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OZET

MARDIN iLi BUGDAY URETIM ALANLARINDAKI ARPA SARI CUCELIK
VIRUS (Barley yellow dwarf viruses; BYDVs)’LERININ MULTIPLEKS RT-PCR
YONTEMI iLE ARASTIRILMASI VE BAZI VIRUS iZOLATLARININ
MOLEKULER KARAKTERIZASYONLARI

KARAOZAN, Abdulselam
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dr. Ogr. Uyesi Mustafa USTA
Temmuz 2019, 90 sayfa

Mardin ili ve ilgelerinde bugday iiretim alanlarinda Arpa sar1 ciicelik viriislerini
(BYDV-PAV, BYDV-MAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV) belirlemek
amaci ile 2017 yilinda survey calismalar1 yapilmistir. Survey calismasi kapsaminda
toplanan 400 Ornekte viriis tespiti i¢cin multipleks RT-PCR ve RT-PCR yontemleri
kullanilmistir. Testlenen 400 6rnegin 10’nunda BYDV-PAV (% 2.5), 7’sinde BYDV-
SGV (% 1.75), 2’sinde CYDV-RPV (% 0.5) ve 1’inde BYDV-RMV (% 0.25) tespit
edilmistir. Pozitif izolatlarin 7’sinde BYDV-PAV+BYDV-SGV (%1.75) ve 1’inde
BYDV-PAV+CYDV-RPV (% 0.25) karisik infeksiyon belirlenmistir. Mardin ilinde
bugday viriislerinin genel infeksiyon oran1 % 3.0 olarak bulunmugstur. Testlenen 400
bugday yapragi orneginin hi¢cbirinde BYDV-MAYV tespit edilememistir. Yiriitiilen bu
calismada Mardin ilinde BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV
viriisleri ilk defa tespit edilmistir.

Tespit edilen viriislerin kilif protein gen bdlgesinin karakterizasyonu i¢in herbir
viriis tlirlinden bir pozitif izolat secilerek kilif protein gen bolgeleri karakterize
edilmistir. BYDV-PAV (Gen bankasi Ulasim No. MK732034) Mardin izolatinin ve
CYDV-RPV (Gen bankasi Ulasim No. MK732035) Mardin izolatlariin kilif protein
gen bolgelerinin tamimi, BYDV-RMV (Gen bankasi Ulagim No. MK955886) ve
CYDV-RPV (Gen bankas1 Ulagim No. MK940529) Mardin izolatlarin ise kilif protein

gen bolgeleri kismi olarak klonlanip DNA dizilemeleri gergeklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Bugday, Survey, Klonloma, Mardin ili, Molekiiler
karakterizasyon, Multipleks RT-PCR.






ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATIONS OF SOME VIRUS ISOLATES and
INVESTIGATION of Barley yellow dwarf viruses (BYDVs) IN THE WHEAT
PRODUCTION AREAS in MARDIN PROVINCE BY MULTIPLEX RT-PCR

KARAOZAN, Abdulselam
M. Sc. Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Mustafa USTA
July 2019, 90 pages

In order to determine the Barley yellow dwarf virus (BYDV-PAV, BYDV-
MAYV, BYDV-SGV, BYDV-RMV and CYDV-RPV) in Mardin province, survey
studies were conducted in wheat production areas in 2017. In this context, four hundred
samples were collected in survey areas and tested by Multiplex RT-PCR and RT-PCR.
According to the test results it was found that BYDV-PAV in 10 samples (2.5 %),
BYDV-SGV in 7 samples (1.75 %), CYDV-RPV in 2 had (0.5 %), and BYDV-RMV in
1 (0.25 %). Seven of the positive isolates were found to be infected by BYDV-PAV +
BYDV-SGV (1.75 %) and 1 of them had BYDV-PAV + CYDV-RPV (0.25 %) mixed
infection. The overall infection rate of wheat viruses in Mardin province was found to
be 3.0 %. None of the 400 wheat leaf samples tested had BYDV-MAYV detected. In this
study, BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV and CYDV-RPV viruses were detected
for the first time in Mardin province.

A random isolate was selected from each detected virus to characterize the coat
protein gene regions, which of complete for BYDV-PAV (Genbank accession
no.MK732034) and CYDV-RPV (Genbank accession no.MK732035) viruses and
partial for BYDV-SGV (Genbank accession no. MK940529) and BYDV-RMV
(Genbank accession no. MK955886). The coat protein gene region of selected izolates

were cloned and sequenced with the universal primers.

Keywords: Characterization, Mardin region, Multiplex RT-PCR, Viral diseases,
Wheat.
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1. GIRIS

Tarihi M.O 10.000 y1l dncesine kadar uzanan ve diinyanin en eski, en 6nemli
tahil iirlinlerinden olan bugday, serin iklim tahillar1 i¢inde yer almaktadir (Sekil 1.1).
Kis kosullarinin siddetine gore kislik ile yazlik olmak tizere baslica iki tip ekimi yapilan
ve ilk kiiltiire alinan bitkilerden bir tanesidir (Anonim, 1996). Genis adaptasyon
yetenegine sahip olan bugday bitkisi; tanesindeki uygun besleme degeri, saklama ve
islenmesindeki kolayliklar nedeniyle birgok iilkenin temel besin kaynagi durumundadir
(Anonim, 2016c).

Diinyada tahillar i¢cinde misir ve celtikten sonra en fazla iretilen iirlin olan
bugday iilkemizde 28 yabani bugday ¢esidine ev sahipligi yapmaktadir. Tirkiye’de
yiizlerce yerel ¢esit bugday bulunmaktadir. 2016 yili itibartyla 198 ¢esit ekmeklik ve 61
cesit makarnalik olmak iizere toplamda 259 ¢esit tescilli bugday bulunmaktadir. Bugday
giiniimiizde tropik llkelerden Amerika’nin gilineyine, iliman iklimlerden Avrupa’nin
kuzeyine kadar cok genis cografyalarda ve cesitli iklimlerde yetistirilmektedir (Ozberk
ve ark. 2016).

Bugday tanesi karbonhidrat, protein mineral maddeler, iz elementleri,
vitaminler, yag asitleri ile sekonder bitki metabolitleri olarak adlandirilan renk
maddeleri ve fenoller bakimindan zenginlik gostermektedir (Gooding ve Davies, 1997).
Bununla birlikte Bugdaym igerdigi fitokimyasal maddeler (fenolik bilesikler,
karotenoidler ve E vitamini) nedeniyle dogal besinsel antioksidan kaynagidir ve bu aktif
bilesikler giiclii antioksidan aktiviteleri ile insan ve hayvanlarda birgok kronik

rahatsizlig1 onler veya ilerlemesini geciktirebilmektedir (Mentes ve Yilmaz 2011).
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Sekil 1.1. Temsili olarak antik ¢agda iscilerin bugday hasadi (Anonim, 2019).

Timii Poaceae familyasia bagli olan tahillar 400 cins ve 4500 tiirii kapsayan
genis bir familyadir. Aralarinda misir, bugday, piring, arpa, yulaf, ¢cavdar gibi bitkisel
liretim ag1sindan énemli bitkiler bulunmaktadir (Ilbagi, 2003).

Bugdayin taksonomisi ise asagidaki gibidir;

e Alem: Plantae

e Sube: Magnoliophyta (Kapah tohumlular)
e Sinif: Liliopsida (Tek ¢cenekliler)

e Takim: Poales

e Familya: Poaceae

e Cins: Triticum L.

Insan besin diyeti agisindan bdylesi énemli bir kiiltiir bitkisinin, diinyada ki aglik
sorunun ¢dziimiine yonelik konumu stratejik bir noktadir. Diinya niifusunun yillik artis
orant % 1.7 olup bu orandaki artisa gore 2025 yilinda diinya niifusunun 8.5 milyar kisi
olacagi tahmin edilmektedir (Boyraz, 2013). Buna karsin 2593.7 milyon ton olan diinya
tahil dretiminde 2017 yili itibariyle yaklasik 14.2 milyon tonluk bir azalma
belirlenmistir ( FAO,2017). Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verilerine gére, Diinya
niifusunun % 40’1 yeterli seviyede beslenemediginden dolayr her yil binlerce kisi
beslenme yetersizliginden kaynakli hayatin1 kaybetmektedir (Karakaya ve Boyraz,
1992).

Bugdaymn sahip oldugu bu zengin besin degerleri ile diinya niifusunda,
beslenme diyetine goOre insanlarin enerji ihtiyaclarinin yaklagik % 20’sini

karsilamaktadir (Cummins ve Robert- Thomson 2009).



2018 verilerine gore kiiresel tiretimi yilda 743.2 milyon ton olan bugday, tahillar
iginde musirin arkasindan gelerek en ¢ok {iretilen ikinci tahil {irtintidiir (FAO, 2018).
Ulkeler bazinda diinya bugday iiretim siralamasina bakildiginda % 23’liik bir oranla AB
tilkeleri diinyanin en ¢ok bugday lireten iilkeleri olmaktadir. Bu siralamay1 % 19’la Cin

ve % 15’le Hindistan takip etmektedir (Sekil 1.2).

Diinyada Baslica Bugday Ureten Ulkeler

mAB Ulkeleri mCiN W HINDISTAN  ®mRUSYA m ABD m KANADA W AVUSTRALYA

M UKRANYA  mPAKISTAN  mTURKIYE B ARJANTIN  ® KAZAKISTAN ®iRAN
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4%

Sekil 1.2. Diinyada baglica bugday iireten iilkeler toplam iiretim i¢indeki paylar1 (FAO,
2018).

Bugday, Tiirkiye’de en fazla ekilen tahil cinsi olup, 2018 yilinda diinya
tiretiminin yaklagik % 3.1°ne karsilik gelen 20 milyon ton bugday iretilmistir (Sekil
1.3). Tiirkiye’de 277 kg/dekarla bugday iiretim veriminin diinya ortalamasinin altinda
kaldig1 goriilmektedir (TUIK, 2018). Benzer sekilde 7.8 milyon hektar alanda iiretilen
bugday, 20 milyon hektara yakin olan tiim tarim {iretim alanimizin yaklagik % 38.1°ni
olusturmaktadir. Tiirkiye’de yaklasik her 5 ciftciden dordii bugday yetistirmektedir
(Ozberk ve ark,. 2016).



Tiirkiye'de yillara gore bugday iiretim miktar1 (Bin
Ton)
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Sekil 1.3. Tiirkiyede yillara gore bugday iiretim miktari (TUIK, 2018).

Ulkemizde her bolgede yetistirilebilen bugday yaygin olarak i¢ Anadolu
Bolgesi’'nde iiretilmektedir. 2018 yili ekmeklik bugday iiretiminde I¢ Anadolu
Bolgesi % 32’lik pay ile ilk sirada yer almaktadir. Bunu % 18 ile Marmara Bolgesi ve
% 15 ile Giineydogu Anadolu Bolgesi izlemektedir. Uretimin en az oldugu bolgeler
Dogu Anadolu ve Ege Bélgeleridir (TUIK, 2018). Tiirkiyenin iller bazinda tarimsal
tiretim istatisliklerine bakildiginda ise Mardinin iretilen toplam bugdaym % 3,87’sini

tireterek Tiirkiye’de en ¢ok bugday liretimi yapilan altinci ilimizdir (Sekil 1.4).

Tiirkiyede illere gore bugday iiretim miktari (Ton)
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Yozgat
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Sekil 1.4. Tiirkiyede iller bazinda bugday iiretim miktarlar (TUIK, 2018).

Tiirkiye ekonomisi i¢in de biiylikk 6nem tasiyan bugdayin iilkemizde gerek

ekmek sanayisi gerekse bulgur, makarna ve biskiivi sanayisi agisindan temel hammadde



olusu onu vazgecilmez tarim {rlinlerimizden yapmaktadir. Yillik ortalama 19 milyon
ton liretim kapasitemize ragmen bazi yillarda i¢ talep karsilanamamakta ve dis alim
yapilmaktadir (Sahin ve ark., 2016)

Hizla artan diinya niifusuna karsilik azalan tarim alanlari, birim alandan daha
kaliteli {irlin ve yiiksek verimi zorunlu kilmaktadir. Degisen g¢evre sartlari ve daha
direncli hastaliklarin olugmasi ise birim alandan alinan verimi etkileyen en onemli
sebepler arasindadir. Fungal ve bakteriyel hastaliklardan farkli olarak, bitkilerde
hastalik etmeni viriislerin uygulamada etkili bir kimyasal miicade ile kontrolii
giniimiizde miimkiin degildir. Viriis etmenlerinin yayilimi ve saglikli bitkilere
bulagsmasini 6nlemek amaci ile viriislerden ari iiretim materyallerinin kullanilmas1 gibi
klasik uygulamalar ise her zaman virlis hastaliklar1 ile miicadelede yeterli
olamamaktadir. Viriisel etmenler ile en etkili miicadele yontemi dayanikli bitki tiirleri
veya varyetelerinin gelistirilmesi ve kullanilmasidir (S6kmen, 2005). Dayanikli bitki
tirlerinin ve varyetelerinin gelistirilmesi, bugday virilislerinin giivenilir sekilde
tanilanmasi, hastalik mekanizmalarinin bilinmesi ve molekiiler genom 6zelliklerinin en
iyi bir sekilde ortaya konmasini gerektirmektedir. Viral etmenlerle miicadelede
dayanikli ¢esitlerin, viriis vektorlerine karsida etkili olmasi i¢in viriis ve vektorlerininde
epidemiyolojileri ortaya konulmalidir (Erkan, 2008).

Bugiine kadar yapilan bir¢cok g¢alismada bugday iiretimini ekonomik olarak
siirlayan viriislerin basinda, afitler ile etkili olarak taginan Arpa sari ciicelik viriisleri
(Barley vyelllow dwarf viruses; BYDVs) geldigi goriilmiistiir. Tahillarda goriilen
Luteovirus familyasina ait bu viriislerin diinyada iiretimi ekonomik anlamda engelleyen
en Onemli viriis tiirleri arasinda oldugu tespit edilmistir. Genis konukgu dizisine sahip
Arpa sar ciicelik viriislerinin Tiirkiye’de ki tahil iiretim alanlarinda da ciddi verim ve
kalite kayiplarina neden oldugu goriilmiistiir (Ilbag1, 2017). Bu viriisler basta bugday
olmak tizere arpa, yulaf, cavdar, dari, tritikale, misir, ¢eltik ve sorgumda hastaliga neden
olur ve dane verimini 6nemli 6l¢lide diisiiriir. Bunun disinda konukgusu olan 150 tiirden
fazla cayir mera ve ¢im bitkilerinde de ot verimini diisiirmektedir (Gould ve Shaw
1983).

Diinyada bugday iiretiminde en yaygin ve en 6nemli viriis hastaliklarindan olan
BYDV’ler bugiine kadar bircok ¢alismanm konusunu olusturmustur. Ulkemiz ise

diinyada bugday {iiretimi konusunda 6nemli bir noktada olmasina karsin BYDV nin



yayilis alanlar1 ve diinyada ki 6rnekler ile karsilagtirilmasi hususunda yapilan ¢aligsmalar
smirl sayida kalmistir. Ulkemizde bugiine kadar yapilan calismalar genel itibariyle ¢
Anadolu, Ege, Trakya ve Dogu Anadolu bolgesinde olmasina karsin Tiirkiye bugday
tretimin % 15°n1 karsilayan Giineydogu Anadolu bdlgesinde calismalar ¢ok kisith
kalmastir.

Yapilan bu c¢alisma ile; Mardin ilinde bugday iiretimi yapilan alanlarda
infeksiyon olusturulan Arpa sar1 ciicelik virtis (Barley vyellow dwarf virus,
BYDV)’lerinin multipleks RT-PCR yontemi ile belirlenmesi ve bugdaydaki viriis
hastaliklarinin yayilis alanlarinin ortaya konularak bulunma oranlarinn tespiti ve 6zelde;

e Tespit edilecek viriis izolatlarinin genomunda yer alan kilif protein genin kismi
veya tamaminin molekiiler klonlama ile niikleik asit baz dizilerinin ortaya
konmasi ve filogenetik analizlerinin gergeklestirilmesi,

e BYDV'nin molekiiler evrimini ve BYDV'nin taksonomik durumunu agiklamay1

amaclamistir,



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Bugday (Triticum aestivum L.) her tiirlii toprak ve iklim kosullarinda yetisebilen
tek yillik bir bitkidir ve dogada bir¢ok viriisiin dogal konukgusudur. Tahillar igerisinde
virislere duyarliligi en fazla olan bugday, 55 farkli virlise konukguluk etme
konumundadir (Erkan ve Yilmaz, 2009). Bu viriislerin en énemlilerinden, Tiirkiye’deki
tiretim alanlarinda Toprak kokenli bugday mozaik viriisii (Soilborne wheat mosaic
virus, SBWMYV) (Kur¢man, 1981; Koklii, 2004), Arpa sar1 ciicelik virlisii (Barley
yellow dwarf virus, BYDV), Arpa sari ¢izgi viriisii (Barley yellow stripe virus, BYSV),
Misir mozaik viriisii (Maize mosaic virus, MMV) (Erkan ve Yilmaz, 2009), Bugday
¢izgi mozaik viriisti (Wheat streak mosaic virus, WSMV) (Usta, 2013), Bugday ciicelik
virtisii (Wheat dwarf virus, WDV), Tahil sar ciicelik viriisii (Cereal yellow dwarf virus,
CYDV), Yulaf nekrotik mottle viriisii (Oat necrotic mottle virus, ONMV) (Sathees,
2015), Brom mozaik viriisii (Brome mosaic virus, BMV) ve Arpa ¢izgi mozaik viriisii
(Barley stripe mosaic virus, BSMV) (Akbas ve ark., 2005)’lerinin bulundugu rapor
edilmistir.

Bugday virtisleri genellikle bugday yapraklarinda lekelenme, rozetlenme, kloroz
(mozaik, ¢izgi, benek ve sararma gibi), ciicelesme ve nekroza sebep olur. Bugday
virlislerinin sebep oldugu bu simptomlarin bazilar1 abiyotik faktorler ve besin elementi
yetersizligi ile karistirilabilmektedir. Ayrica bazi durumlarda iki ya da daha fazla
bugday virlisiiniin bitkide birlikte bulunmasiyla olusan sinerjistik etkiden dolay1 bitkinin
daha fazla zarar gormeside miimkiindiir. Genellikle Arpa sar1 ciicelik viriisii bugday
bitkilerinde karigik infeksiyona neden olmaktadir. Boyle karisik infeksiyonlarda
viriislerin tanimlanmas1 giic ve karmagiktir. Ancak son yillardaki molekiiler
gelismelerle birlikte virlislerin adlandirilmasi, karekterizasyonu ve simiflandirilmasi
kolay bir sekilde yapilabilmektedir (Erkan ve Yilmaz, 2009; Usta, 2013).

Bugday iilkemiz agisindan dikkate alindiginda ekonomik degeri, iiretim miktari
ve toplumumuzun besin diyetinin en basinda gelen ekmek, makarna, bulgur gibi
triinlerin hammaddesidir. Ekim alani, toprak kosullari, iklim, uygulanan tarim teknigi
ve hastaliklara bagli olarak bugday verimi yildan yila degismektedir. Ozellikle bugday

verimini etkileyen 6nemli etmenlerden biride viriislerdir. Bugdaygil familyasinda bir¢ok



kiiltiir bitkisinin bulunmas1 ve bu bitkilerin yaygin bir sekilde yetistirilmesinden dolay1
giiniimiize kadar birgok virlis hastaligi rapor edilmistir. Bu virlislerden Luteoviridae
familyas1 igerisindeki BYDV grubu viriisleri bir¢ok tahil iirliniinde hastalik etmeni
olduklar1 i¢in ekonomik olarak 6nemli viriisler oldugu ve verim kayiplarina neden
olduklart belirtilmistir. (Mckridy ve ark, 2002; Akbas ve ark., 2005; Erkan ve Yilmaz,
2009; Thackray ve ark, 2009; Usta, 2013; Sathees, 2015). FAO verileri kullanilarak
gida iiretiminde diinyada en biiyiikk ekonomik zarar veren viriislerin belirlenmesine
yonelik yapilan calismada (Cizelge 2.1) Arpa sari clicelik viriisleri 4. sirada yeraldigi
belirtilmistir (Rybicki, 2014).

Cizelge 2.1. Bitkisel iiretimde en biiylik ekonomik zarar1 veren ilk 10 viriis hastaliklar
(Rybicki, 2014)

Viriis Simge Familya Takim
African cassava mosaic virus ACMD  Geminiviridae Begomovirus
Banana bunchy top virus BBTV Potyviridae Nanovirus
Banana streak virus BSV Caulimoviridae  Badnavirus
Barley yellow dwarf virus BYDV Luteovirus Luteovirus
Cucumber mosaic virus CMV Bromoviridae Cucumovirus
Maize streak virus MSV Geminiviridae Mastrevirus
Maize dwarf mosaic MRDV  Reoviridae Fijivirus
Rice tungro spherical virus RTSV Sequiviridae Fijivirus
Rice yellow mottle virus RYMV  Sequiviridae Sobemovirus

Sweet potato feathery mottle virus SPFMV  Potyvirus -

2.1. Arpa san ciicelik viriis (Barley yellow dwarf virus, BYDVs)’lerinin genel

ozellikleri

Arpa sar1 ciicelik viriisii (BYDV) ilk olarak 1950 yilinda ABD'denin Kaliforniya
eyaletinde tahillar {izerinde yapilan bir ¢alismada yeni bir viriis olarak tanimlanmigtir
(Oswald ve Houston, 1951). Luteoviridae familyasinda siniflandirilan bu viriisler diinya
genelinde tahil iiretimi tizerindeki etkisi nedeniyle bir¢ok c¢alismanin konusunu
olusturmustur. Arpa sar1 ciicelik viriislerinin bugdaymnda iginde oldugu Poaceae
familyasina ait cok sayida bitki tiirlinde; yabanci otlarda, mera alanlarinda, ¢im
alanlarinda ve kiiltlire alinmis 150°den fazla tiir lizerinde hastalik yapabildigi tespit

edilmistir. BYDV i¢in 6zellikle bugday, yulaf, arpa, celtik ve misir 6nemli konukgular



arasindadir. Bunlar arasinda da bugday, arpa ve yulaf i¢in 6nemli ekonomik kayiplara
neden olabilmektedir (Koev ve ark., 1998; Chain ve ark., 2006).

Arpa sari ciicelik viriisleri (BYDVs), kiiresel agidan onemli bir viriis
hastalik gurubudur. Tiim diinyada biiyiik tahil iiretim alanlarinda etkin bir epidemi
olusturma potansiyelinde olan Arpa sar1 clicelik viriislerinin bugdaydaki ekonomik
etkilerinde % 80’ne varan verim kayiplarinin oldugu bildirilmistir. Arpa sar1 ciicelik
virlislerinin olusturdugu zarar ve verim kayiplari, infeksiyon zamani, ¢evre kosullar1 ve
vektdr bdceklerinin popiilasyon skalasina gore degismektidir. Infeksiyon belirtileri
olarak bodurluk, yapraklarda renk degisikligi(sararma), kok biliylimesinde ve
kardeslenmede azalma goriilsede, viriis infeksiyonlar1 asimptomatik olarakta verimi
diisiire bilmektedir. (Pike, 1950., Banks ve ark, 1995)

Diinyadaki bu viriislerden kaynaklanan ekonomik kayiplarin, molekiiler
bilgilerin yetersizligi ve diger biyotik ve abiyotik faktdrlerin etkilerine benzeyen
simptomlar1 nedeniyle tahmin edilmesi giigtiir. Ayn1 zamanda, BYD ile iliskili
viriislerin evrimsel potansiyeli, insanlar, hayvanlar ve bitkiler iizerinde hastaliklara
neden olan diger RNA viriisleri gibi ¢ok yliksektir (Elena ve Sanjuan, 2008). Tek sarmal
pozitif iplikci RNA'dan olusan bir genoma sahip olan BYDV wviriisleri 25-28 nm
capinda izometrik partikiillere sahiptir (Sekil 2.1). BYDV viriisleri elektron mikroskobu
ile incelendiginde genellikle hiicre ¢ekirdeginde, sitoplazma, ve parankima hiicrelerinde

goriilmektedir (Hogenhout ve ark, 2008; Domier, 2008; Usta, 2013).
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Sekil 2.1. Barley yellow dwarf virus-PAV viriislerinin elektron mikroskobuyla 200.000
kere bilytitiilmiis goriintiisii (Domier, 2008).

