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OZET

DOMATES KAHVERENGI BURUSUK MEYVE VIRUSU (ToBRFV) HAREKET
PROTEINININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

OZDEMIR, Ali Enes
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsu

Bitkisel Uretim ve Teknolojileri Anabilim Dali

Danigsman : Dog. Dr. Eminur ELCI

Ocak 2025, 43 sayfa

Domates kahverengi burusuk meyve viriisii (Tomato brown rugose fruit viriis, TOBRFV;
genus Tobamovirus) domates ve biber basta olmak iizere Solanaceae (patlicangiller)
familyasina ait itkilerde 6nemli bir tehdit olugturmaktadir. TOBRFV diinya ¢apinda hizla
yayilmakta ve kiiresel domates {iretimini tehdit etmektedir. Bu viriis, tarimsal faaliyetler
sirasinda mekanik olarak veya tohumlar yoluyla bulagsmaktadir. Bu nedenle, ToBRFV ve
diger tobamoviriisleri kontrol etmek icin etkili ve dayaniklilik genlerine ihtiyac
duyulmaktadir. Bu caligmanin amaci, viriisiin bulagmasi, yayilmasi ve dayanikliliginda
onemli bir gen bolgesi olan hareket proteininin (movement protein) molekiiler yontemler
araciligiyla karakterize edilmesidir. Bu c¢aligmada 2023 yilinin yaz aylarinda Isparta ili
domates seralarindan ireticilerin sikayeti iizerine hastalik belirtileri gosteren domates
fideleri toplanmig ve 14 farkli seradan alinan 5’er fide 6rnegi (toplam 70 fide) viriis varligi
acisindan test edilmistir. Bitki yapraklarindan niikleik asit izolasyonlar1 yapilmis ve cDNA
sentez edilmistir. Viriise 6zgii hareket proteine ait primer dizileri kullanilarak PCR analizleri
yapilmis ve elde edilen PCR bantlart DNA dizi analizine tabii tutulmustur. Ayrica elde
edilen niikleotid dizilerinin hizalanmasit CLUSTAL W ile gergeklestirilmis ve MEGA11
programi ile filogenetik aga¢ olusturmak i¢in neighbor-joining yontemi kullanilmigtir.

Bulgularin, hastalik ile miicadelede yol gosterici olacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Domates, ToBRFV, Mp proteini, PCR, filogenetik
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF TOMATO BROWN RUGOSE
FRUIT VIRUS (TOBRFV) MOVEMENT PROTEIN

OZDEMIR, Ali Enes
Nigde Omer Halisdemir University
Institute of Science and Technology

Department of Plant Production and Technologies

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Dr. Eminur ELCI

January 2025, 43 pages

Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV; genus Tobamovirus) poses a significant threat
to plants belonging to the Solanaceae family, especially tomato and pepper. ToBRFV is
rapidly spreading worldwide and threatens global tomato production. This virus is
transmitted mechanically or via seeds during agricultural activities. Therefore, effective and
resistance genes are needed to control TOBRFV and other tobamoviruses. The aim of this
study is to characterize the movement protein, which is an important gene region in the
transmission, spread and resistance of the virus, by molecular methods. In this study, tomato
seedlings showing disease symptoms were collected from tomato greenhouses in Isparta
province in the summer of 2023 upon the complaints of the producers and 5 seedling samples
from 14 different greenhouses (70 seedlings in total) were tested for the presence of the viriis.
Nucleic acid isolations were made from plant leaves and cDNA was synthesized. PCR
analyses were performed using primer sequences of the virus-specific movement protein and
the obtained PCR bands were subjected to DNA sequence analysis. In addition, alignment
of the obtained nucleotide sequences was performed with CLUSTAL W and the neighbor-
joining method was used to create a phylogenetic tree with the MEGA11 program. It is
thought that the findings will guide the fight against the disease.

Keywords: tomato, TOBRFV, Mp protein, PCR, phylogenetic.
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BOLUM |

GIRIS

Domates kahverengi burusuk meyve virtisii (Tomato brown rugose fruit viriis: TOBRFV)
Ozellikle domates basta olmak iizere Solanaceae (patlicangiller) familyasina ait bitkilerde
onemli bir tehdit olusturan viriistiir. TOBRFV, 2014'in sonlarinda Israil’de kesfedilmistir.
2015 yilinda Israil’in domates yetistirilen Melilot, Beit Ezra ve Achituv alanlarma
yayilmistir. ilk olarak 2016 yilinda Urdiin’de rapor edilmistir (Salem vd., 2016). Viriis
Israil’de bir yil igerisinde neredeyse iilke capinda domates seralarina yayilmustir.
ToBRFV diinya ¢apinda hizla yayilmakta ve kiiresel domates tiretimini tehdit etmektedir
(Van de Vossenberg vd., 2021). Bu viriis, tarimsal faaliyetler sirasinda mekanik olarak
veya tohum yoluyla bulasmaktadirlar (Broadbent, 1976; Dombrovsky vd., 2017). Bu
nedenle, ToOBRFV ve diger tobamoviriisleri kontrol etmek i¢in etkili ve dayamiklilik

genlerine ihtiyag duyulmaktadir.

Tobamovirus cinsinin bir iiyesi olan domates mozaik viriisii (ToMV), domates iiretimi
icin bilinen 6nemli virilislerden biridir ancak ToMV enfeksiyonu, dayaniklilik geninin
belirlenmesinden bu yana ¢aligmalar devam etmektedir. TOBRFV'nin ¢ogaldig1 ancak
hastalik simptomlarinin belirgin olmadigi ToBRFV'ye tolerans gosteren ve ToBRFV
cogalmasimin baskilandigi ToBRFV'ye dayanikli bazi domates ¢esitleri bildirilmistir
(Zinger vd., 2021). Genetik analizler, tolerans 6zelliginin tek bir ¢ekinik gen tarafindan
kontrol edildigini, dayanikliligin ise en azindan tolerans gosteren gen ve domates mozaik
virlisii (ToMV) dayaniklilik geni Tm-1 yakininda veya yakininda bulunan bagka bir gen
tarafindan kontrol edildigini ortaya koymustur (Zinger vd., 2021). Tm-2?nin ticari
domates cesitlerine aktarilmasi yapilmis olup (Pelham, 1966; Hall, 1980), ancak bununla
birlikte, 2014 yilinda Orta Dogu'da Tm-2'ye hassas olan yeni bir tobamoviriis olan
domates kahverengi burusuk meyve viriisii (TOBRFV) ortaya ¢ikmistir (Salem vd., 2016;
Luria vd., 2017).

Viriis enfeksiyon olusturdugu domates bitkilerinde siddetli simptomlara neden olur.
Hastalik domates yapraklarinda mozaiklesme, klorozis, benek seklinde lekelenme ile ileri

donemlerde nekrotik dokular ve cliceli§e ve sonunda da bitki 6liimiine neden olmaktadir.



Meyvelerde ise kahverengi lekeler ve burusuk meyve olusumu en temel simptomlari

arasinda yer almaktadir (Salem vd., 2016).

Virlislin ana vektorliniin bombus arilart (Bombus terrestris) oldugu bildirilmis olup bazi
caligmalarda polen yolu ile de taginabilecegi bildirilmistir (Fidan, 2020). ToBRFV ile
enfekteli bitkilerin tohumlari, yapraklari, meyveleri gibi bitki kalintilar1 ile kolaylikla
mekanik olarak taginabilirler. Kontamine tarim aletleri, budama makaslar1 gibi alet ve
ekipmanlarla, ayakkabi-kiyafet gibi giysiler araciligiyla temas durumunda
bulasabilmektedirler. Tobamoviriislerin stabil yapilarindan dolay1 genel olarak, herhangi
bir konuk¢u bitki olmadan da kiyafetlerde, bitki artiklarinda, besin soliisyonlarinda,
toprakta, tasima materyallerinde uzun bir siire viriilensligini kaybetmeden kalabildigi

bilinmektedir.

