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OZET

EGE BOLGESIi BUGDAY URETIM ALANLARINDA
BYDV (Barley yellow dwarf virus)’NIN BULUNMA DURUMUNUN VE
MOLEKULER OZELLIKLERININ BELIRLENMESI
UZERINDE ARASTIRMALAR

CAPKAN, Deniz

Yiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal1
Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr. Ismail Can PAYLAN
Aralik 2015, 50 sayfa

Bugday (Triticum aestivum spp. L.) insan beslenmesi i¢in degerlendirilen
kiiltiir bitkileri arasinda ekilis ve iiretim bakimindan ilk sirada yer almaktadir.
Barley yellow dwarf luteovirus, diinyadaki tahil iiretim alanlarinda en yaygin ve
onemli derecede verim kayiplarina neden olan tahil viriis hastaligidir. Bu
calismada BYDV etmeninin Ege Bolgesi’nde bugday yetistiriciligi yapilan
alanlarda saptanmasi ve bulunma durumunun belirlenmesi amaglanmistir. TUIK
2013 verilerinde yer alan ekili alan miktarlari ile orantili olarak 214 bugday 6rnegi
toplanmistir ve 6rneklerde DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri kullanilarak bu
etmenin varligi aragtirnlmistir. Enfeksiyon orant %9.8 olarak saptanmustir.
Enfekteli iki izolatin (Aydin ve Izmir izolatlar1) gen dizilimlerindeki benzerlikler
Tiirkiye ve Diinya izolatlarinin gen dizilimleri ile kiyaslanmistir. Dizi analizi ve
filogeneik calismalar sonucunda, Aydin izolatinin Tiirkiye izolatlar1 ile %100
(KJB816648.1) ve %99 (KJ816646.1, KJ816649.1, KJ816645.1 ve KJ816643.1),
Amerika (EF521828.1), Fas (AJ007922.1), Fransa (AY167109.1) ve Tunus
(JX402453.1) izolatlar1 ile %99; Izmir izolatnin ise Amerika (DQ631850.1),
Azerbaycan (JX275852.1), Brezilya (JX067837.1), Cin (EU332309.1), Fas
(AJ007929.1), Isve¢ (EF521841.1), Misir (KMO046987.1) ve Tiirkiye
(KJ816660.1; KJ816655.1) izolatlart ile %99 oraninda benzerlik tasidig
saptanmistir. Bu calisma, Ege Bolgesi’nde bugday iiretim alanlarinda BYDV

varliginin saptandigi bir ¢calisma olmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Anahtar sozciikler: Bugday, BYDV, DAS-ELISA, RT- PCR, Filogenetik.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATIONS ON THE DETECTION AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF BYDV (Barley yellow dwarf virus) ON WHEAT
PRODUCTION AREAS IN THE AEGEAN REGION OF TURKEY

CAPKAN, Deniz

MSc in Department of Plant Protection
Supervisor: Assis. Prof. Dr. Ismail Can PAYLAN
December 2015, 50 pages

Wheat (Triticum aestivum spp. L.), among the crop plants for human
nutrition assessment, is in the first place in terms of cultivation and production.
Barley yellow dwarf luteovirus is the most prevalent viral disease on grain areas in
the world and cause loss vyield significantly. This study was conducted to
determine the presence of BYDV on grain area in the Aegean region. Totally 214
samples were collected, proportionally with cultivated land according to TUIK
2013, and were tested by DAS-ELISA and RT-PCR. Infection rate was found as
9.8%. Sequences of infected two isolates (Aydin and lzmir) were compared
similarities with other Turkey and world isolates. As a result of sequence analysis
and phylogenetic methods, Aydin isolate showed 100% (KJ816648.1) and 99%
(KJ816646.1, KJ816649.1, KJ816645.1 ve KJ816643.1) similarity with Turkey
isolates, 99% similarity with USA (EF521828.1), Morocco (AJ007922.1), France
(AY167109.1) ve Tunis (JX402453.1) isolates; Izmir isolate showed 99%
similarity with USA (DQ631850.1), Azerbaijan (JX275852.1), Brazil
(JX067837.1), China (EU332309.1), Morocco (AJ007929.1), Sweden
(EF521841.1), Egypt (KM046987.1) and Turkey (KJ816660.1; KJ816655.1)
isolates. This study is important for being a study in the Aegean region about the

detection BYDV on grain areas.

Keywords: Wheat, BYDV, DAS-ELISA, RT-PCR, Phylogenetic.
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1. GIRIS

Tahillar, diinyadaki tarimsal iiretimdeki insan beslenmesinde dogrudan veya
dolayli olarak kullanilan temel iiriinlerdendir. Insanlarin sagladiklari giinliik
kalorinin %50’sinden fazlas1 tahillarla karsilanmaktadir. Hayvansal besinlerin
giinlik kalori saglamadaki payr %Z20’dir. Hayvanlar da cogunlukla bitkisel
yemlerle beslendiklerine gore, insanlar giinliikk beslenmesinin yaklasik 34’nii
tahillardan saglamaktadir (Kiin, 1998; ilbagi, 2003).

Insan beslenmesinde kullanilan tahillar, hayvan beslemede ve hayvan
endiistrisinde de yaygin bi¢imde kullanilmaktadir. Tahillarin yeryiiziinde bu kadar
yaygin olmasinin nedenlerinden en Onemlisi, tarimin tarihsel gelisimi i¢inde
tahillarin en eski kiiltiir bitkileri oluslar1 olabilir. Kaz1 ¢aligmalar1 bugday, arpa
gibi tahillarin ¢ok eski bir ge¢cmisi oldugunu ve insanligin en erken kiiltiire aldig
bitkiler oldugu sonucunu gostermektedir. Tahillarin genis bir tiir, ¢esit ve ekotip
zenginligine sahip olugslar1 tahil kiiltiiriiniin diinyada yaygin olusunun baska
nedenlerindendir. Ayrica, yetistirilmelerinin kolay ve iiriinlin tasima, depolama ve
bekletilmeye elverisli olmalar1 da yayilimlarinda etken olmustur (Kiin, 1998;

fbag, 2003).

Tahil tretimi, ticareti ve tiiketimi giiniimiiziin en énemli konular1 arasinda
yer almaktadir. Diinyada ve lilkemizde hizla artan insan niifusu ve hayvan
varliginin beslenme sorunu, tahillarin iiretimine ayr1 bir 6nem kazandirmaktadir.
Niifus ve beslenme sorunlariyla ilgili kuruluslar, niifus artis hiziyla tahillardaki
verim artis hiz1 arasindaki iligkileri izleyerek, artan tiiketimi karsilayabilecek
seviyede bir iiretimin gergeklesmesine g¢alismaktadirlar. Tarimda kullanilabilir
alanlarin daha fazla artirllamayacag1 gercegi de goz Oniine alindiginda, liretimin
artirilmas1 ancak verimin artis1 ile miimkiin olacaktir (Anonymous, 1999; Ilbagi,

2003).

Tahil cinslerinin hepsi Poaceae syn. Gramineae familyasina ait bitkilerdir.
Bugday, arpa, yulaf, ¢avdar, geltik, misir, dar1 ve kusyemi gibi 6nemli kiiltiir
bitkileri bu familya icinde yer almaktadir (Kiin, 1994; ilbagi, 2003). Bugiin
diinyadaki tarim alanlarmin  biiyiik c¢ogunlugu tahil grubu bitkilerden



olusmaktadir. Tirkiye’de islenen alanin yaklasik %80’inde tahil iiretimi
yapilmaktadir. Ekolojik kosullar, nadas haricindeki tahil tarimina ayrilan alanin

%95’inde serin iklim tahillarinin yetistirilmesini zorunlu kilar (Giinen, 2007).

Cizelge 1.1°de gortldigt gibi 2013 yilinda diinya toplam bugday tiretimi
713.217.069 ton olarak gerceklestirilmistir. Ulkelere gore dagilimda diinya
bugday tiretimindeki en biiyiik katkiyr Cin, Hindistan ve Amerika saglamistir.
Diinya toplam bugday iiretiminde Tiirkiye’nin pay1 % 1.3 diir. 2013 yil1 itibariyle,
22.050.000 ton tretimi ile diinya tahil iiretiminde Tirkiye 11. sirada yer
almaktadir (FAO, 2013).

Cizelge 1.1 Diinya’da bugday iiretimi yapan iilkeler ve iiretim miktarlari1 (FAO, 2013)

Ulkeler Uretim Miktarlari (ton)
2009 2010 2011 2012 2013
Cin 115.115.364 | 115.186.178 | 117.414.034 | 121.029.859 | 121.726.500
Hindistan 80.679.400 80.803.600 86.874.000 94.880.000 93.510.000
ABD 60.365.730 60.062.410 54.413.310 61.677.387 57.966.658
Rusya 61.739.750 41.507.580 56.239.990 37.719.640 52.090.797
Fransa 38.332.198 38.207.000 35.994.000 40.300.800 38.613.900
Tiirkiye 20.600.000 19.674.000 21.800.000 20.100.000 22.050.000
Digerleri 309.887.837 | 293.884.676 | 326.654.166 | 295.789.186 | 327.259.214
Toplam 686.720.279 | 649.325.444 | 699.389.500 | 671.497.390 | 713.217.069

Tahillar yurdumuzda tarim f{irtinleri i¢inde ekilis ve liretim yoniinden ilk
sirada yer almaktadir. Ozellikle bugday, insan beslenmesi igin gerekli olan
ekmegin ham maddesidir ve bu nedenle ayri bir 6neme sahiptir (Kiin, 1998;
Ilbagi, 2003). Ozellikle tahil
yetistiriciliginin 6n planda oldugu bolgelerdir. Ege ve Akdeniz bolgelerinde

Orta ve Gilineydogu Anadolu Bolgeleri

polikiltiir tarim yapildigi halde kiigiimsenmeyecek diizeyde tahil yetistiriciligi
yapilmaktadir. Yildan yila degismekle birlikte 2013 yili verilerine gore (Cizelge
1.2) Ege Bolgesi’'nde 6.618.188 dekarlik bir alanda bugday ekimi yapilmis olup,
bélgenin ortalama bugday verimi 536 kg/da’dir (TUIK, 2013).



Cizelge 1.2 Tiirkiye'de 2013 yilinda bugday {iiretimi yapilan bolgeler ve iiretim miktarlart
(TUIK, 2013)

Bolgeler Ekilen alan  Hasat edilen alan Uretim Verim
(dekar) (dekar) (ton) (kg/da)
Gilineydogu Anadolu 12.739.815 12.737.983 4.337.014 689
Orta Anadolu 12.241.273 12.237.033 3194077 539
Bat1 Anadolu 10.105.782 12.442.123 3.678.704 600
Akdeniz 7.825.090 7.822.038 2.535.628 652
Bat1 Karadeniz 7.473.960 7.470.793 1.847.275 492
Ege 6.618.188 6.603.579 1.770.668 536
Bati Marmara 6.170.506 6.156.268 2.107.507 342
Dogu Marmara 4.203.468 4.169.295 1.193.950 985
Ortadogu Anadolu 3.799.741 3.732.347 635.488 350
Kuzeydogu Anadolu 3.780.988 3.768.074 695.128 461
Dogu Karadeniz 363.189 363.189 54.561 255

Ege Bolgesi iiriin desenini hububat, misir, pamuk, patates, zeytin, bag ve
meyve olusturmaktadir. Afyon ve Kiitahya’da agirlikli olarak yetistirilen tahil
grubu (Cizelge 1.3); Aydm, Manisa, Denizli ve Izmir’de daha ¢ok ikinci iiriin

olarak yetistirilmektedir.

