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OZET

Yiksek Lisans Tezi

TOMATO CHLOROSIS VIRUS (ToCV) iZOLATLARININ ORTU PROTEIN GEN
BOLGESININ MOLEKULER OLARAK BELIRLENMESI

Salisu SULLEY

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. I. Ozer ELIBUYUK

Bu ¢alisma ile Antalya’nin bes farkli bolgesinden izole edilen ToCV’nin kilif protein
geninin ilk tam sekansi ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Viriis RNA’s1
PureLink® RNA Mini Kit kullanilarak enfekteli domates bitkilerinden izole edilmis ve
saflastirilmistir. Viriisiin kismi RNA2 genomu (1163 bp) ile tiim kilif protein genini
(774 bp) dizilemek i¢in ToCV’ye 0zgii primerler tasarlanmigtir. Kilif protein
familyasinin analizi ToCV kilif proteininin Closter_coat protein superfamilya’ye
(closter kilif protein siiperailesi) dahil oldugunu gdstermistir. Antalya’dan izole edilen
bes ToCV izolatinin kilif protein dizilemesi bu bdlgenin oldukc¢a korunmus oldugunu
gostermistir; Merkez ve Serik izolatlarmin aminoasit sekanst % 100 benzer olarak
bulunmustur. Diger iilke izolatlar1 ile ToCV-Tirkiye’nin sekans analizleri bizim
izolatlarimizin Yunan izolati ile biiyiik bir benzerlik gosterdigini (% 99.22) gdstermis
ve Neighbor Joining algoritmasi kullanilarak filogenetik agacta bir kiime
olusturulmustur. Filogenetik analiz ToCV’nin Crinivirus cinsinden bir viriis oldugunu
tastiklemis ve Tath patates klororotik ciicelik virlisii’'ne (Sweet potato chlorotic stunt
virus, SPCSV) ¢ok benzer oldugunu da ortaya koymustur. Gelecekte yapilacak tiim
genom analizi bizim izolatlarimiz ile diger lilke izolatlarinin iligkisini daha agik bir
bigimde tanimlayacak ve genomik organizasyonunu da daha net degerlendirme olanagi
verecektir.

Ocak 2016, 73 sayfa

Anahtar Kelimeler: Tomato chlorosis virus, Sweet potato chlorotic stunt virus,
Crinivirus, Closterovirus, Closter coat protein super family, Neigbour Joining, domates



ABSTRACT

Master Thesis

MOLECULAR ANALYSIS OF COAT PROTEIN REGION OF TOMATO
CHLOROSIS VIRUS (ToCV) ISOLATES

Salisu SULLEY

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. I. Ozer ELIBUYUK

In this study, we report the first complete sequence and characterisation of the coat
protein coding gene of Tomato chlorosis virus from five different districts in Antalya.
The virus RNA was isolated and purified from infected tomato plants on the field using
PureLink® RNA Mini Kit. ToCV specific primers were designed to sequence the
partial RNA 2 genome (1163 bp) of the virus which included the full coat protein gene
(774 bp). Analysis of the coat protein family confirmed that ToCV coat protein belongs
to the Closter_coat protein super family. The coat protein sequence of the five isolates
from Turkey proved to be highly conserved such that the amino acid sequence of
Merkez and Serik isolates were found to be 100 percent similar. Sequence analyses of
ToCV-Turkey with other isolates revealed the greatest identity with Greek isolate
(99.22%), forming a cluster in the phylogenetic tree using the neighbour joining
algorithm. Phylogenetic analysis confirmed assignment of ToCV in the genus
Crinivirus, being most similar to Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV). Future
studies on the complete genome will define more clearly it’s the relatedness and
genomic organisation to assess more definitively its relationship.

January 2016, 73 pages

Key Words: Tomato chlorosis virus, Sweet potato chlorotic stunt virus, Crinivirus,
Closterovirus, Closter coat protein super family, Neigbour Joining, Tomato
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1. GIRIS

Anavatan1 Giiney ve Orta Amerika olan domates (Solanum lycopersicum, Syn.
Lycopersicum esculentum) patlicangiller (Solanaceae) familyasina ait meyvesi
yenebilen otsu bir bitki tiirtidiir. Domates, insan sagligi ve beslenmesi acisindan énemli
olan vitaminler, karbonhidratlar, yag ve protein gibi bircok organik maddeyi bol
miktarda icermektedir. I¢ piyasada taze olarak tiiketilmesinin yanisira gida endiistrisinde
ham madde olarak kullanilmakta, dis pazara ise taze olarak veya islenerek ihrag

edilmektedir (Anonim 1999).

Antalya ili sera liretimi basta olmak iizere yas meyve sebze iiretimi ve ihracati ile hem
ulke ekonomisine hem de bolge ekonomisine ihracat, istihdam, gelir, iiretim degeri ve
vergi gibi konular basta olmak iizere onemli katkilar saglanmaktadir. Tirkiye yas
meyve sebze {iretimi 43 milyon ton ve ihracat degeri 800 milyon dolar’dir. Uretimin %
8,4’1i, ihracatin ise % 18,4°ii Antalya ilinden karsilanmaktadir. Uretimin ihracata orani
Turkiye genelinde % 3,8 iken, Antalya ilinde bu oran daha yiksek olup % 5,1dir.
Antalya ili sera iiretim alanlarinin % 59’unda domates yetistirilmektedir. Nitekim,
Tiirkiye yas sebze ihracatinda en fazla pay1 % 14 ile domates almaktadir. Antalya ilinde
gerceklestirilen toplam yas meyve sebze ihracat degerinin % 27’si sadece domatesten
saglanmaktadir. [hracatin  biiyiik oranda ki déneminde gergeklestirildigi
diisiiniildiiglinde Antalya ili sera domatesi ile % 59’luk bir paya sahip olmaktadir
(Canakg1 ve Akinci 2007, Emekli vd. 2008).

Tiirkiye’de kis donemi ihracatinin 6nemli bir dayanak noktasi da yas sebze ve meyve
tretimidir. 1995 yilindan giiniimiize Ortii alti yetistiriciligi giderek artmaktadir. Bu
acidan incelendiginde Antalya % 76’lik bir oranla Tiirkiye genelinde ilk sirada yer
almakta olup, 2. iriin kapsaminda bu alanlar degerlendirildiginde, oran % 125’i
bulmaktadir. Turkiye genelinde 507.000 dekarlik sera alan varliginin % 50’si (250.000
dekarlik) cam seralarin % 83,5’i ve plastik seralarin da % 41°i Antalya iliminde
bulunmaktadir (Canakg¢1 ve Akinci 2007, Emekli vd. 2008).



Dikimden hasat donemine kadar biitiin asamalarda karsilasilan sayisiz problemler
nedeniyle domates ekim alanlartyla elde edilen {iriin miktar1 arasinda paralellik
gorilmemektedir. Sebze tariminda {retimi simirlayan ve iirliniin pazar degerinde
kayiplara neden olan birgok canli ve cansiz etmen vardir. Domatesin iiretimi ve kalitesi
cok cesitli hastaliklar nedeniyle diismektedir. Bakteriyel, fungal ve viriis hastaliklar1
onemli Ol¢iide tirtin kalitesi ve veriminde etkili olmaktadirlar. Domates tiretimini biitiin
diinyada oldugu gibi kisitlayan en 6nemli faktorlerden biri degisik viriislerin sebep

oldugu viriis hastaliklaridir (Hanssen vd. 2010).

Domateslerde yaygin olarak goriilen 6nemli hastaliklara sebep olan viriis cins ve ilgili
tirler arasinda Tospovirus cinsinde Domates lekeli solgunluk virtisii (Tomato spotted
wilt virus (TSWV), Begomovirus cinsinde Domates sari yaprak kivirciklik viriisu
(Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV), Cucumovirus cinsinde Hiyar mozaik viriisii
(Cucumber mosaic virus, CMV), Tobamovirus cinsinde Tutiin mozaik virusi (Tobacco
mosaic virus, TMV), Domates mozaik virtisii (Tomato mosaic virus, ToMV) ve
Crinivirus cinsinde Domates kloroz virust (Tomato chlorosis virus, ToCV) ve Domates
bulasici kloroz viriisii (Tomato infectious chlorosis virus, TICV) sayilabilir (Moriones
ve Luis-Arteaga 1999).

Bunlar icerisinde, ToCV domateslere zarar veren ve ekonomik anlamda biyik
kayiplara neden olan en 6nemli viriislerden biridir. ToCV ilk kez domateslerde 1989
yilinda Florida’da (ABD) belirlenmis ve sar1 yaprak hastaligi olarak adlandirilmistir
(Wisler vd 1998a). Domates ToCV’nin ana dogal konukgusudur. Bu viriisiin diger
konukgular1 Solanum nigrum, Datura stramonium, Physalis peruviana, tomatillo
(Physalis ixocarpa), Physalis angulata, bazi tatli biber varyeteleri (Capsicum annuum)
ve patatestir (Solanum tuberosum) (Lozano vd. 2004, Trenado vd. 2007, Freitas vd.
2012).

ToCV hem tarlada, hem de 6rtii altinda enfeksiyonlara yol agar, ancak oOrtii altinda viriis
uygun ¢evre kosullarindan dolayr daha hizli yayilmaktadir. Ciinkii ortii alti kosullart

vektor beyazsineklerin gelisimi ve gogalmasi i¢in uygun ortam sunarlar (Anonymous



2013). ToCV Closteroviridae familyasindan Crinivirus cinsine ait yaklasik 850 nm
uzunlugunda uzun, kivriml partikiillii, ss (+) iki parcali RNA genomlu (RNA 1 ve RNA
2) bir virustar (Wisler vd. 1996).

Domateslerde ToCV enfeksiyonundan kaynaklanan hastalik belirtileri alt yapraklarda
damarlararas1 sararma ile baslar, damarlar yesildir. Bu belirtiler mineral madde
eksikliklerine, fitotoksiteye veya yaslilik belirtilerine ¢ok benzer. Sararmis yapraklar
kalinlagsmis ve kirilgan bir yapidadir. Sararma genellikle alt yasli yapraklardadir ve geng
yapraklarda nadiren goriiliir. Enfekteli bitkiler erken yaslanirlar ve zayiftirlar. Boyle

bitkilerde meyveler geg¢ olgunlasirlar ve verim diistiktiir (Anonymous 2013).

ToCV’nin varlig1 Tiirkiye’de ilk kez Mugla’nin Fethiye il¢esine ait serada belirlenmistir
(Cevik ve Erkis 2007). Sonra 2011 yilinda yapilan bir surveyde ToCV’nin Antalya
seralarinda oldukga yaygin oldugu belirlenmistir (yayinlanmamig). Son olarak ToCV
2013 yilinda Adana ve Mersin illerinde varligi tespit edilmistir (Pehlivan 2013)
belirlenmistir. Goriildiigii tizere TOCV ile ilgili Tirkiye’de oldukga az ¢alisma yapilmis
olmasi ve bu viriisiin hizla yayilmasi bize bu konuda calisma fikrini vermistir. Bu
calismada, ToCV tam kilif protein sekansi belirlenmis ve Crinivirus cinsinde bu virlsin
taksonomik konumu tartigilmistir. Bu 6nemli ve yayilmakta olan domates patojeninin
1yl anlagilmasi ve onun biyolojik 6zelliklerini ve izolatlar1 arasindaki iliskileri diger
Crinivirus’lerle iliskilendirmek amaciyla, Tirkiye'de 5 ToCV izolatinin tam kilif
protein geni sekanslanmus, filogenetik analizi yapilmis ve NCBI genom veritabani kayit

edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Domates Virusleri Hakkinda Genel Bilgiler

Diinya ¢apinda, 33 cinse ait yaklagik 146 viriisiin domatesleri enfekte ettigi rapor
edilmistir. Bunlardan 27’si Potyvirus cinsine ait; 17 Begomovirus, 15 Nepovirus, 9
Potexvirus, 8 Tobamovirus, 6 Luteovirus ve 6’s1 da Tymovirus’lerdendir. Kalan 67 virus
Alfamovirus, Carlavirus, Carmovirus, Closterovirus, Comovirus, Crinivirus,
Cucumovirus, Cytorhabdovirus, Dianthovirus, Fabavirus, Furovirus, llarvirus,
Ipomovirus, Luteovirus, Necrovirus, Nucleorhabdovirus, Ourmiavirus, Phytoreovirus,
Sequivirus, Tobravirus, Tombusvirus, Tospovirus, Tymovirus, Umbravirus ve

Varicosavirus cinslerin arasinda dagilmaktadir (Hull 2013).

Diinya capinda domates yetistirilen alanlarda c¢esitli virlislerin varligi bildirilmistir.
Domates viriis hastaliklarina olduk¢a duyarli olmasi nedeniyle ¢ok sayida viriis
hastaligina konukguluk etmektedir. Domates yetistirilen alanlarda Tiitlin mozaik viriisii
(Tobacco mosaic virus, TMV), Domates mozaik virtsi (Tomato mosaic virus, TOMV),
Hiyar mozaik viriisii (Cucumber mosaic virus, CMV), Domates lekeli solgunluk virtst
(Tomato spotted wilt virus, TSWV), Domates sar1 yaprak kivirciklik viriisii (Tomato
yellow leaf curl virus, TYLCV), Titin yaniklik viriisii (Tobacco etch virus, TEV),
Patates Y virusu (Potato virus Y, PVY), Domates kloroz viriisu (Tomato chlorosis
virus, ToCV), Domates bulasicit kloroz viriisii (Tomato infectious chlorosis virus,
TICV), Yonca mozaik virist (Alfafa mosaic virus, AMV) gibi viriislerin zarar verdigi
Tirkiye’de ve diinyada birgok arastirici tarafindan rapor edilmistir (Giildiir vd. 1995,
Yurtmen vd.1998, Nie ve Singh 2002, Cevik ve Erkis 2007).

Son yillarda gerek hijyene 6nem verilmesi ve gerekse dayanikli ¢esitlerin ticari olarak
bulunmas: itibariyle mekanik olarak bulasan (ToMV, PVX vs.) viriisler eskisi kadar
gorilmemekte ve dolayisiyla ekonomik kayiplar vermemektedir. Ancak domateste
vektorlerle taginan viriisler hala dnemlerini korumakta, 6zellikle de havai vektorlerle

(afit, beyazsinek, trips) tasinan viriisler ¢ok daha énemli olmaktadir. Bu bakimdan da



beyazsineklerle taginan virtisler (TYLCV ile ToCV) Tiirkiye’de 6zellikle sera domates

uretimini en gok tehdit eden viral etmen olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2.2 ToCV’nin Cografi DagilimiToCV diinyada ilk kez Florida’da 1989 yilinda
goriilmiistiir (Wisler vd. 1998a). ToCV sonra sirasiyla Ispanya (1999), Portekiz (2000),
Italya (2001), Yunanistan (2002), Tayvan (2004) israil, Meksika (2006) ve Japonya
(2009)’da belirlenmistir.

ToCV Avrupa birligi iilkeleri disinda Fas (Hanafi 2002), Porto Riko (Wintermantel vd.
2001), Amerika (Wisler vd. 1998b) ve Tayvan’da (Tsai vd. 2004) rapor edilmistir.
Ayrica, Meksika’da (Alvarez vd. 2006), Kiiba’da (Martinez-Zubiaur vd. 2008),
Brezilya’da (Barbosa vd. 2008) da rapor edilmistir. Tiirkiye‘de ilk kez 2007 yilinda
Bayram Cevik ve G6zde Erkis (2007) tarafindan Mugla’nin Fethiye ilgesinde hastaligin
varhig1 rapor edilmistir. Etmen daha sonra 2011 yilinda Antalya’da (Prof. Dr. I. Ozer
Elibiiytik ile kisisel goriisme, yayinlanmamig) ve sonra 2013 yilinda Adana ve Mersin
illerinde  belirlenmistir (Pehlivan 2013). Bu c¢alismada Adana ve Mersin illerinde
tiretimi yapilan domateslerde ToCV’nin yaygmlik durumu konulmusg, ToCV’nin farkl:
izolatlarinin kilif protein geni tizerinden 360 bp’lik bir bolgeye gore karakterizasyonu

yapilmistir (Pehlivan 2013).
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Sekil 2.1 ToCV ve TICV’nin cografi dagilimi (Navas-Castillo vd. 2011)

Her (lke veya bolge igin ilk raporlar yil yuvarlak igerisine alinmustir. Ulkeler ve ilk
raporlar icin referanslarin tam listesi EK 1°de gosterilmistir.