ToBRFV’ nin, tohum yoluyla tasindigi bilinmekte olup kontamine tohumlar uzun
mesafeli yayilmanin baslica nedenidir (Dombrovsky A. ve Smith E., 2017). ToBRFV ile
enfekte olmus meyvelerden hasat edilen domates tohumlarinin %100 oraninda kontamine
oldugu bilinmektedir. Ancak viriis yalnizca tohum kabugunda (testa) tespit edilmektedir
(Klap vd., 2020). ToBRFV ile enfekte olmus domates tohumlarindan fidelere viriis
bulagimi diisiik bir oranda (0,08-2,8%) gerceklesmekte, ancak bu ayni tarlada ve yeni
yetistirme alanlarinda enfeksiyonlar1 ve daha fazla yayilmay1 baslatabilmektedir (Davino

vd., 2020).

Yabanci otlar, TOBRFV'nin yayilmasina ve epidemiyolojisine 6nemli bir yer tutmakta ve
domates bitkilerinde birincil enfeksiyonlar i¢in rezervuar olarak yabanci otlarin risklerini
degerlendirmek icin daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Son zamanlarda
yapilan bir ¢alismada, ToBRFV'nin tohumlar aracilifiyla tasmimi Solanum nigrum
bitkisinde diisiik bir oranda (1,9 %) oldugu bulunmustur (Salem vd., 2022). Viriisle
enfekte olmus bitkilerin ¢cogu acik alanda yetistirilen ve ToBRFV ile yogun sekilde
enfekte olmus domates bitkilerinden toplanmistir. Bu, S. nigrum tohumlarinin viriisiin
acik alanda yetistirilen domateslerde yayillmasinda onemli bir rol oynadigim
gostermektedir; burada ikincil ToBRFV yayilma olasiliginin seralarda yetistirilen

domateslere kiyasla ¢ok daha az oldugu bildirilmistir (Salem vd., 2023).



Eklembacakli vektorler tarafindan bulasma heniiz bilinmemekte olup, ancak yararl
polinatér Bombus terrestris yaban arilart ToBRFV'nin birincil inokulumunu
tagiyabilmekte ve bu da cam/tiil seralarda yetistirilen domates bitkilerinde viriisiin
yayilmasina katkida bulunmaktadir (Levitzky vd., 2019). Viriis, yaban arilar1 tarafindan
esas olarak cigeklerin tozlagmasi sirasinda bulasabilmekte, burada yaban arilar1 viriisii
polen tanelerinden 6zsuyu kullanarak veya titresimli govdeleri aracilifiyla mekanik

olarak aktararak bulastirabilmektedir (Levitzky vd., 2019).

Avni ve digerleri, 2022 yilinda yaptig1 c¢alismada ToBRFV'min domates iireme
organlarinda (yumurtalik, erkeklik organi, stilus, stigma) ve polen tanelerinde tespit
edilebildigini ancak oviillerin i¢inde tespit edilemedigini ve polen yoluyla bulagmadigini

gostermistir.

Deneysel sera kosullarinda, TOBRFV ile enfekte olmus sadece iki domates bitkisinin,
enfeksiyonun seradaki (0,05 ha) hemen hemen tiim bitkilere hizla yayilmasi icin yeterli
oldugu gosterilmistir; burada domates bitkilerinin %1,45", %80'1 ve %100'e kadari
sirasiyla 1 ay, 4 ay ve 8 ay sonra (yetistirme doneminin sonu) enfekte olmustur (Panno S.
ve digerleri, 2020). Gonzalez-Concha ve digerleri (2021) tarafindan yapilan baska bir
calismada, TOBRFV'nin maksimum insidansina (%100), kiiltiirel uygulamalarin daha sik
yapildigt ve ToBRFV'nin mekanik olarak tasinmasmin desteklendigi ticari sera
kosullarinda 4 ayda ulasilmistir. Her iki analiz ¢alismasi, viriisiin bitkiden bitkiye temas
ve bitkilerle ugrasan isciler tarafindan kontaminasyon yoluyla hizla yayilmasinin, kisa bir

stire i¢cinde tlim Uriine zarar verdigini gostermektedir (Gonzalez-Concha vd., 2021).

ToBRFV, viriisiin diinyada ilk kez tespit edildigi zamanlarda heniiz resmi olarak
bildirilmedigi Slovenya'daki atik suda ytiksek kapasiteli dizileme (HTS) ile tespit edilmis,
bu da, fark edilmeden var olma olasiligi ve su aracili bulagsma olasilig1 hakkinda
endiselere yol agmustir (Bacnik vd., 2020). Bir yil sonra, TOBRFV, Orta Slovenya'da
domates iiretilen bir serada yetisen domates bitkilerinde tespit edilmistir. Bu c¢alisma,
arttilmis suyun sulama ic¢in kullanilmasinda potansiyel bir risk olusturdugunu
gostermektedir. Sulama suyu ToBRFV de dahil olmak iizere bitki viriislerinin bulagma

kaynag1 olabilmekte; ancak, bulasik suyun kullanimiyla iliskili risklerden 6nce, sudaki



virlisin stabilitesi ve sulama suyundaki seyreltme ile enfeksiyon arasindaki iliski

hakkinda daha fazla analize ihtiya¢ oldugu bildirilmistir (Bacnik vd., 2020).

ToBRFV, uzun ve simetrik cubuksu yapida virion yapisina sahiptir ve diger
Tobamoviriislerle  benzerlik  gostermektedir. ToBRFV ~ genomu da  diger
tobamoviriislerinkine ¢ok benzerdir. Bu viriislerin genomu, dort agik okuma cercevesi
(ORF) iceren yaklasik 6.400 niikleotid uzunlugunda tek zincirli pozitif anlamli bir RNA
molekiiliinden olugsmaktadir (Sekil 1.1). Genomik RNA, CAA tekrarlar agisindan zengin
kisa bir 5' ¢evrilmemis bolge (UTR) ve psédoknotlara katlanabilen bir 3' UTR ile kapatilir
ve bunu transfer RNA benzeri, amino asit olan bir yap1 izlemektedir. Iki 5' -terminal ORF
dogrudan genomik RNA'dan ¢evrilir. ORF1, metiltransferaz ve helikaz alanlari igeren
126 kDa'lik bir proteine (p126) cevrilir. ORF1 ve ORF2 arasindaki UAG durdurma
kodonunun okunmasi, C-terminal ucunda RNA'ya bagimli bir RNA polimeraz alam
iceren 183 kDa'lik bir proteinin (p183) ekspresyonuyla sonuglanabilir (Sekil 1.1.). Her
iki protein de replikasyon i¢in gereklidir ve pl26 ayrica diger tobamoviriislerde
gosterildigi gibi bir susturma baskilayicisi olarak islev gormektedir (Ishibashi K,
Ishikawa M., 2016). ORF3 ve ORF4, 3'- koterminal olan ve sirasiyla 30 kDa'lik bir
hareket proteini (MP) ve 17,5 kDa'lik bir kilif proteini (CP) kodlayan 5'- subgenomik
RNA 1 ve 2' den gevrilir (Sekil 1.1.) (Salem vd., 2022).
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Sekil 1. 1. Domates kahverengi burusuk meyve viriisii (TOBRFV) genom
organizasyonunun ve ifade stratejisinin sematik gosterimi.



