilerek {izerine 50 pul 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 gecmezse tekrar santrifii
yapilmustir.

* Ekstrakte edilen RNA -20°C’de birkag giin veya daha uzun siire -80°C’de
saklanmis ve bu RNA’lar RT-PCR analizlerinde kullanilmistir.

Silica Yontemiyle RNA Ekstraksiyonu (Poudel ve ark., 2013)
1. 50 mg bitki dokusu iizerine 1000 pl silica ekstraksiyon buffer ve 1 pul

BMercaptoethanol eklenerek iyice karistirildiktan sonra soliisyon ependorf tiipe

alinmustir.
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2. Santrifuj yapilmadan 600 pl sivi fazdan ¢ekilerek yeni ependorf tiipe
aktartlmistir. Tiipiin i¢ine 600 pl 5.8 molarlik potasyum asetat eklenmistir. Tiipler ters-
diiz edildikten sonra 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

3. Ustteki s1vi fazdan 750 pl alinip yeni bir tiipe konulmustur ve iizerine 750 pl %
100 isopropanol ilave edilmistir. Tiipler 20°C’de en az yarim saat bekletilmis daha sonra
13.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir.

4. Siv1 faz atilmis ve pellet lizerine 500 pl yikama soliisyonu eklenmistir. Tiipler
vortexlenmis ve pellet ¢oziindiiriilmiistiir. Tilplere 20 pl silica ilave edilerek 10.000
rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

5. Siv1 faz atilmistir. Pellet 500 pl wash buffer ile yikanmis ve ¢ozlindiiriilmiistiir.

6. Tiipler 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek, siv1 faz atilmis ve pellet oda
sicakliginda kurutulmaya birakilmistir (Alkol kokusu kalmayana kadar).

7. Pelletin tizerine 150 ul TE buffer eklenerek pellet ¢6ziindiiriilmiis ve ardindan
oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir.

8. Tiipler 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. 100 pl s1v1 faz alinip alinan
stv1 fazin tlizerine 8 pl sodium asetat ve 200 pl % 100 ethanol eklenmistir.

9. Tiipler 20°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Tiipler 10 dakika siireyle +4 °C’de
12.000 rpm’ de santrifiij edilmis ve ardindan siv1 faz dokiilmiistiir.

10. Pellet tizerine 200 pul % 70’lik ethanol eklendikten sonra 20°C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir.

11. Tipler vortexlenmis ve + 4°C’de 3 dakika 12. 000 rpm’de santrifiij edilmis ve
svi faz atilmistir (bu asama 2 defa tekrarlanmistir).

12. Pellete dokunmadan siv1 faz atilip pellet 20 dk oda sicakliginda kurutulmustur
(alkol kokusu kalmayana kadar).

13. Pellet 80 pl TE buffer ile ¢oziindiirilmistiir.

14. Flde edilen RNA’larin konsatrasyonlar1 oOlgiilerek molekiiler analizlerde

kullanmak i¢in —80 °C’de saklanmustir.
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Sekil 3.1. Ekstraksiyon asamasindan bir goriintii

RNA’lardan cDNA sentezi

Farkli yontemlerle izolasyonu yapilan RNA’lardan PCR analizleri i¢in oncelikle
cDNA elde edilmistir. Bu amagcla her bir 6rnek i¢in 1 pl Random hexamer primer, 6,5 pl
d2H20 ve 5 ul RNA karisimi hazirlanarak PCR tiiplerine konulmustur. Tipler PCR
cthazinda 94 °C’de 5 dakika ve buzda 5 dakika bekletildikten sonra her bir tiip igine 5XxRT
tamponundan (Thermo fisher scientific) 4 ul, doH20 2 pl, 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 cDNA asamasi tamamlanmaistir.
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RT-PCR Analizleri

BYDV-PAV ve BYDV- MAYV viriisii i¢in hazirlanan PCR karisimi; 16,8 pl d2H20,
2,5 ul 10XB, 2ul ANTP (2,5 mM), 1,5 pl MgClz (25 mM), 0.5 pl primer ¢ifti (her biri 10
pmol/ul), 0,2 ul Tag-DNA polymerase olacak sekilde hazirlanmistir. CYDV-RPV i¢in
ise RT-PCR analiz ¢aligmalarinda Grisp High-Fidelity PCR Master Mix kullanilmistir.
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 3.2).

Cizelge 3.2. Sar ciicelik virtislerinin RT-PCR yontemiyle tespit edilmesinde kullanilan
primer dizileri ve beklenen fragment uzunluklari ile PCR kosullar

Baz
Viriis Primer adi ve dizilimi (5°-3°)  Uygulanan sicaklik araliklari biiyiikliigii
Ad1 (bp) ve
Referans
(CICSSVEL)GELTRTGGTC 1 dongii 40 dongl 1 dongii
531 bp
BYDV-  GTCTACCTATTTGG 94°C2dk 94°C1dk 72°C10dk  Robertson
PAV (reverse) Lud ve ark.
43°C 1dk 1991
72°C 1dk
AA TTA AGATGA - - -
i (fo?vf/:;(l? d) MX\?I(_:l GATG 1 dongii 40 dongl 1 dongii
175 bp
BYDV-  AGGACTCTGCAGCACCATT Deb ve
MAV CT (reverse) MAVRl 94 OC 5 dk 94 OC 1 dk 72 OC 10 dk Anderson,
2007
55°C 1 dk
72°C 1dk
ATGTTGTACCGCTTGATCC e e e
AC (forward) RPV L 1 dongii 40 dongi 1 dongi
400 bp
CYDV-  GCGAACCATTGCCATTG Deb ve
RPV (reverse) RPV R 94 OC 2 dk 94 OC 30 sn 72 OC 10 dk Anderson’
60 °C 45 sn 2007
72°C 1dk
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PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi: Agaroz Jel Elektroferezi

Calisma boyunca elde edilen tiim PCR iirlinlerinin goriintiilenebilmesi i¢in %1°lik
agaroz jelde elektroferez islemi yapilmistir. 100 ml 1XTAE (Tris-Asetat-EDTA)
tamponu igerisinde 1 gr agaroz mikrodalga firinda ¢oziindiiriilmiis ve hazirlanan ¢6zelti
iyice 1litildiktan sonra icerisine 5 ul RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution (iNtRON,
20,000X) eklenip, hafifce karistirilarak boyanmasi saglanmistir. Diiz bir zemin iizerine
jel tepsisi konularak taraklar yerlestirilmis ve hazirlanan agaroz ¢ozeltisi dokiilerek jelin
katilasmasi igin 30 dk bekletilmistir. Jel katilastiktan sonra taraklar dikkatli bir sekilde
cikarilarak elektroferez tankina yerlestirilmistir. 1XTAE tamponu tankin igerisine jeli
kapatacak sekilde dokiildiikten sonra jel cukurlarina 2 pl yiikleme tamponu ile 10 ul PCR
trtinii karistirarak jele yiiklenmistir. Jeldeki ¢ukurlardan birine 4 pul Thermo SM0321
GenerulerTM 100 bp Plus DNA Ladder yiiklenmistir. Yiikleme islemi yapildiktan sonra
elektroferez giic kaynagi ile elektroferez tankina 120 V’luk elektrik akimi yaklagik 50 dk
stireyle uygulanmigstir. Jel UV 1s1kta goriintiilenip meydana gelen bantlarin biiyiikliigiine
gore sonuglar degerlendirilmistir. Testlenen 6rnekler pozitif kontrollerle karsilagtirilmig
ve beklenen diizeyde bant olusturanlar pozitif, bant olusturmayanlar ise negatif kabul
edilerek jel goriintiileme cihazinda fotograflanmistir. Pozitif olarak kabul edilen 6rnekler

cogaltilarak sekans analizine gonderilmistir.

Sekans analizleri ve flogenetik agac

PCR ile ¢ogaltilan her bir izolata ait DNA fragmentlerinin baz dizileri tayin edilmek
lizere bir ticari firmaya (Medsantek, Istanbul) gonderilmis ve sonuglar ¢evrimici olarak
alinmistir. Sekans analizi sonrasinda Geneious programi kullanilarak sar1 clicelik
viriislerine (SCV) ait her iki yonde (forward ve reverse) elde edilen ham sekans verileri
hizalanmis ve konsensus diziler elde edilmistir. Her bir SCV izolatlarina ait diziler,
GenBankasina (NCBI; National Center for Biotechnology Information) kayitli diger SCV
izolatlarma ait sekans verileri ile MEGA 11 yaziliminda yer alan Kimura-2 parametre
yontemi ile genetik uzakliklar belirlenmis ve neighbor-joining algoritmasina gore
filogenetik aga¢ olusturulmustur. Bootstrap 1000 degeri kullanilmistir (Tamura ve ark.,
2021).
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3.2.2. Farklh bugday genotip ve cesitlerinin BYDV ve CYDV’ye kars1 dayamkhilik

durumunun tespiti

3.2.2.1. Genotipik Karakterizasyon

BYDV tiirlerine kars1 dayaniklik durumu arastirilan  tiim  genotiplerin
yapraklarindan DNA izolasyonu Qiagen DNA Ekstraksiyon Kiti (DNeasy Plant Mini Kit)
kullanilarak asagida verildigi sekilde yapilmistir:

1. Ornekler siv1 azot ile ezildikten sonra ezilen dokudan 0.1 gr alinip 1.5 ml’lik
tiiplere aktarilmstir.

2. Tiiplerin tizerine 400 pl AP1 buffer ve 4 pl RNase A eklendikten sonra
karistiricida karistirilmis ve ardindan tiipler 65°C°de 30 dK inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
esnasinda tiipler 10’ar dakika arayla 2 kez ters-diiz edilmistir.

3. Inkiibasyondan sonra tiiplerin iizerine 130 ul P3 buffer eklenip karistirilmis ve
buz tizerinde 5-10 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra tiipler 14000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir.

4. Karisim mor renkli kolona pipetle aktarilmis ve 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilmistir.

5. Sivt kisim ¢okelti hareket ettirilmeden yeni bir tiipe aktarilmis ve tizerine 1.5
hacim AW1 buffer eklenip pipetleme yapilarak karigtirilmastir.

6. Hazirlanmis olan beyaz renkli kolona 650 pul karisim aktarilmisg ve 8000 rpm’de
2 dk santrifiij edilip sivi kisim atilmistir. Bu adim arta kalan 6rnek karigimu ile tekrar
edilmistir.

7. Yikama agsamasinda beyaz renkli spin kolonu 2 mI’lik yeni bir tiipe yerlestirilmis
ve lizerine 500 pl AW?2 buffer eklenmistir. Tiipler 8000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.

8. S1v1 kisim atilmistir, kolon tizerine tekrar 500 pl AW2 buffer eklenmis ve 14000
rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir.

9. Daha sonra beyaz spin kolonu 1.5 mI’lik ependorf tiiplerine transfer edilmis ve
tizerine 25 ul AE soliisyonu eklenmistir. Oda sicakliginda 20-30 dk bekletilerek 8000
rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.

