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Bugday birgok bolgede insanoglunun temel besin kaynagidir. Son birkag
yilda iilkemiz bugdaylarinda, 6zellikle Trakya Bolgesinde Arpa sari ciicelik virtis
(Barley Yellow Dwarf Virus, BYDV) hastalig1 ciddi epidemiler yapmis ve énemli
oranlarda iiriin kaybina neden olmustur. Adana’da 2018 {iretim yilinda yiiriitiilen bu
calismada bugday tarimi yapilan ilgelerde BYDV hastalik etmeninin durumunu
saptamak amaciyla survey ¢alismalar1 yapilmustir.

Yapilan survey ¢alismalarinda, toplanan 6rnekler antiserumu mevcut olan,
bugdaygillerde zararli viriislere karsi, DAS-ELISA ve tim &rnekler molekiiler
yontemlerden Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR; Polymerase Chain Reaction,
PCR) ile testlenmistir. Calismada biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemler
sonucunda toplanan 6rneklerde 16 BYDV-PAV ve 12 BYDV-MAYV ve 4 ornekte
karigik enfeksiyon, bugday (Triticum aestivum L.), arpa (Hordeum vulgare L.), yulaf
(Avena sativa L.) ve kanyas yabanci otlarinda (Sorghum halepense) saptanmistir.
Calismada 6rneklere ait PZR iirlinlerinin DNA dizileri elde edilmis, DNA dizilerine
dayal1 olarak yapilan filogenetik analizler sonucunda, Tiirkiye’de saptanan BYDV
hastalik etmeninin BYDV-PAV ve BYDV-MAYV hastalilar1 diinyada bulunan diger
wrklar ile akrabalik dereceleri de ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: RT-PCR, ELISA, BYDV-PAV, BYDV-MAV
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Wheat is the main source of human food in many regions. Over the past few
years, Barley Yellow Dwarf Virus (Barley Yellow Dwarf Virus, BYDV) has caused
serious epidemics in wheat in our country, especially in the Thrace region, and has
led to significant production losses. In this study, which was conducted in Adana in
production year 2018, survey studies were conducted to determine the status of the
BYDYV disease agent in wheat-growing areas. In review studies, collected samples
were tested by DAS-ELISA and all samples by molecular polymerase chain reaction
(PCR; polymerase chain reaction verified by PCR) methods. In samples taken as a
result of biological, serological and molecular methods, strains BYDV-PAV 16 of
and BYDV-MAV 12 of the mix enfections 4 pathogen were found in wheat
(Triticum aestivum L.), barley (Hordeum vulgare L.), oats (Avena sativa L.) and
Sorghum halepense. DNA sequences of PCR products were obtained and
phylogenetic analyz based on DNA sequences was carried out. The degree of
relatedness of the PAV and MAYV strains of the BYDV disease agent found in Turkey
was compared with other suchs found in the world.

Keywords: RT-PCR, ELISA, BYDV-PAV, BYDV-MAV
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GENISLETILMIS OZET

Bugday bir¢ok bolgede insanoglunun temel besin kaynagidir. Ulkemizde de
bugday yetistiriciligi son derece 6nemli olup yillik ortalama 22 milyon ton iiretim ile
diinya iiretiminde % 4 gibi bir paya sahiptir. Bugday insan beslenmesinde, dogrudan
ve dolayli olarak yer almakta, sanayi icin iyi bir girdi ve en onemlisi de ekmegin
ham maddesi olmasi nedeniyle son derece énemli ve stratejik bir tiriindiir.

Bugdayin, diger bitkisel iriinlerde oldugu gibi yetistirilmesinden
tilketilinceye kadar olan asamalarinda verimini ve kalitesini olumsuz etkileyen
bircok biyotik ve abiyotik etmen s6z konusudur. Biyotik olarak zarar veren bocekler,
yabanci otlar ve fungus ile bakteriyel hastaliklar disinda viriis hastaliklar1 da diger
bitkilerde oldugu gibi bugday yetistiriciliginde degisen oranlarda dneme sahiptir.
Son birkag¢ yilda iilkemizde, 6zellikle Trakya Bolgesi’nde Arpa sari ciicelik viriis
(Barley Yellow Dwarf Virus, BYDV) hastaligi ciddi epidemiler yapmis ve énemli
oranlarda iiriin kaybina neden olmustur.

Cukurova Bolgesi yiizyillardan beri bugday yetistiriciliginin yapildig1
onemli bir bolgedir. Diger bitkilerde oldugu gibi birgok viral hastalik degisen
oranlarda iirlinde verim ve kaliteye etki etmekte ve bolgemizde bugdaylarda zararl
viriis hastaliklarinin mevcut durumu yeterince bilinmemektedir. Bugdaylarda en
O6nemli zarar olusturan viral etmen BYDV olup iilkemizde Trakya Bolgesi’nde
oldugu gibi baz1 bolgelerde epidemiler yaparak verimi biiyliik oranda olumsuz
etkilemistir. Cukurova Bdolgesi’nde 20 y1l 6nce BYDYV ile ilgili yapilmis bir ¢alisma
olmasina ragmen; degisen iklim kosullari, hastaligi tastyan vektor popiilasyonlarinin
muhtemel degisiklikleri, gelisen tarim teknolojileri, vektorler ile miicadele
yontemlerindeki gelismeler ve en 6nemlisi yetistirilen bugday cesitlerinde degisme
ve gelismeler topluca goz 6niine alindiginda BYDV ’nin bolgemizde bugdaygillerde
su anki mevcut durumu bilinmemektedir. Son donemlerde meydana gelen
epidemiler de dikkate almdiginda konunun &nemi artrmstir. Ulkemizin bugday
yetistiriciliginde dnemli paya sahip olan Cukurova Bélgesi’nde BYDV nin durumu,
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etmenin serolojik ve molekiiler olarak tanisi ve buna bagli olarak karakterizasyonun
yapilmasi ¢aligmanin esas amacini olusturmustur.

“Cukurova Bolgesi’nde Bugday Yetistirilen Alanlarda Arpa Sar1 Ciicelik
Viriisiiniin (Barley Yellow Dwarf Virus, BYDV) Belirlenmesi ve Karakterizasyonu”
konulu proje, Adana ili ve ilgelerinde bugday iiretimi yapilan alanlarinda dncelikle
survey calismalar1 ile belirtilere bagli olarak BYDV ile bulasik oldugundan
stiphelenilen ya da viriis benzeri belirtiler gosteren bitkiler ile bugday tarlalari
kenarinda inokulum kaynagi olma potansiyeli olan, 6zellikle dar yaprakli yabanci
otlardan ornekler alinmistir. Alinan bu siipheli 6rnekler oncelikle ELISA testi ile
serolojik olarak mevcut kitler kullanilarak ve molekiiler testlerle viriisiin varligi
saptanmis, buna bagl olarak etmenin muhtemel yayginligi, irklar1 ve molekiiler
karakterizasyonu yapilarak BVYDV’nin diger iilke ve bolgelerdeki irklari ile
akrabalik iligkileri ortaya konulmaya calisilmustir.

Sonug olarak Cukurova bolgesinde 226 adet bugday (Triticum aestivum L.),
70 adet arpa (Hordeum vulgare L.), 38 adet yulaf (Avena sativa L.) ve 18 adet kanyas
(Sorghum halepense) olmak lizere viriis benzeri siipheki belirtiler gosteren 351 farkli
yaprak Ornegi toplanmigtir. Ova kesiminden toplanan 6rnekler i¢in yapilan DAS-
ELISA testlerinde pozitif bir sonu¢ bulunmazken yiiksek bdlgelerden alinan
orneklerden 6 6rnekte BYDV-MAV, 8 ornekte de BYDV-PAV 1wrkinin varlig
saptanmistir.

RT-PCR testlemelerinde (BYDV -PAV) ve (BYDV -MAV) primer ¢iftleri
kullanilarak RNA-1 geni tizerinde 641 bg’lik bolge ve 660 be’lik bolge cogaltilmisg
ve sonug olarak 16 izolat 641 b¢’lik(BYDV-PAYV) ve 13 izolat 660 bg(BYDV-MAYV)
DNA bandi gézlenmistir. Buna gore bugdaylardan alinan 6rneklerde hastalik orani
%4,42 BYDV-PAV, %3,09 oraninda BYDV-MAYV ve BYDV-PAV+MAYV Kkarisik
enfeksiyon oranm1 %0,88 olarak saptanmistir. Arpada, %2,86 BYDV-PAV ve %1,43
oraninda BYDV-MAYV etmeni belirlenirken yabani yulafta, %7,89 oraninda BYDV-
PAV, %13,16 oraninda BYDV-MAV ve %5,26 oraninda BYDV-PAV+BYDV-
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MAV kansik enfeksiyonu saptanmustir. Kanyasta ise 95,55 oraninda sadece

BYDV-PAV’1n varlig1 belirlenmistir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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BMV

C

°C

cDNA

CP
CYDV-RPS
CYDV-RPV
DAS-ELISA
dATP

DNA
DNase

: Adenin

: Amino asit

: Base pair

: Brome mosaic bromovirus

: Barley/Cereal yellow dwarf virus
: Barley mild mosaic virus

: Barley yellow mosaic virus

: Barley stripe mosaic hordeivirus
: Barley yellow dwarf

: Barley yelllow dwarf luteoviruses

Barley yellow dwarf virus-GAV

: Barley yellow dwarf virus-GPV

Barley yellow dwarf virus-MAV

: Barley yellow dwarf virus-PAV

Barley yellow dwarf virus-RMV
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: Barley yellow streak mosaic virus

: Brom mosaic bromovirus
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: Coat protein (Kilif protein)

: Cereal yellow dwarf virus-RPS

: Cereal yellow dwarf polerovirus-RPV
: Double Antibody Sandwich —ELISA

: Deoksiadenozintrifosfat
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dNTP : Deoksintklotidtrifosfat

EDTA : Ethylenediaminotetraaceticacid
ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EtOH : Etanol

FAO : Diinya Tarim Orgiitii

HCI : Hidroklorik Asit

KH2PO4 : Potasyum di Hidrojen Siilfat
MDMV : Maize dwarf mosaic virus

ME : Mercaptoethanol

MgCl12 : Magnezyum kloriir

MMV : Maize mosaic virus

MSpV : Maize stripe virus

Nal : Sodyum iyodiir

NaOAc : Sodyum asetat

Nt : Nikleotid

OGSV : Oat golden stripe virus

OMV : Oat mosaic virus

ONMV : Oat necrotic mottle viriis

PCR : Polymerase chain reaction
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RT : Reverse Trancriptase

SBCMV : Soil-borne cereal mosaic virus
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SDS : Sodyum Dodesil Siilfat
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1. GIRIS Nurullah CETIZ

1. GIRIS

Bugday (Triticum spp. L.) bugdaygiller ailesine ait bir serin iklim bitkisidir.
Bugdayin anavataninin Giiney Dogu Anadolu bolgesi oldugu bilinmektedir ( Yavuz,
2010).

Poaceae familyasi, yulaf, arpa, bugday, piring, misir, ¢eltik ve ¢avdarin da
bulundugu yaklasik olarak 400 cins ve 4500 tiirii i¢inde barindirmaktadir. Bu tiirlerin
arasinda ozellikle bugday insan hem de hayvan beslenmesine kullanilmasi, iklim ve
toprak kosullarinda kolaylikla yetisebilmesi nedeni ile diinyanin birgok bdlgesinde
tarimi yapilan tek yillik, dar yaprakli bir bitki olup taksonomisi agagidaki sekildedir
(Kiin,1996; ilbag1, 2003).

Alem : Plantae

Sube : Magnoliophyta
Smif : Liliopsida
Takim : Poales
Familya: Poaceae

Cins  : Triticum L.

Bugdayin insan ve hayvan beslenmesinde temel besin kaynaklarinin
hammaddesi olmast ve iiriin olarak depolanmasinin kolay olmasindan dolay:
oldukga onemli bir bitki grubudur. Bugdaydan elde edilen un, makarna, bulgur ve
nisasta insan beslenmesinde; yetistirilen bugday bitkilerinin saplar1 ise kepek ve
saman olarak hayvan beslenmesi yaninda kagit-karton sanayiinde de ham madde
olarak da kullanilmaktadir (Kizilaslan, 2004; Siizer 2008).

FAO (2018) verilerine gore diinyada yaklasik 128 {ilkede bugday iiretimi
yapilmakta ve 2018 verilerine gore yillik ortalama 734 milyon ton bugday liretimi
gerceklesmektedir. Diinya bugday iiretiminde, Cin 131,4 miyon ton ile ilk sirada yer
alirken Tiirkiye diinya bugday iiretiminde 11. sirada yer almakta ve yine 2018 yil1
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1. GIRIS Nurullah CETIZ

verilerine gore 20 milyon ton bugday liretimi ile dnemli bir paya sahip oldugu

goriilmektedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Diinya’da yillara gore iilkelerin bugday iiretimi (FAO, 2018)
SIRA | ULKE 2014 2015 2016 2017 2018

1 CIN 1262 |132,6 |133,3 | 1343 | 1314
2 HINDISTAN 95,5 86,5 92,2 98,5 99,7
3 RUSYA 59,7 61,8 73,3 86,0 72,1
4 ABD 55,1 55,8 62,8 47,3 51,3
5 FRANSA 38,9 42,7 29,3 38,7 35,8
6 KANADA 29,4 27,6 32,1 29,9 31,8
7 ALMANYA 27,8 26,5 24,5 24,5 20,3
8 PAKISTAN 26,0 25,0 25,6 26,7 25,1
9 AUSTRALIA 25,3 23,7 22,3 31,8 20,9
10 UKRANYA 24,1 26,5 26,1 26,2 24,6
11 TURKIYE 19,0 22,6 20,6 21,5 20,0
DIGER 201,7 |210,3 |2062 |[208,0 [201,0

TOPLAM

Bir diger degerlendirmede ekim alanlari olarak yine Cin ilk sirada yer alirken

iretimde 11. sirada yer alan iilkemiz ekim alanlar1 agisindan da 8. sirada yer
almaktadir (Tablo 1.2).

Artan niifus, ¢arpik kentlesme sonucunda diger ekim alanlarinda oldugu gibi
tiim diinyada bugday ekim alanlarinda da biitiin iilkelerde son bes yilda bir azalma
goriilmektedir. Hindistan yaklasik otuz milyon hektar ile ilk sirada yer alirken
Tiirkiye yaklasik yedi buguk milyon hektar alan ile diinya bugday ekim alaninda 8.
sirada yer almaktadir.

Bugday ekim alani ile iilkemizin yarisindan az olan Almanya dekardan 800
kg/da civarinda bugday verimi alarak diinyada 6nemli bugday ekimi yapan tilkeler
arasinda en yliksek verim oranina sahip iken Tiirkiye’ de ise dekardan yaklasik
ortalama 275 kg/da verim elde edilmektedir (FAO, 2018).

