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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DOMATESTE SW-5 DAYANIKLILIGINI KIRAN TSWV
IZOLATLARININ BELIRLENMESI iCIN REAL TIME PCR
YONTEMI GELIiSTiRILMESI

Tugce KOCAMAN

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Bayram CEVIK

Domates lekeli solgunluk viriisiine (Tomato spotted wilt virus, TSWV) karsi
dayaniklilik, domateste Sw-5 dominant geniyle viriisiiniin hiicreden hiicreye hareket
proteini kodlayan NSm geninin etkilesimiyle gerceklesmektedir. Son yillarda bu
etkilesimi bozarak, domateste Sw-5 dayanikliligii kiran (RB) TSWYV izolatlan
belirlenmistir. Diinyanin farkli bolgelerinden RB ve dayanikliligi kirmayan (NRB)
izolatlarin NSm gen diziliminin karsilastirilmasi sonucunda iki nokta mutasyonunun
Sw-5 dayanikliliginin kirilmasindan sorumlu oldugu bildirilmistir. Bu calismada
Antalya ve Isparta illerinde domates tiretim ve satis alanlarindan TSWV belirtisi
gosteren yaprak ve meyve ornekleri alinmig ve PCR, RT-PCR ve/veya real-time RT-
PCR yontemiyle testlenmistir. Yapilan testlemeler sonucunda 57 siipheli 6rnegin 46
tanesinin TSWV enfekteli oldugu enfekteli 6rneklerin 4 tanesinin Sw-5 geni igeren
domates ¢esitlerinden alindigr belirlenmistir. Yapilan mekanik inokulasyon
caligmalar1 sonucunda dayanikli bitkide inokulasyon yapan 13 farkli potasiyel RB
TSWV izolati belirlemistir. Bu izolatalardan 6 tanesi segilerek NSm genleri
cogaltilmis, klonlanmis ve olast mutasyonlar1 belirlemek icin dizilenmistir. Yapilan
amino asit dizi karsilagtirmalarinda Tiirk izolatlarinin NSm genleri kendi aralarinda
%96-99 diinyadaki izolatlariyla ise %95-100 oraninda benzerlik gdstermistir.
Yapilan analizler sonucunda daha 6nce TSWV RB izolatlarinda belirlenen nokta
mutasyonlarinin bu g¢alismada kullanilan izolatlarinda bulunmadigi belirlenmistir.
Ancak bu ¢alismada elde edilen RB izolatlarinin 287. amino asitinde glutamik asitin
(E) aspartik asit (D) veya glisine (G) doniistigii mutasyonlar tasidiklar: tespit
edilmistir. Bu izolatlarin NSm genlerinin gen bankasinda bulunan diinya izolatlarinin
NSm genleriyle karsilastirildiginda E287D mutasyonunun sadece bu g¢alismada
belirlen TSWV RB izolatlarinda bulundugu goriilmiistiir. NSm geninin mutasyon
iceren bolgesinin ¢ogaltilmast igin spesifik primer tasarlanarak mutasyonlarin
ayrilmasi i¢cin SYBR Green bazli real-time RT-PCR yontemi gelistirilmistir. Real-
time RT-PCR c¢ogaltimint ve erime analizleriyle bulunan mutasyonlarin
ayrilabilecegi ve bunlari tasiyan izolatlariin dizileme yapmadan hizli ve ekonomik
bir sekilde tespit edilebilecegi gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Dayanikliligin kirilmasi, Erime analizleri, Filogenetik analiz,
Hareket proteini, Nokta mutasyonlari, SYBR Green
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

DEVELOPMENT OF REAL TIME PCR METHOD FOR
DETERMINATION OF TSWV ISOLATES BREAKING
TOMATO SW-5 RESISTANCE

Tugce KOCAMAN

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Physics

Supervisor: Prof. Dr. Bayram CEVIK

In tomato, resistant to Tomato spoted wilt virus (TSWV) is controlled by the
interaction of Sw-5 dominant gene in plant with the NSm cell-to-cell movement
protein of the virus. In recent years, TSWYV isolates breaking the Sw-5 resistance by
interfering this interaction have been identified. It has been reported that two point
mutations in the NSm gene were identified by comparison of the NSm gene of the
resistance breaking (RB) and non-resistance breaking (NRB) isolates are responsible
for the breaking the Sw-5 resistance. In this study, 57 leaf or fruit samples were
collected from tomato production areas and local market in Antalya and Isparta
province and samples were tested by PCR, RT-PCR and/or real-time RT-PCR
methods. The results showed that 46 of the 57 suspected samples were infected with
TSWV and four of the infected samples were taken from tomato cultivars with Sw-5
resistance gene. As many as 13 different potential RB isolates were identifed by
mechanaical inoculation to resistant and susseptibe tomato cultivars. To determine
possible mutations in the NSm gene, this gene was amplified from six selected RB
isolates and it was cloned and sequenced. Comparison of amino acid sequences
showed that while the NSm gene of Turkish isolates were 96-99% identical, they
showed 95-100% sequence identity with world isolates. Analysis also determined
that the previously identified point mutations were not present in the NSm genes of
RB isolates identifed in this study. However, a glutamic acid (E) to aspartic acid (D)
or glycine (G) point mutation was identied in amino acid 287 of the NSm genes of
RB isolates identifed in this study. Comparison of the NSm genes of these isolates
with the that of world isolates in the GenBank showed that these mutations were only
present in Turkish isolates identified in this study. A SYBR Green based real-time
RT-PCR method was developd for amplification of the the region of the NSm gene
containing the identifed mutations. The amplification and melting analysis of the 3’
endof the NSm gene by real-time RT-PCR enabled differentiation of point
mutataions identified in this study and showed that TSWV isolates carring these
mutations can more quickly and enonomicaly be distinguded from wild type isolates
without sequencing.

Key Words: Melting analyzes, Movement protein, Phylogenetic analysis, Point
mutations, Resistance breaking, SYBR Green

2019, 80 pages
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1. GIRIS

Diinyada en ¢ok liretimi yapilan ve tiiketilen tarim irlinlerinin basinda domates
(Solanum lycopersicum) gelmektedir. Domatesin ¢ok sayida yabani ve Kkiiltiire
alinmig akrabasi bulunmaktadir. Galapagos Adalari, And Daglar (Rick, 1973;
Taylor, 1986), Ekvator ve Bolivya’ya kadar uzanan bir¢ok bolgede domates
yetistirilmektedir. Kiiltlir domatesinin yabani akrabalari, deniz seviyesinden
yiikseklige bagl olarak degismektedir. Enlem derecesinden de etkilenerek genis bir
cesitlilik gostermektedir. Tiirlerin  gelisimi  i¢in, Onemli bir gen havuzu
olusturmaktadir (Rick ve Holle, 1990). Domates iilke ekonomisinde ¢ok dnemli bir
yeri olmakla birlikte ¢iftcimizin 6nemli gelir kaynaklarindan birisini olusturmaktadir.
Domates gilinlimiizde hem taze olarak tiiketilmekte hem de salca, ketcap domates
suyu, tursu, dondurularak veya kurutularak da tiiketilebilmektedir. Son yillarda
domatesin lretim miktar1 arttirllmis ve domatesten elde edilen islenmis iiriinler de

cesitlendirilmistir.