10. Daha sonra bir 6nceki adim tekrar edilerek izolasyon tamamlanmustir.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile BYDV’lerine dayanikh genlerin tespiti

Ekstrakte edilen genomik DNA, Cizelge 3.3’de verilen SSR, RFLP ve SCAR

markdrleri kullanilarak PCR yontemiyle taranmistir. Son hacim 22 ul olacak sekilde
uygulanan PCR analizlerinde kullanilan PCR karigimi; 15,8 ul d2H20, 2,5 ul 10XB, 0,5ul
dNTP (10 mM), 2 pl MgCl2 (25 mM), 0.5 ul primer ¢ifti (her biri 10 pmol/ul), 0,2 pul
Tag-DNA polymerase 3 ul genomik DNA olacak sekilde hazirlanmistir. Uygulanacak
program 94 °C’de 4 dakika, 95 °C’de 30 saniye, 55°C de 45 saniye ve 72°C de 1 dakika

35 dongii; son olarak 72°C’de 10 dakika seklinde olmustur. Elde edilen PCR f{iriinleri

%2’lik agaroz jelde elektroferezde 1 saat yiritiildiikten sonra goriintiilenmistir.

Cizelge 3.3. Bugday genotiplerinde BYDV’ye dayaniklilik genleri igin kullanilan
markorler ve primer dizileri

Markor

Tiir Gen Primer Primer Dizilimi (5°-3”) tipi Kaynaklar
. Ayala ve
Xqwm37 F:ACTTCATTGTTGATCTTGCATG SsR ark. 2001
R:CGACGAATTCCCAGCTAAAC
SC. D0 F:TCTGGTGAGGCAAACCTTCTGG scag | Zhang ve
i R:TCTGGTGAGGGAGGTGTGATGACG ark., 2002
AD? F: TGAACCGCTTCCAGTAATGGAC scag  Janier ve
R:CTGAACCGCTTCAGCGGTTCAG ark., 2009
Bugday  Bdv2 F:ACTTCATTGTTGATCTTGCATG Stoutjesdijk
BYAQl  R.CATGGATAATTCAGGGAGCATTCTG SCAR Vg&;i"
SC-gpl F:CAGGACAAGTGAAAGCACCTAAGC ., Zhangve
R:GTCCACAAGTCATATGGGGAGAC ark., 2004
Xpsr129 F:CATGGATAATTCAGGGAGCATTCTG . ,  Banksve
R:CTGAACACGAATTTGCTGAGGTTG ark.. 1995
F:CGACGAATTCCCAGCTAAACTAGACT
Bugday Bdv2/Bdv3 Bdv3 ssp Kongve
R:CTTAACTTCATTGTTGATCTTA ark.. 2009

3.2.2.2. Fenotipik Karakterizasyon

3.2.2.2.1. Genotiplerin kontrollii kosullarda yetistirilmesi ve BYDV/CYDV’nin

inokulasyonu

Denemede kullanilan her bir genotip ve gesite ait tohumlar saksilara ekilmis ve

bakim isleri diizenli olarak yiiriitiilmiistiir. Pozitif ve negatif kontrol olarak BYDV’ye cok
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duyarli olarak oldugu bildirilen ve “Ugarlar Tohumculuk Firmasindan” temin edilen
“Barbaros” arpa c¢esidi ile BYDV’ye dayanikli olarak bildirilen “Anza” ¢esidi
kullanilmistir (Ilbag1 ve ark., 2018). Sera calismalart GAPUTAEM serasinda tesadiif
parselleri deneme desenine gore 10 tekerriirlii olarak kurulmus olup tiim bakim isleri
diizenli olarak yiiriitiilmiistiir. Arpa sar1 ciicelik hastaligina neden olan viriisler mekanik

olarak tasinmadigi i¢in bu bitkilerin viriisle inokulasyonu amaciyla afidler kullanilmistir.

3.2.2.2.2. Afidlerle inokulasyon

BYDV ile bulasik oldugu bilinen bugday tarlalarindan toplanan ve morfolojik
teshisleri Cukurova Universitesi dgretim iiyesi Dog. Dr. Asime Filiz CALISKAN KECE
tarafindan Rhopalosiphum padi L.ve Sitobion avenae olarak teshis edilen afid kolonileri
3-5 yaprak donemindeki bugday bitkilerinin iizerinde ortalama 24 °C sicaklik ve 15 saat
giin 15181 kosullarina sahip seralarda 72 saat boyunca muhafaza edilmistir. Bu siirenin

sonunda tiim yaprak bitleri ilaglanarak imha edilmistir (Sadeghi ve ark., 2016).

3.2.2.2.3. Simptomolojik gozlemler ve molekiiler teshis

Arpa sart ciicelik hastaliginin simptomolojik gézlemleri inokulasyondan 3-4 hafta
sonra bitki bagaklanma doneminde ve 0-5 skalas1 (0 - Simptom yok, 1 - Birkag¢ renksiz
yaprak, 2 - Bitkilerde yapraklarin yaklasik %20'si, 3 - Bitkilerde yapraklarin %40 4 - %60
yapraklarin etkilenmesi ve 5 - Biitiin bitkide sararma) kullanilarak yapilmistir
(Choudhury ve ark., 2019a). BYDV/CYDV enfeksiyonlarin1 sadece simptomolojik
gozlemlere gore belirlemek yeterli olmadigi i¢in inokule edilen bitkiler yukarida anlatilan
sekilde hem DAS-ELISA hem de RT-PCR analizleri ile teyit edilmistir (Fouly ve ark.,
1992; Habili ve ark., 1987).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. On Cahsmalar

Calisma kapsaminda denemeler kurulmadan once 2019 yilinda 6n calismalar

yapilmistir. Cizelge 3.1.’de materyal olarak kullanilan tohumlardan 10 hat/cesit 3 tekrarli,

Baris ve Kendal arpa cesitleri ise 2 tekrarli olarak viyollere ekilmis ancak Kendal

¢esidinin bir tekrarinda ¢ikis gozlenmemistir (Cizelge 4.1), (Sekil 4.1). Bitkiler 1 hafta

arayla sulanmistir. 2019 yili Nisan ayinda viyollerde gelisen bitkiler saksilara sasirtilip

ardindan sulama yapilmistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.1. On calisma icin kullanilan genotipler

: 4 . Islah¢1 Kurulus veya
Hat/Cesit No Cesit ve Pedigri Mensei
1 SORGIIL Yerel mvalkarnahk
bugday
2 DYB1 Dlyarb%klr Ik;e ve
Koyleri
3 SUMERLI GAPUTAEM
4 DINC GAPUTAEM
5 KACHU/5/NAC/TH.AC//...... CIMMYT
6 BECARD/KACHU ...... CIMMYT
7 CHEN/CALI//OSU-3910244/.... CIMMYT
8 MRFl/STJZ//BCR(632I-/|1/4/ICAMOR-TAO4- CIMMY'T
JIS418/MARAS... CIMMYT
10 KS82W422/SWM7... CIMMYT
11 BARIS GAPUTAEM
12 KENDAL GAPUTAEM
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$ i

Sekil 4.2, V'iy. llefde geliise.n bitkilerin saksilara sasirtilmasi ve sulama islemlerinden
goriintiiler

Tahil viriislerinin afidlerle tasinma durumunu gézlemlemek amaciyla Eskisehir ili
Gecit Kusagr Tarimsal Aragtirma Enstitlisii Midiirligii’nden gonderilen, sar1 ciicelik

viriislerinin belirtilerini gosteren bitkiler saksilara dikilerek dayaniklilik ¢alismalarinda
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kullanilacak genotiplerin yanina alinmstir. Inokulum kaynag: olarak Miifitbey ekmeklik

bugday cesidi ve Enstitii tarafindan gelistirilmis arpa hatlari kullanilmistir (Sekil 4.3).

R

Sekil 4.3. En solda Eskigehir ilinden gonderilen ve sari ciicelik viriis hastaliginin
belirtilerine sahip bitkiler, orta ve sagdaki sirada ise denemede kullanilan bugday
genotiplerinden genel goriinis

Eskisehir ilinden gonderilen bitkilerin {izerinde yaprak biti olmadigindan Diyarbakir ili
bugday tarlalarindan BYDV simptomu gosteren ve yaprak bitleri igeren bitki 6rnekleri
toplanmis ve hastalikli bitkilere aktarilmistir. Enfekteli oldugu diisiiniilen bugday ve arpa
bitkilerinde beslenmeye birakilan ve Rhopalosiphum padi ve Sitobion avenae olarak
teshis edilmis olan bu yaprak bitlerinin saglikli bitkilere tasinmasi saglanmistir (Sekil
4.4).
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i&" \ = A Yoo ™ // Jexe
Sekil 4.4. Arpa sart ciicelik hastaligi belirtileri gosteren bugday bitkilerinde olusan
yaprak biti popiilasyonunun goriintiisii

Bu calisma survey c¢alismasi olarak planlanmamis olmakla birlikte, Diyarbakir ilinden
toplanan yaprak bitlerinin bulundugu tarlalardan viriis simptomu gésteren bitki 6rnekleri

de alinarak DAS-ELISA ve RT-PCR analizleri ile testlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Saks1 denemeleri ve Diyarbakir ili bugday tarlalarindan toplanan bugday ve
arpa orneklerinin listesi

Sira g Sira i 5
1 Genotip ve Tekrarlar Toplandigr S! Genotip ve Toplandig:
No: yer No: Tekrarlar yer
" CHEN/CALI//OSU-
1 SORGUL -1 Saksi 20 3910244/ -2 Saks1
" CHEN/CALI//OSU-
2 SORGUL -2 Saks1 21 3910244/ -3 Saksi
3 SORGUL -3 Saks1 22 JI5418/MARAS -1 Sakst
4 DINC -1 Saks1 23 JI5418/MARAS -2 Sakst
5 DINC -2 Saks1 24 JI5418/MARAS -3 Sakst
6 DINC -3 Saksi 25 K882W4i2/SWM7- Saksi
7 DYB1-1 saket 26 KSBAWAZISWMT g,
8 DYB1 -2 Sake 27 (SPWAZISWMT gy,
9 DYB1-3 Sakew 28 DECARDIACHU g,
10 SUMERLI -1 Saksi 29 BECARI?ZIKACHU Saks1
11 SUMERLI - 2 Saks1 30 BARIS-1 Saks1
12 SUMERLI - 3 Saksi1 31 BARIS-2 Saksi1
13 KACHU/5/NAC/TH.AC// -1 Saks1 32 KENDAL -1 Saks1
14 KACHUISINAC/TH.AC/ -2 Sakst 33 TEKIN Diyarbakir
ili survey
ARAZIDEN
RASTGELE
TOPLANAN Diyarbakir
15 KACHU/5/NAC/TH.AC// -3 Sakst 34 EXMEKLIK i survey
BUGDAY
YAPRAGI
16 MRFLUSTI2//[BCRCHI/4/ICAMOR- ¢ - YABANI Diyarbakir
1 BUGDAY ili survey
ZUHRE .
17 MRF1/STJ2//BC_RZCH1/4/|CAMOR Sakst 36 (MAKARNALIK J?IIiy:JIr)\?ém
BUGDAY) y
18 MRFUSTJ2//BCRCHI/4/ICAMOR- ¢ 37 SAHIN-91 (ARPA) Diyarbakir
3 ili survey
19  CHEN/CALI//OSU-3910244/ -1 Saksi 38 YABANI YULAF ]?Iliyssf\j‘é‘;
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Testlenen érneklerden sadece 33 no’lu 6rnegin (TEKIN bugday cesidi-Diyarbakir)
gerek BYDV-MAYV gerekse BYDV-PAYV tiirleri igin DAS-ELISA ile pozitif bulunmasi
iizerine (Sekil 4.5) bu 6rnek ve ELISA kitinin pozitif kontrolleri kullanilarak RT-PCR
analizleri i¢in optimizayon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amacla 6ncelikle bugdaylar i¢in en
iyi toplam niikleik asit (TNA) izolasyonunu belirlemek iizere ticari kit olarak “Norgen-
Bitki, Fungus RNA izolasyon Kiti” ile MKU Viroloji laboratuvarlarinda birgok bitki
viriisiiniin tespit edilmesinde basari ile kullanilan “Silica ekstraksiyon yontemi” denenmis

ve sonuglar kiyaslanmistir. Her iki yontemde de niikleik asit konsantrasyonu ve

kalitesinin oldukga iyi oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.5. DAS-ELISA yontemi ile barley yellow dwarf virus (BYDV)-PAV ve BYDV-
MAV agisindan pozitif bulunan 33 no’lu 6rnegin goriiniimii a: BYDV-PAV, b: BYDV-
MAV