2
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Cizelge 1.2. Diinya’da yillara gore lilkelerin bugday ekim alanm1 (Milyon Hektar)
SIRA ULKE 2014 2015 2016 2017 2018

1 HINDISTAN 30,5 31,5 30,4 30,8 29,6
2 CIN 24,7 24.6 24,7 24,5 242
3 RUSYA 23,9 25,9 27,3 27,5 26,4
4 ABD 18,8 19,1 17,8 152 16,0
5 AUSTRALIA 12,6 12,4 11,3 12,2 10,9
6 KANADA 9,6 9,6 9,0 9,0 9,9
7 PAKISTAN 9,2 9,2 9,2 8,9 8.8
8 TURKIYE 7.8 7.8 7,6 7,6 7.3
9 UKRANYA 6,0 6,8 6,2 6,4 6,6
10 FRANSA 5.3 5,5 55 53 52
11 ALMANYA 32 33 32 2,2 3,0
DIGER 68,1 67,7 66,8 68,8 66,3
TOPLAM 219,7 2234 2190 2184 2142

FAO, 2018 verilenlerine gore Tiirkiye’de kisi basina diisecek olmasi
gereken, yani bugdaya olan arz-talebe bakildiginda 25,3 milyon ton iiretim olmasi
gerektigi acikca ifade edilmektedir. Bugday ekim alanlarimizin azalmasinin 6niine
gecilebilmesi zor olan bu donemde birim alandan yiiksek verim esas hedef haline
gelmistir.

Direngli hastaliklarin olugsmasi ayni zamanda da ¢evre sartlarinin degismesi
birim alandan alinan verimi etkileyen en 6nemli sebepler arasindadir. Tiim iiriinlerde
oldugu gibi bugday yetistiriciliginde de hasat oncesi, sonrasi, biyotik ve abiyotik
birgok faktdr {irlin kayiplarina neden olmaktadir. Biotik olanlardan zarar veren
bocek, akar ve nematodlar disinda hastalik etmeni olarak fungus, bakteri ve viriisler
diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi degisen oranlarda ve 6nemde bugdaygil
iiriinlerinde verim ve kalite kaybina neden olmaktadirlar (Bockus vd 2010, Gider

2018).
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Cizelge 1.3. Diinya’da yillara gore tilkelerin bugday ekim alaniin alman verim

(FAO. 2018)
SIRA | ULKE 2014 2015 2016 2017 2018
1 ALMANYA | 862 808 764 764 667
2 FRANSA 735 780 528 725 634
3 CIN 524 539 539 548 541
4 UKRANYA | 401 387 420 410 372
5 HINDISTAN | 314 275 303 319 337
6 KANADA | 308 289 358 333 321
7 ABD 293 292 354 311 311
8 PAKISTAN | 282 272 277 297 285
9 TURKIYE | 242 288 270 280 274
10 RUSYA 249 238 268 312 272
11 AUSTRALIA | 200 191 197 261 191

Bugdaylarda zarar yapan bir¢ok hastalik mevcut olup degisik yayinlarda
degisik rakamlar verilmektedir. Ornegin Murray ve ark., (2020) 104 farkli fungusun
neden oldugu 49 fungal hastalik ve 9 bakteriyel hastaliktan s6z ederken 46 farkli
viriis hastaliginin da varligini bildirmektedirler. Bunun yaninda bir bagka listelemede
ise 95 farkli hastalik etmenin neden oldugu 50 fungal hastalik, 7 bakteriyel ve 38
viral hastalik oldugundan s6z edilmektedir (Anonymous, 2020). Bir bagka yayinda
da Brunt ve ark., (1996) bugday iiretim alanlarinda saptanmis az veya ¢ok onemli
olmak tizere 55 viriis hastali etmeninin varligini rapor etmislerdir. Bunlarin yaninda
iki fitoplasma hastaliginin varligi da bildirilmektedir. Goriildiigii gibi bugdayi
etkileyen hastaliklar arasinda viriis hastaliklarinin 6nemli bir yeri olup, ¢ok sayida
viriisiin dogal konukgusu oldugu bilinmektedir. Bugdaylarda zararli bazi 6nemli
viriisler Cizelge 1.4’ te verilmistir.

Tirkiye’de de bugday iiretimini etkileyen fungal etmen ve zararlilarla

miicadele konusunda kimyasal miicadele yaygin kullanilir ve sonuglar etkili
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olurken, en Onemli hastalik etmenlerinden viriislerle heniiz kimyasal bir
miicadelenin s6z konusu olmamasi bu etmen grubunu diger iiriinlerde oldugu gibi
bugday yetistiriciliginde de daha 6nemli hale getirmektedir. Viriislerin kontroliinde
dayaniklilik caligmalar: biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Bugday viriislerinin dogru
ve giivenilir bir sekilde tanilanmasi, hastalik mekanizmasinin bilinmesi, molekiiler
genom Ozelliklerinin ortaya konmasi durumunda dayaniklik ¢aligmalar1 yapilabilir.
Viriis ve vektorlerine karst etkili ve ekonomik bir miicadele yapilabilmesi i¢in ise
bugday viriisleri ve vektorlerinin ve bunlarin epidemiyolojilerinin de iyi bilinmesi

gerekmektedir.

Cizelge 1.4. Bugdaygil familyas1 bitkilerinde goriillen 6nemli viriis hastaliklar
(Fauquet ve Mayo, 1999)
Viriis Simge Familya Cins

Barley yellow dwarf virus-PAV | BYDV-PAV Luteoviridae Luteovirus

Barley yellow dwarf viriis-sMAV | BYDV-MAV | Luteoviridae Luteovirus

Soil-borne wheat mosaic virus SBWMV Virgaviridae Furovirus

Cereal yellow dwarf virus-RPV | CYDV-RPV Luteoviridae Polerovirus

Wheat streak mosaic virus WSMV Potyviridae Tritimovirus
Wheat dwarf virus WDV Geminiviridae | Mastrevirus
Wheat spindle streak virus WSSMV Potyviridae Bymovirus
Barley yellow striate mosaic vir | BYSMV Rhabdoviridae | Cytorhabdovirus

Bugdaylarda enfeksiyona neden olan viral hastalik etmenleri, bitkilerin
yapraklarinda serit halinde ¢izgi mozigi, beneklenme, sararma veya kirmizimsi-mor
renk gelisimi gibi belirtilerinin yani sira ciicelik, nekroz, rozetlesme ve kizariklik
belirtilerine de neden olmaktadir. Ozellikle yaprak renginde degisiklige neden olan
bazi belirtiler beslenme ve abiyotik etmenlerin olusturdugu belirtiler ile

karistirlabilmektedir. Ayrica, ayn bitkide enfeksiyona neden olan birgok viriisiin
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birlikte, yani karisik enfeksiyonlar seklinde bulunma durumuna da siklikla
rastlanmaktadir (Irwin ve Thresh, 1990)

Son yillarda iilkemizde, 6zellikle Trakya Bolgesinde Arpa sar1 ciicelik viriis
(Barley Yellow Dwarf Virus, BYDV) hastaligi ciddi epidemiler yapmis ve énemli
oranlarda iiriin kayiplarina neden olmustur. Bolgemizde degisen iklim kosullari,
hastalig1 tasiyan vektor popiilasyonlarinin muhtemel degisiklikleri, gelisen tarim
teknolojileri, vektorle miicadele yontemlerindeki gelismeler ve en Onemlisi
yetistirilen bugday ¢esitlerinde degisme ve gelismeler topluca goz 6niine alindiginda
BYDV’nin bdlgemizdeki mevcut durumu son yillar itibari ile bilinmemektedir. Son
donemlerde meydana gelen epidemiler de dikkate alindiginda bugdaylarda viriis
hastaliklarmin, o6zellikle de BYDV’nin &nemi artmustir. Ulkemiz bugday
yetistiricilig§inde 6nemli paya sahip olan Cukurova Bolgesi’nde bugdaylarda mevcut
virislerin ve 0Ozellikle BYDV’nin mevcut durumunun belirlenmesi, etmenin
biyolojik, serolojik ve molekiiler olarak tanisinin ve buna baglh olarak
karakterizasyonunun ve ayrica belirlenen viriis irklarinin filogenetik analizinin

yapilmasi bu ¢aligmanin amacini olusturmustur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bugday {iretim alanlarinda bugiine kadar farkli bugdaygil tiirlerinde
saptanmis az veya ¢cok Onemli olmak {lizere Wiese (1987) 30 civarinda viriisiin
bugday1 dogal olarak enfekte ettigini bildirirken Brunt ve ark., (1996) tarafindan 55
viriisiin varligi rapor edilmistir. Bugdaygillerde saptanan bu viriisler iginde en
yaygin olarak goriilen virilis hastaliklari, Arpa sar ciicelik virlisii (Barley yellow
dwarf viriis, BYDV), Toprak kokenli mozaik viriisii (Soilborne wheat mosaic viriisii,
SWMV) ve Bugday sart mozaik virlis (Wheat yellow mosaic viriisi,
WYMV)’leridir. Bunlarin disinda Cereal yellow dwarf virus (CYDV-RPV), Brome
mosaic virus (BMV), Wheat dwarf virus (WDV), Barley stripe mosaic virus
(BSMV) ve Wheat streak mosaic virus (WSMV)’leri de sik goriilen viriisler arasinda
yer almaktadir (Hofmann ve Kolb, 1998; Duveiller ve ark., 2007; Gaunce ve Bockus,
2015).

Bugdaygil familyas1 bitkilerinde goriillen Onemli viriis hastaliklarini
Ozetleyen Fauquet ve Mayo (1999), zararl viriisleri familya ve cinsleri ile sirastyla
Luteoviridae familyas1 Luteovirus cinsi i¢inde Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-
PAV) ve BYDV-MAV); Polerovirus cinsinden Cereal yellow dwarf virus-RPV (CYDV-
RPV) ve diger familya ve cinslerden Soil-borne wheat mosaic virus (SBWMYV, Virgaviridae,
Furovirus); Wheat streak mosaic virus (WSMYV, Potyviridae, Tritimovirus); Wheat dwarf
virus (WDV, Geminiviridae, Mastrevirus); Wheat spindle streak virus (WSSMYV,
Potyviridae, Bymovirus) ve Barley yellow striate mosaic virus (BYSMV, Rhabdoviridae,
Cytorhabdovirus) oldugunu bildirmislerdir.

BYDV’nin olusturdugu verim kayiplari, infeksiyon zamani, ¢evre kosullar
ve vektdr boceklerinin popiilasyon skalasina gore degismektedir. Enfeksiyon
belirtileri olarak, kok biiylimesinde ve kardeslenmede azalma, bodurluk, yapraklarda
renk degisikligi ve goriilse de viriis infeksiyonlarinin verimde ciddi kayiplara yol
actig1 bir¢ok arastirici tarafindan da ifade edilmistir (Pike, 1950; Banks ve ark,
1995).
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BYDV nin yaptig1 ekonomik kayiplar, molekiiler tekniklerin yetersizligi ve
diger biyotik ve abiyotik faktorlerin etkilerine benzeyen simptomlart nedeniyle
hastalig1 tanimadaki faktorlerin azalmasindan kaynaklanmistir. Bu da yillarca bitki
besin eksikligi sanilip bilingsizce giibre kullanimini da beraberinde getirmistir. Bu
durum iizerine yogunlasan bazi arastiricilar, 6rnegin Oswald ve Houston (1951)
BYDV’yi ilk olarak ABD'nin Kaliforniya eyaletinde tahillar {izerinde yapilan bir
calismada yeni bir viriis olarak rapor etmislerdir.

BYDV’nin tahillarda kuru agirligi ve yaprak ayasi alaninin azalmasina
neden oldugu, ayrica transpirasyonu azalttigi Erion ve Riedel (2012) tarafindan
bildirilmistir. BYDV nin, bugdaylarda bitki yiiksekligini %45,9 oraninda azalttigi,
dane agirligy/bitki oraninin % 89,2 ve dane agirligi/basak oraninin da ise % 85,9
oraninda azalmasina neden oldugu rapor edilmistir (Szunics 1984).

Cunfer ve ark. (1988) WSSMV'nin tahil gurubundan olan bugday
yetistiriciligi yapilan alanlarda 6nemli verim ve kalite kayiplarina neden oldugunu
ifade etmigler, Lemmetty ve Huusela-Veistola (2005) ise Bugday ciicelik viriisii
(WDV)’ niin, bitkilerde bodurlasmaya, sararma, saglikli olmayan veya hig
olugsmamig bagaklanma gosteren bitkilerin olugsmasina neden oldugunu ve verim
kaybinin yaklagsik olarak %20-40 arasinda oldugunu, zaman zaman ise %100 ‘lere
kadar ulastigini rapor etmislerdir.

Litvanya’da 2000-2002 yillar1 arasinda g¢ayir yem bitkileri ve yazlik
tahillarda BYDV ve CYDV etmenlerinin varligi arastirilmis, ¢alisma boyunca
toplanan 1479 cayir ve yem bitkisi, 743 yazlik arpa, 367 yazlik yulaf olmak {izere
toplam 2589 yaprak &rnegi TAS-ELISA yontemi ile testlenmistir. Test sonuglarina
gore BYDV’nin PAV ve MAV 1rklari, CYDV’nin ise RPV ki saptanmigtir.
Toplanan siipheli bugdaygil 6rneklerinin % 9-15 BYDV, cayir ve yem bitkilerinin
ise BYDV ve CYDV oranimnin % 2-19 araliginda oldugu belirlenmistir (Bisnieks ve
ark., 2004).

Thackray ve ark., (2005) Avustralya’nin Giiney Batisinda yetistirilen

bugdaylarda ii¢ farkli tahil parselinde BY DV nin verim iizerinde rolii ve vektorlerin
8
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hastalik {izerindeki etkisini arastirmak icin yiiriittiikleri c¢alisma sonucunda
BYDV’nin RMV 1rki ile CYDV’nin goriilme oranim diisiik olarak saptarlarken,
BYDV’nin PAV wrkinin ise daha yaygin goriildiiglinii rapor etmislerdir. Caligma
yiiriittiikleri deneme parsellerinde diger bazi sonuglar gézden gegirildiginde, BYDV-
PAYV 1rkinin goriilme sikliginin % 1°lik artis1 durumunda verim kaybinin hektara 55-
72 kg arasinda diisiis gosterdigi belirlenmis ve bu sonuglarin Avustralya’nin Giiney
Batisinda Akdeniz iklim kosullarinda yetistiriciligi yapilan bugdaylardaki gibi
verimi onemli 6l¢iide azalttigini rapor etmislerdir. Thackray ve ark. (2005) ayrica
yaprak bitlerinin erken dénemde bulastig1 bugdaylarda kis donemi boyunca aktif
kalmalarinin da 6nemli oldugunu bildirmislerdir.

Edwards ve ark. (2001) ABD'nin Kuzey Dakota eyaletinde yaptiklari bir
arastirmada, BYDV-PAYV izolatin1 ii¢ farkli arpa ¢esidine erken dénemde inokule
ederek verim ve malt kalitelerini kontrol etmisler, sonug olarak BYDV-PAYV izolati
ile enfekte olan arpanin genel veriminde % 32-38 oraninda diisme, bir yil sonraki
tekerriirde ise % 8-20 oraninda azalma oldugu, ayni ¢alismada genel olarak bin dane
agirliginin %13-15, dane hacminin de % 5-17 oraninda azaldigi rapor edilmistir. Bu
arastirma ile BYDV-PAV'nin arpa bitkisinde ciddi verim kaybi ve dane kalitesi
iizerinde 6nemli derecede zarar yaptig1 saptanmstir.

BYDV’nin kiglik sert bugday ¢esitlerinde basak sayis1 ve her bir basaktaki
dane sayisi ile dane agirliginda ve sonug olarak 6nemli oranlarda verimde azalmaya,
neden oldugu saptanmustir. Ayrica dzellikle sonbahar enfeksiyonlarinin daha fazla
verim kaybina neden oldugu, tiim ¢esitlerde hastalikli bitki 6rneklerinin hektolitre
ve bin dane agirliklariin azaldigi rapor edilmistir (Fitzgerald ve Stoner, 1967).