Kiltiir bitkilerinde yabanci otlar, hastalik ve zararlilarin neden oldugu ({iriin
kayiplart %31-42 arasinda degisen degerlerden olusmaktadir. Bu Kayiplarimin
%14,1’i hastaliklar, %12,2’si yabanci otlar, %10,2’si zararlilardan meydana
gelmektedir. Yillik riin kayiplarinin ekomomik degeri ise 550 milyar dolar
olmaktadir (Agrios, 2005). Domates yetistiriciligini sinirlayan onemli faktorler
arasinda; viriis, bakteri ve fungus gibi hastalik etmenleri sayilabilmektedir. Hastalik
ve zararhilarin yayilmasinin kontroliinde {i¢ strateji benimsenmektedir. Bunlar
kimyasal uygulamalar, kiiltiirel uygulamalar ve dayanikli ¢esit kullanimidir.
Kimyasal uygulamalar, bazi hastalik ve zararlilarin yayilmasini 6nleyebilmesine
ragmen c¢iftciler i¢in risk olusturmakta, girdi maliyetlerini artirmakta ve kalinti
problemleri  olusturmast  nedeniyle  kullanimi  kisitlanmaktadir.  Kiiltiirel
uygulamalarla hastalik ve zararli kontrolii her zaman tam anlamiyla yeterli
olmamaktadir. Bu durumda, en ekonomik ve ¢evre dostu miicadele yontemi
dayanikli ¢esit kullanimidir. Domates gibi yogun olarak {iretimi gergeklestirilen
bitkilerde birden fazla hastalik ve zararli etmeni verim ve kalite yoniinden biiyiik
kayiplara yol agmaktadir. Bir¢ok bitki tiirii ile ¢esidi bir ya da birden fazla hastalik ve
zararliya kars1 dayaniklilik gostermektedir. Ozellikle melez gesitlerin kullanimi sebze

tiretiminde ¢oklu dayaniklilia sahip olmaktadir. Simdiye kadar kiiltiirii yapilan
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domates bitkisine 15 adet dayaniklilik geni aktarilmigtir (Barone, 2004). Klasik 1slah
metotlartyla kiiltlir cesitlerine melezleme yoluyla hastaliklara karsi dayaniklilik
aktarilabilmektedir. Bir etmene kars1 dayamikliligin aktarilmasi, hastalik ve zararli

sayisi fazla olan domates i¢in genellikle yeterli olmamaktadir.

Glintimiizde 30°dan fazla viriisiin domateste hastaliga yol actig1 bilinmektedir (Zitter,
1997). Bu viral etmenlerin basinda domates lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted
wilt virtis, TSWV) gelmektedir. TSWV subtropik bolgelerde yaygin goriillmektedir
(Mickowski, 1981). TSWV, kiiltiir bitkilerinde biiyiik bir ekonomik éneme sahiptir.
[lk 10 viriis arasindan 2. sirada yer almaktadir (Scholthof vd., 2011). TSWV,
Bunyaviridae familyas: Orthotospovirus cinsine dahil bir hastalik etmenidir (Francki
vd., 1991). TSWV genis bir konuk¢u araligina sahip olup 69 dikotiledon bitki
familyasi, 15 monokotiledon bitki familyas1 ve Pteridofit’lerin 1 familyasina ait
toplam 1090 bitki tiirii viriise konukguluk etmektedir (Parrella vd., 2003). TSWV nin
onemli konukgular1 arasinda basta domates olmak tizere, tiitiin, marul, biber, patates,
yer fistig1, bakla, patlican, bezelye, boriilce, pamuk, 1spanak, karnabahar, bamya,
brokoli, kereviz, papaya, ananas, enginar, kolza bitkileri yer almaktadir (Anonymous,
2007). TSWV, domates bitkisinde; geng yapraklarin bronzlagsmasi, yapraklarda
kiigiik ve bol miktarda siyah lekelelenmeler, bitkide ciicelik, govdede siyah ¢izgiler,
meyvede klorotik halkali lekelenme, siirgiin u¢larindan geriye dogru 6liimlere neden
olarak kalite ve veriminin azalmasma yol agmaktadir. Insanlarin bu besinleri
tilkketiminde tercih etmemesini saglayarak, ekonomik degerini diisiirmekte ve
pazarlanmasin1  imkansizlastirmaktadir. TSWYV  belirtilerinin  genis  konukg¢u
araliginda goriilmesi ve vektorleri kontrol etmesi zor oldugundan, tarimsal iiretimde
onemli bir tehdit olusturmaktadir. TSWV'nin neden oldugu zarar1 en aza indirgemek
icin dogal R genlerinin tanimlanmas1 6nemli bir yaklagimdir. Domateste bazi hastalik
ve zararlilara dayaniklilik tek genle kontrol edilmektedir ve dominant (baskin)
ozellik gostermektedir. Domateste S. peruvianum’da bulunan dominant Sw-5 geni,
TSWV’ye karst dayamklilik kaynagi olarak belirlenmistir. Ik olarak ticari bir
domates ¢esidi olan ‘Stevens’e aktarilmistir (Stevens vd., 1992). Sw-5 dayaniklilik
geni ticari domates cesitlerine melezleme yoluyla aktarilmistir. Bitki viriisleri,
bitkilerde hareket icin gerekli olan bir veya daha fazla proteini kodlamaktadir (Hull,
2002). Bitki virlis hareket proteinleri (MP) niikleik asitlere spesifik olarak

baglanmakta, plazmodesmata'ylr modifiye etmekte veya protoplastlarin ylizeyinde
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tibiillerin  olusumunu uyarmaktadir (Waigmann vd., 2004). Domateste Sw-5b
dayaniklilik geninin kodlandig1 protein TSWV'nin yapisal olmayan hareket protein
NSm ile etkilestigi yani virlisiin aviriilens (Avr) faktori oldugu belirlenmistir
(Hallwass vd., 2014). TSWV genomunda M RNA segmenti yapisal olmayan
proteinlerden birini (NSm) kodlamaktadir (Hoffmann vd., 2001). NSm geni,
Orthotospovirus’lerin bitkiye adaptasyonunu ile bitki hiicre duvarlar1 arasindaki
plasmodesmata yoluyla bitki i¢inde hareketini saglamaktadir. NSm’lerin rolii,
plasmodesmata yoluyla tasinmasi icin oldukg¢a biiyiik olan viriis partikiillerinin
niikleokapsidler yardimi ile hiicreden hiicreye hareketinin kolaylagtiran borucuklari
olusturmaktadir. TSWV trips hiicrelerinde ve bitki protoplastlarda tiibiiler yapilar
olusturmaktadir (Storms vd., 1995). TSWV NSm proteini, tiibiil olusumu i¢in gerekli
302 amino assitten olugmaktadir. Hareket proteininin virlisiin hiicreden hiicreye
hareketi ve uzun mesafe hareketindeki fonksiyonu daha onceki ¢alismalarda
belirlenmistir (Leastro vd., 2017). Domateste DNA-j protein homologlarinin da
TSWV etkilesiminde rol aldigi bildirilmistir (Soellick vd., 2000). TSWV NSm'nin
DNA-j benzeri protein, diger plasmodesmata ikame proteinleri ve viral N gibi
konukgu proteinleri ile etkilestigi goriilmustiir. Tiitlin bitkisinde ve Arabidopsis'de
DNA-j proteininin, zarflanmamis riboniikleokapsid yapilarinin hiicreden hiicreye
hareketini kolaylastiran TSWV'nin hareket proteinleri ile etkilestigi goriilmistiir. Bu
nedenle hareket proteinlerinin engellenmesi, viriisiin konuk¢unun igine  yayilmasini
onleyebilmektedir (Soellick vd., 2000). Son yillarda bu etkilesimi bozarak, Sw-5
dayanikliligini kiran (RB) TSWYV izolatlar ortaya ¢ikmistir. Dayanikliligi kiran (RB)
ve kirmayan (NRB) izolatlarin NSm gen diziliminin karsilagtirilmas1 sonucunda iki
nokta mutasyonunun Sw-5 dayanikliligmmin kirtlmasindan sorumlu oldugu
belirlenmistir (Martinelli vd., 2014).