2.1.1. Luteoviridae familyasi

Luteoviridae familyasi, biyolojik 6zellikleri, genom organizasyonu ve serolojik
ozellikleri ile ayirt edilen ii¢ cins icermektedir. Bunlar Luteovirus, Polerovirus ve
Enamovirus’ diir. Bu viriisler kendi aralarinda 23 tiire ve {i¢ cinse ayrilir. Poleroviriis 15
tiir, Luteovirus 7 tiir ve Enamovirus yalnizca 1 tiir igermektedir. Kalan iiyeler heniiz
smiflandirilmamistir (Domier, 2012;., Sathees,2015).

Bu gruptaki viriislerin ¢ogu kiiresel tarimda ciddi patojenler olarak kabul
edilmektedir. Luteovirlisler kendileri ile iligskili ve iliskisiz virlislerle karisik
infeksiyonlar olusturabilmektedir. Ornegin Luteoviriislerden Beet western yellow viriis
(BWYYV) ile Closteroviridae familyasindan Beet mild yellow viriis (BMYV)’iin pancar
yapraklarinda karisik infeksiyon olustura bilmektedir. Bu karisik infeksiyonlar ciddi
hastalik salginlarina neden olmaktadir (Liu ve ark, 2001; Hauser ve ark, 2000). Bu
karisik infeksiyonlarmn Luteoviriis’lerin ve diger viriislerin evriminde muhtemelen
onemli bir rol oynadig diistiniilmektedir.

Luteoviridae familyasinin sar1 ciicelik viriisleri (YDV'ler), diinya ¢apinda en
yaygin tahil viriisleri grubunu temsil etmektedir. Bunlar, Luteoviriis cinsinin Arpa sar1

clicelik viriislerini (BYDV'ler), Poleroviriis cinsinin Tahil sar1 ciicelik viriislerini
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(CYDV'ler) ve Bugday sari ciicelik viriislerini (WYDV) icerir. Ik tanimlanan YDV'ler
baslangicta tiimiiyle BYDV olarak adlandirilsalarda daha sonra siniflandirilmada bir¢ok
degisiklik meydana gelmistir. Arpa sar1 ciicelik virlisleri (BYDVs), Luteoviridae
familyasinin ekonomik olarak en 6nemli hastaliklarindandir ve genis alanlarda etkili
olmaktadir (Jensen, 1969; Capkin, 2015; Sathees,2015). Bu gruptaki viriisler molekiiler
ozelliklerine gore PAV, SGV, RPV, MAV ve RMV olmak iizere bes farkl tiire sahiptir.
Bu tiirlerin gruplandirilmasi ve isimlendirilmesi onceleri kendi vektoriine uygun olacak
sekilde yapilmistir. Bu duruma bagli olarak her tiiriin belli yaprak biti ya da baz1 yaprak
biti tiirlerinin kombinasyonlariyla tagindig1 rapor edilmistir. Ancak giiniimiizde yapilan
calismalarla bu virlis irkinin vektor 6zellesmesinin olmadigi ortaya konulmustur. Son
calismalarla BYDV viriisleri, genomik yapilarindaki degisikler géz oniine alinarak
yeniden smiflandirilmistir. Boylece her biri tiir olarak kabul edilmistir (Halbert ve ark.,
1992; Gray ve ark., 1998, Uzunogullar1 ve Giimiis, 2017). Ayrica ABD’de yapilan son
calismalarda basta Barley yellow dwarf viriis-RMV olarak tanimlanan viriisiin genomik
RNA'sinin 5612 niikleotitlik dizi sekans analizi yapilmis ve adinin Maize yellof dwarf
Virus-RMYV olarak degistirilip Polerovirus cinsi igerisinde siniflandirilmasi onerilmistir

(Krueger ve ark, 2013).

Cizelge 2.2. Calisgma kapsamindaki Luteoviridae familyas1 tiyelerinin taksonomisi
(Domier, 2012).

Luteovirus Familyas:

Tiir Ada Kisaltmalar Cins
Barley yellow dwarf )
) BYDV-PAV Luteovirus
virus-PAV
Barley yellow dwarf ]
] BYDV-MAV Luteovirus
virus-MAV
Barley yellow dwarf
BYDV-SGV -
virus-SGV
Maize yellow dwarf )
) MYDV-RMV Polerovirus
virus-RMV
Cereal yellow dwarf _
CYDV-RPV Polerovirus

virus-RPV
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Luteoviridae familyasindaki viriisler de dahil olmak {izere ¢ok sayida viriis
genomunun genom yapist ve niikleotit sekanslari, yeni nesil dizileme gibi (NGS)
molekiiler tekniklerin gelisiminin ardindan belirlenmistir. Luteoviridae familyasinin ii¢
cinsi, genom yapist ve niikleotit sekanslar arasindaki farkliliklar ile acik¢a ayirt edile
bilmektedir. Bu ii¢ cinsinde genom yapisinda 4 kDa ile 132 kDa arasinda degisen
protein kodlama boélgeleri olan open reading frame (ORF) alanlarina sahiptirler (Sekil
2.2). Bu Open reading frame bdlgelerinden ORF-1, ORF2, ORF-3 ve ORF-5 tiim
cinslerde korunmustur. Luteoviriis cinsinde bulunmayan ORF-0 bdlgesinin simptom
baslatici, konukgu aralig1 belirleme ve bitkilerin dayaniklilik mekanizmasindan olan gen
susturucu ozelligini baskilayan gorevler tstlenmektedir. ORF-1 ve ORF-2 bélgelerinin
ise replikasyonlarda ve protein iiretim siirecinde etkili olduklar1 bilinmektedir. ORF-3
bolgesi virlisiin kilif protein bolgesini kodlarken ORF-5’in virilisiin yaprak bitleriyle
tasinmasindan O6nemli rol aldigi tespit edilmistir. Enamoviriis cinsinde bulunmayan
ORF-4’tin diger cinslerde viriisiin uzak alanlara yayilimi icin gerekli oldugu
anlasilmistir (Chay ve ark., 1996; Ziegler-Graff ve ark., 1996; Mangwende ve ark.,
2009; Peter ve ark., 2009).

Luteovirus
ORF3 ORF5 |
5 3'0H
ORF1 ORF4 U
ORF6

Polerovirus

oRr o

ORF1 ORF4

Enamovirus

W ORF3 I ORF5 3'OH
ORF1

Sekil 2.2. Luteoviridae familyas: ic¢indeki Luteovirus, Polerovirus ve Enamovirus
takimlarinin genom organizasyonu (Sathess, 2015).
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Molekiiler karakterizasyon yontemleri kullanilarak siniflandirma imkanlarinin
artmast Luteoviridae familyasindaki yeni viriis tlirlerinin sayisinin artmasina ve daha
dogru bir smiflandirmaya olanak vermistir. Siniflandirma, viriis epidemiyolojilerinin

arastirilmasi ve uygun yonetim stratejilerinin gelistirilmesi i¢in de 6nemlidir.

2.1.2. BYDV’nin tasinmasi

BYDV viriisleri sararma belirtisi gosteren diger bitki viriis hastaliklarindan farkli
olarak mekanik yolla, polenle, temasla ve tohumla tasinmaz. BYDV viriisleri sadece
yasayan canli bitki dokusunda varliklarini siirdiire bilmektedir. Bu ylizden toprakta veya
anizda yasayamazlar ancak yaprak bitleri tarafindan tasiabilmektedir. BYDV, en az 25
tane farkl yaprak biti tarafindan bitkiden bitkiye tagindiklar1 tespit edilmistir. Tastyci
vektorlerin gomlek degistirmesinden sonra viriis vektor icerisinde canli kalabilmektedir
ancak viriisiin yumurtaya ge¢gmesi miimkiin degildir. BYDV’nin 5 tiirii (BYDV-PAV,
BYDV-MAYV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV) en ¢ok 5 farkli yaprak
bitinde tanimlanmuslardir. Bunlardan PAV viriisii Rhopalosiphum padi (Linnaeaus) ve
Sitobion avenae, yaprak bitleri ile, MAV viriisii Macrosiphum (Sitobion) avenae,
yaprak biti ile, SGV viriisii Schizaphis graminum ve daha az yogunlukta Macrosiphum
(Sitobion) avena, yaprak bitleri ile, RMV viriisii Rhopalosiphum maidis ve daha az
yogunlukta Rhopalosiphum padi, Macrosiphum (Sitobion) avenae ve Acrosternum
hilare vektorleriyle. RPV viriisii ise Rhopalosiphum padi ve daha az yogunlukta
Rhopalosiphum maidis, Acrosternum hilare, yaprak biti vektorleri ile tasinmaktadir
(Miller and Rasochova, 1997; Moon ve ark., 2000; Deligdz ve ark., 2011; Siddiqui ve
ark., 2011; Capkin, 2015).

BYDV*“nin tasinimi persistent (sirkiilatif) sekildedir. Viriis vektérde 2-3 hafta
canl kalabilmektedir. Viriisiin tasinmasi bir sonraki nesile gegmez. Virilis alinmasinin 1
giinden az siirdiigii latent bir periyod goriilmektedir. Ancak viriisiin alinmasi ve
iletilmesi 1-2 dakikadan az oldugu i¢in tasinim kolayca ger¢eklesmektedir (Deligdz ve
ark., 2011; Capkin, 2015).
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Sekil 2.3. Yaprak bitlerinin bitki dokusuna penatrasyonu sirasinda viriisiin taginimi
(Brault, 2007).

BYDV’nin hastalik olusturmasinda g¢evresel faktorler olduk¢a onemlidir. Bu
faktorler arasinda nispi sicakliklar, enfekteli bitkilerin yapragindaki renk degisiminin
yaprak biti tarafindan cezbedici olmasi ve yliksek 1s1k yogunlugu bulunmaktadir.
Tarladaki birincil infeksiyon vektoriin virislii bitkiler ile beslenmesi, ikincil
infeksiyonlar ise virlisii i¢ine alan yaprak bitlerinin viriisii diger bitkilere bulastirmasiyla
ortaya c¢ikmaktadir. Ortamin nemli olmast yaprak bitlerinin go¢ etmesinde ve
cogalmasinda onemli bir rol oynamaktadir. Bunlarin disinda riizgarin etkisiylede
vektorler kilometrelerce uzaklara stiriiklenebilmektedirler (Miller ve Rasochova, 1997;
Fabrea ve ark., 2003; Makkouk ve ark, 2009). BYDV grubundaki birkag viriis tiirii cogu
zaman ayni bitkide bulunabilmektedir. Bu durumda tiirlerin farkliligindan ortaya ¢ikan
simptomlar hafiften siddetliye dogru degisebilmektedir. Ancak tiirler aym1 gruptan
olursa bitkideki ¢apraz korunma mekanizmasi sayesinde bu simptomlarin iyilesmesi

miimkiin olabilir (Usta, 2013).
2.1.3. BYDYV simptomlari

BYDV viriisliniin neden oldugu simptomlar viriis irkina, ¢evre kosullarina, bitki
yasi, bitki ¢esidi, infeksiyonun olustugu zaman konukgu bitkinin fizyolojik durumu ve
konukgu bitki tiirlerine gore farklilik gostermektedir. BYDV simptomlart bitkideki
besin elementlerinin yetersizligine ve abiyotik kosullara bagli olusan simptomlarla

karigtirilabilir. Bunun disinda bazi enfekteli konukgu bitkiler goriinebilir simptom
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olusturmayabilir. Ancak BYDV c¢ogu konukcuda gelisme geriligi, sararma ve
bodurlagsma gibi semptolarla kendini gostermektedir. Ayrica simptom gosteren bitkilerin
yapraklar1 tizerindeki bit yogunluguda etkenin BYDV olma olasiligini artirmaktadir. En
¢ok goOze carpan simptom yapraklardaki yesil rengin kaybi, tirtikli uglarin olugmasi,
yapraklarin dik ve sert olmasiyla birlikte yapraklarin bazen kizarmasi sonucu ekili
alanlarin kirmiz1 yama goriintiisii vermesi dnemli simptomlardandir. Yapraklardaki renk
degisimi enfekteli konukcularin yash yapraklarinda daha belirgindir. Renk degisikligi
infeksiyonun baslamasindan 1-3 hafta sonra olusmaktadir. Bu renk degisiklikleri yulaf
yapraklarinda kirmizi, turuncu ve mor renge, arpa yapraklarinda parlak sariya, bugday
yapraklarinda ise sari ya da kirmizi renginde goriilmektedir. Enfekteli bitkilerde
ciceklenme, bodurlasma ve zayif bir kok sistemi gozlenebilmektedir. Kok sisteminin
etkilenmesiyle ciicelesme belirgin olarak gozlenir. BYDV’li fidelerin kok sistemi
sirglinlere gore daha c¢ok etkilenir. Fidelerin koklerinde 4 giin sonra gelisme
etkilenirken, siirgiinde gelisme geriligi 18 giin sonra gozlenmektedir. Buda
clicelesmeninin fidelerde daha erken donemde oldugunu gostermektedir. Ciicelesmenin
hafif oldugu durumlarda enfekteli bitkiler saglikli bitkilerden ayrit edilmeyebilir. Ancak
siddetli durumlarda dane ve basak olusumu engellendiginden kisirlik meydana
gelebilmektedir. BYDV viriis grubundaki irklarin olusturdugu simptomlara bakildiginda
MAV 1rki hafif semtomlara, PAV ki siddetli simptomlara, RMV, SGV ve RPV
wrklarinin orta siddetli simptomlara neden oldugu goriilmektedir (Chay ve ark., 1996;

Hoffman ve Kolb, 1997; Domier, 2008; Usta, 2013; Capkin, 2015).

2.1.4. BYDV’nin kontrolii

BYDV virtiislerinin kontrolii 6zellikle bitkilerin biiylime asamasinda 6nemlidir.
BYDV’nin kontroliinde yabanci ot kontrolii, ekim zamaninin ayarlanmasi ve dayanikl
bitki cesitlerinin kullanilmas1 gibi kiiltiirel yontemler mevcuttur. Bu 6nlemlerin yani sira
vektor durumundaki yaprak bitleriyle kimyasal miicadele de onerilmektedir. BYDV
viriislerine ve vektorlerine konukguluk yapan bugday ve diger bitkilerin iist {iste
ekiminden kacinilmalidir. Ayrica diger hastaliklarda oldugu gibi BYDYV ile miicadelede
en iyl yontem virlislere dayanikli bitki ¢esitlerinin yetistirilmesidir. Bu baglamda

yapilan bazi1 molekiiler ¢alismalarda bugday bitkisinde BYDV'ye kars1 etkili bir koruma
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direnci gosteren 18 dayaniklilik geni tespit edilmistir. Bunlardan Ryd2 geni, rym4 ve
Hv-elF4E geninin alel formlar1 olan rym5 genlerinin avrupanin bazi yerel ¢esitlerinde
etkili bir koruma etkiligi gosterildigi tespit edilmistir (Paltridge ve ark. 1998.; Stein ve
ark. 2005; Ordon ve ark. 2005; Deligoz ve ark., 2011;Kai ve ark. 2012).

Tirkiyede yerel yulaf genotiplerinin tarimsal o6zellikleri bakimindan
degerlendirildigi calismada, Arpa sar1 clicelik viriislerine karsi dayanikli gen hatlarinin
tespiti i¢in iki yillik bir ¢alisma siirdiiriilmiis ve her iki yilin ortalama verilerine gore;
yerel yulaf genotipleri icerisinde bu viriis hastaligina dayanikli 14 genotip 1 skala degeri
alarak bu viriis hastaligina kars1 tam dayaniklilik gostermislerdir. Bunlardan bazilari,
TL406, TL452, TL453, TL454, TL460, TL550, TL601 ve TL 615 genotipleridir
(Dumlupinar ve ark, 2017).

Fakat BYDV icin dayanikli bitki ¢esitleri i¢in yapilan 6nemli tim
calismalara ragmen tam dayanikli ¢esitler heniiz elde edilememistir. Tiim bu kontrol
yontemleri ile tam olarak kontrol saglanamadigi bildirilmistir (Koev ve ark., 1998;

[lbag1 ve ark., 2005 Siddiqui ve ark., 2011).

2.2. BYDV iizerine daha 6nce yapilmis ¢alismalar

Parizoto ve ark. (2013), Brezilya’da BYDV-PAV’niin mevsimsel yayilimi ve
biyolojik ozellikleri {izerine yaptiklar1 c¢aligmada, BYDV-MAV, CYDV-RPV ve
BYDV-PAV’nin mevsimsel yayilimlarinin kisin bugday ve yulaf, yazin ise misirin
dretim alanlarinda tespit etmislerdir. Virlisiin yogunlugunun bitkilerde ve yaprak
bitlerinde benzer oranlarda oldugunu, kis iiretim sezonunda ise bu oranin zirveye
ulastigini bildirmislerdir.

Nancarrow ve ark. (2014), bugdayda BYDV-PAV iizerine yiiksek sicakligin
etkisini arastirmislardir. Arastiricilar yiiksek sicaklikta yetistirilen bitkilerde BYDV-
PAV’mm yogun oldugunu ve normal sicaklikta yetistirilen bitkilerden daha yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica BYDV-PAV ile iligkili simptomlarin yiiksek
sicaklikta yetistirilen bitkilerde, normal sicaklikta yetistirilen bitkilere gore daha erken
goriildiigiini bildirmislerdir.

Siddiqui ve ark. (2012), Pakistan'in farkli bolgelerinden izole edilen Arpa sar1

clicelik viriistintin kilif protein geninin klonlama ve filogenetik analizi lizerine yaptiklar
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calismada, farkli bugday iiretim alanlarinda BYDV belirtisi gosteren bugday
orneklerinde BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-MAV, CYDV-RPV, BYDV-GPV ve
BYDV-RPV tiirleri agisindan varligini incelemislerdir. Test edilmis olan 37 6rnegin 13
tanesinde BYDYV viriislerinden birisi ile infeketeli oldugunu ve onlarin da 10 tanesinde
BYDV-PAV bulundugunu, 3 tanesinde ise BYDV-MAV viriislerinin bulundugunu
saptamiglardir. Viriislerin dizi analizlerine gore 3 izolatin (Nowshera, Fatehjang ve
Attock) BYDV-PAS’a maksimum benzerlik (% 92.8-94.6) gosterdigini, 6 izolatin
(Peshawar, Faisalabad ve Islamabad Swabi) BYDV-PAV’a maksimum benzerlik (99.3-
99.7) gosterdigini bildirmislerdir. Sonug¢ olarak Pakistan’in kuzeyinde bugdayin
yetistirildigi alanlarda BYDV-PAYV tiirlerinin daha yogun oldugunu tespit etmislerdir.

El-Muadhidi ve ark. (2001), Irak’da baklagil ve tahil {irlinlerini etkileyen viriis
hastaliklarini tanimlama amaciyla yaptiklar1 arastirmada, topladiklar1 baklagil ve tahil
orneklerini serolojik bir yontem olan TBIA kullanilarak 12 tane baklagil ve 5 tane tahil
viriisii i¢in test etmislerdir. Arastirmada kullanilan tahillarda Cereal yellow dwarf virus-
RPV (CYDV-RPV) ve Barley yellow dwarf virus-MAV (BYDV-MAYV) viriislerine
nadiren rastlanilmistir. Araziden toplanan tesadiifi tahil 6rneklerinin yaklasik % 1’inde
Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV) saptanilmistir. Arastirmada kullanilan
tim tahil arazilerinde viriislerin oluturdugu zarar yapilan gbzlemlere bagli olarak %
5edir.

Koev ve ark. (1998), yulafta Arpa sar1 ciicelik viriisiine (BYDV-PAV) karsi
transgenik bitki kullanim1 konu alan arastirmada. Yulaf bitkilerine PAV viriisiine karsi
RNA polimeraz enzimi iireten gen transfer etmislerdir. Calismada sonug olarak; Arpa
sar1 ciicelik viriislerine karsi dayaniklilik gosteren transgenik bitki genotiplerinden T2
ve T3 bitkilerde PAV baslangic sipmtom gosterse de bitkiler kurtarilmis ¢igek ve tohum
baglayabilmistir. Kontrol gurubundaki yulaf bitkilerin hepsinde olmasada bir¢ogunda
PAV bitkilerin 25 cm uzunluga gelmeden 6lmesine neden olmustur. Dogal dayaniklilik
mekanizmasinin BYDV-PAYV viriisiine kars1 yetersiz oldugu tespit edilmistir.

Aragtiricilar 1987 ve 1988 yillari boyunca Giiney-Bati Ingiltere'nin bes
bolgesinden mera ve ¢im otu tiiriinde topladiklarin 14 6rnekte yaprak biti ile bulasan
Arpa sari ciicelik virlislerinin (BYDV-RPV, BYDV-PAV ve BYDV-MAV benzeri
izolatlar) dagilimimi ve etkisini ELISA ile incelemislerdir. Arastirmanin sonucunda

BYDV izolatlarinin genis alanda yaygin oldugu, RPV’nin daha ¢ok giiney bolgelerde,
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MAV’1n ise daha ¢ok kuzey bolgelerde goriildiigii tespit edilmistir. Yine ayni ¢aligmada
PAV’m sadece en giiney bolgelerde yaygin oldugu bulunmustur ve bu dagilimlarin her
iki yilda da tutarli oldugu bildirilmistir (Kendall ve ark., 1996).

Arastiricilar akdeniz tipi iklim kosullarina sahip Giiney Bati Avustralya’da ¢
farkli tarla calismasi yapmiglardir. Bu ¢alismalarda Barley yellow dwarf virus
(BYDV)'niin bir serotipi olan BYDV-PAV'i bugday dane verimi, bugdayin kalitesi ve
vektor yaprak bitlerinin hastaligi yaymasi {izerine incelemeler yapilmistir. Arastirma
sonuglara gore yaprak bitlerinin erken donemde bugday bitkisi ilizerine gog¢ ettigi,
viriisii bitkilere biliylime doneminde bulastirdigi ve bitkinin kis biiyiime periyodu
boyunca viriisiin aktif kaldigi bildirilmistir. Yine ayni aragtirmada Akdeniz tipi iklim
kosullarina sahip bolgelerde bugday veriminin 6nemli dlgiide azaldigi bildirilmistir
(Thackray ve ark., 2005).