Cizelge 1.3 Ege Bolgesi'nde 2013 yilinda bugday iiretimi yapan iller ve iiretim miktarlar
(TUIK, 2013)

iller Ekilen alan(dekar)  Hasat edilen alan(dekar) =~ Uretim(ton)  Verim(kg/da)
Afyon 1.645.349 1.643.498 432.353 536
Kiitahya 1.452.441 1.452.441 288.284 413
Manisa 1.050.476 1.050.476 296.370 547
Denizli 794.965 794.965 291.470 731
Usak 709.127 709.127 166.860 486
Aydm 406.300 393.542 275.668 1.482
Mugla 400.014 400.014 82.534 379
[zmir 333.292 333.292 125.962 757




Wiese (1987) tahil verimini diigiiren ve {riin kalitesini olumsuz ydnde
etkileyen abiyotik stres faktorlerinin yaninda patojenik hastaliklarin varligini da
isaret etmektedir. Bugday verimi, c¢evre kosullarinin olumsuz etkileri,
uygulamadaki teknik yetersizlikler, hastaliklar, zararlilar ve diger stres
faktorlerinin etkileri ile 6nemli Slgiide azalmaktadir (Cook and Veseth, 1991;
[lbagi, 2003). Oldukca genis alanlarda tarimi yapilan tahillarin iiretimini
sinirlayan ve verimde azalmalara neden olan faktorlerin arasinda hastaliklar ilk
sirada yer almaktadir (Yorganci, 1989). Kiiltiir bitkilerinin iiretiminde {iriin
kayiplarina neden olan nicel ve nitel faktorler arasinda ise viral kaynakli

etmenlerin ayr1 bir 6nemi vardir.

Virlis hastaliklari, tahillardan elde edilecek {iriinde verim ve kaliteyi
etkilemektedir. Bu etkilerin derecesi bazen c¢ok hafif olabilirken bazen de asiri
diizeyde olabilmektedir (Yorganci, 1989). Diger patojen gruplarinin dnlenmesi
icin sikea basvurulan kimyasal savas yOnteminin bu etmenlere karsi
uygulanamiyor olusu ve diger kontrol yontemlerinin de liretici tarafindan yeterli
diizeyde bilinmemesi, virlis kaynakl kayiplarin artmasina neden olmaktadir.
Bunun sonucunda pazar degeri diismekte ve onemli ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Ozellikle arpa sar1 ciicelik hastaligini meydana getiren BYDV, tahil

tirtinlerindeki verimi biiyiik derecede azaltmaktadir (Beuve et al., 1999).

Diinyadaki bugday alanlarinda en yaygin ve 6nemli viriis hastalik etmeni
olan BYDV-PAV iizerine bircok arastirma yiiriitiilmiistiir. Ulkemizde ise bu
konuda yapilan sinirli sayida ¢aligma mevcuttur. Bu aragtirmayla, bulasik oldugu
tarlalarda 6nemli derecede verim disiikliigiine neden olan hastalik etmeni Barley
yellow dwarf virus’iin Ege Bolgesi illerinin bugday iiretim yapilan alanlarindan
gerceklestirilen surveyleri ile bulunma durumu saptanmistir. Toplanan bitki
orneklerinde viral etmenin serolojik ve molekiiler yontemlerle tanilanmasi
gerceklestirilmistir. Dizi  analizleri ve ardindan filogenetik analizler ile
bolgemizdeki izolatlarin Tiirkiye ve Diinya izolatlar1 ile karsilagtirilmast

yapilmustir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Arpa sar1 ciicelik hastaligi, ilk kez 1950’lerin basinda arpa bitkilerinin
fizyolojik bozukluguna dayali olarak gozlemlenmistir ve Kaliforniya’da Avena
sativa, Hordeum vulgare ve Triticum aestivum’da (Oswald and Houston 1951,
1953a; 1953b; PVO, 2014) rapor edilmistir. Barley yellow dwarf virus (BYDV)
diinya ¢apinda yayilim gostermektedir (D'Arcy and Domier, 2000).

BYDV, Poaceae familyasina ait ¢ok sayida bitki tiirlerinde rapor edilmistir
(Chain et al., 2006). Mera alanlarinda, ¢im alanlarda, yabanci otlarda ve kiiltiire
almmig 150’den fazla tiir iizerinde enfeksiyon yapabilen BYDV igin arpa, yulaf,
bugday, musir ve ¢eltik onemli konukgular arasindadir (D'Arcy and Domier,
2000). BYDV, ozellikle bugday, yulaf ve arpanin en ciddi ve yaygimn olan viral
hastaligidir (Koev et al., 1998).

Baz1 enfekteli konukgular, goriinebilir belirti géstermeyebilir. Ancak, ¢cogu
konuk¢usunda bogum arast uzunlugun kisalmast nedeniyle gelisme geriligi
goriilmektedir. En ¢ok goze carpan belirti yapraklardaki yesil rengin kaybi1 olup
bu durum enfekteli konukgularin yagh yapraklarinda daha belirgindir. Renk
degisimi, tipik olarak enfeksiyondan 1-3 hafta sonra baglamaktadir (D'Arcy and
Domier, 2000).

Enfekteli bitkilerde yapraklarda ugtan baglayarak klorotik ¢izgiler, lekeler
geligebilir ve suda islanmig goriinim olabilir (DPV, 2015). BYDV, sararma,
clicelesme, c¢izgi mozaik, siirgiinlerde nekroz, benek ve tahil {iriinlerinde verim
kayb1 sergileyerek hiikiim siirmektedir (llbagi et al., 2005). Yapraklarda
sararmaya ve bitkide ciicelesmeye neden olan viriis enfeksiyonudur (llbagi et al.,
2008). BYDV, yapraklarda sararmaya, kirmizilagsmaya ve ciicelesmeye neden
olur. (Miller and Rasochova, 1997). Dik, sert yapraklar ve tirtikli yaprak kenarlari,
verim kayiplari ile ilgili olarak da ¢iceklenme ve kardeslenme azalmasi, daha az
ve kiiclik ¢ekirdeklerin olusmasi, diger enfeksiyon belirtilerini icermektedir

(D'Arcy and Domier, 2000).



BYDV’nin belirtileri yulafa gore arpada daha az siddetlidir ve bugdaylarda
tlimlidir. Yaprak sararmasi arpada parlak sari, yulafda kirmizi veya mor olarak
kendini gosterebilir. Ozellikle yulaf floretlerinde patlama yaygindir (DPV, 2015).
Bugday yapraklar1 genel olarak sar1 ya da kirmizi renkte olmaktadir (D'Arcy and
Domier, 2000).

Belirgin simptomlarin gelismesi igin serada diisiik sicaklik ve ek aydinlatma
gereklidir (DPV, 2015). Cevresel kosullar ve viriisiin irklart kadar konukgu
bitkinin fizyolojik durumu, yas1 ve genotipi de belirtileri etkilemektedir (D'Arcy
and Domier, 2000).

Nancarrow et al. (2014), bugdaylarda yogun olarak bulunan BYDV-PAV
icin sicakligin etkisini arastirmistir. Arastiricilar yiiksek sicaklikta yetistirilen
bitkilerdeki BYDV-PAV’in yogunlugunun normal sicaklikta yetistirilen
bitkilerden 6nemli Olglide yiiksek oldugunu tespit etmisler ve ayrica, Yyiiksek
sicaklikta yetistirilen bitkilerde, normal sicaklikta yetistirilen bitkilere gore

BYDV-PAYV ile iliskili simptomlarin daha erken goriindiigiinii saptamislardir.

Arpa sar1 clicelik hastaligina Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV,
familya Luteoviridae, genus Luteovirus) tiiriinii igeren viral tiirler neden olur
(Chain et al., 2006). BYDV, sarilik olusturan viriisleri igeren ve ciddi verim
kaybina neden olan viral hastalik etmenidir (Hershman and Johnson, 2011). Tahil
driinlerinin diinya genelindeki en Onemli hastaliklarindan biri olan arpa sari
ciicelik hastaligina, Luteoviridae familyasina ait virlis tiirleri neden olmaktadir

(Lister and Ranieri, 1995; Mar et. al., 2013).

Viriis partikiilleri, tek iplikli ve pozitif uglu RNA genomu i¢ermekte olup
izometrik (@ 25-30 nm) yapidadir (Miller and Rasochova, 1997). Viriis
parcaciklar1 bitki dokularinin floemi ile sinirli goriinmektedir (Jensen, 1969;
Miller and Rasochova, 1997). BYDV etmeni, enfekteli bitkinin floem dokusunda
sinirlidir (Gray, 1996).

BYDV izolatlar1 6 ayr1 viriis olarak smiflandirilmaktadir. Viriilenslik,

konukgu aralig1 ve vektor 6zgiilliigli temeline gore varyantlar tanimlanmigtir. Hem
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serolojik c¢alismalar hem de karisik enfeksiyon ve c¢apraz koruma testleri,
varyantlarin farkli viriisler olarak diistiniilmesi gerektigini gostermektedir (Gill,

1969; DPV, 2015).

Irklar iki alt grupta siniflandirtlmistir: Altgrup I (carmoviruses — like
polymerase); Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV), BYDV-MAYV, ve
BYDV-SGV igerirken Alt grup Il (sobemoviruses — like polymerase) BYDV-
RMV, Cereal yellow dwarf virus-RPV (CYDV-RPV), BYDV-GPV i¢ermektedir
(Koonin and Dolja, 1993; Miller and Rasochova, 1997).

Son yillarda gen dizilimine gore; Luteovirus cinsinde 3 tiir (BYDV-PAV,
BYDV-MAV ve BYDV-PAS); Polerovirus cinsinde 2 tir CYDV-RPV ve
CYDV-RPS) seklinde siniflandirilmis ve 3 tiir ise herhangi bir cinste
smiflandirilmaya tabi tutulmamistir (D'Arcy and Domier, 2000; D'Arcy and
Domier, 2005).

Luteoviridae familyasina ait olan ve yaprak bitleri ile tasinan viriisler bu
hastaliga neden olurlar (Miller and Rasochova, 1997). BYDV nin sararma belirtisi
gosteren diger birgok bitki virlis hastaliklarindan farki mekanik olarak, temasla,
polenle ve tohumla taginmayip yaprak bitleri tarafindan tasinmasidir. BYDV, en
az 25 farkli yaprak biti tiirii tarafindan bitkiden bitkiye tasinmaktadir (D'Arcy and
Domier, 2000).

Bu viriislin tahillarda ve yabanci otlarda beslenen ve taginmada gérev alan
onemli vektorleri vardir (Rochow, 1963; PVO, 2014). En etkili yaprak biti
vektorlerine gore, Rhopalosiphum padi ve Sitobion avenae (PAV), Macrosiphum
(Sitobion) avenae (MAYV), Rhopalosiphum padi (RPV), Rhopalosiphum maidis
(RMV) ve Schizaphis graminum (SGV) viriis rklar1 ayirt edilmistir (Rochow,
1969a; Rochow and Muller, 1971; Siddiqui et al., 2011).