Son yirmi yilda, viriis lizerinde yiiksek seleksiyon baskisi nedeniyle RB TSWV
izolatlar1 ortaya c¢ikmistir, bu da Sw-5b geni dayanikliligini tehdit etmektedir
(Gordillo vd., 2008). TSWV RB ve NRB izolatlarinin NSm genine ait niikleotid ve
amino dizilerinin karsilastirmali analizi NSm proteininde 118. amino asit olan
sisteinin (C118) tirosine (Y118T) veya 120. amino asit olan trioninin (T120)
asparajine (T120N) donlismesinin Sw-5 dayanikliliginin kirilmasinda etkili oldugunu
ortaya cikarmigtir (Lopez vd., 2011). Bu mutasyonlarin TSWV’niin Sw-5b

dayaniklilik proteini tarafindan taninmasia engel olmasina ragmen NSm haraket
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proteini aktivitesine etki etmedigi belirlenmistir (Peiro vd., 2014). Bu caligmada
Antalya ve Isparta illerinden arazi ¢aligmalarindan toplanan domates ¢esitlerinde
dayanikliligr kiran ve kirmayan TSWYV izolatlar1 molekiiler ¢alismalar yapilarak
testlenmistir. SwW-5 dayaniklilik geni iceren Sedir ve igermeyen Alsancak domates
fidelerine mekanik inokulasyon yapilmistir. Sw-5 dayaniklilik geni igeren ve Sw-5
geni icermeyen duyarli domates c¢esitlerinde c¢ogalan RB TSWYV izolatlar
belirlenmistir. Elde edilen RB izolatalarinin NSm gen dizilimleri belirlenerek
iilkemizde ve diinyanin farkli {iretim bdlgelerinden elde edilen TSWV NSm gen
dizilimleriyle karsilastirilarak dayanikliligin =~ kirilmasinda  etkili mutasyonlar

belirlenmistir.

Dayanikliligin kirllmasindan sorumlu NSm gen mutasyonlar1 sadece gen klonlama
ve dizileme ile yapilmaktadir. Bu mutasyonlar1 dizileme yoluyla belirlemek uzun
stire aldigindan ve maliyeti yiiksek oldugundan daha hizli, ucuz ve etkin bir yontem
gelistirilmesi gerekmektedir. Yapilan bu ¢alismada Tiirk izolatlarinda 287. amino asit
bolgesinde dayanikliligi kiran yeni mutasyonlar tespit edilmistir. Sw-5 dayanikliligini
kiran TSWV RB izolatlarinin NSm geninde yeni bulunan bulunan nokta
mutasyonlarindan yararlanilarak gercek zamanli RT-PCR yontemi gelistirilmistir.
SYBR Green ve bazli real-time RT-PCR yontemi gelistirilerek hedef bolgedeki
mutasyonlara gore dayanikliligi kiran ve kirmayan izolatlarin belirlenmesi

saglanmstir.



2. KAYNAK OZETLERI

Domates (Solanum lycopersicum L.), diinya ¢apinda biiyiikk miktarlarda tarimsal
tiretimi gerceklestirilen, Solanaceae familyasina ait onemli bir sebze tiiriidiir (Peralta
ve Spooner, 2005). Domatesin ilk kez kiiltiire alindig1 ve tariminin Meksika veya
Peru’da yasayan yerli kabileleri tarafindan Giiney Amerika’da yapildigi
bilinmektedir. 16. yiizyilda Avrupa’ya, 18. yilizyilda Kuzey Amerika’ya getirildigi,
daha sonra da tiim diinya iizerine yayildigi kabul edilmektedir (Gould, 1983).
Domatesin ucuz, bol vitaminli ve besleyici 6zellikte olmasi nedeniyle, diinyanin
birgok yoresinde en ¢ok iiretilen sebzeler arasinda yer almaktadir. Yillik domates
tiretim miktart 2017 yili verilerine gore en fazla Cin (59.626.900 ton), Hindistan
(20.708.000 ton) ve Tiirkiye’de (12.750.000 ton) yetistirilmektedir (FAO, 2019).
Domates tiretimi 2017 yili verilerine gore iilkemizde 187070 ha alanda 12.750.000
ton ile diinyada 3. sirada yer almaktadir (FAO, 2019). Domates iiretiminin iilkelere
gore dagilimina baktigimizda Cin ilk sirada yer alirken Ozbekistan 9. sirada

bulunmaktadir.

Cizelge 2. 1. Diinya'da en ¢ok domates iireten iilkelerin yillik iiretim miktarlar

Say1 Ulke Uretim milyon ton (MT)
1 Cin 59.626.900
Jumem | Hindistan 20.708.000
38 | Tiirkiye 12.750.000
= ABD 10.910.990
_5= Misir 7.297.108
e fran 6.177.290
H italya 6.015.868
'gled | Brezilya 4.230.150
Qmmm | Ozbekistan 2.455.125

Kiiltiir domatesinin yabani akrabalarinin dagilimi deniz seviyesinden yiikseklige
bagli olarak ve enlem derecesinden etkilenerek, genis bir gesitlilik gdstermektedir

(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Yabani domates tiirlerinin Giiney Amerika'da cografik dagilis1 (Moyle,
2008)

Diinyada ve iilkemizde yiiksek miktarda iiretilen domates insan beslenmesinde
olduk¢a Onemli yere sahiptir. Domatesin bilesiminin 6nemli bir kismini su
olusturmaktadir. Domatesin bilesiminin tipi, ¢esidi, yetistirme ortami ve yetistirildigi
bolge gibi faktdrlere gore degisiklik gosterebilmektedir (Thakur vd., 1996). Domates
orti altinda turfanda olarak yetistirilebilmesi nedeniyle her mevsimde
tilkketilebilmektedir. Domates A, B1, B2, C, K vitaminleri, niacin, protein, yag,
karbonhidrat, potasyum, kalsiyum ve demiri i¢ermektedir. Domates taze olarak
tiikketildigi gibi, salca, domates suyu, konserve, tursu, recel, ketcap gibi farkli bir¢cok
sekilde islenmis olarak da kullanilmaktadir (Ekinci, 1972). Domates iiretimi,
ciftcilerin Onemli gelir kaynaklarindan birisini olusturmaktadir. Domatesin
yetistiriciligi 6zellikle Marmara, Ege ve Akdeniz Bolgeleri’nde fazla yapilmaktadir.
Ulkemizin iklim sartlarmim uygun olmasi, domatesi isleyecek sanayinin 1970’li
yillardan itibaren kurulmus olmasi, domates yetistiriciligine yonelimi hizlandirarak
Amerika ve Italya gibi biiyiik {ireticiler arasina girmemizi saglamistir (Vural, 2000).
Tiirkiye’de iiretilen yaklasik 12 milyon ton domatesin %25-30’u islenmekte, kalan
miktarda taze olarak tiiketilmektedir. 2018 yili TUIK verilerine gére domates iiretimi
8.414.920 ton sofralik domates ve 3.735.080 ton islenmis domatesten olusmaktadir
(TUIK, 2019). Domates, 1lik ve sicak iklimlerde yetisen bir bitkidir. Bu nedenle
soguklardan ¢ok zarar gormektedir. Yetistirildigi donemde sicaklik -2, -3 °C’ye
diistiigiinde bitkiler donarak Olebilmektedir. Domates yetistriciliginde fide ekim
doneminde don tehlikesi ortadan kalkmig olmalidir. Yetistirildigi yorede 5-6 ay