DAS-ELISA sonuglar1 RT-PCR analizleriyle de dogrulanmis olup testlenen 38
ornekten sadece 33 nolu 6rnek BYDV-MAV ve BYDV-PAYV ile karisik enfekteli
bulunmugtur. Eskisehir ilinden gelen 6rnekler simptomlu olmasina ragmen BYDV ile
enfekteli bulunmamistir. RT-PCR sonucu yapilan agaroz jel elektroforez analizlerinde
testlenen orneklerde belirlenen diizeyde bant elde edilmesine ragmen (Sekil 4.6, Sekil
4.7) ardindan yapilan sekans analizlerine gore bu 6rnekler BYDV-PAV ve BYDV-
MAV olmadiklar1 saptanmuigtir.
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M 1 2 -34 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

M 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 37 38 W =C

N

Sekil 4.6. Eskisehir ve Diyarbakir’dan toplanan bugday ve arpa 6rneklerinin BYDV-
MAV’a spesifik primerlerle uygulanan RT-PCR analizinin agaroz jel goriintiisii. M:
Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD), W: Su kontrol +C: Pozitif kontrol

M 12 3 4 5 6 7 8 9 10:11 12 13:14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

M 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 W=C

Sekil 4.7. Eskigehir ve Diyarbakir’dan toplanan bugday ve arpa 6rneklerinin BYDV-
PAV’a spesifik primerlerle uygulanan RT-PCR analizinin agaroz jel goriintiisii. M:
Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD), W: Su kontrol +C: Pozitif kontrol

4.2. Bugday genotiplerinin saksilarda yetistirilmesi

Yapilan 6n ¢alisma sonrasinda 2020 yili Mart ayinda GAP Uluslararas1 Tarimsal
Arastirma ve Egitim Merkezi Miidiirligii serasinda ¢izelge 3.1°de verilen genotiplerin
tohumlar1 10 tekrarh olarak her bir saksiya 3‘er adet tohum olacak sekilde ekilmistir.
Ekilen tohumlar 8 giin sonra tamamiyla ¢ikis yapmistir. Cikiglarin ardindan 5 giin sonra
saksilara damla sulama lateralleri eklenmis olup bitkiler yaklasik 1’er hafta ara ile
sulanmistir. Ekimden 22 giin sonra her bir saksida 2 adet bitki kalacak sekilde bitki
seyreltilmesi yapilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Bugday genotiplerinin ¢ikis sonrasi seyreltilme ¢aligmalari

4.3. Barley yellow dwarf viriisleri i¢in izolat temini

[zolat temini igin Izmir ili Ege Tarmmsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii’nden arpa
sart ciicelik virlislerinin olusturdugu simptomlara benzeyen ve iizerinde yaprak biti
bulunan bugday bitkileri seraya alinmigtir. Bu bitkiler hem DAS-ELISA hem de RT-PCR
analizleri ile testlenmis ve BYDV-PAV ve BYDV-MAYV pozitif bulunmustur. izolat
temini amaciyla kullanilan bugday bitkilerinin tarladaki goriiniimii ve Diyarbakir’a
getirildikten sonra saksiya dikilerek seralarda muhafaza edilmesi Sekil 4.9 ve Sekil

4.10’da goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Izmir ilinden temin edilen BYDV-MAYV ve BYDV-PAYV ile enfekteli oldugu
tespit edilerek ve inokulum kaynagi olarak kullanilan bugday bitkilerinin seralarda
muhafaza edilmesi

Sekil 4.10. izmir ve Eskisehir illerinde barley yellow dwarf viriis simptomlarina
benzeyen belirtiler gdsteren tahil bitkileri a,b.) Izmir ili yulaf tarlasi ¢,d.) Izmir ili
bugday tarlasi e.f.) Eskisehir ili arpa parselleri
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4.4. Afidlerle inokulasyon

Eskisehir ve Izmir ilinden temin edilerek BYDV-PAV ve BYDV-MAYV ile
enfekteli oldugu tespit edilen bitkilerde beslenen R. padi ve S. avenae bireyleri denemede
kullanilan 30 genotip ile pozitif ve negatif kontrol olarak kullanilan Barbaros arpa ¢esidi
ile Anza bugday ¢esidinden her bitkiye yaklasik 20 afid olacak sekilde aktarilmis ve 72
saat beslenmeye birakilmistir. Tasima denemelerinde kullanilan yaprak bitlerinin
enfekteli bugday yapraklarinda beslenmesi ve mikroskop altindaki goriiniimleri Sekil
4.11°de verilmistir. Her saksidaki bitkinin saglikli ve hastalikli yapraklar1 alinarak Hatay
Mustafa Kemal Universitesi Bitki Koruma Viroloji laboratuvarinda viriis tespiti amaciyla

Hatay’a gotiirilmiistiir. Bu islem yapildiktan sonra seradaki yaprak bitleri insektisit

kullanilarak imha edilmistir.

Sekil 4.11. BYDV ile enfekteli bulunan bugday yapraklarinda beslenen Rhopalosiphum
padi ve Sitobion avenae bireylerinin makroskobik ve mikroskobik goriintiileri

4.5. Simptomolojik gozlemler

Arpa sar ciicelik hastaliginin simptomolojik gézlemleri inokulasyondan 3-4 hafta
sonra ve bitki basaklanma doénemindeyken 0-5 skalast (0 - Simptom yok, 5 - Biitiin
bitkide sararma) kullanilarak yapilmistir. Cizelge 4.3 incelendiginde en diisiik deger 0
olmusken en yiiksek skala degeri ise 4 olarak tespit edilmistir. Genotipler ve tekrarlarinda
bazi yapraklarda kirmizilagsma, yaprak kivrilmasi, cilicelesme ve yapraklarda kloritik
cizgili desenler gibi viral enfeksiyon belirtileri gézlemlenmistir (Sekil 4.12). ASC

hastalig1 simptomlari, tahil tiiriine, ceside, enfeksiyonun meydana geldigi gelisme
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donemine, afid yogunluguna ve g¢evresel kosullara bagli olarak oldukca degiskenlik
gostermektedir (Shah ve ark. 2012; Choudhury ve ark. 2019b). ASC hastaliginin tipik
simptomlar1 6zellikle yapragin ucundan baslayarak sar1, kirmizi veya mor tonlarinda renk
bozukluklari, yaprak kenarlardan baglayarak tabana dogru yayilma ve klorofil igeriginde
azalmalar seklinde goriiliir (Jensen ve Van Sambeek 1972; D’arcy 1995). Bu calisma
kapsaminda gozlenen simptomlar da daha once bir¢ok arastirici tarafindan bildirilen

simptomlarla benzer bulunmustur.
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Sekil 4.12. a) BYDV ile enfekteli tahil bitkilerinde beslenen afidler kullanilarak yapilan
tasima denemelerinin simptomolojik gézlemleri b) Baz1 genotiplerde goriilen bayrak
yapragin kirmizilagsmasi ¢) Bugday yapraklarinda klorotik lekeler d) Bugday
yapraklarindan gézlenen kivrilma simptomu
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4.6. Serolojik ve Molekiiler cahismalar

4.6.1. DAS-ELISA

Dayaniklilik ¢alismalarinda kullanilan tim genotiplerin DAS-ELISA ile
testlenmesinde BYDV-PAYV ve BYDV-MAYV i¢in BIOREBA firmasi tarafindan tretilen
ticari kit kullanilirken CYDV-RPV i¢in AGDIA firmasinin kiti kullanilmistir. Yapilan
DAS-ELISA analizleri sonuglarina gore; 30 genotipin tekrarlartyla birlikte toplam 300
ornegin 158 tanesinde BYDV-PAV ve 141 tanesinde BYDV-MAYV bulunmustur. CYDV-
RPV igin ise testlenen 215 6rnegin 20 tanesinde bu viriis tespit edilmistir (Cizelge 4.3;
Sekil 4.13). DAS-ELISA sonuglarina gore enfeksiyon yiizdeleri BYDV-PAV’da %52.6,
BYDV-MAV’da %47.0 ve CYDV-RPV’de % 9.3 olarak saptanmistir. Bu enfeksiyon
oranlar1 arazi kosullarinda yiiriitiilen ve ASC hastaliginin yayginligint belirlemek
amactyla yapilan bir ¢ok calisma sonucuyla uyumlu bulunmustur. Ulkemizde
Afyonkarahisar ve Isparta bugday alanlarinda yiiriitiilen bir survey calismasinda DAS-
ELISA test sonuglarina gére 94 6rnegin 68 adedinde % 72.3 oraninda BYDV-PAV ve 2
ornekte ise % 2.1 oraninda BYDV-MAV enfeksiyonu belirlenmistir. Orneklerin sadece
4 adedinde % 4.2 oraninda her iki viriisiin karisik enfeksiyonu tespit edilmistir (Kili¢ ve
ark. 2019). Tunus’da yapilan bir ¢alismada da benzer sekilde BYDV-PAV, MAV, RPV,
RMV ve SGV’nin tespit edilmesi amaciyla yapilan DAS-ELISA analizlerinde BYDV-
PAV serotipi en yaygin oalark bulunmus olup bunu sirasiyla BYDV-MAV ve CYDV-
RPV izlemistir (Makkouk ve ark., 1990; Najar ve ark.,2000; Makkouk ve ark., 2001).

Bu c¢alisma kapsaminda DAS-ELISA sonuglari, genel BYDV enfeksiyonu
acisindan degerlendirildiginde en hassas olarak 10, 16, 19, 20, 21, 22, 23, 29 no’lu
genotipler bulunurken daha az etkilenenenler 5, 9, 11 ve 30 no’lu genotipler olup 12 ile
13 nolu genotiplerin tekrarlarinda bir 6rnek diginda viriis tespit edilememis bu nedenle de
BYDV kompleksinde yer alan bu 3 viriise kars1 daha tolerant olduklar1 degerlendirilmistir
(Cizelge 4.3, 4.4). BYDV’nin nicel olarak tespit edilmesi gerek ASC hastaliginin
kontroliinde gerekse dayaniklilik kaynaklarinin arastirilmasinda ¢ok 6nemli bir role
sahiptir. DAS-ELISA yontemi bu amagla kullanilan en giivenilir yontemlerden birisidir
(Balaji ve ark. 2003).
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Sekil 4.13. Dayaniklilik ¢alismalarinda kullanilan genotiplerin DAS-ELISA ile
testlenmesi a) BYDV-PAV, b) BYDV-MAYV ve c) CYDV-RPV’nin DAS-ELISA
analizleri sonucu gozlenen plakalar

4.6.2. Molekiiler Calismalar

DAS-ELISA sonuglarinin teyit edilmesi amaciyla yiiriitiilen RT-PCR
analizlerinde; 30 genotipin tekrarlariyla birlikte 300 6rnegin 198 adedinde BYDV-PAV,
169 adedinde BYDV-MAYV ve 142 adedinde CYDV-RPV tespit edilmistir. Buna gore
enfeksiyon yiizdeleri ise BYDV-PAV’da %66.0, BYDV-MAV’da %56.3 ve CYDV-
RPV’de ise %47.3 olarak saptanmistir. Trakya Bolgesi’'nde yiiriitiilen bir ¢alismada
testlenen 187 adet farkli tahil orneklerinin %47.59’unda BYDV-PAV, %16.04’linde
CYDV-RPV ve %2.14’{inde ise BYDV-MAV tespit edilmistir (ilbagi, 2017). Diyarbakir
ili bugday alanlarinda Arpa sari ciicelik viriislerini (BYDV-PAV, MAV, SGV, RMV ve
CYDV-RPV) belirlemek amaci ile 2016 yilinda survey yapilmis ve toplanan drnekler
multipleks RT-PCR ve RT-PCR yontemleriyle testlenmistir. Testlenen 365 bugday
orneginden 13’tiniin BYDV-PAV (%3.5), 9’unun BYDV-SGV (%2.4), 5’inin CYDV-
RPV (%1.3) ile bulasik olduklar1 tespit edilmistir (Hassan, 2018). Bu ¢alismalardan da
goriilecegi gibi farkli illerde yiiriitiilen survey calismalarinda bizim ¢alismamiza parelel
olarak BYDV-PAV en yaygin tiir olarak tespit edilmistir.