Sadece persistent, sirkiilatif ve non-propagatif 6zellikteki yaprak bitleriyle
tasinabilir (Gildow, 1987). Yaprak bitleri tarafindan sirkiilatif (persistent) viriis
tasinim mekanizmasinin aydinlatilmasi, bitkilerde sararma belirtisi gosteren viral

hastaliklara dair yiiriitilecek ¢alismalarda katki saglayacaktir (D'Arcy and



Domier, 2000). BYDV’nin tasimmimi persistent (sirkiilatif) sekildedir ve viriis
vektorde 2-3 hafta kalabilir. Viriis tasinmasi sonraki nesile gegmez. 1 giinden az
siiren viriisii alma siiresi olan bir latent periyod goriilmektedir (Rochow, 1963;
PVO, 2014). Fakat viriisii alma ve iletme siiresi 1-2 dakika oldugunda tasinim
kolayca gerceklesir (Watson and Mulligan, 1960; PVO, 2014). Yaprak biti tiiri,
viriis izolat1, sicaklik, test bitkisi tiirii, bitki kaynaginin yas1 gibi faktorler, iletime

biiyiik 6l¢iide baglidir (Rochow, 1969b).

Hastaligin hizli yayilmasi, hizli vektér populasyonlart ve aktivitesiyle
iligkilidir (Makkouk et al., 2009). Sonbaharda ckilen tahillarda Barley yellow
dwarf virus (BYDV)’nin saptanmasindaki ana faktorlerden biri, riizgarla gégeden
kanatli yaprak bitlerinin viriis tasiyiciligt durumudur (Fabrea et al., 2003).
Parizoto et al., (2013), BYDV-PAV, BYDV-MAYV ve CYDV-RPV’nin mevsimsel
dalgalanmalarin1 yazin misir, kisin ise bugday ve yulaf iiretim alanlarinda analiz
etmistir. Virisiin populasyon dinamikleri, yaprak bitlerinde ve bitkilerde benzer

olup kis iiretim sezonunda zirveye ulagtigi sonucuna varilmistir.

Bitkinin virilisle basarili mekanik inokulasyonu, bitkinin uygun hiicre i¢ine
viral patojenin girmesine etki eden bir metot gerektirir. Yaprak bitleriyle dogal
olarak tasman Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV, Luteovirus),
sistemik olarak inokule edilmis konuk¢uyu bulastirmak i¢in floem dokusu igine
inokule edilebilmektedir. Helloco-Kervarrec et al. (2002), BYDYV i¢in yaprak biti
kullanilmadan yapilan inokulasyonun ilk ¢alismasini gerceklestirmistir. Bugday
kiiltlirlerinin olgunlasmamis embriyolarina niikleik asit transferi (BYDV-PAV)
icin  biiyilk  0Ol¢iide  partikiil  bombardimant  metodu  kullanilmistir.
Bombardimandan sonra 7 haftada gelismis ekstraktlara DAS-ELISA ve RT-PCR
uygulanmis ve BYDV enfekteli bugday bitkilerinin %14’den fazla bombardiman

edilmis embriyo iirettigi ortaya ¢ikmaistir.

Yoon et al. (2011), bitkileri BYDV-PAV ve CYDV-RPV ile enfekte etmek
icin Nicotiana benthamiana ve N. clevelandii tiirlerindeki iki ¢enekli bitkiyi ilk
kez kullanmistir. Sistemik bulgular gézlemlenmemis ancak inokulasyondan birkag

hafta sonra floem dokusunun sistemik enfeksiyonu tespit edilmistir.
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Siddiqui et al., (2011), Pakistan’daki farkli bugday iiretim alanlarinda
BYDV belirtisi gosteren siipheli bugday 6rneklerini BYDV-PAV, BYDV-MAV,
BYDV-SGV, BYDV-RPV, CYDV-RPV ve BYDV-GPV adli etmenlerin varlig
acisindan taramustir. Test edilmis 37 6rnegin 13’1 BYDV ve onlarin da 10 unun
BYDV-PAV, 3’iniin BYDV-MAV icin pozitif oldugu saptanmistir. Sekans
analizine gore, 3 izolat (Fatehjang, Nowshera ve Attock) BYDV-PAS’a
maksimum benzerlik (%92.8-94.6), 6 izolat (Peshawar, Islamabad Swabi ve
Faisalabad) BYDV-PAV’a maksimum benzerlik (99.3-99.7) gostermektedir.
Dolayisiyla Pakistan’in kuzeyinde bugday yetistirilen alanlarda BYDV-PAV

tiirlerinin baskin oldugu tespit edilmistir.

Kumari et al. (2006), Yemen’de farkli lokasyonlarda arpa ve ekmeklik
bugday iiriinlerine etki eden virlis hastaliklarin1 tanimlamak i¢in bir arastirma
yirlitmiistiir. Rastgele secilmis 6rneklerde saptanan en yaygin virlisiin, arpada %7
ve ekmeklik bugdayda %4.3 oranlari ile Barley yellow dwarf virus-PAV ve onu

takip eden etmenin ise Barley stripe mosaic virus oldugu tespit edilmistir.

Bisnieksab et al. (2006), Letonya’daki yazlik tahillarda ve mera otlarinda,
Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV), BYDV-MAYV ve Cereal yellow
dwarf virus-RPV (CYDV-RPV) izolatlarinin mevcut oldugunu saptamistir.

Arpa sart ciicelik hastaligi, fran’da tahil {iretiminde gdzlenen en &nemli
problemlerden birisi oldugunu belirten Rastgou et al. (2005), iran ve Giineybati
Asya'da arpa sar1 ciicelik hastaligina neden olan viriisleri tanilamak igin ilk
girisimi  gerceklestirmistir. Bugdaydan (PAV-IR) BYDV-PAV’in bir izolati,
arpadan (RPV-IR) CYDV-RPV’nin bir izolati molekiiler karakterizasyon igin
se¢ilmistir. PAV-IR, ABD, Fransa ve Japonya’dan PAV izolatlarina yiiksek
sekans benzerligi (%96-97) gbstermistir.

El-Muadhidi et al. (2001), Irak’da baklagil (nohut, bakla ve mercimek) ve
tahil (bugday ve arpa) iriinlerini etkileyen viriis hastaliklarin1 tanimlamak
amaciyla aragtirma ylriitmiistlir. Toplanan tahil ve baklagil 6rnekleri, tissue blot
immunoassay (TBIA) kullanilarak 12 baklagil ve 5 tahil viriisii i¢in testlenmistir.

Tahil arazisinde tesadiifi 6rneklerin yaklasik %1’inde Barley yellow dwarf virus-
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PAV (BYDV-PAV, genus Luteovirus, family Luteoviridae) saptanmistir. Tim
tahil arazilerinde virilisiin hastalik etkisi tarla gézlemlerine bagli olarak %5 dir.
Tahillarda, BYDV-MAV (genus Luteovirus, family Luteoviridae) ve Cereal
yellow dwarf virus-RPV (CYDV-RPV, genus Polerovirus, family Luteoviridae)

viral etmenlerine nadiren rastlanmistir.

Kendall et al. (1996), 1987 ve 1988 yillar1 boyunca giineybati ingiltere’de
bulunan ve Barley yellow dwarf viriis’lerini (PAV, RPV ve MAV izolatlar)
ileten yaprak bitlerinin dagilimini ve oranmi tanimlamistir. BYDV’nin tiim
izolatlarinin genis alanda yaygin oldugu, MAV’1n daha kuzeydeki lokasyonlarla
ve RPV’nin daha giineydeki lokasyonlarda, PAV’1n sadece en giiney bolgelerde

fazla oldugu tespit edilmistir.

Bisnieks et al. (2004), Barley yellow dwarf virus-PAV (PAV) ve Barley
yellow dwarf virus-MAV (MAV)’in sekans degiskenligi iizerine c¢alisma
yapmistir. ABD ve Cin’de saptanan izolatlarla da kiyaslandiginda MAV’in
biinyesindeki gesitliligin ¢ok az (>97% sekans benzerligi) oldugu, tam aksine
PAYV izolatlar arasindaki ¢esitliligin daha biiyiik oldugu saptanmistir. Letonya’da
BYDV-PAV’1n yeni varyant1 kesfedilmistir ve sekans farklilig1 nedeniyle yeni bir
tire (BYDV-OYV) ait olmasi 6nerilmistir.

Tiirkiye’de bugday basta olmak iizere tahil hastaliklari i¢in ayrintili ve
kapsamli bilgiler Bremer (1984) tarafindan verilmistir. Bremer 1971 yilindan
1974 yilma kadar Tiirkiye ve Finlandiya’da bulunan bugdaygil hastaliklarini
karsilastirmak {izere yaptig1 ¢alismalarda, Tiirkiye’de Izmir ve ¢evresinde Wheat
streak mosiac virus (WSMV) ve Barley stripe mosaic virus (BSMV)’i
tanilamistir (Bremer, 1971, 1972, 1973, 1974). Bunlarin yan1 sira Maize mosaic
virus (MMV) ve Barley yellow dwarf virus (BYDV) de Bremer ve Raatikainen
(1975)’1n galismalari ile saptanmustir (Ilbagi, 2003).

Rochow (1970), BYDV’yi diinyada en yaygin ve 6nemli tahil viriis hastaligi
olarak tanimlamaktadir. Brunt et. al. (1996) ise bugdayda sistemik enfeksiyonlara
neden olan ve Avrasya bolgesinde yayildigi saptanan 12 ayri viriis hastaliginin

ozelliklerini aciklamaktadir (Ilbagi, 2003). Bunlardan bazilarinin Tiirkiye’de
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bulunma olasiligini diisiinen ilbagi (2003) Trakya Bolgesi’nde iiretimi yapilan
baz1 tahil tiirlerinde verim kayiplarina neden olan viral kokenli etmenlerin
tanilanmasina dair yiiriittiigii calismada, Trakya bolgesi tahil iiretim alanlarinda
yaygin olarak goriilen enfeksiyonlarin viral kokenli oldugunu ve agirlikli olarak
BYDV-PAV viriisii basta olmak tizere WSMV ve Oat necrotic mottle virus
(ONMYV) viriislerinden ileri geldigini kanitlamis olup, BYDV-PAV ve WSMV
Trakya Bolgesi i¢in ve ONMYV Tiirkiye icin ilk kayit olmustur.

Ilbagi et al., (2006), Tirkiye’nin Trakya bolgesinde musir viriis hastaliklari
tizerinde bir arastirma gerceklestirmistir. Toplanan orneklerde MDMV (Maize
dwarf mosaic virus), BYDV-PAV (Barley yellow dwarf virus) ve SCMV
(Sugarcane mosaic virus) ve JGMV (Johnson grass mosaic virus) enfeksiyonlari

saptanmistir.

llbagi (2006), 2004 ve 2005°de toplanan kamis (Phragmites communis
Trin.) yaprak orneklerinde Maize dwarf mosaic virus (MDMYV), Sugarcane
mosaic virus (SCMV), Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV), Cereal
yellow dwarf virus-RPV (CYDV-RPV) ve Wheat dwarf virus (WDV)’nin varligin
ve yayilimimi arastirmistir. Kamislarin ilk kez MDMV ve SCMV’nin dogal bir
konukcusu oldugu tespit ederken BYDV-PAV’m da bir konukgusu oldugu

saptamuistir.