Jensen ve ark. (1971) BYDV hastaliginin 10 farkli yazlik bugday
¢esidindeki durumlarinin  karsilastirllmasinda, ¢esitlerin  tarimsal ~ 6zellikler
bakiminda degiskenlik gosterdigi ve bu Ozellikler bakimindan BYDV’nin
karakteristik 6zellikleri agisindan bazi etkilerinin bulundugu bildirilmistir. BYDV
ile enfekteli bitkilerin verim agisindan saglikli bir bitkiye gore % 50 veya % 75

oraninda kayba neden oldugu belirlenmistir. Saglikli bitkilerde herhangi bir
9
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fizyolojik belirti bulunmaz iken, hastalikl bitkilerde yapraklarda klorozlar meydana
geldigi saptanmigtir.

Arpa san ciicelik virlisleri, kiiresel acgidan Onemli viriis hastalik
guruplarindan birini olusturmaktadir. Tahil iiretim alanlarinda hemen hemen
tamaminda etkin bir epidemi olusturma potansiyeline sahip olan BYDV, bugdayda
% 80’ne varan verim kayiplarina neden oldugu ve ekonomik olarak son derece
onemli bir hastalik olarak dikkate alindig1 bildirilmistir (ilbag1, 2016).

BYDV irklan igerisinde viriis izolatlarinin viriilensligi ile konukgu arpa ve
bugday cesitleri arasindaki patojen-konukcu iligkilerine dayali olarak BYDV-
MAV’1n orta derecede, BYDV-PAV’in en saldirgan oldugu saptanmistir. Diger
irklarin ise viriislensligi az ve zayif irklar olarak belirlenmistir. Burnett ve Plump
(1998) BYDV 1rklarina kars1 ekim tarihi {izerinde baz1 degisiklikler yaparak hastalik
oranlarimin azalacagi, birim alandan daha yiiksek dane verimi elde edilebilecegini
saptamislar. Dogru tarihlerde yapilacak cypermethrin etkili maddeli insektisitlerle
vektorlere karsi ilaglama yapmanin ekim tarihi ile birlikte kombine edilerek, BYDV-
PAV ve BYDV-MAYV Kkarsi basari ile miicadele edilebilecegini bildirmiglerdir.

Parizoto ve ark. (2013), Brezilya’da BYDV'nin PAV, MAV ve CYDV-RPV
viriislerinin mevsimsel yayilimini ortaya koymak i¢in yapmis olduklar1 ¢alismada
BYDV-PAV'm kis aylarinda yulaf ve bugdayda, yaz aylarinda ise musir bitkisinde
en yogun ve etkin oldugunu tespit etmislerdir.

Nancarrow ve ark. (2014) BYDV-PAV 1rkinin bugday bitkisinde yiiksek
sicaklik, diisiik sicaklik ve mevsim normalindeki sicaklikla alakali yogunluk
incelemesi ile ilgili yaptiklar1 calismada, BYDV-PAV irkinin mevsim normalindeki
sicakliklarda ¢cok daha yogun oldugunu gézlemlemislerdir.

Porras ve ark. (2018) Bugdaylarda goriilen BYDV’nin PAV ve RMV
rklarini ve etmenin vektorii olan Rhopaloslphum padi ile R. maidis yaprak bitlerinin
dogurganliklart ve kolonilesmesini incelemisgler, ayrica viriisiin bulastigi bugday
bitkilerinde besin igerik analizlerini yapmuslar, sonugta esansiyel aminoasitlerin,

sterollerin ve karbonhidratlarin énemli artislar gosterdigini belirlemislerdir. Bu tiir
10
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besin artiglarinin, viriis ile bulasik bitkiler {izerindeki yaprak bitlerinin etkilesimlerin
ve dogurganliklarini kolaylastirdigini da saptamiglardir. Arastiricilarin elde ettikleri
sonuglar, bitkinin viriis wklarmin yaprak bitlerinin beslenme hizlarin1 ve
dogurganligini 6nemli 6l¢iide artirdigini, ayrica vektorleri icin uygun gelisme ortami
sagladigini rapor etmislerdir.

ABD’nin giiney eyaletlerinden Arkansas’da kislik ekilen bugday
yetistiricili§inde BYDV ile bulasikliligi saptamak amaci ile Mahmood ve ark.
(1993), enfekteli oldugu distiniilen bugday ve diger bugdaygil 6rneklerini toplayip
ELISA testi uygulamislar ve testler sonucunda alinan 6rneklerden % 97 BYDV-PAV
ve % 3 oraninda BYDV-RPV izolatlar ile bulasik oldugunu bulmuslardir. Kiiltiir
bitkileri digindaki diger bugdaygillerden olan yabani yulaf, cavdar ve ¢im tiirlerinden
alman 6rneklerde de BYDV nin varlig1 bu calismada saptanmus, ayrica 6zellikle ¢cim
tirlerinin BYDV-PAV izolatimin 6nemli yazlik konukgulart oldugu da aym
arastiricilar tarafindan bildirilmistir.

Kendall ve ark. (1996) Ingiltere'de yiiriittiikleri bir calismada mera ve ¢im
bitkilerinden topladiklari 14 6rnekte BYDV'nin RPV, PAV ve MAV irklarini ELISA
testi ile ortaya koymuslar, iki yil tekerriirlii siiren c¢aligmalarinda arastiricilar li¢
irkinda her iki yilda bulundugunu, RPV ve PAV irklarinin &zellikle Ingiltere’nin
giiney bolgelerinde daha yogun oldugunu rapor etmislerdir.

Delmiglio ve ark. (2010) Yeni Zelanda’nin giiney bolgesinde
gergeklestirdikleri ¢alismada, konukgusu olabilecek 15 dogal ve 3 egzotik ¢im
tiirlinde, ELISA testi ile BYDV-PAV ve BYDV-MAYV viriislerini arastirmislar,
BYDV-PAV’in konukgular1 olarak Dichelachne crinita ve Microlaena stipoides,
BYDV-MAYV viriisliniin konukgular1 olarak da Poa cita, Festuca novae-zelandiae,
Hierochloe redolens tiirlerini belirlemislerdir.

BYDV ile bulasik yulaf yapraklarindan elde edilen bitki ekstraktlarinin
tanilanmas1 i¢in Figueira ve ark. (1997) ELISA ve PCR yontemlerinin
duyarhliklarinin karsilastirmasini yapmislar ve elde edilen sonuglara gére PCR’m

daha duyarl1 ve bu cogaltim tekniginin saflastirilan virtislerin 0.1 pg gibi az bir
11
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oranda olan RNA’y1 belirleyebilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alismanin sonucundaki
bulgular BYDV-PAV’nin dogru teshisi icin PCR ydnteminin en uygun yontem
oldugu arastiricilar tarafindan bildirmistir.

Yiriitiilen bir dayaniklik ¢alismasinda, Koev ve ark. (1998) yulaf bitkisinde
BYDV-PAYV r1rkina karst RNA polimeraz enzimi {ireten geni transfer etmislerdir.
Daha sonra bu bitkilere BYDV-PAV patojeni inokule edilmis ve ayn1 zamanda da
transgenik olmayan yulaf bitkisine de kontrol olarak patojen inokule edilmistir.
Sonug olarak, BYDV ’ye kars1 gelistirilen transgenik yulaf bitkilerindeki T2 ve T3
genleri sayesinde hastalik belirtisi gosterse de bitkilerde bir zarar goriillmemis ancak
kontrol bitkilerinin ¢ogunlugunun infeksiyon sonucunda 6ldiigii goriilmiistiir. Bu
calisma ile dogal dayaniklik mekanizmasinin BYDV-PAV viriisiine kars1 yeterli
olmadig1 ortaya konulmustur.

BYDV ve CYDV etmenlerini birbirlerinden ayirt edebilen ve tanilama
islemini kolaylastiracak iki fragment veren multipleks RT-PCR yontemini gelistiren
Malmstrom ve ark. (2004) bu yontem ile yaklagik 830 bp uzunlugunda fragment
veren BYDV-MAV, BYDV-PAV ve BYDV-SGV viriisleri; yaklasik 372 bp
uzunlugunda fragment veren BYDV-RMV, CYDV-RPV, ve BYDV-GPV
viriislerinin saptanmasinda kullanilacagini bildirmiglerdir. Bu ¢alisma BYDV ve
CYDV viriislerinin tanisi yaninda bu etmenlerin ekolojik roliinii ve uzun déonemde
epidomolojilerini kontrol etme acisindan da 6rnek oldugu sdylenmektedir.

Misir’da yiiriitiilen bir ¢alismada, BY DV nin kilif protein geninin molekiiler
karakterizasyonu sonucu bes farkli irkin (PAV, RMV, RPV, MAYV ve SGV) varligi
bildirilmistir (Nagy ve ark., 2007). Ayni aragtiricilar ayrica BYDV-PAV 1rkinin
misir bitkisinde daha yaygin oldugunu rapor etmislerdir. BYDYV ile bulasik bugday
bitkilerinden ve yaprak bitlerinden tRNA elde edilmis, RT-PCR ¢alismalari i¢in
PAV ve RMV uklarma ait kilif proteinlerin ¢ogaltilmasi i¢in spesifik primerler
dizayn etmisler, RT-PCR sonucunda elde edilen PCR iiriinlerinden DNA dizi
analizleri yapilmis ve gen bankasinda karsilastirilmis, sonug olarak % 93 oraninda

benzerlik gosterdigini ortaya koymuslardir. Bunun yaninda PAV ve RMV 1rklar igin
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bugdaydaki viriis konsantrasyonu, yaprak bitlerinde ki viriis konsantrasyonun yarisi
kadar oldugu gérmiigler ve arastiricilar RT-PCR’1n klasik PCR y6ntemine gore 3 ila
5 kat daha duyarli oldugunu da rapor etmislerdir.

Tao ve ark. (2012) Cin'de yaptiklar1 ¢calismada bugday viriislerinin tespiti
icin multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (mRT-PCR) gelistirmis olup bu teknik
sayesinde BYDV'nin PAV, GPV ve GAV olan ii¢ irki, WYMV, WBD, BSMV ve
WDV gibi iiriinlerde biiylik zarara neden olan patojenleri ayni anda test eden
yontemi gelistirdiklerini bildirmistir.

Tiirkiye’de ilk kez Bati Anadolu Bolgesi’'nde tahillar ile ilgili yapilan bir
calismada Bremer ve Ark. (1975), yaprak bitleri ve tarafindan taginan ve enfeksiyon
olusturan bazi hastaliklar1 belirlemislerdir. infeksiyona neden olan ve R. Maidis, R.
padi, ve Sipha kurdjumovi (Mord.) yaprak biti tiirleri ile taginan ve yayilma gosteren
hastaligin BYDV oldugunu rapor etmislerdir.

Ulkemizde 1999 yilinda Trakya Bolgesinde kislik ekmeklik bugday
tarlalarinda ilk defa BYDV epidemisi gdzlenmis (ilbagi, 2003) ve bunun iizerine
calismalarina periyodik olarak devam eden arastirict gozlemlerinin sonucunda
hastaligin Trakya Bolgesi’nde epidemik boyutlara ulagtigini saptamistir. Daha sonra
aragtirict ve ekibi arastirmalarinda arpa, tritikale, makarnalik bugday, ekmeklik
bugday, yulaf, ve birgok yabanci ot tiiriinde hastaligin bulundugunu bildirmislerdir.
Sonug olarak BYDV-PAYV izolatinin Trakya Bolgesi’nde bugdaygillerde en 6nemli
viriis hastaligi oldugu ve verimde % 32-33 verim kaybi olusturdugu rapor edilmistir
(ilbagi ve ark., 2003).

Koklii, (2004) Tekirdag’da arpa sar1 ciice luteoviriislerinin (BYDV-MAYV ve
BYDV-PAV), tahil sar1 ciice poleroviriis (CYDV-RPV), arpa serit mozaik
hordeiviriis (BSMV), bugday ciice monogeminiviriisi (WDV) ve brom mozaik
bromoviriis (BMV)’lerini belirlemek amaciyla bir arastirma yapmistir. Calismada
26 bugday tarlasindan sararma, bodurluk veya ¢izgilenme-seritleme gibi belirtiler
gosteren 260 bugday 6rnegi toplamis, bu 6rnekler, poliklonal antiserum kullanilarak

ELISA yontemi ile altt viriisiin varligl igin testlenmistir. Serolojik caligmalar
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sonucunda Tiirkiye'de test edilen 6 virlisin Tekirdag'da bulundugu belirlenmis,
testlenen viriisler arasinda BYDV-MAV nin en yaygin viriis oldugu saptanmustir.
Sonuglar incelendiginde testlenen 260 bugday 6rneginin dagiliminda 6rneklerin %
25'inin BYDV-MAV ile bulasik oldugu BYDV-PAV % 22,3, WDV % 16,5, CYDV-
RPV % 8,5, BMV % 3,1 ve BSMV ise % 1,5’nin izledigi goriilmiis ve rapor
edilmistir.

Cukurova Bolgesi’nde Adana ve Hatay ile Tiirkiye’nin diger bolgelerinde
de BYDV’nin varlig1 artan 6nemi iizerine arastirma konusu olmaya baslamistir.
Nitekim Cukurova Bolgesinde sadece mevcut iki calisma yapilmistir. Bunlardan ilki
dane misir (Zea mays L.) iiretim alanlarinda BYDV hastaliginin arastirilmasi ve
saptanmast ile ilgilidir (Fidan ve Yilmaz, 2004).

Cukurova Bolgesi’nde aynit donemlerde yaptigi survey ve tani ¢alismalari
ile Bickict (2004) bugdaygillerde BYDV’nin varligi saptanmis ve bdlgede
yogunlugunu rapor edilmistir. Bolgede 2002-2004 yillar1 arasinda yiiriitiilen bu
calismada bugdaygillerde Arpa sar1 ciicelik viriisiiniin saptanmasi1 ve yayginlik
oraninin belirlenmesi amaglanmis ve Adana, Mersin, Kahramanmaras, Hatay ile
Osmaniye illerinde survey caligmalar1 yiiriitiilmiistiir. Caligmada 204 farkli
bugdaygil iiretim alanindan BYDV’nin varligi1 ve yayginligini belirlemek amaci
ile virlis benzeri belirtiler sergileyen ve bulasik oldugu siiphesi ile 378 adet bitki ve
ayrica bu bitkiler lizerinde bulunan 23 yaprak biti 6rnegi testlenmek iizere alinmistir.
Bu 6rneklerin dagilimi 275 adet bugday, 22 adet arpa ve 81 adet yabanci ot bitki
ornegi seklinde olup ELISA testleri sonucunda 275 bugday orneginin 34 tanesinde
BYDV saptanmistir. BYDYV ile bulasik bugday 6rneginin 28 tanesi BYDV-PAV, 6
tanesinin ise BYDV-MAYV ile bulasik oldugu belirlenmistir. Hastalikla bulasik
oldugu stiphesi ile toplanan 22 arpa drneginden ise sadece birinde BYDV-MAYV 1rki
belirlenmistir. Yabani yulaf, yabani arpa, kusyemi, tilki kuyrugu ve brom olarak
aliman yabanci otlardan toplam 81 Ornegin sadece birinde BYDV-MAV 1k

saptanmistir. BYDV etmenin vektorii olarak diisiiniilen 23 yaprak biti 6rneginin %
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30.4’nde (7 adet) BYDV-PAYV, % 13 iinde (3 adet) ise BYDV-MAYV irklar1 ELISA
yontemi ile saptanmistir (Bickici, 2004).