2.3 ToCV’nin Konukgular:

ToCV domatesten baska biber (Capsicum annuum) (Lozano vd. 2004, Barbosa vd.
2010, Fortes vd. 2012) ve patates (Solanum tuberosum) (Fortes ve Navas-Castillo 2012,
Freitas vd. 2012) gibi ekonomik bakimdan onemli bitkileri enfekte edebilmektedir. C.
annum Ispanya’da dogal konukcu olarak rapor edilmese de, Tayvan’da dogal konuk¢u
olarak kabul edilmistir (Lozano vd. 2004, Tsai vd. 2004).

ToCV 13 familyanin 37 bitki tiirlinii i¢ine alan genis test bitkisi dizisine sahiptir. Bunlar
Aizoaceae, Amaranthaceae, Apocynaceae, Asteraceae, Chenopodiaceae,
Plumbaginaceae, Solanaceae familyasma dahil degisik bitkilerdir (Louro vd. 2000,
2007, Font vd. 2004, Tsai vd. 2004, Morris vd. 2006, Wintermantel ve Wisler 2006,
Trenado vd. 2007, Solérzano-Morales vd. 2011, Fonseca vd. 2013).

ToCV’nin TICV ve diger Crinivirus’lerin aksine marulu enfekte etmedigi rapor
edilmistir (Wisler vd. 1998b). Test bitkisi olan Nicotiana clevelandii, N. benthamiana
ve Physalis wrightii’ye bitki basina 30 beyazsinek kullanilarak deneysel olarak
tagimustir. P. wrightii virus inokulasyonu en kisa siirede simptom gdsteren test bitkisi

olmustur (Wintermantel 2004).

2.4 ToCV’nin Domatesteki Belirtileri

Virlis, domates bitkilerinin 6zellikle alt yapraklarinda damar aralarinda sararmayla
baslar. Zaman zaman alt yapraklarin gevrek kirilgan bir yap1 almasina son olarak da
kirilmalara neden olur. Hastaligin seyri alt yapraklardan st yapraklara dogrudur
(Wisler vd. 1998a, 1998b). Meyvelerde belirti gbzlenmese de bitki meyveden dnceki
donemde viriisten etkilendigi i¢in normal boyutuna ulagamaz ve hasat gecikir. Arazinin
geneline bakildiginda ise; meyve boyutunda kiiglilme, meyve sayisinda azalma ile
birlikte raf dmriinde kisalma seklindeki problemlerle karsilasilmaktadir. Vektor bocek

ucusundan yaklagik bir hafta sonra, arazide bu tip simptomlar gézlenmektedir (Wisler



vd. 1998a, 1998b, Wintermantel vd. 2008). Bazi yillar karisik enfeksiyon olusturmasi
nedeniyle ciddi sekilde kayiplara neden olabilmektedir (Wintermantel vd. 2008).

ToCV’nin  ve TICV’nin olduk¢a benzer simptomlar olusturmasindan dolay1
simptomolojik agidan birbirlerinden ¢ok kolay ayirt edilemeyecegi bildirilmektedir
(Wisler vd. 1998a). Bu iki virls serolojik olarak benzer olmayip, nukleik asitleri de
hibridize olmamaktadir (Duffus vd. 1996).

Seralarda domateste gorilen simptom ve zarar ¢esitten ¢eside farklilik gostermektedir
(Hanafi 2002). Her ne kadar virlis meyvede belirgin bir simptom ve zarar olusturmasa
da Ispanya’da Malaga ve Almeria bolgelerinde meyvelerde verim kayb1 ve olgunlasma

stiresinde gecikme seklinde kayiplar rapor edilmistir (Lozano vd. 2004).

ToCV enfekteli bitkilerde nispeten uzun bir latent donemine sahiptir. ilk bulasmadan

genellikle 3-4 hafta sonra hastalik simptomlari goriillmeye baslamaktadir (Tzanetakis vd.
2013).

2.5 ToCV’nin Tasinmasi

ToCV beyazsineklerle semi-persistent olarak tasinan virustir. Simdiye kadar tespit
edilen beyazsineklerle tasinan bitki virislerinde yalnizca ToCV dort beyazsinek tirtyle
taginarak, diger Crinivirus liyelerden ayrilmaktadir (Wisler vd. 1998b). Bemisia tabaci,
Bemisia argentifolii, Trialeurodes vaporariorum ve Trialeurodes abutilonea tirleri bu

virisun diinya geneline yayilmasina neden olmustur (Wintermantel 2004).

T. abutilonea ve B. tabaci biotype B (Middle East-Asia Minor 1, MEAM1) ToCV’nin
en etkili vektorleri olmasina ragmen, B. tabaci biotype A (B. tabaci New World) ve T.

vaporariorum’un da daha az etkin vektorler oldugu bildirilmistir (Wintermantel 2004).



Wintermantel ve Wisler (2006) virtsiin beyazsineklerde tasinma siirelerinin farklilik
gosterdigini; ToCV’nin T. abutilonea’da 5 giin, B. tabaci’nin B wrkinda 2 gin, T.
vaporariorum ve B. tabaci’nin A wrkinda 1 giin kalabildigini saptamislardir. B. tabaci ve
T. vaporariorum tiirleri EPPO A2 listesinde yer almaktadir (Morris vd. 2006). T.
vaporariorum EPPO bolgesi ulkelerinde seralarda, yazlar1 da agik alanda oldukca
yaygindir (Anonymous 1998). B. tabaci’nin EPPO lkelerinde seralarda Kuzey
Avrupa’da ise yaz aylarinda agik alanda varlig1 rapor edilmistir. T. abutilonea ise ABD
ve Kiiba’da bulunmaktadir (Anonymous 1998).

Virisiin B. tabaci ve T. vaporariorum gibi vektorlerin hareketiyle yayilmasi
ongoriillenden oldukc¢a yavas bir sekilde gerceklesmektedir. Viriis tasiyan beyazsinekler
uzun mesafelere virlisii tasiyabilseler de, esas tasinma konukgu bitki hareketiyle
olmaktadir. Diger Crinivirus’ler gibi ToCV de mekanik olarak tasinmamaktadir (Dovas
vd. 2002). ToCV hemen hemen tim Closteroviridae familyasina dahil virusler gibi
tohumla da tasinmamaktadir (Brunt vd. 1996).

Beyazsinekler bir saat gibi kisa beslenme siireleri ile ToCV’i kazanabilmektedir, ancak
boceklerin besleme siiresi uzadikga, virisu kazanma etkinlikleri de artmaktadir. TOCV
yalnizca 1-9 gin boyunca virlsli beyazsinekler tarafindan tagmmmaktadir (McAvoy
2009).

2.7 ToCV’nin Teshisi

ToCV’nin teshisinde ilk adim simptomlarin tanimlanmasidir. Fakat domateslerde TICV,
ToCV belirtilerine ¢ok benzemekte ve gozle ayrilamamaktadir (Hochmuth ve Simone
1996, Wisler vd. 1996). Sonug¢ olarak, ToCV c¢esitli laboratuvar yontemleriyle
saptanabilmektedir.

Isik mikroskobu altinda ToCV ile enfekteli N. clevelandii nin sitoplazmasinda azure A

boyasi ile kirmizi-mor ilgi cisimcikleri gorilmistiir. Bu ilgi cisimcikleri TICV ile



enfekteli bitkiler icinde gecerlidir ve genelde floem hticrelerinde gortlmektedir (Wisler
vd. 1998b).

Crinivirus tanist i¢in dSRNA analizi (Morris ve Dodds 1979) yaprak sararmasinin
dogasini belirlemek amaciyla kullamilmistir, fakat bu yontem ginimdizde rutin viris

teshisinde kullanilmamaktadir (Anonymous 2013).

Real time RT-PCR ve geleneksel RT-PCR viriis tanimlama i¢in onerilmektedir. Buna
ek olarak, amplikonlarin dizi analizi virisin tanimlanmasi igin kullanilabilir. TICV
ve/veya ToCV icin arastirma amacglh antiserumlar bulunsa da, ginimizde ToCV ig¢in

ticari bir antiserum bulunmamaktadir (Jacquemond vd. 2009).

Digoksigenin-isaretli tamamlayic1 RNA kullanimi in vitro transkripsiyon reaksiyonu ile
sentezlenmis ve dsDNA prob’tan Dot blot analizi icin giivenilir ve duyarli oldugu
Ozellikle Orneklerin toplu tarama igin kanitlanmistir, ancak yaygin olarak
kullanilmamaktadir (Hadidi ve Yang 1990, Vaira vd. 2002, Anfoka ve Abhary 2007,
Velasco vd. 2008). Louro vd. (2000) ve Vaira vd. (2002) bu virtsleri laboratuvar
kosullarinda dot-blot hibridizasyon yontemi ve RT-PCR c¢alismalari ile ayit etmenin

miimkiin oldugunu belirtmislerdir.

Geleneksel RT-PCR domates Crinivirus teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
ToCV spesifik primerler 1s1 sok proteini homolog geni veya kilif protein geni igin
gelistirilmigstir (Tiberini vd. 2010). Viriisiin saptanmasi daha ¢ok molekiiler ¢aligmalar
(RT-PCR) ile mumkin olabilmektedir. Cok kisa siirede ve gilivenilir bir sekilde
saptanabilirligi ile ilgili olarak Hirota ve arkadaslar1 2010 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada
bir¢ok izolat1 taniyabilen ve ¢ogaltabilen (ToCV-CF: GTG TCA GGC CAT TGT AAA
CCA AG ve (ToCV-CR: CAC AAA GCG TTT CTT TTC ATA AGC AGG) primer
ciftini kullanarak dogal olarak beyazsinekle bulasik bitkilerde ToCV’ye ait genin 360-
bp’lik fragmentini ¢ogaltmiglardir. ToCV’ye spesifik primerler kullanarak elde ettikleri
493 bp’lik DNA friinlerinden elde ettikleri dizilimleri Gen bankas1 verileriyle

karsilastirdiklarinda etmenin ToCV ile % 99 oraninda benzerlik gosterdigini ortaya



koymuslardir. Bu ¢aligmalar sonrasinda bir Digoxigenin-DNA probu iiretmisler ve dot-
blot hibridizasyon yonteminde kullanmiglardir. Hem PCR ve hem de dot-blot
hibridizasyon yonteminin araziden toplanan orneklerde viriisiin saptanmasinda hizli ve

giivenilir yontem olduklarini bildirmislerdir (Louro vd. 2000).

2.8 ToCV Genomunun Tanimlanmasi

ToCV, yaklasik 800-850 nm uzunlugundan olusan, iki parcali genomlu (+) RNA
(Wintermantel vd. 2005) genoma sahiptir (Lui 2000). RNA 1 virls replikasyonu
(Karasev 2000, Wintermantel vd. 2005) ile baglantili proteinleri kodlayan biiyiik dort
acik okuma c¢ergevesini (ORF) kodlar. RNA 1 Proteaz, metiltransferez ve helikaz
protease, (methyltransferase, and helicase, PRO-MT-HeL) domain, RNA’ya bagli RNA
polimeraz (RNA dependent RNA polymerase, RdRp), varsayimsal (putative) bir protein
ve transmembran domain ile varsayimsal bir protein kodlamaktadir. Bu dort ORF ek
olarak RNA1 bir 5'-¢evrilmemis boliimii (UTR) ve 3'-UTR icermektedir (Wintermantel
vd. 2005) (Sekil 2.2). RNA 1°de kodlanmis p22 proteini etkili bir gen susturma
baskilayicisidir. Bundan bagka RNA 2’de kodlanmis kilif protein (CP) ile kiiglik kilif
protein (CPm) genleri de gen susturmasi baskilama ozelligine sahiptir (Canizares vd.
2008).

RNA 2 kapsitlenme, hiicreden hicreye hareket ve beyazsineklerle tasinma da dahil
olmak iizere ¢ok sayida islevler yiklenen proteinleri kodlayan dokuz ORF kadar
kodlamaktadir (Zinovkin vd. 1999, Alzhanova vd. 2000, 2001) (Sekil 2.2). Her iki RNA
molekill uzun ve biikiimlii viryonlar i¢inde ayri olarak kapsitlenmistir. RNA 2 bir 1s1
sok protein 70 homologu (Hsp70h), 59 kDa’luk protein, buyik (CP) ve kiigiik kilif
proteini (CPm) ile dokuz ORF icermesiyle tipik bir Closteroviridae bireyidir. Dokuz
ORF potansiyel p4 (ORF1), Hsp70h (ORF2), p8 (ORF3), p59 (ORF4), p9 (ORF5), CP
(ORF6), CPm (ORF7), p27 (ORF8), ve p7 (ORF9)’den ibarettir (Peremyslov vd. 1999,
Louro vd. 2000, Lozano vd. 2006) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Domates kloroz viris’iin genom organizasyonunun sematik gosterimi

Dikdortgenler agik okuma gergevelerini (ORF) temsil etmektedir. CP, kilif protein; CPm,
kiigiik kilif protein; HSP70h, Is1 sok proteini 70 homologu; Hel, Helikaz; MT, Metil
transferaz; Pro, Proteinaz; RdRp, RNA’ya bagli RNA polimeraz.

ToCV ve diger Criniviris’ler arasindaki benzerlikler belirlenmistir. ToCV genetik
olarak Lettuce infectious yellows virus (LIYV) (Wintermantel vd. 2005, Navas-Castillo
vd. 2000), Sweet patato chlorotic stunt virus (SPCSV) ve Cucurbit yellow stunting
disorder virus (CYSDV) ile benzerlik géstermektedir (Lozano vd. 2006).

ToCV’nin tam genom analizi giiniimiize kadar yalnizca ABD (Wintermantel vd. 2005),
Ispanya (Lozano vd. 2006), Yunanistan (Kataya vd. 2008), Brezilya (Albuquerque vd.
2013) Cin (Zhao vd. 2014) ve Guney Kore (Lee vd. 2014) izolatlari i¢in yapilmistir.
Yapilan filogenetik ¢alismalar Yunanistan izolatinin ABD ve Ispanya izolatlar;, Cin
izolatinin Florida izolati, Brezilya izolatinin da Yunanistan izolati ile olduk¢a benzer

oldugunu ortaya koymustur (Jacquemond vd. 2009).

2.9 ToCV’nin Kontroli

ToCV’nin kontroliiniin beyazsinek miicadelesiyle gerceklestirilebilecegi rapor
edilmistir.  Ozellikle vektdr boceklerde insektisit dayaniklilign gdz oniinde

bulundurulunca, miicadele sekillerinde alternatif yollar aranmaktadir (Anonymous
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2000). Biyolojik ajan olarak Encarsia formosa (parazitik esek aris1) T. vaporariorum’a
kars1 kullanilmaktadir. Ancak bu ajan B. tabaci’de ayni oranda etkili degildir. Bu
nedenle B. tabaci eradikasyonunda T. vaporariorum i¢in kullanilandan daha fazla
biyolojik ajan kullanmak gerekmektedir. Delphastus pusillus B. tabaci’ye karsi oldukga
etkilidir (Anonymous 2000). Bunlarin yaninda ekim alanlarinin etrafinda bulunan
vektor boceklerin taginmasini saglayabilecek ve viriisiin dogal konukcusu olabilecek
bitkiler yok edilmelidir. Ayrica fidelikler gerek iiretim asamasinda, gerekse nakil
asamasinda enfeksiyondan uzak tutulmalidir. Ciinkii heniiz ToCV’ye dayanikli ticari

cesitler gelistirilmemistir (Navas-Castillo vd. 2000).