siireyle yetistricilige uygun iklim olmalidir. Tklim uygunlugu doért aydan daha az



olursa, bitkiden beklenen verim alinamaz. Domateslerde normal bir gelismenin
meydana gelebilmesi i¢in, sicakligin en az 16-19°C’lerde olmas1 gerekmekte ve 15-
28°C arasinda en iyi gelisim goriilmektedir. Dollenme en iyi 15-25°C sicaklik
olmakta 15°C’nin altinda ve 35°C’nin iizerinde meyve baglama azalmaktadir.
Déllenme hava sicakliginin 18-21°C, toprak 1sisinin 21°C'de oldugu sartlarda en iyi
sonucu vermistir. Ancak 30°C’nin lizerindeki sicakliklarda da bitki gelismesi devam
etse de dollenme gergeklesmemektedir. Cigekler dokiilmekte, meyveler ¢ekirdeksiz
ve kiiclik olmaktadir. Domatesin sicaklik istegi gelisme donemine gore farklilik
gostermektedir. Ayrica domates yetistriciliginde gece ile gilindiiz arasinda sicaklik
farkinin 6-7°C olmas1 gerekir. Gece-glindiiz sicaklik farki, meyve baglamay1 olumlu
yonde etkilemekte ve olgunlasan meyvede renk maddeleri olusumunu saglamaktadir.
Domates yetistiriciliginde uzun giin kosullarinda salkim sayis1 artar 15181n yetersiz
olmasiyla govde incelir ve zayif kok gelisimi goriilmektedir (Sevgican, 1999).
Domates derin, gecirgen, su tutma kabiliyeti yiiksek, humus ve zengin besin
maddelerine sahip tinli topraklari tercih etmektedir. Erken mahsul almada kumlu ve
tinl topraklar tercih edilmektedir. Sanayi domatesi yetistiriciliginde ise tinli, killi
veya Killi-tinl1 topraklarda daha iyi sonug¢ vermektedir. Havalanmasi iyi olmayan
soguk topraklar domates yetistiriciligine uygun degildir. Toprak pH'nin 5’den asag1
diismesi istenmez ve bdyle durumda mutlaka kirecleme yapmak gerekir. Domates
yetistriciligi i¢in en uygun oprak pH’1 6-6,5 arasinda olmasi istenir en iyi sonug ise

pH 6,5’da alinmaktadir (Anonim, 2006).

2.1. Domatesin Onemli Hastahik ve Zararlar

Domates iiretiminde fide doneminden hasata kadar gegen donem arasinda fungal,
bakteriyel ve viral hastaliklar bitkilerde ciddi iiriin kaybina neden olmaktadir. Diinya
Gida ve Tarim Teskilati1 (FAO) tarafindan yayinlanan istatistiklere gore her yil diinya
tarim {irlinlerinin en az %12’lik bolimii (tarla ve depo kosullarinda) patojen
mikroorganizmalarin neden oldugu bitki hastaliklarindan ve %20’lik boliimii de
boceklerden dolay1r kaybedilmektedir (Agrios, 1997). Bu oran az gelismis veya
gelismekte olan iilkelerde daha fazladir. Verim ve kaliteyi olumsuz etkileyen biyotik
faktorler arasinda; patojenler (funguslar, bakteriler, virlisler ve viroidler), zararl
hayvansal organizmalar (bocekler, akarlar, nematodlar, salyangozlar, stimiiklii

bocekler, kemirgenler, memeliler ve kuslar) ve yabanci otlar sayilabilir. Hastalik,
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zararli ve yabanci otlar; kiiltlir bitkilerinde %25-30a varan iiriin kayiplarina neden
olmaktadir. Yapilan arastirmalara gore bitki hastaliklar1 %60-75 oraninda fungus ve
bakteriler, %10-15 oraninda viriis ve viroidler, %10 oraninda ise diger patojenler ve

cevresel faktorler tarafindan olusturulmaktadir (Agrios, 1997).

Domateste goriilen fungal, viral ve bakteriyel hastalik etmenleri kisaca siralanmistir.
Domates bitkisinin yetistirildigi liretim alanlarinda goriilen 6nemli fungal hastalik
etmenleri; sebze kok cirikligi (Pythium spp.), mavi kiaf (Penicillium spp.),
Phytophthora parasitica, ge¢ yaniklik (Phytophthora infestans), kdk bogazi
clirtikligii (Rhizoctonia solani), Phoma ¢iiriikkliigii (Phoma destructiva), yumusak
ciiriikliik (Sclerotinia sclerotiorum), kok bogazi hastaligi (Verticillium dahliae), kok
bogazi1 hastaligi (Verticillium albo-atrum), sebzelerde kiilleme hastaligi (Erysiphe
spp.), kiilleme (Leveillula taurica), kursuni kiif (Botrytis cinerea), yumusak ¢iiriikliik
(Sclerotinia sclerotiorum), yaprak yanikligi (Stemphylium solani), domateste yaprak
kifi (Cladosporium fulvum), siyah benek (Colletotrichum coccodes), Alternaria
curikliigi (Alternaria alternata), erken yaniklik (Alternaria solani), yaprak lekesi
(Septoria lycopersici) ve govde ciiriikliigii hastaligi (Didymella lycopersici)’dir
(Kirbag ve Parlak, 1996). Domates bitkisinin yetistirildigi tiretim alanlarinda goriilen
onemli bakteriyel hastaliklar domateste bakteriyel kanser ve solgunluk (Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis), domates bakteriyel benek (Pseudomonas
syringae pv. tomato), domates bakteriyel kara leke (Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria), domates bakteriyel solgunluk (Ralstonia solanacearu), stolbur
(Phytoplasma tiirleri), 6z (govde) nekrozu hastaligi (Pseudomonas corrugata),
pembe goz (Pseudomonas fluorescens), domates 6z nekrozu (Pseudomonas
viridiflava, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas mediterranea), bakteriyel yumusak
cuiriikliik (Erwinia carotovora subsp. carotovora ve Erwinia chrysanthemi), siyah
bacak hastaligi (Erwinia carotovora subsp. atroseptica)’dir (Scortichini, 1992).
Domates iiretim alanlarinda goriilen en onemli viral hastalik etmenleri; Hiyar
mozayik viriisii (Cucumber mosaic viriis, CMV), Domates mozayik viriisii (Tomato
mosaic viriis, TOMV), Patates Y virlisii (Potato Y viriis, PYV), Patates X viriisii
(Patato X viriis, PVX), Domates sar1 yaprak kivirciklik viriisii (Tomato yellow leaf
curl viriis, TYLCV), Domates halkali leke viriisii (Tomato ring spot viriis, TRSV) ve
Tomato spotted wilt viriis’diir (Valizadeh vd., 2011).