Ilbagi ve ark. (2006) Trakya bdlgesinde yaygin bulunan adi kamis
(Phragmites communis Trin.) yabanci otunun konukcu olabilecegi diisiiniilerek tahil
viriislerinin varlig1 i¢in arastirilmistir. Calismada toplanan 234 6rnegin tahil viriisleri
olan, BYDV-PAV, CYDV-RPV, MDMV ve Scker kamisi mozaik viriisii
(SCMV)’niin varligt DAS-ELISA ve PTA-ELISA yontemleri ile testlenmistir. Elde
edilen sonuglarda adi kamisin BYDV-PAV, MDMYV ve SCMV etmenleri ile bulasik
oldugu saptanmustir.

Pehlivan ve ark. (2016) bugday yaprakbiti olan Sitobion avena (F.)
(Hemiptera, Aphididae)’nin popiilasyon yogunlugu, bazi bugday c¢esit ve
genotiplerinde Adana ili Balcali yoresinde tarla kosullarinda aragtirmiglar ve
calismada 17 bugday ¢esit ve genotipi lizerinde parsel denemelerini (6m?) 3 tekrarl
olarak yiiriitmiiglerdir. Yaprak bitleri 6rneklemeleri esas olarak bugday bitki
basaklarindan yapilmigtir. Genel olarak yaprakbiti yogunlugunun g¢esit ve
genotiplerde nisan ay1 sonu veya mayis ayi ortalarinda arttigi, daha sonralari belirgin
olarak azaldig1 belirlenmistir. Cesitler bazinda ortalama yaprakbiti sayilar1 Tam/Gru
90/Kauz ‘S’, Buc/Prl/Weaver 12 Bow//Buc/Bul ve Pastor/Munia/Altar 84
genotiplerinde yliksek; Balatilla ¢esidi, Croc 1/Ae.squarrosa-1 ve 1/Ae squarrosa-2
genotiplerinde ise 6nemli diizeyde diisiik oldugu bulunmustur (P<0.05). En yiliksek
ortalama yaprak biti yogunlugu gegci bir genotip olan Tam/Gru 90/Kuaz ‘S’
iizerinde saptanmistir. S. avenae yogunluklari yoniinden belirgin farkliliklarin
goriildiigli genotiplerle ileri diizeyde ¢alismalar planlanarak, dayanakliligin genetik
mekanizmasinin arastirilmasinin da yararli olacagi rapor edilmistir.

Karadeniz B6lges’inin Samsun ilindeki bugday alanlarmda Erkan ve Kutluk
(2009) BYDV-PAV ve BYDV-MAYV etmenlerini DAS-ELISA yontemi kullanarak
bolgede varligini rapor etmislerdir. Yiriittiikleri calismada 2006 yilinda toplanan

154 6rnegin 5’inin BYDV-PAV, 3’liniin de BYDV-MAYV ile bulasik oldugunu
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saptamislardir. Ayrica orneklerin sadece 1 tanesinde ise BYDV-PAV+MAV ikili
karisik enfeksiyonu gozlendigini bildirmislerdir.

Trakya Bolgesindeki ekmeklik bugday (Triticum aestivum L1.) ekim
alanlarinda DAS-ELISA testi ile Hamamci (2012) tarafindan yiiriitilen bir
calismada toplanan 336 yaprak orneginde tahillarda zararli bircok bitki viriisiine
kars1 testlemelre yapmistir. Sonug olarak testlenen orneklerde % 80.17 oraninda
BYDV-PAV, % 4.83 oraninda WDV ve % 6.61 oraninda CYDV-RPV tiirleri
saptanmistir. Bu calismada BYDV-MAYV ve diger tiirlere toplanan &rneklerde
rastlanilmadigi bildirilmistir.

Dogu Anadolu Bolgesi bugday alanlarinda BYDV-MAV, BYDV-PAV,
BYDV-RMV, BYDV-SGV ve CYDV-RPV, Bugday ¢izgi mozaik viriis (WSMV)
ve Toprak kaynakli bugday mozaik viriislerini (SBWMYV) belirlemek amaci ile
yiiriitiilen bir ¢alismada 900 bugday 6rneginden 50 6rnegin BYDV-PAV (%5.5) ile
en yliksek oranda sonrasinda ise 44’niin BYDV-SGV (% 4.8) ise ikinci en yogun
hastalik olarak tespit edilmis, 8’inin ise WSMV (% 0.8) ile bulagik oldugu ve son
olarak 4’niin CYDV-RPV (% 0.4) ve belirlenmistir. (Usta ve ark., 2013).

Fidan ve ark. (2014) Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti tahil iiretim alanlarinda
ve Ozellikle arpalarda BYDV nin vektorleri ve yayilis durumlarini belirlemek amaci
ile Lefkosa, Girne, Gazi Magosa, Iskele ve Giizelyurt Bolgelerinde tarla tarmm
yapilan 72 tarladan BYDV etmenin belirtilerine benzer goriintiiler sergileyen toplam
256 6rnegi DAS-ELISA yontemi ile testlemisler ve BYDV-MAV, BYDV-PAV ile
CYDV-RPV’ nin varligim belirlemislerdir. Orneklerle beraber tarladan alan
yaprak bitleri (Rhpopalasiphum padi, Sitobion avenae) tiirlerinde RT-PCR ile PAV
ve MAV 1rklarn da saptanmistir. Sonug olarak, KKTC tahil alanlarinda, 6zellikle
arpalarda BYDV ve BYDV’nin vektorleri olan R. padi ve Macrosiphum (Sitobion)
avenae tiirleri belirlenmistir.

Capkan ve Paylan (2016) izmir ve Aydin illerindeki bugday iiretim
alanlarinda TUIK verileri ile orantili olarak, BYDV etmeni ile bulasik oldugu siiphe

edilen 214 bugday bitkisin DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri kullanarak etmenin
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varligini saptamiglardir. Sonug olarak toplanan 6rneklerin bulasiklik oran1 % 9.8
olarak belirlenmis ve bdlgede izolatlarin gen dizilimi Tiirkiye izolat1 ile % 100 ve %
99, Amerika, Fransa, Tunus ve Fas, izolatlar1 ile % 99; Izmir izolatinin ise Brezilya,
Amerika, Cin, Azerbaycan, Isve¢ Fas, Misir ve Tiirkiye izolatlar1 ile % 99 oraninda
benzer oldugunu rapor etmislerdir.

Edirne, Tekirdag ve Kirklareli illerinde tahil iiretim alanlarindan Ilbag:
(2017) sarilik, kizariklik ve ciicelik belirtilerinin goriildiigli bugday, arpa ve yulaf
bitki drnekleri toplamis, DAS-ELISA ile BYDV'nin MAV, PAV irkina ve CYDV-
RPV 1rkina kars1 testlemistir. Ayrica testlenen bu 6rnekler RT-PCR testi ile de tekrar
test edilmis, sonug olarak testlenen 187 adet yaprak drneginin 89 (% 47.59)’unda
BYDV-PAV, 30 (% 16.04)’unda, CYDV-RPV ve 4 (% 2.14)’linde ise oraninda
BYDV-MAV viriislerinin belirlendigini rapor etmistir.

Aydin (2017), celtikte (Oryza sativa L.) BYDV viriisiinii saptamak igin
Trakya Bolgesi’nde genis ekim alanlarma sahip Edirne, Kirklareli ve Tekirdag
illerinden 120 adet enfekteli oldugundan siiphelenilen ¢eltik yaprak 6rnegi ve ayrica
calismada BYDYV viriisiine konukguluk yaptigi, belirgin viriis belirtileri gosteren
kamis, kanyas, darican ve yabani hardal olmak tlizere toplam 21 6rnek toplamustir.
DAS-ELISA testi ile 24 adet ¢eltik bitkisinde, 2 adet kanyas ve 1 adet darican
orneginde CYDV-RPV ve 1 adet kamis ile 4 adet ¢eltik 6rneginde ise BYDV-PAV
viriisii saptanmigtir. Bunun yaninda CYDV-RPV ve BYDV-PAYV viriisiiniin varligi
1 adet kamis ve 8 adet ¢eltik 6rneginde karisik infeksiyon olarak saptanmigtir. Test
edilen oOrneklerin hi¢gbirinde BYDV-MAV viriisiine rastlanilmamis olup sonug
olarak; celtik bitkisinde BYDV-PAV ve CYDV-RPV bulunmasi Tiirkiye’deki ilk
kayit olarak ortaya konmustur.

Afyonkarahisar ve Isparta illerindeki bugdaygil tiretim alanlarinda Kili¢ ve
ark. (2018)’nin yaptig1 bir ¢alismada BYDV'nin PAV ve MAV tanilamasi amaciyla
BYDV ile bulasik oldugu siiphelenilen 94 adet bugday yaprak 6rnegi toplamislar ve

DAS-ELISA yontemi ile etmenin varligini aragtirmislardir. Arastiricilar testlemeler
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sonucunda 94 ornekte 2 adet BYDV-MAYV, 68 adet PAV 1rki ve 4 adet te karigik
infeksiyonun varligini ortaya koymuslardir.

Karaozan (2019), Mardin ve ilgelerinde bugdaygil iiretim alanlarinda Arpa
sar1 ciicelik viriislerini belirlemek amaci ile 400 bugday bitkisi 6rnegini viriis tespiti
icin toplamiglar ve viriislerin varligini belirlemek i¢in multipleks RT-PCR ve RT-
PCR yontemlerini kullanmigslardir. Test edilen 400 6rnegin 10 adet BYDV-PAV, 7
adet BYDV-SGV, 2 adet CYDV-RPV ve 1 adet BYDV-RMV saptamuslar, pozitif
izolatlarin 7’sinde BYDV-PAV+BYDV-SGV ve 1’inde BYDV-PAV+CYDV-RPV
karisik infeksiyonunu belirlemis ancak BYDV-MAV tespit edilememistir.

Bursa ilinde bugdaygil ekim alanlarinda Erler (2019), BYDV’nin
belirlenmesi amaciyla yaptigi ¢aligmada 21 tarladan alinan 210 adet bugday 6rnek
test edilmistir. Yapilan ¢calismanin sonucuna goére % 11 CYDV-RPV, % 10 WSMYV,
% 3,8 WDV, % 2,9 BYDV-MAV, % 0,5 BYDV-PAV, % 0,5 WSSMYV porzitif olarak
tespit edilmistir. Karigik infeksiyonlarda ise test edilen bitkilerin % 4.8’in de

belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Survey Alam ve Calisma Materyalleri

Survey caligmalari, Adana ilinde bugdaygil iiretiminin yogun yapildigi
imamoglu, Kozan, Ceyhan, Karatag, Yumurtalik, Saricam, Yiiregir, Karaisali ve

Tufanbeyli ilgeleri ve ¢evresinde yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.1).
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3.1.2. Arazi Cahismalarinda BYDYV siiphesi ile toplananan calisma materyalleri

Bugday (Tiriticum aestivum L.), Arpa (Hordeum vulgare L.) Yulaf (Avena
sativa L.), Kanyas (Sorghum halepense) gibi bitkilerden virlis ve viriis benzeri
belirtileri gosteren viriis siipheli bitkilerden alinan 6zellikle geng ve belirti gosteren
yaprak Ornekleri c¢alismanin asil materyalini olusturmustur. Ayrica bugday
tarlalarinda inokulum kaynag olabilecegi diisiiniilen diger yabanci otlardan yaprak
ve siirgiin 0rnekleri de ¢alismada materyali olarak kullanilmustir.

Caligmada 6rnek olarak secilen Sekil 3.2 ve 3.3. de oldugu gibi bitkilerde

degisen siddetlerde sararma, bodurluk, ugtan geriye dogru 6liim, kizarma ve yesilden
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kirmizi-mor bordoya donen renklenme goriintiileri aranmis ve bu belirtileri gosteren
bitkiler siipheli kabul edilerek 6rnekler toplanmistir. Survey c¢aligmasi bitkilerin
gelisme durumu, sicaklik faktorleri, yaprak biti aktivitesi ve bugday ekim alan1 goz
Oniine alinarak Adana’nin giiney ilgelerinden baglanmig olup rakimi yiiksek
alanlarda son verilmistir.

Toplanan 6rneklerin incelenmesi ve ilgili tani testleri ile ilgili ¢alismalar

Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Viroloji

Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.
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Hawva ilbagi

Sekil 3.3. Survey c¢aligmalarinda hedef alinan BDnin bugdy bitkisinde sarilik
ve clicelik belirtileri

3.1.3. Serolojik Calismalarda Kullanilan Materyaller

Araziden BYDV ile bulasik oldugundan siiphelenilen bugday ve diger
bitkilerin yapraklarindan alinan 6rnekler, DAS-ELISA testlerinde tani kitleri igin
Bioreba firmasindan ticari olarak temin edilen BYDV-PAV ve BYDV-MAV
irklaria spesifik ELISA kitleri, ELISA testi icin muhtelif tampon ¢ozeltiler (Ek 1.),
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Nunc marka 96 ¢ukurlu ELISA pleytleri, muhtelif otomatik pipetler ve pipet uglari,
saf su materyal olarak kullanilmistir. Test sonuglarinin absorbans degerleri,
Medispec markali ESR 200 model ELISA okuyucusunda 405 nm de

degerlendirilmistir

3.1.4. Molekiiler Calisgmalarinda Kullanilan Materyaller

Survey calismalarinda viriis siipheli karakteristik belirti gosteren 6rnekler,
ELISA testinde 6zellikle diisiik absorbans degeri ile pozitif sonug verenler ile kesin
pozitif sonug veren 6rneklerden elde edilen bitki 6zsulart molekiiler calismalarin ana
materyalini olusturmustur. Total Niikleik Asitler (TNA) ekstraksiyon isleminde;
steril havan ve havan eli, molekiiler caligmalarda kullanilan bazi tampon ¢ozeltiler
ve soliisyonlar (Ek 2), ependorf tiipleri, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari,
kuru 1s1tic1 ve Universal 320R marka masa tipi sogutmali santrifiij kullanilmistir.

Sonu¢ olarak BYDV’nin molekiiler yontemlerle tanilanmasi amaciyla
yapilan RT-PCR ve PCR ¢alismalarinda, ELISA testleri sonucunda pozitif ve diisiik
absorbans degeri veren BYDYV ile bulasik olan her bir bitkiden elde edilen Total
Niikleik Asitler (TNA) materyal olarak kullanilmistir. RT-PCR c¢aligsmalari 200
pl’lik PCR eppendorf tiipleri, toplanan drneklere ait niikleik asitlerin gogaltilmasi
amaciyla komplamenter DNA (cDNA)’ya doniistiiriilmesi i¢in kullanilan Reverse
Transcriptase enzimi (M-MLV, 200 v/ul), Reverse Transcriptase buffer (M-MLV
buffer 5X), RNAse inhibitorii (40/ul), ANTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP (100mM)
RNA’nin kilif protein kodlayan hedef bolgesine spesifik tek iplikli oligoniikleotid
reverse, ayrica cDNA’nin ¢ogaltilmasi amaciyla gerekli yiiksek 1siya dayanikli
(termostabil) DNA polimeraz enzimi (Taq polimeraz, Su/ul), PCR buffer (10X) gibi
kimyasal ve (RNA’nin hedef bolgesine spesifik tek iplikli ) oligoniikleotid forward
primerler (Tablo 3.1.) materyal olarak kullanilmistir. Niikleik asitlerin ¢ogaltim
islemleri Applied Biosystem marka Veriti model “thermocyle” aleti kullanilarak

saglanmigtir.
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Cizelge 3.1. BYDV nin Tanisinda kullanilan primerler
Primer Dizi (5°-...-3°) B¢ Kaynak
Ciftleri

PAV-R 5°-CCGGTGTTGAGGAGTCTACC-3’ 641 Kundu.,
PAV PAV-F §°-CCACTAGAGAGGTGGTGAATG-3 2008

113NN MAV-R 5’-CGGATCAGGTTTGGGCTCTG-3’ 660 Bisniek
MAV MAV-F 5>~ ATGAATTCAGTAGGCCGTAG-3 ve ark.,
2004

3.1.5. Agaroz Jel Elektroforezi Calismasinda Kullanmilan Materyaller

Agaroz jel elektroforez caligmalarinda, PCR firlinleri materyal olarak
kullanilmistir. Agaroz jel elektroforez isleminde, agaroz, tampon c¢ozeltiler,
BIORAD marka Mini Sub. DNA Cell Elektroforez cihazi ve gii¢ kaynagi, Ultraviolet
(UV) Transilluminator marka UV 1sik kaynagi ve jel goriintilleme sisteminden

yararlanilmustir.