Tao ve ark, (2012), yaptiklar1 ¢aligmada Cin'de bugday viriislerinin ve bir
fitoplazmanin eszamanli tespiti i¢in bir multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
gelistirmislerdir. Cin’ de Arpa sar ciicelik viriisiiniin PAV, GAV ve GPV olmak iizere
ti¢ 1rk1, Bugday sar1 mozaik virtisii (WYMYV), Bugday mavi ciicelik (WBD), Arpa ¢izgi
mozaik viriisii (BSMV) ve Bugday ciicelik viriisii (WDV) firiinlerde biiylik kayiplara
sebep olan patojen grubunu olusturmaktadir. Arastiricilar bu yedi patojenin bugdayda
ayn1 anda tespiti ve ayirt edilmesi icin, bu ¢alismada bir dizi parametre optimizasyonu
ile bir multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (mMRT-PCR) metodu gelistirmislerdir. Bu
arastirmanin sonucunda mRT-PCR yonteminin BYDV-PAV, GPV, GAV, WDV, WBD,
BSMV ve WYMV’yi ayn1 anda, hizli ve nispeten etkili bir sekilde saptayabildigi
bildirilmistir.

[lbag1 (2003), Trakya Bolgesi'nde iiretilen bazi tahillarda verim kayiplarina
neden olan viriislerin tanilanmasina dair yaptig1 ¢alismada, Trakya bolgesindeki tahil
iiretim alanlarinda yaygin olarak BYDV-PAYV viriisiiniin oldugunu saptamistir. Bunun
disinda WSMYV ve Oat necrotic mottle virus (ONMYV) viriislerininde hastaliklara sebep
oldugunu kanitlamistir. BYDV-PAV ve WSMV Trakya Bolgesi i¢in ilk kayit olmusken,
ONMYV Tiirkiye igin ilk kayit olmustur. Ayrica {lbag1 ve ark. (2006), Trakya bélgesinde
musir viriis hastaliklar1 tlizerinde yaptiklar1 ¢alismada topladiklar1 6rneklerde BYDV-

PAV (Barley yellow dwarf virus), SCMV (Sugarcane mosaic virus), JGMV (Johnson
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grass mosaic virus) ve MDMV (Maize dwarf mosaic virus) infeksiyonlarini da
saptamiglardir.

[lbag1 (2017), tahil {iretim alanlarinda sar1 ciicelik viriis hastaliklarmin (Yellow
dwarf virus diseases) epidemisi ve miicadelesini arastirdigi ¢alismada, Edirne ili basta
olmak tizere Tekirdag ve Kirklareli illerindeki tahil tarlalarinda sarilik, ciicelik ve
kizariklik belirtilerinin goriildiigli arpa, yulaf ve kislik bugday iiretim alanlarindan 187
adet enfekteli bitki yapragi toplamistir. 10 adet yulaf (Avena sativa L.),138 adet bugday
(Triticum aestivum L.) ve 19 adet arpa (Hordeum vulgare L.) yaprak 6rnegi toplamistir.
Ayrica YDVs’nin konukgusu olan ¢ok yillik Poaceae yabanci ot tiirii kamistan da 20
adet yaprak Ornegi toplamistir. Toplanan bu o6rneklerden YDVs‘den Barley yellow
dwarf virus-MAV (BYDV-MAYV), Cereal yellow dwarf virus-RPV (CYDV-RPV) ve
Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV) ilk olarak DAS-ELISA testi ile
aragtirtlmistir. Enfekteli olduklarindan siiphelenilen yaprak 6rnekleri ise RT-PCR testi
ile tekrardan dogrulanmistir. Bu testler sonucunda 187 adet yaprak orneginin 30 (%
16.04)’unda, CYDV-RPV, 89 (% 47.59)’'unda BYDV-PAV ve 4 (% 2.14)’linde ise
oraninda BYDV-MAV viriisleri bulunmustur.

Tekirdag ilinin 7 ilgesinde 26 bugday tarlasindan 260 bugday 6rnegi BYDV-
PAV, BYDV-MAV, CYDV-RPV, BSMV, WDV ve BMV viriislerini arastirmak i¢in
toplanmistir. Bu ornekler poliklonal antiserumlar kullamilarak ELISA ile alti viriis
varligl agisindan arastirllmistir. Bu arastirmadaki serolojik testler ile test edilen alti
viriisiin Tekirdag'da bulundugu bildirilmistir. Bu ¢aligma sonucunda test edilen viriisler
arasinda en yaygin olarak BYDV-MAV (260 bugday o6rneginin % 25'inde) ardindan
BYDV-PAV (% 22,3), WDV (% 16,5), CYDV-RPV (% 8,5), BMV (% 3,1) ve BSMV
(% 1,5) oranlarinda saptanmistir. Sonug¢ olarak bu calisma ile Tiirkiye’ de ilk kez
BSMV ve BMYV bildirilmistir (Kokli, 2004).

Deligoz ve ark. (2011), 2006 ve 2007 yillarinda Samsun ve Amasya illerinde
BYDV-PAV ve BYDV-MAYV viriislerinin yayginligin1 belirlemek amaciyla Samsun
ilinden 116 adet bugday oOrnegi, Amasya ilinden ise 100 adet bugday Ornegi
toplamiglardir. Bu calisma i¢in toplanan bugday oOrnekleri DAS-ELISA yontemiyle
BYDV-MAV ve BYDV-PAV viriislerine spesifik antiserumlarla test edilmistir.

Arastirma sonucunda Samsun ve Amasya illerinde en yaygin tiir olarak BYDV-PAV
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bulunmustur. BYDV-PAYV bulunma orant Amasya ilinde % 4 Samsun ilinde ise % 8.6
olarak belirlenmistir.

Dayan (2013), Tekirdag ilinde 8 farkli kislik ekmeklik bugday ¢esitlerinde tahil
virlis hastaliklarinin kalite iizerine etkilerinin arastirdigi calismada ii¢ farkli bolgeden
200 adet bugday yaprak oOrnekleri toplamistir. Bu Ornekleri DAS-ELISA testi ile
incelemis ve 200 adet yaprak orneginin 60 adedinde Barley yellow dwarf virus-MAV
(BYDV-MAYV), Barley yellow dwarf virus PAV (BYDV-PAV), Cereal yellow dwarf
virus RPV (CYDV-RPV), Wheat dwarf virus (WDV), Brome mosaic virus (BrMV) ve
Wheat streak mosaic virus (WSMV)’lerinin varligi tespit edilmistir. Bu g¢alismada
incelenen bugday yaprak orneklerinin higbirinde Sugarcane mosaic virus (SCMV) ve
Maize dwarf mosaic virus (MDMV)’leri tespit edilememistir. Yine aymi g¢aligmada
deneme alanlarindaki 8 farkli kislik ekmeklik bugday cesitlerinden 200 farkli dane
ornekleri toplanmis ve bu ornekler 9 ayri kalite analiz testleriyle incelenmistir. Kalite
analiz testleri sonucunda o6zellikle dane yapisinin tahil viriis hastaliklarindan dogrudan
etkiledigi bildirilmistir.

Aragstiricilar Tiirkiye’nin Tekirdag ilindeki kanarya tohumlariin yapraklarinda
sararma ve bitkide clicelesmeye sebep olan viriis hastaliklarini incelemislerdir. Bu
amagcla toplanan ornekler Cereal yellow dwarf virus-RPV (CYDV-RPV) ve Barley
yellow dwarf virus- PAV (BYDV-PAV)’a kars1 serolojik olarak test edilmistir. Test
sonucunda orneklerin % 2’sinin CYDV-RPV ve % 48’inin BYDV-PAYV ile enfekteli
oldugunu ve bu 6rneklerin % 14’{linilin de karisik infeksiyonlu oldugunu saptamislardir.
Ancak arastirmada toplanan Orneklerin % 36’sinin enfekte olmadigini bildirmislerdir
(Ilbagi ve ark., 2008).

Hamamci (2012), Trakya Bolgesi ve Tekirdag ili’ndeki kislik ekmeklik bugday
(Triticum aestivum L. ) ekim alanlarinda sar1 ciicelik ve ciicelik viriis hastaliklarina
kars1 sergiledikleri tepkileri saptamak amaciyla yaptigi ¢alismada 3 farkli bolgede 336
yaprak ornegi toplamis. Bu 6rneklere DAS-ELISA serolojik test yontemi uygulanmaistir.
Bu test sonucunda % 80,17 oraninda Barley yellow dwarf virus PAV (BYDV-PAV), %
4,83 oraninda Wheat dwarf virus (WDV) ve % 6,61 oraninda Cereal yellow dwarf
virus-RPV (CYDV-RPV) tiirleri saptanmistir. Bunlarin da infeksiyon oranlarinin
toplam1 % 8,39 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada BYDV-MAYV ve diger tiirlere

rastlanilmamustir.
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Aydin (2017), Arpa sar1 ciicelik viriisiiniin ¢eltik (Oryza sativa L.)’teki
durumunu saptamak tizere yapilan bu ¢aligmada, Trakya Bolgesi’nin Edirne, Kirklareli
ve Tekirdag Illeri’ndeki celtik tarlalarindan 120 adet enfekteli yaprak &rnekleri
toplanmistir. Ayrica bu ¢alismada ek olarak celtik tarlalarinin kenarlarinda bulunan ve
viriislerin epidemisinde rol oynayan belirgin virlis simptomlar1 gosteren yabanci ot
tiirlerinden 6 adet kamis, 10 adet kanyas, 2 adet darican, 1 adet sirken ve 2 adet yabani
hardal yapraklarindan da 6rnekler toplanilmistir. Toplamda toplanan 141 adet yabanci
ot ve celtik yaprak orneklerine DAS-ELISA testi uygulanmistir. DAS-ELISA test
sonuglarina gore 2 adet kanyas, 1 adet darican ve 24 adet geltik bitkisinde Cereal yellow
dwarf virus-RPV (CYDV-RPV) saptanmistir. Yine ayni ¢aligmada 1 adet kamis ve 4
adet ¢eltik 6rneginde Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV) viriis saptanmustir.
Ayrica 1 adet kamig ve 8 adet celtik 6rneginden ise CYDV-RPV ve BYDV-PAYV viriis
hastaliklarinin karigik infeksiyonlar tespit edilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada Trakya
Bolgesi celtik tiretim alanlarinda % 3.54 oraninda BYDV-PAV, % 17,73 oraninda
CYDV-RPV ve % 6.38 oraninda ise karisik (BYDV-PAV+CYDV-RPV) infeksiyonlar
bulunmustur. Test edilen 6rneklerin hi¢cbirinde BYDV-MAYV viriisiine rastlanilmamustir.
Bu ¢alismada elde edilen sonuclar ¢eltik tarlalarinda CYDV-RPV ve BYDV-PAVin
bulunmasi Tiirkiye’deki ilk kayit 6zelligi tasimaktadir.

Afyonkarahisar ve Isparta illerindeki bugday iiretim alanlarinda Barley yellow
dwarf virus- PAV (BYDV-PAV) ve Barley yellow dwarf virus- MAV (BYDV-
MAYV)’1n tanilanmas1 amaciyla yaptiklar ¢aligmada viriis belirtisi gosteren 94 adet bitki
ornegi toplamistir. Toplanan orneklerde DAS-ELISA test yontemi ile BYDV-PAV ve
BYDV-MAV’1n varligi tespit edilmistir. Test sonuglarina gére 94 6rnegin 2 adedinde %
2.1 oraninda BYDV-MAV ve 68 adedinde ise % 72.3 oraninda BYDV-PAV
infeksiyonlar1 belirlenmistir. Bu ¢alismada sadece 4 adet 6rnekte % 4.2 oraninda karigik
infeksiyon tespit edilmistir (Kili¢ ve ark., 2018).

Bursa ilinde misir iiretiminde kaliteyi ve verimi olumsuz yonde etkileyen bazi
viral hastaliklarin varli§int aragtirmak {izere yaptiklari ¢aligmada simptomatik belirti
gosteren bikilerden yaprak ornekleri toplamiglardir. 2012 yilinda yapilan bu ¢aligmada
150 yaprak 6rnegi BYDV-PAV, MDMV, SCMV ve CYDV-RPV viriislerinin varlig
acisindan arastirilmistir. DAS-ELISA testi uygulanan bu orneklerin 15 adedinde % 30
oraninda MDMV, 10 adedinde % 20 oraninda MDMV+SCMYV Kkarisik infeksiyonlar
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tespit edilmis ve sonug olarak misir tarlalarindaki simptomatik belirti gosteren bitkilerin
25 adedinde % 50 oraninda viriis infeksiyonlarindan etkilenme tespit edilmistir. Ancak
orneklerin hi¢ birinde BYDV-PAV ve CYDV-RPV viriislerine rastlanmamustir (Ilbag
ve Geyik, 2014).

Toks6z ve Yilmaz (2016), Samsun ilinde 184 farkli misir tarlasinda 2009-2010
yillarinda yaptiklart ¢alismada, {iretim alanlarindan 290 adet yaprak Ornegi
toplanmiglardir. Bu 6rnekler ELISA yontemi ile test edilmis ve testin sonucunda, %
4.8’inin MDMV (Maize dwarf mosaic virus)’li oldugunu tespit etmislerdir. Bu
orneklerde Sorghum mosaic virus (SrMV) ve Sugarcane mosaic virus (SCMV)’ye
rastlanilmamigtir. Ayrica 290 6rnek icerisinden farkli bolge ve simptolart gosteren 130
ornegin ELISA testi sonucunda ise, % 3.1’inin Barley yellow dwarf virus (BYDV)-PAV
ve % 7.7’sinin Maize mosaic virus (MMYV) irki ile enfekteli oldugu saptanilmistir. Fakat
test edilen 130 Ornekte Maize stripe virus (MSpV) ve BYDV-MAV 1rkina
rastlanmamustir. II. tiretim doneminde silajlik olarak yetistirilen misir {irtinlerinden ise
111 adet yaprak 6rnegi toplanmig ve ELISA yontemi ile test edilmistir. Bu drneklerin %
0.9’unun BYDV-PAV, % 0.9’unun MDMYV ve % 55’inin MMV ile enfekteli oldugu
saptanmistir. Bu c¢alismada sadece 1 ornekte % 0.9 oraninda MDMV+MMYV ikili viriis
infeksiyonu tespit edilmigtir. Bu musir alanlarindaki ¢calismada StMV, SCMV, BYDV-
MAYV ve MSpV ile enfekteli 6rnek tespit edilmemistir.

Bugday alanlarin1 etkileyen bazi viriislerin tespiti i¢in yapilan bir diger
calismada ise Dogu Anadolu’nun Van, Bitlis, Igdir, Kars, Agri, Mus, Erzincan, Elazig
ve Malatya illerinden 900 yesil aksam ve 78 toprak ornegi alinmis. Bu 6rneklerden 50
tanesinde BYDV-PAV (% 5.5) 44 6rnekte BYDV-SGV (% 4.8) 4 6rnekte CYDV-RPV
(% 0.4) , ve 8 drnekte ise WSMV (% 0.8) viriisleri tespit edilmistir. Testlenen drneklerin
hicbirinde BYDV-MAV, BYDV-RMV, SBWMV ve incelenen toprak 6rneklerinin hig
birinde P. graminis vektorii tespit edilmemistir. Bu c¢aligmada Arpa sari ciicelik
viriislerinin Tiirkiyede ilk defa multipleks RT-PCR yontemiyle arastirmasi yapilmis
bdylece bu viriislerin daha giivenli ve ekonomik teshislerinin yapilmasi i¢in literatiir

olusturmustur (Usta, 2013).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Survey alani

2017 yilinda Nisan ve Mayis aylarinda 6énemli 6l¢iide bugday iiretimi yapilan
Mardin ili ve ilgelerinde yiiriitiilen survey c¢aligmalarinda, toplanan yaprak ornekleri
(Cizelge 3.1), calismanin materyalini olusturmustur. Bugday ekim alani biiytikliigiine

gore survey yapilan ilgeleri temsil edecek sekilde 400 taze yaprak 6rnegi toplanmistir.

Diyarbakir

Batman

Sekil 3.1. Survey yapilan Mardin ili ve ilgelerinin haritasi.

3.1.2. Bitkisel Materyal

Survey ¢aligmalarmin  ana materyalini bugday bitkisinin  yapraklar
olusturmaktadir. Bugday ekim alanlarinda Arpa sari ciicelik viriislerinin arastirilmasi

icin Mardin ilinde Nisan 2017 tarihinde her tarladan en az 5 taze yaprak 6rnegi almak
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suretiyle toplanan drnekler soguk zincirde Viroloji labarotuvarina getirilmis daha sonra

total RNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar -20 © C derin dondurucuda saklanmustir.
Yillik toplam ekim alani 50.000 Dekarin {izerinde olan ilgelerde ornekleme

yapilmistir. Bu degerin altinda ekim alanina sahip Mazidagi, Yesilli ve Omerli

ilgelerinden 6rnek alinmamistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Survey yapilan illerdeki bugday ekim alanlari, toplanan yaprak sayilari

No. Iiceler ~ Toplamekili  Toplam iiretim Toplanan  Incelenen

alan (dekar) miktari (ton)  6rnek sayis1 tarla sayisi
1 Kiziltepe 762.112 387.600 170 30
2 Derik 320.400 77.400 75 14
3 Artuklu 214.500 84.300 45 9
4 Nusaybin 182.800 71.280 40 8
5 Savur 140.180 36.500 30 6
6 Dargegit 107.125 18.250 25 4
7 Midyat 83.644 12.027 15 3
8 Mazidagi 28.500 9.600 - -
9 Yesilli 7.400 2.500 - -
10 Omerli 1.200 1.600 - -
Toplam 1.844.000 700.087 400 74

3.1.3. Total niikleik asit (TNA) ekstrasiyon ¢alismalari

Total niikleik asit (TNA) c¢alismalart i¢in Mardin ilinde survey yapilan
alanlardan toplanan bugday yapraklar1 kullanilmistir. Toplanan 6rnekler ayr1 ayr steril

posetlerde -20 ° C’de muhafaza edeilmistir.

3.1.4. Tamamlay1 DNA (cDNA) sentezi ¢alismalari

Tamamlayict DNA (cDNA) sentezi, Fermantas firmasinin RevertAid First
Strand cDNA  kiti  (Thermo-Fermantas, Vilnius, Lithuania) kullanilarak
gergeklestirilmistir. Tiim ¢aligma siiresi boyunca -20 ° C’de derin dondurucuda saklanan

cDNA sentez kiti laboratuvara da kuru buz igerisinde getirilmistir.
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3.1.5. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) calismalari

PCR c¢alismalar i¢in gereken olan 1s1ya dayanakli Tag DNA polimeraz enzimi
ve dNTP (dATP, dGTP dCTP, dTTP) karisimlari, Promega (Madison WI, USA) ve
Thermo-Fermantas (Vilnius, Lithuania) firmalarindan temin edilmistir. Niikleik asitlerin
cogaltilmasinda Eppondorf Master Cycler Personal marka PCR ve TC3000 marka PCR

cihazlar kullanilmistir.

3.1.6. Oligoniikleotid Primerlerin kullanim

Arpa sart ciicelik viriislerinin ve infeksiyonlarinin tanimlanmasi i¢in kullanilan
primer dizileri Cizelge 3.2'de verilmistir. Bu ¢alismada kullanilan primerler, ¢esitli
aragtirmacilar tarafindan kullanilan primerlerden alinmistir. Virlis izolatlarinin
karakterizasyonu i¢in BYDV'lerin kilif proteinini ¢ogaltan primerler Vector NTI 10
Programi ile tasarlanmistir. Kullanilan primerler, kullanimdan 6nce belirli bir oranda
(100 pmol / ul konsantrasyonda) RNaz free su ile seyreltilerek -20 °C'de muhafa

edilmistir.

Cizelge 3.2. BYDV viriislerinin teshisinde kullanilan spesifik primer ¢iftleri

Viriisler Primer Dizi Baz Kaynak
ismi uzunlugu

Grup 1 YAN-R 5’-TGTTGAGGAGTCTACCTATTTG-3’ 832 bp (Malmstrom

(BYDV-PAV, SHU-F 5-TACGGTAAGTGCCCAACTCC-3’ ve Shu,

MAYV, SGV 2004)

Grup 2 S2A-F  5-TCACCTTCGGGCCGTCTCTATCAG-3> 372bp (Malmstrom

(CYDV-RPV, S2B-F 5-TCACCTTCGGGGCGTCTCTTTCTG-3’ ve Shu,

BYDV- 2004)

RMV)

BYDV-PAV PAV-F 5-ACCTAGACGCGCAAATCAAA-3¢ 590 bp (Malmstrom
PAV-R 5-ATTGTGAAGGAATTAATGTA-3’ ve Shu,

2004)

BYDV-SGV SGVF 5-ACCAGATCTTAGCCGGGTTT-3’ 250 bp (Deb ve

SGVR 5-CTGGACGTCGACCATTTCTT-3’ Anderson,
2008)

BYDV-RMV  RMV F 5-ACGAGGACGACGACCAAGTGGA-3’ 365 bp (Deb ve
RMV 5’-GCCATACTCCACCTCCGATT-3’ Anderson,
R 2008)

CYDV-RPV RPVF 5-ATGTTGTACCGCTTGATCCAC-3’ 600 bp (Usta, 2013)
RPVR 5-GCGAACCATTGCCATTG-3’

BYDV-MAV  MAV-  5-AATAACCGCAGGAGAAATGG-3’ 590 bp (Malmstrom
F ve Shu,

2004)
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3.1.7. Agaroz jel elektroforez ¢calismalar:

PCR islemleri ile ¢ogaltilan DNA iiriinlerinin UV 1sinlar1 altinda goriintiilenmesi
ve yiiklenmesi i¢in etidyum bromiir(% 1) eklenmis agaroz jel materyal olarak
kullanilmistir. BIO-RAD firmasina ait olan orta biiyiikliikte elektroforez aparati Wide
Mini Subcell GT ve kiiglik boyutta Mini-Subcell GT aparatlar1 agaroz jel elektroforezi
icin kullamismistir. Elektroforez isleminde kosturulmus DNA {iriinleri Syngene jel

goriintiileme analiz sistemi cihaz1 (Synoptic Ltd. Cambridge, GB) ile goriintiilendi.

3.1.8. Klonlama ¢alismalari

Klonlamasi yapilacak pozitif izolatlarin kilif protein gen bdlgeleri spesifik
primerler kullanilarak PCR yoOntemiyle ¢ogaltilmast saglanmig daha sonra Herolab
marka UVT-20 M/W UV transilliminatér cihazinda DNA fragmentlerinin jelden
saflastirilmasi i¢in goriintiileme islemi gergeklestirilmistir.

Klonlama c¢alismalar1 i¢in E.coli bakterisinin JM109 susu ve Promega
firmasindan satin alinan pGEM T-Easy Vektor sistemi (Katalog No.A3610)
kullanilmistir. Fermantes firmasindan satin alinmis GeneJET Plasmid MiniPrep Kiti ve
protokolii uygulanmistir

Fermantas GeneJET Plasmid Mini Prep Kitleri klonlama isleminden sonra elde
edilen rekobinant plazmitlerin bakterilerden saflagtirilmasi ic¢in kullanilmistir.
Mikropulser cihazi ile transformasyon islemi yapilmis ve daha sonra transforme olmus

bakterinler Thermo marka inkiibatorlii sallayici iizerinde gelistirilmistir.

3.1.9. DNA dizi analizi ve biyoformatik yontemlerle filogetik analiz

Klonlamas: yapilan virlis izolatlarinin DNA dizilemeleri Sentebiolab A.S
(Bilkent, Ankara) firmasina yaptirdiktan sonra filogenetik analizleri lisansli CLC Main
Workbench 6.2.3, Snapgene, Vector NTI 10 ve Mega 7 programlarinin yardimi ile
gerceklestirilmistir. DNA dizilerinin izolatlarini Genbakasina ait NCBI web sitesine

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) girisi yapilmistir.