Tobamoviriislerin enfeksiyon dongiisiinde en Onemli proteinlerden biri hareket
proteinidir. Adindan da anlasilacagi gibi, bu protein viriisiin bitki igerisinde hareket
etmesini saglar. Viriis, enfekte ettigi hiicre icerisinde ¢ogaldiktan sonra komsu hiicrelere
yayilmak zorundadir. Hareket proteinleri, virlis pargaciklarinin veya viral genomlarin
hiicreler aras1 kanallardan (plasmodesmata) gecerek komsu hiicrelere tasinmasini
kolaylastirir. Ayrica bitki hiicresinin mikrotiibiiller ve aktin filamentleri ile etkilesime
girerek virlisiin hiicre igindeki hareketini yoOnlendirir ve hizlandirir. Bazi hareket
proteinleri, hiicre duvarinin gecirgenligini artirarak virlisiin hiicreler arasi gecisini
kolaylastirir. Hareket proteinleri, bitkinin savunma mekanizmalarini baskilayarak viriistin
cogalmasini ve yayilmasini saglar. Hareket proteini sayesinde tobamoviriisler, enfekte
ettikleri bitkinin tim kisimlarina yayilarak sistemik bir enfeksiyona neden olurlar.
Hareket proteininin etkinligi, hastaligin siddeti ile dogrudan iliskilidir. Daha etkin hareket
proteinlerine sahip viriisler, daha hizl1 ve daha genis alanlara yayilarak bitkiye daha fazla
zarar verir. Bununla birlikte, virlisiin evrimi i¢in 6nemli bir faktordiir. Mutasyonlar
sonucu olusan yeni hareket proteinleri, viriise yeni konukcularina adapte olma ve daha

etkili bir sekilde yayilma avantaji saglamaktadir.

Nisan 2015'te, Jordan Vadisi'nde sera kosullarinda yetistirilen domates bitkileri (cv.
Candela), hafif yaprak simptomlar1 ve meyvelerde giiclii kahverengi burusukluk
simptomlar1 gostermis; bu da meyve pazarlanabilirligini biiylik 6lciide etkilemistir
(Salem vd., 2016). Bu ¢aligmada, simptom tiirline ve hastaligin dagilimina dayanarak, o
zamanda bilinmeyen viriis izole edilmistir ve biyolojik analizler ve molekiiler biyoloji
testlerine dayanarak tanimlanmistir ve Uluslararas: Viriis Taksonomisi Komitesi (ICTV)
tarafindan Tobamovirus cinsinin yeni bir {iyesi, yani Domates kahverengi burusuk meyve
viriisii olarak adlandirilmistir. Daha sonra, TOBRFV'ye yiiksek dizi benzerligi olan bir
viriis izolat1, 2014'te Giiney Israil'de baslayan ciddi bir salginda bildirilmistir (Luria vd.,
2017). Bir yil iginde, ToBRFV Israil i¢inde daha da yayilmaktadir ve tiim iilke
genelindeki farkli yetistirme alanlarinda tespit edilmistir. Urdiin ve Israil'in komsu
ilkelerinde TOBRFV'nin ortaya ¢ikisi, 2014/2015 kis yetistirme sezonunda ayni zamana
kadar izlenmistir. Ancak, Urdiin'deki domates yetistiricileri, yeni meyve simptomlarinin
nedenini agiklayamadiklari i¢in Nisan 2015'te yardim istediklerinde, simptomlar daha

siddetli ve belirgin oldugu bildirilmistir.



Bu ilk bulgularin ardindan, ToBRFV 2018'de Meksika'daki fidanliklarda yetistirilen
domates ve aci1 biber bitkilerinde tespit edilmistir (Cambron-Crisantos vd., 2018;2019).
2018'de ToBRFYV, Giiney Kaliforniya'daki bir serada asilanmis domates bitkilerinde ve
bir serada Meksika, Baja California'daki tesiste tespit edilmistir (Ling vd., 2019), ancak
viriis tiim enfekte bitkilerin yok edilmesiyle tamamen ortadan kaldirilmistir. O zamandan
beri, TOBRFV'nin domateste Filistin Devleti'nde (Alkowni vd., 2019), Italya'da (Panno
vd., 2019), Almanya'da (Menzel vd., 2019), Cin'de (Ma vd., 2021; Yan vd., 2019),
Tiirkiye'de (Fidan vd., 2019), Ingiltere'de (Skelton vd., 2022 ), Misir'da (Amer ve
Mahmoud, 2020) Yunanistan'da (Beris vd., 2020), Kanada'da (Sarkes vd., 2020),
Hollanda'da (van de Vossenberg vd., 2020), Ispanya'da (Alfaro-Fernandez vd., 2021),
Florida'da (Dey vd., 2021), Norveg'te (Hamborg, 2022), iran'da (Esmaecilzadeh ve
Koolivand, 2022; Ghorbani, 2021), Suudi Arabistan'da (Sabra vd., 2021), Orta
Slovenya'da (Vucurovic vd., 2022), Fransa'da (Skelton vd., 2022), Suriye'de (Hasan vd.,,
2022), isvicre'de (Mahillon vd., 2022) ve Arnavutluk'ta (Orfanidou vd.,, 2022) bulundugu
bildirilmistir (Sekil 1.2.).

Biber bitkilerinde viriis Urdiin'de (Salem vd., 2020), Tiirkiye'de (Fidan vd., 2021),
Italya'da (Panno vd., 2020), Suriye ve Liibnan'da (Abou Kubaa vd., 2022) ve Iran'da
(Esmaeilzadeh ve Koolivand, 2022) daha fazla bildirilmistir.
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Sekil 1. 2. Domates kahverengi burusuk meyve viriisiiniin (TOBRFV) giincel kiiresel
dagilimi (EPPO, 2022).

6



Viriis, Hindistan'dan Cek Cumbhuriyeti'ne (EPPO 2021), Litvanya'dan Birlesik Krallik'a
(EPPO 2022), Avustralya'dan Ispanya'ya (EPPO 2021) ve Etiyopya'dan Hollanda'ya
(EPPO 2021), ayrica Tayvan'dan Cek Cumhuriyetine (EPPO 2021), Tayland'dan
Ispanya'ya (EPPO 2021) ve Japonya'dan Ispanya'ya (EPPO 2021) ithal edilen biber
tohumlarinda ve Hindistan'dan Italya'ya (EPPO 2020,2021) ve Slovakya'dan Cek
Cumbhuriyeti'ne (EPPO 2021) ithal edilen domates ve biber tohumlarinda da tespit
edilmistir. Bu, virlis heniiz resmi olarak bildirilmemis olsa bile ToOBRFV'nin biiyiik
olasilikla bu iilkelerde (Japonya, Tayvan, Tayland, Peru, Hindistan, Litvanya, Etiyopya,
Slovakya ve Avustralya) mevcut oldugunu gostermektedir. Virlis bazi iilkelerde tespit
edilip ortadan kaldirilmis olsa da Ornegin ToBRFV'nin ilk olarak Mart 2022'de
Barczewo'da tespit edildigi ve ortadan kaldirildigi Polonya'da tekrarlayan hastalik
salginlar bildirilmistir (EPPO 2020, 2021).

Bitkileri viriis enfeksiyonundan korumak i¢in tanimlanan bir¢ok dayaniklilik geni genetik
olarak dominant yani baskindir. Ornegin, Tm-2° gibi ¢ogu, niikleotid baglanma bolgesi-
16sin agisindan zengin tekrar proteinlerini kodlar (Kang vd., 2005; de Ronde vd., 2014).
Bu baskin dayaniklilik gen iiriinleri, konuk¢u savunma reaksiyonlarini ortaya ¢ikarmak
i¢in viral faktorleri tanir. Genel olarak, taninmay1 engelleyen viral mutasyonlar kolaylikla
meydana gelebilir ve viral uygunlugu etkilemezlerse dayaniklilik asilir. Diger viriis
dayaniklilik genleri genetik olarak c¢ekiniktir. Viriislerin etkin bir sekilde cogalmasi i¢in
gerekli olan konukgu faktorleri kodlayan genlerin fonksiyon kaybi alellerini temsil
ederler (Kang vd., 2005; Hashimoto vd., 2016). Bugiine kadar tanimlanan dogal resesif
dayaniklilik genlerinin ¢ogu, 0karyotik translasyon baslatma faktorii 4E'yi (eIF4E) veya
onun izoformu olan elF(is0)4E'yi kodlayan genlerdir (Kang vd., 2005; Sanfacon, 2015).
elF4E veya elF (iso)4E genlerindeki mutasyonlar, spesifik viriis siniflarina dayaniklilik
kazandirir (Piron ve digerleri, 2010; Chandrasekaran vd., 2016; Gauffier vd., 2016; Pyott
vd., 2016). Virlis ¢ogalmasi i¢in gerekli olan konukcu genlerin devre dis1 birakilmasi
viriis dayaniklilig1 saglayabilir, ancak basarili ¢alismalar sinirhidir (Chandrasekaran vd.,
2016; Pyott vd., 2016; Gomez vd., 2019; Atarashi vd., 2020; Pramanik vd., 2021).
Endojen genlerin fonksiyon kaybinin da konukgu biiyiimesini ve gelisimini etkileyecegi

bildirilmistir (Gauffier vd., 2016).