IIbagi et al. (2008), yapraklarda sararmaya ve bitkide ciicelesmeye neden
olan virlis enfeksiyonunu Tiirkiye’nin Tekirdag ilindeki kanarya tohumlarinda
gozlemlemistir. Belirti gosteren 6rnekler toplanmig ve Barley yellow dwarf virus-
PAV (BYDV-PAV) ve Cereal yellow dwarf virus-RPV (CYDV-RPV)’ye karsi
serolojik olarak testlenmistir. Orneklerin %48’inin BYDV-PAV ile, %2’sinin
CYDV-RPV ile enfekteli, %14 iiniin karisik enfeksiyonlu oldugunu ve %36’sinin
enfekte olmadigini veya saptama limitinin altinda enfeksiyona sahip oldugunu

tespit etmistir.

Ilbagi et al. (2005), biyolojik, serolojik ve molekiiler testler kullanilarak
Tiirkiye’nin Trakya Bolgesi’nde sararma, clicelesme, ¢izgi mozaik, siirglinlerde

nekroz, benek ve tahil iiriinlerinde verim kayb1 sergileyerek hiikiim siiren virtisleri



12

tanimlamak amaciyla bir ¢alisma yiiriitmiistiir. Bu amacla, Edirne, Kirklareli ve
Tekirdag illerinde enfekteli arazi bolgelerinden 2001 yilinda 90 tahil yaprak
ornegini, 2002 yilinda 106 bitki 6rnegini toplanmistir. Ornekler, 8 indikator bitki
grubuna mekanik olarak inokule edilmistir. inokule edilmis 37 bitki rnegi en az
bir indikatdr bitkide viriis benzeri belirtiye sebep olmustur. Orneklere, DAS-
ELISA testi uygulanmig ve bu serolojik testler sonugunda 2001°de 90 6rnegin
63’iniin Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAYV) igerdigini, 90 6rnegin
9’unun Wheat streak mosaic virus (WSMV) igerdigini, 90 6rnegin sadece 2’sinin
Necrotic mottle virus (ONMYV) igerdigini ve 2002’de 106 tahil bitki 6rneklerinin
14’tiniin BYDV-PAV igerdigini ortaya cikarmistir. Bolgede BYDV-PAV’mn
varlig1 RT-PCR tetstleriyle de dogrulanmistir. Onemli seviyede kolonize olmus
Rhopalosiphum padi L.’nin varlhiginin BYDV-PAV’m bolgedeki biiyiik viriis
enfeksiyonundan sorumlu oldugu tespit edilmistir. Bu c¢aligma, Tiirkiye’de
ONMV ve BYDV-PAV’nin yayginliginin DAS-ELISA ve molekiiler RT-PCR

testleri ile tanilandig1 ilk ¢alismadir.

Koklii (2004), Tekirdag ili bugday tiretimi yapilan alanlarda 260 bugday
orneginde alt1 virlisiin yaygiligin1 saptamak icin bir ¢alisma gerceklestirmistir.
Bu ¢alisma sonuglart ile en yaygin iki viriisiin %25 ve %22.3 enfeksiyon oranlari

ile sirastyla BYDV-MAYV ve BYDV-PAYV oldugu saptanmaistir.

Erkan ve Kutluk Yilmaz (2009), Samsun ili bugday iiretim alanlarindan
toplanan 154 bitki 6rnegini gesiti tahil viriislerine karsi test etmisler ve ornekleri
BYDV-PAYV ile %3.4 oraninda enfekteli olarak saptamislardir. Ayni1 ¢alismada
BYDV-MAV varlig1 %2 oraninda tespit edilmistir.

Deligéz ve ark. (2011), bugdaylarda BYDV-PAV ve BYDV-MAV
viriislerinin yayginligini belirlemek amaciyla 2006 ve 2007 yillarinda Samsun ve
Amasya illerinde bir ¢alisma yiiriitmiistiir. Samsun ilinden 116 6rnek ve Amasya
ilinden 100 ornek toplanmis olup toplanan 6rnekler DAS-ELISA yontemi ile
BYDV-PAV ve BYDV-MAV viriislerine spesifik antiserumlarla test
edilmiglerdir. Yapilan g¢alismalar sonucunda hem Samsun hem de Amasya
illerinde en yaygin tiir BYDV-PAV olarak bulunmustur. BYDV-PAV, Samsun

ilinde %8.6, Amasya ilinde ise %4 oraninda belirlenmistir.
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Arpa sari ciicelik hastaligina karsi dogal dayaniklilik yetersizdir (Koev et
al., 1998). Viriis hastalik yonetimi degisik kontrol metodlar1 bir araya getirilerek
yonetilebilmesine ragmen dayanikli genotiplerin gelisimi sliphesiz ki birgok
uygun kontrol metodlarindan biridir. Son 10 yilda yapilan ¢alismalar baklagil ve
tahil {riinlerinin kayiplarin1 azaltmak icin virlis hastalik kontrolii i¢in tek bir

yontemin olmadigini gostermektedir (Makkouk and Kumari, 2009).

Barley yellow dwarf virus ve Cereal yellow dwarf virus’iin giivenilir tespit
ve Ol¢iimii kiiclik daneli tahil {riinlerinde arpa sar1 ciicelik hastaliginin
yonetiminde Onemli bir o6gedir. Q-RT-PCR (quantitative real-time reverse-
transcription polymerase chain reaction), hassas, tekrarlanabilir, arpa sar1 ciicelik
hastaliginin incelenmesi igin kullanilma potansiyeline sahip ve BYDV igin hizli
bir teshis aracidir (Balaji et al., 2003).

Figueira et al. (1997), kromogenetik ve kemiliiminesan substratli radyoaktif
olmayan probun kullanildig1 gelistirilmis niikleik asit hibridizasyon teknigi ile
Barley yellow dwarf virus (BYDV)-PAV-IL’nin tespiti polymerase chain reaction
(PCR), poliklonal antibodili double antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (DAS-ELISA) ve polyclonal ve monoclonal antibodili triple
antibody sandwich ELISA ile tespiti ile kiyaslamistir. En hassas saptama teknigi,
saflagtirllmis virtisten ve ekstrakte edilmis 0.1 pg kadar az RNA’y1 ve 0.5 pg
enfekteli yaprak dokusuna esdeger viral RNA’yr saptayabilen PCR
amplificasyonudur.

Arpa sari clicelik hastaligini igeren luteoviruslerden biri olan BYDV-PAV,
tahil driinlerindeki verimi biiyiikk derecede azaltmaktadir (Beuve et al., 1999).
Bitkinin gelisme doneminin erken evresinde bu viriisiin enfeksiyonu ¢iktigi zaman
ortaya ¢ikan verim kayiplar oldukca yiiksek olmaktadir (Makkouk and Kumari,
2009). Bu nedenle, bu viriis ile savasimda bitkinin bulagsmasini onlemek
gerekmektedir. Viriise ve yaprak biti vektoriine genetik olarak direng ve tolerans,

bu viriisii kontrol etmek i¢in 6nemli stratejilerdendir.

BRS Timbauva adli ¢esit, diger bugday ¢esitlerine kiyasla Rhopalosiphum
padi vektoriine kars1 dayaniklilik gostermektedir. de Cezare et al. (2011), BRS


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170208004450
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170208004450
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Timbauva ¢esidinin BYDV-PAV’a da direngli veya toleransli olup olmadigim
saptamay1 amaglamistir. Denemeler, BRS Timbauva ve EMBRAPA 16 (duyarh
ve toleranssiz) karsilastirarak yapilmistir. BRS Timbauva’nin EMBRAPA 16 gibi
viral enfeksiyonlara karsi duyarli oldugu, ancak tiim denemelerde verimlilik
kaybinin EMBRAPA 16’dan daha diisiik oldugunu ve bu da BYDV-PAV’a karsi
toleransli oldugunu gostermektedir. BRS Timbauva alan davranisi, vektor direnci

ve virlis toleransi ile iliskili olabilir.

Genetik olarak viriisiin tim konukgularmma uygulanabilecek olan BYDV'e
kararli transgenik dayaniklilik i¢in bir strateji ortaya koymak amaciyla Koev et al.
(1998) bir calisma yiiriitmiistiir. Transgen iceren tim BYDV inokule edilmis
bitkiler baslangigta hastalik simptomu gostermistir fakat kurtarilmis, ¢iceklenmis
ve tohum iretmistir. Tam aksine BYDV-PAV inokule edilmis transgen

icermeyenler 25 cm uzunluga ulasmadan olmiistiir.

Lanzarini et al., (2007), Brezilya’nin Rio Grande do Sul eyaletinde Passo
Fundo’da Brezilya Tarimsal Arastirma Kurumu [Embrapa (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria)]’nda bir serada yetisen 5 bugday ¢esidinde (BRS 177,
BRS 179, BRS 194, BRS Camboata ve BRS Angico) Barley yellow dwarf virus-
PAV (BYDV-PAV)’den kaynaklanan zarar1 degerlendirmistir. BYDV-PAV’den
kaynaklanan zarar, verimin (bitkideki kardes, dane sayisi, bin dane agirligi) ve
agronomik ozelliklerin (bitki boyu, kuru madde) analizi ile saptanmistir. Viriisiin,

test edilmis tiim degiskenleri belirgin bir sekilde etkiledigi saptanmistir.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki ornekleri

Ege Bolgesi’'nde bugday iiretimi yapilan illerdeki yetistirme alanlarinin
gezilmesi ve firmalardan yardim alinmasiyla bitki Orneklerinin toplanmasi
gergeklestirilmistir. Bu illerdeki yetistirme alanlarinda gelisme geriligi ve sar1 ya

da kirmiz1 renk degisikligi belirtileri gosteren slipheli bugday bitkilerinden alinan

ornekler ¢calismanin materyalini olusturmustur.

Cizelge 3.1 Ege Bolgesi illerinde bugday ekilen alanlar ile orantili olacak sekilde

ornekleme yiizdeleri ve miktarlari.

. Ekilen alan  Yiizde Toplanan
Iler ..
(dekar) (%) Ornek sayisi

Afyon 1.645.349 24 45
Kiitahya 1.452.441 21 42
Manisa 1.050.476 16 32
Denizli 794.965 12 22
Usak 709.127 10 21
Aydin 406.300 6 18
Mugla 400.014 6 17
Izmir 333.292 5 17
Toplam 6.791.964| 100 214

Ege Bolgesi illeri i¢cin TUIK 2013 verilerinde yer alan bugday ekili alan
miktarlar1 ile orantili olarak Cizelge 3.1°de de goriildiigii gibi Afyon’dan 45,
Kiitahya’dan 42, Manisa’dan 32, Denizli’den 22, Usak’dan 21, Aydin’dan 18,
Mugla’dan 17, izmir’den 17 bitki drnegi olacak sekilde toplan 214 bugday bitki

ornegi alinmustir.
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Toplanan  bugday ornekleri steril polietilen torbalara  konarak
numaralandirilmis ve testleri yapilana kadar -20°C’de calisan derin dondurucuda
muhafaza edilmistir. Arazi ¢alismalarindan toplanan ornekler Sekil 3.1’de

goriilmektedir.

Sekil 3.1 Arazi ¢aligmalarindan toplanan drneklerden bir goriiniim.