27

3.2. Yontem

3.2.1. Survey calismalari

Survey caligmalar1 kapsaminda 2017 yilinin nisan ve mayis aylari igerisinde
Mardin ili ve ilgelerinden bugday arazilerini temsil edecek sekilde taze yaprak 6rnekleri
toplanmistir. Kademeli 6rnekleme yonteminden yararlanarak bulunan incelenecek alan
orani, survey yapilan ilin il¢elerindeki toplam tiiretim alanin en az % 3’nii kapsayacak
sekilde hesaplanmistir (Bora ve Karaca, 1970).

Her tarladan en az 5-20 6rnek alinacak sekilde tarlayr en iyi temsil edebilecek
bicimde tarlanin farkli bolgelerinden 6rnekleme yapilmistir (Koklii, 2004; Bukvayova
ve ark., 2006). Ornekleme sirasinda 6rnek segimleri simptom gosteren ve gdstermeyen
bitkilerden rastgele yapilarak toplanmistir. Toplanan yaprak Ornekleri polietilen
torbalara konularak soguk zincirde laboratuvara getirildi. Orneklerin total niikleik asit
ekstraksiyonlar1 yapilana kadar zarar gormeden korunabilmesi i¢in -20 derecede

depolandi.

3.2.2. Viral infeksiyonlarin arastirilmasi

3.2.2.1. Bitki total niikleik asit (TNA) ekstraksiyonu

Mardin ilinde virlis infeksiyonunu belirlemek i¢in toplanan bugday yaprak
orneklerine total niikleik asit ekstraksiyonu gerceklestirildi. Bu amagla bitki total
niikleik asit ekstraksiyonu Foissac ve ark., (2001)’in bildirdigi silika temelli yonteme
gore yapilmistir. Buna gore 100 mg yaprak dokusuna karsilik 1 ml ekstraksiyon
tamponu (grinding buffer) ile plastik torba igersinde ezilerek homojenize hale getirildi.
Homojenize edilen ekstrakttan 500 pl hacimde alinan ve tizerine 100 ul % 10 Sodium
lauryl sarcosyl soliisyonu ilave edilen tiipler ara sira sallanmak kaydi ile 10 dakika
stireyle 70°C de inkube edildi ve daha sonra 5 dakika siireyle buza daldirildi. Tiipler 10
dakika 14.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra iistteki sivinin 300 pl’si bos steril
eppendorf tiiplerine transfer edilip sonrasinda igerisine sirasiyla 150 ul ethanol, 25 pl

resuspanse silica ve 300ul 6M sodium iodide ilave edildi. Karisim, oda sicakliginda
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sallayict (shaker) tizerinde 10 dakika inkiibe edildi. Tiipler 6000 rpm de 1 dakika
santrifiijje birakildiktan sonra iistteki sivi (supernatant) atilarak ve 500ul yikama
tamponu (washing buffer) ile olusan pelletler yikanip, 6.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildikten sonra tekrar eppendorf tiiplerindeki pelletler 5S00ul yikama tamponu (wash
buffer) ile yikanmistir. Elde edilecek pelletler, 150 ul RNase-free su ile ¢ozdiiriildiikten
sonra 4 dakika 70°C de benmari de inkiibe edilmistir.

Tipler 3 dakika 14.000 rpm de santrifiij edildikten sonra, supernatant yeni
hazirlanan ependorf tiliplerine transfer edilerek pelletlerden uzaklastirilmistir. Boylece
elde edilen total niikleik asit ekstraksiyonu komplenmenter DNA elde edilinceye kadar

—20 °C de depolanmustir.

3.2.2.2. Tamamlayici (Komplamenter) DNA (¢cDNA)’nin sentezi

Tamamlayict DNA (cDNA) sentezi, ticari kit yardimi ile reverse transcriptase
enzimi kullanilarak elde edilmistir. Arpa sar1 ciicelik viriisleri (BYDV-PAV, BYDV-
MAV, BYDV-SGV, CYDV-RPV, BYDV-RMV) Malmstrom ve Shu (2004)’lin
kullandig1 yonteme gore Arpa sari ciicelik viriislerinin tiimiinii taniyan Yan Reverse
primeri 5’-TGTTGAGGAGTCTACCTATTTG-3" kullanilarak total RNA’lar dan
cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Boylece Arpa sari ciicelik viriisii i¢in ayr1 ayri cDNA
yapilmasina gerek kalmamuigtir.

Buna gore niikleaz-free mikrofuj tiip igersine 1ul 20 pmol/ul spesifik Revers
primer eklendi. Daha sonra 2ul total RNA, 1ul 10mM dNTP karisimi eklenmistir.
RNAase free su ile 12 pl’ye tamamlanan karisim kopiirtiilmeden vortekslendi. Vorteks
sonrasinda olumsuz bir durumla karsilagmamak i¢in tiiplin cidarlarindaki damlalari
tiiplin dibine indirmek suretiyle 4-5 bin rpm’de kisa bir donii yapildi. Karisim 5 dakika
65 °C PCR cihazinda inkiibe edildikten sonra buza daldirilarak hizla sogutulmustur.
Daha sonra buz lizerinde bu tiiplere her bir 6rnek icin 4ul 5X RT Reaksiyon buffer, 2l
0.IM DDT, 1pul RNAase inhibitér ve 1ul reverse transcriptase enzimi ilave edilerek
reaksiyon karigimi 20 pl ye tamamlanmistir. Tiipler kisa bir spin yaptiktan sonra PCR
cthazinda 42°C’ de 50 dakika inkiibe edilerek transkripsiyon islemi gergeklestirilmistir.
Daha sonra ayni PCR cihazinda Reverse transkriptaz enzimini inaktive etmek icin

inkiibasyon sonrasi tiipler 70 °C sicaklikta 15 dakika siireyle bekletilerek reaksiyon
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sonlandirilmistir. Kullanima hazir olan tamamlayict DNA (¢cDNA)’ lar PCR islemi
yapilincaya kadar —80 °C de tutulmustur.

3.2.2.3. Viriislerin multipleks RT-PCR ile arastirilmasi

Arpa Sart Ciicelik (BYDV) viriislerinden olan BYDV-PAV, BYDV-MAV
BYDV-SGV, CYDV-RPV ve BYDV-RMYV tiirlerinin teshisleri Malmstrom ve Shu
2004’e gore yapilmustir. Arastirmacilar 2004 yilinda kullandiklar teshis yontemlerini,
temel ve genigletilmis multipleks RT-PCR olmak iizere iki farkli sistemde
geligtirmislerdir. Temel multipleks RT-PCR yonteminde viriisleri gruplara(Grupl-
Grup2) aywran ve bu gruplarin iki farkli DNA fragmentini cogaltan bir sistem
gelistirmiglerdir. Bu sistemde grupl (BYDV-PAV, BYDV-MAV, BYDV-SGV)
viriisleri i¢in Shu-F ve Yan-R primerleri (Cizelge 3.2) kullanilirken grup2 (CYDV-
RPV, BYDV-RMYV) viriisleri i¢in ise S2a-F ve S2b-F primerleri (Cizelge 3.2)
kullanilarak teshisler yapilmistir.

Gelistirilmis multipleks RT-PCR yonteminde ise tiire Ozgii primerler
kullanilarak grupl ve grup2 viriislerinin i¢inde spesifik teshislerin yapilmasina olanak
saglanmistir. Multipleks RT-PCR yontemi ile yapilan teshislerde yetersiz bir
amplifikasyon olmasi durumunda da farkli arastirmacilarin kullandig: spesifik primerler
kullanilarak RT-PCR yontemi ger¢eklestirilmistir.

Buna goére multipleks RT-PC islemi i¢in bir PCR tiipiine;

e 35.6 ul RNAse free su,

e 5ul 10X PCR Buffer

e 3 ul25mM MgCl,
e 1ul10mM dNTP

e 1 ul20uM Shu-F

e 1ul20uM Yan-R
e 1ul20uM S2a-F

e 1l 20uM S2b-F } Grup 2 (372 bp)

e 0.4 ul Tag DNA polimeraz enzimi (5U/pl)

} Grup 1 (832 bp)

Bununla birlikte kalip DNA olarak 2 ul ¢cDNA konulup tiipiin hacmi 50 pl

tamamlanmistir. Daha sonra ependorf tiiplerin kapaklarinin kenarlarindaki sivilarin dibe
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inmesini saglamak i¢in tiipler kopiirtiilmeden kisa bir doniiye konuldu. En son olarak da
hazirlanan tiipler PCR cihazina konulup, viriisiin primerlerine uygun sicaklik dongiisiine
konarak ¢ogaltilmasi saglanmistir. Grupl ve Grup?2 viriislerinin belirlenmesinde Cizelge

3.3.’de verilen viriislere 6zgil primerler ve sicaklik dongiileri kullanilmistir.

Cizelge 3.3. Viriislerin teshisinde kullanilan primerler, amplifikasyon iiriinii, PCR tiirii,
sicaklik dongiileri ve yararlanilan kaynaklara yonelik bilgiler

Viriisler Kullanmilan ~ Amplifikasyon PCR  Sicakhik Dongiileri

Primerler Uriinii Cesidi
94°C .......5 dk
L 94°C ... 30 sn
Lary v r';l'fl‘fi"j 60°C .......30 sn |35 dongii
-grup 832 bp Pt 7000 30 sn
virisler Shu-F eks RT- 799C 7 dk
poR | 72°C e
(Malmstrom ve Shu, 2004)
2.grup S2a-R
viriisler S2b-F 372 bp
94°C .......5 dk
Genisle 94°C woovenn 60 sn
BYDV-  YanR 832 b tﬂmf 55°C ..., 60 sn |35 dongii
PAV Shu F 590 bp i 72°C 60 sn
BYDV-  PAV-F Sea b e R, 72°C . 7 dk
SGV SGV-R P oCR
(Malmstrom ve Shu, 2004)
94°C .......5 dk
Genigle 94°C ....... 60 sn
BYDV- YanR 832 bp tilmis ~ 55°C ........ 60 sn 135 dongii
MAYV ve Shu F . R
590 bp multipl  72°C ........ 60 sn
BYDV- MAV-F 254 b eks RT- 72°C 7 dk
SGV SGV-R p ORI T2C

(Malmstrom ve Shu, 2004)
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Cizelge 3.3. Viriislerin teshisinde kullanilan primerler, amplifikasyon iiriinii, PCR tiirii,
sicaklik dongiileri ve yararlanilan kaynaklara yonelik bilgiler (devam)

Viriisler Kullanilan  Amplifikasyon PCR Sicaklik Dongiileri

Primerler  Uriinii Cesidi
94°C ......2 dk
94°C ........ 30 sn
BYDV- MAV Es 660 L RT- ;gog ........ 38 sn + 35 dongii
MAV ~ MAVRs P PCR  o2oc oL
(Bisniek ve ark., 2004)
94°C ......2 dk
94°C ........ 30 sn
BYDV- RMVR -8 RT- 58°C ... 60 sn F 36 dongii
RMV RMV F P PCR  72°C....... 30 sn
72808 .. ... 10 dk
(Deb ve Anderson, 2008)
94°C ......2 dk
94°C ........ 30 sn
ng\\// ) SE\\; Fi 615 bp RT-  53°C........ 60 sn | 40 dongii
PCR 72°C....... 30 sn
72°C ... 10 dk
(Usta, 2013)
94°C ........10 dk
94°C ........ 30 sn
By gg\\; i 250 bp RT-  55°C.......30sn |40 dongii
PCR 72°C........ 30 sn
72°C ... 10 dk

(Deb ve Anderson, 2008)

3.2.2.4. PCR iiriinlerinin agaroz jel’de elektroforezi, DNA’y1 boyama ve

goriintiileme

PCR islermi bittikten sonra g¢ogaltilan DNA iiriinleri % 1°‘lik agaroz jel’de
elektroforez isleminden gectikten sonra jel goriintileme ve analiz sisteminde

goriintiilenip fotograflastirildi. Bu iglem 1 gram agaroz 100 ml 1X TAE (Tris-
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Asetikasit- EDTA) tamponu igerine Kkaristirildiktan sonra agarozun erimesi ve
homojeniteyi saglamak i¢in mikrodalga firinda yaklasik 5 dk bekletildikten sonra tekrar
50-60 °C’ ye kadar sogumasi beklenmis ve daha sonra jel tepsisine dokiiliip ¢cozeltiye 1
ul EtBr (0.5 nug/ml ) eklenerek jelin katilagsmasi i¢in 20 dakika beklenmistir. Katilagma
saglandiktan sonra jel tepsisindeki jelin elektroforez tankina aktarimi yapilmis ve tankin
icine jeli iizerini kapatacak sekilde 1X TAE tamponu (Ek 2) eklenmistir. Daha sonra
jelden dikkatli bir sekilde tarak ¢ikartildi ve jeldeki ¢ukura; 2 ul DNA ladder 5 pl 6X
yiikkleme tamponu ve 3 ul RNAze fre su ile toplamda 50 ul olarak hazirlanan PCR
triinlerinin 15 ul’si kanstirtlip gukurlara yiiklenmistir. Cukurlara PCR iiriinleri
yiiklendikten sonra 120 voltajlik elektrik akiminda 60 dakika siireyle kosturuldu ve jel

goriintliileme ve analiz sisteminde goriintiilenip fotograflar1 alinmistir.

3.2.3. Molekiiler karakterizasyonlarinin yapilmasi

Mardin ilinde gerceklestirilen survey calismasinda tarlalardan Arpa sar1 ciicelik
viriis (BYDV) gurubundan BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV
viriisleri, gelistirilmis multipleks RT-PCR yontemiyle tespit edilmistir. Tespit edilen
izolatlardan her bir viriise ait rastgele bir izolat secilip kilif protein genin kismi veya

tamaminin gen karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

3.2.3.1. Viriislerin kilif protein genleri icin primer dizaym

Multipleks RT-PCR sonucu pozitif sonug veren viriis izolatlarinin arasindan
BYDV-PAV, BYDV-SGV, CYDV-RPV ve BYDV-RMV viriislerine ait
karakterizasyonlarin yapila bilmesi amaci ile viriislerin genomunda bulunan kilif protein
gen bolgesinin tiimiinii ¢ogaltacak primer dizaynlar1 yapilmistir. Primer dizayni, gen
bankasina girilerek daha Once tiim genomu c¢ikarilmig DNA dizileri, Vektor NTI
programi kullanilarak tasarlanmistir. BYDV-PAV viriis izolat1 i¢in gen bankasindan
NC_004750.1 (Accesion number) erisim numarali tim genom dizimi alinmig, CYDV-
RPV icin NC 004751.1 (Accesion number) erisim numarali tiim genom dizimi kaynak
alinarak primer dizaynlar1 yapilmistir. Olusturulan primerler sentez i¢in ilgili firmaya da

gonderilmeden once Blast yapilarak dogrulugu kontrol edilmistir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. BYDV-PAV, CYDV-RPV, BYDV-SGV ve BYDV-RMV viris
izolatlarinin kilif protein genlerini ¢ogaltmak amaciyla Vector NTI 10
programi kullanilarak dizayn edilen primerler ile bu primerlerin ¢ogalttig1

bolgelerin uzunlugu

Cogaltilan
Viriis Primer Dizisi Cogalulan  alanin -
Gen uzunlugu
(bp)
BYDV- 5-ATGAATTCAGTAGGTCGTAG-3’ Kilif 503 b
PAV  5-GAGGAGTCTACCTATTTGGC-3’ protein P
CYDV- 5 -ATGAGTACGGTCGTCCTTAG-3’ Kilif 615 b
RPV  5-CCCTATTTTGGGTTTTGTAGC-3’ Protein P
, ,  Kismi
BYDV- 5™- GACGAGGACGACGACCAAGTGGA-3" 111 365 b
RMV*  5’- GCCATACTCCACCTCCGATT -3’ E otcid P
3 R Kismi
BYDV- 5°-ACCAGATCTTAGCCGGGTTT-3 A 250 b
SGV*  5°-CTGGACGTCGACCATTTCTT-3’ Prloltein P

3.2.3.2. Viriislerin kilif protein genin ¢ogaltilmasi

RT-PCR yontemiyle ¢ogaltilan BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve
CYDV-RPV kilif protein genleri ticari kitlerle saflastirildiktan sonra pGEM-T easy

vektorii kullanilarak T-A klonlama yontemiyle klonlanmustir.

3.2.3.3. Kilif protein genin Taqg polimerizasyon enzimi ile ¢cogaltilmasi

Viriis izolatlarinin kilif protein genleri, Go Taq Hot Start prolimeraz enzimi PCR

iriiniin 3’ ucuna Adenin baz1 ekleyen 5°-3’ ekzoniikleaz aktivitesi gostererek PCR

yontemiyle ¢ogaltilmasi saglanmistir. Buna gore bir PCR tiipiine asagdaki malzemeler

konulmustur;
e 29 ul Nuclease free su
e 10 ul 5X Green Go Taq Fleksi Tamponu
e 3yl 25mM MgCl,
e 1 ul 10mM PCR niikleotit karigimi
e 1 pl forward primer (100 pmol)
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1 ul reverse primer (100 pmol)

0.25 ul Go Tag Hot Start polimeraz enzimi(5U/ ul)

5 ul cDNA

Tiipler daha sonra kopiirtiilmeden karistirilip kisa bir donii yaptirillip PCR

cihazina yerlestirilmistir. PCR cihazimin kilif protein genlerini ¢ogaltmasi i¢in gereken

sicaklik ayarlamas1 Malmstrom ve Shu (2004) gore programlanmustir.

3.2.3.4. DNA fragmentlerinin agaroz jelden saflastirilmasi

PCR isleminden sonra elde edilen iirlinler jelden saflastirma isleminden Once

% 1’lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutulup daha sonra jel goriintiiliime

cihazinda goriintiilenip fotograflanmigtir. UV 1ginlar1 altinda goriintiilenen DNA

bantlarinin kalinlig1 ve parlakligi kontrol edilerek steril bistiiri yardimiyla dikkatlice

kesilip jel kalibindan kesilmistir (Sekil 3.6). Eppendorf tiiplere aktarilan DNA bantlari

iceren jellerin saflastirma isleminde Bioline Isolate PCR ve jel kitleri (Katalog No, BIO-

52029) kullanilmistir. Jel saflastirma kit prosediiriine gore;

DNA bantlart igeren eppondorf tiiplere 650 pl Gel Solubilizer(Jel Coziicii)
eklenmis ve kuru blok isiticada 10 dakika boyunca 50 °C sicaklikta jel
parcalarinin iyice ¢ozlinmesi saglanmistir.

Jelin c¢oziinmesi saglandiktan sonra 50 pl binding optimizer(Baglanma
Tamponu) eklenmistir.

Daha sonra koleksiyon tiipline aktarilmasi i¢in 2 ml’lik koleksiyon tiiplerine
Spin Kolon A yerlestirilip ¢oziinmiis jelin 750 pl kismi aktarilmistir. Spin
kolondan filitrelenmesi i¢in 1 dakika boyunca 12000 rpm hizda santrifiij
edilmistir. islem jelin kalan kismi i¢in aynen tekrarlanmustir.

Spin kolona 700 ul Wash Buffer ( yikama tamponu) eklenilir ve 1 dakika
boyunca 12000 rpm hizda santrifiij edildikten sonra biriktirme tiipline gecen sivi
atilip ikinci yikama i¢in islem tekrarlanilmistir.

Yikama tamponunda bulunan etanolun Spin Kolon A’dan tamam
uzaklagtirllmasini saglamak i¢in maksimum hizda 2 dakika boyunca santrifiij

edilmistir.
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e 1.5 ml’lik eppendorf tiipiine alinan Spin Kolonlara 50 pl eliisyon tamponu
eklenip 1 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilir.

e Son olarak DNA’nin kolondan geri kazanilmasi saglanmak i¢in 12000 rpm
hizda 1 dakika boyunca santrifiij edilip elde edilen DNA iriinleri diger

molekiiler calismalarda kullanilmak i¢in -20 °C muhafa edilmistir.

A) B)

Sekil 3.2. A) DNA bantlar1 igeren jellerin kesilip eppendorf tliplere aktarimi B) DNA
bantlarinin UV 151n altinda goriintiilenmesi.

3.2.3.5. DNA’min plazmide aktarimi (Ligasyon)

PCR ile cogaltilan kilif protein genlerinin aktarimi i¢in Promega firmasinin
PGEM-T easy vektor sistemi (Katalog No, A1360) ve ligaz enzimi kullanilmigtir.
Buna gore steril PCR tiipii igerisinde;
e 5 ul 2X Rapid Ligation Buffer
o 1 ul pGEM-T easy Vektor
e 5l 3’ ucundan Adenin eklenmis DNA
e 1 ul T4 DNA ligaz enzimi
Tim kimyasallar eppendorf tiipe eklenip karisim 12 pl tamamlandiktan sonra
tiiplere kisa bir donii yapilmistir. Rekombinant plazmitlerin olusumunu saglamak i¢in 1
gece 4 ° C’de inkiibasyona bikakilip tekrar kullanilincaya kadar -20 © C’de muhafa

edilmistir.
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3.2.3.6. Plazmidin bakteriye aktarilmasi

Rekombinant plazmidlerin bakteriye aktariminda, kitle saglanan Escherichia coli
bakterisinin JM109 susuna Micropulser cihazi(BioRad) ile elektrosok uygulamasi
yapilarak transferi saglanmistir (Sekil 3.6.). 100 [J1 bakteri siispansiyonuna (Ek 4)
karsilik 5 [J1 rekombinant plazmit karigtirllmis ve 5 dakika boyunca buzda inkiibe
edilmesi saglanilmis Micropulser cihazinda ki kiivetlere aktarilip elektrosok
uygalanmistir. Uygulanan elektirik akimindan sonra bakterilerin optimum gelisimini
saglamak icin bakteri stispansiyonuna 900 [11 SOC soliisyonu (Ek 3) eklenip karigim 37
°C’de 150 rpm hizda 2 saat boyunca inkiibatorlii sallayic1 platformda gelisimi
saglanmistir.