3.1.5. DNA Dizi Analizinde Kullanilan Materyaller

RT-PCR ve PCR c¢alismalar1 sonrasinda testlenen orneklerin PCR {iriinleri,
agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. Elektroforez islemi sonucunda,
beklenilen molekiiler biiyiikliige sahip bant veren orneklere ait PCR firiinleri,

dizileme islemi amaciyla ticari firmaya (Letgenbio Izmir/Tiirkiye) génderilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Simtomolojik Gézlemler ve Orneklemeler

Survey calismalari, Adana ili ve ilgelerinde bugday tariminin yogun
yapildig1 alanlarda sirasi ile ovadan baslanarak yiiksek kesimlere dogru 2019 yih
nisan, mayis ve haziran aylarinda yiiriitiilmiistiir. Sekil 3.1 ve Sekil 3.2 ‘de verilen
belirtiler gosteren ile BYDV benzeri belirtileri gosteren siipheli bugdaygil
bitkilerinden (bugday, arpa, yulaf ve kanyas) yaprak drnekleri aranmis, belirlenmis,
fotograflart g¢ekilerek numaralanmis ve alinan yaprak ornekleri naylon torbalara
etiketlenerek konulmus ve buzluk igerisinde uygun kosullarda laboratuvara

getirilmistir. Toplanan ornekler, yapilacak olan ¢alismalarda kullanilincaya kadar,
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4-7 giin gibi kisa bir siire igin +4°C’de, daha uzun bir siire igin ise -20°C’de
muhafaza edilmistir. Arazi kosullarinda, BYDV ile bulasik olan bitkilerin
belirlenmesi amaciyla 6ncelikle simptomatolojik gdzlemler yapilmugtir. Ornek
alman bitkilerde, BYDV’nin neden oldugu, yapraklarda sararma, bodurluk,
kizariklik ve uctan geriye dogru 6liim gibi belirtiler aranmuistir (Sekil 3.1 ve Sekil
3.2).

Genellikle BYDV tarafindan meydana getirilen bu belirtilerin bir veya
birkagin1 gosteren bugday bitkilerinden yukarida anlatildig1 sekilde bitki dokulari
almmis ve g¢alismalarda kullanilmistir. Orneklemelerde 1'den 270’e kadar sirali
ornek numarasi verilmis ve bunlarin bir kismi antiserumun ekonomik kullanilmasi
amaciyla 5’li gruplar, bir kismi da 3’li gruplar halinde diizenlenerek testlerde
kullaniimustir.

Toplanan 6rneklerin kodlanmasinda 6rnegin alindigi yerlerin karigmamasi
amaciyla, viriisiin kisaltmas1 (BYDV), ilgelerin bas harfleri (imamoglu: I, Kozan: K,
Tufanbeyli: T), drnek alinan bitkinin bas harfi (Bugday: B, Arpa: A, Yulaf: Y,
Kanyas: K) olacak sekilde diizenlenmistir. Ornegin, viriisiin kisaltmasi olan
BYDV’nin Adana’nin Kozan ilgesinden aliman 156 numarali yulaf Ornegi

BYDV:K:Y:156 seklinde kodlandirilmistir.

3.2.2. Serolojik Calismalar

Serolojik ¢alismalarda, araziden viriis belirtilerine benzer belirtiler gosteren
ve Ornek olarak toplanan Bugdaygil bitki ornekleri, BYDV nin varliginin ortaya
konulmas1 amaci ile 6ncelikle Double Antibody Sandwich (DAS) ELISA yontemi
ile testlenmistir. Antiserum tasarrufu saglamak amaciyla ornekler besli ve iiclii
gruplar olarak dncelikle testlenmis, bu gruplardan pozitif sonug veren gruplar daha
sonra tek tek tekrar DAS-ELISA testine tabi tutulmus ve bdylece pozitif veya BYDV

stipheli drnekler serolojik olarak belirlenmeye ¢aligilmigtir.
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3.2.2.1. DAS-ELISA

Araziden toplanan tiim bitki yaprak 6rnekleri gruplar halinde veya tek olarak
testlenmis ve Double Antibody Sandwich- Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(DAS-ELISA) testi Clark ve Adams, (1977) ve ELISA kitlerinin temin edildigi
firmanin (BIOREBA AG) bildirdigi islemler akis1 dikkate alinarak BYDV-PAV ve
BYDV-MAV" belirlemek amaciyla yapilmistir. Testler asagida verilen asamalar
takip edilerek yiirtitiilmiistiir:

1. BYDV viriisiine spesifik y-globulin, kaplama tamponu icerisinde belirli
oranda sulandirilarak, ELISA pleytlerine her ¢ukura 100 pl
konulmustur.

2. Pleytler, 30°C’de 4 saat inkiibasyona tabi tutulduktan sonra, yikama
tamponu ile her yikama 3’er dakika olacak sekilde 3 kere yikanmustir.

3. Ekstraksiyon tampon c¢ozeltisinde 1/10 oraninda hazirlanmis olan
testlenecek drnek bitki dokularinin ekstraktlarindan hangi ¢ukura hangi
ornegin kondugu semaya isaretlenerek her kuyuya 100’er ul konulmusg
ve pleytler +4°C’de bir gece inkiibasyona birakildiktan sonra yikama
tamponu ile 2. asamada belirtildigi gibi yikanmistir.

4. Konjugat tamponu c¢ozeltisi igerisinde sulandirilmis olan enzimle
isaretli y- globulinden (konjugate) her kuyuya yine 100’er pl konulmus
ve 30°C’ de 5 saat inkiibasyondan sonra pleytler yikama tamponu ile 2.
asamada belirtildigi gibi tekrar yikanmisgtir.

5. Son olarak pleytlerin her bir kuyusuna substrate tampon ¢ozeltisinde
1.0 mg/ml olacak sekilde hazirlanan  substrattan  (p-
nitrophenylphosphate) 100’er pl ilave edilmis ve pleytler 30-60 dakika
veya reaksiyon gelisimini takip i¢in daha uzun siire oda sicakliinda
151ksiz ortamda bekletildikten sonra ELISA okuyucuda okunmustur.

Okumadan sonra reaksiyionun durudurulmasi i¢in her bir gukura 50 pl

25



3. MATERYAL ve METOT Nurullah CETIZ

3M NaOH c¢ozeltisi ilave edilmis ve pleytler bir siire muhafaza altina

alimmustir,

Yapilan ELISA testlerinde herbir 6rnek icin ikiser kuyu kullanilmis ve her
bir ELISA pleytinde birer ¢ift gukura 100 pl olarak pozitif kontrol amactyla BYDV
ile hastalikli 6rnek (enfekteli kontrol) ve negatif kontrol olarak saglikli bitki ekstarkt
yaninda ayrica sadece tampon ¢ozelti soliisyonu ilave edilmistir. ELISA testleri
sonunda, ELISA okuyucusunda saglikli kontrol amaciyla ilave edilen negatif kontrol
icin 405 nm’de okunan absorbans degerinin en az iki kat1 ve daha fazla absorbans
degeri veren Ornekler pozitif olarak kabul edilmis, testin uygun yiiriitiiliip
yiiriitiilmedigini anlamak amaciyla da hastalikli bitki doku ekstrakti, yani pozitif
kontrol ile tampon ¢6zeltinin verdigi absorbans degerleri dikkate alinmistir (Barba

ve Riccioni, 1993; Helguera ve ark., 2002).

3.2.3. Molekiiler Calismalar
3.2.3.1. Total Niikleik Asitlerin (tNA) Elde Edilmesi

Total niikleik asit elde edilmesi calismalarinda tipik ve karakteristik
belirtiler gosteren bitkilerin belirti gdsteren geng yapraklart ile ELISA testinde
pozitif veya pozitif siipheli sonug veren bitki 6rnekleri kullanilmigtir. Total NA
izolasyonu Astruc ve ark. (1996)’nin onerdigi yonteme gore yapilmis, asamalari
asagida Ozetlenmis ve total NA ¢aligmalarinda kullanilan tampon ¢ozeltiler Ek 2°de

verilmistir. Total NA ¢aligmalarinda izlenen asamalar,

1. Ornekler ekstraksiyon buffer1 (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM
EDTA, pH 7.0, 500 NaCl, 10 mM 2. mercapto-ethanol 1/1000) ile 1:2
(w/v) oraninda sulandirilarak havan igerisinde havaneli yardimi ile
ezilmis ve bitki 6zsuyu siiziilmiistiir. Bitki 6zsuyundan 1ml alinarak
eppendorf tiipleri igerisine yerlestirilmistir.

2. Ezilen bitki 6zsuyu 3 dakika 4.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
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10.

Supernatanta 50ul Sodium Dodecylsulfat (% 20) ilave edilerek
vortekste karistirildiktan sonra tiipler 65 °C’de 30 dakika su
banyosunda bekletilmistir.

Ornekler iizerine 250 ul potasyum asetate (5M) ilave edilerek 20 dakika
buz igerisinde bekletilmistir.

Daha sonra 6rnekler 15 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Stipernatanttan 500 pl almarak yeni hazirlanan eppendorf tiiplerine
konulup, tizerine % 100’liikk Ethanolden 500 pl ilave edilerek 1 ml’ye
tamamlanmigtir. Daha sonra tiipler vortekslenip karistirilmistir.

Daha sonra tiiplere 50 pl sodium asetate (3M) ilave edilerek ve 6rnekler
tekrar karistirilarak -20 °C’de bir gece bekletilmistir.

Ornekler 15 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatan
ortamdan uzaklastirillmis ve eppendorf tiipleri ters c¢evrilerek filtre
kagidi lizerinde 5 dakika kurutulup daha sonra pellet tlizerine 1 ml
ethanol (%70) ilave edilmistir.

Tiiplerdeki 6rneklere ait RNA larin ¢okmesi igin 5 dakika 13.000 rpm’
de santrifiij edilerek tiip icerisindeki ethanol atilarak eppendorf tiipleri
kurutma kagitlari ile dikkatlice kurulanmustir.

Elde edilen total niikleik asitler 50 pl RNAse free saf su ile
sulandirilmistir.  Ornekler eppendorf tiipleri icerisinde -20°C’de

muhafaza edilmis ve daha sonra PCR ¢aligmalarinda kullanilmistir.

3.2.3.2. RT-PCR, PCR Calismalari
ELISA testinde pozitif (Negatif-saglikli kontroliin iki veya daha yiiksek

absorbans degeri verenler) veya pozitif slipheli (negatif kontroliin iki katina yakin

absorbans degeri verenler) 6rneklerin her biri ayr1 ayr1 RT-PCR ile testlenmistir. Bu

amagla da serolojik veya simptomolojik olarak BYDV'nin PAV ve MAYV izolatlar

ile bulasik oldugu saptanan 6rneklerinden elde edilen total NA’lar karisik enfeksiyon

olmasi da ihtimali g6z Oniine alinarak her biri hem BYDV'nin PAV ve MAV 1rkina
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molekiil c¢aligmalarinda kullanilmistir. RT-PCR yontemi degisik arastiricilarin
bildirdikleri yontemlere gore Sidek ve ark. (1999) ve Prieto ve ark. (2001)’na gore
yiiriitiilmiistiir. Iki asamali olarak yiiriitiilmiis olan RT-PCR yonteminde birinci
asamada; RT (Reverse transcription) islemi ile ¢cDNA'lar elde edilmis, ikinci
asamada ise; bu cDNA' lar kullanilarak PCR islemi yapilmistir. PCR iglemi, BYDV
izolatlarinin molekiiler yontemlerle saptanmasi ve tanisinin yapilmasi amaciyla, elde
edilen total niikleik asitler kullanilarak yapilmis ve yontem Lefeuvre ve ark.
(2007)’nin bildirdigi gibi asagidaki sekilde yiiriitiilmiistiir. PCR yonteminde izlenen

asamalar sirasiyla;

1. PCR galismasi i¢in domatesten izole edilen DNA, 10X DreamTaq
Polimeraz Buffer (20 mM MgCl; igeren), DreamTaq DNA Polimeraz,
dNTP (10 mM), primer ciftleri (forward, F; reverse, R), DNAse-free su
karigimi hazirlanmustir.

2. PCR tiiplerinin i¢inde 50ul (1 pl DNA, 5 pl Dream Taq PCR buffer
(10X), 1 ul ANTP (2 mM), 1 pl forward primer ve 1 ul reverse primer,
0.25 ul Dream Taq DNA polymerase, 40.75 pul DNAse-free H,O)
hazirlanan PCR karisimi termocyclera yerlestirilmistir. BYDV-MAV
igin reaksiyon 35 dongiide gerceklestirilmis, 95 °C 'de 1 dak (ilk
denatiirasyon), 53 °C 'de 1 dak (hibridizasyon), 72 °C’de 1 dak (uzama)
ve son uzama asamasi 72 °C 'de 7 dak olarak belirlenmigtir. BYDV-
PAYV i¢in reaksiyon 35 dongiide gerceklestirilmis, 95 °C 'de 1 dak (ilk
denatiirasyon), 58 °C 'de 1 dak (hibridizasyon), 72 °C’de 1 dak (uzama)

ve son uzama asamasi 72 °C 'de 7 dak olarak belirlenmistir.

3.2.4. Agarose Gel Elektroforez Calismalari
Agaroz jel elektroforez calismalarinda total NA analizleri sonucunda elde
edilen BYDV-PAV ve MAYV viriisiine ait total NA ve RT-PCR ¢alismas1 sonucunda,

viral NA’den sentezlenip ¢ogaltilan DNA’lar kontrol edilmistir. Asagidaki sekilde
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hazirlanan % 1’lik agaroz jel elektroforez yontemine tabi tutularak gozlenmistir.
Gallitelli ve Minafra (1994) ile Desbiez ve ark. (2009)’a gore uygulanan yontem

asagidaki agamalarda gerceklestirilmistir:

1. Cam erlen igerisine 100 mg agaroz ve 10 ml 1 X TAE tampon ¢ozeltisi
(4.84 gr Tris, 2 ml 0.5 M Na, EDTA, 1.142 ml Glucial Asetic Acit/11t)
konulmus ve agaroz tam olarak eriyinceye kadar mikrodalga firinda
tutulmustur. Daha sonra, iizerine tampon ¢ozeltiden ilave edilerek son
hacim 10 ml olacak sekilde ayarlanmustir.

2. Karigim bir siire sogumaya birakilmis ve elektroforez aparatinda jel
hazirlanan kisma bosaltilarak tarak takilmaistir.

3. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ekilmis ve bu kisim elektroforez
tankina yerlestirilerek iizerine jeli 1-2 mm gegecek kadar 1 X TAE
tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir.