Bitki viriisleri, birgok bitki tiiriinde (bahge bitkileri, siis bitkileri vb.) iiriin kalitesini
ve miktarini etkileyerek Onemli derecede ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Taksonomik olarak bitki viriis vektorlerinin birgcok ¢esidi bulunmaktadir ve vektorler
arasinda nematodlar, funguslar artropodlar ve plasmodiophoridler sayilabilmektedir.
Birgok bitki viriistinii tagiyan artropod vektorler, yaprak bitleri, beyazsinekler, yaprak
pireleri, tripsler, kinkanatlilar, unlubitler, Miridae familyas1 {iyesi bocekler ve
akarlardir. Saptanan 200 vektor tiirlinden ¢ogunlugunu olusturmasi nedeniyle en
yaygin goriilen vektdr grubu yaprak bitleridir. Yaklagik 550 viriis tiirlinde %55
yaprak bitleri, %11°1 yaprakpireleri, %11°1 kinkanatlilar, %9u beyazsinekler, %7’si
nematodlar, %5’1 fungus ve plasmophoridler ve %2’si de tripsler, Miridae familyas1
iyesi bocekler, akarlar veya unlubitler ile tasinmaktadir (Andret-Link ve Fuchs,
2005). Bitki viriis hastaliklar1 diinyada bitkileri ve triinlerini hastalandirarak énemli
verim kayiplarina neden olmaktadir. Bu verim kayiplarinda viriisiin bitkiden bitkiye
tasinmasi ve tasinma sekli biiyiik onem tasimaktadir. Ornegin, TSWV siis bitkileri ve
sebzelerde bir milyar dolarin tizerinde bir lirlin kaybindan sorumludur. (Uhrig vd.,
1999; Griep vd., 2000) TSWV, tripsler tarafindan tasinmaktadir ve 84 familyaya ait
binden fazla sayida bitki tiiriinii enfekte ettiginden dolay1 bitki viriisleri arasinda en
genis konukcuya sahip olan bir viriistiir (Parella vd., 2003). Yiiz familyaya ait 1090
bitki tiirtinli enfekte etmekte ve ekonomik anlamda ciddi kayiplara neden olmaktadir

(Hanssen vd., 2010).

2.2. TSWYV Smiflandirilmasi

Domates lekeli solgunluk virlisii Bunyaviridae familyasi, Orthotospovirus cinsi
igerisinde yer almaktadir (Uhrig vd., 1999). TSWYV, negatif iplik¢ikli RNA
virlislerini igeren tek genusta yer alan ve bitkilerde hastalik yapan etmendir. TSWV,
80-110 nm ¢apinda lipit membran iceren kiiresel partikiillere sahiptir ve
elektronmikroskop ile goriilebilecek kadar kiigiik yapidadirlar (Sekil 2.2). TSWV
partikiilii %70 protein, %20 lipit %5 niikleik asit (RNA) ve %5 karbonhidrat
icermektedir (Adkins, 2000).



Sekil 2.2. TSWV enfekteli bir bitki hiicresinde elektronmikroskobik virion gorlntiisii
ile TSWV viriis partikiiliiniin genomik yapisi (Moyer vd., 1999)

2.3. TSWV Belirtileri

TSWV, tropik ve subtropik bolgelerde birgok bitki tiirlerinde ve yabanci otlarda
enfeksiyon gergeklestirmektedir (Wilson vd., 2000). TSWV seralarda 41 farkli siis
bitkisini enfekte etmektedir (Sherman vd., 1998). TSWV, domates bitkisinde
yapraklarda bronz renklenmeler, yapraklarda siyah ve cok kiigiik lekelenmeler,
govdede siyah c¢izgi seklinde lekeler, meyvede klorotik halkali lekelenmeler,
deformasyon, siirgiin ug¢larindan geriye dogru o6liim, bitkide solgunluk ve ciicelik

olusumuna baglh olarak verim ve kaliteyi olumsuz etkilemektedir.

Biberde, bodurluk, sararma, yapraklarda klorotik diizensiz lekeler, mozaik, siirgiin
ucunda nekrotik ¢izgiler meydana getirmektedir. Meyvede ise sar1 lekeler,
halkalanma, nekrotik ¢izgiler gozlenerek meyve tutumu diisiirmektedir.  Geng
donemde TSWV enfeksiyonu bitki gelisimini engeller. Bitkide bodurlasma ve
solgunluga neden olmaktadir. Yapraklarda ise diizensiz ve nekrotik goriintii
olusturmaktadir. Ge¢ donemde TSWV enfeksiyonu goriilen yapraklarda mor renkli
damarlanmalar, mordan kahverengine donen lekeler ve yaprak kenarlarindan ice

dogru kivrilmalar goriilmektedir (Sevik, 2015).

Marulda TSVV enfeksiyonu yaprakta kahverengi ¢izgiler seklinde goriilmektedir.
llerleyerek marulun gobek kismini etkiler ve bitki gelisimini engeller. Tiitiin
bitkilerinde, yapraklarda nekrotik lekeler, nekrotik c¢izgiler yapraklarda kuruma

seklinde belirtiler olugsmaktadir (Anonymous, 2007). TSWV enfeksiyonu sonucunda
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olusan simptomlar; konuk¢u bitkinin tiirii, ¢esidi, gelisme donemi, iklim sartlari ve

viriis irkina bagli olarak degisebilmektedir (Adkins, 2000).

2.4. TSWV Ekonomik Onemi

TSWYV, kiiltiir ve yabani bitki tiirleri arasinda genis bir konukgu araligina sahip bir
virisidiir (Parella vd., 2003). TSWV, bir dizi tibbi ve esansiyel-yag tasiyan
(aromatik) bitkilerin yaninda Kasimpati (Chrysanthemum sp.), Kisnis (Coriandrum
sativum), Bahge nanesi (Mentha piperita), Kivircik nane (Mentha spicata), Kedi
nanesi (Nepeta cataria), Feslegen (Ocimum basilicum), Adagay1 (Salvia sp.), Kediotu
(Valeriana offcinalis) ve Mine ¢igegi (Verbena offcinalis) gibi bazi siis ve sebze
bitkilerinde goriilmiistiir (Dikova, 2011). Pensilvanya’da ticari seralarda siis bitkisi
yetistirilen TSWV ile enfekteli bitkiler kayit edilmis daha onceden konukgusu
oldugu raporlanmayan bitkilerde TSWV simptomlar1 tespit edilmistir (Hausbeck vd.,
1992). Yapilan calismada camgiizeli ve begonya bitkilerinde %95 enfekteli
bulunmustur. Siklamen, camgiizeli ve cineraria bitkilerinde ¢ok fazla enfekteli

bitkiler tespit edilmistir.

TSWV, ilk defa 1919 yilinda Avustralya'da domateste goriilmiistiir. 1920 yilina
gelindiginde, tiim Avustralya bolgelerinde TSWV bulunmus ve o zamandan beri
TSWYV diinyanin birgok bdlgesine yayillmistir. 1926 yilinda, Hawaii'de ananasda
TSWV bulunmustur. 1935 yilinda Kaliforniya'da TSWYV, salgin olusturmustur.
1938'de ise TSWV ilk defa seralarda yetistirilen domates bitkilerinde bulunmustur.
Louisiana'da, TSWV ilk olarak 1972'de bulunduktan sonra 1988 yilina gelindiginde,
soya fasulyesinde bitki verimini %25 ile %75 arasinda diislirdiigii belirlenmistir.
Florida'da, TSWYV ilk olarak 1986 yilinda mayis ve haziran aylarinda domates ve yer
fistiginda tanimlanmistir. Gliney Georgia ve Kuzey Florida bolgesinde, TSWV 1990
yilinda sonbaharda domates bitkilerinde %350'den fazla {iretimi etkilemis ve bir¢ok
mahsiil i¢in biiyiik bir tehdit olusturmustur. Ote yandan 1999 yilina kadar birkag
tiitlin alaninda TSWV etkisi %50'den fazla artmistir. Yer fistig1 icin, ¢ogu tarladaki
salgin olusturmus ve bazi alanlarda %7'yle sinirli verim kayiplari olurken bazi fistik