Bakteri ekimi i¢in ise ampsilin, IPTG ve X-GAL igeren kat1 LB petrileri (EK 3)
muhafaza edildikleri buzdolabindan alinip inkiibe edilerek 37 °C’de 1 saat bekletilerek
ekim i¢in hazir hale getirilir. Hazir hale getirilen petrilere gelisimi saglanmig bakteri
stispansiyonundan 200 [J]1 alinarak ekimi yapilip steril drisgaski cubuklariyla petri
yiizeyine iyice yayillimi saglanir (Sekil 3.6.). Son olarak petrilerde mavi beyaz

kolonilerin olusmasi i¢in bir gece boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 3.3. A) Transformasyon islemi ve elektrosok wuygulamast B) SOC
siispansiyonunda gelisime birakilan bakterilerin ampisilin i¢eren kati LB
ortaminda petrilere ekimi C) Bakteri siispansiyonlarinin petrilere steril
drisgaski ¢ubuklariyla besi yerine yayilmalari.
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3.2.3.7. Rekombinant bakterilerden mavi-beyaz tek kolonilerin olusturulmasi ve

transforme olmus kolonilerin ¢ogaltilm

Ampsilin direnci yalnizca biinyesine pGEM-T easy vektor plazmiti almis
bakterilerde mevcuttur. Bu nedenle ampsilin igeren kati LB besi ortaminda yalnizca
plazmit+PCR iirlinii DNA iceren bakteriler veya sadece plazmit alan transforme olmus
iki tiir bakteri kolonileri gelisecektir. Bunlardan ilki beyaz koloni olustururken ikincisi
mavi koloniler olusturacaktir. Besi ortaminda beyaz kolonilerin olusma sebebi, PCR
tirtiniit DNA, plazmitin Lac Z bolgesine yerleserek bakterinin ortamdaki IPTG ve X-Gal
kimyasallarindan protein iiretimini engelleyerek beyaz renkli protein olumusmasindan
kaynaklanir mavi kolonilerde plazmitler PCR {irlinii DNA’lar icermediginden IPTG ve
X-Gal kimyasallarimin kullanimini engelleyecek bir yapida degildir. Bu sayede PCR
{iriinii DNA almis plamitlerin aktarildig1 bakteri kolonileri secilmistir. Insert DNA
tasidiklar1 distintilen beyaz kolonilerden steril bir kiirdan yardimi ile 100 [11 ampisilin
ve % 0.8 glycerol iceren 4 ml sivi LB (Ek 3) bulunan 15 ml’lik kapali steril tiiplere
bulastirilmasi saglanmis daha sonra bakterilerin optimum gelisimini saglamak i¢in bir
gece boyunca 37 °C’de 150 rpm hizda inkiibasyona birakilmistir(Sekil3.8). Beyaz
kolonilerin kati besi ortaminda alinip sivi besi ortamina aktarimi sirasinda

kontaminasyonu minimize etmek i¢in biitiin ¢alisma steril kabinde ger¢eklestirilmistir.

Sekil 3.4. A) Mavi beyaz koloniler B) Besi ortaminda gelisen mavi-beyaz kolonilerden
beyaz olanlarin se¢imi C) 37° C’de inkiibasyon islemi.

3.2.3.8. Rekombinant plazmitlerin saflagtirilmasi

Rekombinant plazmitlerin saflastirilmasinda, Fermantes firmasinin saflagtirma
kitinden ve firmanin 6nerdigi plazmid izolasyon prosediiriinden yararlanilmistir. Buna

gore;



38

2 ml’lik steril eppendorf tiiplinde gelistirilmis bakterilerin transferi
gergeklestirilir. Bakteri hiicreleri pellet haline getirilmek adina maksimum hizda
santrifiij edilip olabilidigince siipernatant1 tiipten uzaklagtirilmasi saglanir daha
sonra tekrar 2 ml tiiplere aktarilip bakteri hiicrelerinin pelletlegsmesi saglanmak
icin maksimum hizda 3 dakika santrifiij edilir.

Peletlenmis hiicreler 250 pL Siispansiyon bufferi iginde iyice ¢oziindiirtildiikten
sonra pipet veya vorteks yardimiyla karistirilir.

250 uL Lizis buffer P Soliisyonu eklenilir. Soliisyon viskoz hale gelene ve hafif
netlesene kadar tiip 4-6 kez ters yiiz edilerek iyice karistirilir.

350 puL Nétralizasyon tamponu eklenilir. Tiipler 4-6 kez ters yiiz edilerek iyice
karistirilirdiktan sonra santrifiijde maksimum hizda 10 dakika boyunca santrifiij
edilir.

2 ml’lik koleksiyon tiipii igerisine, santrifiij sonra olusan {ist sivy1 aktarmak i¢in
Spin Kolon P yerlestirilir. 1 dakika boyunca 12000 rpm hizda santrifiij edilen
koleksiyon tiiplerinde kolondan gegen s1v1 atilip yeniden koleksiyon tiiplerine
spin kolon yerletirilerek kullanilir.

500 pl yikama tamponu AP, Spin Kolon P’nin {izerine eklenip 1 dakika boyunca
12000 rpm hizda santrifiij edilir. Santrifiij isleminden sonra kolondan gegen siv1
bosaltilarak spin kolon yeniden koleksiyon tiipiiniin igerisine yerlestirilir.Bu
islem etanol iceren 700 pl yikama tamponu igin tekrar yapilir. Kolonlarda
etanolun etkisini yok etmek i¢in 2 yitkamadan sonra maksimum hizda 2 dakika
boyunca santrfiij edilir.

Saflagtirma kitinde bulunan 1.5 mI’lik eliisyon tiiplerinin i¢erisine Spin Kolon P
yerlestirilir. Eliisyon tamponu 60 ul miktarinca Spin Kolonun igerisine eklenip 1
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilir. Son olarak plazmid DNA’nin
tiipe aktarmak i¢in 12000 rpm hizda 1 dakika boyunca santrifiij edilir.

Izole edilmis genomik DNA, diger ¢alismalarda kullanim igin -20 °C'de

muhafaza edilir.
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Sekil 3.5. Rekombinant plazmid saflastirma asamasi.

3.2.3.9. PCRile klonlanan DNA tasiyan kolonilerin kontrolii

Kat1 LB'de gelistirilen beyaz renkli kolonilerde rekombinant plazmitlerin varligi,
viriise 6zgii primerler kullanilarak ilgili genin kolonide tasinip tasinmadigi daha duyarli
bir yontem olan koloni PCR ile belirlenmistir. Her bir izolat1 i¢in, en az 5 beyaz koloni
secilmis ve PCR yontemi ile test edilmistir (Sekil 3.6).

Buna gore steril PCR tiiplerine; 2.5 [11 101 10X PCR Tampon (200 mM Tris-
HCI (pH 8.4), 500 mM KCI), 1.5 25 25 mM MgCI2, 0.5 d dNTP karisimi, her bir
spesifik primer ¢ifti (100 MM), 0.2 [11 Taqg DNA polimeraz enzimi (5 U/ mL), 18.3 ul
RNase icermeyen su eklenir. Steril kabinde, kati LB ortaminda yetisen beyaz koloniler
secilmis ve her bir koloni numaralandirilmistir. Steril kiirdan veya pipet ucuna beyaz
kolonun ortasina dokunulmus ve sablon kullanilarak DNA PCR tiipiine karigtirtlmigtir

(Sekil 3.6).

A) B)

Sekil 3.6. Donilisiimden sonra beyaz koloniler(A), kati LB ortaminda gelistirilen beyaz
kolonilerden tekli koloni alma(B).
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PCR tiipleri kisa bir siire vortekslendikten sonra PCR cihazina yerlestirilmistir.
PCR cihazi programlandi ve asagidaki programa gore calistirilmistir;
e 94°C...5dakika
e 94°(C... 60 saniye
e 55°C....60 saniye 40 dongii
e 72°C....60saniye
e 72°C...5 dakika
Klonlanan gen ilk sec¢ilen kolonilerde bulunmadiysa, ayn1 prosediir tekrar edildi.
PCR'den sonra elde edilen PCR iriinleri, % 1 agaroz jel iizerinde elektroforez
yontemiyle kosturulmustur. Daha sonra ultraviyole 15181 altinda jel goriintiileme ve

analiz sisteminde fotograflanmistir.

3.2.3.10.Klonlanan plazmitlerin DNA dizi analizi

Rekombinant plazmitler molekiiler klonlamadan sonra ¢ift yonli DNA
dizilemesi i¢in Sentebiolab (Bilkent-Ankara)’ye gonderilmistir. Plazmit DNA’nin 25 ul
kismi DNA dizilemesi i¢in gonderilirken kalan 25 ul kismi baska c¢alismalarda
kullanilmak tizre -20 ° C’de saklanmistir. Dizilemeye gonderilen her izolatin promoter
bolgelerine spesifik iiniversal primerler ile ¢ift yonlii dizileme yapilarak dizi okuma
hatalar1 en aza indirilmeye ¢alisilmigtir.

Dizi analizi sonrasinda, CLC Main Workbench ve Vector NTI farkli
bionformatik programlar ile genom bilgileri analiz edilmistir. CLC Main Workbench
programu ile farkli viriis izolatlarmin kilif protein genlerinin niikleotid dizilerinin yiizde
olarak benzerlik oranlari belirlenmistir. Mega 7 programu ilede filogenetik agaclari
yaptlmistir. Viriis izolatlarmin diinyadaki farkli virlis 1zolatlariyla benzerlik ve
farkliliklarinin tespiti igin ¢oklu dizi karsilastirilmasini yapa bilmek i¢in CLC Main

Workbench programindan yararlanilmistir.
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3.2.3.11.DNA dizilerinin gen bankasina girilmesi

Farkli Arpa san ciicelik viriislerinin ¢ogaltilan kilif protein genlerinin dizi
analizi sonrast elde edilen dizileri, National Center for Biotechnology Information
(NCBI) Gen bankasina girilmesi gerceklestirilmistir. Bu sekilde elimizdeki karakterize

edilmis tiim viriis izolatlar1 tiim arastiricilarin faydalanmasina olanak saglayacaktir.

3.2.3.12. Kilif protein genlerinin filogenetik analizi

Mardin ilinde gergeklestirilen survey calismalarinda tespit edilen BYDV-SGV,
BYDV-PAV, CYDV-RPV ve CYDV-RMV viriis izolatlarindan rastgele segilen
orneklerin kilif protein genleri, Geneious 6.1.5 programinda ile karsilagtirma (Multiple
Align) yapilmistir. Gen bankasi igerisinden farkli {ilkelerde tespit edilen viriis
izolatlarinin adi gegen program vasitasi ile coklu niikleotid ve aminoasit dizi
karsilagtirmalart yapilmistir. Soy agaci olusturulmasinda Neighbor-Joining yontemi
kullanilmis aga¢ yapim metodu olarak ise Tamura-Nei algoritmasindan yararlanilmistir.
Yapilan soy agaci olusturma igleminde gilivenirlik oranini artirmak icin 100 tekerriirlii
blootstrap analizi uygulanmistir. Son olarak BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV
ve BYDV-RPV viriisleri i¢in olusturulan soy agaglarimin diinya izolatlar1 ile yakinlik

dereceleri ve genetik iligkileri ortaya ¢ikarilmistir.






4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Survey ¢alismalari

Mardin ilinin Kiziltepe, Derik, Nusaybin, Artuklu, Savur, Dargecit ve Midyat
ilgelerinde bugday ekim alanlarinda virlislerin tespiti (BYDV-PAV, BYDV-SGV,
BYDV- MAV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV) ve bulunma oranlarinin belirlenmesi i¢in
2017 yillarinda survey calismasi yapilmistir. Survey alanlarindan 6rnek toplamak ig¢in
kademeli 6rnekleme yonteminden yararlanlanilmis buna gore incelenecek alan orani,
survey yapilan ilin ilgelerindeki toplam iiretim alanin en az % 3’nii kapsayacak sekilde
hesaplanmistir. Her tarladan en iyi temsili saglamak adina en az 5-20 6rnek alinarak
simptom gosteren ve goOstermeyen bitkilerden rastgele olmak suretiyle 400 o6rnek
toplanmistir. Survey alanlarinda sik sik olmasada bayrak yapraklarda kirmizilagma,
clicelesme ve yapraklarda klorik ¢izgili desenler gibi viral infeksiyon belirtileri

gozlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Bayrak yaprak kirimizilagsmasi (A,C,F)(Kiziltepe, Derik, Nusaybin), bugday
erken donemde klorik ¢izgili desenler ve ciicelesme (B)(Savur), Survey
caligmalarinin  yuritiildigi  bugday ekim  alanlarindan  gOriintii
(D,e)(Kiziltepe, Derik).

4.2. Arpa San Ciicelik Viriislerinin Multipleks Rt-Pcr ve Rt-Per Yontemiyle

Arastirilmasina Ait Bulgular

Yapilan RT-PCR ve multiplex-RT-PCR testlerinin sonucunda, Mardin ilinde
BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-MAYV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV viriislerinin
varlig1 arastirildi. Bolgeden toplanan 400 bugday ornegine uygulanan PCR testleri
sonucunda, 400 6rnekten 10’nunda BYDV-PAV (% 2.5), 7 6rnekte BYDV-SGV (%
1.75), 1 6rnekte BYDV-RMV (% 0.25) ve 2 6rnekte CYDV-RPV(% 0.5) viriisleri tespit
edildi. Test edilen numunelerin hi¢cbirinde BYDV-MAV viriisii tespit edilemedi. Mardin
ilinde testlenen 400 bugday yaprak orneklerinden 7°inde BYDV-PAV + BYDV-SGV
(% 1.75) tespit edilirken BYDV-PAV + CYDV-RPV Kkarisik infeksiyonundan yalnizca
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1 6rnek (% 0.25) tespit edildi. BYDV-PAV + BYDV-SGV + CYDV-RPV karisim
infeksiyonu ise tespit edilemedi. Tiim numuneler multipleks RT-PCR ile test edilmistir.
Mardin ili ve ilgelerinde 2017 yilinda yapilan survey caligmalarinda tespit edilen
viriisler, infeksiyon oranlar1 ve test edilen 6rnek sayis1 Cizelge 4.1'de verilmistir.

Buna gore, Kiziltepe ilgesinde yapilan survey alanlarindan alinan 170 yaprak
orneginden toplam 5 pozitif infeksiyon tespit edilmis bunlardan 4’iinde BYDV-PAV (%
2.35), 2’sinde BYDV-SGV (% 1.17), 1’inde BYDV-RPV (% 0.58) ve 1 Ornektede
BYDV-RMV (% 0.58) viriisleri ile enfekteli oldugu tespit edilmistir.

Derik il¢esinde yapilan survey calismasindan toplanan 75 yaprak orneginden
toplam 2 pozitif infeksiyon tespit edilmis bunlardan 2’sinde de BYDV-PAV (% 2.66) ve
BYDV-SGV(% 2.66) viriisel infeksiyonlar1 tespit edilmistir.

Artuklu ilgesinde survey alanlarindan toplanan 45 yaprak 6rneginden toplam 1
pozitif infeksiyon goriilmiis olmakla birlikte 6rnekte BYDV-PAV(% 2.2) + BYDV-
SGV (% 2.2) virlisleri tespit edilmistir.

Nusaybin il¢esinde survey alanlarindan toplanan 40 ornekten 3’ilinde pozitif
infeksiyon goriilmiis bunlardan 2’sinde BYDV-PAV(% 5), 2’sinde BYDV-SGV(% 5)
ve 1 érnektede BYDV-RPV (% 2.5) viriisleri tespit edilmistir.

Savur ilgesindeki survey calismasinda toplanan 30 yaprak Orneginden 1’inde
pozitif infeksiyon gorilmis ve bu ornekte BYDV-PAV(% 3.3) infeksiyonu tespit
edilmistir. Dargegit ilgesinden toplanan 23 yaprak ornegi ve Midyat ilgesinden toplanan
15 yaprak Orneginde yapilan teshis testleri sonucunda herhangi bir infeksiyon tespit

edilememistir.

4.2.1. Test edilen yaprak oérneklerinin Multiplek RT-PCR yontemleri kullamlarak
en az bir Arpa san ciicelik viriis tiirleriyle (BYDV-PAV, BYDV-SGV,
BYDV-MAYV, BYDV-RMV ve CYDV-RPYV) enfekteli olup olmadigina dair
bulgular

Mardin ilinin ilgelerinde 2017 yilinin Nisan-Mayis aylarinda bugday ekim
alanlarinda yapilan survey kapsaminda toplanan yaprak 6rneklerine Multipleks RT-PCR
testleri yapilmistir. Arpa sari ciicelik viriis tiirlerine (BYDV-PAV, BYDV-SGV,
BYDV-MAYV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV) yonelik tespit caligmalarinda pozitif
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sonuglarin goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil
4.6).

M 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19

Sekil 4.2. Mardin iline ait yaprak 6rneklerine uygulanan Multipleks RT-PCR testinin jel
gorlintiisii, M:(100-1000bp), 1:85, 2:76, 3:78, 4:86, 5:75, 6:67, 7:73, 8:83,
9:87, 10:89, 11:268, 12:222, 13:123, 14:127, 15:181, 16:154, 17:254, 18:118,
19:pozitif kontrol.

Sekil 4.2.°de agaroz jel goriintiisiinde 1., 4. ve 9. sirada bulunan 85, 86 ve 87
nolu pozitif reaksiyon gosteren oOrnekler, marker gostergesine gore 832 bp DNA
fragmenti vererek BYDV virlislerinden en azindan biriyle enfekteli oldugu tespit

edilmistir. Diger 6rneklerinin higbirinde pozitif reaksiyon belirlenememistir

Sekil 4.3. Mardin iline ait yaprak 6rneklerine uygulanan Multipleks RT-PCR testinin jel
gorlintiisii, M:(100-1000bp), 1:19, 2:104, 3:185, 4:163, 5:28, 6:133, 7:60,
8:135,9:121, 10:93, 11:95, 12:100 nolu testlenen 6rnekler, 13:pozitif kontrol,
14:negatif konrol.

Sekil 4.3.’de agaroz jel goriintiisiinde 2., 3. ve 7. sirada bulunan 104, 185 ve 60

nolu pozitif reaksiyon gosteren drnekler, marker gostergesine gore 832 bp uzunlugunda
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DNA fragmenti vererek BYDYV viriislerinden en azindan biriyle enfekteli oldugu tespit

edilmistir. Diger 6rneklerinin hi¢birinde pozitif reaksiyon belirlenememistir.

9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19

832 bp
Grupl

372 bp
Grup2

Sekil 4.4. Mardin iline ait yaprak 6rneklerine uygulanan Multipleks RT-PCR testinin jel
goriintiisii, M:(100-1000bp), 1:pozitif kontrol, 2:3, 3:119, 4:46, 5:48, 6:54,
7:13, 8:122, 9:11, 10:8, 11:21, 12:22, 13:23, 14:32, 15:18, 16:20, 17:112,
18:61, 19:17, nolu testlenen Ornekler.

Sekil 4.4.’de agaroz jel goriintiisiinde 18. ve 19. sirada bulunan 61 ve 17 nolu
pozitif reaksiyon gdsteren ornekler, marker gostergesine gore 832 bp DNA fragmenti
vererek BYDYV viriislerinden en azindan biriyle enfekteli oldugu tespit edilmistir. Diger

Mardin 6rneklerinin hi¢birinde pozitif reaksiyon belirlenememistir.

2 3 JEECEEGCEENNCEORNORNRIRNCENEENEN5 16 17 18 19

3000 bp
—>

1000 bp 832 bp
_— Grupl
500 bp 372 bp
—> Grup2

Sekil 4.5. Mardin iline ait yaprak 6rneklerine uygulanan Multipleks RT-PCR testinin jel
goriintiisii, M:(100-1000bp), 1:255, 2:321, 3:253, 4:327, 5:394, 6:342, 7:279,
8:341, 9:317, 10:310, 11:313, 12:314, 13:322, 14:391, 15:129, 16:387,
17:338, 18:339 nolu testlenen 6rnekler, 19:pozitif kontrol.
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Sekil 4.5.°de agaroz jel goriintlisiinde 7. sirada bulunan 279 nolu pozitif
reaksiyon gosteren Ornek, marker gostergesine gore 372 bp uzunlugunda DNA
fragmenti vererek BYDV virlislerinden en azindan biriyle enfekteli oldugu tespit
edilmistir. Diger 6rneklerin higbirinde pozitif reaksiyon belilenememistir.

Mardin ili ve ilgelerinde yapilan survey calismast kapsaminda toplanan 400
yaprak ornegine uygulanan Multipleks RT-PCR testlerinin sonucunda; 17, 60, 61, 85,
86, 87, 104, 105, 117, 164, 185 nolu 6rneklerin 832 bp uzunlugunda DNA fragmentleri
vererek grup-1 (BYDV-PAV, BYDV-SGV ve BYDV-MAV) viriislerinden ve 117, 164,
279 nolu 6rneklerin 372 bp uzulugunda DNA fragmenti vererek grup-2 (BYDV-RMV

ve CYDV-RPV) viriislerinden en azindan biriyle bulagik oldugu tespit
edilmistir(Cizelge 4.1, Sekil 4.6) .

832 bp
Grupl

—
372 bp
Grup2

—

Sekil 4.6. Tiim pozitif reaksiyon gosteren Orneklere uygulanan Multipleks RT-PCR
testinin jel goriintiisii, M:(100-1000bp), 1:117, 2:85, 3:279, 4:86, 5:87, 6:17,
7:60, 8:61, 9:104, 10:164, 11:7, 12:105, 13:9, 14:185.



Cizelge 4.1. Mardin ilinde bugday virlislerini arastirmak amaci ile survey calismalarinin yiiriitiildiigii iller, testlenen Orne sayilari,
arastirilan viriisler ve tespit edilen viriislerin bulunma oranlar

Survey Testlenen BYDV-PAV  BYDV-SGV  CYDV-RPV  PAV+SGV PAV+RPV  BYDV-RMV . oenel
yapilan il¢celer ornek sayisi i i ] i i ] i Infeksiyon
*(B) (BO) (B) (BO) (B) (BO) (IB) (BO) (B) (BO) (B) (BO) (IB) (BO)
% %
Kiziltepe 170 4 235 2 116 1 058 2 116 1 058 1 058 5 295
Derik 75 2 250 2 250 - - 2 250 - - 2 250
Artuklu 45 1 222 1 222 - - 1 222 - - 1 222
Nusaybin 40 2 5.0 2 5.0 1 250 2 5.0 - - 3 7.50
Savur 30 1 333 - 333 - - 1 333 - - 1 333
Dargecit 25 - - - - - - - - - - - -
Midyat 15 - - - - - - - - - - - -
Toplam 400 10 250 7 175 2 0.5 7 175 1 025 1 025 12 3.0

*IB: Toplanan 6rnekler igersindeki infekteli bitki sayis1, BO: Infekteli bitki sayismin toplam rnek miktar1 i¢indeki yiizde oran1 (%)

6y
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4.2.2. Pozitif reaksiyon gosteren drneklerin spesifik primerlerle RT-PCR yontemi
kullamlarak BYDV tiirlerinin (BYDV-PAV, BYDV-MAYV ve BYDV-SGV)

belirlenmesine yonelik bulgular

Pozitif reaksiyon gdsteren tim 832 bp ve 372 bp uzunlugunda DNA fragmenti
veren Orneklerin tiire 6zgii primerlerle RT-PCR testleri yapilmistir.

RT-PCR testinde Yan R, Shu F, PAV-F ve PAV-R primerleri kullanilmis bunun
sonuncuda toplam 10 6rnekte 590 bp uzunlugunda DNA fragmenti veren BYDV-PAV
infeksiyonlari tespit edilmistir(Sekil 4.7). Yan-R, Shu-F, MAV-F ve SGV-R primerleri
kullanilarak gergeklestirilen RT-PCR testlerde Orneklerin higcbirinde 590 bp
uzunlugunda DNA fragmenti veren BYDV-MAV tespit edilememistir. Kullanilan
primelerin RT-PCR testlerinde BYDV-SGV infeksiyonlari igin kaliteli sonuglar elde
etmedigi anlasildigindan Deb ve Anderson (2008)’a ait bir primer seti kullanilmistir

(Sekil 4.8).

g 10 11 12

PR 590 bp

Sekil 4.7. Mardin ili survey c¢alismasinda belirlenen tiim pozitif 6rneklerin spesifik
primerlerle uygulanan RT-PCR yonteminde BYDV-PAV tiirlerinin
belirlenmesi, M:(100-1000bp), 1:105, 2:85, 3:164, 4:86, 5:87, 6:17, 7:60, 8:
61, 9:104, 10:185, 11: negatif kontrol, 12:Pozitif kontrol.