4.  Ornekler, 4 pl érnek, 1ul DNAse-free su ve 1 ul 6x Loading buffer
olacak sekilde hazirlandiktan sonra toplam 6 pl karisim jeldeki kuyulara
dikkatli bir sekilde yiiklenmistir. Ik kuyuya marker (4 ul marker, 1pl
DNAse-free su, 1 ul loading buffer) konulmustur.

5. Loading buffer igerisindeki turuncu renk (Orange G) jelin sonuna
gelene kadar elektroforez tankina 5 U/cm elektrik akimi verilmistir.

6. Jel, elektroforez islemi sonunda, oda sicakliginda 10 dk. siire ile 30 pl
(10 mg/ml saf su) ethidium bromid/100 ml saf su c¢ozeltisinde
calkalanarak boyanmis ve daha sonra fazla ethidium bromidi
uzaklastirmak i¢in 5 dk. saf su igerisinde tutulmustur.

7. Yikanan jel, UV Transilluminatér iizerine konularak, UV 1s1kta ortaya

c¢ikan bantlar gézlenmis ve fotograflar1 cekilmistir.
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3.2.5. Dizi Analizi (Sekans Analizi) ve Filogenetik Siniflandirma Calismalar
Serolojik ve molekiiler ¢aligmalar sonucunda BYDV ve rklar ile enfekteli
olarak saptanan farkli bolgelerden ve g¢esitlerden 6rnekler dizi analizi ve filogenetik
siniflandirma amactyla se¢ilmis ve analiz calismalarinda izolat olarak kullanilmistir.
DNA dizi belirleme calismalarinda serolojik ve molekiiler olarak tanisi
yapilan virlislere ait BYDV-PAV, BYDV-MAV PCR iriinleri diziliminin
belirlenmesinde Letgen Biyotekteknoloji firmasindan 6zel hizmet alinmis olup elde
edilen olan sonuglar dogrultusunda izolatlarin ¢ogaltilan kisimlari iilkemizde ve
diinyada saptanmis olan diger izolatlarla karsilastirilarak benzerlik oranlar1 ve

hastalik kaynaklar1 belirlenmeye ¢aligilmistir.

Dizileme islemi sonucunda elde edilen baz dizilimleri MEGA X programi
kullanilarak diizenlenmis ve BLAST islemi gergeklestirildikten sonra, filogenetik
analizleri (Neighbour-joining — Bootstrap: 1000 metodu kullanilarak) yapilmistir.
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4. BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Survey Cahsmalari
Diinyada bugday yetistiriciliginin yapildig1r bdlgelerin ¢ogundan rapor

edilen BYDV, neden oldugu ekonomik kayiplar gdz oniine alindiginda hastaligi
tanimanin ve hastalikla miicadelenin bugday yetistiriciliginde roliiniin oldukca
onemli oldugu Onceki ¢aligmalarla da saptanmistir. Bu ¢alismada arazi ¢ikislari,
Adana ili ve ilgelerinde bugday tariminin yogun olarak yapildigi imamoglu, Kozan,
Karatag, Ceyhan, Yumurtalik, Yiiregir ve Tufanbeyli’de yiiriitilmiistiir. BYDV nin
molekiiler ve serolojik yontemlerle test edilmesi i¢in bitki 6rnegi toplamak amaciyla
bu bolgelere arazi ¢ikislarn nisan, mayis ve haziran aylarinda gerceklestirilmis, yol
boyu bugday tarlalar1 gezilerek siipheli belirti gésteren drnekler toplanmustir.

BYDV’nin en belirgin belirtileri olan yapraklarda sararma, kizariklik ve
bodurluk g6z 6niinde bulundurularak survey calismalar1 gerceklestirilmis ve BYDV
ile bulasik oldugundan siiphelenilen bugday, arpa, yulaf ve kanyas bitkilerinde;
yapraklarda sarama, ciicelik, yapraklarda kizariklik, yaprak ucu kuruma belirtileri
survey yapilan alanlarda degisen yogunluklarda gozlenmistir. Ayrica tarla i¢inde
hastaligin karakteristik yayilis tipi olan ocaklar halinde bulunma durumu da
surveyler sirasinda belirlenmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

[bag1 (2003), Koklii G. (2004); ilbag1 ve ark. (2005), Erkan ve ark. (2009),
Deligoz ve ark. (2011), Fidan ve ark. (2014), Caplan ve ark. (2016) ile Usta ve ark.
(2016) tarafindan bildirilen gézlem ve belirtilere bu ¢alismada BYDYV ile bulasik
oldugundan siiphelenilen ve ELISA veya Molekiiler ¢alismalar ile hastalikli oldugu
belirlenen bugday ve diger ¢alismaya konu olan bitkilerde saptanan belirtiler ile
birbirine benzerlik gosterdigi ortaya konmustur.

Adana’nin giiney ilgelerinden olan Karatas, Yumurtalik, Saricam ve Yiiregir
ile bu civardaki kdylerde mart ayinin son haftasindan baglanip nisan aymin ikinci

haftasina kadar yapilan survey ¢aligmalarinda hastalikla bulasik oldugu siiphesi ile
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135 ornek toplanmistir. Ancak bu bolgede belirti gosteren fazla sayida Grnege

rastlanmamustir.

Sekil 4.1. BYDV-K:K:184; Kozan ilgesi Cukuréren Beldesi Kanyag yabanci otunda
BYDV-PAYV pozitif izolatinin kizariklik ve yaprak ucu kuruma belirtisi.

Sekil 4.2. BYDV-K:B:159; Kozan ilgesi Kemer Beldesi Bugday kiiltiir bitkisinde
BYDV-PAYV pozitif izolatinin yaprak ucu kurumasi ve sarilik belirtisi.
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Thackray ve ark. (2005) Avustralya’nin Giiney Batisinda yetistirilen
bugdaylarda ii¢ farkli tahil parselinde BY DV nin verim iizerinde rolii ve vektorlerin
hastalik tizerindeki etkisini arastirmak icin yiiriittiikleri calisma sonucunda
BYDV’nin PAV 1rkinin daha yaygin goriildiigiinii rapor etmislerdir. Tiirkiye’de ilk
defa Bat1 Anadolu Bolgesi’nde tahillar ile ilgili yapilan bir calismada Bremer ve Ark.
(1975), yaprak bitleri ve diger vektdr bocek tiirleri tarafindan tasinan ve infeksiyon
olusturan bazi hastaliklar1 belirlemislerdir. Calismada, yogun olarak infeksiyona
neden olan ve Rhopalosiphum padi, R. maidis ve Sipha kurdjumovi (Mord.)
yaprakbiti tiirleri ile tasinan ve yayilma gosteren hastaligin BYDV oldugunu rapor
etmislerdir. Pehlivan ve ark. (2010) bugday yaprakbiti olan Sitobion avena (F.)
(Hemiptera, Aphididae)’nin popiilasyon yogunlugunu bazi bugday c¢esit ve
genotiplerinde Adana ili Balcali yoresinde tarla kosullarinda aragtirmislar ve genel
olarak yaprakbiti yogunlugunun ¢esit ve genotiplerde nisan ay1 sonu veya mayis ay1
ortalarinda artt1g1, daha sonralar1 belirgin olarak azaldigini belirlemislerdir. Pehlivan
ve ark. (2010)’nin yaptig1 calisma Adana bolgesinde gergeklesmis ve bugdayin da
gelisme donemi g6z Oniine alindiginda giiney il¢elerdeki ¢aligmanin ilk surveylerini
nisan sonu ve mayis ortalarinda gergeklestirerek yaprak biti popiilasyonun en yiiksek
hedeflenen dénemde yapilmasi ile benzerlik gostermistir.

Belirtilen kaynaklar 1s1ginda bu donemde yapilan survey ¢ikislarinda ova
giftcilerinin, bugday yetistiriciliginde hastalik ve zararlilara karst yogun bir sekilde
kimyasal miicadele yaptiklar1 goriilmiis ve bu durum dogal olarak yaprakbiti
popiilasyonunu engellemesi veya yok etmesi nedeniyle ve sonucta BY DV nin vektor
araciligryla yayillamamasina neden olmaktadir ve bu da yapilan ¢alismanin kaynak
gosterilen calismalarla bulgularin  benzerlik gosterdigi anlamima geldigini
diislindlirmiistiir.

Mayis ayinin son haftasinda ova bolgesinde yiiriitiilen survey ¢aligmalarini
takiben gecit bolgelere, Kozan, imamoglu, Ceyhan, Aladag ve Karahisali ilgelerinde
survey c¢alismalarina devam edilmistir. Yapilan surveylerde; tarla tariminin yerini

bahge tarmiin aldigi ve bugday alanlarinin kiigiildigii ve bu arazilerin ¢ogunda
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pestisit kullaniminin nispeten smirli oldugu saptanmig ve bu bolgeden de sadece 135
viriis slipheli bugdaygil bitkisi 6rnegi toplanmustir (sekil 4.1, sekil 4.2, sekil 4.3, sekil
4.5, sekil 4.6, sekil 4.7, sekil 4.8, sekil 4.9, sekil 4.10.)

Surveylerde, bolgede diger calismalara benzerlik gosteren bir diger bulgu
ise, Aydin (2017), celtik bitkisinde BYDYV viriisiinii saptamak i¢in Trakya Bolgesi
ekim alanlarinda enfekteli oldugundan siiphelenilen ¢eltik yaprak 6rnekleri toplamis,
BYDV viriisiine konukguluk yaptig1 belirgin viriis simptomlar1 gosteren kamis,
kanyas, darican ve yabani hardal olmak {izere toplam 21 6rnek almistir. DAS-ELISA
testi ile 24 adet ¢eltik bitkisinde, 2 adet kanyas ve 1 adet darican CYDV-RPV, 1 adet
kamis ve 4 adet ¢eltik 6rneginde de BYDV-PAYV viriisii saptanmistir. CYDV-RPV
ve BYDV-PAV viriisiin ise 1 adet kamis ve 8 adet celtik drneginden karisik
infeksiyon tespit edilmistir. Surveylerde, bolgede diger calismalara benzerlik
gosteren bir diger bulgu ise, bugdaygil yetistiriciliginde yogun herbisit kullaniminin
$6z konusu olmas1t BYDV nin yabanci otlarda inokolum kaynagi olusturamamasina
neden olmaktadir. Hem yaprakbiti hem de ara konukcu olacak yabanci otlar ile
kimyasal miicadele edilmesi nedeniyle bugdaygil tarlalarinda hastalik etmeninin
taginmamasi ve BYDV etmeninin baglangic popiilasyonunun az olmasi nedeniyle bu
bolgede virilisiin yaygin bulunmama ihtimalini giiglendirmistir. Ancak yapilan ikinci
ve lglincl surveylerde toplamda 38 adet yulaf ve 18 adet kanyas bitki 6rneginde
hastalikla bulagik oldugu ve karigik enfeksiyon tespit edilmistir (sekil 4.1, 4.3, 4.10).

Survey caligmalarinin haziran ay1 ortalarinda rakimin deniz seviyesinden
1400-1500 metrelere ¢iktigi Tufanbeyli ilgesi ve civarindan ise BYDV belirtisi
gosteren siipheli 81 adet bugdaygil ornegi toplanmistir. Sonug olarak c¢alisma
stiresince bolgeyi temsil edecek farkli alanlardan ve farkli gelisme donemlerinde
BYDV belirtileri ile benzerlik gosteren toplam olarak 351 muhtelif bugdaygil bitki

Ornegi toplanmustir.
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Sekil 4.3. BYDV-K:Y:186; Kozan ilgesi Tufnh Beldesi Yabani Yulaf yabanci
otunda BYDV-PAV ve BYDV-MAV pozitif izolatinin yapraklarda
kizariklik belirtisi.

~

Sekil 4.4. BYDV-T:B:46; Tufanbeyli il(;esi Istiklal Beldesi Bugday kiiltiir bitkisinde
BYDV-PAYV pozitif izolatinin ciicelik belirtisi.
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Sekil 4.5. BYDV-1:B:224; imamoglu ilgesi Bugday kiiltiir bitkisinde BYDV-MAV
pozitif izolatinin yaprak ucu kurumasi ve yapraklarda kizariklik belirtisi.

. s

SN, . s | ; W i * L k i |
Sekil 4.6. BYDV- 1:B:208; imamoglu ilgesi Tuna Beldesi Bugday kiiltiir bitkisinde
BYDV-PAV pozitif izolatinin yaprak ucu kurumasi ve yapraklarda
kizariklik belirtisi.
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Sekil 4.7. BYDV-K:B:165; Kozan ilgesi Candik Beldesi Bugday kiiltiir bitkisinde
BYDV-PAV ve BYDV-MAV pozitif izolatinin yaprak ucu kurumasi: ve
yapraklarda kizariklik belirtisi.

€N TSR O\
Sekil 4.8. BYDV- 1:A:213; imamoglu Ilgesi Agzikaraca Beldesi Arpa Kiiltiir
bitkisinde BYDV-PAV pozitif izolatinin yaprak ucu sararma ve
bodurluk belirtisi.

37



4. BULGULAR ve TARTISMA Nurullah CETIZ

Sekil 4.9. a) BYDV-1:B:215; imamoglu ilcesi Koyunevi Beldesi Bugday kiiltiir
bitkisinde BYDV- PAV pozitif izolatinin yaprak ucu sararma ve
bodurluk belirtisi. b) BYDV-K:Y:158; Kozan Ilcesi Kemer Beldesi
Yabani Yulaf yabanct otunda BYDV-MAV pozitif izolatinin
yapraklarda sararma ve yaprak ucu kuruma belirtisi.

\‘ ! il ‘
Sekil 4.10. BYDV-T:A:29; ufnbeyli flgesi Polatl Beldesi Arpa kiiltiir bitkisinde
BYDV-PAYV pozitif izolatinin yapraklarda sarama belirtisi
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4.2. DAS-ELISA Testi Calismalar:

Survey ¢aligmalarinda viriis ve benzeri belirti gosteren 351 bugdaygil bitki
ornegi almmistir. 2018’de Adana ili ve ilgelerinden toplanan &rnekler geldikleri
bolgeler de dikkate alinarak sirali 3’lii ve 5°1i birlestirlerek, yani pagal yaparak
tarama amaciyla ELISA testlerine tabi tutulmustur. Bu amagla toplam 81 grup (5’1i
pacal; bes oOrnegi karistirip testleme yapilmasi, 3’li pagal; iic 6rnegi karistirip
testleme yapilmasi) 6rnek tan1 yapmak ve viriisiin varligini ortaya koymak amaciyla,
Clark ve Adams, (1977) tarafindan bildirilen genel yonteme ve kitin temin edildigi
firmanin (Bioreba Ag) onerileri dogrultusunda Double Antibody Sandwich- Enzyme
Linked-Immunosorbent Assay (DAS- ELISA) testi uyguylanmistir.
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Negatif Kontrol

EAA A AAAINA NS

Pozitif Kontrol

Sekil 4.11. BYDV PAV ve MAYV antiserumlar ile 5’li pacal halinde 27 6rnek iki
tekerriir halinde ELISA testlenmesi
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Sekil 4.12. BYDV-PAYV antiserumu ile ELISA testi pozitif izolatlar

Yapilan ¢alisma sonucunda testlenen toplam 351 6rnekten sadece 17 adet
ornekte negatif kontroliin iki katinin tizerinde absorbans degeri ile BYDV etmeniyle
bulasik bugdaygil enfeksiyonu saptanmistir. Sonug¢ olarak; BYDV icin ELISA
testinde pozitif bulunan 17 besli ve {li¢lii pagal drnekler tek tek olarak RT-PCR
testlemelerinde dogrulamasi yapilmak tizere kullanilmistir.