Dayanikli ¢esit konusunda yeteri kadar bilgi bulunmamaktadir. Ancak dayanikli ¢esit
gelistirmek icin cesitli calismalar yapilmaya calisilsa da, dayanikli ¢esit sayisi ¢ok

siirhdir ve bunun igin bazi yabani gesitler énerilmektedir (Garcia-Cano vd. 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Ornek alma

Calisma materyalini daha once bir TUBITAK (1110025) projesi cercevesinde
Antalya’da ortii alti (cam ve plastik sera) domates yetistiriciliginin en yogun olarak
yapildigit Kumluca, Kas, Serik, Merkez ve Demre ilgelerindeki (5 izolat) seralardan
ToCV ile enfekteli oldugu RT-PCR ile saptanmis domates yapraklar1 olusturmustur.
Enfekteli bu yapraklar toplandiktan sonra numaralandirilip etiketlenerek, buz kutusu
icerisinde laboratuvara getirilmis ve -80 °C’deki derin dondurucularda muhafaza

edilmistir.

Laboratuvar calismalar Gebze Teknik Universitesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik
Bolimi Laboratuvarlari’nda yapilmistir. Segilen bu bes Ornek ile yeni primerler
duzenlenerek dogrudan molekiiler galismalar yapilmis ve DNA sekans sonuglari ile

ToCV viriisiine ait protein kilifinin tam geninin analizleri ger¢eklestirilmistir.

3.1.2 Total RNA izolasyonu

RNA izolasyon c¢alismalari, PureLink® RNA Mini Kit (ambion® Thermofisher
Scientific) kullanilarak yiritilmustir. PureLink® RNA Mini Kit’inde Lysis Buffer
(liziz tamponu), Wash Buffer I (yikama tamponu I), Wash Buffer II (yikama tamponu
I1), RNase-Free Water (RNase-icermeyen su), Spin Cartridges (koleksiyon tlp ile),

koleksiyon tlpler ve kurtarma tpleri yer almaktadir.

Total RNA izolasyonu isleminde kit icinde mevcut olan tiipler disinda havan ve havan

eli, eppendorf tiipleri, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari, Eppendorf centrifuge
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(5427 R, US) kullanilmistir. Tiim malzemeler (RNA izolasyon ve RT-PCR igin
kullanilacak) 6ncede diethylpyrocarbonate (DEPC) ile muamele edilmistir. DEPC ile
muamele edilmis saf malzemeleri deterjan etkisinin kirilmas1 amaciyla 121 °C’de 20
dakika otoklav edilmis, sonrasinda 80 °C’da firinda kurutulmustur. Bu malzemeler
kullanilincaya kadar 6zel bir dolapta muhafaza edilmis ve yalnizca RNase ve

DNase’den ari polvinil eldivenler ile dokunulmustur.

Total RNA izolasyonu ¢alismalar1 sonucunda elde edilen farkli izolatlara ait RNA’larin
miktarlar1 ve safliklari, BioSpec-Nano Spectrophotometer (Shimadzu Scientific for Life
Science) yardim ile OD260/280 ve OD 260/230 nm dalga boyunda o6l¢iilmiistiir. Elde
edilen RNA’lar % 1’lik agaroz jelde 45 dk saat 80 W yiiriitilereck UV 151k altinda

gorindr hale getirilerek gézlemlenmistir.

3.1.3 RT-PCR c¢alismalari

Total RNA ekstraksiyonu c¢alismalart sonunda, ToCV ile infekteli bitkilerden elde
edilen total RNA ekstraktlari, RT-PCR ¢alismalarinda materyal olarak kullanilmistir.

RT-PCR ¢aligmalari, 200 pl’lik PCR eppendorf tiipleri, saf su (dH,0), pipet, steril pipet
uclari, izolatlara ait RNA’larin cogaltilmasi amaciyla komplementer (tamamlayici)
DNA’e (cDNA) doniistiirilmesi igin kullanilan Moloney murine leukaemia virus
Reverse Transcriptase enzimi (M-MLV, stok 200 u/pl Thermo scientific, EP0441),
c¢DNA’in ¢ogaltilmas: amaciyla gerekli yiiksek sicakliga dayanikli (termostabil) DNA
polimeraz enzimi (Taq polimeraz, stok 5 u/ul Thermo scientific, EP0402), RNAse
inhibitord (stok 40 u/ul Thermo scientific, EO0381), MgCl, (stok 25 mM), Tag DNA
Polymerase PCR Buffer (10X Thermo scientific, 18067-017 ) ve Deoksintkleotid
trifosfat ANTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP dNTP Mix (10 mM each Thermo scientific,
R0192) kullanilarak yapilmistir.

Primerler ise bu arastirmada tasarlandigt ToCV kilif protein geni igin virts spesifik

oligoniikleotid primerleri kullanarak RNA’nin hedef bolgesi cogaltilmistir. Virs
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genomu iizerinde hedef bdlgelerin ¢ogaltilmasi isleminde gerekli sicakliklar, VERITI
(Applied Biosystem) marka PCR aleti kullanilarak saglanmistir.

3.1.4 Agaroz jel elektroforez calismalar:

Agaroz jel elektroforez ¢alismalarinda ¢alisma konusu viriislere ait toplam RNA ile RT-
PCR c¢alismalar1 sonucunda elde edilen PCR f{iriinleri materyal olarak kullanilmistir.
Agaroz jel elektroforez isleminde, agaroz (Biobasic Inc. Agarose A, D0012), Nukleik
asit boyama amaciyla kullanilan Red safe (Intron Bio. 2114), TAE tampon ¢ozeltiler,
Elektroforez cihazi (Cleaver Scientific, MP-300) ve gi¢ kaynagi kullanarak islem
gerceklesmistir.

RT- PCR firiinlerinin molekiil agirliklarinin kontrolii i¢in kullanilan 1 kb DNA marker
(0,5 ug/ml GeneRuler 100 bp DNA Ladder, SM0241) Thermo Scientific firmasindan
temin edilmistir. Elektroforez isleminden sonra ise ChemiDoc XRS+ system UV 151k
kaynagi (UVP Ultraviolet Transilluminator) ve Image Lab yazilimi kullanilarak

sonuglar kontrol edilmistir.

3.1.5 DNA saflastirilmasi

DNA saflastirilmasi galismalarinda ToCV’ye ait toplam RNA ile RT-PCR c¢alismalari

sonucunda elde edilen PCR {iriinleri materyal olarak kullanilmistir.

Elde edilen PCR druniin varhigmin agaroz jelde teyit edilmesinden sonra, PCR (rlni
GeneJET gel extraction Kkiti (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak, firmanin
talimatlarina uygun olarak saflastirilmistir. GeneJET Jel Ekstraksiyon Kiti TAE veya
TBE buffer olan standart veya diisiik erime noktasi1 agaroz jelden hizli ve etkili DNA
fragmanlarinin saflastirmast i¢in kullanilmaktadir. Kit 6zel silika esasli membran

teknolojisi uygun bir spin kolon seklinde kullanmaktadir. Kitin i¢inde Binding Buffer
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(baglanma tamponu), Wash Buffer (yikama tamponu), Elution Buffer (ellisyon

tamponu) ve GeneJET Purification kolonlar ve tipler yer almaktadr.

3.2 YOntem

Bu ¢alismada izlenen yollar sekil 3.1°de verilmistir.

Omek Toplanmasi

RNA Ekstrasyonu

Primelerin

Tasarlanmasi

Agaroz Jel
Elektrophorez

PCR Uriiniin
Piirifikasyonu

NCBI GenBank’ da

Sekil 3.1 Calismada izlenen yollar

3.2.1 Ornek alma

Bu calismada; TUBITAK (1110025 No’lu Antalya ilinde Seralarda Yetistirilen
Domateslerde Goérillen Onemli Bazi Domates Viriislerinin  Tespiti  Uzerinde
Arastirmalar) projesi kapsaminda yapilan ¢aligmalardan elde edilen ToCV ile enfekteli
oldugu bilinen domates yaprak ornekleri kullanilmistir. Ornekler Antalya’da sera
domates yetistiriciliginin en yogun olarak yapildigi Kumluca, Kas, Serik, Merkez ve

Demre ilgelerindeki (5 izolat) seralardan alinmistir (Sekil 3.2).

16



Turkey

Manavgat

L

Antalya

Glindogmus

Kemer

Gazipasa

TS

@ 120k
T T 1
0 25 50 75 mi

Sekil 3.2 Antalya ili haritas1 (http://magnificentturkey.weebly.com/ 2015)

Harita Uzerinde siyah noktalar Antalya’da drnekleme yerlerini gostermektedir.

Tez caligmasi icin 5 drnek segilerek ilgelere ve bitkilere gore kodlanmis ve molekiiler

calismalarda izolat olarak kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan bitkisel materyal ve illere gore kodlari

Alindig1 yer Kodu
Serik 1
Merkez 2
Demre 3
Kas 4
Kumluca S
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3.2.2 RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonlari, PureLink® RNA Mini Kit kullanarak firmanin Onerileri

izeleyerek asagidaki sekilde ytiriitilmustiir:

>
>
>

A\

-80 °C’de depolanmis 0,2 g ToCV ile enfekteli yaprak dokusu alinmustir.
Enfekteli yapraklar -20 °C’ye kadar gelinceye kadar bekletilmistir.

Soguk odada steril havanlarda havan ve havan eli yardimi ile 0,2 g yaprak
orneklerine siv1 azot eklenip ezilmistir.

Liziz tamponu parcalanmis 6rneklerin lizerine ilave edilmistir. Her 2 ml tampon
icin, 20 pl 2-merkaptoetanol eklenmistir.

Ornek ve tampon karisimi daha sonra oda sicakhiginda 2 ml’lik bir Eppendorf
tlplne aktarilmis ve karisimi homojen hale getirmek icin 5 dakika vorteks
yardimi ile karistirilmistir.

Bundan sonra karisim 12000 x g’de 5 dakika oda sicakligida santrifiij edilmistir.
Siv1 faz (supernatant) RNase icermeyen tiiplere (RNAse free tube) aktarilmis ve
soguk % 98’liik etil alkol (EtOH) ilave edilip 5 dakika karisimin ¢okelmesi i¢in
vorteks ile karistirilmastir.

Sonrasinda 700 pl siipernatant alinip koleksiyon tlipl olan bir spin cartridge’ye
aktarilmistir.

Daha sonra oda sicakliginda 15 saniye 12000 x g’de santrifiij edilmistir. Siizlintii
atilmis ve Spin cartridge ayni koleksiyon tiip i¢cine aktarilmistir.

Tum ornekler bitene kadar iki yukaridaki asama 4 kere tekrarlanmigtir.
Sonrasinda 700 pl yikama Tamponu I Spin cartridge’e eklenmistir.

Oda sicakliginda 15 saniye 12000 x g’de santrifuj edildikten sonra suzlntl ve
koleksiyon tlipii atilmistir. Spin cartridge yeni bir koleksiyon tiipiline
yerlestirilmistir.

500 pl hazirlanmig olan etanol-yikama tamponu II (ethanol+wash buffer 1)
karisim Spin cartridge’e ilave edilip oda sicakliginda 15 saniye 12000 x g’de
santrifiij edilmistir. Stiziintii atilmis ve Spin cartridge ayni koleksiyon tiip i¢ine
yerlestirilmistir.

Yukaridaki asama bir kez tekrarlanmistir.
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» Membrana baglanmig RNA’y1 kurtarmak igin spin cartridge oda sicakliginda 1
dakika 12000 x g’de santrifilj edilmistir. Sonra koleksiyon tiipii atilmig ve Spin
cartridge kurtarma tiipiine yerlestirilmistir.

» 100 pl RNase icermeyen su (RNAse-free water) spin cartridge ortasina ilave
edilip 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

» Membrandan RNA’nin ayristirmasi i¢in spin cartidge tlpl ile oda sicakliginda
12000 x g’de 2 dakika santriflij edilmistir.

> lIzolasyonundan sonra kullanilacak olan saflastirilmis RNA birka¢ saat buz
tizerinde tutulmustur.

» Daha sonra kullanacak saflastirilmis RNA -80 °C’de saklanmustir.

2

2-ME ve Liziz Etanol ile
tampon kanstirnima e
karisiminda RNA' nin
orneklerin = IETf_Sﬂml
parcalanmasi ve Orneklerin Spin : tiipiinde
homojenize hale Catridge'e aktarilmas 3 X yikama aynstirilmasi
getirilmesi ve membrana

baglanmasi

Sekil 3.3 RNA izolasyonu sirasinda izlenen agsamalar

3.2.2.3 Nanodrop’ta RNA él¢ctlmesi

RT-PCR’da kullanmadan 6nce RNA’nin safligin1 ve konsantrasyonlarint belirlemek
amaciyla RNA ekstreleri Nanodrop’ta 6l¢Ulmiistiir. Clinkii PCR’1in diizgiin ¢alismasi
icin 1yi saflastirilmis ve yliksek RNA konsantrasyonu gerekli olmaktadir.

BioSpec-Nano Spectrofotometrede izole edilen RNA’larin OD 260/230 nm ve OD
260/280 nm degerleri Olgiilmiistiir. Ekstraksyon kitten gelen RNAse free water (bu
RNA ekstratlarim1  seyreltmek ig¢in kullanilmistir) kor (blank) olarak cihazda
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okutulmustur. Sonrasinda her 6rnek icin 1 pl RNA 06rnegi cihazda okunmustur. Her
okumadan sonra capraz kontaminasyonu engellemek igin cihaz otomatik olarak
temizlenmistir. NanoDrop’a bagli olan bilgisayara RNA saflifi ve konsantrasyonlar1
kaydedilmistir. Elde edilen sonuglar kaydedilmis ve PCR sirasinda bu sonuclar g6z

oniinde bulundurulmustur.

3.2.3 Primer tasarlamasi

NCBI Gen Bankasi veri tabanindan 5 tam RNA 2 ToCV izolati segilmistir. Dizileri
Molecular Evolutionary Genetics Analysis, MEGA 6.0 yazilimi (Tamura vd. 2013)
kullanilarak siralanmistir. Kullanilan izolatlar gizelge 3.2°de gosterilmistir. Spesifik
primerler tam viriis kilif protein genini ¢ogaltmak amaciyla tasarlanmigtir. Primerler
hem PCR ¢ogaltma, hem de DNA dizilemesi i¢in kullanilmistir. Primerler asagidaki

kriterlere gore diizenlenmistir.

Primerlerin GC igerigi % 50 ve % 60 arasinda olmalidir. Erime sicakligi (melting
temperature, TM) yazilim tarafindan olusturulmustur. ideal TM yaklasik 60 ve 65 °C
arasinda yer almaktadir. Her bir PCR reaksiyonu i¢in forward ve reverse primerler asagi
yukart ayn1t TM’ye sahip olacak sekilde tasarlanmigtir. Primerlerin uzunlugu 18-22 bp
olarak ayarlanmis ve baglanma sicakligin1 kolay hesaplamak igin forward ve reverse
primerlerin arasindaki erime sicakligi 2 °C’den daha az olacak sekilde diizenlenmistir.
Primerler National Centre for Biotechnology Information’dan primer tasarimi aracini
kullanarak herhangi bir ikincil yapinin (secondary structure) olusumunu onlemek igin
dikkatli se¢ilmistir. Primerler primer-primer etkilesimleri (self-complementarity) en aza
indirmek icin dikkatli bir sekilde analiz edilmistir. iki ¢ift primerler RT-PCR’da farkli
boyutlar olan amplikonlar olusturmak ve agaroz jel elektroforez ile kolayca ayirt
edilebilmek i¢in se¢ilmistir. Viriisiin kilif protein geni uzun oldugu i¢in (774 bp) iki
primer ¢ifti tasarlanmistir. Her primer seti kilif proteininin bir kismimi ¢ogaltacak ve
elde edilecek sekanslar1 birlestirecek sekilde tasarlanmistir. Secilen primerler CP1-F ve
CP1-R primer set 1 ve CP2-F ve CP2-R primer set 2 olarak etiketlenmistir. Primerler

yine Primer Express yazilimi v 3.0.1 ile test edilmistir.
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Cizelge 3.2 Primer tasarlamak icin NCBI veri tabanindan se¢ilen tam uzunlukta ToCV

RNA 2 izolatlan

Accession number Izolat Kaynaklar

DQ136146 Ispanya Lozano vd. (2006)
KP137101 Guney Kore Lee vd. (2014)

NC 007341 ABD Wintermantel vd. (2005)
JQ952601 Brezilya Albuquerque vd. (2013)
KC709510 cin Zhu vd. (2013)

3.2.4 Primerlerin sentezi

Bu c¢alismada tasarlanan primerler IONTEK (istanbul) firmasina sentezlettirilmistir.