3.1.2. Serolojik testlerde kullamlan materyaller

Viral hastalik etmeni BYDV-PAV’in toplanan 6rneklerde serolojik olarak
saptanmasinda DAS-ELISA (Double Antibody Sandwic) test yOntemi
kullanilmistir. ELISA yontemi ¢ok sayida 6rneginin ayni zamanda test edilmesine

ve Olciilebilen sonuglar elde edilmesine imkan vermektedir (Erkan, 1998).

Serolojik test yontemi olarak uygulanacak DAS-ELISA testlerinde, ticari
olarak temin edilen tami kitleri ve reagentleri (antiserum, pozitif ve negatif
ornekler ile kaplama, ekstraksiyon, konjugat, substrat ve yitkama ¢ozeltileri), Elisa
tabaklari, otomatik pipetler ve uglari, saf su ve Elisa reader kullanilmigtir. DAS-
ELISA testinde kullanilan tani kitleri, 96 g¢ukurlu mikroplateler (Nunc F96
Maxisorp) ve soliisyon ve ¢ozeltiler Bioreba AG firmasindan temin edilmistir.
Test sonuglarinin degerlendirmesi, 405 nm dalga boyunda okuma yapan Titertek
Multiskan Plus MK 11 marka ELISA okuyucusu ile ger¢eklestirilmistir.
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3.1.3. Molekiiler testlerde kullamlan materyaller

Bugdaygil iiretim alanlarindan alinan tim 6rneklere Reverse-Transcriptase
PCR testleri uygulanmistir. Bu testler sirasinda kullanilan kimyasallar ve

hazirlaniglart EK-1’de yer almaktadir.

3.1.3.1. Total niikleik asit (TNA) ekstraksiyvonu asamasinda

kullanilan materyaller

RNA Ekstraksiyonu sirasinda ependorf tiipleri, ayarlanabilir mikro pipetler
ve pipet uglari, steril 6rnek posetleri, tampon ¢ozeltiler, Sigma D37520 marka
santrifij, ETG MBT 250 marka blok isitict ve -20°C’ye kadar sogutma

kapasitesine sahip derin dondurucu kullanilmistir.

3.1.3.2. Komplementer DNA (cDNA) sentezi asamasinda

kullanilan matervyaller

Daha 6nce hazirlanmis olan TNA 6rnekleri, Fermantas marka cDNA sentez
kiti, inkubator (Niive ES500), sitict ve galkalayict (Heidolph Unimax 2010)

materyal olarak kullanilmistir.

3.1.3.3. RT-PCR testlerinde kullanilan materyaller

PE Applied Biosystems Gene Amp PCR Systems 9700 marka thermocycler,
Eppondorf marka PCR tiipleri, etmenlere spesifik primerler (Cizelge 3.2),

cozeltiler ve soliisyonlar materyal olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.2 BYDV nin teshisinde kullanilan primerlerin bilgileri.

Baz

Primer Primer Dizilimi PCR Dongiisii
Uzunlugu
CCACTAGAGAGGTGGTGAATG 1x94°C 2 dk
BYDV-PAV-F
CCGGTGTTGAGGAGTCTACC 641 bp. 35x(94°C 1 dk /54°C 1 dk/ 72°C 1 dk)
BYDV-PAV-R

(Kundu, 2008) 1x72°C 10 dk
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3.1.3.4. Cogaltilmis PCR iiriinlerinin analizinde kullanilan

materyaller

Orneklerin ve jellerin hazirlanmanip boyanmasinda kullanilmis olan
kimyasallar, ¢ozeltiler, DNA marker1 Consort E815 marka gii¢ kaynagi, Owl A2
ve Owl B1 marka jel elektroforez diizenegi materyal olarak kullanilmistir. DNR
Bio-imaging Systems Minibis Pro marka jel goriintiilleme cihazinda tiim jellerin

fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.1.4 Calismada kullanmilan diger materyaller

Calismanin gesitli asamalarinda ayrica, Binder inkiibator, Bioreba AG 6rnek
ezme makinasi, Elga saf su makinasi, Heidolph tiip karistirici, HI 9321 pH metre,
Memmert marka etliv, Sartorius hassas terazi, Scotsman buz makinasi, Systec

2540 otoklav, manyetik karigtirict ve mikrodalga firin kullanilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Bitkilerin incelenmesi

Ege Bolgesi’nde illerindeki bugday iiretimi yapilan alanlarda arpa sari
ciicelik hastaliginin belirtilerinden olan gelisme geriligi ve sari-kirmizi renk
degisikligi belirtilerini gosteren siipheli bugday bitkilerinden yeterli sayida bitki
ornekleri alinmistir. Calismanin materyali olan bu bitki 6rnekleri arazilerde ve
laboratuarda gorsel olarak incelenmistir. Hastaligin belirtilerinden olan gelisme
geriligi ve sar1 ya da kirmizi renk degisikligi gosteren siipheli bugday bitkileri
calisgmada kullanilmistir. Belirti gostermeyen bitkilerde de latent viriis

enfeksiyonlar olabilecegi dikkate alinmstir.

3.2.2. Serolojik calismalar

Toplanan bugday orneklerine BYDV-PAV i¢in serolojik ydntemlerden
direkt yontem (Double Antibody Sandwich)  uygulanmistir. DAS-ELISA
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testlerinin ~ uygulanmas1  asagida  belirtilen  asamalarmm  izlenmesiyle

gerceklestirilmistir (Clark ve Adams, 1977; Erkan vd., 1995).

- Elisa tabaklarinin her bir ¢ukuruna kaplama tamponundan 1:1000
(Bioreba firmasi ticari kitleri) oraninda seyreltilmis olan IgG’den 100 pl
eklenerek 34°C’de 3 saat inkube edilmesi.

- Elisa tabaklarinin yikama tamponu ile yikanarak 3 dakika beklenmesi eve

bu islemin 3 kez tekrarlanmasi.

- Ekstraksiyon tamponu ile hazirlanan bitki ornekleri, pozitif ve negatif
kontrollerin her bir gukura 100 pl olacak miktarda eklenerek 4°C’de bir
gece inkube edilmesi.

- Elisa tabaklarinin ikinci asamada aciklandigi sekilde tekrar yikanmasi.

- Konjuge edilmis IgG, konjuge tamponu igerisinde 1:1000 (Bioreba
firmas ticari kitleri) oraninda seyreltilip her bir ¢ukura 100 pl eklenerek

34°C’de 3 saat inkube edilmesi.
- Elisa tabaklarinin ikinci asamada aciklandig1 sekilde tekrar yikanmasi.

- Substrat ¢ozeltisine 1 mg/ml olacak sekilde substrat (paranitrofenilfosfat)

her bir ¢ukura 100 pl konularak oda sicakliginda inkube edilmesi.
Sonuglar iki sekilde degerlendirilmistir (Erkan vd., 1995).
a) Sari renk olusumu gozlenerek,

b) Elisa reader cihazt kullanilarak 405 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Orneklerde saglikli
kontrolin 2 kati olan absorbans dergerleri enfekteli olarak

degerlendirilmistir (Sekil 3.2).



Sekil 3.2 BYDV igin yapilan DAS-ELISA testlerinden bir goriintim.

3.2.3. Molekiiler ¢calismalar

3.2.3.1. Total niikleik asit (TNA) ekstraksiyonu

TNA ekstraksiyonu i¢in Foissac et al. (2001)’in ‘silica capture’ yontemi
kullanilmistir. TNA ekstraksiyonunda kullanilan tiim malzemeler yapisina uygun
olarak ekstrakte edilmistir. Araziden alinarak kullanilincaya kadar -20°°C’de
saklanan bitki 6rneklerinden her izolat i¢in yaklasik 100 mg alinarak %1 oraninda
mercapto-ethanol igeren ‘grinding buffer’ varliginda steril 6rnek posetleri iginde
homojenize edilmistir. Tipler 1siticida 70°C’de 10 dakika inkube edildikten sonra
5 dakika buzda bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler 14000 rpm’de 10 dakika
santrifiijde tutulmus ve st sividan 300 pl alinarak yeni tiiplere aktarilmuistir.
Tiiplere 150 pl ethanol, 300 ul 6M Nal, 50 ul silika silispansiyonu eklenerek 10
dakika oda sicakliginda inkubasyona birakilmistir. Tiipler 6000 rpm’de 1 dakika
santrifiijde tutulduktan sonra st sivi kismi atilmig tiipiin iginde kalan silika
partikiillerinin yikanmasi i¢in 500 pl yikama tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Bu
islemden sonra tiipler 6000 rpm’de santrifiij edilmistir. Yikama iglemi iki kere
yapilmistir. Yikamadan sonra silika partikiilleri igeren tliplere 150 pul RNAse’dan
ari steril su eklenmistir. Tipler 70°C’de 4 dakika 1siticida inkube edilmis, 14000
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rpm’de 3 dakika santrifiijde tutulmustur. Tiipiin iist kisminda kalan sividan 145ul
alinarak yeni tiiplere aktarilmis ve TNA ekstraksiyonu tamamlanmustir. Ornekler
cDNA sentez ve PCR uygulamalari yapilincaya kadar -20°C’de derin
dondurucuda saklanmistir (Foissac et al., 2001) (Sekil 3.3).

08/12/2014 05705/2016
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Sekil 3.3 TNA ekstraksiyonu agamalarindan goriintiiler. a) Ekstrakte edilecek 6rnekler, b)
Ornek ezme asamast, €) Siipernatanttaki TNA nin alinmasi, d) Orneklerin buzda
bekletilmesi, €) Blok isiticida inkiibe elden ornekler, f) Santrifiijde tutulan

ornekler.
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3.2.3.2. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

TNA’s1 ekstrakte edilmis olan 6rneklerin cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
Bu amagla Fermentas firmadan temin edilmis ¢cDNA sentez kiti ve firmanin

belirttigi prosediir kullanilmistir.

Bu yonteme gore ilk olarak eppendorf tiiplerin igerisine 2 pl total RNA, 1 ul
oligo (dt) primer konulmus ve DEPC su ile 12 ul’ye tamamlanmistir. 70°C’de 5
dakika inkubasyon uygulandiktan sonra tiipler buz iizerine konulmus ve iglerine
sirastyla 4 pl 5X Reaction buffer, 1 ul Ribolock Ribonuclease inhibitor, 2 pl
10mM dNTP mix eklenmistir. Kisa siireli santrifiij uygulandiktan sonra 37°C’de 5
dakika inkubasyon uygulanmistir ve tiiplerin igine 1 ul M-MuLV Reverse
Transcriptase eklenerek toplam 20 ul hacime ulagilmistir. Karisima daha sonra
42°C’de 60 dakika ve 70°C’de 10 dakika inkubasyon uygulanarak cDNA sentez

asamasi tamamlanmistir.

3.2.3.3. Reverse Transkriptase (RT) PCR yontemi

RT-PCR islemi ticari firmanin 6nerdigi prosediire gore, 50 pl hacimde
yapilmustir. Steril PCR tiiplerine 25 pl 2x PCR master mix, 1 pl primerl, 1 pl
primer 2, 2 ul cDNA ve 21 pl nuclease free su eklenmistir. Tiipler PCR cihazina
yerlestirilerek test edilecek virlis i¢in spesifik olan program uygulanmistir
(Kundu, 2008). Tim islemler boyunca eldiven kullanilmis ve herhangi bir
kontaminasyon bulunma olasiligin1 belirlemek i¢in de niikleik asit eklemeden
sadece karisimin yer aldigir bir tiipte (kontrol) PCR programinda ¢ogaltma
islemine alinmistir (Sekil 3.4). Testlerde kullanilan etmene 6zgii primerin baz

uzunlugu ve dongiisii Cizelge 3.2°de goriilmektedir.
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Sekil 3.4 PCR asamalarindan gorintiiler. a) cDNA’s1 elde edilmis 6rneklerin PCR’a

hazirlanmasi, b) PCR Thermocycler.