Yapilan serolojik ve molekiiler testlemelerde benzer sonuclar elde edilerek en
hassas genotipler 10, 16, 19, 20, 21, 22, 23, 29 olarak bulunurken daha az etkilenenenler
ise 5,9, 11 ve 30 no’lu genotipler olmustur. 12 ile 13 nolu genotipler ise yine hem
fenolojik gozlemler hem de DAS-ELISA ve RT-PCR analiz sonuglarina gére BYDV’lere

kars1 en tolerant genotipler olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Sera kosullarinda BYDV’ye dayaniklilik i¢in testlenen 30 genotip ve
tekerriirlerinin fenolojik olarak degerlendirilmesi ve ti¢ farkl viriise karst DAS-ELISA
ve RT-PCR analizleriyle testlenme sonuglari

Gsfpj' Genotip _  BYDV-PAV BYDV-MAV CYDV-RPV dS:gaelfi
No No  rir DAS- RT- DAS-  RT- DAS-  RT- o
ELISA PCR ELISA PCR ELISA PCR
39 1 1 - - - - - + 3
40 1 2 - - - - - + 1
41 1 3 + + - + - - 2
42 1 4 + + + - - - 2
43 1 5 - - - - - + 1
44 1 6 - - - - - + 1
45 1 7 + + + + - - 3
46 1 8 - + - - - + 3
47 1 9 - - - - - + 2
48 1 10 - " - - - 2
Toplam 4 4 3 2 0 6
49 2 1 - - - - - + 3
50 2 2 + + + + - - 4
51 2 3 - - - - - + 2
52 2 4 - - - - - + 2
53 2 5 - - - - - + 2
54 2 6 + + + + + - 2
55 2 7 - - - - - - 3
56 2 8 + + + - - - 3
57 2 9 + + + + - - 3
58 2 10 - + - - - + 1
Toplam 4 5 4 3 1 5
59 3 1 - - - - - + 1
60 3 2 + - + - - - 2
61 3 3 + + + + - - 3
62 3 4 - - - - - + 2
63 3 5 + + + + - - 4
64 3 6 - - - - - + 1
65 3 7 + + + + - - 2
66 3 8 + + + + - - 2
67 3 9 - - - + - + 1
68 3 10 + + + + - - 0
Toplam 6 6 0 4
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Cizelge 4.4. (Devami) Sera kosullarinda BYDV’ye dayaniklilik i¢in testlenen 30 genotip
ve tekerriirlerinin fenolojik olarak degerlendirilmesi ve ii¢ farkli viriise karst DAS-ELISA
ve RT-PCR analizleriyle testlenme sonuglari

69 4 1 - - - - - - 1
70 4 2 - + - + - + 1
71 4 3 + + + + - - 1
72 4 4 - - - - - - 0
73 4 5 + + + + - - 2
74 4 6 - + - - - - 1
75 4 7 - - - - - + 3
76 4 8 + + - - - - 2
77 4 9 - - - - - + 2
78 4 10 - + - - + 2
Toplam 3 6 2 4 0 4
79 5 1 - - - - - + 1
80 5 2 - + - + + + 0
81 5 3 - - - - - - 1
82 5 4 + + + + - - 2
83 5 5 - - - - - + 1
84 5 6 - - - - - - 1
85 5 7 - + - - - - 1
86 5 8 - + - + - + 1
87 5 9 - - - - - + 1
88 5 10 - - - - - + 1
Toplam 1 4 1 3 1 6
89 6 1 - - - - - - 1
90 6 2 + + + + - - 1
91 6 3 - - - + - + 1
92 6 4 - - - - - + 1
93 6 5 - + - + - + 2
94 6 6 + + + + - - 1
95 6 7 - - - - - + 2
96 6 8 - - - - - + 1
97 6 9 - - - - - + 1
98 6 10 + + - - - - 1
Toplam 3 4 2 4 0 6
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Cizelge 4.5. (Devami) Sera kosullarinda BYDV’ye dayaniklilik i¢in testlenen 30 genotip
ve tekerriirlerinin fenolojik olarak degerlendirilmesi ve ii¢ farkli viriise karst DAS-ELISA
ve RT-PCR analizleriyle testlenme sonuglari
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Cizelge 4.6. (Devami) Sera kosullarinda BYDV’ye dayaniklilik i¢in testlenen 30 genotip
ve tekerriirlerinin fenolojik olarak degerlendirilmesi ve ii¢ farkli viriise karst DAS-ELISA
ve RT-PCR analizleriyle testlenme sonuglari

129 10 1 + + - + - - 1
130 10 2 - + - + - - 1
131 10 3 + + - + - - 1
132 10 4 + + + + - + 1
133 10 5 + + + + - - 1
134 10 6 + + + + - - 1
135 10 7 + + + + - - 1
136 10 8 - + - + - - 1
137 10 9 + + + + - - 1
138 10 10 + + + + - - 1
Toplam 8 10 6 10 0 1
139 11 1 - - - - - - 2
140 11 2 - - - - - - 1
141 11 3 - - - - - - 1
142 11 4 + + + + - - 2
143 11 5 - - - - - - 2
144 11 6 - + - + - - 0
145 11 7 - - - - - - 1
146 11 8 - - - - + - 1
147 11 9 - + - - - - 3
148 11 10 + + - - - 1
Toplam 2 4 1 3 1 0
149 12 1 - + - - + 2
150 12 2 - - - - - - 0
151 12 3 - + - + - - 2
152 12 4 + + + + - - 2
153 12 5 - - - - - + 1
154 12 6 - + - + - + 1
155 12 7 - - - - - - 1
156 12 8 - - - - - - 1
157 12 9 - + - + - - 3
158 12 10 - - - - - - 1
Toplam 1 5 1 5 0 3
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Cizelge 4.7. (Devami) Sera kosullarinda BYDV’ye dayaniklilik i¢in testlenen 30 genotip
ve tekerriirlerinin fenolojik olarak degerlendirilmesi ve ii¢ farkli viriise karst DAS-ELISA
ve RT-PCR analizleriyle testlenme sonuglari

159 13 1 - + - - - - 2
160 13 2 - + - - - - 2
161 13 3 - - - - - - 2
162 13 4 - + - - - - 1
163 13 5 - + - + - - 2
164 13 6 + + - + - + 1
165 13 7 - + - + - + 3
166 13 8 - + - - - - 1
167 13 9 - - - - - - 2
168 13 10 - - - + - 2
Toplam 1 7 0 4 0
169 14 1 + + + + - - 1
170 14 2 + + + + - + 1
171 14 3 - + - + - - 3
172 14 4 - - - - - - 2
173 14 5 + + + + - + 2
174 14 6 + + + + - + 3
175 14 7 + + + + - + 3
176 14 8 - + - - - - 2
177 14 9 + + + + - + 2
178 14 10 + + + + - - 2
Toplam 7 9 7 8 0 5
179 15 1 - + - - - - 2
180 15 2 + + + + - - 1
181 15 3 + + + + + + 2
182 15 4 + + + + - - 2
183 15 5 - - - - - - 2
184 15 6 + + + + - + 2
185 15 7 + + + + - + 2
186 15 8 + + + + - + 2
187 15 9 + + + + - + 2
188 15 10 + + + + - - 3
Toplam 8 9 8 8 1 5
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Cizelge 4.8. (Devami) Sera kosullarinda BYDV’ye dayaniklilik i¢in testlenen 30 genotip
ve tekerriirlerinin fenolojik olarak degerlendirilmesi ve ii¢ farkli viriise karst DAS-ELISA
ve RT-PCR analizleriyle testlenme sonuglar

189 16 1 + + + + - - 2
190 16 2 + + + + - - 2
191 16 3 + + + + - + 2
192 16 4 + + + + - + 3
193 16 5 + + + + - + 3
194 16 6 + + + + - + 2
195 16 7 + + + + - + 3
196 16 8 + + + + - + 2
197 16 9 + + + + - - 2
198 16 10 + + + + - - 2
Toplam 10 10 10 10 0 6
199 17 1 - - - - - - 2
200 17 2 - - - - - - 2
201 17 3 + + + + - - 3
202 17 4 + + + + - - 1
203 17 5 - - - - - + 1
204 17 6 + + - + - - 1
205 17 7 + + + + - - 2
206 17 8 + + - - - - 2
207 17 9 + + - + - - 1
208 17 10 + + + + - - 4
Toplam 7 7 4 6
209 18 1 + + + + + 2
210 18 2 + + + + - - 2
211 18 3 - + - - - + 1
212 18 4 + + + + + + 2
213 18 5 + + - + - - 2
214 18 6 - - - - - - 2
215 18 7 + + + - - + 3
216 18 8 + + + + - + 2
217 18 9 + + + + + + 3
218 18 10 + + + + - - 1
Toplam 8 9 7 7 3 6
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Cizelge 4.9. (Devami) Sera kosullarinda BYDV’ye dayaniklilik i¢in testlenen 30 genotip

ve tekerriirlerinin fenolojik olarak degerlendirilmesi ve ii¢ farkli viriise karst DAS-ELISA

ve RT-PCR analizleriyle testlenme sonuglari
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Cizelge 4.10. (Devami) Sera kosullarinda BYDV’ye dayaniklilik i¢in testlenen 30 genotip
ve tekerriirlerinin fenolojik olarak degerlendirilmesi ve {i¢ farkl viriise karst DAS-ELISA
ve RT-PCR analizleriyle testlenme sonuglari