Ishihawa ve digerleri tarafindan 1991 yilinda, Arabidopsis thaliana Dbitkisinden
TOBAMOVIRUS MULTIPLICATIONI (TOM1) geni tanilanmistir (Ishikawa vd., 1991).
TOM1 proteini, tobamoviriislerin ¢ogalmasi igin gereklidir ve tobamoviriis tarafindan
kodlanmis replikasyon proteinleri ile etkilesime giren yedi gecisli bir transmembran
proteinini kodlar (Yamanaka vd., 2000). TOMI geni ve onun varsayilan paralogu
TOM3'lindeki eszamanli fonksiyon kaybi mutasyonlari, tobamoviriis ¢ogalmasinin
neredeyse tamamen inhibisyonu ile sonu¢lanmistir (Yamanaka vd., 2002). Buna ilaveten,
toml tom3 ¢ift mutant1 ve Arabidopsis'teki bir bagka varsayilan TOM1I paralogu olan
TOM UC HOMOLOG1'de ek bir T-DNA eklemesi olan ii¢lii mutant, bitki biiyiimesi ve
gelisiminde 6nemli kusurlar gostermemistir (Fujisaki ve digerleri, 2006). TOM]I'in,
tobamoviriis cogalmasini desteklemekten bagka islevi bilinmemekle birlikte, cok sayida
bitki tiirlinde TOMI homologlar1 bulunmaktadir. Tiitlin (Nicotiana tabacum, N.
benthamiana) ve domateste, TOMI homologlarimin RNA interferanst1 (RNA1i) ile
susturulmasi, tobamoviriislerin ¢ogalmasini baskilamistir (Asano vd., 2005; Chen vd.,
2007; Ali vd., 2018). Fakat, RNAI bitkileri GDO mevzuatina girmektedir ve tarimda
kullanimlarint engellemektedir (Ishikawa vd., 2022).

ToBRFV, tobamoviriislerin dayaniklilik geni 7m-2° 'nin {istesinden gelmekte ve diinya
capinda hizla yayilmaktadir. TOBRFV dayaniklilig1 icin genetik kaynaklara acilen ihtiyag
duyulmaktadir. Buna Ornek olarak, son yillarda kiimelenmis diizenli aralikli kisa
palindromik tekrarlar/CRISPR iligkili protein 9 (CRISPR/Cas9) aracili bir yontemle
tobamovirtislerin ¢ogalmasi i¢in gerekli bir Arabidopsis thaliana bitkisi geni olan
TOBAMOVIRUS MULTIPLICATIONI'in (TOM1) dort domates (Solanum
lycopersicum) homologunun mutajenezi ile domates bitkilerinde ToBRFV'ye karsi
dayaniklilik elde edilmistir. Dortlii mutant bitkilerde, saptanabilir TOBRFV kilif proteini
(CP) birikimi biliylime veya meyve lretiminde bariz kusurlar gostermemistir. Dort
TOM1'den herhangi iicliniin homologlari bozuldugunda, ToBRFV CP birikiminin
saptandigr ancak CP birikiminin biiylik Ol¢iide azaldig1 gozlenmistir. TOBRFV CP
birikiminin en giiclii sekilde baskilandigi li¢lii mutantta, mutant bitkilerde daha verimli
cogalma yetenegine sahip mutant viriisler ortaya ¢ikmistir. Bununla birlikte, bu mutant
virilisler, dortlii mutant bitkileri enfekte edememis, bu da dortlii mutant bitkilerin oldukga
dayanikli oldugunu ortaya koymustur. Dortlii mutant bitkiler ayrica diger {i¢c tobamoviriis

tiriine kars1 dayaniklilik gostermistir. Bu nedenle, ToBRFV dahil olmak iizere



tobamoviriislere karsi gii¢lii dayanikli domates bitkileri, CRISPR/Cas9 aracili multipleks
genom diizenlemesi ile Tlretilebilecegi bildirilmistir. Genom tarafindan diizenlenen
bitkiler, TOBRFV'ye dayanikli domates yetistiriciligini kolaylastirabilecektir (Ishikawa
vd., 2022).

Bir baska calismada ise, TOBRFV'nin domateste Tm-2° dayaniklilik geninin {istesinden
gelme kabiliyetini test etmek i¢in, ToMV'nin orijinal hareket proteini MP dizisinin
MPTBRFV jle ver degistirerek bu rekombinant viriisiin 7m-2° dayamklilik geni igeren
bitkileri enfekte etmesi saglanmistir. Bu MP™BRFY klonu, daha sonra domates mozaik
viriisii ToMV'ye hassas Tm-2 alleli veya Tm- 2 alleli i¢in homozigot domates bitkilerini
enfekte etmek i¢in kullanilmigtir. Kantitatif ters transkripsiyon PCR (qRT-PCR) yontemi
kullanilarak inokule edilmis ve sistemik yapraklarda viral RNA 6l¢tilmiistiir. Beklendigi
gibi, TOMV'li Tm-2 geni igeren bitkiler hem inokule edilmis hem de sistemik yapraklarda
ciddi viral simptomlar ve yiiksek seviyelerde viral birikim ile sonuclanirken, Tm-2? alleli
iceren bitkilerin ToM V'ye kars1 tamamen dayanikli oldugu gézlenmistir. Tam tersi olarak,
ToMV MP™BRFY hem Tm-2 hem de Tm- 27 bitkilerinde simptomlar: indiiklemistir ve her
iki alleli barindiran bitkilerde de viral birikim saptanmistir. Hem 7m-2 hem de Tm-2°
ToMV  MPTBREVorybunda  simptomlarm, ToMV ile enfekte olmus 7Tm-2
bitkilerininkinden daha hafif oldugu gozlenmis olup, bu da MP™BRFV'nin ToMV
patojenitesini azalttigin1 diistindlirmiistiir. Titlin mozaik virisi (TMV) ve ToMV
MP'lerinin  MP™BRFY jle  degistirilmesi, her iki viriisiin sistemik enfeksiyonunun
zayiflamasma neden olmustur. Hiicreden hiicreye hareket analizi, MPTBRFV'nin TMV
MP'sine (MP™V) kiyasla daha az etkili bir sekilde hareket ettigini gdstermistir. Bu
bulgular, Tm-2"nin iistesinden gelmenin zayiflatilmis MP islevi ile iliskili oldugunu
gostermektedir (Hak ve Spiegelman, 2021). Bu ¢alismalar, viriis ile miicadelede hareket

proteini gen bolgesinin dnemini ortaya koymaktadir.

Viriisiin farkl iilkelere girisini onlemek icin, diizenleyici 6nlemlerin uygulanmasi ve
zararli kontrolii karantinas1 gereklidir. TOBRFV, EPPO'nun karantina listesine dahil
edilmis olup 2020'de A2 patojeni1 olarak siniflandirilmistir. Viriis artik birgok bolgede
karantina patojeni olarak kabul edilmektedir (EPPO 2022).



Piyasalar

Sandiklar

™
Kuresel tohum

uretimi

o2 )
) O 4

yikil3

Yaylima

'g' L
e P4 2 Gida
T‘v P 4 ‘=’ tuketimi
| N \
. h/ﬂq-p‘hk WY/ ‘
) o o ‘W
\(4b) Tozlagma ‘\;M

Sta
hareketi

Sekil 1. 3. Korunmus yetistiricilikte domates liretim siirecinin temel patojen risk
noktalarini gésteren semast.