ekim alanlarinda bu etki %60-90 arasinda olmustur (Kucharek vd., 2000).
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Brezilya’da TSWV biber viriisleri icerisinde en ¢ok zarar veren viriislerden biri
haline geldigi ve ortalama zararin %49-69 arasinda oldugunu rapor etmistir
(Cupertino vd., 1984). TSWV 1940 yillarinda domates tiretiminde %75-100 oraninda
verim kayiplarina neden oldugunu bildirilmistir (Cho vd., 1989). 1989 yilinda ABD
ve Kanada’da TSWV, domates ve biberde %100’e varan iiriin kayiplarina neden
olmustur (Gitaitis vd., 1998). 1971 yilinda Teksas'ta yetistirilen yer fistiklarinda
TSWV bulunduktan sonra 1985 ve 1986'da Teksas'taki bazi yer fistig:1 tarlalari
TSWYV yiiziinden tahrip olmustur. Teksas'ta iiretilen yer fistiklarinda TSWV nin
etkisi 1987'den 1989'a kadar fazla belirgin olmadigi bildirilmistir. Ancak 1990'da
bazi yer fistigi tarlalarindaki TSWV etkisi %50'nin iizerine ¢iktigi da rapor
edilmistir. Arjantin-Buenos Aires’de ise 1994-1995 yillarinda birgok arazide
tireticiler domatesi hasat edememislerdir. Benzer durum, TSWYV enfeksiyonu
sebebiyle marul bitkisinde de gozlenirken, biber iiretimi ise %40 kayba ugramstir.
1995-1996 yillarinda TSWV salgini, Buenos Aires ve Mendoza’da ¢ok fazla {iriin
kayiplarina neden olmustur (Gracia vd., 1999). 1986-1992 yillarinda ABD-Texas’da
TSWYV yer fistiginda %95’e oranlarinda iiriin kaybina neden oldugunu bildirmislerdir
(Hoffman vd., 1998).

TSWYV Georgia’da yerfistigi, domates, biber ve tiitiin bitkilerinde tiretimi sinirlayan
en 6nemli hastalik etmenidir. Bati ¢igek tripsi (Frankliniella occidentalis) ve Tiitiin
tripsi (Frankliniella fusca) ile hastalik kolayca tasinmaktadir. Georgia’da TSWV
kaybinin yaklagik 100 milyon dolar zarar meydana getirdigi bildirilmistir (Jain vd.,
1998). Georgia'da, TSWV belirtisi 1970 yilinda tespit edilmistir, ancak 1983'te arazi
caligma alanlarinda bulunamamistir. 1989'a kadar Giiney Georgia'da TSWV, tiitiin,
yer fistigi ve domateste ciddi bir sorun haline gelmistir. 1990 yilinda, tiitiin
yetistirilen bazi alanlar TSWV salgini nedeniyle toprak siirtilmiistiir. TSWV’nin,
1997 yilinda ABD-Georgia’da domateste yaklasik 44 milyon dolar, biber, tiiriin ve
yerfistiginda yaklagik 100 milyon dolar iiriin kaybina neden oldugunu bildirmislerdir
(Riley ve Pappu, 2000). 1999-2000 yillarinda Kenya’da TSWV, domateslerde %80
oranlarinda verim kayiplarma yol agmustir (Wangai vd., 2001). Ulkemizde TSWV,
Samsun ilinde domateste %42,1 oraninda {iiriin kaybina neden olmakta %95,5

oraninda pazarlanabilir degerini disiirmektedir (Sevik ve Arli-Sokmen, 2012).
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2.5. TSWV Tasinmasi

TSWYV, bircok iilkede basta domates, biber, tiitiin, marul, patates, siis bitkileri olmak
tizere birgcok Kkiiltiir bitkisinde tespit edilmistir. TSWV, mekaniksel olarak ve
tripslerle tasinmaktadir. Bitki virlisleri asi, tohum veya bocek, akar, nematod gibi
vektorler tarafindan bitkilere yayilmaktadir (Raccah ve Fereres, 2009). Taginma; kok
kaynasmasi, tohum ve polen ile olmamaktadir (Kiigiik, 2006). TSWV, baz1 bitki
tohumlarinda, tohum kabugunda diisiik oranda taginmaktadir. Bu yiizden TSWV’nin
epidemiyolojisinde tohumla taginma pek énemli degildir. TSWV, %1 gibi diisiik bir
oranla domates tohumuyla tagindigi bildirilmistir (Le, 1970). Ayrica, viriis yer fistig1
tohumlar1 kabugunda belirlenmesine ragmen tohumla tasinip tasinmadigi

bilinmemektedir (Bailey, 2003).

TSWV, Thysanoptera takimi Thripidae familyas: iginde yer alan 3 cinse (Trips,
Frankliniella, Scirtotrips) ait 9 trips tirti ile sirkiilatif ve propagatif olarak
taginmaktadir (Sevik, 2015). Bunlar arasinda Sogan tripsi (T. tabaci Lindeman), Bati
cicek tripsi (F. occidentalis Pergande), Cigek tripsi (F. intonsa Trybom), Tiitiin tripsi
(F. fusca Hinds), Pamuk tripsi (F. schultzei Trybom), Soya fasulyesi tripsi (T.
Setosus Moulton), Kavun tripsi (T. palmi Karny), Florida ¢igek tripsi (F. bisipinosa
Morgan) ve Biber tripsi (S. dorsalis Hood) yer almaktadir (Krisha-Kumar vd., 1993).
Tripsler gelismelerini 4 evrede tamamlamaktadir (Sekil 2.3). Bu evreler yumurta,
larva, pupa ve ergin evreleridir. lk larva yumurtadan 7 giin sonra ¢ikar. 6-7 giin
beslendikten sonra pupa donemine girerler. Pupa dénemi yaklagik 3—4 giin siirerken,
pupadan ciktiktan sonra ergin doneme giren tripsler beslenmeye devam ederler.
Erginin yasam siiresi ortam sicakligina bagli 20 ile 40 giin arasinda degismektedir.
Optimum sicaklik istegi 25-27°C ve nem istegi %70°dir (Sevik, 2007). TSWV’nin
vektorde replikasyonu orta bagirsak ve salgi kanallar1 olmak ilizere 2 asamada

gerceklesmektedir (German vd., 1992).
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Sekil 2.3. Trips yasam dongiistiniin ve Orthotospovirus iletiminin grafiksel gosterimi
(Whitfield vd., 2005)

Viriisilin taginabilmesi i¢in vektor viriisii larva doneminde almali ve pupa devresine
girmeden Once virlis partikiillerinin salgi kanallar1 vasitasiyla ortakanal epitel
hiicrelerini ve orta bagirsak kaslarim1 ge¢meleri gerekmektedir. Tripsler, larva
déneminde viriisii biinyesine alabilmeleri igin, yaprak epidermal hiicrelerinde 15-30
dakikalik yiizeysel beslenmeleri gerekmektedir. Bu durum, T. tabaci igin en az 15
dakikalik bir siirede gerceklesmekte ve beslenme siiresi ne kadar uzarsa, viriisiin
taginma etkisi daha da artmaktadir (Wijkamp ve Peters, 1993). Trips biinyesine
alinan virtis, tiire bagli olarak 3—10 giin aras1 bir latent periyoda sahiptir. Trips virlisii
aldiktan sonra, en ¢ok 22-30 giinde hastaligi tasiyabilmekdedir. Tripsler viriisti bir
kez kazandiktan sonra yasam siiresi boyunca viriisii tasiyabilmektedir (Nagata vd.,
2002). Ancak viriis partikiilleri vektor yumurtasina gegememektedir (Wijkamp vd.,
1996).
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2.6. TSWV Genom Yapisi