3.2.3.4. Agaroz jel elektroforez yontemi

100 ml 1X TAE tamponu i¢ine 1,5 g agaroz konularak karisim mikrodalga
firnda 3.5 dakika tutularak eriyik haline gelmesi saglanmistir. Elektroforez
kosumu, 100 V’da, yatay diizenekte 60 dakika siireyle ve 1X TAE ¢0ozeltisi
icerisinde uygulanmustir. ilk kuyucuga 12 pl DNA ladder yiiklenmis olup jele
yiiklenmeden 6nce drnekler 6X loading dye ile karistirilmis (2 pl loading dye-10
ul 6rnek) olarak diger kuyucuklara yiiklenmistir (Sekil 3.5).

a)

Sekil 3.5 Agaroz jel elektroforezi asamalarindan gériintiiler. a) Orneklerin jele yiiklenmesi,

b) Elektroforez kosumu.
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3.2.3.5. Jel goriintilleme cihazinda PCR sonuclarinin

degerlendirilmesi

Ethidium bromide ile boyanan jelin, DNR Bio-Imaging marka Jel

Dokiimantasyon ve Analiz Sistemi ile fotografi ¢ekilerek kaydedilmistir.

3.2.3.6. Dizi analizleri ve filogenetik siniflandirma

DNA orneklerindeki baz dizilerinin sirasini ortaya ¢ikarmak ig¢in kullanilan
genetik sifreleme yontemine DNA dizi analizi denir. Giinlimiizde genel olarak
DNA dizi analizlerinde birbirinden farkli iki yontem kullanilmaktadir. Bunlardan
ilki Maxam ve Gilbert'in kimyasal kirilma yontemi (Maxam and Gilbert, 1977)
digeri ise Sanger-Coulson'un zincir sonlama yontemidir (Sanger et al., 1977). Bu
arastirmada da uygulanacak ‘Zincir Sonlama Yontemi’, enzimatik DNA sentezine

dayanan, glinlimiizde DNA dizi analizi i¢in en sik kullanilan yontemdir.

RT-PCR c¢alismalar1 tamamlanan ve eclektroforez sonrasi beklenen
biiyiikliikte fragmentler gdzlenen &rnekler dizi analizi icin lontek firmasina
gonderilmistir. Elde edilen dizileme sonuglart NCBI BLAST ta diinya izolatlariyla
kiyaslanmig, ClustalW2-Multiple Sequence Alignment ve MEGA 6.0 programi
kullanilarak benzer izolatlarin ¢oklu dizi hizalamalar1 gerceklestirilmis ve

filogenetik agaglari ¢izilmistir.
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4. BULGULAR

Yiritilen bu c¢alismada, Ege Boélgesi illerinin bugday {iretimi yapilan
tiretim alanlarindaki Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV) etmeninin
varligint tespit etmek igin belirti gosteren 214 bitki 6rnegi toplanmustir.
Belirtilerin arazilerde ve laboratuarlarda incelenmesi, serolojik ve molekiiler
yontemlerle tanilanmasi yapilmis, dizi analizi ve filogenetik smiflandirmasi

gergeklestirilmistir.

4.1 Bitki Orneklerinde Gozlenen Belirtiler

Ege Bolgesi bugday alanlarindan alinan 214 bugday yaprak 6rneginde genel
olarak sar1 rengin hakim oldugu goriilmektedir. Yapraklarda uctan baslayarak
devam eden klorotik ¢izgiler, klorotik lekeler, ¢izgi mozaik ve yesil rengin
zamanla kayb1 goriilmektedir. Dik, sert yapraklar ve tirtikli yaprak kenarlari ile
daha az ve kiigiik daneler olustugu da goézlemlenmistir. Go6zlemlenen viriis
belirtileri Sekil 4.1°de yer almaktadir. Simptomatolojik bu incelemeler, sonrasinda

yapilacak olan serolojik ve molekiiler yontemler i¢cin 6n basamak niteligindedir.
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d) e)

Sekil 4.1 Toplanan bitki 6rneklerinde goriilen belirti tipleri. a) Yapraklardaki ¢izgi mozaik
belirtisi, b) Yapraklardaki klorotik lekeler, ¢) Yapraklardaki klorotik ¢izgiler, d)
Dik, sert yaprak belirtileri, e) Tirtikl1 yaprak kenar1 belirtisi, f) Daha az ve kiigiik
olusan ¢ekirdek belirtisi.

4.2 Serolojik Testlerin Sonuclar:

Calisma kapsaminda toplanan bugday orneklerinde BYDV-PAV varligini
saptamak amaciyla 6rnekler serolojik tanilama yontemi olan DAS-ELISA testine
tabi tutulmustur. Gergeklestirilen ELISA testinin asamalarinin sonucunda,
testlenen 214 bugday yaprak orneklerinden 21 tanesi BYDV-PAV igin pozitif
sonug vermistir (Sekil 4.2). Virislii bitki 6rnegi oran1 DAS-ELISA yo6ntemine

gore %9.8 olarak bulunmustur.



Sekil 4.2 DAS-ELISA testinde pozitif sonug veren 6rneklerden goriiniimler.
4.3 Molekiiler Testlerin Sonuglari

4.3.1 RT-PCR testlerinin sonuglari

Molekiiler ¢alismalarda testlenecek 50 Ornek, elisa testi sonucunda pozitif
cikan oOrnekleri, elisa testi sonucunda absorbans degerlerine gore pozitifligi
siipheli olan Ornekleri ve illere gore orantili olacak sekilde belirlenen ornekleri
icerecek sekilde secilmistir. Bu 50 Ornege ‘silica capture’ yontemi ile TNA
ekstraksiyonu uygulanarak her 6rnegin TNA’s1 elde edilmistir (Sekil 4.3). TNA’s1
elde edilen 6rneklere BYDV-PAV igin spesifik primer kullanarak RT-PCR test

yontemi uygulanmistir.
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Sekil 4.3 TNA’s1 ¢ikarilan drneklerden bir goriinim.

Molekiiler testlerin sonucunda BYDV-PAYV i¢in 50 6rnege uygulanan RT-
PCR sonucunda 21 6rnek enfekteli bulunmustur. Viriis enfeksiyon orani DAS-
ELISA yonteminin sonuglari ile paralellik gostermekte olup aymi sekilde 214

ornekte viral enfeksiyon oran1 %9.8’dir.

Pozitif sonug veren 6rneklerden 641 bp uzunlugunda bantlar elde edilmistir.
RT-PCR sonuglarinin jel dokiimantasyon cihazinda elde edilen goriintiileri Sekil

4.4’de gortlmektedir.
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Sekil 4.4 BYDV igin uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintiileme

sisteminde ¢ekilmis goriiniimlerden bazilari, M: DNA Ladder.

Ege Bolgesi illerinin bugday tiretimi yapilan illerinden toplanan 214 bitki
orneginden 21’1, DAS-ELISA ve RT-PCR testleri sonucunda Barley yellow dwarf
virus-PAV (BYDV-PAV) ile enfekteli bulunmustur. Afyon’dan toplanan 45
ornegin 6’s1, Kiitahya’dan toplanan 42 Grnegin 4’li, Manisa’dan toplanan 32
ornegin 2’si, Denizli’den toplanan 22 6rnegin 2’si, Aydin’dan toplanan 18 6rnegin
3’{i, Mugla’dan toplanan 17 &rnegin 1’i ve izmir’den toplanan 17 &rnegin 3’ii
BYDV-PAV ile enfekteli olarak tespit edilmistir. Usak’tan toplanan 21 6rnekte bu
etmen tespit edilememistir. Illere gore etmenin bulunma durumu ve enfeksiyon
oranlar1 Cizelge 4.1°de ve illere gore saglikli ve enfekteli 6rneklerin durumu Sekil

4.5°de yer almaktadir.
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Cizelge 4.1 Ege Bolgesi illerinden toplanan o&rneklerde BYDV-PAV etmeninin

bulunma durumu ve enfeksiyon oranlart.

Toplanan Saghkh Enfekteli Enfeksiyon

Ornek sayisl1 Ornek sayisl Ornek Sayisi Oram
Afyon 45 39 6 %13.33
Kiitahya 42 38 4 %9.52
Manisa 32 30 2 %6.25
Denizli 22 20 2 %9.09
Usak 21 21 0 %0
Aydin 18 15 3 %16.66
Mugla 17 16 1 %5.88
[zmir 17 14 3 %17.64
Toplam 214 193 21 %9.8

Afyon Kiitahya Manisa Denizli Usak Aydin Mugla Izmir

m Saglikli Ornek Sayis1  ® Enfekteli Ornek Sayist

Sekil 4.5 Tllere gore toplanan orneklerde saglikli ve BYDV-PAV ile enfekteli 6rnek

sayilari.

4.3.2 Dizi analizi ve filogenetik siniflandirma sonuclari

Molekiiler yontem RT-PCR ile elde edilen BYDV-PAV etmeninin Aydin ve
Izmir’den birer izolati, dizi analizlerinin yapilmasi igin Iontek firmasina
gonderilmistir. Gelen gen dizilimleri, Tirkiye ve Diinya’da daha 6nceden bu
etmen ile ilgili yapilmis ¢alismalardan NCBI (National Center for Biotechnology
Information)’a kaydedilen izolatlarin (Cizelge 4.2) gen dizilimleri ile

karsilastirilmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Cizelge 4.2 Bu calisma sonunda dizilimi yapilmig izolatlarin akrabalik iligkilerinin

karsilastirlldigi Tiirkiye ve Diinya izolatlart.

izolatlar .
__(Accession Number) Ulkeler

AJ810418.1 Almanya
X07653.1 Avustralya
DQ631850.1 Amerika
EF521828.1 Amerika
JX275852.1 Azerbaycan
EU332309.1 Cin
AJ007922.1 Fas
AJ007929.1 Fas
AY167109.1 Fransa
AJ007491.1 Fransa
EF521841.1 Isvec
D85783.1 Japonya
KMO046987.1 Maisir
HE985229.1 Pakistan
JQ811488 Pakistan
JX402453.1 Tunus
KJ816646.1 Tiirkiye
KJ816649.1 Tirkiye
KJ816645.1 Tirkiye
KJ816643.1 Tiirkiye
KJ816648.1 Tiirkiye
KJ816660.1 Tiirkiye
KJ816655.1 Tiirkiye
EF408177.1 Yeni Zellanda

Aydm izolatmin gen dizlimi NCBI’da kayith diger BYDV-PAV izolatlar
ile karsilastirilmistir. Karsilagtirma sonuglarina goére; Tiirkiye izolatlar: ile %100
(KJB816648.1) ve %99 (KJ816646.1, KJ816649.1, KJ816645.1 ve KJ816643.1)
benzerlik gostermektedir. Ayrica, Amerika izolati (EF521828.1) ile %99,
Almanya izolat1 (AJ810418.1) ile %98, Fransa izolat1 (AY167109.1) ile %99, Fas
izolat1 (AJ007922.1) ile %99, Pakistan izolati (HE985229.1) ile %96, Tunus
izolat1 (JX402453.1) ile %99 benzerlik gdsterdigi saptanmaistir.