Sema (Sekil 1.3.) agiklamasi bu sekildedir: Kiiresel bir tohum iiretim sistemi melez tohum
tiretir. Bu, birkag jenerasyona ait tohumlarin kiiresel olarak tasinmasi ve viriisiin sistem
araciligiyla aktarilmasi riskini igerir. Ureticiler, bitkiler meyve iiretim tesislerine
gonderilmeden Once yaklasik 8 hafta boyunca bitki yetistirir. Bu siire zarfinda, bitkiler
hem tohum kaynakli hem de kontaminasyon enfeksiyonlarina karsi risk altindadir. Bu
risklerin ¢ogu iiretim seralarindakilerle aynidir; ancak, bitkiler daha az yogun bir sekilde
islenir, bu nedenle bitkiden bitkiye transfer riski bir liretim serasindakinden daha azdir.
Bitkiler tireticiden iiretim serasina taginir. Bu bitkiler yerel olarak iiretilmis olabilir veya
uluslararast siirlar1 agmig olabilir. Bitkiler {iretim tesisine su sekilde girer: (a) Biiylime
dongiisii sirasinda, ortalama bir bitkinin yan siirgiin kesimi, tel desteklere dizilmesi ve
hasat i¢cin yaklagik 1.500 kez islendigi tahmin edilmektedir. Ek olarak, hidrolik
platformlar gibi makineler bitki siralar1 boyunca gecerek personelin bitkilerin tepesine

yerden 3-4 metre yiikseklikten erisebilmesini saglar. (b) Ticari liretimde tozlagma yaban
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arilan tarafindan gergeklestirilir. 10 hektarlik bir serada birka¢ kovan kutusu bulunur. (¢)
Personel {iriin ve daha genis liretim sahasinda dolasir. Yonetim personeli de dahil olmak
lizere personel tesisler arasinda hareket edebilmektedir. Giysiler viriis bulagmast i¢in risk
olusturabilir. Ek olarak, bircok iiretim sistemi radyo frekansi tanimlama (RFID) is kayit
cihazlan araciligiyla kaydedilen "parca basi is" (tamamlanan is birimi basina 6deme)
kullanir. Bu cihazlar isgilerle birlikte sahada dolasir. (d) Calisma giinii boyunca personel
yiyecek tiiketir. Buna domates, biber veya genel perakende pazarindan satin alinmis
olabilecek diger bilinen konakg¢ilar dahil olabilmektedir. Meyveler perakende veya toptan
pazarlar i¢in hasat edilir, paketlenir ve gonderilmektedir: (a) Kasalar farkl1 iiretim tesisleri
arasinda dolasimda olabilir ve kirlenmis bitki 6zsuyu kalintilari tastyabilir. Bu kasalar bir
yikama tesisinden gecebilir, ancak rutin hijyen prosediirlerinin bir parcasi olarak etkili bir
sekilde dezenfekte edilmezse su kirlenebilmektedir. (b) Personel, ayni yerde bulunuyorsa
toplama ve paketleme tesisleri islevleri arasinda gecis yapabilmektedir. Paketleme
tesisleri, baska yerlerden toplanan meyveleri isliyor olabilir ve bu da bir kirlenme riski
olusturabilmektedir. (c) Meyveler perakende veya toptan pazarlara gonderilmektedir.
Sekil, Birlesik Krallik Tarim ve Bahgecilik Gelistirme Kurulunun (AHDB) izniyle
uyarlanmis Giysilerin dezenfeksiyonu baska bir zorlugu temsil eder, ¢linkii personelin
korumal1 bir ekim ortaminda tam tulum giymesi pratik degildir (Sekil 1.3., adim 4 ¢ ve
adim 5 b). Bu nedenle, personelin serada ¢alismak icin 6zel giysiler giymesi yaygin bir

uygulamadir.

Bu giysiler bitki 6zsuyu ile temasta olur ve ileri iletim i¢cin TOBRFV kaynag olarak islev
gorebilmektedir. Son zamanlarda yapilan bir aragtirma, ev tipi ¢amasir deterjaninin
giysileri etkili bir sekilde dezenfekte etmedigini, ancak deterjan soliisyonunun bulasici
viriisle agir1 derecede kirlenmesine yol agtigini gostermistir. Uzman bahge deterjanlarin
islenmemis bir kontrolle karsilagtirarak, Fadex H+, Menno Hortisept Clean Plus ve
dezenfektan Menno Florades bulasic1 viriisiin varligimi %99,9'dan fazla azalttig
bildrilmektedir. (Ehlers vd., 2022). Ayakkabilarin dezenfeksiyonu i¢in iiriinlerin etkinligi
tizerine hem dogrudan dezenfeksiyon yaklasimi olarak hem de dezenfektan ayak mati

kullanim1 yoluyla daha fazla ¢alisma yiiriitiilmiistiir (Ehlers vd., 2022)

Diger 6nemli bir husus ise tiretim alaninda TOBRFV belirtisi gosteren bitkilerin dikkatlice

sokiilmesi ve yakilarak yok edilmesidir. Enfekteli bitkiler atik yakma yoluyla yok
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edilmelidir. Kompostlama, viriisiin giivenli bir sekilde etkisiz hale getirilmesi igin
yetersizdir. Enfekteli bitkiler iiretim alanindan ¢ikarilirken saglikli bitkilere temas
ettirilmemelidir. Enfekteli bitkilerle temas halinde olan bombus arilari kolonilerinin
(Bombus terrestris) degistirilmesi gerekir. Uriinlerin paketlenmesine dikkat edilmeli,
enfekte olmus iiriin paketleme sisteminden gecirilmemelidir. Isciler {iretim alani ile
paketleme alani arasinda hareket etmemeli, iiretim alaninda g¢alisan personel, etmenin

belirtileri ve korunma 6nlemleri konusunda egitilmelidir.

Entegre hastalik yonetimi (IDM) stratejileri, bitki sagligi ve kiiltiirel uygulamalar, konak
direnci, biyolojik kontrol ve hatta miimkiin oldugunda genetik miihendisligi dahil olmak
tizere Onlemlerin kombinasyonlarini kullanarak bitki hastaliklarini kontrol etmenin en iyi
yolunu saglar (Pandey vd., 2016). Hastalik kontrolii, hastalik dongiisiiniin farkl
bilesenlerini ele alarak tamamlayici Onlemlerle farkli cephelerde hareket edilirse
gelistirilebilir ve daha verimli ve siirdiiriilebilir olabilir. Su anda, IDM ToBRFV i¢in
oncelikle ¢esitli bitki saglig1 kontrol 6nlemlerine giivenmektedir. Bununla birlikte, konak
direnci, genetik miithendisligi ve biyolojik kontrol konusunda iyi bir arastirma ilerlemesi
olmustur ve bunlar1 birlestiren stratejiler yakin gelecekte tarlalarda ToBRFV'ye kars

muhtemelen uygulanabilir olacaktir (Dombrovsky ve Smith, 2017)

Bu ¢alismanin amaci, Tobamovirus cinsinin hizla yayilmakta olan bu ToOBRFV viriisiiniin
bulagmasi, yayilmasi ve dayanikliliinda énemli bir gen bolgesi olan hareket proteininin
(movement protein) molekiiler yontemler aracilifiyla karakterize edilmesidir. Bu amagla,
hastalikl1 bitki temin edilerek saglikli fideler inokule edilmistir. Bitkilerden niikleik asit
izole edilerek viriisiin hareket proteini niikleotid diizeyinde molekiiler olarak karakterize

edilmistir.
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BOLUM II

MATERYAL VE METOD

1.1 Viriis Kaynag

Domates kahverengi rugose meyve viriisii (TOBRFV) kaynagi Isparta ilinde bulunan 14
farkli seralardan temin edilmistir. Her bir seradan beser adet bitki olmak {iizere toplam
olarak 70 bitki 6rnegi temin edilmis olup bu bitkiler siddetli hastlik belirtisi igeren ve

tireticilerin sikayetleri lizerine toplanmaistir.