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde (Bickici, 2004), 2002-2004 yillar1 arasinda
yiiriitiilen bir ¢calismada bugdaygillerde Arpa sari ciicelik viriisiiniin saptanmasi ve
yaygimlik oraninin belirlenmesi amaglanmis ve Adana, Mersin, Kahramanmaras,
Hatay ile Osmaniye illerinde survey ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. Calismada 204 farkli
bugdaygil iiretim alanindan BYDV’ nin varligimi ve yayginligini belirlemek amaci
ile viriis benzeri belirtiler sergileyen ve bulasik oldugu siiphesi ile 378 adet bitki ve
ayrica bu bitkiler tizerinde bulunan 23 yaprak biti 6rnegi testlenmek iizere almmaigtir.
Bu o6rneklerin dagilimi 275 adet bugday, 22 adet arpa ve 81 adet yabanci ot bitki
ornegi seklinde olup ELISA testleri sonucunda 275 bugday 6rneginin 34 tanesinde
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BYDV saptanmistir. BYDYV ile bulasik bugday 6rneginin 28 tanesi BYDV-PAV, 6
tanesinin ise BYDV-MAYV ile bulasik oldugu rapor edilmis ve bu ¢alismada elde

edilen bulgular ile paralellik oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.1. Arazi ¢ikist yapilan alanlar ve ELISA testi sonucu BYDYV ile enfekteli
olan bugdaygil bitkileri

ELISA TESTLERINDE ORNEK SAYILARI
iige Testlenen | BYDV- ,&X\?\(") BYDV
PAV (+) */'| PAV-MAV
35 - - -

Karatas

Yumurtahk 35 - - -
Ceyhan 30 - - -
Yuregir 35 - - -
Sarigcam 30 - - -
Karaisal 15 - - -
Aladag 10 - - -
Kozan 40 8 8 4
imamoglu 40 4 5 -
Tufanbeyli 4 -

GENEL TOPLAM ‘E-“-E--

4.3. Molekiiler Calismalar
4.3.1. RT-PCR ve PCR Calismalari

BYDV izolatlarinin aralarindaki genetik farkin ortaya konulmasi ve
filogenetik siniflandirmada akrabaliklarinin ortaya konulmasi ve en yakin izolatlarin
belirlenmesi amaciyla yapilan RT-PCR calismasinda (BYDV -PAV) ve (BYDV -
MAYV) primer c¢iftleri kullanilarak RNA-1 geni iizerinde 641 bg¢’lik bolge ve 660
be¢’lik bolge cogaltilmistir. PCR fiirlinleri kapilar elektroforez yontemi ile kontrol
edilmis, 16 izolat 641 bg’lik ve 13 izolat da beklenen 660 b¢ DNA bandi gézlenmistir
(Sekil 4.14, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18).
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Sekil 4.13. BYDV-PAV primeri elde edilen 641 b¢’lik bantlar. BYDV-K:Y:156 (1),
BYDV-K:Y:160 (5), BYDV-K:Y:162 (7), BYDV-K:B:165 (10), BYDV-
K:B:166 (11)

P M 1 2 34 5 678 9101112 1314 15 16 17

1000

900
800
700
600
500

1T
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|
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|
3

Sekil 4.14. BYDV-PAYV primeri elde edilen 641 bg’lik bantlar. BYDV-K:K:184 (2),
BYDV-K:B:186 (4), BYDV-K:B:189 (7), BYDV- :B:208 (11), BYDV-
:A:213 (14)

Serolojik ve molekiiller testleri sonucunda Kozan, imamoglu ve Tufanbeyli
ilgelerinde BYDV-PAV, BYDV-MAYV ve karisik infeksiyonlar da tespit edilmistir
(Tablo 4.3.1.).
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P M 12 345 678 9101112 1314 15 16 17
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Sekil 4.15. BYDV-PAV primeri elde edilen 641 bg’lik bantlar. BYDV-1:B:215 (1),
BYDV-i:B:223 (5), BYDV-T:B:28 (7), BYDV-T:A:29 (8), BYDV-T:B:38
(11), BYDV-T:B:46 (13)

PP M 12 34 5 678 9101112 1314 15 16 17

R

Sekil 4.16. BYDV-MAYV primeri elde edilen 660 bg’lik bantlar. BYDV-K:Y:158 (3),
BYDV-K:B:159 (4), BYDV-K:Y:160 (5), BYDV-K:Y:162 (7), BYDV-
K:B:165 (10), BYDV-K:Y:182 (12), BYDV-K:Y:183 (14), BYDV-K:B:186
(15).
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PP M 1 2 34 5 6 7 8 910 1112 1314 15 16 17

RN

l
g

Sekil 4.17. BYDV-MAYV primeri elde edilen 660 bg’lik bantlar. BYDV-i:B:204 (1),
BYDV-I :B:209 (6), BYDV-1:B:212 (9), BYDV-I :B:224 (13)

Cizelge 4.2. Arazi ¢ikis1 yapilan alanlardan 5°li ve 3’li karmalarda ELISA testi
sonucu BYDV ile enfekteli bugdaygil bitki 6rneklerinin PCR testleri

Alindigi Alindig
Alan Alan

BYDV- Kemer - + BYDV- Merkez + -
K:Y:156

BYDV- Kemer + - Tuna + -
K:Y:158

BYDV- Kemer + - Tuna - +
K:B:159

BYDV- Kemer + + Tuna + -
K:Y:160

BYDV- Kemer + + Agzikaraca - +
K:Y:162

BYDV- Candik + + Koyunevi - +
K:B:165

BYDV- Candik - + Merkez = +
K:B:166

BYDV- Cukuroren + - Merkez + -
K:Y:182

BYDV- Cukurdren + - Merkez + =
K:Y:183

BYDV- Cukuréren - + Polatli - +
K:K:184

BYDV- Tufanli + + Polath - +
K:B:186

BYDV- Tufanli - + Polatpinari - +
K:B:189

BYDV- istiklal - +

T:B:46
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Karatag, Yumurtalik, Sarigam, Karaisali, Ceyhan, Aladag ve Yiiregir
ilgelerinden bugdayda 130, arpada 40, yulafta 9 ve kanyas yabaci otunda 12
toplamda ise 190 adet bitki 0rnegi test edilmistir. Ancak test edilen bu bitkilerden
BYDV-PAV ve BYDV-MAV etmenlerinin bulgusuna rastlanmamustir.

Kozan’da BYDV ile bulasik oldugu siiphesi ile test edilen 25 bugday kiiltiir
bitkisinde 4 adet BYDV-PAYV, 3 adet BYDV-MAYV ve 2 adet BYDV-PAV+BYDV-
MAYV Kkarisik enfeksiyon oldugu saptanmistir, ayrica civarda inokolum kaynagi
olabilecek 3 adet kanyas ve 7 yabani yulaf yabanci otu testlenmis olup kanyasta 1
adet BYDV-PAV etmeni, yabani yulafta ise 3 adet BYDV-PAV, 5 adet BYDV-
MAV ve 2 adet BYDV-PAV+BYDV-MAV ile karisik infeksiyon oldugu
saptanmistir. Kozanda test edilen bugday bitki 6rneginden BYDV-PAYV enfeksiyon
orani %16, BYDV-MAYV enfeksiyon oran1 %12, kanyas yabanci otunda BYDV-
PAV %33,3, yulafta ise BYDV-PAV %42,86, BYDV-MAV %71,43 ve BYDV-
PAV+BYDV-MAV Kkarisik enfeksiyonundan da %28,57 olarak saptanmustir. ilceler
bazinda test edilen bitkilerde enfeksiyon oranima bakildiginda %20 hastalik etmeni
ile bulasik olarak birinci sirada oldugu saptanmustir.

Imamoglu ilgesinde BYDV ile bulasik oldugu siiphesi ile test edilen 25
bugday kiiltiir bitkisinde 3 adet BYDV-PAYV, 4 adet BYDV-MAV enfeksiyon
oldugu saptanmistir. 5 adet arpa kiiltiir bitkisinde 1 adet BYDV-PAV, 1 adet BYDV-
MAYV etmeni tespit edilmistir. Test edilen bugday bitkilerinde enfeksiyon orani,
BYDV-PAV %12 ve BYDV-MAV %16 oldugu, arpadaki enfeksiyon orani ise
BYDV-PAV %25 ve BYDV-MAV %?25 oldugu tespit edilmistir.

Surveylerde BYDV ile bulasik oldugu tespit edilen bir diger ilge olan
Tufanbeyli ilgesi, serin ve ge¢ ekimin olmasi nedeni ile en son survey alani segilmis
ve burada 46 adet bugday bitkisi, 20 adet arpa bitkisi ve 15 adet BYDV etmenine
inokulum olabilecegini diisiiniilen yabani yulaf bitkisi yaprak ornekleri alinarak
toplamda 81 6rnek bugdaygil bitkisi yapragi toplanmis 3°1i pagal olacak sekilde 27
ornek haline getirilip iki tekerriirden 96’lik ELISA pleytlerinde BYDV-PAV ve

BYDV-MAV antiserumlarina ve bu pleytten pozitif kontroliin iki kati seklinde
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absorbans degeri sonucunu veren ornekler pozitif kabul edilip secilmis, daha sonra
bu 3’li pacal olan o6rnekler iiglii kiimeden ¢ikartilip her iigiine de BYDV-PAV ve
BYDV-MAV Primerleri ile molekiiler yontemler ile test edilmis ve boylece kiime
haline getirilen ii¢ 6rnegin hangisini pozitif oldugunu antiserumlardan tasarruf
edilerek sonuca daha hizli varilmistir. Bu asamalar sonucunda bugdayda 3 adet
BYDV-PAV ve arpada ise 1 adet BYDV-PAV saptanmistir. Tufanbeyli ilgesinde
test edilen bitki sayisina gore hastalik oranina bugdayda %6,52 oraninda BYDV-
PAV, arpada %4 BYDV-PAV oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak bu ¢alismada bugday bitkisinde alinan 6rneklerde hastalik
orant %4,42 BYDV-PAV, %3,09 oraninda BYDV-MAV ve BYDV-PAV+MAV
karisik enfeksiyon oran1 %0,88 oldugu tespit edilmistir. Arpada, %2,86 BYDV-PAV
ve %1,43 oraninda BYDV-MAYV etmeni tespit edilmistir. Yabani yulafta, %7,89
oraninda BYDV-PAV, %13,16 oraninda BYDV-MAV ve %5,26 oraninda BYDV-
PAV+BYDV-MAYV karisik enfeksiyonu tespit edilmistir. Kanyasta ise %35,55
oraninda BYDV-PAYV tespit edilmistir.

4.4. DNA Dizileme ve Filogenetik Analiz Calismalari

BYDV-benzeri belirti tagiyan bugdaygillerden alinan 6rneklerde PCR ile
tanilanan irklarin1 belirlemek ve irklar arasi akrabalik iliskilerini belirlemek tizere
PCR DNA'larmin niikleotid dizinleri, homolog ve heterolog primer ¢iftleri
kullanilarak dogrudan ¢ift yonlii olarak dizilenmistir. Niikleoit dizinleri MEGA X
programi kullanilarak ClustalW ile hizalanmis, Blastn ile NCBI’da kayith niikleotid
dizin benzerligi gosteren virlis izolatlartyla karsilastirilarak benzerlikleri

belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. BYDV’nin tespit edildigi ilge ve bitkiler.

ELISA TESTLERINDE ORNEK SAYILARI
peebslce ety BYDV-PAV BYDV-MAV | BYDV — PAV-MAV
25 3 2
25 4 -

Kozan
imamoglu
Tufanbeyli 46
Karatas 20
Yumurtalik 20 =
Ceyhan 20 -
Yiiregir 25 =
Saricam 25 -
Karaisali 10 -
Aladag 10 - - -
Toplam 226 10 7 2
Kozan 5 = = =
imamoglu 5 1 1
Tufanbeyli 20 1
Karatas 10 =
Yumurtalik 10
Ceyhan 5 -
Yiregir 5 -
Saricam 5 -
Karaisali 5 =
Aladag - - -
Toplam 70 2 1 -
Kozan 7 3 5 2
imamoglu 7 - -
Tufanbeyli 15 - - -
Karatag = = =
Yumurtalik 2 - =
Ceyhan 2 - - -
Yiregir 2 - -
Sarigam 1 - -
Karaisali - - - -
Aladag - - -
Toplam 38 3 5 2
Kozan 3 1 - -
imamoglu 3 -
Tufanbeyli - -
Karatag 3 S
Yumurtalik 3 -
LENED] Ceyhan 3 =
Yiregir 3 -
Sarigam - -
Karaisali - -
Aladag - - - -
Toplam 18 1 - -

OPLA 6 4

BYDV-benzeri belirti tagiyan bugdaygillerden alinan drneklerde PCR ile

tanilanan 1rklar arasi akrabalik iliskilerini belirlemek iizere PCR DNA'larinin

48



4. BULGULAR ve TARTISMA Nurullah CETIZ

niikleotid dizinleri, homolog ve heterolog primer ¢iftleri kullanilarak dogrudan gift
yonlii olarak dizilenmistir. Niikleoit dizinleri MEGA X programi kullanilarak
ClustalW ile hizalanmis, Blastn ile NCBI’da kayith niikleotid dizin benzerligi
gosteren viriis izolatlariyla karsilagtirilarak benzerlikleri belirlenmistir. Buna gore
BYDV- Mav-IM_iM224 ve BYDV- Mav-KZ186’nin Amerika (KY621333.1) Cin
(KT222666.1 Fransa (AY040343.1) Iran (KP771878.1) Estonya (MK012661.1)
izolatlar1 ile kardes takson da yer aldigi goriilmekte iken BYDV-PAV farkli iki
taksonda yer aldig1 goriilmektedir. BYDV-PAV KZ186’nin Van (KC900900.1)
Estonya (MK012660.1) ve Yeni Zelanda ( EF408153.1) izolatlartyla aynmi taksonda
yer aldig1 goriilmekteyken BYDV-PAV T128 tek basina bir taksonda oldugu kardes

taksonda diger izolatlarin yer aldigi goriilmektedir.