TSWYV, negatif iplik¢cikden olusan RNA genomlu ve zarfi yapiya sahip bir viriisdiir.
Negatif iplik¢ikli RNA viriisleri ayrica antisens iplik¢ikli RNA viriisleri olarak da
bilinir. "Negatif iplik¢ikli virtis" terimi, viral genom segmentleri tarafindan
benimsenen kodlama stratejisinden tiiretilmistir. Negatif iplik¢ikli RNA viriislerinin
RNA molekiilleri, mRNA gorevi yapamadigindan ilk olarak negatif RNA
iplik¢iginden pozitif kodlayict RNA iplik¢igi kopyalanir. Bu nedenle, amplifikasyon
dongiisti sirasinda negatif iplik¢ikli RNA virlislerinde, transkripsiyon ilk adimdir
(Van knippenberg, 2005). Bunu yapabilmek i¢in de viriis partikiiliiniin i¢indeki viral
polimerazi da tasimaktadir (Van Poelwijk vd., 1993). Orthotospovirus’ler negatif
iplik¢ikli RNA viriisleri grubu i¢inde, ambisense virlisleri denilen farkli bir alt grubu
olusturulur. Bunlar, hem pozitif hem de negatif iplik¢ikten protein sentezleyebilen
¢ift kutuplu, en az bir genom segmentine sahiptir. TSWV genomu 3 gruba ayrilir.
Bunlardan L RNA; 8,9 kb, M RNA; 4,9 kb S RNA; 2,9 kb (-) sens ve ambisens
sSRNA molekiiliinden olusmaktadir (Kaye vd., 2011) (Sekil 2.4).

M RNA ve S RNA stabil hairpin yapist olusturan A-U bakimindan zengin intergenik
bolgelere (IGR) sahiptir (de Haan vd., 1990). TSWV M ve S RNA'larin sa¢ tokasi
yapilarinin tepesinde bulunan korunmus bir dizi, ambisens RNA segmentleri i¢indeki
acik okuma gergevelerinin (ORF'ler) transkripsiyon sonlandirilmasi i¢in sinyal gorevi
yapmaktadir (de Haan vd., 1990). M RNA'sinin IGR'si, S RNA'sinin IGR'sine
kiyasla daha kiicliktiir (Bhatt vd., 1999). Her genomik RNA segmentinin 5’ ve 3’
terminal 8 niikleotitleri (nt) herbiri korunmus ve tamamlayic1 5'-AGAGCAAU ve 3'-
UCUCGUUA dizilerden olusmaktadir. Viriis partikiillerinin olusumu i¢in ilk 6nce
riboniikleoproteinlerin (RNP'ler) meydana gelmesi gerekmektedir. Bu RNP'ler, viral
genomik RNA, N proteini ve L proteininin birka¢ kopyasinin igeren komplekslerdir
(Elliott, 1990). Olusturulan RNP'ler, viriis tarafindan kodlanan glikoproteinleri igeren
bir lipit membran zarfi icine alinmaktadir. RNP'ler TSWV'nin partiikiillerinin
olusumunda hem yapisal ve diizenleyici roliiyle viral replikasyona yardimci
olmaktadir (Kainz vd., 2004). Viral genom, toplam alt1 olgun proteini kodlayan bes
acik okuma gergevesi (ORF) icermektedir.
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Sekil 2.4. TSWV genomuna ait L, M, S segmentlerinin replikasyon stratejisi (de
Aliva, 1992)

2.6.1. L RNA segmenti

L RNA 8,9 kb uzunlugunda negatif iplik¢ikli en biiyiik RNA segmentidir. L RNA
monosistronik olup 331 kDa biiyiikliigiinde bir RNA-dependent-RNA polymerase
(RdRp) proteini (L) kodlamaktadir (Adkins, 2000). L RNA replikasyon iligkili
aktiviteleri iceren ¢ok islevli RNA’ya bagli RNA polimeraz (RdRp) veya L proteini
kodlamakta ve konukcu tarafindan kodlanan bazi faktorlerle is birligi iginde ¢alistigi
diistiniilmektedir (de Haan vd., 1991). Bu 330-kDa L proteini, transkriptaz, replikaz,
helikaz, metiltransferaz ve endoniikleaz gibi ¢esitli enzimatik aktivitelere sahiptir
(Adkins vd., 1995). RNA viriisleri, polimerazlarinin proofreeding okuma
kabiliyetinin yetersizligi nedeniyle son derece yiiksek mutasyon oranlari
gostermektedir (Moya vd., 2000). Orthotospovirus, hem negatif hem de ambisens
kodlama stratejilerine sahip oldugundan, RNA'ya bagli RNA polimerazin, yeni
enfekte olmus hiicrelerde transkripsiyon ve replikasyonun olusmasi icin viral RNA

ile birlikte taginmasi gerekir (Soellick vd., 2000).

2.6.2. M RNA segmenti

M RNA, 4,9 kb biiyiikliigiinde ambisens RNA segmentidir. M RNA viral sense 33,6
kDa’luk NSm’yi ve viral komplementer sense de 127,4 kDa’luk membran
glikoproteinleri G; ve G;’yi kodlamaktadir. NSm zarf olusturmamis virion olan
riboniikleokapsit yapilarin hiicreden hiicereye gecisini saglayan hareket proteini
gorevi yapmaktadir (Storms vd., 1995). NSm bitki protoplastlarda tiibiil olusumunun
uyarilmasini saglayarak viriisiin bitki hiicrelerinde hiicreler arasi baglanti olan
plasmodesmata yoluyla tasinmasini kolaylastirir (Griffiths vd., 1992). NSm’nin

heterolog ekspresyonu bu proteinin iiretildigi trips dokusunda ve bocek (Spodoptera
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frugiperda) hiicrelerinin yiizeyinde benzer tiibiiller olugturmaktadir. NSm proteini E.
coli'deki tiretilerek NSm proteininin protein-protein ve protein-RNA etkilesimlerini
in vitro kosullarda arastirilarak proteinin fonksiyonunun molekiiler temeli ortaya
konulmustur. NSm’nin spesifik olarak TSWV N proteini ile etkilesime girerek ve
sekansa 0zgii olmayan bir sekilde tek iplikli RNA'y1 baglandigi belirlenmistir. G; ve
G, proteinleri, viral niikleokapsidlerle etkilesimi ve tomurcuklanmanin baglamasini
kolaylastirmak i¢in tasima yoluyla belirli bir hiicresel membranda bagimsiz olarak

birikmektedir (Stephens ve Compans, 1988).

2.6.3. S RNA segmenti

S RNA 2,9 kb biiyiikligiinde ambisens RNA segmentidir. S RNA 5’ ucuna yakin
viral (v) sens de 52,4 kDa biiyiikliiglinde yapisal olmayan (NSs) proteini ve 29 kDa
biiyiikliigiinde viral komplementary (vc) sens’de N (Nikleokapsid) proteini
kodlanmaktadir. NSs proteini, 1,7 kb’lik viral sens subgenomik RNA’dan
sentezlenir. N proteini ise 1,2 kb’lik viral komplementary sens subgenomik
RNA’dan sentezlenir. NSs proteini S RNA susturma makanizmasininin supresorii
olarak gorev yapmaktadir ve viriis enfekteli trips hiicrelerinde kristal benzeri yapilari
olusturmaktadirlar. Virlis bitkinin post-transkripsiyonel gen sessizliginin (PTGS)
anti-viral tepkisine karsi korunmasini saglar ve ayrica TSWV ile enfekte olmus
bitkilerde simptom ifadesini etkilemektedir. TSWV NSs proteini negatif zincirli
RNA viriislerinde tanimlanan ilk RNA susturma mekanizmasi supresoriidiir. Bu
protein, sense transgenine bagli PTGS'yi baskilamistir ama tersine ¢evrilmis

tekrarlanan transgenlere bagli PTGS'yi baskilayamamistir (Takeda vd., 2002).