1.2 Mekanik inokulasyonlar

Virus kaynagini ¢ogaltmak i¢in mekanik inokulasyonlar yapilmistir. Her bir serayi
temsilen 14 adet hassas oldugu bilinen H2274 domates tohumlar1 kullanilmis olup tohum
ekimi, fide yetistirme ve belirtileri gozlemleme islemleri Nigde Omer Halisdemir
Universitesi Tarim Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi’ndeki Bitki Virolojisi bitki
yetistirme odasinda gerceklestirilmistir. Domateslerin 4-5 yaprakli oldugu zaman
mekanik inokulasyonu yapilmistir (Sekil 2.1.). Mekanik inokiilasyonlar icin, 0.199 g/l
KH2POq, 1.14 g/l NaHPO4 ve %0,1 Na2SOs ve 1% PVP-40 iceren inokiilasyon tampon
cozeltisi (pH: 7.4) kullanilmistir. Mekanik inokulasyon i¢in fosfat soliisyonu iginde
homojenize edilen viriis kaynag1 yapraklara karborandum serpilmesi ile agindirma sonucu
yaprak yiizeyine siiriilmiistiir ve yarim saat sonra musluk suyu ile durulanmistir.
Inokiilasyonu yapilan domates bitkileri, inokiilasyondan bir ay sonra viriis enfeksiyonunu

dogrulamak i¢in PCR analizleri yapilmistir.
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1.3 Molekiiler Analizler

1.3.1 Toplam NA Ekstraksiyonu

Inokulum kaynaklarindaki enfeksiyondan emin olabilmek igin, toplam NA, iireticinin
talimatlarin1 izleyerek domates yapragi dokularindan ¢ikarilmis ve saflastirilmistir.
Inokule bitkiler ile inokulum kaynagimi olusturan bitkilerin (her bir seradan temin edilen
beser bitki karistirilarak) yaprak dokularindan NA ekstraksiyonu i¢in hizli ve etkili bir
yontem olan hizli CTAB yontemi (Gambino vd., 2008) kullanilmistir. Asamalari
asagidaki gibidir:

1)0,15 g numuneyi siv1 nitrojende homojenize edilmistir.

2)1 ml ekstraksiyon tamponu eklendi ve havaneli ile homojenize edilmistir (Sekil 4).
3) 750 pl homojenati yeni bir tiipe aktarin ve 65°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir.

4) 750 pl fenol: kloroform: izoamil alkol (25:24:1 v/v) eklenmistir.

5) 4 °C'de 5 dakika boyunca 14.000 rpm'de santrifiij edilmistir.

6) Ust faz alinmus ve esit hacimde (600 pl) kloroform: izoamil alkol (24:1) eklenmistir.
7) 4 °C'de 10 dakika boyunca 10.000 rpm'de santrifiij edilmistir.

Sekil 2. 1. Numunenin havaneli ile homojenize edilmesi ve tiiplere aktarilmasi
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8) Ust s1v1 yeni tiipe aktarilmis ve esit hacimde (600 pl) 3 M LiCl eklenmistir.

9) Karisimi 30 dakika boyunca buz lizerinde inkiibe edilmistir.

10) 4 °C'de 25 dakika boyunca 14.000 rpm'de santrifiij edilmistir.

11) Peleti 500 pul SSTE tamponunda yeniden siispanse edilmistir (tamponu 65 °C'de
onceden 1sitilmistir).

12) 500 pl (esit hacimde) kloroform: izoamil alkol (24:1 v/v) eklenmistir.

13) 4 °C'de 10 dakika boyunca 10.000 rpm'de santrifiij edilmistir.

14) Ust s1v1 yeni tiipe aktarilmis ve 0,1 hacim (50 pl) Sodyum asetat NaOAc ve 0,7
hacim (350 pl) soguk izopropanol eklenmistir. (Sekil 4)

15) Hemen 15.000 rpm'de 4 °C'de 15 dakika santrifiij edilmistir.

16) Peleti 500 ul %70 EtOH ile yikanmis ve 10.000 rpm'de 4 °C'de 5 dakika santrifiij
edilmistir.

17) Peleti kurutulmustur.

18) RNAn20 pl DEPC suyunda tekrar siispanse edilmistir.

CTAB Tamponu;

(2% CTAB, 2.5% PVP40, 2 M NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 25mM EDTA pH 8.0)
(Kullanimdan hemen 6nce %2 B merkaptoetanol eklenmistir.)

SSTE Tamponu

(10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, %1 SDS, 1 M NacCl)

Veya TE Tamponu + %1 SDS + 1 M NaCl

Toplam NA'larin verimi ve kalitesi, bir BioSpec spektrofotometre (Shimatzu, ABD)

kullanilarak olgiilmiistiir.

1.4 cDNA Sentezi ve PCR Analizi

Iki asamali bir RT-PCR protokolii kullanilmistir. Birinci iplik¢ik cDNA, cDNA Sentez
Kiti talimatlar1 i¢in rastgele heksamer primerleri ve Superscript Choice Sistemi
kullanilarak toplam RNA'larin Ters transkripsiyonuyla sentezlenmistir. PCR, 2 ul cDNA,
0,5 ul 10mM dNTP, 1 pl 25 mM MgCl,, 2,5 ul 5X PCR tampon ¢ozeltisi ve virlise
spesifik primerlerden 0,5 pl 10 uM ve 0.25 pl 5 birim /ul Taqg DNA polimeraz: ile
yapilmustir (Tablo 2.1.). PCR, asagidaki kosullar altinda gerceklestirilmistir: 94 °C’de 5
dakika denatiirasyon, 30 saniye boyunca 94 °C'de, 45 saniye boyunca 55 °C’de ve 1
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dakika boyunca 72 °C’de 40 dongii ve 72 °C'de 10 dakika boyunca son bir uzama (Tablo
2.2). PCR firiinleri, %1,5 agarose jele yiiklenip elektroforezde kosturulmus ve bir UV-
transilliiminator altinda ethidium bromide ile uygulandiktan sonra UV 15181 altinda
incelenmistir. TOBRFV MP geni icin F-  5’-GATGGCTCTTGTTAAGGGTAAA-3’ and
R- 5’-CCCATGCTGATGACAAAAAC-3’-858 bp primer ¢ifti kullanilmistir (Giiller vd.,
2023).

Cizelge 2.1. RT-PCR analizlerinde kullanilan karigim ve oranlar1

Adim 1 >12.5ul
RNA 5ul
Random hex. 1 ul
Kosullar:
dH2o0 6.5 ul
Adim 1 (94°C 5 min., 20°C5 min)
Adim 2 >7.5 ul

5X RT buffer 5.5ul Adim 2(42°C1 hour, 70°C 10 min)

RNase inhibitor | 0.5 pl

dNTPs 0.5 ul
RTase 1 ul

Cizelge 2.2. PCR analizlerinde kullanilan karisim ve oranlari

PCR KARISIMI: S=12ul | Y=25ul | S=50ul
sdH>O 6.5ul 16.8ul | 35.5 ul
10X PCR Buffer 1.2ul 25ul [ 5ul
dNTPs (10mM) 0.25pul | 0.5ul | 1ul
MgClz (25mM) 1 pul 2 ul 3ul
Primer R (10uM) 025ul [05pul |1l
Primer F (10uM) 0.25ul | 0.5 ul Tul
Taq DNA Polymerase (Su/ul) | 0.1 ul | 02ul | 0.5l
DNA 2ul 2ul 3ul
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1.5 Niikleotid Dizi Analizleri

PCR fiiriinlerinin niikleotid dizi analizleri, BMLabosis Firmasi (Ankara, Tiirkiye) ABI
3730 Automated Genetic Analyzer cihazi ile dogrudan dizilenmistir. Niikleotidleri

belirlemek i¢cin BLASTn ve BLASTx modiilleri kullanilmistr.