Primerler firmanin bildirdigi pmol degeri dikkate almmarak 25 pM ¢alisma

konsantrasyonu olacak sekilde steril saf su ile sulandirilmistir.

3.2.5 RT- PCR c¢alismalari

Bu caligmada One-step RT-PCR (tek asamali RT-PCR) yontemi yapilmigtir. RT-PCR

caligmalart 200 pl’lik PCR eppendorf tiiplerinde yapilmistir. RT-PCR iglemi toplam

RNA ekstrasiyonu ¢aligmalari sonunda elde edilen viriis RNA’s1 Gzerindeki belirli

bolgelere karsi dizayn edilen spesifik primerler kullanilarak ve uygun kosullar altinda

cogaltilma amaciyla yapilmistir.

Cizelge 3.3 Genlerin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler

Primer adi | Sekans (5'->3') Uriiniin uzunlugu
CP1-F CGGGTGACGGAAAGTAGGTC 796
CP1-R AGCGTTTGGAACATCGGACA

CP2-F ATCGGTGAAACCCCGATGAC 574
CP2-R CCGGAACCCAAAGTCACAGT
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Cizelge 3.4 RT-PCR’da kullanilan kimyasallar ve miktarlar:

Bilesenler Final conc. 1X
H,O - 14.3 pl
Buffer 1X 25 ul
dNTP 0.15 pM 1.5l
MgCl, 3mM 3ul
Forward Primer 1uM 1l
Reverse Primer 1uM 1l
Tag polimerase 1 u/ul 0.2 ul
Reverse transcriptase 20 u/pl 0.1ul
RNase inhibitor 4 u/pl 0.4 ul
RNA <50 ng 1pl
Toplam 25 pl

3.2.6 PCR dongu programi

RT-PCR bilesenleri karistirildiktan sonra tlpler cizelge 3.5’de goriilen sicakliklar
dogrultusunda ayarlanmig PCR aletine yerlestirilerek PCR agamas1 tamamlanmistir. RT-
PCR yontemi ile tanilanmas1 amaciyla bir kag kez sicakliklar denerek ayarlanmistir. En
uygun kosullar se¢ilmis ve son ¢alismada uygulanmistir. Genellikle baglanma sicaklig
primerlerin TM’sinin altindadir. Bu ¢alismada birkag deneme yaptiktan sonra non-

spesifik band gikmasmin engellemesi igin en uygun baglanma sicakligi 60 °C olarak

bulunmustur.
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Cizelge 3.5 Orneklere uygulanan thermocycler programi

RT-PCR galigmalarinin sonunda ¢ogaltilan DNA (RT-PR Uriini) agaroz jel elektroforez

yontemi kullanilarak gézlenmistir.

3.2.7 Jel Elektoforez

Basamak Sicakliklar Zaman

Reverse transkription 42 °C 60 dk

On-Denatiirasyon 94 °C 2 dk

Denattrasyon 94 °C 30s

Baglanma 60 °C 1dk 40 dongu
Uzama 72 °C 1dk

Final uzama 72°C 10 dk

Cooling 4°C 0

PCR iiriinlerinin biyiikliigine bagli olarak 100 ml TAE icerisine 1 g agaroz
konularak % 1°lik agaroz hazirlanmistir.

Agaroz-TAE karisimi, eriyinceye kadar bir mikrodalga firin igerisinde
sitilmastir.

Karisim bir siire sogumaya birakildiktan sonra ve 1 pl Red safe ilave ederek
karigtirmistir.

Jel tepsisi icine taraklarin varliginda sivi agaroz eklenmistir. Jel katilastiktan
sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartilmistir.

Daha sonra jelin Uzerini 1-2 mm kadar kaplaymcaya kadar tank icerisine TAE
tamponu ilave edilmistir.

1 X olacak sekilde 3 pl 6rnek, 7 pl dH,0, 2 pl Loading Dye karistirilmis ve
jeldeki kuyulara 12 pl dikkatli bir sekilde yiiklenmistir. Iki primer setinin
ortasindaki kuyuya 3 ul 100 bp DNA Ladder ilave edilmistir.

Yiikleme tamponundaki mavi renk jelin sonuna gelene kadar jel tankina 100 V

elektrik akimi1 verilmis ve 45 dakika ¢alistirmistir.
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» Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra UV transilluminatér sistemi ile

gorlniir hale getirilmis ve bilgisayardaki yazilim goriintiiler kaydedilmistir.

3.2.8 Jelden PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Purifikasyon islemi baslamadan 6nce yikama tamponuna % 96’lik etanol ilave ederek

karigtirilmistir. Tiim saflagtirma islemleri oda sicakliginda gerceklestirilmistir.

Calismada izlenen basamaklar sirayla;

» DNA’nin zarar gormemesi i¢in islemler disik UV 1sik altinda
gercgeklestirilmistir. Bantin oldugu yerdeki DNA bélgesi temiz bir bisturi
kullanilarak kesilmistir. Once tartilmis bir 1,5 ml Eppendorflara aktarilip
yeniden tartilmugtir. Jel diliminin agirligi kaydedilmistir.

» Tartilmig DNA {irlinline baglanma tamponu 1:1 olarak (hacim: agirlik, % 1
agarose i¢in 100 mg jel: 100 pl buffer) ilave ederek ¢oziilene kadar 50-60 °C’de
10 dakika jel inkiibe edilmistir. Karisimin rengi saridir.

» Arada eritme islemini kolaylagtirmak ve jelin tamamen ¢6ziilmesi amaciyla el ile
tiipler birkag kez tersine gevrilmistir. Kolona ylklenmeden dnce tlipler vortex ile
karigtirilmastir.

» Renk sar1 ise DNA dogru pH’dadir (pH 5,2). Eger renk portakal saris1 veya mora
donmiisse 3 M 10 pl sodyum asetat ilave edilerek dogru PH’ya ulasilmistir.

» 800 pul ¢oziinmiis jel purifikasyon kolonuna yiklenmis ve 1 dakika 12000 x g’de
santrifiij edilmistir. Cokelti (koleksiyon tiipiindeki) atilmis ve tekrar kolon tiipe
yerlestirilmistir.

» 100 pl baglanma tamponu kolona eklenip 1 dakika santrifiij edilmistir. Cokelti
(koleksiyon tlipindeki) atilmis ve yeniden kolon Kkoleksiyon tipe
yerlestirilmistir.

» 700 pl etanol ve yikama tamponu karisimi kolona eklenmis ve 1 dakika 12000 X
g’de santrifllj edilmistir. Cokelti atilmis ve yeniden kolon koleksiyon tlipline

yerlestirilmistir.
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» Kalan yikama tamponunu tamamiyle gidermek i¢in saflastirma kolonu 1 dakika
12000 x g’de bir kez daha santrifuj edilmistir.

» Saflastirma kolonu temiz 1,5 ml’lik Eppendorf’a yerlestirilmis, saflastirma
kolon membraninin merkezine 50 pl eliisyon tamponu eklenmis ve 1 dak
santrifiij edilmistir.

» Kolon ¢Ope atilmis ve c¢okelti (saflagtirllmis DNA) -20 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.9 Saflastirilmis PCR Urunlerinin dizilenmesi

Saflagtirlmis PCR iriinleri firmaya (REFGEN Biyoteknoloji, ANKARA) jel
goriintiileri elde edildikten sonra en az 100 ng /ml olacak sekilde gonderilmistir. Cift
yonlii okuma yapilacagi igin her bir primer ciftinden 5 pmol konsantrasyonda 10’ar pl

hazirlanarak gonderilmistir.

3.3 Veritabanlari, Yazihmlar ve Bilisimsel Dizinin Analizi

3.3.1 Hizalama ve Dizinin Dlzenlemesi

Kromatogram dosyasin1 kontrol etmek i¢in diziler Chromas Lite v 2.1 (2012)
kullanilarak diizeltilmistir. Cakisan diziler daha sonra ¢oklu siralama sonuglarindan
konsensus dizileri olusturmak igin MEGA 6.0 (Tamura vd. 2013) kullanilarak
birlestirilmistir. Diizenlenen sekanslar Gen Bankasinda online BLASTn programi
(Altschul vd. 1997) kullanilarak analiz edilmistir.
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3.3.2 ORF Analizi

Tam  sekans  drund, ORF’leri  belirlemek icin  NCBI ORF  finder
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/ 2015) kullanilarak analiz edilmistir. Varsayilan
ayarlar minimum 20 aminoasitlik bir biiyiikliikle biitiin ORF’leri gostermistir. TOCV
ORF’sini tanimlamak icin belirlenmis ORF bilinen/tanimlanmis bir ToCV’nin ORF’si
(accession number NC_007341) ile kiyaslanmuistir.

3.3.3 Protein Familya Siniflandirmasi

Kilif protein familyasi NCBI CD- Search (searched: CDD v3.03—42251 PSSMs)
(Marchler-Bauer ve Bryant 2004), PSI-BLAST (Altschul vd. 1997) ve Pfam (Bateman
vd. 2002) adli 3 programin kombinasyonuyla calisilmistir. CD-Search bir protein
sorgusu kullanilarak onceden hazirlanmis pozisyona 0zgii puanlama matrislerinin
(position specific scoring matrices, PSSMs) bir setini taramak icin RPS-BLAST’1
(Reverse-PSI-BLAST; PSI-BLAST’in bir varyanti) kullanan Conserved Domain
Database’i (CDD) arastirmak igin bir NCBI arayiiziidiir. PSI-BLAST (position-specific-
iterated BLAST) scoring matriksini insa etmek amaciyla sekansi sorgulamak igin
baslangictaki eslesmeleri kullanir ve uzak homologlar1 belirlemek i¢in tekrarli bir
arastirma yontemi ile matrikse, ek eslesmeleri ekler. Pfam HMM (Hidden Markov
Modeli)-temelli aragtirma yardimiyla protein familyasini tayin eder. Kilif proteinin
ikincil yapist ile proteinin fonksiyonu otomatik bir protein tahmin sunucusu olan I-
TASSER (Roy vd. 2010, Yang vd. 2015) kullanilarak tahmin edilmistir.

3.3.4 Sekans Hizalanmasi

DNA dizilerinin hizalanmasinda yaygin olarak ClustalW kullanilmaktadir. Bu
arastirmada da filogenetik analiz icin MEGA 6.0 programi (Tamura vd. 2013) ile
orneklerin niikleotid dizisi ¢ift ve ¢ok yonlii olarak hizalanmistir. Hizalanan niikleotidler

eslesen kisimlar1 goriilecek sekilde niikleotidlere ait renk kodlari ile belirlenmistir.
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Hizalama Mview programi (Brown vd. 1998) kullanilarak goriintiilenmistir. Dizinin
benzerligi ve 0zdesligi Sekans Kimlikleri ve Benzerlikleri sunucusu (SIAS

http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html 2015) kullanilarak belirlenmistir.

3.3.5 Filogenetik Analiz

ToCV izolatlarinin dizileri NCBI veri tabanindan alinmis ve Tiirkiye’deki izolatlar ile
karsilagtiritlmistir. Diger Crinivirus cins Oyeleri ile de karsilastirilma yapilmistir. Dizi
verileri ClustalW (Larkin vd. 2007) kullanilarak hizalanmigtir. Filogenetik agac
Neighbour Joining algoritma varsayilan ayarlarinda MEGA 6.0 (Tamura vd. 2013)
kullanilarak olusturulmustur. Agacin bootstrap analizi 1000 ¢ogaltmasi ile filogenetik
agaclarin dogrulugu degerlendirilmistir. Diziler hizalanmasi ve filogenetik analiz
yapmak i¢in GenBank veri tabaninda kayith dizilerden yararlanilmistir (Cizelge 3.7).
Elde edilen sekanslar NCBI, GenBank veri tabanina kayit edilmistir.
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Cizelge 3.6 Filogenetik analizde yararlanan ToCV izolatlar

Acession number ToCV lzolati Kaynaklar
KC311375 Cin Zhao vd. 2013
KP137101 Glney Kore Lee vd. 2014
EU284744 Yunanistan Kataya vd. 2008

NC 007341 ABD Wintermantel vd. 2005
EU625350 Fransa Jacquemond vd. 2009
DQ234673 Israil Segev vd. 2004
AB513443 Japonya Hirota vd. 2010
JQ952601 Brezilya Albuquerque vd. 2013
DQ136146 Ispanya Lozano vd. 2006
FM2063821 Mauritius Lett vd. 2008
Accession number Viris Kaynaklar
AJ243000 CYSDV Livieratos vd. 1999
AY422070 AYV Liu ve Duffus 2003
NC_ 010561 BnYDV Martin vd. 2008
AY330919 BPYV Tzanetakis vd. 2003
GQ376201 DVCV Tzanetakis vd. 2011
NC 012910 LCV Salem vd. 2009
U15441 LIYV Klaassen vd. 1994
AJ557129 PYVV Livieratos vd. 2004
NC_005896 SPAV Tzanetakis vd. 2004
KC888963 SPCSV Qin vd. 2014

NC_ 013259 TICV Wintermantel vd. 2009
NC 006963 BYVaV Tzanetakis vd. 2006
M76485 CTV Sekiya vd. 1991
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Ornek Alma

TUBITAK (1110025 No’lu Antalya Ilinde Seralarda Yetistirilen Domateslerde Gériilen
Onemli Bazi Domates Viriislerinin Tespiti Uzerinde Arastirmalar konulu) projesi
kapsaminda yapilan bir ¢alismadan elde edilen -80 °C’de muhafaza edilen ToCV ile

enfekte oldugu belirlenmis olan yaprak oérnekleri kullanilmistir.

4.2 RNA izolasyon Cahsmalar1

4.2.1 Nanodrop’ta RNA 6l¢ulmesi

Cizelge 4.1°de orneklerin ekstrakte edilen toplam RNA konsantrasyonu ve buna karsilik
gelen optik yogunluk degerleri (OD degerleri) gorilmektedir. Konsantrasyon agisindan,
Kumluca 6rnegi en yiksek (873,49 ng/ul) konsantrasyona sahip olurken, Serik 6rnegi
ise en diisiik konsantrasyon degerinde (157,57 ng/ul) bulunmustur. Sonug olarak; 5
Ornekte basarili bir PCR yapmak igin gerekli minimum konsantrasyona sahip

bulunmustur.

Cizelge 4.1 Kullanilan bitkisel materyale ait RNA miktar ve safliklari

Ornek kodu | Aldigx yeri | Konsantrasyon (ng/ul) | OD 260/280 | OD 260/230
1 Serik 157,57 2.14 1.89
2 Merkez 164,49 2.15 1.96
3 Demre 178,18 2.15 2.05
4 Kas 264,21 2.15 2.01
5 Kumluca | 873,49 2.17 2.07
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RNA’lar kalite bakimindan degerlendirildiginde kaliteli RNA’larin  safliginin
(A260/A280) yaklagik 2,0 civarinda bulunmasi beklenmektedir. Tez kapsaminda
izolasyonlar1 gergeklestirilen RNA’larin saflik (A260/A280) oranlart 2,14 - 2,17
arasinda degismistir (Cizelge 4.1).

Saflik bakimindan Serik 6rnegi minimum degeri elde etmis, Kumluca ise en yuksek
degeri almistir. Ancak 260/230 OD degerleri kabul edilebilir degerleri araliginda (2,2-
2,0, Bustin ve Nolan, 2004) olmustur. Kumluca en yiksek degeri 2,07 olarak alirken

Merkez’ in en diisiik degeri 1,89 olmustur.

4.2.2 RNA jel elektroforezi

RNA Kkalitesini daha da kesinlestirmek i¢in izole edilmis RNA’lar agaroz jel
elektroforezine tabi tutulmustur. Yapilan agaroz jel ¢alismasi sonucunda 2 farkli RNA
bant profili tespit edilmistir. Onlar beklenen 25S ve 18S rRNA bantlaridir (Sekil 4.2).
Bu arastirma sirasinda RNA boyutu isaretleyici (marker) olmadigi i¢in bantlarin tam
boyutu belirlenememistir. Ancak, iki rRNA bantinin carpict goriintlisu kaliteli veya
parcalanmamis RNA’nin  varligint gostermistir. Bu sonuglara gore RNA Kkiti
kullanilarak izole edilmis RNA, RT-PCR ve PCR urunlerinin sonraki sekanslanmasi

icin saf ve iyi oldugu goriilmiistiir.