Sekil 4.7°deki agaroz jelde goriildiigii lizerer 11. sirada bulunan negatif kontrol
ornegi disindaki, 1:105, 2:85, 3:164, 4:86, 5:87, 6:17, 7:60, 8:61, 9:104, 10:185’nolu
pozitif 6rneklerin hepsinin 590 bp uzunlugunda DNA fragmenti vererek BYDV-PAV
ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Agaroz jelde 12. sirada bulunan 6rnek pozitif

kontrol 6rnegidir.
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1000 bp

500 bp 250 bp

100 bp

Sekil 4.8. Mardin ili pozitif orneklerine Deb ve Anderson (2008) primerleriyle
uygulanan RT-PCR testleriyle BYDV-SGV belirlenmesi, M:(100-
1000bp),1:185, 2:17, 3:85, 4:117, 5:87, 6:104, 7:86, 8:60, 9:61, 10: Negatif
kontrol, 11: Pozitif kontrol.

Deb ve Anderson (2008)’nun kullandigi SGV-L1 ve SGV-R2 primeler
kullanilarak gergeklestirilen RT-PCR testlerinin sonucunda, 1:185, 2:17, 3:85, 5:87,
6:104, 8:60 ve 9:61 nolu Orneklerin 250 bp uzunlugunda DNA fragmenti vererek
BYDV-SGV viriisiiyle enfekteli oldugu tespit edilmistir.

4.2.3. RT-PCR yontemiyle pozitif 6rneklerin grup-2 (BYDV-RMV ve CYDV-

RPYV) viriisleri yonelik ¢calismalara ait bulgular

Multipleks RT-PCR testleri sonucunda 372 bp uzunlugunda DNA fragmenti
veren Ornekler BYDV-RMV ve CYDV-RPV viriislerine karsi RT-PCR yapilarak
arastirillmistir. Kiziltepe ilgesine ait 1 6rnekte 365 bp uzunlugunda DNA fragmenti
tespit edilmistir(Sekil 4.9). Ayrica CYDV-RPV viriisiine yonelik spesifik primerlerle
yapilan RT-PCR testleri sonucunda, Kiziltepe ilgesine ait 164 nolu 6rnekte ve Nusaybin
ilgesine ait 117 nolu Ornekte 615 bp uzunlugunda DNA fragmenti tespit edilmistir
(Sekil 4.10).
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1000 bp
—_—

500 bp
365 bp

Sekil 4.9. Sekil 4.9. BYDV-RMYV viriisleri igin spesifik primerlerle uygulanan RT-PCR
testlerinin agaroz jel goriitiinsii, M:(100-1000bp), 1:185, 2:17, 3:85, 4:117,
5:279, 6:105, 7:60, 8:87, 9:104 ve 10:pozitif kontrol.

Sekil 4.9°da 5. sirada bulunan 279 nolu Kiziltepe 6rneginde 365 bp uzunlugunda
DNA fragmenti vererek BYDV-RMYV viriisiiyle enfekteli oldugu bulunmustur.

1000 bp
615 bp

500 bp

100 bp

Sekil 4.10. CYDV-RPV viriisleri icin spesifik primerlerle uygulanan RT-PCR
testlerinin agaroz jel goriitiinsti, M:(100-1000bp), 1:185, 2:104, 3:117, 4:86,
5:279, 6: 105, 7:164, 8:164, 9:negatif kontrol 10:pozitif kontrol.

Sekil 4.10° de agaroz jel goriintiisiinde 3. ve 7. sirada bulunanan 117 ve 164 nolu

orneklerin 615 bp uzunlugunda DNA fragmenti vererek CYDV-RPV virtlisiiyle enfekteli

olduklar1 bulunmustur.



53

4.3. Rastgele secilen bazi pozitif 6rneklerin kilif protein genin karakterizasyonu

Mardin 1ili ilgelerinde bugday ekim alanlarinda gergeklestirilen survey
calismalarinda toplanan tiim yaprak 6rneklerine multipleks RT-PCR ve RT-PCR testleri
uygulanmis ve sonug olarak BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve BYDV-RPV
tespit edilmistir. Belirlenen her bir viriis tiirii icin rastgele bir 6rnek se¢ilip kilif protein

gen bolgelerinin karakterizasyonu yapilmistir.

4.3.1. BYDV-PAV kilif protein karakterizasyonu

Nusaybinin BYDV-PAV ile enfekteli 17 nolu &rnegi, kilif protein geninin
karakterizasyonu i¢in pozitif 6rnekler arasindan rastgele se¢ilmis olup gen bdlgesinin
tamami1 ugtan uca c¢ogaltilacak sekilde tasarlanmis primerler kullanilarak RT-PCR ile
cogaltilmistir. pGEM-T Easy vektor sisteminde klonlanmis kilif protein gen bolgesinin
basarist rekombinat plazmite uygulanan PCR ile kontrol edilmistir (Sekil 4.11).

Kilif protein gen bolgesini igeren plazmite Sentebiolab firmasinda ¢ift yonli
dizileme yapilmistir. DNA dizisi elde edilen BYDV-PAV ile enfekteli Nusaybin izolati
gen bankasma (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) MK732034 ulasim numarasiyla kaydi
yaptlmistir. 17 numarali BYDV-PAV izolatinin kilif protein geninin 603 bp
uzunlugunda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

10000 b%

3000 bp
—>

3015 bp Plazmit

1000 bp 603 bp kihf
500 pr protein
—>

Sekil 4.11. Saflastirilmis plazmite uygulanan PCR’1in agaroz jel goriintiisii, M:Marker
(100-10000)bp, 1:17(1) nolu nolu koloniden rekombinant plazmit, 2:17(2)
nolu koloniden alinmis rekombinant plazmit, 3:17(3) nolu nolu koloniden
rekombinant plazmit, 4:17(4) nolu koloniden alinmis rekombinant plazmit,
5:17(5) nolu nolu koloniden rekombinant plazmit, 6:17(6) nolu koloniden
alinmis rekombinant plazmit,
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Cizelge 4.2. 85 numaral1i BYDV-PAV Mardin izolatina ait kilif protein geni dizisi

Baz siras1 bp  Niikleik asit baz dizisi

1-60 atgaattcagtaggtcgtagaggacctagacgagcaaatcaaaatggcccaagaaggegg
61-120 cgccgtagagcaattcggccagtggttgtggtccaacccaatcgagcaggacccagacga
121-180 cgaaatggtcgacgcgcaggaagaagagggccaaattctatacctggatcagcaggcagg
181-240 actgaggtattcatattctcagtcgacaaccttaaagccaactcttccgggacaatcaaa
241-300 ttcggcceccagtctatcgcaatgcccagcgctttcagacggaatacttaagtcctaccac
301-360 cgttacaagatcacaagtatcggtgttgagtttaagtcacacgcgtccgecactacgtcg
361-420 ggcgctatctttgttgaactcgacaccgcgtgcaagcaatcagecctgggtagctacatt
421-480 aattccttcaccatcagcaaaactgcctccaaatccttcagagccgaggcgattaatggg
481-540 aaggacttccaagaatcaacgatagaccagttctggctgctatacaaggcaaatgggaca
541-603 actactgacactgctggacaatttataataaggataaatgtcagtatgttgactcccaaatag

Dizilemeden sonra elde edilen dizininin filogenetik analizin yapilmasi ve farkl
izolatlarla benzerlik oranlarmin tespiti icin (Sekil 4.12) gen bankasinin veri tabanina
girilerek farkli bolgelerden 19 farkli izolat secilmistir (Cizelge 4.3). 17 numarali
BYDV-PAV izolatinin kilif protein gen bolgesinin diinyadaki diger izolatlarla gen
uzunlugu ayni olanlar se¢ilmistir.

17 nolu BYDV-PAV Mardin izolati i¢in yapilan ¢oklu niikleik asit
karsilagtirilmalarinda diinyada tespit edilen diger izolatlar ile benzerlik oranlari %
88.72-95.52 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir (Sekil
4.12). MK732034 ulasim numarali BYDV-PAV Mardin izolatinin karsilastirilan
izolatlar arasindan en ¢ok % 95.52 oranla Almanya KY 634926 izolati ile en diisiik ise
% 88.72 oranla Fransa AJ007929 izolat1 ile benzerlik gosterdigi anlasilmistir. Ayrica
yapilan karsilastirmada Tiirkiye Van KC900900 izolatt % 92.54 oraninda benzerlik

gostermistir.
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Cizelge 4.3. Gen bankasinda bulunan BYDV-PAYV viriislerinin kilif protein geninin
ulagim numarasi, konukgu, iilke, gen ve uzunlugu konusundaki bilgiler

No  Ulasim numarasi Konukg¢u Ulke Gen Uzunluk
1 JX067852 Triticum aestivum Brezilya Kilif protein (GbO%)
2 DQ285671 - ABD Kilif protein 603
3 AJ007929 - Fransa Kilif protein 603
4 KY634901 Hordeum vulgara Fransa Kilif protein 603
5 JQ811489 Zea mays Pakistan Kilif protein 603
6 KY634899 Hordeum vulgare Cin Kilif protein 603
7 KY634904 Hordeum vulgare Ingiltere Kalif protein 603
8 KY 634886 Lolium multiflorum Hollanda Kilif protein 603
9 KT198985 Triticum aestivum Pakistan Kilif protein 603
10 KT198982 Hordeum vulgare Pakistan Kilif protein 603
11 KY634912 Triticum aestivum Isvec Kilif protein 603
12 KY 634926 Zea mays Almanya Kilif protein 603
13 KY634896 Triticum aestivum Almanya Kilif protein 603
14 KY634905 Avena sativa Almanya Kilif protein 603
15 KY634911 Hordeum vulgare  Cek Cumbhuriyeti  Kilif protein 603
16 KP096696 Triticum aestivum Macaristan Kilif protein 603
17 KP096694 Triticum aestivum Cin Kilif protein 603
18 M21347 - Avustralya Kilif protein 603
19 MK732034 Triticum aestivum Tiirkiye Kilif protein 603
20 KC900900 Triticum aestivum Tiirkiye Kilif protein 603




KY634905
KY634886
KY634904
KY634912
KY634896
KY634901
KY634899
KP096694
KY634911
KP096696
KT198982
Jas11489
KT198985
AJO07929
DQ285671
JX067852

M21347
KY634926
MK732034
KC900900

Sekil 4.12. CLC Main Workbench 6.7.1 programi ile 17 nolu BYDV-PAV Mardin (MK732034) izolatinin diinyadaki PAV izolatlarinin

t 2 | 3 | 4 | s | 6 [ 7 | 8 [ 9 [t | 1 [ 12| 13 [ 14 | 15| 6 [ 17 |18 [ 19 | 2

1 61 98, ; ' o7g8| 9519 9560 9560| 9386 9287 93,03
2 o751 9502 9552 9552 93,70 9270 9287
3 o768 9519 9569| 9569 9386 9287 93,03
‘ o784 95%| 9585 958 9403 9303 20
5 | oe7| 9851 986 9801 9519 9569 9602 9420 9370 93,03
6 98,84) 9867| 9884 9834| 98.18) 9536| 9585 9585 436 9370 93,53
1| %867 9851 9867 9917 81| 9834 952 9569 9602 86| 9353 93,03
8 98,67| 9851 98,67 9917 sm| 9552 9560| 9602 9486 9353 93,03
9 | 67| 951 98er 9834 9560|9602 9602 9486 9386 037
0 | 9834 9818 983 97| 67| 9867 9900 9801 9519 9560 9569| 9420 9386 9353
11 9,18 9801 9818 511 9867 9884 9884 988 l 9947|9560 9585 9619 0469 9337 9287
2 | ol ores| ors4| esot| 9818| 9834 51| 9851 9851 9atel 99,00 9851 95| 9552 9585 9436 9303 9254
15 | ores| o751 ores| ors4| 9801 9818 9834 9834 9834 9801 9519 9536 9569 9453 9320 9210
% | o519 9502 951 9536 9519 9536 9552 95%| 9569 9519 95,19| 9884 9851 9735 9187 221
15 | 9569 9552 9509 55| 9569 955| 9se9| 959 9602 9569 9ses| 9552 9536 M 9900 9751 9270 9,03
1 | oso| 9552 osee| eses| 9602 9ses| 9602 9602|9602 95e9[ 9619 9585 9se| 98s1| 9900 9718|9287 287
1 | o8| 9370 oass| 403 9e20] 43| oege| o4se| 94g6| 9420 94e0| 36| 9as3| on3s] a5 o8 92,54 9254
8 | s87] 9270 9287 9303 9370 9370 9353 9353 93ge| 93s6| 93| 9303 9320] NG| %70 9287 9254 9552 91,04
19 95,52 9254
2 | 9003 9287 9303 9320] 9303 9353 9303 9303| 9337 9353 9287 9254 9270 9221 9303 9287 9254 9104] 9254

(Cizelge 4.3) kilif protein gen bolgesinin niikleik asit dizilerinin benzerlik oranlari
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BYDV-PAV Mardin izolatinin (MK732034) kilif protein gen bdglesinde niikleik
asit dizi karsilagtirmalar1 yapilmis ve sonug olarak 603 bp uzulugundaki bolgede 59 baz
degisikligi tespit edilmistir (Cizelge 4.4). CLC Main Workbench 6.7.1 programinin
yardimi ile yapilan karsilastirmada (Sekil 4.13) degisen 59 bazin toplam dizi
uzunlugunun % 9.8 ne karsilik geldigini ve bu degisimlerin kilif protein gen bdlgesinin
belirli bir bolgede yogunlasmadigini gen bdlgesinin tamaminda gozlene bildigi tespit

edilmistir.

Cizelge 4.4. BYDV-PAV Mardin izolatinin (MK732034) kilif protein gen bdlgesinde
consensusa gore meydana gelen baz degisimleri

Baz sirasi Consensus Substitution Baz sirasi Consensus Substitution
15 C T 440 G A
31 C A 441 G A
33 C A 444 C T
39 T C 450 A C
49 A C 453 G A
52 A C 454 G T
58 A C 455 T C
70 A G 468 A G
73 G A 477 C T

136 A G 486 A C
138 G A 492 G A
145 G A 517 A C
152 G © 522 C A
157 C T 531 C A
160 G A 537 A G
163 T C 540 C A
164 T C 543 C T
166 A G 552 G T
169 C T 555 A T
172 A G 564 C T
178 G A 567 T A
193 G A 570 C A
232 G A 572 C G
322 C G 576 G A
351 A C 578 G A
358 G T 586 T A
360 C G 589 A T
373 A G 594 G T
396 A G 595 G C
432 A C




16) 180 200

Mk73203 HHGHEGHGGG I==IIII II TERBTGGATE IGIIGGIIGG ARTGAGGTAT IIIIIIIIII BcTRCARAAE 210

Kvesases M. M. BECENE. BHeeEN. 0O0 BOON. Ho.. HHE.N..DEE IchIIIlIl 0. HHREE 20
kvecaoos W.Mo.N... oNNENONNN. NNEEON.NEN NEEN. .No.. IlI.l N[ IIoIII I B II il 210
Kvesagos [N.Mo.N... oNNNNNEER. BHEERN. B..0o.. NNO.N..000 ONoNN l il llI 210
kvessor2 N-Mo.B... oNNNNENERc BHCEEN. AN DNAN. . Ho.. HBO.N..DEE BMoRR lI 110 IIl 210
kvesssos HN.Mao.H... ullllll Bo NNEEEN. NON RNAE. No.. NEO.NH..0E0 ENoREEEEEN H.20.HNEEE 20
kvesao0t M.Mo.H... oNNNENEENg NHEEEN. lll llll I . HH0.N. 000 DMoREEREEN N.0E.NEENA 20
kpooseos M. Mo.H... oNNEEN N | I . HRO.H.CRER REoREERENE 0. 00 NEEEA 20
kesasoo HN.Mo.H... olERER II g HEEER I I . BNE.0.. 000 ENoNEEEECE .50 REEEN 20
kposesos [N.Ma .. .. alllll Nio NEECH. HEN Illl g.. RN .RNR NMoREREEEE H.00.NEEEA 210
kvessort [N.Mo.H... oMNNEENEY RBEERN. NN IIlI Io BEE.0. 000 RHoRERREED 000 NEENN 20
Josr1aso M. Mo M. .. oHEERNENN. llIIIl i ll . M0N0 RNoRERNERE 000 NEEEN 200
kr1ee9s2 l-Ha .. IIIIIII II I Io III-I.-III L LD II (B B IIIII 210
kr1o8985 Ml-Mo.H... ollol¥ In IIIIII l l HEE.0.. 000 SNoREEREEE .00 REEEN 20
Jxoe7852 Mo N." LT A olllllll B0 BEREE 20
passe7t Mo " ollllllllu Il Il. ..ln.. N0 0,000 WNcHNNNANN N.06. NEENN 20
aoore2o Bl-Be B IIIIIIII g NREEN Il I Io il 1. .01 Iollllll' B.0E. BEREE 20

M21347 lI-ls-l--- olRBEREEN IlIIIlI ([ B BRE.0. 000 EloENRR Il RERRE 210
kveso26 HN-Ho.H.. SUEEN. NNN NNNN. No.. NNC.N..0HF SNoRNNEEeE N.0N. NEEEE :0

e LLLE | B
kcooosoo [IN-MICNLC llIlIIIIII ANMECE. NNN NRNN. No.. 6MO.N..0N0 SNoUNUUNEN HNAN.NNEEN 20

Consensus AAGAGGAGGG GCAAATCCTG TATTTAGACC AACAGGCGGG ACTGAGGTAT TCGTATTCTC AGTCGACAAC

Sekil 4.13. CLC Main Workbench 6.7.1 programinin yardimi ile BYDV-PAV Mardin izolatinin (MK732034) diinyadaki PAV viriislerin
kilif protein gen bolgesi (Cizelge 4.3) ile ¢coklu niikleotit dizi karsilastiriimasi
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BYDV-PAV Mardin izolatinin Cizelge 4.3’te verilen diinya izolatlar1 ile genetik
iligkisini ortaya koymak amaci ile 1000 tekerriirlii olarak niikleik asit karsilastirmasi
sonucu elde edilen filogenetik aga¢ Sekil 4.17°de verilmistir. Filogenetik analiz
sonucunda niikleik asit arasinda meydana gelen nokta mutasyonlarin fazlaligindan
dolay1 gruplagsmayi artirmistir.

Olusan gruplar arasinda BYDV-PAV Mardin izolatinin (MK732034) icinde
bulundugu ana grupta, Almanya izolat1 (KY634926) ile Tiirkiye izolat1 (KC900900) bir
bir grup olustururken ABD izolat1 (DQ285671), Fransa izolat1 (AJ007929), Avustralya
izolati (M21347) ve Brezilya izolati (JX067852) izolatlart ayr1 bir grup
olusturmuslardir. Genel olarak izolatlarin grup olusturmasinda viriisiin bulundugu

konukgu ve cografik yakinliklarinin etkileri sinirli kaldigr gézlenmistir.
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Sekil 4.14. BYDV-PAV (MK732034) izolat1 ile diinyadaki PAV izolatlarinin (Cizelge 4.3.) kilif protein geninin niikleik ait dizisi 1000

1

+KC900900

tekerriirlii olarak Neighbor joining yontemiyle olusturulan filogenetik agaci.
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4.3.2. BYDV-SGV kilif protein karakterizasyonu

Nusaybinin BYDV-SGV ile enfekteli 30 nolu ornegi, kilif protein geninin
karakterizasyonu i¢in pozitif 6rnekler arasindan rastgele se¢ilmis olup gen bolgesi kismi
olarak ¢ogaltacak primer ¢ifti kullanilarak RT-PCR ile ¢ogaltilmistir. pGEM-T Easy
vektor sisteminde klonlanmis kilif protein gen bdlgesinin basaris1 rekombinant plazmite
uygulanan PCR ile kontrol edilmistir (Sekil 4.15).

Kilif protein gen bolgesini igeren plazmite Sentebiolab firmasinda ¢ift yonli
dizileme yapilmistir. DNA dizisi elde edilen BYDV-SGV ile enfekteli Nusaybin izolati
gen bankasma (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) MK940529 ulasim numarasiyla kaydi

yaptlmistir. 30 numarali BYDV-SGV izolatinin kilif protein geninin 250 bp
uzunlugunda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

3000bp 3015 bp Plazmit

e
1000bp
—>

500 bp

> 250 bp kilif protein

Sekil 4.15. Saflagtirilmig plazmite uygulanan PCR’1n agaroz jel goriintiisii, M:Marker
(100-10000)bp, 1:30(1) nolu nolu koloniden rekombinant plazmit, 2:30(2)
nolu koloniden alinmis rekombinant plazmit, 3:30(3) nolu nolu koloniden
rekombinant plazmit, 4:30(4) nolu koloniden alinmis rekombinant plazmit,

Cizelge 4.5. 30 numarali BYDV-SGV Mardin izolatina ait kilif protein geni dizisi

Baz sirasi Niikleik asit baz dizisi

1-60 ctggacgtcgaccatttcttcgtctgggtectgetcgattgggttggaccacaaccactggccgaattgetcta
61-120 cggcgcecgccttcttgggecattttgatttgetcgtctaggtectctacggectactgaattcattcaccaccte
121-180 tctagtggtgtctgaaactttattgtaaataaagtacgtgagagctaatgtacagggaatacttactataaacc

181-240 ctatcccaaacccggctaagatctggt
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Dizilemeden sonra elde edilen dizininin filogenetik analizin yapilmas1 ve farkli
izolatlarla benzerlik oranlarinin tespiti i¢in (Sekil 4.16) gen bankasinin veri tabanina
girilerek farkli bolgelerden 12 farkli izolat segilmistir (Cizelge 4.6). 30 numarali
BYDV-SGV izolatinin kismi kilif protein gen bolgesinin ¢ogaltilan kisminin diinyadaki
diger izolatlarla gen uzunlugunun ayni olmadig1 gériilmiistiir.

30 nolu BYDV-SGV Mardin izolati i¢in yapilan ¢oklu niikleik asit
karsilastirilmalarinda diinyada tespit edilen diger izolatlar ile benzerlik oranlar1 %
61.84-100 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir (Sekil
4.16). MK940529 ulasim numarali BYDV-SGV Mardin izolatinin karsilastirilan
izolatlar arasinda en ¢ok % 100 oranla Polonya KU893143 izolati ile en diisiik ise %
61.84 oranla ABD AY541039 izolati ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. BYDV-
SGV Mardin izolatinin diger bir Tiirkiye izolat1 olan KC900899 ile benzerlik oranlari
ise % 97,84 ile 4. siradadir.

Cizelge 4.6. Gen bankasinda bulunan BYDV-SGV viriislerinin kilif protein geninin
ulasim numarasi, konukgeu, iilke, gen ve uzunlugu konusundaki bilgiler

Ulasig Konukcu Ulke Gen Uzunluk

numarasi (bp)
1 AY541039 - ABD Kilif protein 520
2 KX462705 Phragmites australi ~ Tiirkiye Kilif protein 100
3 KC900899  Triticum aestivum Tiirkiye Kilif protein 138
4 KX462706  Triticum vulgare Tiirkiye Kilif protein 116
5 HM488005  Triticum vulgare Urdiin Kilif protein 138
6 KX462702 Avena sativa Tiirkiye Kilif protein 116
7 KU893143  Triticum vulgare Polonya Kilif protein 138
8 AY541037 - ABD Kilif protein 548
9 AY540130 - ABD Kilif protein 548
10 AY541038 - ABD Kilif protein 550
11  MK940529  Triticum aestivum Tiirkiye Kilif protein 250
12 U06866 Hordeum vulgar ABD Kilif protein 590
13 JF792368 Cucumis melo Avustralya Kilif protein 837




KUBa3143 | 1

MKkod0529 | 2

HWgg005 | 3

KCoo0899 | 4

Kxa62706 | 5 | 8417| 8417| 8345
Kx462705 | 6 | 7914 7914 7842
kxa62702 | 7 | 8058 8os8| 7986
AY541037 | 8 | €382| 6382 6447
AY540130 | 9 | 6382 6382 6447
U06866 h 10 | 6250 6250 63,16
Avsa103s | 11 | 6184 6184 6250
AY541039 | 12 | 6184] 6184 6250

Sekil 4.16. CLC Main Workbench 6.7.1 programi ile 30 nolu BYDV-SGV Mardin (MK940529) izolatinin diinyadaki SGV izolatlarinin

(Cizelge 4.6) kilif protein gen bolgelerinin niikleik asit benzerlik oranlari.