1.6 Filogenetik Analizler

GenBank'ta (NCBI) depolanan farkli izolatlarin dizileri hem niikletid hem de aminosit
diizeyinde filogenetik analize alinmistir. Niikleotid dizilerinin ¢oklu hizalamasi
CLUSTAL W ile gerceklestirilmis ve Molecular Evolutionary Genetics Analysis
MEGAII programi ile filogenetik aga¢ olusturmak i¢in neighbor-joining yodntemi
kullanilamigtir (Tamura vd., 2011). Filogenetik agaclarin her bir diigiimiiniin saglamligi,

1000 bootstrap kopyasindan degerlendirilmistir.
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BOLUM Il
BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismanin 6ncelikli amac1 domates yetistiriciliginin yaygin oldugu, Isparta gibi
Akdeniz ikliminin goriildiigii seralarda, TOBRFV nin iilkemiz agisindan arastirilmasidir.
Bunun i¢in viriis belirtileri gosteren yaprak ornekleri saglikli fidelere inokule edilmis ve
bu fidelerdeki hastalik simptomlar1 gozlenmistir. Viriis varliginm tespit edebilmek i¢in
yaprak Orneklerinden niikleik asit izolasyonlart yapilmis ve RT-PCR analizleri
yapilmustir. Viriisiin hareket proteinine ait primerlerin kullanilmasiyla beklenen seviyede
amplikonlar elde edilmis ve niikleotid dizi analizlerine tabii tutulmustur. Daha sonrasinda

bu diziler filogenetik analizlerde kullanilmistir.

3.1. Mekanik inokulasyon Sonuclari

Yapilan inokulasyonlar sonrasinda virlis simptomlarinin ¢ok hizli gériilmeye baslandigi

gdzlenmistir. Inokulasyondan 5-7 giin sonra ilk belirtiler olusmustur (Sekil 3.1.).

Belirtiler arasinda en yaygin olanlar mozaiklesmeler olup yaprak kivircikligi ve sari

benekler de yaygin olarak gozlenmistir. (Sekil 3.1.)
H & b’

Sekil 3. 1. Mekanik inokulasyonlar ve sonrasinda bitki goriintimii
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Sekil 3. 3. inokulasyonlar sonucu olusan en yaygin virus simptomlar1 2
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Sekil 3. 4. Inokulasyonlar sonucu olusan en yaygin virus simptomlar1 3

Sekil 3. 5. Inokulasyonlar sonucu olusan en yaygin virus simptomlar1 4
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Sekil 3. 6. Inokulasyonlar sonucu olusan en yaygin virus simptomlar1 5

£7J

Sekil 3. 7. Inokulasyonlar sonucu olusan en yaygin virus simptomlar1 6
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Simptom gelisimleri bir ay boyunca gézlenmistir. Virus simptomlar1 yedinci giin, onuncu
giin belirti vermistir ve on bes, yirmi, yirmi bes ve otuz giiniin simptom geligimleri
incelenmistir ve siddetli viriis simptomlar1 kaydedilmistir (Sekil 3.2.,3.3.,3.4.,3.5., 3.6.,
3.7.). Yapraklarda siddetli belirtiler 6rnegin yapraklarda mozaiklesme ve sar1 renkte

benek olusumlar1 ve kivirciklanmalar yaygindir.

3.2. Total NA izolasyonu Sonuclar:

CTAB yoOntemine gore yapilan izolasyonlar sonucunda elde edilen niikleik asitlerin kalite
degerleri nanodrop spektrofotometre cihazi araciligiyla ol¢iilmiis olup 230/260 optik
okuma degerleri elde edilmistir. Bu degerlerin 1.5 ila 2-2 ng/ul aras1 oldugu tespit edilmis

olup bu degerlerin PCR analizleri i¢in uygun kalitede oldugu goriilmiistiir (Sekil 7).
Optimum RNA saflig1 260/280 oraninin yaklasik 2,0 ve 260/230 oraninin 2,0 ile 2,2

arasinda olmastyla gosterilir. pH bu oranlan etkileyebilirken, yukaridaki degerler 1.8

genellikle kabul edilebilir olarak degerlendirilmektedir.
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Sekil 3. 2. 1. izole edilen bazi 6rneklerin total niikleik asit grafikleri, sirasi ile Isparta 1 -
14, inokule bitki.
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3.3. RT-PCR Analiz sonuglari

Yapraklardan izole edilen viriis RNA’larinin iki asamali cDNA sentezi yapilip MP genine
O0zgli primer c¢iftlerinin kullanilmas: ile ToBRFV’nin kismi niikleotid dizileri

cogaltilmigtir. Testlenen tiim izolatlar beklenildigi gibi 858 bp’lik bant gostemistir (Sekil
3.3.1).

;ggobzp [ e————
500 bp
250 bp 858 bp

Sekil 3. 3. 1. RT- PCR analizi sonucu agaroz jel goriintiisii, M: Thermo scientific 1 kb
plus DNA Ladder

3.4. DNA Dizi Analizi Sonuclar

Elde edilen PCR iirlinleri DNA dizi analizine alinmis olup 858 bp biiytikliigiinde
niikleotid dizileri elde edilmistir. Bu dizilerin BLASTn analizleri yapilmis olup
orneklerimizin Gen Bankasina kayitli 6rneklerle kiyaslandiginda yaksalik olarak %98 ila

99,5 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
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Job Title 17-ToBRFV_MP_F Filter Results
RID RKAOBY.JDO16 Search expires on 01-06 02:46 am Download All v
Organism anly tap 20 will appes exclude
Program BLASTN® C 9 nly top 20 will appear LJ
Type comman name, binomial, taxid or group name
Database core_m  See details v ‘ vF nonar !
+ Add organism
Query ID lellQuery_6506941
Description 17-ToBRFV_MP_F Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘
Query Length 881
Reset
Other reports  Distancs tree of results MSA viewer @ [ _Fwar |
Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download Select columns ~  Show [ 100 v | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Max  Total E Per ce
Scientific Name
MIERa Score Score Cover value Ident Len
mato br 983 083 61% 00 99.45% 6317 PR
983 083 61% 00 99.45% 6376
983 983 61% 00 99.45% 6321 MNAOZ0431
0983 983 61% 00 9945% 6392 MMBB20421
983 983 61% 00 99.45% 6380 MK133093.1
983 983 61% 00 99 369
083 083 61% 00 09.45% 6383
083 083 61% 00 00.45% 8393 N
] 283983 ©01% 00 9045% 6370 1W31410

Sekil 3. 4. 1. Isparta 7 numarali virus izolatinin BLASTn analiz sonucu (NCBI)

3.5. Filogenetik Analiz Sonuclari

Niikleotid ve amino asit dizilerinin tanimlanmasi ve hizalanmasi, viriislerin genetik
cesitliligini analiz etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Nyalugwe vd., 2015;
Farzadfar ve Pourrahim, 2017). Isparta TOBRFV izolatinin MP gen bdlgesinin niikleotid
ve amino asit dizileri, maksimum olabilirlik analizi kullanilarak NCBI veri tabaninda
halihazirda bulunan diger gen dizileri ile filogenetik iliskileri agisindan karsilastirilmis ve
degerlendirilmistir. Isparta ToBRFV izolatlarinin genetik yapis1 mevcut literatiirle

ortiismekte, ancak ayn1 zamanda yeni bilgiler de ortaya koymaktadir.

Kullandigimiz Komsu Birlestirme Yo6nteminde kiimelenme temelli algoritmada oldugu
gibi taksonlarmn kokten esit uzaklikta oldugu varsayillamaz. Yontemimiz oldukca
verimlidir ve genis ¢apta verileri ve veri topluluklarini analiz etmeye yardimci olur. Dig
grup takson olarak incelenen organizma grubu TMYV ise, evrimsel iliskileri belirlerken
daha uzaktan iligkili olan ve referans grubu olarak kullanilan organizmalardir ve dis grup,
i¢c grup icin bir karsilastirma noktas1 olarak kullanilir ve 6zel olarak da filogeninin

kokiiniin olmasini saglar.