Aym sekilde Izmir izolatiin gen dizlimi de NCBI'da kayitli diger BYDV-
PAV izolatlar ile karsilagtirilmistir. Buna gore; Tiirkiye izolatlari (KJ816660.1 ;
KJ816655.1) ile %99 benzerlik gosterirken, Isvec izolat1 (EF521841.1) ile %99,
Avusturalya izolati (X07653.1) ile %95, Brezilya izolatl (JX067837.1) ile %99,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3326925?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=UBYW94V4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/27948445?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=UBYW94V4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/763818516?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=UBYW94V4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/763818512?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=36&RID=UBYW94V4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/763818516?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=UBYW94V4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/763818512?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=36&RID=UBYW94V4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/27948445?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=UBYW94V4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3326925?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=UBYW94V4014
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Yeni Zellanda izolatt (EF408177.1) ile %98, Amerika izolatt (DQ631850.1) ile
%99, Fransa izolati (AJ007491.1) ile %97, Cin izolatl (EU332309.1) ile %99,
Japonya izolat1 (D85783.1) ile %95, Misir izolatt (KM046987.1) ile %99, Fas
izolat1 ile (AJ007929.1) ile %99, Pakistan izolati (JQ811488) ile %96 ve
Azerbaycan izolat1 (JX275852.1) ile %99 benzerlik gosterdigi saptanmistir.

Filogenetik analiz ¢caligmalarinda MEGA 6.06 programi kullanilmigtir. Daha
onceden BYDV-PAYV etmeni ile ¢alismanin yapildigi ve sisteme kaydedildigi tiim
iilkelerin en yiiksek benzerlikte saptanan izolatlar1 secilmistir. Kayith izolatlarin
NCBI’dan alinmis gen dizilimleri ve karsilastirmak istenilen izolatlarin lontek
firmasinda gonderilen gen dizimleri programa yiiklenmistir (Sekil 4.6). ClustalW
ile hizalanmasi1 yapildiktan sonra Neighbor-joining istatistiksel metodu ile

filogenetik agaci elde edilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.6 Dizi analizi ve filogenetik ¢alismalardan goriintiiler. @) NCBI da daha once

yapilmis calismalardan

izolatlarm  gen dizilimlerinin MEGA 6.06’ya

kaydedilmesi, b) Tiirkiye ve Diinya izolatlari ile izmir ve Aydin izolatlarinin gen

dizilimlerinin ClustalW ile hizalanmasi.
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KJ816649 1
_[: KJE16643 1
JE402453 1
Aydin-BYDV-bugday-izolati
KJa 16648 1
KJa16645 1
KJB16646.1
KJB16660.1
KJB16655.1

Izrmir BYDV-bugday-izolati
_:JHTSESZ.I
—— AY167109.1

L aino7922.1

KMO46987.1
_[:mnams.1
JOB11488 1
JXD67837.1
AJ007491.1
DQEI1850.1
EF408177.1
EF521841.1
DB5T83.1

—
_[: EU332309.1
—{

X0T653.1
EF521828.1
AJa104181
HE985229.1

Sekil 4.7 Aydin ve Izmir izolatlarimin Tiirkiye ve Diinya izolatlar1 ile akrabalik durumunu

gosteren filogenetik agag.
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5. TARTISMA

Diinyada tahil alanlarinda BYDV-PAV viral hastalik etmeninin tanilanmasi
icin cesitli arastirmalar yiiriitiilmiistiir. Ulkemizde ise bu konuda yapilan
caligmalar smirlt olup Ege Bolgesi'ni kapsayan bir ¢alisma yapilmamisg
bulunmaktadir. Bu nedenle yiiriitilen bu ¢alismada, diinyadaki tahil iiretim
alanlarinda en yaygin ve 6nemli derecede verim kayiplarina neden olan tahil viriis
hastaligi Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV)’nin Ege Bdlgesi'nde

bugday yetistiriciligi yapilan alanlardaki bulunma durumu incelenmistir.

Ege Bolgesi’'nde bugday iiretimi yapilan illerdeki arpa sar1 ciicelik
hastaliginin belirtilerinden olan gelisme geriligi ve sari-kirmizi renk degisikligi
belirtilerini gosteren 214 bugday yaprak 6rnegi alinmistir. Serolojik ve molekiiler
caligmalar sonucunda, gozlemlenen belirtilerin etmenden kaynakli olabildigi gibi

abiyotik etkenler kaynakli da olmus olabilecegi sonucuna varilmistir.

Orneklerde yiiriitiilen simptomatolojik gdzlemler bazi durumlarda yetersiz
kalabilmekte olup diger tanilama yontemleri igin bir 6n basamak niteligindedir.
Calismalardaki etmenin bitkilerde en ¢ok géze ¢arpan belirtisi, yapraklardaki yesil
rengin kaybidir (D'Arcy and Domier, 2000). Yapraklarda ugtan baglayarak devam
eden klorotik ¢izgiler, lekeler gelisebilir ve suda 1slanmis gériiniim olabilir (DPV,
2015). BYDV, ciicelesme, ¢izgi mozaik, siirgiinlerde nekroz, benek ve tahil
tirlinlerinde verim kaybi sergileyebilmektedir (llbagi et. al., 2005). Dik, sert
yapraklar ve tirtikli yaprak kenarlari, verim kayiplart ile ilgili olarak da
cigeklenme ve kardeslenme azalmasi, daha az ve kiigiik ¢ekirdeklerin olusmasi,

BYDV’nin diger enfeksiyon belirtilerini igermektedir (D'Arcy and Domier, 2000).

Bugday bitkisinde BYDV-PAV etmenine dair gergeklestirilen onceki
aragtirmalarda yer alan belirtilere paralel bulgular elde edilmistir. Yapraklarda
uctan baslayan klorotik ¢izgi ve lekeler, sert yapraklar, tirtikli yaprak kenarlari,

daha az ve kiigiik olan ¢ekirdekler gozlemlenmistir (Sekil 4.1).



36

Bu c¢alismada kullanilan DAS-ELISA testi antikor temelli serolojik bir
yontemdir ve 1977°de Clark ve Adams tarafindan bitki virolojisinde tanitilmistir.
Bitki virtislerinin rutin tespitinde giivenilir ve hizli bir yontem haline gelmistir
(Portsmann and Kiessig, 1992). Arastirma kapsaminda bugday bitkilerinde
enfeksiyon olusturabilen BYDV-PAV viral etmeni i¢in DAS-ELISA testi

uygulanmis olup etmenin bulunma oran1 %9.8 olarak belirlenmistir.

Niikleik asit temelli yontemler tanilamada 6nemli bir kullanim potansiyeli
sunmaktadir. Yapilan ¢alismalar, PCR yonteminin ELISA’ya oranla iki kat daha
giivenilir oldugunu ortaya c¢ikarmistir (Jacobi et al., 1998). Yiiriitilen bir
calismada (Paylan, 2011), farkli tiirlere ait tohumlar her {i¢ yontemle (DAS-
ELISA, RT-PCR, mekanik inokulasyon) testlenmis ve RT-PCR ydnteminin viriis
enfeksiyonlarimi saptama orani %100 olarak bulunurken, DAS-ELISA’da bu oran
%96 olmus, mekanik inokulasyonun tanilama basaris1 ise %95 olarak
saptanmistir. Bu ¢aligmada, DAS-ELISA ve RT-PCR terstleri sonucunda 214
ornekten 21’1 enfekteli bulunmustur. DAS-ELISA ve RT-PCR testleri paralel
sonu¢ vermistir. Ancak, DAS-ELISA testinde siipheli olan birka¢ 6rnek RT-PCR

testlerinde pozitif sonug vermistir.

RT-PCR yonteminin bu basaris1 spesifik niikleik asitlerin duyarli sekilde
cogaltilmasima ve bitki dokularindan ekstrakte edilen niikleik asit miktar1 ve
kalitesine baghidir (Sipahioglu et al., 2006). Ekstraksiyon agamasi RT-PCR’in
giivenilirligini  ve spesifikligini etkileyen en Onemli faktorlerin  basinda
gelmektedir. Bu c¢alismada “silica capture (Foissac et al., 2001)” RNA

ekstraksiyon yontemi olarak kullanilmistir.

Izole edilen spesifik bir DNA pargasinin in vitro kosullarda, kisa zincirli
oligoniikleotid primerler ve Taq DNA polimeraz enzimi yardimiyla kopyalanmasi
seklinde de tanimlanan PCR ile viriisiin bitkideki varligt gen diizeyinde
belirlenebilmektedir. Calisma kapsaminda alinan tiim 6rnekler, BYDV-PAYV icin

spesifik primer kullanilarak RT-PCR ile testlenerek tanilamalar1 yapilmustir.

Diinya’da tahil alanlarinda BYDV-PAV viral etmeninin tanilanmasi i¢in

cesitli arastirmalar yiiriitiilmistiir. EI-Muadhidi et al. (2001), Irak’da baklagil
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(nohut, bakla ve mercimek) ve tahil (bugday ve arpa) liriinlerini etkileyen viriis
hastaliklarini tanimlamak i¢in yiiriittiigii aragtirmada Barley yellow dwarf virus-
PAV (BYDV-PAV, genus Luteovirus, family Luteoviridae) ve nadiren de BYDV-
MAYV (genus Luteovirus, family Luteoviridae) ve Cereal yellow dwarf virus-RPV
(CYDV-RPV, genus Polerovirus, family Luteoviridae) viral etmenlerinin
varligini tespit etmistir. Bisnieksab et al. (2006), Letonya’daki yazlik tahillarda ve
mera otlarinda, Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV), BYDV-MAYV ve
Cereal yellow dwarf virus-RPV (CYDV-RPV) izolatlarinin mevcut oldugunu
saptamistir. Kumari et al. (2006), Yemen’de farkli lokasyonlarda arpa ve
ekmeklik bugday {riinlerine etki eden wviriis hastaliklarin1 tanimlamak igin
yuriittiigii arastirmada en fazla Barley yellow dwarf virus-PAV’1in ve onu takipen
de Barley stripe mosaic virus’iin mevcut oldugunu tespit edilmistir. Siddiqui et
al., (2011) Pakistan’daki farkli bugday iiretim alanlarinda BYDV belirtisi gosteren
stipheli bugday orneklerini BYDV-PAV, BYDV-MAV, BYDV-SGV, BYDV-
RPV, CYDV-RPV ve BYDV-GPV ig¢in taramistir. Test edilmis 37 6rnegin 13’1
BYDV ve onlarin da 10’'unun BYDV-PAV, 3’liniin BYDV-MAYV i¢in pozitif
oldugu saptanmistir.

Diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de tahil alanlarinda BYDV-PAV viral
etmeninin tanilanmast igin ¢esitli arastirmalar yiiriitiilmiistiir. ilbag: (2003) Trakya
Bolgesi tahil liretim alanlarindan topladig: belirti gosteren 327 drnegini testlemis
ve buna gore 133’tinli DAS-ELISA ile ve 162’sini RT-PCR ile BYDV i¢in
enfekteli olarak tespit etmistir. Koklii (2004), Tekirdag ili bugday tiretimi yapilan
alanlarda 260 bugday Orneginde BYDV’yi arastirmis ve 9%22.3 oraninda
enfeksiyon belirlenmistir. Erkan ve Kutluk Yilmaz (2009), Samsun ili bugday
tiretim alanlarindan toplanan 154 bitki 6rnegini BYDV ig¢in test etmisler ve %3.4
oraninda enfeksyion saptamislardir. Deligdz ve ark. (2011), Samsun ve Amasya
illerinin bugday tiretim alanlarinda enfeksiyona neden olan Barley yellow dwarf
virus’ii aragtirmistir. Samsun’dan toplanan 116 Ornekte %8.6 oraninda ve

Amasya’dan toplanan 100 6rnekte %4 enfeksiyon belirlenmistir.
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Diinyada ve Tiirkiye’de tahil alanlarinda BYDV-PAV etmenine yonelik
aragtirmalar yiiriitiilerek bulunma durumu saptanmistir. Bu ¢alismada kapsaminda
gercgeklestirilen RT-PCR testleri sonucunda Ege Bolgesi illerinden alinan
orneklerde virlis enfeksiyonu oraninin %9.8 oldugu belirlenmistir. Bu oran iller
bazinda ayr1 ayr1 degerlendirildiginde Afyon’da %13.33, Kiitahya’da 9%9.52,
Manisa’da %6.25, Denizli’de %9.09, Aydin’da %16.66, Mugla’da 5.88 ve
Izmir’de %17.64 olarak enfeksiyon oranlari tespit edilmistir. Usak’da ise BYDV-
PAV etmeni saptanmamuistir (Cizelge 4.1).

Calismada kapsaminda RT-PCR ve etmene spesifik primer ile izole edilen
bulasik Aydin ve Izmir izolatlarn ile niikleotid dizilerinin belirlenmesi, daha
onceden yapilan ¢alismalarda belirlenen izolatlarla karsilastirilmasi ve filogenetik
agac olusturulmas: icin ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. Bu amagla izolatlar lontek
firmasina gonderilerek niikleotid dizilerinin belirlenmesi saglanmigtir. PCR
iiriinlerinden elde edilen bu sekanslar NCBI gibi gen bankalarindaki diger
izolatlarla benzerlik-farklilik agisindan kiyaslanabilmektedir. Bu sekilde benzerlik
oranlar1 belirlenen izolatlar arasindaki akrabalik ve farkliliklarin ortaya koyulmast

acisindan soy agaclari ¢ikarilmaktadir (Fidan, 2010).

Siddiqui et al., (2011) Pakistan’daki farkli bugday tiretim alanlarinda BYDV
belirtisi gosteren siipheli bugday orneklerini bu etmenin bir¢ok 1rki igin testlemis
ve pozitif olarak saptadigi BYDV-PAV ve BYDV-MAYV  izolatlarinin
sekanslarinin) BYDV-PAS (%92.8-94.6)’a ve BYDV-PAV (99.3-99.7)’a
maksimum benzerlik gosterdigi sonucuna varmustir. Iran’da tahil iiretiminde
karsilagilan en 6nemli problemlerden biri olan arpa sar1 ciicelik hastaligina neden
olan virilisleri tanimlamak i¢in ¢aligma yapan Rastgou et al. (2005), saptadigi
BYDV-PAYV izolatinin molekiiler karakterizasyonu gerceklestirerek ABD, Fransa
ve Japonya’dan PAV izolatlarina yiiksek sekans benzerligi (%96-97) gosterdigini

saptamistir.

Gergekletirilen calismalarda oldugu gibi bu ¢alismada da bulunma durumu
arastirllan BYDV-PAV etmenin Diinya ve Tiirkiye izolatlar ile sekans benzerlik
durumlar incelenmistir. Dizi analizi ve filogeneik calismalar sonucunda, Aydin

izolatinin Tiirkiye izolatlartyla %100 ve %99, Amerika, Fas, Fransa ve Tunus


http://link.springer.com/search?facet-creator=%22M.+Rastgou%22
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izolatlar1 ile %99, Almanya izolati ile %98 ve Pakistan izolati ile %96 benzerlik
tasidig1; Izmir izolatinin ise Amerika, Azerbaycan, Brezilya, Cin, Fas, Isveg, Misir
ve Tiirkiye izolatlar1 ile %99, Yeni Zellanda izolat1 ile %98, Fransa izolati ile
%097, Pakistan izolat1 ile %96 ve Avusturalya ve Japonya izolatlari ile %95

benzerilik tagidig1 saptanmaistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yiiriitiilen bu ¢alismanin tamamlanmasi ile Ege Bolgesi illerinde bugday
yetistiriciligi yapilan alanlarda, Barley yellow dwarf virus-PAV viral etmeni
saptanmistir. Calismanin, iilkemizin Ege Bolgesi’ndeki bugday iiretim alanlarinda
BYDV-PAV etmeninin arastirildigr bir ¢alisma olarak literatiire katki sagladigi

diistiniilmektedir.

Calisma kapsaminda saptanan etmene ait iki izolatin gen dizilimi elde
edilmis, diinyadaki ve tilkemizdeki benzer izolatlarla karsilastirilmis, filogenetik

agaclar yardimiyla da benzerlikleri belirlenmistir.

Calismada bugday virlislerinin tanilanmasinda DAS-ELISA ve RT-PCR
gibi gilivenilir, hassas ve hizli yontemler kullanilmistir. Kullanilan prosediirler,
primerler gibi bazi bilgilerin viral enfeksiyonun tespiti i¢in gelecekte yapilacak

caligmalarda referans olusturabilecegi diistiniilmektedir.

Serolojik tanilamada siipheye diisiilen birka¢ drnekte molekiiler tanilama ile
netlige kavusulmustur. Bu durum RT-PCR ile tanilanmasi molekiiler yontemlerin
etkinliginin yiiksekligini birkez daha gdstermistir. Ancak, ¢ok sayida kimyasal
madde, alet ve ekipmanlara gereksinimi, test asamalarinin yogunlugu ve pahali
olusu RT-PCR kullanimim1 kisitlamaktadir. Yine de Sonug olarak bu c¢alismada

tan1lamada kullanilan her iki yontemde de paralel sonuglar elde edilmistir.

Diinya genelinde yaygin olan ve ciddi verim kayiplarina neden olan Barley
yellow dwarf virus hastalik etmeninin Onlenmesi amaciyla bazi Onerilerde

bulunulmasi gerekli goriilmiistiir:

- Bugday iiretiminde dayamikli ya da tolerant c¢esitlerin iiretimde

kullanilmasi bu viriise kars1 alinabilecek en iyi dnlem olacaktir.

- Ekim sikligi, viriisiin yayilmasindan tahillart korumak ig¢in en iyi

mesafede olacak sekilde ayarlanmalidir. Epidemiler ve denemeler, sik
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ekili alanlarda seyrek ekili alanlara gore arpa sari ciicelik hastaliginin

daha az zararinin meydana geldigini gostermektedir.

Uretimde sonbaharin basindaki ya da ilkbaharin ge¢ dénemlerindeki
ekimlerden kaginilmalidir. Uriin asamasi ne olursa olsun yaprak bitleri
bir bolgeye genellikle yilin ayn1 zamaninda gelebilmektedir. Bu nedenle
cogu tahil hastaliklarini engellemek icin erken bahar ekimleri tavsiye

edilmektedir.

Gelisme doneminin erken evresinde enfeksiyon ortaya ciktigi zaman
meydana gelen verim kayiplarinin oldukca yiiksek olmasi hatta %100’e
ulagmast nedeniyle bu viriis ile savasimda bitkinin enfekte olmasin

onlemek gerekmektedir.

Viriisiin tarladaki yayilisin1 azaltmak ve alinacak iirlin miktarini arttirmak
icin vektorler ile savasim onem tagimaktadir. Bu amagla yaprak bitlerine
karsit gergeklestirilebilen miicadele yoOntemlerinin uygun sekilde

yapilmasi etkili bir secenek olacaktir.

Tahillarda virlis hastaliklarinin = yogunluk artisinin  engellenmesi
bakimindan ekim ndbetinin uygulanmasi icin ireticilere gerekli uyarilar

yapilmalidir.
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EK 1. °‘Silica Capture’ Yontemi ile TNA Ekstraksiyonunda,
Elektroforez ve Goriintilleme Asamalarinda Kullanilan Kimyasallar ve

Hazirlamslan

1. Grinding Buffer (Ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi)

- Guanidine Thiocyanate 4 M 23.64gr/50ml
- NaOAc (pH:5.2) 0.2 M 1.36 gr/50 ml
- EDTA25mM 0.465 gr/50 ml
- KOAc1l0M 4.9 gr/ 50 ml
- PVP-40 %2.5 wt/vol 1.25 gr/50ml

- %1 2-ME (Mercaptoethanol)

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 50 ml hacimde hazirlanacak olan ¢ozelti

igin steril su igerisinde ¢ozdiiriiliir ve kullanim siiresince 4 °C’de saklanir.

* Mercaptoethanol ekstraksiyon esnasinda eklenmelidir.

2. Nal (Sodyum iyodid) soliisyonu
- NaySO3 0.75 gr

- Nal (Sigma S8379) 36 gr

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 40 ml steril saf su igersinde ¢ozdiiriiliir ve
sonra saf su ile 50 ml’ye tamamlanir. Otoklav ile sterilize edilir ve kullanim

suresince 4 °C’de saklanir.

3. Washing Buffer (Yikama tampon ¢ozeltisi)

- Tris-HCI (pH: 7.5) 1 M 10.0 mM
- EDTA5S5M 0.5mM
- NaCl0.5M 50.0 mM

- EtOH % 50



Yukarida miktarlari verilen kimyasallar bir araya getirildikten sonra saf su ile 100
ml’ye tamamlanir. Ardindan 100 ml saf ethanol eklenerek 200 ml’ye
tamamlanmis olur. Ethanol eklemeden once otoklav ile sterilize edilir ve 4°C’de

saklanir.
4. Silika siispansiyonunun hazirlanmasi (pH: 2.0)

- Silica (Sigma % 12 S5631) 60 gr

Bir meziir kabindaki 500 ml saf su igersine 60 gr silika konulup karistirdiktan
sonra 24 saat beklenir. 470 ml’lik ist siv1 atilir ({ist sivinin % 90°1) ve 500 ml’ye
tamamlanarak iyice karistirilir. 5 saat bekletmedin sonunda 440 ml’lik dist siv1 (st
stvinin % 85°1) atilir ve geriye kalan 60 ml’lik bulamacin pH’1 HCI ile 2.0’ye
ayarlanir. Otoklav ile sterilize edilir ve 1siktan etkilenmemesi i¢in alimiinyum

folyo ile sarilarak oda sicakliginda saklanir.
5. 50X TAE kosum tamponu stok soliisyon

- Tris-bace (C4H11NO3) (pH: 8.0) 242 gr
- Glacial Acetic acid (CH3COOH) 57.1gr
- 0.5MEDTA 100 ml

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre suda c¢ozdiiriildiikkten sonra

otoklavda sterilize edilerek oda sicakliginda saklanir.
6. 1X TAE kosum tamponunun hazirlanmasi

50X TAE stok soliisyondan 10 ml alinarak steril saf su ile 500 ml’ye tamamlanir

ve bu sekilde kullanilir.