249 22 1 + - + + - + 2
250 22 2 + - + + - + 2
251 22 3 - + - + - + 2
252 22 4 + + + + - - 2
253 22 5 + + + + + + 2
254 22 6 + + + +  Testlenmedi  + 3
255 22 7 - - - - Testlenmedi - 1
256 22 8 + + + - Testlenmedi  + 2
257 22 9 + + + + Testlenmedi  + 2
258 22 10 - + - - Testlenmedi  + 1
Toplam 7 7 7 7 1 8
259 23 1 - - - + Testlenmedi  + 1
260 23 2 - - - - Testlenmedi  + 2
261 23 3 - - - - Testlenmedi - 1
262 23 4 - + - - Testlenmedi  + 2
263 23 5 + + + + Testlenmedi  + 3
264 23 6 + + + + Testlenmedi  + 3
265 23 7 + + + + Testlenmedi  + 2
266 23 8 + + + - Testlenmedi  + 2
267 23 9 + + + + Testlenmedi - 1
268 23 10 + + + + Testlenmedi  + 4
Toplam 6 7 6 g restlenmed g
269 24 1 + + + + Testlenmedi  + 3
270 24 2 + - + - Testlenmedi - 1
271 24 3 - + - + Testlenmedi  + 2
272 24 4 + + + + Testlenmedi  + 2
273 24 5 - + - - Testlenmedi  + 1
274 24 6 + + + + Testlenmedi  + 2
275 24 7 - - - - Testlenmedi - 1
276 24 8 - - - + Testlenmedi - 2
277 24 9 + + + + Testlenmedi  + 3
278 24 10 + + + + Testlenmedi  + 2
Toplam 6 7 6 7 Testle_nmed 7
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Cizelge 4.11. (Devami) Sera kosullarinda BYDV’ye dayaniklilik i¢in testlenen 30 genotip
ve tekerriirlerinin fenolojik olarak degerlendirilmesi ve {i¢ farkli viriise karst DAS-ELISA
ve RT-PCR analizleriyle testlenme sonuglari

279 25 1 - + - + Testlenmedi - 3
280 25 2 - + - + Testlenmedi + 2
281 25 3 - - - - Testlenmedi + 2
282 25 4 - + + + Testlenmedi + 3
283 25 5 + + - + Testlenmedi - 2
284 25 6 + + + + Testlenmedi + 1
285 25 7 - - - - Testlenmedi - 2
286 25 8 + - - - Testlenmedi - 2
287 25 9 - - - - Testlenmedi - 3
288 25 10 - - - Testlenmedi - 3
Toplam 4 5 2 5  Testlenmedi 4
289 26 1 + + Testlenmedi - 1
290 26 2 - - - - Testlenmedi + 1
291 26 3 + + - + Testlenmedi - 2
292 26 4 - + - + Testlenmedi - 2
293 26 5 - - - - Testlenmedi - 2
294 26 6 + + + - Testlenmedi - 2
295 26 7 - + - - Testlenmedi - 1
296 26 8 - + - - Testlenmedi + 2
297 26 9 + + + + Testlenmedi - 2
298 26 10 - - - - Testlenmedi - 2
Toplam 4 7 3 4  Testlenmedi 2
299 27 1 - - - - Testlenmedi - 2
300 27 2 - + - - Testlenmedi - 2
301 27 3 - - - - Testlenmedi + 2
302 27 4 - - - - Testlenmedi + 2
303 27 5 - + - + Testlenmedi + 1
304 27 6 + + - - Testlenmedi - 3
305 27 7 + + + + Testlenmedi + 3
306 27 8 - + + - Testlenmedi - 3
307 27 9 - - - - Testlenmedi + 2
308 27 10 - - - - Testlenmedi + 2
Toplam 2 5 1 2  Testlenmedi
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Cizelge 4.12. (Devami) Sera kosullarinda BYDV’ye dayaniklilik i¢in testlenen 30 genotip
ve tekerriirlerinin fenolojik olarak degerlendirilmesi ve ii¢ farkli viriise karst DAS-ELISA
ve RT-PCR analizleriyle testlenme sonuglari

309 28 1 + + + + Testlenmedi - 2
310 28 2 - + - - Testlenmedi + 2
311 28 3 - - - - Testlenmedi - 2
312 28 4 + + + + Testlenmedi - 2
313 28 5 + + + Testlenmedi - 2
314 28 6 - - - - Testlenmedi - 2
315 28 7 + + + - Testlenmedi - 2
316 28 8 + + + + Testlenmedi - 1
317 28 9 - + - + Testlenmedi - 2
318 28 10 - - - - Testlenmedi - 1

Toplam 5 7 5 5  Testlenmedi 1
319 29 1 + + + + Testlenmedi - 1
320 29 2 + + + + Testlenmedi - 1
321 29 3 + + + + Testlenmedi - 1
322 29 4 + + + + Testlenmedi - 1
323 29 5 + + + + Testlenmedi + 1
324 29 6 - - - - Testlenmedi + 1
325 29 7 - - - - Testlenmedi - 1
326 29 8 + + + + Testlenmedi - 1
327 29 9 + + + + Testlenmedi - 1
328 29 10 - - - - Testlenmedi - 1

Toplam 7 7 7 7  Testlenmedi
329 30 1 + - + - Testlenmedi + 1
330 30 2 - - - - Testlenmedi - 1
331 30 3 - - - - Testlenmedi - 1
332 30 4 - - - - Testlenmedi - 2
333 30 5 + - - - Testlenmedi - 2
334 30 6 - + - + Testlenmedi + 1
335 30 7 - - - - Testlenmedi + 2
336 30 8 + + + - Testlenmedi - 2
337 30 9 - + - - Testlenmedi + 2
338 30 10 + - - - Testlenmedi - 2

Toplam 4 3 2 1 Testlenmedi 4

Genel Toplam 158 198 141 169 20 142
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RT-PCR analiz sonuglarina gore sadece 9 nolu genotipin higbir tekerriiriinde
CYDV-RPV saptanamamis olup diger tiim genotiplerde karigik enfeksiyon seklinde
testlenen biitiin viriisler tespit edilmistir. RT-PCR sonucu yapilan agaroz jel elektroforez
analizlerinde testlenen 11, 12, 13, 14, 15 ve 16 no’lu genotiplerin BYDV-MAV, BYDV-
PAV (Sekil 4.14, Sekil 4.15) ile 5, 6, 7 ve 8 no’lu genotiplerin ise CYDV-RPV ile bulagik
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.16).
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Cizelge 4.13. Saks1 denemelerindeki bugday 6rneklerinden yapilan RT-PCR ve DAS-

ELISA analizleri sonucunda saptanan viriisler ve enfeksiyon oranlari

RT-PCR ve DAS-ELISA analizi sonucunda viriis ile pozitif bulunan

. Testlenen ornek sayisi ve enfeksiyon orani (%)
Ge';lo“p BYDV-PAV BYDV-MAV CYDV-RPV
° Ornek RT- DAS- RT- DAS- RT- DAS-
Sayisi PCR ELISA PCR ELISA PCR ELISA
1 10 4 4 2 3 6 0
2 10 5 4 3 4 5 1
3 10 5 6 6 6 4 0
4 10 6 3 4 2 4 0
5 10 4 1 3 1 6 1
6 10 4 3 4 2 6 0
7 10 4 2 3 2 8 1
8 10 6 5 5 5 4 1
9 10 5 3 4 3 0 0
10 10 10 8 10 6 1 0
11 10 4 2 3 1 0 1
12 10 5 1 5 1 3 0
13 10 7 1 4 0 3 0
14 10 9 7 8 7 5 0
15 10 9 8 8 8 5 1
16 10 10 10 10 10 6 0
17 10 7 7 6 4 1 0
18 10 9 8 7 7 6 3
19 10 10 10 10 10 10 2
20 10 10 10 10 10 10 4
21 10 10 10 10 10 7 4
22 10 7 7 7 7 8 1
23 10 7 6 7 6 8 testlenmedi
24 10 7 6 7 6 7 testlenmedi
25 10 5 4 4 2 4 testlenmedi
26 10 7 4 4 3 2 testlenmedi
27 10 5 2 2 1 6 testlenmedi
28 10 7 5 5 5 1 testlenmedi
29 10 7 7 7 7 2 testlenmedi
30 10 3 4 1 2 4 testlenmedi
Genel 300 198 158 169 141 142 20
Toplam
% Enfeksiyon Oranlan
s
BYDV-PAV
DAS- 50.6
ELISA '
CR 563
BYDV-MAV
DAS- 47.0
ELISA '
ngi 47.3
CYDV-RPV
DAS- 93
ELISA )
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Yapilan bir¢ok c¢alismada viriisleri tanimada 6nemli bir kullanim potansiyeline
sahip olan niikleik asit temelli RT-PCR yonteminin DAS-ELISA yontemine oranla daha
giivenilir odugu bildirilmektedir.( Jacobi ve ark, 1998; Paylan, 2011; Ay ve ark., 2008).
Bu calismada da farklt BYDV tiirlerinin tespit edilmesinde DAS-ELISA’ya gore RT-
PCR analizleri ile her zaman daha yiiksek oranda viriis tespiti yapilabilmistir (Cizelge

4.4).

M 146 152 164 169 170 173 174 175 177 178 180 181 182 184 185 186

M 187 188 189 190 W +C

Sekil 4.14. BYDV-PAV viriisiine spesifik primerler kullanilarak uygulanan RT-PCR
analizinin agaroz jel goriintiisii. Deneysel tasima denemelerinde kullanilan bugday
ornekleri. Genotip numarasi parantez i¢inde verilmistir. M: Marker (SMO#321 MBI,
Thermo Sci, ABD), 148 (11), 152 (12), 164 (13), 169, 170, 173, 174, 175, 177, 178,
(14), 180, 181, 182, 184, 185, 186, 187, 188, (15), 189, 190 (16), W: Su kontrol ve +C:
Pozitif kontrol
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M 146 152 164 169 170 173 174 175 177 178 180 181 182 184 185 186

—

M 187 188 189 190 W W +C

Sekil 4.15. BYDV-MAV viriisiine spesifik primerler kullanilarak uygulanan RT-PCR
analizinin agaroz jel goriintiisii. Deneysel tasima denemelerinde kullanilan bugday
ornekleri. Genotip numarasi parantez i¢inde verilmistir. M: Marker (SMO#321 MBI,
Thermo Sci, ABD), 148 (11), 152 (12), 164 (13), 169, 170, 173, 174, 175, 177, 178,
(14), 180, 181, 182, 184, 185, 186, 187, 188, (15), 189, 190 (16), W: Su kontrol ve +C:
Pozitif kontrol

M 8788 8 91 92 93 95 96 97 99 100101103 104 105107108 109110 112 W +C

Sekil 4.16. CYDV-RPV viriisiine spesifik primerler kullanilarak uygulanan RT-PCR
analizinin agaroz jel goriintiisii. Deneysel tasima denemelerinde kullanilan bugday
ornekleri. Genotip numarasi parantez i¢inde verilmistir. M: Marker (SMO#321 MBI,
Thermo Sci, ABD), 87, 88 (5), 89, 91, 92, 93, 95, 96, 97 (6), 99, 100, 101, 103, 104,
105, 107, 108 (7), 109, 110, 112 (8), W: Su kontrol ve +C: Pozitif kontrol
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4.7. Sekans analizleri ve filogenetik aga¢