Niikleotid dizileri ile olusturulan MP gen bolgesi agacinda, Isparta izolatlarinin birbiri ile

cok benzer oldugu ve bu izolatlarin GenBankasina kayith olan PP099902.1 numarali
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NPPLONL41161994 nolu Tiirkiye izolat1 ile yiiksek oranda homoloji gosterdigi tespit
edilmistir (Sekil 3.5.1.). Ayrica Tiirkiye’den izole edilen Antalya 6rneklerinin de bizim
izolatlarimiz ile yakin bir dalda kiimelendegi tespit edilmistir (MT107885.1 ToBRFV-
Ant-Tom-TURKIYE ile biberden izole edilen MT118666.1 ToBRFV-Ant-Pep-
TURKIYE izolat1). Kontrol grubu olarak kullanilan Tiitiin mozaik viriisii ise beklendigi

gibi en uzak dalda yer almaktadir.

Viriisiin niikleotid dizilerinin aminoasite ¢evrilmesi ile olusturulan agag niikleotid agaci
ile benzer sonuglar vermis olup farklt olarak MK648157.1 ToBRFV isolate
ToBRFVCaJO JORDAN kodlu Urdiin izolati da bizim &rneklerimizle aymi grupta
kiimelenmistir (Sekil 3.5.2.). Tobamovirlislerin stabil yapist dikkate alindiginda bu

sonuglarin beklenildigi gibi oldugu diistintilmektedir.
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167 A2-ToBRFV MP
18l Ag-ToBRFV MP
B5-ToBRFV MP
B4-ToBRFV MP
114-ToBRFV MP
112-ToBRFV MP
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I7-ToBRFV MP
15-ToBRFV MP
14-ToBRFV MP
13-ToBRFV MP
{L—— 11-ToBRFV MP
L H1-ToBRFV MP
= PP099902.1 ToBRFV isolate NPPONL 41161994 TURKIYE
22| NGS1-ToBRFV MP
- NC 028478.1 ToBRFV REFSEQ
o = MK648157.1 ToBRFV isolate TOBRFVCaJO JORDAN
541 PP099972.1 ToBRFV isolate NPPONL 42457252 MOROCCO
397 OR593752.1 ToBRFV isolate JS2022ToBRFV CHINA
| OP557566.1 TOBRFV isolate ToBRFVIr IRAN
) [ PP099932.1 ToBRFV Isolate NPPONL 41834183 PERU
55" OM892674.1 ToBRFV isolate S11 USA
7 [ MT118666.1 ToBRFV-Ant-Pep-TURKIYE
MT107885.1 ToBRFV-Ant-Tom-TURKIYE
L PP099917.1 ToBRFV isolate NPPONL 41780656 EGYPT
5 |— OM305070.1 ToBRFYV isolate TOBRFVCH SWITZERLAND
4
el

1EDL

1?\_

T

Lul

13 . 0Q674194.1 ToBRFV isolate 47900 CANADA
. PQ271631.1 ToBRFV isolate FJ1 FlJI
- OM515232.1 ToBRFV isolate 2020015323 B United Kingdom
I}E 00633222 1 ToBRFV isolate 422265 1 GERMANY
65[{ OR760201.1 ToBRFV isolate 472392 1 FRANCE
65- PP099971.1 ToBRFV isolate NPPONL 66048330 NETHERLANDS
——— PP681638.1 ToBRFV isolate A134T ISRAEL
33 MNO13187.1 ToBRFV isolate F42PAL PALESTINE
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0Q190155.1 ToBRFV isolate ToBRFVGr2 GREECE
0Q633211.1 ToBRFV isolate 402162 1 BELGIUM
NC 001367.1 Tobacco mosaic virus-OUTGROUP
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Sekil 3. 5. 1. ToBRFV izolatlarinin MP (movement protein) niikleotid dizilerinden
MEGA11'de Komsu-Birlestirme yontemi ile ¢ikarilan filogenetik agaci. Bu ¢alismadan
elde edilen izolatlar sar1 ile vurgulanmistir. NGS1 izolat1 i¢ kontrol izolatimizdur. i¢
diigiimlerdeki sayilar, 1.000 tekrarlamaya dayali bootstrap yiizdelerini gostermektedir.

TMYV izolat1 dizileri dis grup taksonu olarak kullanilmistir.
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Sekil 3. 5. 2. ToBRFV izolatlarinin MP (movement protein) aminoasit dizilerinden
MEGA11'de Komsu-Birlestirme yontemi ile ¢ikarilan filogenetik agaci. Bu ¢alismadan
elde edilen izolatlar sar1 ile vurgulanmistir. NGS1 izolat1 i¢ kontrol izolatimizdur. i¢
diigiimlerdeki sayilar, 1.000 tekrarlamaya dayal1 bootstrap yiizdelerini gostermektedir.

TMV izolatinin aa dizileri dis grup taksonu olarak kullanilmistir.
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Tiim elde edilen verilere dayanilarak; domates burusuk meyve viriisiiniin hareket proteini
molekiiler karekterizasyonu yapilmis olup viriisiin bu genindeki varyasyon molekiiler
olarak belirlenmistir. Isparta TOBRFV izolatlarinin genetik yapisi analiz edilmis olup
GenBankasindaki mevcut dizilerle yiiksek oranda homoloji gosterdigi tespit edilmistirr.
Tobamoviriis enfeksiyon dongiisii i¢cin ¢ok 6nemli olan bu hareket proteininin komsu
hiicrelere gecisi kolaylastirdigi gibi bitkinin savunma mekanizmasini da baskilayarak
virlislin yayilimini ve ¢cogalimini sagladigi bilinmektedir. Bu nedenle, elde edilen verilerle
MP genininin ¢ok fazla varyasyon icermedigi ve tasinma kaynakli miicadele

yontemlerine yardimci olacag diistiniilmektedir.

ToBRFV tarimsal faaliyetler sirasinda mekanik veya tohum yoluyla bulagsmaktadir.
Bundan dolay1 TOBRFV ve diger tobamoviriisleri kontrol etmek i¢in etkili ve dayaniklilik
genlere ihtiya¢ oldugu saptanmistir. Bu dayaniklilik genlerin ve bitkilerin CRISPR\Cas9
en kisa en dogru genom diizenleme araci ile liretilebilecegi diisiiniilmekte olup bu yontem

ile TOBRFV dayanikli domates yetistiriciligi kolaylasacag: diislintilmektedir.
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BOLUM VI

SONUC

ToBRFV, domates bitkilerinin en yikici viral hastaliklarindan biridir. EPPO karantina
listesinde yer alip diinyada domates yeistiriciligi yapilan iilkelerde hizla yayilmakta ve
cok acil onemler alinmas1 gerekmektedir. Calismamizda viriisiin yayilmasinda en énemli
etken olan viriisiin hareket proteini incelenmis ve molekiiler olarak karakterize edilmistir.
Bu sonuglara gore, viriis enfeksiyonunun bulagsmasini veya yayilmasini Onlemek
hastalikla miicadele yontemlerinin gelistirilmesi i¢in ¢ok Onemlidir. Dayaniklilik

kaynaklarinin tespit edilerek dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi 6nerilmektedir.

Viriisiin farkl: tilkelere girisi dnlenmesi igin zararli karantina kontriilii yapilmasi gerekir.
ToBRFV, EPPO’nun karantina listesine dahil etmistir ve virilis artik bircok bolgede
karantina patojeni olarak kabul edilmektedir. Ulkemizde de diizenleyici 6nlemler

uygulanmali ve karantina kontolii saglanmas1 gerekmektedir.

Son olarak ToBRFV belirtisi gosterilen btkilerin dikkatlice sokerek ve yakilarak yok
edilmesi gerekmektedir. Enfekteli bitkilerin tiiretim alanlarindaki bombus arilar
kolonileri degismesi gerekmektedir. Giysilerde bitki 6zsuyu ile temasta olacagi igin
ToBRFV olarak islev gorebilir ve dezenfekteye ¢ok dikkat etmek gerekmektedir. Uretim
paketlenmesine dikkat etmeli ve c¢alisan personellerin korunma onlemleri konusunda

egitilmesi gerekmektedir.
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