258
18S

Sekil 4.1 Agaroz jelde (%1) izole edilen total RNA 6érneklerinin gérinima
M: 100 bp marker; Ornekler: 1-5; 18s ve 25s rRNA bantlari.
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4.3 Primerlerin Tasarlanmasi

Primerler NCBI primer tasarim araci kullamilarak tasarlanmis ve secilmistir. Iki cift
primer seti segilmistir. Primer 1 seti RNA 2’deki P59 bolgesinden baglayip kilif protein
bolgesinde sona ermektedir. Primer 2 seti ise kilif protein bolgesinden baslayip kilip
protein minér (CPm) bolgesinde sona ermektedir. Iki primer arasinda 205 niikleotid
ortigmesi bulunmaktadir. Primerlerle ilgili detayl1 bilgiler gizelge 4.2’de ve primerlerin

sematik goriiniisii ise sekil 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Tasarlanan primerlere ait bilgiler

Primer 1 Uzunluk | Baglangi¢ | Bitis | ES %GC
Forward | CGGGTGACGGAAAGTAGGT | 20 4041 4060 | 60.1 |60
Reverse | AGCGTTTGGAACATCGGACA | 20 4836 4817 |60.2 |50

Uriiniin uzunlugu 796

Primer 2 Uzunluk | Baslangi¢ | Bitis | ES %GC
Forward | ATCGGTGAAACCCCGATGAC | 20 4630 4649 | 60.1 |55
Reverse | CCGGAACCCAAAGTCACAG |20 5203 5184 | 60.1 |55

Uriiniin uzunlugu 574

ES: Erime sicakligi

Primerlerin calismasi
4100 4200 4300 4400 4500 4600 4700 4300 4900 5000 5100

CPm
1
Hedef bilgesi- Kilif protein (CP)
P59 P9
Il | -
= B & .
CP2LF CP2.R

Sekil 4.2 Primerlerin galismasi
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4.4 PCR Jel Goriuntuleri

Giliniimiizde viroloji alaninda yapilan ¢aligmalarda en yogun sekilde kullanilan
molekdler yontemlerden biri olan RT-PCR yontemi ToCV’nin saptanmasi amaciyla

optimize edilmis ve basari ile kullanilmistir.

DNA sekans analizleri i¢in belirlenen 5 izolat ve aday genleri ¢ogaltacak primerler ile
PCR reaksiyonlari1 gergeklestirilmistir. RT-PCR sonucunda elde edilen PCR drlndndn
varhigt TAE tampon c¢oOzeltisinde hazirlanan % 1’lik agaroz jel elektroforez ile
testlenmistir. Yapilan kosum islemi sonunda jel {izerinde hastalikli bitkilerden elde
edilen total RNA’lar gozlenmistir. PCR {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edilmesi ile jelde beklenen 796 bp (primer 1 seti igin) ve 574 bp (primer 2 seti igin)
DNA bandi gozlenmistir. Negatif kontroliinde yapilan RT-PCR isleminde herhangi bir
bant gézlenmemistir (Sekil 4.3).

PRIMER 1 (796 bp) PRIMER 2 (574 bp)

CW - : o P ; > 3 o d

Sekil 4.3 PCR sonucunda elde edilen ToCV’ye ait agaroz jel goruntisu.

M: 100 bp marker, 1 : Serik izolati, 2 : Merkez izolati, 3 : Demre izolati, 4 : Kas izolati, 5 : Kumluca
izolat1 +K : pozitif kontrol, -K : negatif kontrol.

4.5 Sekanslarin Dogrulanmasi ve Birlestirilmesi

PCR iiriini temizleme ve dizileme yapildiktan sonra elde edilen DNA dizileri 6nce
Chromas Lite yazilim kullanarak chromatogram goruntulerine bakilmis ve DNA baser
yazilimi ile yanlis ¢ikan diziler Primer F ve R ile ¢ogaltilan PCR sekans {iriinlerinin

niikleotid dizilimlerine ait her iki kromotogram goriintiileri olas1 sinyal hatalarina karsi
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g6z ile kontrol edilmistir. Sekanslarin dogrulanmasindan sonra primer 1 seti sonuglari
(796 bp) ile primer 2 seti sonuclarint (574 bp) birlestirilmek icin MEGA 6.0 programi

kullanilarak dizinin tam uzunlugu (1163 bp) belirlenmistir.

4.6 Dizilimin Analizi

4.6.1 Dizilerin agiklamasi

NCBI ORF Finder programi sekans i¢indeki ORF’leri belirlemek i¢in kullanilmistir ve
elde edilen sonuclar sekanslar i¢indeki genlerin baslangic ve bitis pozisyonlarini
belirlemek igin BLAST in kullanildigr diger ToCV ile kiyaslanmistir. Serik izolatt
sablon dizisi olarak kullanilmistir. Elde edilen ORF’ler sekil 4.4°de genlerin baslangig

ve bitig pozisyonlar1 gdsterilmistir.

Frame from to Length
+2 @ 293.1066 774
+3 o 57.293 237

+1 ©1060..1161 102

ii
!

|

Sekil 4.4 Dizilenmis bolgedeki acik okuma cerceveleri

Cizelge 4.3 Dizilenmis bolgeler ve karsilik gelen boyutlar

Aralig Gen Biiytklugi | Gen Yorum
1-56 56 P59 Kismi
57 -293 237 P9 Tam
293 - 1066 774 CP Tam
1060 - 1163 103 CPm Kismi
1-1163 1163 ToCV RNA 2virus Kismi
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Sekanslarimiz ToCV RNA 2 ile P59, P9, CP ve CPm pozisyonlarinda sekans homolojisi
gostermistir. Bu potansiyel olarak 387 aminoasit igin kodlanan 1163 nikleotidlik 4

gen’den ibaret sekanslanmis bolgeyi gostermektedir.

Tez kapsaminda 5 domates kloroz viriis tim DNA dizileri EK 2’de sunulmustur. Bu
arastirmada elde edilen tam izolat dizileri (1163 bp) GenBank'a (19.08.2015)

gonderilmistir.

Cizelge 4.4 Tirkiye izolatlar1 ve karsilik gelen accession numaralari

Izolat Accession number
Serik KT455046
Merkez KT455047
Kumluca KT455048
Demre KT455049
Kas KT455050

4.6.2 Dizilerin kirpilmasi

Elde edilmis 5 ToCV sekanst MEGA 6.0 kullanilarak hizalanmis ve kilif proteinine
(774 bp) kirpilmistir. 257 aminoasit sekansi ¢evrilmistir. Hem DNA ve hem de amino

asit sekanslar1 sonraki analizler i¢in kullanilmistir.

4.6.3 Kilif protein familyasinin tahmini

ToCV kilif proteininin protein familyasi {i¢ program kombinasyonu kullanilarak tahmin
edilmistir. Protein sekansinin kullanildigt NCBI CD-Search ToCV’nin Closter_coat
protein siiperailesine (Pfam entry: pfam01785, accession no. cl03354) ait oldugunu
ortaya koymustur. Sekans hizalanmasi dikkatli bir sekilde arastirildiginda E-degeri
1.57e-41 ve bit degeri 142.49 olarak belirlenmistir. Closter kilif protein super ailesi
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arasinda ToCV en ¢ok SPCSV’ye benzer olarak bulunmustur. Crinivirus cinsinin bir
kilif proteini (GenBank: CDG34557; Tomato chlorosis virus Greece: lleia) ile PSI-
BLAST sekans isabeti (hit) (PSI-BLAST esigi: 0.005 maksimum tekrarlar: 7; E-degeri:
1e-105; bit degeri: 318; hizalamada sekans kapsami: % 100) gézlenmistir. Sonra, Pfam-
A Uzerinde sekans bazli sorgu NCBI CD-Search’inkine benzer bir sonu¢ vermistir. Bu
HMM-bazli arastirma 1.1e-38’lik bir E-degeri ile 132 bit degeri ile bir hizalama

saglamistir.
{ SJ‘ 100 1?0 200 257
Query seq.
Non-specific Clostar_coat
hits
Superfanilies Closter_coat superfamily

Sekil 4.5 Tirkiye’deki ToCV aminoasit kilif protein ve closter siiper aile kilif protein
pozisyon hizalanmasi

Pssm-D: 250863 Cd Length: 188 Bit Score: 142.49 E-value: 1.57e-41

Query 31701 81 TLIQEEEFEKILESFCRRIIGETQMIDKIFAGFYMSMCQAIVNQGT
Cdd:pfam01785 12 TKLNGDDVKELLEKFVEFLKTKLKPPDEDFLTHLAMLLYRLANISTISE

{--GSNTYSIGGKEYIVKDADFFNFVks 89

120 130 140 150 160

VALCK 238
KR 169
170
cose¥eaaaleana®.,
Query 31701 239 ---GNEGKELYNVNQLA 252
Cdd:pfam01785 170 sagSEVETKVVNLRQLG 186

Sekil 4.6 Tirkiye’deki ToCV aminoasit kilif protein ve closter siiper familya kilif
protein aminoasit dizilerin hizalanmasi

4.6.4 Tkincil yapinin tahmin edilmesi

Tahmin edilen ToCV kilif proteininin {iglinciil yapisinin 3D modeli sekil 4.7°de

gosterilmistir. Glven degeri -2,75 olmustur.
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Sekil 4.7 I-TASSER analizi ile tahmin edilen kilif protein 3D yapisi

a-heliks pembe, B-sheets sar1 ve sarmal bolgeler de mavi renk ile gosterilmistir.

ToCV’nin yapisal analoglar1 timii Closter kilif super ailesine (pfam01785) ait I-
TASSER analizi ile tanimlanmistir. I-TASSER analizi B-D-glukoz, nlkleik asitler,
cinko (II) katyonu ve a-D-glukoz gibi ligandlarin baglanabildigi ligand baglanma

noktasini da belirlemistir.

4.6.5 Tiirkiye’deki izolatlar arasi sekanslarin hizalanmasi

ToCV Tiirkiye’deki kilif protein aminoasit dizisi kullanilarak ClustalW ile ¢oklu dizi
hizalama yapilmis ve dizilerin hizalanmast MView kullanarak gorintiilenmistir.
Tiirkiye'deki izolatlarin arasinda 4 degisken pozisyon ve 253 korunmus pozisyon ortaya
cikmigtir (Sekil 4.8). Degisken pozisyonlar ise 7, 15, 73 ve 146 pozisyondadir.
Degisken pozisyonlar renklendirilmemis noktalar olarak gériilmektedir. Serik izolati ile
Merkez izolati kilif proteininin aminoasit dizileri arasinda fark goriilmemistir; % 100
benzer olarak bulunmustur (benzerlik sonuglar1 Ek 3’e gosterilmistir). 7, 15 ve 146
pozisyonunda 3 degisken yer ile Kumluca izolat1 Tiirk izolatlar1 arasinda en yiiksek
degiskenlik gostermistir. Izolatlar arasinda pozisyonlarm kalan1 % 98.8 ile % 100 bir

benzerlikle korunmus olarak belirlenmistir (EK 3).
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1 KT45504¢ 100.
2 KT455047 100.
3 KT455048 98. DD
4 KT455049 99. DD
5 KT455050 99. DD,
consensus/100% DD
consensus/30% DD
consensus/30% DD
cconsensus/70% D,
1 KT45504¢ 100. T [Cos K
2 KT455047 100. T .E;- K D
3 KT455048 98. T ﬁ:" K D
4 KT455049 9s. T i';v K D
5 KT455050 99. T G K D
ccnsensus/100% v G K D
consensus/90% T G K D
consensus/80% T G K D
consensus/70% T Ce- K’ D
1 KT45504¢€ 100. E=T-DY S
2 KT455047 100. B E=E=DY) S
3 KT455048 98. B E~E=DY) S
4 KT455049 99. B E~E=DY) S
5 KT455050 9s. E E=E-DY s
consensus/100% B E~E=DY S
consensus/90% B E~E=DY) S
consensus/80% B E=T-DY: s
consensus/70% E=X=DY: S
1 KT45504¢ 100. L o
2 KT455047 100. ST
3 KT455048 98. ST
4 KT455049 99. ST
5 KT455050 992 ST
consensus/100% ST
consensus/90% ST
consensus/80% ST
consensus/70% ST

Sekil 4.8 Tiirkiye’deki izolatlari kilif proteini aminoasit dizilerinin hizalanmasi

Referans sekans KT455046 (Serik)’dir. Benzerlikler renklendirilmistir. Renksiz alanlar
degisken siteleri gostermektedir.

4.6.6 Tiirkiye’deki izolatlar arasi filogenetik agag

Bu aragtirma elde edilen 5 izolatin kilif protein geninin ¢evrilen amino asit dizisi
kullanarak MEGA 6.0 bilgisayar programi ile Neighbour-joining metoduna gore
filogenetik aga¢ olusturulmustur (Sekil 4.9). Analiz 6 aminoasit sekanslarini i¢germistir
(SPSCV; KC888963 out-group olarak kullanilmistir). Bosluklar ve eksik verileri igeren

tiim pozisyonlar ortadan kaldirilmistir.
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KT455046 ToCV Serik

KT455047 ToCV Merkez
KT455049 ToCV Demre
[K’MSSOSD ToCV Kas
KT455048 ToCV Kumluca
KC888963 SPCSV

Sekil 4.9 Tiirkiye’deki izolatlarin filogenetik agaci

Evrimsel ge¢mis Neighbor-Joining yontemi kullanilarak ortaya c¢ikarilmistir. Dal
uzunlugu toplami = 1.06450948 ile optimum aga¢ gosterilmistir. Evrimsel uzakliklar

Poisson diizeltme yontemi kullanilarak hesaplanmuistir.

4.6.7 Coklu dizilerin hizalanmasi

Bir Tiirk izolatlar1 da dahil olmak iizere diinyanin ¢esitli yerlerinde izole edilmis ToCV
kilif proteininin on bir protein dizisi MEGA 6.0 yazilimi (Tamura vd. 2013) ile
ClustalW kullanarak hizalanmistir. Hizalama Mview kullanilarak goriintiilenmistir.
Hizalanmis diziler filogenetik agaci olusturmak icin kullanilmistir. Dizilerin ikili
benzerligi ve homolojisi hesaplanmig ve sonuglart EK 4’de gosterilmistir. Buna gore
niikleik diizeyinde Tiirk izolat1 (KT455049) en yiiksek oranda Yunanistan izolati
(EU264744) ile benzerlik gostermistir (% 99.22), en az benzerlik ise Mauritius izolatt
(FM206381) ile olmustur (% 91.34).

4.6.8 Dunyadaki ToCV izelatlarin ve crinivirus cinsilerin fiogenetik analizi

Analiz 24 niikleotid sekansini icermistir. Bosluklar1 ve kayip verileri igeren biitiin

pozisyonlar yok edilmistir. Evrimsel analiz MEGA 6’da yiritilmistiir.

38



s1- KT455049 TURKEY
s1]- EU284744 ToCV GREECE
DQ234673 ToCV ISRAEL
_[ JQ952601 ToCV BRAZIL
-NC 007341 ToCV USA
- KC311375 ToCV CHINA
121 AB513443 ToCV JAPAN
- DQ136146 ToCV SPAIN
100 84 | EU625350 ToCV FRANCE
I L KP137101 ToCV SOUTH KOREA
> FM206381 ToCV MAURITIUS
KC888963 SPCSV
B 100 NC 010561 BYDV
190 NC 012910 LCV
AJ243000 CYSDV
51 AJ557129 PYVV
NC 006963 BYVaV
100 AY330919 BPYV
NC 005896 SPAV
100 AY422070 AYV
91 GQ376201 DVCV
it} U15441 LIYV
100 NC 013259 TICV
M76485 CTV

hod
4
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-
(=3
o
@“
2

\
=

I
100
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Sekil 4.10 Diinyadaki ToCV izolatlarin ve Crinivirus cinsinin filogenetik agaci

Evrimsel ge¢cmis Neighbor-Joining yontemi kullanilarak ortaya ¢ikarilmistir. Dal
uzunlugu toplami = 3.28375688 ile optimum aga¢ gosterilmistir. Evrimsel uzakliklar p-

distance yontemi kullanilarak hesaplanmustir.