5 ¢ | = 8 9 | w0 | 1 | 12

8417 7914| 8058| 6382 6382 6250 61,84 6184
8417| 7914 8058 6382 6382 6250 61,84 6184
834s| 7842 7986| 6447 6447 6316 6250 6250
82,01 790,86 63,16| 6316| 6184| 61,18 61,18

€9
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BYDV-SGV Mardin izolatinin (MK940529) kilif protein gen bdglesinde niikleik
asit dizi karsilagtirmalar1 yapilmis ve sonu¢ olarak 250 bp uzulugundaki bolgede
yalnizca 3 baz degisikligi tespit edilmistir (Cizelge 4.7). CLC Main Workbench 6.7.1
programinin yardimi ile yapilan karsilastirmada degisen 3 bazin toplam dizi
uzunlugunun % 1.2°sine karsilik geldigini ve bu degisimlerin kilif protein gen
bolgesinin belirli bir bolgede yogunlagsmadigini gen bdlgesinin tamaminda goézlene

bildigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. BYDV-SGV Mardin izolatinin (MK940529) kilif protein gen bdlgesinde
consensusa gore meydana gelen baz degisimleri

Baz siras1 Consensus  Substitution Bazsmras1  Consensus  Substitution

58 N C 106 N G
73 N A

BYDV-SGV Mardin izolatinin Cizelge 4.6’da verilen diinya izolatlari ile genetik
iligkisini ortaya koymak amaci ile 100 tekerriirlii olarak niikleik asit karsilagtirmasi
sonucu elde edilen filogenetik aga¢ Sekil 4.17°de verilmistir. Filogenetik analiz
sonucunda niikleik asitler arasinda ciddi degisimler gozlenmemis, nokta mutasyonlarin
cok sinirli kaldigi anlagilmigtir. Bunda BYDV-SGV virlisiinilin ¢ogaltilan kilif protein
gen bolgesinin bir¢ok izolatta farklilik gdstermesinin neden olabiliecegi diigiiniilmiistiir.

MK940529 ulasim numarali BYDV-SGV Mardin izolatinin Sekil 4.17. verilen
diger diinya izolatlariyla genetik iliskisinde soy agacinda iki ana grubun olustugu
gozlenmistir. Bu gruplardan Mardin izolatinin (MK940529) da i¢inde oldugu ana
gurupta lilkemizde daha once farkli sehirlerde ve farkli konukcgularda tespit edilmis
izolatlar ayni grup igerisinde yer almistir. Bu filogenetik sonuglarina goére farkli
konukcularda tespit edilmis olsa bile yakin cografyada bulunan izolatlar daha yakin
benzerlik gostermistir.Filogenetik aga¢ olusturulurken Zucchini yellow mosaic virus
(ZYMV) (JF792368) disgrup olarak kullanilmistir.
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Sekil 4.17. BYDV-SGV (MK940529) izolat1 ile diinyadaki SGV izolatlarinin (Cizelge
4.6.) kalif protein geninin niikleik ait dizisi Mega 7 programi yardimi ile 100
tekerrtirlii olarak Neighbor joining yontemiyle olusturulan filogenetik
agacl.

4.3.3. BYDV-RMYV Kkilif protein karakterizasyonu

Kiziltepe’nin BYDV-RMV ile enfekteli 279 nolu 6rnegi, kilif protein geninin
karakterizasyonu i¢in pozitif 6rnekler arasindan rastgele secilmis olup gen bdlgesi kismi
olarak ¢ogaltacak primerler kullanilarak RT-PCR ile ¢ogaltilmistir. pGEM-T Easy
vektor sisteminde klonlanmis kilif protein gen bdlgesinin basarisi rekombinat plazmite
yapilan PCR ile kontrol edilmistir (Sekil 4.18).

Kilif protein gen bolgesini igeren plazmite Sentebiolab firmasinda ¢ift yonli

dizileme yapilmistir. DNA dizisi elde edilen BYDV-RMV ile enfekteli Nusaybin izolati

gen bankasma (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) MK955886 ulagim numarasiyla kaydi
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yapimistir. 279 numarali BYDV-RMV izolatimin kilif protein geninin 365 bp
uzunlugunda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.8).

365 bpkilif protein

Sekil 4.18. Saflastirilmis plazmite uygulanan PCR’1n agaroz jel goriintiisi, M:Marker
(100-10000)bp, 1:279(1) nolu nolu koloniden rekombinant plazmit,
2:279(2) nolu koloniden alinmis rekombinant plazmit,

Cizelge 4.8. 279 numarali BYDV-RMV Mardin izolatina ait kilif protein geni dizisi

Baz sirasi Niikleik asit baz dizisi

1-60 cgaggacggcgaccaagtggaaacactgcaggaagacctggagtcagacgaggcetcgegggagacttttgt
61-120 attttcaaaggactctctcacgggcaatgcctccggaaaagtcaccttcgggecgtctttatcagagtgtgcag
121-180 cattcagtggcggaattctcaaggcectaccatgagtataagatctcaaagatcatactggagttcatctccgag
181-240 gccgcttccaccgecgaaggttecatcgettatgaacttgatccacacaacaagctctcatccctcgectcecace
241-365 atcaacaaattctcaatcgtcaaaggtggcaggagggtctttacgtccaatcaaatcggaggtgaagtatgge

Dizilemeden sonra elde edilen dizininin filogenetik analizin yapilmasi ve farkli
izolatlarla benzerlik oranlariin tespiti icin (Sekil 4.19) gen bankasinin veri tabanina
girilerek farkli bolgelerden 9 farkli izolat secilmistir (Cizelge 4.9)

279 nolu BYDV-RMV Mardin izolati igin yapilan c¢oklu niikleik asit
karsilagtirilmalarinda diinyada tespit edilen diger izolatlar ile benzerlik oranlar1 % 82.4-
95.9 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir (Sekil 4.19).
MK955886 ulasim numarali BYDV-RMV Mardin izolatinin karsilastirilan izolatlar
arasinda en ¢ok % 95.9 oranla Kenya’nin MH205607 ve MF974579 ulasim numarali
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izolat1 ile en diisiik ise % 65 oranla Brezilya’nin JX067856 izolati ile benzerlik

gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.9. Gen bankasinda bulunan BYDV-RMV viriislerinin kilif protein geninin
ulasim numarasi, konukgu, iilke, gen ve uzunlugu konusundaki bilgiler

No Ulasim numarasi Konuk¢u Ulke Gen UZ(LérF;I)UK
1 MH205607 Zea mays Kenya Kilif protein 593
2 MF974579 Zea mays Kenya Kilif protein 593
3 JX067856 Avena sativa Brezilya  Kilif protein 357
4 KC921392 Triticum aestivum ABD Kilif protein 599
5 NC_021484 Triticum aestivum ABD Kilif protein 599
6 JX067855 Avena sativa Brezilya  Kilif protein 357
7 MK955886 Triticum aestivum  Tirkiye  Kilif protein 365
8 Z14123 - ABD Kilif protein 593
9 L12757 - ABD Kilif protein 512
10 JF792368 Cucumis melo Avustralya Kilif protein 837




MH205607.1
MF974579.1
MK955886
Z14123.1
JX067856.1
KC921392.1
JX067855.1
NC_021484.1
L12757.1

Sekil 4.19. CLC Main Workbench 6.7.1 programi ile 279 nolu BYDV-RMYV Mardin (MK955886) izolatinin diinyadaki RMV izolatlarinin

1 2 3 4 5 e | 7 | 8 9

1 9525 e872| 8261 8261 8261 7940
2 9525\ 68,72 8261| 8261 8261 7940
3 9233 6575/ 8587 8587 8587 8238
4 9525| 9525 92,33 66,20 8125 8125 8125 77,78
5 68,72| 6872 6575 6620

6 8261| 8261 8587 8125 93,17
7 8261| 8261 8587 8125 93,17|
8 8261| 8261 8587 8125 93,17
9 7940 7940 8238 77,78 93,17| 9317| 9317

(Cizelge 4.9) kilif protein gen bolgesinin niikleik asit dizilerinin benzerlik oranlari.
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BYDV-RMV Mardin izolatinin (MK955886) kilif protein gen bdglesinde
niikleik asit dizi karsilastirmalari yapilmis ve sonu¢ olarak 365 bp uzulugundaki
bolgede 18 baz degisikligi tespit edilmistir (Cizelge 4.10). CLC Main Workbench 6.7.1
programinin yardimi ile yapilan karsilastirmada (Sekil 4.20) degisen 18 bazin toplam
dizi uzunlugunun % 4.95’ne karsilik geldigini ve bu degisimlerin kilif protein gen
bolgesinin belirli bir bolgede yogunlagsmadigini gen bdlgesinin tamaminda goézlene

bildigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.10. BYDV-RMV Mardin izolatinin (MK955886) kilif protein gen bolgesinde
consensusa gore meydana gelen baz degisimleri

Baz siras1 Consensus  Substitution Bazsmras1  Consensus  Substitution

20 N A 76 N A
26 T G 86 A C
32 N A 89 G A
38 N G 96 N A
42 N T 109 N A
43 N C 128 C T
44 N A 280 N T
47 N T 296 N C
67 N T 361 G A
%) 80 30

[ | [
waoseor 1 g RAMNARNN ROREoMRNTY oHENERNANA HORAoHEMIN ATNENOTo00 EHORNERIEN o
wrorestot oRRNBANMoN RRMEoHANOY oROUBNARAGE ARARoMCAtd HEMEEtioN 1BMARMATEA
zetost oRAMMARNoN RRARoBRNEY oHttNANANA HERHoHCMN ARMENOtooH CRUANERIRN o
nxoersset oRRNMAONoN RRHEoHANEY oRORNARARH ANAHoMONCN HERAMCN.H0 DRNGROACHA o
kes2t3921 oRAMNARNGH RORHoMoNER oMTNRNARNA ARAS.HCNS, DRERACHRH CHARGRHTNA
sxoerssst gREMNARNoN BEMEoMoNty oHENENARNA ANANoRtEH: HANGHHoRd ERARAALAN
Ne_02tésst gRUMMMENON RRAKoMoNtd oHOMERNANA HERHHCRHo HANENONoA tHARHARLRN o
Lirst gRAMNAENON RRNEoMoNto oMTNRNERNA ANAHoMNH. HRNEHCHoRd PRRARAALREN o
mkossees GETMEATHN TRATCHARTT cATRBNGHNA ANAAGATHAT BAGUATHCEN TROABEATEA 2

Consensus GTTCCATCGC TTATGAACTT GATCCACACA ACAAGCTCAN CACCCTCGCC TCCACNATCA

Sekil 4.20. CLC Main Workbench 6 programinin yardimi ile BYDV-RMV Mardin
izolatinin Cizelge 4.9.’daki RMYV izolatlariyla kilif protein gen bdlgelerinin
coklu niirkleotit dizi karsilastirilmasi.

BYDV-RMV Mardin izolatinin Cizelge 4.9°da verilen diinya izolatlar1 ile

genetik iligkisini ortaya koymak amaci ile 100 tekerriirlii olarak niikleik asit dizi
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karsilagtirmasi sonucu elde edilen filogenetik aga¢ Sekil 4.21°de verilmistir. Filogenetik
analiz sonucunda niikleik asit dizileri arasinda degisimlerden dolay1r soy agacinda
guruplar olusturmustur.

MK955886 ulasim numarali BYDV-RMV Mardin izolatinin Sekil 4.21.’de
verilen diger diinya izolatlariyla genetik iligskisine bakildiginda soy agacinda 2 ana
grubun olustugu goézlenmistir. Bu gruplardan Mardin izolatinin (MK955886) da icinde
oldugu ana gurubun yiliksek benzerlik oranlarindan kaynakli olarak her iki Kenya
izolatinin (MH205607 ve MF974579 ) iginde yer alan alan grup icerinde kiimelenmistir.
Filogenetik aga¢ olusturulurken Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) (JF792368)
disgrup olarak kullanilmigtir.
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MH205607
a1

1 MF974579

a6 714123

%5 JX057856

MK955886

L12757

2 KC921392

Ea —— JX067855

26

NC 021484

JF792368

Sekil 4.21. BYDV-RMV (MK955886) izolati ile diinyadaki RMV izolatlarinin (Cizelge
4.9) kilif protein geninin niikleik ait dizisi Mega 7 programi yardimu ile 100
tekerriirlii olarak Neighbor joining yontemiyle olusturulan filogenetik agag.

4.3.4. CYDV-RPV kilif protein karakterizasyonu

Nusaybinin CYDV-RPV ile enfekteli 117 nolu 6rnegi, kilif protein geninin
karakterizasyonu i¢in pozitif ornekler arasindan rastgele se¢ilmis olup gen bolgesinin

tamam1 uctan uca c¢ogaltilacak sekilde tasarlanmig primerler kullanilarak RT-PCR ile
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cogaltilmigtir. pGEM-T Easy vektor sisteminde klonlanmis kilif protein gen bdlgesinin
basarist klonlanan rekombinant plazmite yapilan PCR ile kontrol edilmistir (Sekil 4.22).

Kilif protein gen bélgesini igeren plazmite Sentebiolab firmasinda ¢ift yonlii
dizileme yapilmistir. DNA dizisi elde edilen CYDV-RPYV ile enfekteli Nusaybin izolati
gen bankasma (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) MK955886 ulasim numarasiyla kaydi

yapilmistir. 117 numarali CYDV-RPV izolatimin kilif protein geninin 615 bp
uzunlugunda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.11).

10.000 bp

—>
3000 bp

3015 bp

Plasmid

615 bp

Sekil 4.22. Saflastirilmis plazmite uygulanan PCR’1n agaroz jel goriintiisii, M:Marker
(100-10000)bp, 1:117(1) nolu nolu koloniden rekombinant plazmit,
2:117(2) nolu koloniden alinmis rekombinant plazmit, 3:117(3) nolu nolu
koloniden rekombinant plazmit, 4:117(4) nolu koloniden alinmis
rekombinant plazmit.

Cizelge 4.11. 117 numarali CYDV-RPV Mardin izolatina ait kilif protein geni dizisi

Baz sirasi Niikleik asit baz dizisi

1-60 atgagtacggtcgtccttagaactaatggcaatggttcgcgcagacgcagacagagagtcgetcggegaagg
61-120 tctgetgcaagaacgceagecegtggttgtggtcgetcccaacggeccagecaggegcagaagacgecgaaga
121-180 ccagctggtcctcggegtggaagaactccaggatctggaggaggaagcecgtggcegaaacattegttttctca
181-240 aaggactcactcgctggcaactcctctggaagtatcaccttcgggcecgtctttatcagaatatccggcattcca
241-300 gaatggagtactcaaggcctaccatgaatataagatcacaaattgtatcttacagttcgtcagcgaggectcett
301-360 ccacagcagccggttccatctcttatgagttggacccccattgcaaagcatcttcactcgcatcaacgatcaat
361-420 aagttcacaatcaccaaaactggtgcgaggagcttcccagcgaagatgattaacgggttggagtggeatecct
421-480 cagatgaagaccaatttcgtattctttacaaaggaaacggtgcttcttctgtggctggatctttcaagattaca

481-540 cttagggtccagctacaaaacccaaaatag
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Dizilemeden sonra elde edilen dizininin filogenetik analizin yapilmas1 ve farkli
izolatlarla benzerlik oranlarinin tespiti i¢in (Sekil 4.23) gen bankasinin veri tabanina
girilerek farkli bolgelerden 18 farkli izolat se¢ilmistir (Cizelge 4.12). 117 numaral
CYDV-RPV izolatinin kilif protein gen bolgesinin ¢ogaltilan kisminin diinyadaki diger
izolatlarla gen uzunlugunun ayni olmadig1 goriilmistiir.

117 nolu CYDV-RPV Mardin izolatt igin yapilan c¢oklu niikleik asit
karsilastirilmalarinda diinyada tespit edilen diger izolatlar ile benzerlik oranlar1 %
45.04-96.43 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir (Sekil
4.23). MK732035 ulasim numarali CYDV-RPV Mardin izolatinin karsilastirilan
izolatlar arasinda en ¢ok % 96.43 oranla Tiirkiye KC900903 izolat1 ile en diisiik ise %
45.04 oranla Yeni Zelanda EF408187 izolat1 ile benzerlik gdsterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.12. Gen bankasinda bulunan CYDV-RPV viriislerinin kilif protein geninin
ulagim numarasi, konukgu, tilke, gen ve uzunlugu konusundaki bilgiler

No ml:llr?:i‘zlm Konuk¢u Ulke Gen Uz(tgr;)l)uk
1 DQ988107 Avena sativa ABD Kilif protein 606
2 DQ9Y88108 Hordeum vulgare ABD Kilif protein 607
3 DQ115527 - ABD Kilif protein 612
4 KY 634929 Poa annua Almanya Kilif protein 326
5 DQ9Y88087 Avena sativa ABD Kilif protein 606
6 DQ988105 Avena sativa ABD Kilif protein 606
7 EF408187 Dactylis glomerata Yeni Zelanda Kilif protein 334
8 GU002338 Avena sativa Yeni Zelanda Kilif protein 486
9 DQ988093 Hordeum vulgare ABD Kilif protein 606
10 DQ988088 Hordeum vulgare ABD Kilif protein 606
11 KY564213 Lolium multiflorum Almanya Kilif protein 326
12 KY564214 Lolium multiflorum Almanya Kilif protein 326
13 KY564215 Lolium multiflorum Almanya Kilif protein 326
14 AY450425 - [ran Kilif protein 495
15 DQ115534 Avena fatua ABD Kilif protein 324
16 JX294312 Avena sativa Azerbaycan  Kilif protein 334
17 HM488009 Triticum aestivum Pakistan Kilif protein 615
18 MK732035 Triticum aestivum Tiirkiye Kilif protein 320
19 KC900903 Triticum aestivum Tiirkiye Kilif protein 616




MK732035
DQ988108
DQ115534
DQY8B093
DQ115527
DQ98s107
DQ98s105
DQ988087
DQY880ss
HM488009
KC900903
GU002338
AY450425
KY634929
KY564213
KY564215
KY564214
JX294312
EF408187

Sekil 4.23. CLC Main Workbench 6.7.1 programi ile 117 nolu CYDV-RPV Mardin (MK955886) izolatinin diinyadaki RPV izolatlarinin

7382| 7447 4992 4943| 4992| 4976 5138) 4504
7397| 7154 5140) 5025] 5074| 5124] 4934] 4457
7301| 7268 5073 4959 5008| 5057 4894 442
7364 7122 s5107| 4092) s041| 091 4934 444
7467 7301 5163] 5049 5098 5s049| 4967| 4510
759| 7366| 5025| 4975| s025| s074| 5082 4572
7150 7366 5041) 4992| 5041| 5058 5082[ 4572
7150| 7333 5025 4975| 5025| 5074 5099 4556
721 7301 4992| 49042| 4992 5041 5099 4556
7285 7252) 5106) 4992) 5041| 5024| 4862 43%
7419 7500 4984| 4951| 5000 4984] 5081 4513

7382 7397 7301 7364 7467| 77,59 7759 77,8| 7727| 7285 7419 ~ 3185| 3102( 3152 3168 6319 5665

47| 7154] 7268) 722 7301) 7386 73e6| 7333 mo1| 7252 7500  3024| 2076 3024| 3041 6343 5576

4992) 5140) 5073 5107 5163 5025 s041) 5025 4992) 5108 4984| 3,

4943| 5025 495| 4992 5049) 4975| 4992 4975| 4942 4992 4951| 3102

4992 5074| s008| s5041) 5098 5s025| s041| 5025 4992 5041 s000] 3,52

4076 5124] 5057 5091 s049| 5074 s058) s074] s041| 5024] 4984] 3168

51,38| 49,34| 4804| 4934 4067 s082) s082) s099| s099) 4862 5081

4504| 4457 4423] aa41| 4st0| 4572|4572 4sse| 4556|4390 4513 8263

(Cizelge 4.12) kilif protein gen bdlgesinin niikleik asit dizilerinin benzerlik oranlari.
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CYDV-RPV Mardin izolatinin (MK732035) kilif protein gen bdlgesinde niikleik
asit dizi karsilagtirmalar1 yapilmis ve sonug olarak 615 bp uzulugundaki bolgede 31 baz
degisikligi tespit edilmistir (Cizelge 4.13). CLC Main Workbench 6.7.1 programinin
yardimi ile yapilan karsilastirmada degisen 31 bazin toplam dizi uzunlugunun % 5’e
karsilik geldigini ve bu degisimlerin kilif protein gen bdlgesinin belirli bir bolgede

yogunlagmadigini gen bolgesinin tamaminda gozlene bildigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.13. CYDV-RPV Mardin izolatinin (MK732035) kilif protein gen bolgesinde
consensusa gore meydana gelen baz degisimleri

Baz sirasi Consensus Substitution Baz sirasi Consensus Substitution
22 T A 511 T C
24 Cc T 517 C T
73 C T 523 T C
80 T C 529 C T
81 C A 535 C T
93 A T 538 C T
109 T C 541 T C
130 G A 547 G A
142 N A 556 C T
162 A T 562 C T
179 T C 565 A G
201 G A 571 T A
231 G T 590 C A
276 C A 592 T G
499 A G 595 A C
508 C T

CYDV-RPV Mardin izolatinin Cizelge 4.12°de verilen diinya izolatlar1 ile
genetik iligkisini ortaya koymak amaci ile 1000 tekerriirlii olarak niikleik asit
karsilastirmast sonucu elde edilen filogenetik agaclar Sekil 4.24’de verilmistir.
MK?732035 ulasim numarali CYDV-RPV Mardin izolatinin Sekil 4.24.’de verilen diger
diinya izolatlartyla genetik iliskisine bakildiginda soy agacinda 3 ana grubun olustugu
gozlenmistir. Bu gruplardan Mardin izolatinin (MK732035) da i¢inde oldugu ana
gurubun yiiksek benzerlik oranlarindan kaynakli ¢ok fazla dallanma olusturdugunu
bunlardan Tirkiye izolati olan KC900903’un Mardin izolatina en yakin diziler

olmasindan dolay1 ayni gurupta yer almistir.



sap® KY564215
%9, -+ KY564213
1000 KY564214

KY634929
000 "* AY450425

L GU002338
DQ988093
DQ98108
DQ115534
DQ115527
HM488009
72 DQ98B08S
o0/ DQ9BB087
DQ9B8105

B8 DQ98s107
gor— KC900903
MK732035

0,250

1 ]
! 1

Sekil 4.24. CYDV-RPV (MK732035) izolati ile diinyadaki RPV izolatlarinin (Cizelge 4.12) kilif protein geninin niikleik ait dizisi 1000

tekerriirlii olarak Neighbor joining yontemiyle olusturulan filogenetik agaci.