BYDV-PAV DBGYS AT GIN (EU332329.1)
BYDVPAV_ 92/ CIN_(KY634899.1)
55 | BYDVPAV. Olustvere1-B / ESTONYA_(MKD12861.1)
L BYDV-PAV_PAVA/ FRANSA (AF3911011)
T || BYDV-PAV 4-1 1 ALMANYA.(KYG34880.1)
BYDV.PAY. Tehama 256 PAV Kaifomia | AMERIKA_(DQS31854.1)
BYDV-PAV_ PAYSG /ISVEC_(KYG34903.1)
BYDV-PAV whG6-43 / YEN] ZELANDA (EFA08160.1)
BYDV-PAY. PriG1 / PAKISTAN (KT252977.1)
f {BYDV-PAV T8 Tufanbeyii ADANA / TURKIVE |

—————{ BYDV.PA_KZ186_Kozan ADANA/ TURKIVE |

BYDV TR Van/ TURKIYE (KC300900.1)
" ‘ BYDV-PAS_Imavere | ESTONYA_(MK012680.1)
L BYDVIPAS waw5-9 / YENI ZELLANDA (EFA08153.1)

—_—

0.005

Sekil 4.18. RT-PCR firiinlerinin DNA dizilerine goére yapilan filogenetik analiz
sonucu.
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o - BYDV-PAV_Olustveret-8_ESTONYA_(MKO12661.1)
L BYDV-PAV_Kerman/ IRAN_(KPT71878.1)
BYDV-PAV._FRANSA (AY040343 1)
% L Bvov.pAv_56_CIN_(KT222666 1)
BYDVPAY_M_Michigan  AVERKA_(KY621333.1)

BYDV-MAV_IM224_Imamoglu / ADANA |

BYDV-MAV_KZ186_Kozan / ADANA

BYDV-PAV_Chk01_PAKISTAN_(KY634896.1)

BYDV_TR_Van/ TURKIYE_(KC900900.1)

BYDV-MAV_26 TRIT_aphid transmission protein_TUNUS_(MK224495.1)

BYDV-MAV_MAVAOP4b04_Alaska / AMERIKA_(AF338909.1)

100

59

0020

BYDV-MAV_LMB2a_YENI ZELLANDA_(EF408184.1)
BYDV-MAV_UCD3-MAV._Kalforia / AMERIKA_(DQ680140.1)

BYDV-MAV_CN-MAV_Bijing / GIN_(DQ115533 1)

Sekil 4.19. RT-PCR firiinlerinin DNA dizilerine gore yapilan filogenetik analiz

sonucu.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bugday gerek diinyadaki diger iilkelerde gerekse Tiirkiye’de insan
beslenmesindeki en temel besinlerin (unlu mamuller, bulgur, makarna, biskiivi,
irmik) hammaddesi olmas1 sebebiyle diger tarimsal iiriinlere gore daha fazla 6nem
arz etmektedir. Son yillarda artan niifus, gelisen sanayi ile birlikte beslenme
aligkanliklarinin degismesi bunun da etkisi ile mutfak kiiltiiriiniin degismesi bugdaya
olan talebi daha da artirmistir. Ayrica son zamanlarda olusan pandemik hastaliklar
ozellikle Covid-19 salginin etkisiyle makarna gibi dayanikli kuru gida {iriinlerine
talebin artmas1 bugdaya olan talebin artisina ek olarak neden olmustur. Tiirkiye’de
Covid-19 ile ilgili olarak ilk vakanin agiklandig: tarihlerde makarna satiglar1 6nceki
donemlere gore %300 artmistir (Anonim, 2020). Tiirkiye’de toplam tarim alani
icerisinde yaklasik %40’lik pay1 tahil ekili alanlar olustururken toplam tahil ekili
alan icerisinde yaklasik %45’lik payr bugday olusturmaktadir. Bu kadar ekim
alania ragmen iilkemiz bugday ihtiyacinin %100 heniiz karsilanamamaktadir.
Bunun da iizerine bazi yillar iklim kosullarinin elverigli olmamasi ve zaman zaman
epidemi boyutlarina varan viral hastaliklardan BYDV ’nin bugdayda %80'lere ulasan
verim kayiplarina neden oldugu (6rnegin son zamanlarda Trakya Bolgesi’nde
meydana gelen epidemik durum) raporlarda yer almaktadir. Bu nedenlerle de
bugdaya olan talep yeterince karsilanamamakta ve sonug olarak ithalat yapilmak
zorunda kalinmaktadir. Son 20-30 yilda bugdaydaki BYDV hastalik etmenin
biyolojisi, tanisi, tasinmasi ve verim kaybi tizerinde iilkemizde ve diinyada konun
onemi lizerinde durulmus ve birgok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalardan Jensen ve
ark. (1971) BYDV hastaliginin 10 farkli yazlik bugday ¢esidindeki durumlarinin
karsilastirilmasinda, ¢esitlerin tarimsal 6zellikler bakiminda degiskenlik gosterdigi
ve bu oOzellikler bakimindan BYDV’nin karakteristik 6zellikleri agisindan bazi
etkilerinin bulundugunu bildirmiglerdir. BYDV ile enfekteli bitkilerin verim
acisindan saglikli bir bitkiye gore %50 veya %75 oraninda kayba neden oldugu
belirlenmistir. Saglikli bitkilerde herhangi bir fizyolojik belirti bulunmaz iken,
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hastalikli bitkilerde yapraklarda klorozlar meydana geldigi belirtilmektedir
(Antignus ve ark.,1994; Rochester ve ark.,1994; Crespi ve ark.,1995; Bananej ve
ark., 2004; Kokli ve ark., 2006; Boukhatem ve ark., 2008; Pakniat ve ark., 2010;
Van Brunschot ve ark., 2010 ve Al-Ali ve ark., 2016). Survey calismalarinda yapilan
simptomatolojik gozlemler BYDV ile bulasik oldugundan siiphelenilen bugday
bitkilerindeki belirtilerin diger bir¢ok arastiricinin rapor ettigi belirtiler ile benzestigi
gorilmiistiir (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7,
Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11).

Yapilan ¢aligma ile benzerlik gosteren bir diger calisma Figueira ve ark.
(1997), BYDV ile bulasik yulaf yapraklarindan elde edilen bitki ekstraktlarinin
tanilanmasi i¢in ELISA ve PCR yontemlerinin duyarliliklarinin birbirlerine
karsilastirmasini yapmuslar ve elde edilen sonuglar PCR’1n daha duyarli oldugu rapor
edilmistir. Bu ¢aligmanin sonucundaki bulgular BYDV-PAV’nin dogru teshisi igin
PCR yonteminin en uygun yontem oldugunu arastiricilar bildirmiglerdir. Bu
caligmalar ile serolojik yontemlerin yerine gelistirdikleri protokoliin, hastaliklarin
tiir teshisinde ve aldandirilmasinda hizli ve giivenilir sonuglarin alinmasi i¢in 6nemli
oldugunu vurgulamiglardir. S6z konusu bu ¢aligmalardaki sonuglar ile benzer olarak
bu ¢alismada da surveyler sonucunda BYDV hastaligi belirtisi gosteren bitkileri hem
ELISA hem de PCR ile testlerinde sonuglar paralel olarak bulunmustur.

Diinyada ve ililkemizde BYDV ile yapilan ¢aligmalar goz oniine alindiginda
giiniimiizde hastaligin saptanmasi i¢in yapilan testlemeler de BYDV-PAYV en yaygin
olarak bulunmustur. S6z konusu etmenin daha yogun goriilmesinin nedenin bu irkin
en viriilent 1tk olmasi, hastaligin yaygimliginin nedeninin veya en 6énemli faktoriin
vektorlerin varligi olmasi ve vekdrlere ilk inokulum olabilecek tarla kenarindaki
yabanc1 otlarin bulunmasi gibi gerekgelere bu ¢alismada da bulgu olarak daha 6nce
yapilmig ve yaymlanmis ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir.

Yiriitiilen bu ¢aligmada Adana’nin giliney bolgelerindeki survey ¢ikiglarinda
BYDYV etmenine rastlanmamistir. Bunun nedeni, s6z konusu bolge ova kesimi olup

ova treticileri bugday yetistiriciliginde faaliyetlerini siirdiirdiikleri genis alanlarda
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modern tarim teknikleri uygulamakta, hastalik, zararlilara ve yabanci otlara kars1 da
yogun kimyasal miicadele uygulamaktadirlar. Bu nedenledir ki etkili vektorler ve ara
konukgularda popiilasyon ¢ok azalmakta veya yok olmakta, sonug olarak baglangic
inoklumun yetersizligi ve vektor yoklugu BYDV ’nin yayilamamasinin nedeni olarak
aciklanabilir. Yaprakbiti popiilasyonunu engellenmesi veya yok edilmesi, ayni
sekilde inokulum olabilecek yabanci otlarin popiilasyonunu engellemesi veya yok
edilmesi sonucta s6z konusu BYDV’nin diger ¢aligmalarda da acgilandigi gibi
yayllmanin ve zararin olmamasina neden olmakta ve bolge BYDV’den
etkilenmemektedir.

Sonug olarak, son yillarda iilkemizde BYDV hastalik etmenin artmasi ile
arastirmanin yuriitiildiigi Adana ili bugday iiretiminde biiyiikk bir paya sahip
olmasindan dolay1 ve bdlgede en son ¢alismanin 15 yil 6ncesine ait oldugu bu siire
zarfinda sanayinin geligsmesi ile degisen tohum c¢esidi, pestisitler, tarim makinalari,
tarim kiiltlirii ve tiim bunlardan bagimsiz olarak degisen iklim ¢esidi bunun da
beraberinde getirdigi BYDV hastalik etmenin taginmasindaki en 6nemli faktor olan
vektorlerin muhtemel popiilasyonlarinin degismesi ile BYDV hastalik etmenin
bolgede varligr veya risk durumu bilinmemekteydi. Yapilan bu ¢alisma ile bugday
bitkilerinde alinan 6rneklerde hastalik oraninin %4,42 BYDV-PAYV, %3,09 oraninda
BYDV-MAYV ve BYDV-PAV+MAV Kkarigik enfeksiyon oranini da %0,88 oldugu
saptanmistir. Arpada, %2,86 BYDV-PAV ve %1,43 oraninda BYDV-MAYV etmeni
tespit edilmistir. Yabani yulafta, %7,89 oraninda BYDV-PAV, %13,16 oraninda
BYDV-MAV ve %5,26 oraninda BYDV-PAV+BYDV-MAYV Kkarisik enfeksiyonu
tespit edilmistir. Kanyasta ise %5,55 oraninda BYDV-PAYV tespit edilmistir. Ancak
bazi ilgelerde hastalik bulgusuna rastlanmazken Kozan il¢esinde yabani yulafta
BYDV-PAV % 42,86, BYDV-MAYV % 71,43 ve BYDV-PAV+BYDV-MAYV karigik
enfeksiyonundan da % 28,57 olarak saptanmasi konun énemi artmakta ve bununla
birlikte vektorlerle ve yabanci otlarla entegre miicadele kapsamindaki kimyasal

miicadelenin ne kadar gerekli oldugu sonucuna varilmstir.
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Sonug olarak arastirma Adana ilinin bugday iiretim alanlarinda BYDV
hastalik etmeninin durumunu, ilgelerde test edilen orneklere gore yaygmliginin
serolojik ve molekiiler olarak varligi ortaya konmus, hastaligin diger bolgelerde ki
kadar yaygin olmamasinin gerekgeleri de belirlenmistir. Oneri olarak, énemli iiriin
kayiplarindan olan BYDV’nin bugdaygil alanlarinda ¢evre ve insan sagligi da
dikkate alinarak yabanci ot ve vektér miicadelesinin yapilmasinin yararli olacagi
sonucuna varilmis olup herhangi bir zarar veya epideminin de olusmamasi icin
hastaligin devamli takibinin yararli olacagi goriisii miicadele acisindan 6n plana

¢ikmustir.
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Ek. 1. ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cézeltiler

1-

Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat tamponu) 8.0 gr NaCl
0.2 gr KH2PO4 2.9 gr Na2HPO4.12H20 veya 2.3 gr Na2HPO4.7H20
1.44. gr Na2HPO4. 2H20 1.15 gr Na2HPO4 (anhdrous) 0.2 gr KC1 0.2
gr NaN3 Yukarida miktarlari verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip
pH’ s 1 0.1 N NaOH veya 0.1 N HCI ile ayarlanmig ve 4°C ‘de
saklanmugtir.

Coating buffer pH 9.6 (Kaplama tamponu) 1.59 gr Na2CO3 2.93 gr
NaHCO3 0.2 gr NaN3 Yukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf
suda eritilip pH’ s1 ayarlanmis ve 4°C’ de saklanm 1stir.

Washing Buffer (Yikama tamponu) Bir litre PBS tamponu 0.5 ml
Tween-20 ilave edilerek hazirlanmstir.

Sample Extraction Buffer (Ornek tamponu) Bir litre yikama tamponu
cozeltisi icine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40) ilave edilerek
hazirlanmustir.

Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tamponu) Bir litre 6rnek tampon
cozeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave edilerek hazirlanmstir.
Substrat Buffer pH 9.8 (Substrat tamponu) 97 ml Diethanolamine 800
ml saf su i¢ine ilave edildikten sonra 0.2 gr NaN3 konmus ve HCl ile

pH 9.8’ ¢ ayarlanarak 1 litreye tamamlanmugtir.
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Ek. 2. Total RNA Analizlerinde Kullanilan Soliisyonlar

1-

Ekstraksiyon buffer1 (0.1M glycine-NaOH, pH.9,0; S0mM NaCl; 10m
M EDTA; %2 sodium dodecyl sulfate [SDS]; %0,2 sodium
diethyldithiocarbomate [DIECANa]; ve %1 sodium lauryl sarcosine).
0.750 gr glycine 80 ml saf su icerisinde eritilmis ve NaOH kullanilarak
pH’ s1 9,0 olarak ayarlanmistir. Daha sonra bunun {izerine 0.292 gr
NaCl ve 0.288 gr EDTA ilave edilerek eriyinceye kadar karistirtlmistir.
Karisim iyice eridikten sonra iizerine 2 gr SDS, 0,2 gr DIECA ve 1 gr
sodium lauryl sarcosine ilave edilmis biitiin karisimlar eridikten sonra
son hacim 100 ml ye tamamlanmustir.
Phenol/chloroform/isoamylalkol (25:24:1) 25 ml 1X TAE buffer ile
sature edilmis phenol, 24 ml chloroform ve 1 ml isoamylalkol
karistirtlmustir.

Sodyum asetate CH3COONa(3M) 40.824 gr sodium asetate 60 ml su
icerisinde ¢oziilmiis ve volum 100 ml’ ye tamamlanmustir.

1X TE buffer (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA; pH 8,0) 0.157 gr Tris-
HCI ve 0.037 gr EDTA 80 ml saf su igerisinde eritilmistir. C6zeltinin

pH s1 8,0 olarak ayarlanip sonra son hacim 100 ml’ ye tamamlanm 1stir.
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EKk. 3. Agaroz Jel Elektroforezde Kullamilan Tampon Cozeltiler

1-

TBE buffer ( 89 mM Tris, 89 mM boric acide, 2 mM EDTA) (pH: 8,3)
1X TBE buffer hazirlamak i¢in 10.777 gr Tris-Base, 5.502 gr boric
acide ve 0.744 gr EDTA 900 ml saf su igerisinde eritilmistir. Cozeltinin
pH’ s 1 83 olarak ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml’ ye
tamamlanm 1stir.

TAE buffer (10mM Tris, 5mM Sodium acetate, 0,5 mM EDT (pH: 8.3)
1X TAE buffer hazirlamak igin 1.211 gr Tris-Base, 0.680 gr sodium
acetate ve 0.186 gr EDTA 900 ml saf su igerisinde eritilmistir.
Cozeltinin pH’ s 1 8,3 olarak ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml’
ye tamamlanm 1stir.

Farkl1 konsatrasyonlarda agaroz jel hazirlamak icin; %1,2 lik agaroz
jel icin 360 mg agaroz 30 ml 1x TBE yada TAE igerisinde %2’ lik
agaroz jel i¢in 600 mg agaroz 30 ml 1x TBE yada TAE igerisinde%1,5’
lik agaroz jel i¢in 450mg agaroz 30 ml 1x TBE yada TAE igerisinde
Ethidium bromide 10 mg ethidium bromide 1 ml saf su igerisinde
ependorf tiiplinde eritilmistir. Daha sonra bu ana stoktan 30 pl alinarak

100 ml saf su igerisine ilave edilmistir.
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Ek 4. DNA Analizlerinde Kullanilan Cozeltiler

1-

2-

Extraction(CTAB) Buffer 1.4 M Na CI 100 mM Tris (pH 8.0) 20 mM
EDTA (pH 8.0) %2 B-Mercaptoethanol %2 CTAB pH 8’e
ayarlandiktan sonra ¢ozelti sivinin iginde homojen oluncaya kadar
karistirilir. Oda sicakliginda saklanir.

Chloroform : isoamylalcohol ( 24:1) Karigim
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