Calisma kapsaminda farkli bugday genotiplerine ve Barbaros arpa gesidine ait
bitkilerden toplam 300 bugday 6rmegi BYDV- PAV, BYDV-MAV ve CYDV-
RPV’lerinin kismi kilif protein gen bdlgelerini ¢ogaltan spesifik primer ¢iftleri
kullanilarak testlenmistir. RT-PCR analizleriyle testlenen 300 bugday Orneginden
BYDV-PAV pozitif saptanan Ornekler arasinda farkli hatlardan 38 ornek segilerek
sekans analizi i¢in firmaya gonderilmis ve DNA dizileri elde edilmistir. Sekans sonucu
elde edilen DNA dizileri NCBI veri tabaninda niikleotid BLAST analizleri yapilmis ve
MEGA 11 programinda niikleotid dizilerin ¢oklu dizi karsilastiriimasi (Sekil 4.17, 4.18,
4.19, 4,20) yapilmis olup filogenetik aga¢ ¢izilmistir. Yapilan BLAST ve ¢oklu dizi
analizleri sonucunda izolatlar Gen Bankasinda kayitli Misir izolat1 (KM046987), izolatt
ile en yiiksek (%99.81), Isveg izolat1 (AJ563415) izolat: ile en diisiik (%96.20) niikleotid
benzerligi gostermistir. Yapilan filogenetik analizlerde BYDV-PAV’a ait izolatlardan
33 nolu izolat diger izolatlardan farkli bir grup i¢inde yer almistir (Sekil 4.21, 4.22,
4.23). Bu izolat, Diyarbakir ilinde yaygin olarak yetistirilen ve yerel bir ¢esit olan Tekin
bugday cesidine ait olup farkli bir cografik bolgeden alindigr i¢in diger Tiirkiye
izolatlarindan farkli gruplandig diistintilmektedir. Bu izolat Diinya izolatlar1 i¢cinde de
ayrt bir grup olusturan ABD (DQ631850, DQ631853) ve Yeni Zelenda izolatlar
(EF408177 ) ile yakin benzerlik gostermistir. Genel olarak degerlendirme yapildiginda
izolatlarin grup olusturmasinda filogenetik sonuglarina gore farkli konukgularda tespit
edilmis olsa bile yakin cografyada bulunan izolatlar daha yakin benzerlik

gostermislerdir.
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Sekil 4.17. Elde edilen BYDV-PAYV izolatlarinin niikleotid ¢oklu karsilagtirmalari
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Sekil 4.19. Elde edilen 253 nolu BYDV-PAYV izolatinin niikleotid BLAST analiz

sonucu

61

x

m




O Bile i | N Netie | @ Fipet | @ Seri | @ oV | @ Cp6Y | T Prote | T Pierce | G T0PF | & Fafk | TOME | T TagM | DNes | = neBI 2= x4 . - o X

€ > C @ blastncbinim.nihgov/Blastcgi 2« 0@
Uygulomalar M Gmail @8 YouTube B Hositalsr [ Merck | Yagem Bl @ furcpeanExport[S.. @ POFinterdab Katalog @ crlob POF @ Ovm Madket  JA PhytoTechnclogy L. @ Tureng - Tarkgelng.. =
Sequences producing significant alignments Download ~  Select col ¥ show| 100v | @ -
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

Max Total Query E Per.  Acc

Detcreden SclondficNama o we Score Cover value Memt  Len Accession
- - v - - =

Bardey yaliow dwar vius PAV strain BYDY-PAY isolats Hyd107 coal protein gens._partial cds Bareyyelowdw .. 771 771 100% 00 SBE2% 591 KT2226601
Bargy vallow chearl vieys-PAV isolate TR-AQUAD coat protiin aens. parial cds Badey yellowdw.. 771 771 100% 00 S862% 503 KJB16644.1
Barey vallow dwarl virus-PAV isolate TR-APERA copt protein gene. partial cds Badeyyelowdw.. 771 771 100% 0.0 SBE2% 503 KJG166421
Barley_ yvellow dwarf virus PAY strain BYDV-PAV isolate Pri61 coat protein gene partial cds Barley yelow 765 TES 100% 0.0 GB30% 688 KI2226721
B3 Badey vellow dwarl virus PAV strain BYDV-PAV isolate D144 coal protein gene._partial cds Barleyvellowdw.. 765 TES 100% 0.0 S839% 584 KI222670.
Barey_ yellow dwarf virys PAV strain BYDV-PAV isolate Hz47 coat protein gene. partial cd Barley yellow dw.. 765 765 100% 00 9839% 589 KT2226681
Badey yafiow dwar virus PAY sirain Mz47. complete genome Badey yelowdw,. 765 765 100% 0.0 $6.39% 5471 KI2529701
Barey yellow dwarf virus PAV strain DI144,_complate genome Badey yelow dw... 765 765 100% 00 9B39% 5653 KT252976.1
Badey yallow dwarl virus-PAV isolate Saray 1 coat protein gene_ partial cds Batley yellow dw . 765 765 100% 0.0 G839% 503 KF1l 1
Badey yellow dwarf virys PAV strain Pr161, complate genome Barley yellowdw... 760 760 100% 00  SBIT% 5654 KT2529771
Barley yollow dwarf virus PAV isolate TR19. complate gename Badey yelowdw... 760 760 100% 0.0 SBI7T% 5672 MW9IGI211
Barley yallow dwar virys-PAV isolate 22 coat protein gene_partial cds Badeyyellowdw .. 760 760 100% 0.0 S817% 500 JX2758551
Baddey yellow dwarf virus-PAV isolate PK1 coat protein gane._partial ods Barley yellowdw... 760 T60 100% 00 SBATH 603 11488 1
Badey yellow dward virys lsolate MAY-PK coat profein (CP) and movement protein genes. partial cds Barley yellow dw... 760 TE0 100% 0.0 SBA7% 521 HMIEEITO1
Badey yellow dwarf virys-PAV clona 61AG coat peotein (ORF3) gana._comgplate cds Badey yelowdw .. 749 749 100% 00 STT1% 603 K1 4.1 l
Barley yallow dwar virus-PAV clona BIAG coat pratein (ORF3) gene_complate cds Badeyyelowdw 749 748 100% 00 ST71% 503 KT198975
- ———— b

R Aramak igin buraya yazin

Sekil 4.20. Elde edilen 33 nolu BYDV-PAYV izolatinin niikleotid BLAST analiz sonucu
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KJB16659.1 TRAK YA/ TURKEY
JXDETE45_1 Brazil

JXDETES3.1

KJB16654 1 TRAKYA TURKEY

KPO96643.1 China
KPOS6667_1 China
KPOS6663.1 China
KPOS6654.1 China
KPOS6672.1 China
KPO96671.1 China
JX275856.1 Azerbaiian
AJDO7929.1 FRANCE
KMO46987 1 Egypt

AJ563414 1 Latvia and Sweden
JX275852. 1 AZERBAYCAN
152 BYDV-PAV

253 BYDV-PAV

279 BYDV-PAV

303 BYDV-PAV

339 BYDV-PAV

340 BYDV-PAV

66 BYDV-PAV

JXDETES3

54 BYDV-PAV

219 BYDV-PAV

KY634882.1 Germany
KYE34B83.1 Germany
KJB16655.1 TRAKYATURKEY
JX275853.1 Azerbaijan
KJE16660.1 TRAKYAMURKEY
271 BYDV-PAV

71 BYDV-PAV

291 BYDV-PAV

DQ2Z85671.1 USA

33-PAV

MT366805.1

Sekil 4.21. Barley yellow dwarf virlis—PAV (BYDV-PAV)’in kismi kilif protein gen
bolgesi i¢in spesifik Lu 1/Lu 4 primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri
sonucunda elde edilen izolatlar ve Gen Bankasina kayith BYDV-PAYV izolatlarla
cizilen filogenetik aga¢. Filogenetik analizde MEGA 11 yaziliminda yer alan Neighbor
joining (NJ) yontemi kullanilmistir. Dendogramda 1000 bootstrap (se¢-bagla tahmin
testi) degerleri, dallarda yiizde olarak gosterilmistir. Filogenetik agagta Potato leafroll
virus (PLRV) out group olarak kullanilmistir
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337 BYDV-PAV

320 BYDV-PAV

1007%:
309 BYDV-PAV
264 BYDV-PAV
1007
204 BYDV-PAV
233 BYDV-PAV
245 BYDV-PAV
182 BYDV-PAY
189 BYDV-PAY

210 BYDV-PAY

45 BYDV-PAV

342 BYDV-PAV
135 BYDV-PAY
121 BYDV-PAY
116 BYDV-PAY
164 BYDV-PAV
170 BYDV-PAY
— 343-BYDV-PAV
343 BYDV-PAV

102 BYDV-PAV

345 BYDV-PAV
90 BYDV-PAV
82 BYDV-PAV
152 BYDV-PAY
253 BYDV-PAV
279 BYDV-PAV

100%: 303 BYDV-PAV

100% 339 BYDV-PAV
340 BYDV-PAV

66 BYDV-PAV

341 BYDV-PAV

54 BYDV-PAV

100% _{ 219 BYDV-PAV
71 BYDV-PAY

251 BYDV-PAY

271 BYDV-PAV

33-PAV

Sekil 4.22. Barley yellow dwarf virlis—PAV (BYDV-PAV)’in kism1 kilif protein gen
bolgesi i¢in spesifik Lu 1/Lu 4 primer gifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri
sonucunda elde edilen izolatlarla ¢izilen filogenetik agac. Filogenetik analizde MEGA
11 yaziliminda yer alan Neighbor joining (NJ) yontemi kullanilmistir. Dendogramda
1000 bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda ylizde olarak gosterilmistir
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Cizelge 4.14. BYDV-PAV izolatlarinin filogenetik analizinde kullanilan ve Gen
bankasinda kayitli farkli konukgulardan izole edilmis olan BYDV-PAV izolatlarina ait
ulasim numarasi, konukgu, iilke ve genom biiyiikliigii

Ulasim Uzunluk
Sira No  Numarasi Konuk¢u Ulke (bp)
1 JX275850 Triticum aestivum Azerbaycan 461
2 AJ223587 Lolium multiflorum Fransa 603
3 KJ816659 Phragmites australis Tiirkiye 503
4 JX067845 Italyan ¢imi Brezilya 603
5 JX067853 Oat Brezilya 603
6 KJ816654 Hordeum murinum Tiirkiye 503
7 KP096643 Wheat Cin 600
8 KP096667 Wheat Cin 603
9 KP096663 Wheat Cin 603
10 KP096654 Wheat Cin 603
11 KP096672 Wheat Cin 603
12 KP096671 Wheat Cin 603
13 JX275856 Triticum durum Azerbaycan 467
14 JX275852 Triticum aestivum Azerbaycan 500
15 KMO046987 Wheat Misir 603
16 AJ007929 - Fransa 603
17 AJ563414 Lolium perenne Letonya 502
18 KY634882 Lolium multiflorum Almanya 603
19 KY634883 Lolium multiflorum Almanya 603
20 KJ816655 Lolium perenne Tiirkiye 503
21 KJ816660 Poa trivialis Tirkiye 503
22 JX275853 Triticum boeoticum Azerbaycan 500
23 DQ285671 - ABD 603
24 *MT366805 Solanum tuberosum Sirbistan 627

*Bu izolat Potato leafroll virus izolat1 olup dis grup olarak kullanilmustir.