Filogenetik agag ToCV ile diger Crinivirus iyeleri arasindaki evrimsel iligkiyi

gostermek amaciyla kilif proteininin DNA sekansi kullanilarak olusturulmustur.
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Analizler sonucu olusturulan dendogram ilk olarak {i¢ ana kola ayrilmistir ve bu ii¢ ana
kol dendogram {izerinde I, II ve III seklinde numaralandirilmistir (Sekil 4.10). Grup |
ana kol icerisinde ToCV ve SPCSV yer almis, grup II ana kolunda BnYDV, LCV,
AYV, DVCV, SPAV, CSYDV, BPYV, PYVV ve BYVaV yer almis ve grup Il ana
kolunda LIYV ve TICV yer almistir. Grup II ana kolu yine iki alt grupa bolmiistiir.
BnYDV, LCV ve CSYDV bir alt grubunda olurken AYV, DVCV, SPAV, BPYYV,
PYVV ve BYVaV diger alt grubundadir. CTV dis-grupu olarak kullanilmistir (Sekil
4.10).

ToCV kimesi iginde bes farkli grup olusturulmustur. Bu gruplar Tirkiye ve
Yunanistan; Israil ve Brezilya; ABD, Cin ve Japonya ile ispanya Fransa ve Giiney Kore
seklinde olusturulmustur. Mauritius (Afrika izolati) izolati diger iilkelerden gelen

izolatlar ile herhangi bir kiime olusturulmamustir (Sekil 4.10).

Genel olarak ToCV izolatlarmin kilif protein bolgesi birbirine benzemektedir.
Dolaysiyla filogenetik agagta ¢ok yakinlagmiglar ve dolayisiyla ¢ok diisiikk bootstrap
degerlerini ortaya ¢ikmistir (Sekil 4.10).

ToCV Tiirkiye’deki kilif protein ve GenBanka’sinda diger lilkelerden gelen izolatlarin
10 kilif protein dizisi kullanilarak ClustalW ile ¢oklu dizi hizalama yapilmis ve dizilerin
hizalanmas1 MView kullanarak gorintilenmistir. Hem nukleotid hem de aminoasit
seviyesinde Turkiye izolati diger iilkelerin izolatlar: ile % 97 ve % 99 arasinda bir
benzerlik gostermistir (EK 4). ToCV DNA dizilerinin ikili karsilastirmasinda Tiirk ve
Yunanistan izolatlarin arasinda % 99,22 benzerlik ortaya ¢ikmigtir. Ancak Mauritius
izolat1 ile % 91,34 benzerlik belirlenmistir. TUrkiye 6rnekleri Fransa izolatt ve Gliney
Kore izolati ile % 99.74 DNA dizisi benzerligi gostermistir. Bu sekilde bu izolatlar
Tiirkiye izolatlart ile karsilastirilmis ToCV izolatlar1 arasinda en yiiksek niikleotid
benzerligi gosteren izolatlar olarak belirlenmistir (EK 4). ToCV izolatlart arasinda en
diisiik disiik bezerlik (% 91,21) Mauritius ve Yunanistan izolatlar1 olmustur. ToCV-
Fransa, Ispanya ve Mauritius izolatlar1 ile karsilastirildiginda % 99,48 ve % 92,11

niikleotid sekans benzerligi gostermistir. Mauritius izolatinin yaratti§1 bosluktan ayr
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olarak (kismi sekansindan dolayl) ToCV’nin ¢evrilmis kilif protein sekanslarinin

hizalanmasi 14 degisken yer ortaya ¢ikmasina sebep olmustur (EK 5).

Crinivirus cinsinin ikili nikleotid karsilastirmali analizinde maksimum benzerlik (%
74,81) BnYDV ve LCV arasinda ortaya ¢ikmistir. Cins lyeleri arasinda hesaplanmis
kiiresel benzerlik (Blosum 62) 0,2 ve 0,68 arasindadir. En yiiksek benzerligi BnYDV ve
LCV elde etmistir (EK 6).

Hizalama matrisleri sonuglardan, bir referans dizi olarak ToCV Tiirkiye kullanilarak,
ToCV’ye % 48,7 ile en benzer dizi SPCSV’dir (EK 7). Bu, filogenetik agagta ToCV ile
SPCSV’nin kiimelenmesi (clustering) ile tutarlidir (Sekil 4.10).
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 RNA izolasyonu

Bitki molekiiler biyoloji g¢alismalarinda DNA/RNA izolasyon asamasi son derece
onemlidir. PCR uygulamalarinda ise DNA’nin miktar ve 6zellikle safligi amplifikasyon
acisindan daha da o6nem kazanmaktadir (Ergiil 2000). Bitki molekiler biyoloji
calismalarinda iyi bir DNA/RNA izolasyonu basariyr onemli olgiide etkilemektedir
(John 1992).

RNA izolasyonu igin kullanilan RNA izolasyon kiti PCR drunlerinin sonraki
sekanslamasi icin yliksek konsantrasyona sahip ve cok saf bir RNA elde etmeye
yardimer olmustur. En yiiksek RNA konsantrasyonu Kumluca dérneginden (Ornek 5)
elde edilmistir. Her ne kadar biitiin 6rnekler ayn1 muameleye tabi tutulsa da Kumluca

orneginin neden ¢ok ylksek bir RNA konsantrasyonu verdigini agiklamak zordur.

Hazirlanmis RNA Orneklerinin kalitesinde en onemli nokta RNA’nin biitiinliigiidiir
(Winnepenninckx vd. 1995). Klasik olarak, bu jel elektroforez ve baskin rRNA
tiirlerinin iyi tanimlanmis bantlarinin gozlenmesiyle kontrol edilir. RNA’larin % 80-90
kadar1 ribozomal RNA’lardan ibarettir (Lodish vd. 2000). Bu ¢alismada izole edilmis
RNA, agaroz jel elektroforezde kosturuldugunda 25S ve 18S rRNA bantlarin varlig
izole edilmis RNA’nin kalitesini daha da ortaya koymustur. Kismen ya da tamamen
bozulmus RNA keskin rRNA bantlarina sahip olmayacaktir (Mueller vd. 2004).
Sitoplazmik 18S ve 25S rRNA’lara ilave olarak yesil yapraklardaki total RNA
Kloroplastlardaki 16S ve 23S rRNA’lar1 da i¢ermektedir. Bununla birlikte bu iki rRNA
(16S ve 23S) bant profilinde nadiren goriliirler, c¢iinkii kloroplast rRNA’larinin ¢ogu

uzun siire depolanmis olan yaprak dokularinda pargalanmaktadirlar (Lodish vd. 2000).

Izole ettigimiz RNA’da iki keskin tTRNA’nin varli1 ¢ok iyi bir izolasyonun oldugunu
gOstermektedir.
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5.2 Primerler

Bu calismada kilif protein bolgesinin ¢ogaltilmast ve sekanslanmasi i¢in iki spesifik
primer diizenlenmistir ve bunlar 5' yoniindeki sekansa bir primer walking yaklasimi ile
kombine edilmistir ve tiim kilif protein geninini karakterize etmek i¢in bir PCR temelli
stratejide onlar kullanilmistir. Sekansta higbir bosluk kalmamasini garantilemek icin
primerler fragmentler arasinda ¢akigsma yaratacak sekilde diizenlenmistir. Jel lizerinde
spesifik olmayan bantlarin goriilmemesi primerlerin ToCV tanisi igin spesifik oldugunu
kanitlamistir. Bu primerlerin ana avantaji ToCV’nin RNA2 genomuna bitisik genlerin
kismi niikleotidleri ile tiim kilif proteinini ¢ogaltabilme yeteneginde yatmaktadir. Bu
sekilde bunlar karakterizasyonu kolaylagtirmak i¢in kombine halde kolaylikla

kullanilabilir.

5.3 Kilif Proteinin Protein Familyas1 Tahmini

Kilif proteininin analizi ile TOCV’nin kilif proteininin cl03354 slper familyasinin bir
uyesi olan Closter CP pfam01785°¢ ait oldugu saptanmistir (Sekiya vd. 1991). Bu
familya blylk bir familya olan Closteroviridae tyelerinin kilif proteinlerinden ibarettir
(Brunt vd. 1996). Viral kilif proteini viral genomu kapsiiller ve korur. Hem biiyiik CP1
ve daha kiiglik CP2 kilif proteini ayni birincil transkriptten ¢ikar (Sekiya vd. 1991).
Closteroviridae familyas1 Closterovirus, Ampelovirus ve Crinivirus cinslerinden
ibarettir (Martelli vd. 2002). Filogenetik olarak ToCV iki farkli cins (Trialeurodes ve
Bemisia) olan beyazsinek ile tasinan tek bitki viriisii olarak bilinmektedir (Wisler vd.
1998b, Wisler ve Duffus 2001, Wintermantel vd. 2005).

5.4 Tkincil Yap: Tahmini

ToCV izolatlarinin kilif protein sekanslari arasinda ¢ok yiksek bir benzerlik olup
hiicreden hiicreye viroinlarin hareketi ile iligkili oldugu dislinilmektedir (Karasev

2000, Martelli 2002). ToCV kilif proteininin islevinin anlasilmasi i¢in ikincil yap1 en iyi
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ikincil yap1 tahmini sunucusu olarak bilinen I-TASSER kullanilarak analiz edilmistir
(Zhang 2008). Bu sunucu protein dizilerinin 3D yapisin1 tahmin eder ve ardindan
yapisal uyum c¢iktilarina dayali potansiyel fonksiyonlar1 éngérir (Roy vd. 2010). ToCV
kilif proteini 3D modeli glven skoru (-2.75) diisiik olarak bulunmustur; genel olarak -
1.5 ve 2 arasindaki bir skor daha dogru olarak kabul edilmektedir (Roy vd 2010). Bu
diisiik skor veritabaninda mevcut olan yakin protein sablonlarinin eksikligi nedeniyle

olabilir.

Yapisal analiz I-TASSER fonksiyonel analiz tarafindan da desteklenmistir ki bu analiz
kilif proteininin muhtemelen baglanma ve/veya tasinma aktivitesi ile ilgili oldugunu
gostermistir. ToCV igin potansiyel ligand homologlari, B-D-glikoz, nikleik asitler,
¢inko (II) katyon ve a-D-glukoz gibi kiicik hidrofobik molekullerin benzer tiplerini
icerir. Kilif proteininin tahmin edilen yapisi ayni zamanda tiim ipligimsi RNA bitki
virslerinin kilif proteinlerinde (Dolja vd. 1991) muhafaza edilen {i¢ adet reztdinin
127(Ser) 174 (Arg) ve 211 (Asp) aminoasit pozisyonlarinda mevcut oldugu
gostermektedir. ToCV RNA'larinin ¢ogu kilif protein (CP) ile kaplanmistir, fakat
yaklasik % 5 oraninda da CPm ile kaplanmistir ki bu "¢ingirakli yilan benzeri virionlar
(rattlesnake-like  virions)" olarak  adlandirilan  bir  polar  konformasyonla
sonuglanmaktadir (Agranovsky vd. 1995, Tian vd. 1999, Zinovkin vd. 1999).

RNA1 bolgesindeki p22 proteini ve RNA2 mindr kilif proteini (CPm) ile birlikte
Crinivirus kilif proteini gen susturulmasima (Silencing suppression activity) yol
agmaktadir (Canizares vd. 2008).

5.5 Tiirk izolatlarimin Filogenetik Analizi

Izolatlarimizin kilif protein bolgesi (sekansimizin 293-1066 nt) ToCV RNA2’sinin
4333-5106 niikleotidine denk gelecek sekilde analiz edilmistir (Lozano vd. 2006).
Sonuglar biitiin Tiirk izolatlar1 arasinda ¢ok ylksek derecede genetik korunma oldugunu

gostermistir. Biitiin Tiirk izolatlart % 99-100 sekans benzerligi gostermistir. Protein
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dizilerinin karsilastirilmasinda Serik ve Merkez izolatlar1 % 100 benzerlik gostermis ve

bu sonug iki yer arasinda yakinliga verilmistir (Sekil 4.11).

5.6 Dunyadaki ToCV Izolatlarin ve Crinivirus Cinsilerin Fiogenetik Analizi

Kilif protein sekanslar1 kullanilarak Criniviruslar ile ToCV izolatlariin benzerlikleri
cok iyl anlasilmistir. Bu sekilde, kilif protein sekanslarmi kullanilarak ikili
kiyaslamalar1 ve filogenileri yaratmak olasidir (Rubio vd. 2001). Crinivirus cinsinin
diger tyeleriyle birlikte ToCV’nin  kiimeleme islemi ToCV’nin Crinivirus cinsi
tiyeligini dogrulamistir. Analizler ToCV’yi Crinivirus cinsinin diger tiim iyelerinden

farkl bir kiime olusturacak sekilde SPSCYV ile ayni lineage’ e sokmustur.

ToCV’nin en yakin akrabasi ikili amino asit karsilastirmalari ve filogenetik aga¢ analizi
ile teyit edildigi ve Kreuze vd (2002) tarafindan desteklendigi iizere SPSCV'tir.
Wintermantel vd. (2005) ToCV kilif proteini, RARp ve amino asit dizisi benzerligi
temelinde SPCSV ile ¢ok yakin iliskili oldugu bildirilmistir. ToCV’nin en yakini ikili
amino asit kiyaslamalari, filogenetik aga¢ analizleri ve Kreuze vd. (2002) tarafindan da
desteklendigi tizere SPSCV olarak belirlenmistir. Filogenetik aga¢ tarafindan tahmin
edildigi Uzere LCV, CYSDV ve BnYDV’ nin bir gruba kiimelenmesi Martin vd. (2008)

tarafindan da benzer sonuglarin alinmasiyla desteklenmistir.

ToCV kilif proteini kullanilarak yapilan deneysel filogenetik analiz Crinivirus cinsinin
diger tiyeleri ile ¢ok daha az benzerlik gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Filogenetik analiz
Crinivirus sekans ayriminda kilif proteinini iyi bir aday yapmaktadir (EK 7). Ancak
ToCV’nin 774 niikleotidlik kilif protein bolgesinin analizi ile tiim ToCV izolatlarinin
kilif protein sekanslarinin % 91-99 benzerlik gostermesiyle ve viral RNA sekanslarinin

da ¢ok benzer olmasiyla ¢ok 1yi korundugu kanitlanmistir.

Bu durum bu ToCV izolatlar1 arasinda nispeten daha az genetik ¢esitliligin var
oldugunu gostermektedir. Bu izolatlar arasinda gozlenen kiigiik farkliklar cografi

konumun sonucu olabilir. Turk izolatlart ile Yunan izolatlart (Sekil 4.10, EK 4)
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arasindaki yiiksek sekans benzerligi cografi yakinligin bir sonucu olarak

degerlendirilebilir.

Kilif protein geni gibi yapisal genler icin bile var olan ¢ok diisiik tiir i¢i genetik ¢esitlilik
pekcok Crinivirus’un genel bir 6zelligidir (Rubio vd. 2001, Offei vd. 2004, Marco ve
Aranda 2005, Tairo vd. 2005). Bu durum, bu ¢alismada analiz edilen onbir izolatin kilif
protein gen dizisine dayanarak onaylanmis ve benzer ¢alisma Kuzey Amerika’dan dort
izolat ve Israil, Ispanya ve Fransa'dan birer izolat ile Wintermantel ve Wisler (2006)
tarafindan gergeklestirilmistir. Bununla birlikte, degiskenligin ¢ogu proteinin ilk 60
aminoasitinde yer almistir (Ek 5). Bu yiizden kilif proteininin ilk 60 aminoasitlik
bolgesi farkli kokenden izolatlarin daha ileri filogenetik analizleri i¢in iyi bir aday
olabilir (Jacquemond vd. 2009). Nitekim, Tiirk izolatlarinda da 7 ve 15 ile 73 ve 146

aa’lerde farklilik olusmustur.