=

+EF408187

+JX294312

9.
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Diinyada ve iilkemizde yiiriitiilen survey ¢alismalarinda sari ciicelik viriislerinin
farkl1 diizeyde enfeksiyon oranlar1 sergiledigi goriilmistiir. Tahillarda en Onemli
kayiplara neden olan bu viriislerin zaman zaman epidemi olusturduklar1 goriilmiistiir.
Diinyada Sar1 ciicelik viriislerinin saptanmis 8 farkli irki1 bulunmaktadir. Tiirkiye’de ise
Arpa sart ciicelik viriisleri: BYDV-PAV, BYDV-MAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve
Tahil sar1 ciicelik viriisii: CYDV-RPV olmak iizere 5 ayri irki saptanmstir (Ilbags,
2017). Diinyada Arpa sar ciicelik viriislerinden bu 5 tiir igerisinde en yaygin goriilen
viriisiin ise BYDV-PAV oldugu belirtilmistir (Conti ve ark., 1990; El-Yamani ve Hill,
1990). Diinyada ve Tiirkiye’de ciddi ekonomik zararlar olugturma potansiyeline sahip
bu viriisler lizerine bir¢ok ¢aligma yapilmistir.

Arpa sar1 ciicelik viriislerinin en goriiniir simptomlari ciicelik ve klorozlagmadir.
Enfeksiyon sonrasi belirtiler herzaman belirgin olmasada yapraklarda kalinlasma,
kivrilmis ve tirtikli yaprak goriiniimii olustura bilmektedir. Yapraklardaki renk degisimi
ise enfekteli konukgularin yasli yapraklarinda daha belirgindir. Renk degisikligi
infeksiyonun baslamasindan 1-3 hafta sonra olusmaktadir. Bu renk degisiklikleri yulaf
yapraklarinda kirmizi, turuncu ve mor renge, arpa yapraklarinda parlak sariya, bugday
yapraklarinda ise sar1 ya da kirmizi renginde goriilmektedir. Enfekteli bitkilerde
ciceklenme, bodurlasma ve zayif bir kok sistemi gozlenebilmektedir (Chay ve ark.,
1996; Domier, 2008; Ilbag: ve ark. 2005). Mardin ilinde yapilan survey ¢alismasinda
bugday bitkisinde dnceki calismalara benzer bulgular elde edilmistir. Survey alanlarinda
stk stk olmasada bayrak yapraklarda kirmizilagma, ciicelesme ve yapraklarda klorik
cizgili desenler gibi viral infeksiyon belirtileri gozlenmistir (Sekil 4.1).

Kumari ve ark. (2006), Yemen’de farkli bolgelerdeki ekmeklik bugday ve arpa
mabhsullerini etkileyen viriis hastaliklarini belirlemeye yonelik yaptiklar1 ¢alismada
ornekler rastgele secilerek 13 arpa ve 23 ekmeklik bugday 6rnegi tarladan toplanmaistir.
Toplanan bu 6rneklerden tespit edilen en yaygin viriis Arpa sar1 ciicelik viriisii-PAV
olup, arpada % 7 ve ekmeklik bugdayda % 4.3 oraninda bulunmus ve bu viriisii takip
eden diger etmenin Arpa ¢izgi mozaik virilisii oldugu saptanmistir. Yine ayn1 ¢aligmada
Tahil sar ciicelik virlisii-RPV ve Arpa sar clicelik viriisi-MAV gibi viriislerin nadir
olarak tespit edildigi bildirilmistir.

Bukvayova ve ark. (2006) Slovakya’da 2001-2004 yillar1 arasinda Arpa sari

clicelik virtisleri ve bugday ciicelik viriislerinin tespiti ve olus sikligin1 belirlemek i¢in
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yapilan c¢aligmada. 190 kislik bugday ve 102 kislik arpa 6rnegi teslenmis ve bunun
sonucunda en yaygin viriis infeksiyonun 2002 yillinda % 93 oraninda, 2004 yilinda %
75 oraninda BYDV-PAYV viriislerinin oldugu tespit edilmistir.

Erkan ve Yilmaz (2009), 2005 ve 2006 yillarinda Samsun ili bugday iiretim
alanlarinda infeksiyon olusturan virlis hastaliklarinin saptanmasi amaciyla ylirtittiikleri
calismada, 2006 yilinda 154 bitki 6rnegi toplamislardir. Bu arastirma sonucunda 5
ornekte (% 3.4) BYDV-PAV, 3 oOrnekte (% 2) ise BYDV-MAV saptanilmistir.
Calismada sadece 1 drnekte BYDV-PAV+MAYV (% 0.7) ikili infeksiyonu gdzlenmistir.

Glineydogu bolgesinde Diyarbakir ilinde yapilan survey caligmasinda 365
bugday o6rnegi Arpa sari clicelik viriisleri (BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-MAYV,
BYDV-RMV ve CYDV-RPV) agisindan multipleks RT-PCR ve RT-PCR yontemleri
kullanilarak testlenmistir. Bunun sonucunda bugday yaprak 6rneklerinin sirastyla % 3.5,
% 2.4 ve % 1.3 oraninda BYDV-PAV, BYDV-SGV ve CYDV-RPV ile bulasik oldugu
tespit edilmistir. Spesifik primerler kullanilarak RT-PCR yontemiyle elde edilen
BYDV-PAV orneklerinden bir tanesi rastgele secilip kilif protein geni karakterize
edilmistir. BYDV-PAV Diyarbakir izolatinin diinyadaki 21 farkli PAV izolatlariyla
niikleik asit dizi karsilagtirtlmalari sonucunda % 81-98 oranlarinda benzerlik goriildiigii
belirtilmistir (Hassan ve ark, 2018)

Mardin ili ve ilgelerinde yapilan survey calismasi sonucunda 400 bugday
orneginde Arpa sar1 ciicelik viriisleri multipleks RT-PCR ve RT-PCR yontemiyle
arastiritlmistir. Yiiritiilen testlerin sonucunda, orneklerin % 2.5°da BYDV- PAV, %
1.75‘inde BYDV-SGV, % 0.5’inde CYDV-RPV ve % 0.25’inde ise BYDV-RMV
virlisleri ile enfekteli oldugu belirlenmistir. Testlenen orneklerin hi¢birinde BYDV-
MAYV viriisiine rastlanilmamistir. Mardin ilinde ilk defa yapilan bu calismada elde
edilen infeksiyon oranlarinin rastgele secilerek ornekleme yapilan daha dnceki caligma
sonuglartyla benzerlik gosterdigi anlagilmistir. Mardin ilinin Nusaybin ilgesinde
belirlenen bulagiklik orani diger ilgelere gore nispeten daha yiiksek ¢ikmistir. Nusaybin
ilcesinde bugday iiretim alanlarinda yabanci ot ve vektor kontroliiniin daha az olmasinin
infeksiyon oranin daha yliksek ¢ikmasinin muhtemel sebebi oldugu diisiiniilmektedir.
Dargecit ve Midyat ilcelerinde ise herhangi bir infeksiyonun tespit edilmemis olmasinin
nedeni bu bolgelerin yiikseklik ve mikroklimatik 6zelliklerinin vektor bdcekler igin

uygun olmamasi ayrica diisiik yogunlukta tahil iiretiminin olmasina baglanmistir.
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Yapilan survey c¢aligmasinda testlenen 400 Ornegin icerisinde Kiziltepe
orneklerinin 1’inde BYDV-RMYV tespit edilmistir. BYDV-RMV viriisiiniin en 6nemli
vektorii Misir yaprak biti (Rhapalosphum maidis) oldugu belirtilmistir (Siddiqui ve ark.,
2011). Bu agidan bakildiginda baska hicbir ilgede BYDV-RMV infeksiyonuna
rastlanmamis olmasinin Kiziltepe ilgesinde yiiksek yogunluktaki misir tariminin neden
oldugu diistiniilmiistiir.

[ran’da tahil iiretiminde 6nemli problemlerden biri oldugunu belirtmislerdir. iran
ve Gilineybati Asya'da BYDV viriislerini  tanilamak igin ilk calismay1
gerceklestirmiglerdir. Bugdaydan BYDV-PAV’m bir izolatt (PAV-IR), arpadan ise
CYDV-RPV nin bir izolat1 (RPV-IR) molekiiler karakterizasyon i¢in secilmistir. ABD,
Fransa ve Japonya’dan PAV izolatlara yiiksek oranda (% 96-97) dizi benzerligini
PAV-IR gostermistir (Rastgou ve ark. 2005).

Bisnieks ve ark. (2004), Barley yellow dwarf virus-MAV (MAV) ve Barley
yellow dwarf virus-PAV (PAV)’ 1n sekans degiskenligi iizerine bir ¢alisma
yapmiglardir. Bu calismada Letonya'dan alt1 ve Isveg'ten dort izolatin klif protein genini
kodlayan bolgesinden 502 niikleotitin karsilastirilmasiyla yapilmistir. MAV igindeki
cesitlilik ABD ve Cin’de saptanan izolatlarla karsilastirildiginda, ABD ve Cin kaynakli
izolatlara (% 97 sekans benzerligi) gore degisikligin diisiik oldugunu saptamiglardir.
MAV’ 1 aksine PAV izolatlar1 arasindaki degiskenligin daha biiyiik oldugunu
belirtmiglerdir.

Rastgou ve ark. (2005), Iran izolatlar1 BYDV-PAV ve CYDV-RPV viriislerinin
kismi dizilerini ortaya koymuslardir. Bugdayda PAV izolatindan bir tane ve arpada
RPV izolatindan bir tanesinin secilerek molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Dizi
analizi yapilan Iran PAV izolatinin USA, Fransa ve Japonya’daki izolatlar ile % 96-97
oraninda niikleik asit dizi benzerligi gosterdigi ortaya konulmustur.

Nagy ve ark. (2007), yaptiklart caligmada Barley vyellow dwarf virus
(BYDV)’nin kilif protein geninin molekiiler karakterizasyonunu gerceklestirmiglerdir.
Calisma sonucunda BYDV’nin 5 serotipini (PAV, SGV, RMV, MAV ve RPV )
oldugunu tespit etmislerdir. Bugdayda PAV ve RMV viriislerinin kilif protein genini
cogaltimis ve elde edilen PCR iiriinlerinin dizi analizine gondererek gen bankasinda ki
baska izolatlarla karsilastirilmasin1 yapmistir. Diinyadaki farkli izolatlarla % 93 gibi

yiiksek benzerlik oranlar1 oldugunu rapor etmislerdir.
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Ay ve ark. (2008), bugdayda (Triticum aestivum L.) tahil viriislerinin teshis
edilmesinde serolojik ve molekiiller metotlar kullanmiglardir. PCR ve ELISA
kullanilarak viriis infeksiyonlarinin belirlenmistir. Test sonucunda PAV viriisiiniin daha
yiiksek yogunlukta bulundugu belirtilmistir. ELISA ile test edilen bugday bitkilerinin %
45°1 enfekteli bulunurken PCR yontemiyle testlenen bugday orneklerini % 58’inin
pozitif oldugu goriilmiistiir. Tanilamada 6nemli bir kullanim potansiyeline sahip olan
niikleik asit temelli yontemlerle yapilan ¢alismada PCR yonteminin ELISA’ya oranla
iki kat daha giivenilir oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Jacobi ve ark, 1998).

Yiiriitilen bir caligmada farkli tiirlere ait tohumlar her ii¢ yontemle (DAS-
ELISA, RT-PCR, mekanik inokulasyon) testlenmis ve RT-PCR yonteminin viriis
enfeksiyonlarini saptama oran1 % 100 olarak bulunurken, DAS-ELISA*da bu oran % 96
olmus, mekanik inokulasyonun tanilama basarist ise % 95 olarak saptanmistir (Paylan,
2011).

Mardin 1ili ilgelerinden toplanan bugday orneklerinde Arpa sar1 clicelik
viriislerinin (BYDV) teshisi Malmstrom ve Shu (2004)’nun gelistirdigi primerlere gore
multipleks RT-PCR yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Tespit edilen 4 farkli
virise (BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV) ait kilif protein gen
bolgesinin karakterizasyonu i¢in her bir virlise ait pozitif drneklerden rastgele olarak
secilen izolatlar T-A klonlama yontemi kullanilarak tanimlanmistir. Buna gore
diinyadaki farkli izolatlarla niikleik asit dizi karsilastirmalarinda; BYDV-PAV virlis
izolatinda 59 baz degisimin oldugu ve % 88-95 oranlarinda benzerlik gosterdigi,
BYDV-SGV virlis izolatinin 3 baz degisimi oldugu ve % 61-100 oranlarinda benzerlik
gosterdigi, CYDV-RPV viriis izolatinda 31 baz degisimi oldugu ve benzerlik indeksinde
karsilastirilan izolatlarla % 45-96 oranlarinda benzerlik gosterdigi ve BYDV- RMV
viriis izolatinda % 82-95.9 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan
calismanin sonucunda BYDV- PAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV diinya

izolatlaryla yiiksek oranda benzerlik oldugunu goriilmiistiir.



5. SONUC

Mardin ilinde bugiine kadar bugday viriislerini arastiran bir ¢aligma mevcut
degildir. Giineydogu Anadolu Bolgesindeki yapilan calismalara bakilinca bugday
viriisleri acisinda bolgede yapilan ikinci genis kapsamli molekiiler diizeyde ¢alismadir.
Mardin ilinde 2017 yilinda yapilan survey calismasi kapsaminda; Kiziltepe, Derik,
Artuklu (Merkez ilge), Nusaybin, Savur, Dargec¢it ve Midyat ilgelerindeki bugday
tiretim alanlarindan kademeli 6rnekleme yonteminden yararlanilarak toplanan 400 taze
yaprak ornegi Arpa sari clicelik virtisleri (BYDV-PAV, BYDV-MAYV, BYDV, SGV,
BYDV-RMV ve CYDV-RPV) agisindan Multipleks-PCR ve RT-PCR yontemleri ile
varliklar1 arastirilmistir. Testlenen 6rneklerde Mardin ilinde 4 farkli viris tiirii (BYDV-
PAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV) tespit edilmis ancak testlenen 400
ornegin higbirinde BYDV-MAYV viriisiine rastlanilmamustir.

Survey c¢aligmast kapsaminda toplanan 400 bugday bayrak yapragi orneginin
10’nunda BYDV-PAV (% 2.5), 7’sinde BYDV-SGV (% 1.75), 2’sinde CYDV-RPV
(% 0.5) ve 1’inde BYDV-RMV (% 0.25) viriis infeksiyonlari tespit edilmistir. Testlenen
pozitif orneklerin 7’sinde BYDV-PAV+BYDV-SGV (% 1.75) ve 1’inde ise BYDV-
PAV+CYDV-RPV (% 0.25) karisik infeksiyonlar1 tespit edilmistir. Mardin ilinde
bugday viriislerinin genel infeksiyon oran1 % 3.0 olarak bulunmustur.

[lgeler bazinda infeksiyon oranlarina bakildiginda ise genel olarak % 2.22 ile %
7.5 arasinda degistigi goriilmistiir. Diger ilgelere nazaran Nusaybin ilgesinde genel
infeksiyon oran1 % 7.5 ile en yiiksek oranda oldugu anlasilmistir. licede BYDV-PAV ve
BYDV-SGV bulunma oranlarinin % 5 oldugu tespit edilmis ayrica 2 izolatta da BYDV-
PAV+BYDV-SGYV karisik infeksiyonu oldugu anlagilmstir.

Survey calismasinda 5 pozitif 6rnegin tespit edildigi en c¢ok pozitif izolatin
bulundugu Kiziltepe ilgesinde ise genel infeksiyon orani % 2.95 olarak tespit edilmistir.
170 yaprak Orneginin toplandigi bu ilgede Orneklerin 4’iinde BYDV-PAV (% 2.5),
2’sinde BYDV-SGV (% 1.16), 1’inde CYDV-RPV (% 0.58) ve 1’inde de BYDV-RMV
(% 0.58) tespit edilmistir. Mardin ilindeki survey ¢alismasinda infeksiyon goriilen diger
ilgelerdeki bulasiklik oranlar1 genel infeksiyon orani olan % 3’e yakin olup Dargegit ve

Midyat ilgelerinde higbir infeksiyon tespit edilmemistir.
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Mardin ili ve ilgelerindeki yapilan bu survey caligmasinda Arpa sar1 clicelik
viriislerinin (BYDV-PAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV) varlig1 tespit
edilmis olup yayginlik oranlar sirasiyla BYDV-PAYV icin % 2.5, BYDV-SGV i¢in %
1.75, CYDV-RPV i¢in % 0.5 ve BYDV-RMV i¢in ise % 0.25 oldugu belirlenmistir.
Tiirkiye’de ve diinyanin farkli bolgelerinde oldugu gibi Mardin ilinde de BYDV-PAV
viriisii en yaygin Arpa sari ciicelik viriisii oldugu tespit edilmistir. Survey alanlarinda,
etmen hastalik belirtileri agisindan gozlemlenmis sonug¢ olarak bugday bayrak
yapraklarinda kirmizilasma, yapraklarda ¢izgi seklinde sararmalar, ciicelesme ve
kivrilma simptomlarina rastlanilmistir.

Survey c¢alismalart sonucunda tespit edilen 4 farkli viriise (BYDV-PAV, BYDV-
SGV, BYDV-RMV ve CYDV-RPV) ait kilif protein gen bdlgesinin karakterizasyonu
icin her bir viriise ait pozitif 6rneklerden rastgele olarak segilen izolatlar T-A klonlama
yontemi kullanilarak karakterize edilmistir. Buna gore, BYDV-PAV ve CYDV-RPV
Mardin izolatlarinin kilif protein gen bdlgesinin tamami, BYDV-RMV ve BYDV-SGV
Mardin izolatlarinin ise kilif protein gen bdlgesinin kismi boliimiiniin karakterizasyonu
yapilmustir. Cift yonli dizilenen izolatlarin kilif protein gen dizileri BYDV-PAV i¢in
MK732034, BYDV-SGV i¢cin MK940529, BYDV-RMYV i¢in MK955886 ve CYDV-
RPV i¢in MK732035 ulasim numaralar1 ile NCBI gen bankasi veri tabanina kaydi
yapilmistir.

17 numarali BYDV-PAV Mardin izolatimin kilif protein gen bdlgesinin
uzunlugunun diinyadaki diger izolatlarda oldugu gibi 603 bp oldugu tespit edilmistir.
CLC Main Workbench 6.7.1 programin ile yapilan niikleotit dizi karsilastirmalari
sonucunda BYDV-PAV Mardin izolatinin diinyadaki diger izolatlarla niikleotit
diizeyinde % 88.72-95.52 oranlarinda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica ayni
program yardimiyla kilif protein gen bdglesinde niikleik asit dizi karsilagtirmalari
yapilmig ve sonu¢ olarak 603 bp uzulugundaki bolgede % 9.98 oraninda 59 baz
degisikligi oldugu ortaya konmustur. Luteoviridae familyasinda luteovirus cinsi
icerisinde konumlanan BYDV-PAV viriislerinin kilif protein geninde bulunmayan
ORF-0 bolgesinin, RNA susturucu baskilayici gorevi tistlendigi bilinmektedir. BYDV-
PAV virlis izolatindaki baz degisiminin diger viriislere gore nispeten daha fazla

olmasinin kilif proteinin ORF-0 bolgesine sahip olmamast oldugu diistiniilmiistiir.
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117 numarali CYDV-RPV Mardin izolatinin kilif protein gen bdlgesinin
uzulugunun diinyadaki diger izolatlarda olugu gibi 615 bp oldugu tespit edilmistir. CLC
Main Workbench 6.7.1 programin ile yapilan niikleotit dizi karsilastirmalar1 sonucunda
CYDV-RPV Mardin izolatinin diinyadaki diger izolatlarla niikleotit diizeyinde % 45.04-
96.43 oranlarinda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica ayni program yardimiyla
kilif protein gen boglesinde niikleik asit dizi karsilastirmalart yapilmis ve sonug olarak
615 bp uzulugundaki bolgede % 5.04 oraninda 31 baz degisikligi oldugu ortaya
konmustur. Meydana gelen bu baz degisimlerinin kilif protein genin belirli bir
bolgesinde yogunlagsmadigint gen bdlgesinin hertarafinda gozlemlendigi tespit
edilmistir.

30 numarali BYDV-SGV Mardin izolatinin ¢ogaltilan kismi kilif protein gen
bolgesinin uzulugunun 250 bp oldugu tespit edilmistir. CLC Main Workbench 6.7.1
programin ile yapilan niikleotit dizi karsilastirmalar1 sonucunda BYDV-SGV Mardin
izolatinin diinyadaki diger izolatlarla niikleotit diizeyinde % 61.84-100 oranlarinda
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica ayni1 program yardimiyla kilif protein gen
boglesinde niikleik asit dizi karsilagtirmalari yapilmis ve sonug¢ olarak 250 bp
uzulugundaki bolgede % 1.2 oraninda 3 baz degisikligi oldugu ortaya konmustur.

279 numarali BYDV-RMV Mardin izolatinin ¢ogaltilan kismi kilif protein gen
bolgesinin uzulugunun 365 bp oldugu tespit edilmistir. CLC Main Workbench 6
programin ile yapilan niikleotit dizi karsilagtirmalari sonucunda BYDV-RMV Mardin
izolatinin diinyadaki diger izolatlarla niikleotit diizeyinde % 65.75-95.89 oranlarinda
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica ayni1 program yardimiyla kilif protein gen
boglesinde niikleik asit dizi karsilagtirmalart yapilmis ve sonug¢ olarak 365 bp
uzulugundaki bolgede % 4.9 oraninda 18 baz degisikligi oldugu ortaya konmustur.

Bu calismada tespit edilen sonuclarindan yola ¢ikarak;

e Mardin ili ve ilgelerinde yapilan bu calisma ile tespit edilen Arpa sar ciicelik
viriisleri, bugday tariminda epidemi olusturacak diizeyde olmadig tespit
edilmistir. Ancak ilerde diinyanin farkli bolgelerinde olusturdugu gibi yiiksek
oranlarda verim kaybi1 olusturmayacagi belirsizdir.

e Hastaligin yayilimin etkileyen ana etken olan vektor bdceklerin tiir ¢esitleri ve
populasyon miktarlar farklilik gosterebilmektedir. Bu da viriis vektorlerinin

viriisiin bolgedeki yayilimi ve ciddiyetini belirlemektedir. Viriis vektorlerinin
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bolgede bulunup bulunmadigi kapsamli bir galigmasi yapilmasi gerekmektedir.
Bu kapsamda viriis vektorlerine kars1 entegre miicadeleye biiyiik 6nem
verilmelidir.

Arpa sar1 clicelik viriisleri Poacae familyasi igersindeki yabanci otlar dahil
bircok tiirde infeksiyon olusturabilmektedir. Bu viriislerin bugday disindaki
bitkilerde de epidemiyolojilerinin ortaya konulmasi daha iyi bir miicadele i¢in
biiylik 6nem arz etmektedir.

Tespit edilen bulgular Arpa sari ciicelik viriislerinin ulusal ve uluslararasi
literatiiriine katkida bulanacak ve viriis epidemiyolojisinin daha iyi ortaya
konmasina olanak taniyacaktir. Elde edilen bulgularin viriisiin daha ekonomik
ve daha hizli teshisine i¢in olanak saglayan multipleks RT-PCR ydnteminin
kullanimi agisindan fayda saglayacaktir.

Viriislerle miicadele en ekonomik ve en iyi yontem olan dayanikli ve tolerant

cesit bulmaya yonelik caligmalar artirilmalidir.
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