Caligmada kullanilan 27 ve 30 no’lu genotipler hari¢ toplam 28 genotip ve Barbaros
Arpa cesidinden elde edilen toplam 36 BYDV-MAV izolat1 segilerek sekans analizi i¢in
firmaya gonderilmis ve DNA dizileri elde edilmistir. Sekans sonucu elde edilen DNA
dizileri NCBI veri tabaninda niikleotid BLAST analizleri yapilmis ve MEGA 11
programinda niikleotid dizilerin ¢oklu dizi karsilagtirilmasi (Sekil 4.23, 4.24) yapilmis ve
filogenetik agag cizilmistir. Gen bankasinda kayitli BYDV-MAV tiiriine ait sinirli sayida
sekans kayitlar1 oldugu belirlenmis ve bu ylizden az sayida izolatla kiyaslama
yapilabilmistir. BYDV-MAYV izolatlarimiz ve diger izolatlar arasinda yapilan ¢oklu
niikleik asit karsilastirilmalarinda benzerlik orani %100.0 oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.6).
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291 BYDV-MAV
66 BYDWV-MAY
339 BYDV-MAV
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100jgne. | 152 BYDV-MAV

wee (253 BYDV-MAV
71 BYDWV-MAY
344 BYDV-MAV
342 BYDV-MAV
340 BYDV-MAV
116 BYDV-MAV
165 BYDV-MAV
170 BYDV-MAV
341 BYDV-MAV
343 BYDV-MAV
102 BYDV-MAN
345 BYDV-MAV
54 BYDV-MAW
e || KU744849.1 TURKEY
82 BYDV-MAV
135 BYDV-MAV
121 BYDV-MAV
45 BYDWV-MAV

KU744850 1TURKEY

MT366805.1

0.5a

Sekil 4.23. Barley yellow dwarf viriis—MAYV (BYDV-MAV)’m kismi kilif protein gen
bolgesi i¢in spesifik MAVL1/MAVRL1 primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR
analizleri sonucunda elde edilen izolatlar ve Gen Bankasina kayitli BYDV-MAV

izolatlarla cizilen filogenetik agac. Filogenetik analizde MEGA 11 yaziliminda yer
alan Neighbor joining (NJ) yontemi kullanilmistir. Dendogramda 1000 bootstrap (sec-
bagla tahmin testi) degerleri, dallarda ylizde olarak gosterilmistir. Filogenetik agacgta
Potato leafroll virus (PLRV) out group olarak kullanilmistir
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Sekil 4.24. Barley yellow dwarf viris—MAV (BYDV-MAV)’m kismi kilif protein gen
bolgesi i¢in spesifik MAVL1/MAVR1 primer cifti kullanilarak yapilan RT-PCR
analizleri sonucunda elde edilen izolatlarla ¢izilen filogenetik agac. Filogenetik
analizde MEGA 11 yaziliminda yer alan Neighbor joining (NJ) yontemi kullanilmistir.
Dendogramda 1000 bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degerleri, dallarda yiizde olarak
gosterilmistir
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Cizelge 4.15. Gen bankasinda kayitli bulunan ve farkli konukgulardan izole edilmis olan
BYDV-MAV kilif protein genine ait ulasim numarasi, konukcu, iilke ve genom
bliytkligi

Sira

No Ulasim Numarasi Konuk¢u Ulke Uzunluk (bp)
1 KU744849 Geranium Tiirkiye 170
dissectum
2 KU744850 Juncus sp Tiirkiye 170
Solanum
*
3 MT 366805 tuberosum Sirbistan 627

*Bu izolat Potato leafroll virus izolat: olup dis grup olarak kullanilmistir.

Calisma kapsaminda 1, 2, 3, 4, 16, 17, 18 ve 26 no’lu genotipler hari¢ diger 22
genotipten elde edilen CYDV-RPV izolatlarindan 31 tanesi igin ¢oklu niikleik asit
karsilastirilmalarinda yapilmistir. CYDV-RPV izolatlarimizin diinyada tespit edilen
diger izolatlarla %80.00-92.19 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. CYDV-
RPV izolatlarinin %92.19 oranla ABD DQ988097 ve DQ988102 izolatlar1 ile %80.0
oranla Tiirkiye KT923454 izolat1 ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Filogenetik agagta
kullanilan Genbankasina kayith farkli iilkelere ait CYDV-RPV izolatlar1 Cizelge 4.7°de
verilmistir. Filogenetik aga¢ olusturulurken Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)
(JF792368) dis grup olarak kullanilmistir (Sekil 4.25).

68



Cizelge 4.16. Gen bankasinda kayitli bulunan ve farkli konukgulardan izole edilmis olan
CYDV-RPV kilif protein genine ait ulasim numarasi, konukgu, iilke ve genom biiylikligii

Sira

Ulasim

No Numarasi Konuk¢u Ulke Uzunluk (bp)
1 DQ988097 Hordeum vulgare ABD 1368
2 DQ988102 Avena sativa ABD 1353
3 KY564214 L. multiflorum Almanya 1075
4 KU975373 Triticum aestivum Almanya 1075
5 KT923457 EChinogg:ﬂa erus- Tiirkiye 371
6 KT923456 Hordeum bulbosum Tiirkiye 371
7 KT923455 Bromus sterilis Tiirkiye 371
8 KR005847 Avena sterilis Tiirkiye 371
9 KT923454 Avena sativa Tiirkiye 371
10 DQ115534 Avena fatua ABD 682
11 HQ206716 Barley Urdiin 396
12 JF792368 Cucumis melo Avustralya 837

CYDV-RPV izolatlarimiza ait filogenetik agag¢ incelendiginde genotiplere ait
izolatlarm belli bir yerde toplandigi 6nceki ¢alismalarda elde edilen Tiirkiye CYDV-RPV
izolatlarindan (KT923454, KT923455, KT923456 ve KT923457) (ilbag: ve ark. 2018)
oldukca ayr1 bir grupta oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin tahillardan degil Poaceae
familyasina ait yabanci otlardan elde edilmis olmas1 nedeniyle bu farkliligin meydana

geldigi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.25. Cereal yellow dwarf viriis—RPV (CYDV-RPV)’nin kismi1 kilif protein gen
bdlgesi i¢in spesifik RPV L/RPV R primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR analizleri
sonucunda elde edilen izolatlar ve Gen Bankasina kayith CYDV-RPV izolatlarla
cizilen filogenetik agac. Filogenetik analizde MEGA 11 yaziliminda yer alan Neighbor
joining (NJ) yontemi kullanilmistir. Dendogramda 1000 bootstrap (se¢-bagla tahmin
testi) degerleri, dallarda ylizde olarak gosterilmistir. Filogenetik agagta Zucchini
yellow mosaic virus (ZYMV) dis grup olarak kullanilmistir
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4.8. Bugday genotiplerinin BYDV’ye kars1 dayanmikhilik ¢alismalari

Bugdaylarda BYDV’ye kars1 dayaniklilik konusunda yapilan arastirmalarda direng
genlerinin nadiren bulundugu bildirilmektedir. Ana dayaniklilik genlerinin bulunmayis
ve muhtemelen bugday gen havuzundaki direng genlerinin karakterizasyonunun zorlugu,
direnci belirleyen birgok kiiciik etki lokusunun poligenik yapisi nedeniyle olmaktadir.
Bununla birlikte, bu hastaligin ekonomik 6nemi nedeniyle 1slah programlarinda ASC
hastaligina karsi direng gelistirmek i¢in yogun calismalar devam etmekte olup genis
caprazlamalarla tiglinciil gen havuzuna yeni kaynaklar aktarilmaya ¢aligilmaktadir (Silva
ve ark. 2022). Dayanikli bitkilerde viriis ¢ogalmasi engellenmektedir. BYDV’ye
dayaniklilik ¢aligsmalarinda afid inokulasyonlari ve DAS-ELISA testlerinin kullanilmasi
zaman alict ve zor islemlerdir. Bilinen dayaniklilik lokuslarimin markor destekli
seleksiyonu ile 1slah materyallerinin ve elit ¢esitlerin dayaniklilik durumunun
belirlenmesi ile ilgili siire¢ oldukga hizli ger¢eklesmektedir (Choudhury ve ark. 2019a)

Bu calismada farkli bugday genotiplerinin BYDV’ye karsi dayanikliliginin
beleirlenmesi amaciyla SSR, SCAR ve RFLP dayaniklilik markérleri kullaniimistir. On
calisma niteliginde yiiriitiilen optimizasyon calismalarinda SSR markoérleri ile olumlu
sonug alinirken SCAR ve RFLP markorleri ile materyal metot boliimiinde belirtilen PCR
dongiileri kullanilarak herhangi bir amplfikasyon elde edilememistir (Cizelge 4.8).
Primerin baglanma sicakliklar1 degistirilerek (58, 60, 62 ve 64 °C) denenmis ancak yine
olumlu bir sonu¢ alinamamustir. Bdv2 geni igin gelistirilen RFLP markorlerinin daha
fazla miktarda genomik DNA’ya ihtiya¢ duymasi ve uzun zaman alnasi nedeiyle SSR
gibi PCR temelli markorlerin daha iyi sonug verdigi bir¢ok arastirici tarafindan da

bildirilmistir (Stoutjesdijk et al. 2001; Ayala et al. 2001a; Zhang et al. 2004)
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Cizelge 4.17. Bugday genotiplerinin SSR markdrleri kullanilarak BYDV’ye karsi

dayaniklilik agisindan taranmasi

Genotipler Pedigri Markorler
SSR SSR
xgwm37  Bdv3
1 BAV92//IRENA/KAUZ.. D D
2 WBLL1/FRET2//PASTOR.. D D
3 KACHU/5/NAC/TH.AC/!.. D D
4 BECARD/KACHU .. D D
5 KIRITATI/WBLL1//.. H D
6 JI5418/MARAS.. D D
7 ALMALY*2//PRL/.. D D
8 PYN/BAU/3/.. D D
9 KIRITATI/4/2*SERI.1B.. D D
10 KS82W422/SWMT.. D D
11 TRN//D215637AA/3BD2080/4.. H H
12 CHEN/CALI//OSU-3910244/.. H H
13 MRF1/STJ2//BCRCH1/4/ICAMOR-TA04-62/.. H H
14 SORGUL H H
15 HAVRANI H H
16 KARAKILCIK H H
17 HEVIDI/AKBUGDAY D D
18 DEVEDISI H H
19 MENCEKI H H
20 DYB1 H D
21 DYB2 D D
22 DYB3 D D
23 DYB4 H D
24 DINC H D
25 TEKIN D D
26 SUMERLI H H
27 HASANBEY H H
28 SAGITTARIO D D
29 PEHLIVAN D D
30 CEYHAN-99 D D

D: Dayanikli H: Hassas

BYDV/CYDV direng geni bulunan Anza bugday ¢esidi dayaniklilk ¢alismasinda

kullanilmistir. SSR markorlerinde sonug verirken yaklagik olarak 180 bp’ de goriilmiistiir
(Ayala 2001), (Sekil 4.26, 4.27). Calismada Anza bugday ¢esidi direng geni pozitif olarak
kabul edilerek SSR Xgwm37°de 16 genotipte (1,2, 3,4,6,7,8,9,10, 17,21, 22, 25, 28,
29, 30) ve SSR Bdv3 20 genotipte (1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25

28,29,30) diren¢ geninin bulundugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gére ekmeklik bugday

72



genotipleri makarnalik olanlara gore daha daynikli/tolerant olarak tespit edilmistir.
Makarnalik bugday genotipleri (11-19 ve 26,27) iginde ise sadec Hevidi/Akbugday
makarnalik bugday genotipi tolerant olarak tespit edilmis olup digerleri hassas olarak
saptanmugtir (Cizelge 4.8). Makarnalik bugdaylarda BYDV dayanikliligini tespit etmek
icin simptomolojik gozlemler yeterli olmamaktadir ve verim kayiplarinin da dikkate
alinmasi gereklidir. BYDV direng veya tolerans genleri makarnalik bugdaylarda ¢ok
yaygin olmamakla birlikte kalitsal direng kaynaklar1 nadiren de olsa bulunabilir. Ancak
ekmeklik bugdaylarda (Triticum aestivum)'un BYDV'ye direnci, makarnalik bugdaylara
(T. durum) gore ¢ok daha iistiindiir (Cheour ve ark. 1989). Bizim galisma sonuglarimiz

da bu bulgular1 destekler nitelikte bulunmustur.