ToCV izolatlart arasinda farklilik ve benzerlikler bildirilmistir (Albuquerque vd. 2013).
Albuquerque vd. (2013) filogenetik agacin Mega 4 programinin Neighbour Joining
algoritmas1 kullanilarak 19 ToCV izolatinin niikleotid sekansinin hizalanmasindan
ortaya c¢iktigin1 bulmustur. Bu agacta Amerikan ve Avrupa izolatlar1 ayr1 ayri
kiimelenmistir. Bununla birlikte farkli iilke izolatlar1 1ile birlikte bir kiime
bulunmaktadir. Ayn1 filogenetik agacta Brezilya, Yunanistan ve Israil izolatlar1 aynen
bizim de bu calismada ortaya koydugumuz iizere birlikte kiimelenmistir (Albuquerque
vd. 2013). Albuquerque vd (2013) kilif protein geninin kismi sekansini kullanarak bu
benzerlik ve farkliliklar1 saptamislardir. Zhao vd. (2014) diinyada ToCV izolatlarim
ayirmak i¢in ayni yaklagimi kullanmislardir. Sonugta, diinyada ToCV izolatlari arasinda

cok diistik bir genetik degiskenlik bulundugu sonucu cikarilabilir.
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EK 1 ToCV ve TICV’nin Bulundugu Ulkeler ve Ilk Saptams Tarihleri (Navas-

Castillo vd. 2011)

Virus Ulke Yil* | Kaynak
Tomato chlorosis virus Brezilya 2006 | Barbosa vd. 2008
(ToCV)
Kanarya Adalar 2001 | Font vd. 2003
Kosta Rika 2007 | Castro vd. 2009
Kiba 2006 | Martinez-Zubiaur vd.
2008
Kibris 2004 | Papayiannis vd. 2006
Fransa 2002 | Dalmon vd. 2005
Yunanistan 2001 | Dovas vd. 2002
Israil 2003 | Segev vd. 2004
Italya 2000 | Accotto vd. 2001
Japonya 2008 | Hirota vd. 2010
Lubnan 2006 | Abou-Jawdah vd. 2006
Mauritius 2007 | Lobin vd. 2010
Mayotte (FR) 2005 | Massé vd. 2008
Meksika 2005 | Alvarez-Ruiz vd. 2006
Fas 2000 | Hanafi 2002
Portekiz 1998 | Louro vd. 2000
Porto Riko 2001 | Wintermantel vd. 2001
Réunion (FR) 2004 | Delatte vd. 2006
Glney Afrika 2001 | Jones 2001
Ispanya 1997 | Navas-Castillo vd. 2000
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Tayvan 1998 | Tsai vd. 2004
Turkiye 2008 | Cevik ve Erkis 2007
ABD 1996 | Wisler vd. 1996
Tomato infectious chlorosis | Cek Cumhuriyeti 2002 | Jones 2005
virus (TICV)
Fransa 2003 | Dalmon vd. 2005
Yunanistan 2001 | Dovas vd. 2002
Endonezya 2002 | Verhoeven vd. 2003
Italya 1991 | Dellavalle vd. 1995
Japonya 2001 | Hartono vd. 2003
Urdiin 2004 | Anfoka vd. Abhary
2007
Meksika 2004 | Wintermantel 2004
Ispanya 2001 | Fontvd. 2002
Tayvan 1998 | Tsai vd. 2004
ABD 1993 | Duffus vd. 1994
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EK 2 Bes ToCV lzolatinin Kihif Protein Sekansi (sar1 renk ile gosterilmistir)

>KT455046 SERIK

CGGGTGACGGAAAGTAGGTCCAATAAGACTGCTTGTGACGATAGGTGTTTGGAGTCATGGATCTTGAG
GAAATGATCAAAGAGTTAGGTCTGGCTAAAGTTGAGAGATTTCTCACTGTCTATAATCAAGGTAGGTTT
GTAGCTTTCGGAAATATAGAAATTCTACTCTGCCTGATTAATCAACATTTTGTGGAGTTTAATCCTCAAA
GAGCTAAACTGGACATTGAATTGTCTGAAGTGAGAGATTTCTTGAGGTGTTTTGAATCTTTTAGAAGCT
TTGGTTTAAGGAAATAATGGAGAACAGTGCCGTTGCAAACACTGGTGATAACGGTGGTGGCCGCAATC
CTCTGGTTAGACCGTTAGATGATGGCGTAGATGACGAGGTGCAGAACTTAGGCAGGAGGGACGATTCA
ACATCTCTCATTCCGGCTAATCCTAATCGATCTTCCAGTTGGGCTTTGTTGAACCCGGATACTATTAATT
ATAACGAGTTAAGGAAATTGAAGGTACGCTCCACTAGGGGTGATACTCTTACCTTGACTCAGGAAGAG
GAGTTCGAGAAGATACTCGAATCCTTTTGCAGGCGAATAATCGGTGAGACCCAGATGACGGATAAGAT
TTTCGCTGGTTTCTACATGTCTATGTGTCAGGCCATTGTAAACCAAGGGACCTCAGTTAAAGCAGCCGG
TAATAACAGTCTTGAAAACTACTTTGAGGTAGATGGTGCGAAATTTAAGTGGAAAACTCCGGATTTGAT
AAATGAGGTTAGACCCAAAATGTCCGATGTTCCAAACGCTATACGTCGGTACGCCAGAAGTCATGAAA
AGATTATTCAGGACTTTATTAACTCCGGTCTTATTAAGCCTGATTATCATTTACAATTCAAACATGGCGT
ATTACCAAGCCATGTGTTTGGTACCGGCGATTATATAAATGGTTCGTTGATGAATATCTCAGATGATCA
ACTTATCTCGAACCTGCTTATGAAAAGAAACGCTTTGTGCAAGGGTAACGAGGGCAAGGAACTGTACA
ACGTTAACCAACTTGCATCGATAACTGGTTGCTAAATTATATGGATGAAAATGAAATCTATGAGGATCA
AGAGGATCTCTCTGCTCGTGGCGGTGGGGGTTTCTATTACCAGACTGTGACTTTGGGTTCCGG

>KT455047 MERKEZ

CGGGTGACGGAAAGTAGGTCCAATAAGACTGCTTGTGACGATAGGTGTTTGGAGTCATGGATCTTGAG
GAAATGATCAAAGAGTTAGGTCTGGCTAAAGTTGAGAGATTTCTCACTGTCTATAATCAAGGTAGGTTT
GTAGCTTTCGGAAATATAGAAATTCTACTCTGCCTGATTAATCAACATTTTGTGGAGTTTAATCCTCAAA
GAGCTAAACTGGACATTGAATTGTCTGAAGTGAGAGATTTCTTGAGGTGTTTTGAATCTTTTAGAAGCT
TTGGTTTAAGGAAATAATGGAGAACAGTGCCGTTGCAAACACTGGTGATAACGGTGGTAGCCGCAATC
CTCTGGTTAGACCGTTAGATGATGGCGTAGATGACGAGGTGCAGAACTTAGGCAGGAGGGACGATTCA
ACATCTCTCATTCCGGCTAATCCTAATCGATCTTCCAGTTGGGCTTTGTTGAACCCGGATACTATTAATT
ATAACGAGTTAAGGAAATTGAAGGTACGCTCCACTAGGGGTGATACTCTTACCTTGACTCAGGAAGAG
GAGTTCGAGAAGATACTCGAATCCTTTTGCAGGCGAATAATCGGTGAGACCCAGATGACGGATAAGAT
TTTCGCTGGTTTCTACATGTCTATGTGTCAGGCCATTGTAAACCAAGGGACCTCAGTTAAAGCAGCCGG
TAATAACAGTCTTGAAAACTACTTTGAGGTAGATGGTGCGAAATTTAAGTGGAAAACTCCGGATTTGAT
AAATGAGGTTAGACCCAAAATGTCCGATGTTCCAAACGCTATACGTCGGTACGCCAGAAGTCATGAAA
AGATTATTCAGGACTTTATTAACTCCGGTCTTATTAAGCCTGATTATCATTTACAATTCAAACATGGCGT
ATTACCAAGCCATGTGTTTGGTACCGGCGATTATATAAATGGTTCGTTGATGAATATCTCAGATGATCA
ACTTATCTCGAACCTGCTTATGAAAAGAAACGCTTTGTGCAAGGGTAACGAGGGCAAGGAACTGTACA
ACGTTAACCAACTTGCATCGATAACTGGTTGCTAAATTATATGGATGAAAATGAAATCTATGAGGATCA
AGAGGATCTCTCTGCTCGTGGCGGTGGGGGTTTCTATTACCAGACTGTGACTTTGGGTTCCGG
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>KT455048 KUMLUCA

CGGGTGACGGAAAGTAGGTCCAATAAGACTGCTTGTGACGATAGGTGTTTGGAGTCATGGATCTTGAG
GAAATGATCAAAGAGTTAGGTCTGGCTAAAGTTGAGAGGTTTCTCACTGTCTACAATCAAGGTAGGTTT
GTAGCTTTCGGAAATATAGAAACTCTACTCTGCCTGATTAATCAACATTTTGTGGAGTTTAATCCTCAAA
GAGCTAAACTGGACATTGAATTGTCTGAAGTGAGAGATTTCTTGAGGTGTTTTGAATCTTTTAGAAGCT
TTGGTTTAAGGAAATAATGGAGAACAGTGCTGTTGCAAACACTGGTGATAACGGTGGTAGCCGCAATC
CTCTGGTTAGACCGTTAGATGATGGCGTAGATGACGAGGTGCAGAACTTAGGCAGGAGGGACGATTCA
ACATCTCTCATTCCGGCTAATCCTAATCGATCTTCCAGTTGGGCTTTGTTGAACCCGGATACTATTAATT
ATAACGAGTTAAGGAAATTGAAGGTACGCTCCACTAGGGGTGATACTCTTACCTTGACTCAGGAAGAG
GAGTTCGAGAAGATACTCGAATCCTTTTGCAGGCGAATAATCGGTGAGACCCAGATGACGGATAAGAT
TTTCGCTGGTTTCTACATGTCCATGTGTCAGGCCATTGTAAACCAAGGGACCTCAGTTAAAGCAGCCGG
TAATAACAGTCTTGAAAACTACTTTGAGGTAGATGGTGCGAAATTTAAGTGGAAAACTCCGGATTTGAT
AAATGAGGTTAGACCCAAAATGTCCGATGTTCCAAACGCTATACGTCGGTACGCCAGAAGTCATGAAA
AGATTATTCAGGACTTTATCAACTCCGGTCTTATTAAGCCTGATTATCATTTACAATTCAAACATGGCGT
ATTACCAAGCCATGTGTTTGGTACCGGCGATTATATAAATGGTTCGTTGATGAATATCTCAGATGATCA
ACTTATCTCGAACCTGCTTATGAAAAGAAACGCTTTGTGCAAGGGTAACGAGGGCAAGGAACTGTACA
ACGTTAACCAACTTGCATCGATAACTGGTTGCTAAATTATATGGATGAAAATGAAATCTATGAGGATCA
AGAGGATCTCTCTGCTCGTGGCGGTGGGGGTTTCTATTACCAGACTGTGACTTTGGGTTCCGG

>KT455049 DEMRE

CGGGTGACGGAAAGTAGGTCCAATAAGACTGCTTGTGACGATAGGCGTTTGGAGTCATGGATCTTGAG
GAAATGATCAAAGAGTTAGGTCTGGCTAAAGTTGAGAGATTTCTCACTGTCTATAATCAAGGTAGGTTT
GTTGCTTTCGGAAATATAGAAACTCTACTCTGCCTGATTAATCAACATTTTGTGGAGTTTAATCCTCAAA
GAGCTAAACTGGACATTGAATTGTCTGAAGTGAGAGATTTCTTGAGGTGTTTTGAATCTTTTAGAAGCT
TTGGTTTAAGGAAATAATGGAGAACAGTGCTGTTGCAAACACTGGTGATAACGGTGGTGGCCGCAATC
CTCTGGTTAGACCGTTAGATGATGGCGTAGATGACGAGGTGCAGAACTTAGGCAGGAGGGACGATTCA
ACATCTCTCATTCCGGCTAATCCTAATCGATCTTCCAGTTGGGCTTTGTTGAACCCGGATACTATTAATT
ATAACGAGTTAAGGAAATTGAAGGTACACTCCACTAGGGGTGATACTCTTACCTTGACTCAGGAAGAG
GAGTTCGAGAAGATACTCGAATCCTTTTGCAGGCGAATAATCGGTGAGACCCAGATGACAGATAAGAT
TTTCGCTGGTTTCTACATGTCTATGTGTCAGGCCATTGTAAACCAAGGGACCTCAGTTAAAGCAGCCGG
TAATAACAGTCTTGAAAACTACTTTGAGGTAGATGGTGCGAAATTTAAGTGGAAAACTCCGGATTTGAT
AAATGAGGTTAGACCCAAAATGTCCGATGTTCCAAACGCTATACGTCGGTACGCCAGAAGTCATGAAA
AGATTATTCAGGACTTTATTAACTCCGGTCTTATTAAGCCTGATTATCATTTACAATTCAAACATGGCGT
ATTACCAAGCCATGTGTTTGGTACCGGCGATTATATAAATGGTTCGTTGATGAATATCTCAGATGATCA
ACTTATCTCGAACCTGCTTATGAAAAGAAACGCTTTGTGCAAGGGTAACGAGGGCAAGGAACTGTACA
ACGTTAACCAACTTGCATCGATAACTGGTTGCTAAATTATATGGATGAAAATGAAATCTATGAGGATCA
AGAGGATCTCTCTGCTCGTGGCGGTGGGGGTTTCTATTACCAGACTGTGACTTTGGGTTCCGG
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>KT455050 KAS

CGGGTGACGGAAAGTAGGTCCAATAAGACTGCTTGTGACGATAGGTGTTTGGAGTCATGGATCTTGAG
GAAATGATCAAAGAGTTAGGTCTGGCTAAAGTTGAGAGGTTTCTCACTGTCTATAATCAAGGTAGGTTT
GTAGCTTTCGGAAATATAGAAACTCTACTCTGCCTGATTAATCAACATTTTGTGGAGTTTAATCCTCAAA
GAGCTAAACTGGACATTGAATTGTCTGAAGTGAGAGATTTCTTGAGGTGTTTTGAATCTTTTAGAAGCT
TTGGTTTAAGGAAATAATGGAGAACAGTGCTGTTGCAAACACTGGTGATAACGGTGGTGGCCGCAATC
CTCTGGTTAGACCGTTAGATGATGGCGTAGATGACGAGGTGCAGAACTTAGGCAGGAGGGACGATTCA
ACATCTCTCATTCCGGCTAATCCTAATCGATCTTCCAGTTGGGCTTTGTTGAACCCGGATACTATTAATT
ATAACGAGTTAAGGAAATTGAAGGTACACTCCACTAGGGGTGATACTCTTACCTTGACTCAGGAAGAG
GAGTTCGAGAAGATACTCGAATCCTTTTGCAGGCGAATAATCGGTGAGACCCAGATGACAGATAAGAT
TTTCGCTGGTTTCTACATGTCTATGTGTCAGGCCATTGTAAACCAAGGGACCTCAGTTAAAGCAGCCGG
TAATAACAGTCTTGAAAACTACTTTGAGGTAGATGGTGCGAAATTTAAGTGGAAAACTCCGGATTTGAT
AAATGAGGTTAGACCCAAAATGTCCGATGTTCCAAACGCTATACGTCGGTACGCCAGAAGTCATGAAA
AGATTATTCAGGACTTTATCAACTCCGGTCTTATTAAGCCTGATTATCATTTACAATTCAAACATGGCGT
ATTACCAAGCCATGTGTTTGGTACCGGCGATTATATAAATGGTTCGTTGATGAATATCTCAGATGATCA
ACTTATCTCGAACCTGCTTATGAAAAGAAACGCTTTGTGCAAGGGTAACGAGGGCAAGGAACTGTACA
ACGTTAACCAACTTGCATCGATAACTGGTTGCTAAATTATATGGATGAAAATGAAATCTATGAGGATCA
AGAGGATCTCTCTGCTCGTGGCGGTGGGGGTTTCTATTACCAGACTGTGACTTTGGGTTCCGG
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EK 3 SIAS (Sequence Identity and Similarity) Sunucusu Kullamilarak Turk

izolatlar1 Arasindaki Benzerlik Oranlar:

IDENTITY RESULTS

KT455046 100%

KT455047 99.87% 100%

KT455048 | 99.22% 99.22% 100%

KT455049 | 99.35% 99.35% 99.09% 100%

KT455050 | 99.48% 99.48% 99.74% 99.35% 100%
KT455046 | KT455047 | KT455048 | KT455049 | KT455050

SIMILARITY RESULTS

KT455046 100%

KT455047 100% 100%

KT455048 | 99.22% 99.22% 100%

KT455049 | 99.35% 99.35% 99.09% 100%

KT455050 | 99.48% 99.48% 99.74% 99.35% 100%
KT455046 | KT455047 | KT455048 | KT455049 | KT455050

GLOBAL SIMILARITY (BLOSUMG62) RESULTS
Reference protein

KT455046 | KT455047 | KT455048 | KT455049 | KT455050

KT455046 1 0.99 0.99 0.99 0.99

KT455047 0.99 1 0.99 0.99 0.99

KT455048 0.99 0.99 1 0.98 0.99

KT455049 0.99 0.99 0.99 1 0.99

KT455050 0.99 0.99 0.99 0.99 1
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S9

EK 4 SIAS (Sequence Identity and Similarity) Sunucusu Kullanilarak Tiirk ve Diinya Izolatlar1 Arasindaki Benzerlik Oranlari

a. IDENTITY RESULTS

KC311375 100%

KP137101 97.67% 100%

KT455049 98.70% 97.41% 100%

EU284744 98.70% 97.41% 99.22% 100%

NC_007341 99.22% 97.67% 98.96% 98.70% 100%

EU625350 97.67% 99.74% 97.67% 97.41% 97.67% 100%

DQ234673 98.44% 97.15% 98.96% 98.96% 98.70% 97.15% 100%

AB513443 99.61% 97.80% 98.83% 98.83% 99.35% 97.80% 98.57% 100%

JQ952601 98.57% 97.54% 98.83% 99.09% 98.57% 97.54% 98.83% 98.70% 100%

DQ136146 97.15% 99.22% 97.41% 96.89% 97.15% 99.48% 96.89% 97.28% 97.28% 100%

FM206381 91.60% 92.11% 91.34% 91.21% 91.60% 92.11% 91.34% 91.60% 91.34% 91.98% 100%
KC311375 | KP137101 | KT455049 | EU284744 | NC_007341 | EU625350 | DQ234673 | AB513443 | JQ952601 | DQ136146 | FM206381
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EK 4 SIAS (Sequence Identity and Similarity) Sunucusu Kullanmilarak Tiirk ve Diinya Izolatlar1 Arasindaki Benzerlik Oranlar1

b. GLOBAL SIMILARITY (BLOSUM62) RESULTS

KC311375 | KP137101 | KT455049 | EU284744 | NC_007341 | EU625350 | DQ234673 | AB513443 | JQ952601 | DQ136146 | FM206381
KC311375 1 0.97 0.98 0.98 0.99 0.97 0.98 0.99 0.98 0.96 0.97
KP137101 0.97 1 0.97 0.97 0.97 0.99 0.96 0.97 0.97 0.99 0.97
KT455049 0.98 0.97 1 0.99 0.98 0.97 0.98 0.98 0.98 0.97 0.96
EU284744 0.98 0.97 0.99 1 0.98 0.97 0.98 0.98 0.98 0.96 0.96
NC_007341 0.99 0.97 0.99 0.98 1 0.97 0.98 0.99 0.98 0.96 0.97
EU625350 0.97 0.99 0.97 0.97 0.97 1 0.96 0.97 0.97 0.99 0.97
DQ234673 0.98 0.96 0.98 0.98 0.98 0.96 1 0.98 0.98 0.96 0.96
AB513443 0.99 0.97 0.98 0.98 0.99 0.97 0.98 1 0.98 0.96 0.96
JQ952601 0.98 0.97 0.98 0.99 0.98 0.97 0.98 0.98 1 0.96 0.96
DQ136146 0.96 0.99 0.97 0.96 0.96 0.99 0.96 0.96 0.96 1 0.97
FM206381 0.97 0.97 0.96 0.96 0.97 0.97 0.96 0.96 0.96 0.97 1

66




EK 5 Diinyadaki ToCV lzolatlarin Kihf Proteini Amino Asit Dizileri Kullamlarak

Coklu Dizilerin Hizalanmasi.

Referans dizisi olarak ToCV Cin izolat1 kullanilmistir. Benzerhk renklenmistir

1 KC311375_ToCV_CHINA 100.0%
2 KP137101_ToCV_SOUTH_KOREAR 98.4%
3 KT455049_TURKEY 98.4%
4 EU284744_ToCV_GREECE 98.1%
§ NC_007341_ToCV_USA 99.6%
€ ZU625350_ToCV_FRANCE 98.4%
7 DR234673_ToCV_ISRAZL 98.4%
8 ABS513443_ToCV_JAPAN 99.6%
9 JQ952601_ToCV_BRAZIL 98.1%
10 DQ13€146_ToCV_SPAIN 97.3%
11 FM20€381_ToCV_MAURITIUS 98.8%
consensus/100%
consensus/30%
consensus/20%
consensus/70%
1 KC311375_ToCV_CHINA 100.0%
2 KP137101_ToCV_SOUTH_KOREA 98.4%
3 KT455049_TURKZY 98.4%
4 EU284744_ToCV_GREECE 98.1%
5 NC_007341_ToCV_USA 99.6%
€ ZU625350_ToCV_FRANCE 98.4%
7 DRQ234673_ToCV_ISRAEL 98.4%
8 AB513443_ToCV_JAPAN 99.6%
9 JQ952601_ToCV_BRAZIL 98.1%
10 DQR136146_ToCV_SPAIN 97.3%
11 FM206381_ToCV_MAURITIUS 98.8%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/20%
consensus/70%
1 KC311375_TeoCV_CHINA 100.0% T I
2 KP137101_ToCV_SOUTH KOREAR 98.4% T LML
3 KT455049_TURKEY 93.4% T - IMT -
4 EU284744_ToCV_GREEZCE 93.1% T M-
S NC_007341_ToCV_USA 99.6% T LML
6 EU625350_ToCV_FRANCE 98.4% T SEMT -
7 DR234673_ToCV_ISRAEL 93.4% T §7 NS
8 AB513443_ToCV_JAPAN 99.6% T s 5
9 JQ952601_ToCV_BRAZIL 98.1% o S S
10 DQR136146_ToCV_SPAIN 97.3% T s S
11 FM206381_ToCV_MAURITIUS 98.8% T LM T
consensus/100% T LML
consensus/30% T - s
consensus/80% T S°. NS
consensus/70% T - IMIT |
241 = ] 257
1 KC311375_ToCV_CHINA 100.0% Q T
2 KP137101_ToCV_SOUTH_KORZA 98.4% T
3 KT455049_TURKZY 98.4% T
4 EZU284744_ToCV_GRE=CZ 98.1% T
§ NC_007341_ToCV_USA 99.6% T
6 EU625350_ToCV_FRANCE 98.4% T
7 DR234673_ToCV_ISRAEL 98.4% T
8 ABS513443_ToCV_JAPAN 99.6% T
9 JQ952601_ToCV_BRAZIL 98.1% T
10 DQ136146_ToCV_SPAIN 97.3% T
11 FM206381_ToCV_MAURITIUS 93.8% T
consensus/100% T
consensus/30% T
consensus/80% T
consensus/70% T
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EK 6 SAIS sunucusu kullanilarak ToCYV Tiirk Izolat1 ile Diinyadaki Crinivirus Cinsi Viriislerin Benzerlik Oranlar

a. IDENTITY RESULTS

ToCV 100%

CYSDhV 47.54% 100%

AYV 43.24% | 48.77% 100%

BnYDV 44.22% | 65.23% | 48.40% 100%

BPYV 42.13% | 49.26% | 54.29% 46.68% 100%

DVCV 42.26% | 49.63% | 64.98% 48.15% | 54.66% 100%

LCV 44.22% | 65.47% | 47.17% 74.81% | 48.77% | 46.80% 100%

LIYV 41.64% | 40.78% | 41.27% 40.66% | 39.31% | 40.17% | 38.69% 100%

PYVV 42.87% | 49.01% | 53.80% 48.52% | 56.38% | 50.85% | 49.75% | 40.54% 100%

SPAV 40.17% | 45.45% | 59.82% 43.85% | 53.68% | 59.70% | 45.70% | 44.10% | 54.05% 100%

SPCSV 50.61% | 47.05% | 42.87% 44.10% | 43.24% | 42.50% | 45.45% | 37.10% | 41.89% | 38.94% 100%

TICV 39.18% | 40.78% | 39.92% 40.66% | 37.83% | 38.32% | 38.82% | 50.85% | 40.29% | 39.68% | 38.82% 100%

BYVvaVv 43.24% | 52.21% | 53.56% 48.77% | 53.43% | 52.33% | 49.63% | 37.22% | 55.52% | 51.84% | 44.84% | 38.32% 100%

CTV 29.97% | 35.99% | 32.43% 37.34% | 31.69% | 32.55% | 36.73% | 34.39% | 32.80% | 32.30% | 29.60% | 30.95% 32.30% 100%
ToCV CYSDV | AYV BnYDV | BPYV DVCV LCV LIYV | PYVV SPAV SPCSV | TICV BYVaVv CTVv
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EK 6 SIAS EK 6 SIAS Sunucusu Kullamlarak ToCV Tiirk izolati ile Diinyadaki Crinivirus Cinsi Virislerin Benzerlik Oranlar:

b. GLOBAL SIMILARITY (BLOSUM62) RESULTS

ToCV | CYSDV | AYV BnYDV BPYV DVvCV LCV LIYV PYVV SPAV SPCSV TICV BYVaV CTV
ToCV 1 0.34 0.29 0.33 0.27 0.28 0.32 0.28 0.27 0.25 0.38 0.24 028 | 0.16
CYSDhV 0.33 1 0.35 0.59 0.36 0.35 0.58 0.26 0.35 0.31 0.33 0.28 04| 023
AYV 0.27 0.34 1 0.36 0.41 0.55 0.35 0.25 0.4 0.49 0.27 0.26 042 | 0.17
BnYDV 0.31 0.57 0.35 1 0.34 0.35 0.68 0.25 0.36 0.3 0.32 0.27 0.38 | 0.24
BPYV 0.26 0.37 0.42 0.36 1 0.43 0.37 0.24 0.45 0.43 0.28 0.23 042 | 0.8
DVCV 0.26 0.35 0.55 0.36 0.42 1 0.34 0.26 0.38 0.5 0.29 0.25 042 | 0.18
LCV 0.29 0.56 0.34 0.68 0.35 0.33 1 0.23 0.37 0.31 0.32 0.25 038 | 0.22
LIYV 0.26 0.25 0.25 0.25 0.23 0.25 0.23 1 0.27 0.29 0.23 0.4 0.23| 0.17
PYVV 0.26 0.35 0.42 0.38 0.44 0.38 0.38 0.27 1 0.43 0.27 0.25 0.44 0.2
SPAV 0.24 0.31 0.49 0.31 0.41 0.5 0.32 0.3 0.42 1 0.24 0.27 04| 0.16
SPCSV 0.38 0.34 0.29 0.34 0.28 0.3 0.35 0.24 0.28 0.25 1 0.25 032 | 0.17
TICV 0.24 0.29 0.27 0.3 0.23 0.26 0.27 0.43 0.26 0.28 0.25 1 024 | 0.21
CTV 0.14 0.21 0.15 0.22 0.16 0.16 0.21 0.16 0.18 0.15 0.15 0.18 0.18 1
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EK 7 Crinivirts Cinsi Virusleri Kilif Proteini Amino Asit Dizileri Kullanilarak

Coklu Dizilerin Hizalanmasi.

Referans dizisi olarak ToCV-Turk izolat kullanilmustir.

1
1 KT455049 100.0%
2 AJ243000_CYSDV 46.0%
3 AY422070_AYV 41.4%
4 NC_010561_BYDV 43.8%
S5 AY330919_BPYV 39.6%
€ GR376201_DVCV 40.4%
7 NC_012910_LCV 43.6%
8 U1S5441_LIYV 41.2% Al G
9 AJSS7129_PYVV 40.4% G CCCCEGAAIC‘IE\.A ETG
10 NC_005896_SPAV 38.8% G G TGCTCC«;GTGHET ABCCGGARAA
11 KC888963_SPCSV  43.7% AR BCREAETCACETTCCARA -—
12 NC_013259_TICV 37.5% G AACACCAETEETGTARACT TIGCHRAG
13 NC_006963_BYVaV 41.2% I AGCAATCCAATISAACGGGAGARN
14 M76485 32.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/280%
consensus/70%
81
1 KT455049 100.0%
2 AJ243000_CYSDV 46.0%
3 AY422070_AYV 41.4%
4 NC_010S€1_BYDV 43.8%
S AY33091S_BPYV 39.6% 3
€ GQR376201_DVCV 40.4% CTEs GAT.
7 NC_012910_LCV 43.6% = GCGAGCGCGEEE.
8 U15441_LIYV 41.2% ATAE o= AATICT!
9 AJSS57129_PYVV 40.4% 2 AGEA GATGACTCG‘I‘AC TTT‘I‘
10 NC_005896_SPAV 38.8% J 2 J ATGAGGG GC
11 RC888963_SPCSV 48.7% I OGGAI
12 NC_013259_TICV 37.5% A CCTCC;‘-.AG‘I'GATGAGAT‘ A
13 NC_006963_BYVaV 41.2%
14 M76485 32.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
161
1 KT455049 100.0%
2 AJ243000_CYSDV 46.0%
3 AY422070_AYV 41.4%
4 NC_010561_BYDV 43.8%
S AY33091S_BPYV 39.6%
€ GR376201_DVCV 40.4%
7 NC_012910_LCV 43.6% TGET —EAC‘
8 U15441_LIYV 41.2% RCRAGCTGReATCATIGGAR
9 AJSS57129_PYVV 40.4% B ARTARAT,
10 NC_005896_SPAV 38.8% CGC
11 RC2888963_SPCSV 48.7% 5E
12 NC_013259_TICV 37.5%

13 NC_006963_BYVaV 41.2%
14 M76€48S5 32.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
241
1 KT455049 100.0%
2 AJ243000_CYSDV 46.0%
3 AY422070_AYV 41.4%
4 NC_010561_BYDV 43.8%
S AY330915_BPYV 39.6%
€ GR376201_DVCV 40.4%
7 NC_012910_LCV 43.6%
8 U15441_LIYV 41.2%
9 AJS57129_PYVV 40.4% >3 I AACHSS TCCRARRRAGR
10 NC_005896_SPAV 38.8% Thi; ) I AGAR ’I'GTCAJJ-.C
11 KC888963_SPCSV 48.7% I =

12 NC_! 013259 TICV 37.5%

i3 NC 006963 BYVaV 41.2%

14 M7648S 32.5%
consensus/100% - - -
consensus/90% 4 -0 AT -5 3 o afBmn o IR e B oo S iz 0 0
consensus/80% - --YIXXrr.yjm.y- B eEees B le oo ke -
consensus/70% 4 z 3 .vr. [ rrrypgy. . -xx.B. .xg.zy.xz. .
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AJ243000_CYSDV
AY422070_AYV
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NC_012910_LCV
U15441_LIYV
AJS57129_PYVV
NC_005896_SPAV
KC888963_SPCSV
NC_0132589_TICV
NC_006963_BYVaV
M76485
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KT455049
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KT455049
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U15441_LIYV
AJS57129_PYVV
NC_005896_SPAV
KCB888963_SPCSV
NC_0132538_TICV
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M76485
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consensus/70%
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NC_005896_SPAV
KC888963_SPCSV
NC_ 013259 TICV
NC 006963 BYVIV
M76485
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
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KT455049 100.0% CIGGIT
AJ243000_CYSDV  46.0%
AY422070_AYV 41.4%

NC_010561_BYDV  43.8%
AY330919_BPYV  39.6%
GQR376201_DVCV  40.4%
NC_012910_LCV  43.6%
U15441_LIYV 41.2%
AJSS7129_PYVV  40.4%
NC_005896_SPAV  38.8%
KCB888963_SPCSV  48.7%
NC_013253_TICV  37.5%
NC_006963_BYVaV 41.2%

M7€485 32.5%
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