M 1 2 34 5 7 8 910 1516 171819 20 21 222324 25262829

M 30 89 S0 94 96 220228275277 W +C +C

- s

Sekil 4.26. BYDV/CYDV viriisii i¢cin SSR markérii SSR xgwma37 kullanilarak yapilan
PCR analizinin agaroz jel eletroforez sonucu. Saksilarda toplanan bugday 6rnekleri, M:
Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD), (6): 89, 90, 94, 96 (19) :220, 228 (24):
275, 277, W: Su kontrol, +C Pozitif kontrol (birincisi Anza, ikincisi 6 no’lu genotip)
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Sekil 4.27. BYDV/CYDV viriisii i¢cin SSR markériit SSRBdv3kullanilarak yapilan PCR
analizinin agaroz jel elektroforez sonucu. Saksilarda toplanan bugday 6rnekleri, M:
Marker (SMO#321 MBI, Thermo Sci, ABD), (6): 89, 90, 94, 96 (19) :220, 228 (24):
275, 277, W: Su kontrol, +C Pozitif kontrol (birincisi Anza, ikincisi 6 no’lu genotip)
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada Diyarbakir GAP Uluslararasi1 Tarimsal Arastirma ve Egitim Merkezi
(GAP UTAEM) tarafindan verim ve kalite parametreleri arastirilmis olan ve tescil i¢in
aday olarak belirlenen 13 adet bugday hatti, 10 adet Diyarbakir ili i¢in 6nemli yerel
bugday cesidi ve 7 adet de ticarete mal olmus modern bugday ¢esidinin sar1 ciicelik
hastaligina neden olan barley yellow dwarf virus (BYDV)-PAV, BYDV-MAY ve cereal
yellow dwarf viriis (CYDV)-RPV tiirlerine kars1 dayaniklik durumunun fenotipik ve
genotipik aanalizlerle belirlenmesi hedeflenmistir. Afidlerle inokule edilen toplam 300
bugday bitkisinin DAS-ELISA ve RT-PCR analizleri sonucunda biitiin genotiplerde en
az bir viris tiirli tespit edilmis olup en yaygin bulunan viriis BYDV-PAV olurken bunu
BYDV-MAYV ve CYDV-RPV izlemistir. Fenotipik gézlemlerin teyit edilmesi amaciyla
yapilan genotipik analizlerde sari ciicelik viriislerine kars1 dayaniklilikla iligkili Bdv2 ve
Bdv3 genlerinin varliginin belirlenmesi amaciyla SSR, SCAR ve RAPD markdrleri
kullanilarak yapilan PCR analizleri sonucunda sadece SSR markérleri ile 16 genotipte
Bdv2 geni, 20 genotipte ise Bdv3 geni ile iliskili amplifikasyon elde edilmistir.
Genotipik olarak her iki SSR markoériiyle de dayanikli bulunan 16 genotipin fenotipik
tepkileri ve RT-PCR analiz sonuglari degerlendirildiginde hastalik simptomlarinin hafif
seyrettigi ancak her bir genotipin bazi tekrarlarinda RT-PCR analizleri ile en az bir viriis
tirtiniin varhig tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile ilk defa verim ve kalite parametreleri
aragtirtlmis ve tescil i¢in aday olan genotiplerin arpa sari ciicelik hastaligina neden olan
virtislere karsi dayaniklilik tepkileri incelenmis ve gerek genotipik gerekse fenotipik
analizleri yapilarak bu hastaliga karsi testlenen aday genotiplerin higbirisinin tamamen
dayanikli olmadig: tespit edilmistir.

Ayrica, bu ¢alismada elde edilen BYDV izolatlarinin filogenetik analizlerinde;
BYDV-PAV ig¢in yapilan ¢oklu niikleik asit karsilastirilmalarinda diinyada tespit edilen
diger izolatlarla en ¢ok %100 benzerlik gosterdigi bulunmustur. BYDV-MAV igin
yapilan ¢oklu niikleik asit karsilastirilmalarinda ise diinya izolatlariyla %100.0 benzerlik
gosterdigi  tespit edilmisti. CYDV-RPV i¢in yapilan ¢oklu niikleik asit
karsilastirilmalarinda diinyada tespit edilen diger izolatlarla kendi aralarinda benzerlik
oranlart daha diisiik bulunmus olup (%80.00- 92,19) bu izolatlarin diinya izolatlarindan

oldukga farkl1 olduklar1 belirlenmistir.
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Bu calisma ile sar1 ciicelik viriislerine dayanikli bugday genotiplerinin markor
destekli seleksiyon yontemi ile belirlenmesi uzun yillar boyunca calisilan klasik bugday
1slahina birgok katki saglayacaktir. Cilinkli klasik 1slah calismalarinda amaca uygun
ozelliklere sahip ebeveyn se¢imi ile segilen ebeveynlerin iizerinde melezleme yapilarak
varyasyon olusturulmasi, 4-5 yil geriye melezleme yapilarak amaca uygun
seleksiyonlarin yapilmasi, ileri kademe genotiplerin segilmesi icin farkli lokasyonlarda
verim denemelerinin kurulmasi ve ardindan aday cesitlerin tescile gonderilerek olusan
stire¢ 14-15 yil siirmektedir. Bugday bitkisi klasik 1slah ¢alismalarinin uzun yillar almasi
modern tekniklerin ve molekiiler genetik bilgilerinin kullanildigi daha kisa siirede
yapilabilen c¢alismalara ihtiya¢ dogurmustur. Markor calismalari ile laboratuvar
kosullarinda dayanikli oldugu belirlenen genotiplerin 1slah materyali olarak
kullanilabilecek olmasi, bu konuda c¢alisan arastirmacilara zaman, maliyet ve hiz
kazandirmaktadir. Buna ek olarak; klasik 1slah veya molekiiler yontem ile elde edilen sar1
clicelik virtislerine dayanikli bugday cesitlerinin kullanimi hastaligin olusturdugu
ekonomik kayiplar1 6nlemek i¢in en etkili kiiltiirel 6nlemlerden birisidir.

Yapilan bu ¢calisma sonucundan elde edilen bulgulardan yola ¢ikarak;

e 30 bugday genotipinin farkli molekiiler markéorler ile (SCAR, RFLP ve SSR)
Bdv2/Bdv3 geninin varliginin arastirilmas: sonucunda en etkin markériin SSR
markorlii oldugu belirlenmigstir. Ancak bu konuda validasyon calismalarinin
devam etmesi gereklidir.

e Bugday genotiplerinde YDV’ye dayaniklilikta rol oynayan Bdv2/Bdv3 geninin
disinda diger dayaniklilik genlerininde (Bdvl, 4) arastirilmasi1 gerekmektedir.

e YDV’ye dayanikliligi saglayan Bdv2/Bdv3 geninin SSR markorleri ile
belirlendigi diren¢ geninin bulundugu genotipler iizerinde diger markorlerle
desteklenerek bu genotiplerin bugday 1slah programlarinda materyal olarak
kullanilmasi dnerilmektedir.

e Bugday genotipleri makarnalik olanlara gore daha dayanikli/tolerant
bulunmustur. Makarnalik bugday genotipleri i¢cinde ise sadece Hevidi/Akbugday
makarnalik bugday genotipi dayanikli/tolerant olarak tespit edilmis olup
gelecekteki 1slah caligmalar i¢in ekmeklik bugday genotiplerinin yani sira bu

yerel ¢esidin de kullanilmas1 6nerilmektedir.
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Sar1 ciicelik viriislerinin bir konuk¢udan bagka bir konuk¢uya taginmasi vektor
bocekler yaprak bitleri tarafindan gerceklesmektedir. Viriislerin yayilmasinda ana
etken olan vektor boceklerin populasyon miktart ve tiirleri farkli olabilmektedir.
Bugday tariminda sar1 ciicelik virlislerine karsi dayanikli genotiplerin
kullanilmasi ile bu hastaligin vektorleriyle miicadele sirasinda daha az oranda ve
daha az kimyasalin kullanilmas1 miimkiin olacaktir. Dolayisiyla da kimyasallarin
az kullanilmasi hem ¢evre ve insan sagligina dost bir yaklasim olup hem de daha

ekonomik olarak bugday tiretiminin gerceklestirilmesi miimkiin hale gelecektir.
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EKLER

EK-1
SILICA RNA EXT. BUFFER( 1000 ml) (Rott and Jelkmann-2001)

24,2 g Tris- Base

12,66 g LiCl

159gSDS2,92¢

EDTA veya 3,72 g EDTA*2H,0

10 g Sodium Deoxycholate 10 ml NP- 40

% 1 B-MCE ( Kullanmadan hemen 6nce eklenmelidir).

5,8 M POTASYUM ASETAT ( pH 6.5) ( 100 ml)

60 ml 5 M Potasyum Asetat ( pH 7.5)
28,5 ml H20

11,5 ml Glecial asetic asit

1 M Kat1 Potasyum Asetat

SILICA WASH BUFFER ( 1000 ml) (Rott and Jelkmann-2001)

10 mM Tris- HCI (pH 7.5)
1ml0.5MEDTA

1 ml 5M NacCl

500 ml 100% EtOH

479 ml sterile H20

TE BUFFER ( pH 8) (1000 ml) (Rott and Jelkmann-2001)
10 ml 1 M Tris- HCI ( pH 8)

2ml0,5MEDTA
Steril H20 ile tamamlanir.
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EK-2
AGAROZ JEL ELEKTROFEREZ (Maniatis ve ark., 1982)

TAEX50 (100 ml)

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

Cozelti 100 ml d2H20’ya tamamlanip otoklavlanmis ve oda sicakliginda saklanmugtir.

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

Bromophenol blue 15 mi
Glycerol 18 ¢
TAEX50 6 ml

Hazirlanan ortam -20 °C’de saklanmuistir.

%1 Agaroz Jel Elektroferezi

1 g Agaroz, 100 ml 1XTAE tamponu igerisinde mikrodalga firinda eritilmis ve yaklasik
40°C sicakliga geldikten sonra igerisine 5 pl niikleik asit boyama soliisyonu (RedSafe™-
INtRON) eklenmis ve taraklart yerlestirilmis jel tepsisine dokiilerek agarozun katilagmasi
icin 30 dk bekletilmistir. Ardindan 0,5XTAE ortami igeren elektroferez tankina

yerlestirilmistir.
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EK-3

ELISA Testinde Kullamlan Tampon Cézeltiler ve icerikleri (1000 ml)

Kaplama Tamponu (Coating Buffer)
pH: 9.6

Fosfat-Tuz Tamponu (PBS Buffer)
pH: 7.4

Yikama Tamponu (PBST Buffer)
pH:7.4

Ornek Tamponu (Extraction Buffer )
pH: 7.4

Konjuget Tamponu (Conjugate Buffer)
pH : 7.4

Substrat Tamponu (Substrat Buffer)
pH: 9,8

90

Na2CO3 1.59¢
NaHCO3 293¢
NaNs 0.20¢g
NaCl 8.00¢g
KH2PO, 2909
Na;HPO4 X 12 H,O 0.20 ¢
KCL 0.20¢g
NaN3 0.20¢
PBS Buffer 999.50 ml
Tween 20 0.50ml
PBST 1000,0 ml

Polyvinypyrolidone 20,00 g
(MV =40000 K =40)

PBST
Polyvinypyrolidone
(MV =40000 K =40)

1000,0 ml
20,00 g

Ovalbumin 2,00 ¢
NaN3 0.20¢g
Diethanolamin 97.00 ml
NaN3 0.20¢
Destile su 1000,0 ml
oluncaya
kadar.