2.7. TSWV Micadelesi

Domates yetistiriciliginde domates lekeli solgunluk viriisii miicadelesi i¢in 3 yontem

kullanilmaktadir. Bunlar kiiltiirel, biyolojik, kimyasal ve vektorlerle miicadeledir.

Domateste kiiltiirel miicadelede fidelerin dikimi ve bakim islemlerinden 6nce ellerin
bol sabun ve suyla yikanip g¢alisma siiresince hijyen kurallarima dikkat edilmesi
gerekir. Ayrica sanitasyon uygulamasi yapilmalidir. Domates bitkileri, viriislerin

konukcusu olan diger bitkilerin yakininda yetistirilmemelidir. Hastalikli bitkiler
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sokiilerek tarladan uzaklastirllmali ve imha edilmelidir. TSWV’nin konukgusu
olmayan bitki tiirleriyle en az 2 yillik ekim nobeti uygulanmalidir. TSWV
yayllmasinda en Onemli vektor tripslerdir. TSWV’nin diger bitkilere tripslerle
tasinmasi kolaylikla gergeklesmektedir. Trips vektorlere konukguluk eden yabanci
otlarin, fidelik, sera veya arazide ortadan kaldirilmasi gerekmektedir. Seralarda,
tripsleri cezbedici etkiye sahip sar1 ve mavi yapiskan tuzaklarin kullanilmasi da trips
populasyonunu azaltmada yaygin olarak kullanilmaktadir. Sar1 veya mavi parlak bir
levha ve bunun iizerine yapiskan madde siiriilerek bitkilerin arasina yerlestirilmesi
tripsle miicedelede etkili olmaktadir. Bu sekilde trips populasyonu ve TSWV
enfeksiyonu azalmaktadir. Ozellikle mavi ¢ekici levhalarin daha etkili oldugu
belirtilmekte, bir tarafi mavi, diger tarafi sar1 levhalar diger bazi zararlilar1 da
cektikleri i¢in tercih edilmektedir. Tripsleri ¢ekmede hekzan iginde ¢Ozlilmiis
verbenone da kullanilmaktadir. Virlis vektorlerinin seraya girisi engellenmelidir.
Seralarda kapi, pencere gibi dogal agikliklarinin kapatilmalidir. Azotlu giibreler
hastaliklara karsi1 duyarliligi arttirdigi icin dengeli ve ihtiyaca uygun giibreleme
yapilmalidir. Ultraviyole 1ginlar1 yansitan aliiminyum malg¢larin kullanimi TSWV’nin

primer enfeksiyonu azaltilmaktadir (Sevik, 2015).

Greenough vd. (1990), yaptiklar bir calismada, domates, biber ve tiitiin bitkilerinde
plastik film mal¢ kullanarak tripslerin ortamdan uzaklastirmas: ile TSWV’nin
etkinligi arasindaki iliskiyi aragtirmiglardir. Domates yetistirilen aliminyum ytizeyli
plastik malg¢li alanda %68 trips sayisi azalirken TSWV yogunlugu da %64 azalmistir.
Biber yetistirilen plastik malgli alanda %60 trips sayist azalirken TSWV yogunlugu
da %78 azalmigtir. Domates, biber ve tiitiiniin birarada yetistirildigi plastik malch
alanda TSWV’nin yogunlugu %60, trips sayisinda %33 oraninda azalma
gozlenmistir. 2000-2002 yillar1 arasinda ABD-Florida’da yapilan bir bagka ¢aligmada
ise UV yansitan malglarin, her 3 yilda da trips kolonizasyonunu ve TSWV
yogunlugunu azalttig1 belirlenmistir (Momol vd., 2004). Kuzey Florida ve Giiney
Georgia’da domateslerin ana hastaliklarindan birisi oldan TSWV kontrolii i¢in
virlistin ana vektorii olan Bati ¢icek tripsi kontroliinde insektisit kullanimi bu
hastaligin 6nlenmesinde etkili olmadigi, ayrica insektisitler {ireticiler i¢in toksik ve
pahali olmasi nedeniyle entegre miicadelede de kullaniimadig belirtilmistir.
TSWV’nin 6nlenmesinde UV’yi yansitan malg ortiiler, actigard gibi malzemelerin

kombine ve ayr1 kullanilmasi durumunda Actigard ve standart malg Ortiilerin
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hastaligin azalmasinda etkili oldugu, ancak metal malglarla actigard uygulamasinin
etkili olmadigin1 gozlediklerini bildirmislerdir. Spinosad, methamidophos kadar
etkili bulunup 6zellikle hastaligin orta ve ge¢ sezonlarinda hastaligin yayilmasini
azalttigi, metal malglarin, actigard ve insektisitlerin beraber kullanilmasit TSWV nin

%76 kadar yayilmasini azalttig1 belirtilmistir (Momol vd., 2002).

Bitki patojeni viriisleri morfolojik yapilari, enfeksiyon Oncesi tasinma
mekanizmalari, enfeksiyon mekanizmalari, bitki igerisinde cogalma ve yayilma
yollarinin kendine has 6zellikler tasimasindan dolay1 kimyasal miicadelesi miimkiin
olmamaktadir. Tripsler ile kimyasal miicadelede, insektisitler (pythrethroidler,
carbamatlilar, klorlanmis hidrokarbonlar, organik fosforlular) gerekli dozlarda
kullanilabilmektedir. Kontakt insektisitler tripslerin bitkide yerlestigi yere genellikle
ulagsmaz, sistemik insektisitler ise viriis taginmasini yeterince onleyecek hizda etki
etmemektedir. Bu sekilde yapilan kimyasal uygulamalar ile trips populasyonu
azaltilarak virlisiin yayilmasi engellenebilmektedir. Ayrica predator akar Neoseiulus
cucumeri, ve predator bocek Orius spp. tiirleri tripslere karsi biyolojik miicadelede

basariyla kullanilmaktadir (Anonymous, 2007).

2.8. TSWV’ne Dayamkhhk

Gilinlimiizde TSWV’ye kars1 miicadelede en etkili yontem dayanikli veya tolerant
cesitler kullanmaktir. TSWV’ye dayanikli domates hibritlerinin kullanimi, viriisiin
olusturacagt  ekonomik  kayiplarin  Online  gecilmesini  saglamaktadir.
Orthotospovirus’lere dayanikliligi saglayan viriisten kaynaklanan genleri igeren
genetigi degistirilmis (transgenik) bitki gelistirilmistir (Candar ve Erkan 2011).
Orthotospovirus’lere karsi gelistirilmis dayanikli transgenik bitki tirleri iginde
krizantem, yerfistigi, tiitlin ve domates yer almaktadir. Ancak transgenik bitkiler
bugiine kadar bunlar ticari olarak yetistirilememislerdir. Tarla ve bahge bitkilerinde
Orthotospovirus ‘lere kars1 dogal dayaniklilik bulunmaktadir. Buna ragmen konuk¢u

dayanikliligin1 kiran viriis izolatlarinin hizla ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir.
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2.9. Bitkilerde R Dayamikhlik Geni Mekanizmasi

Bitkilerin dayaniklilik genlerinin patojenlere kars1 aktive ettikleri savunma
mekanizmalar1 birbirlerine benzemekte ve bu genle virlis, bakteri, fungus, nematod
gibi etmenleri kontrol etmektedirler. Dayaniklilik genlerinin aktive ettigi savunma
mekenizmalar patogenez iliskili (pathogenesis-related:PR) proteinler, reaktif
stiperoksitlerin olusumu, konukcu hiicre duvarinin giiclendirilmesi, antimikrobiyal
maddelerin olusturulmast gibi genel savunma mekanizmalar1 ve hipersensitif
reaksiyonlar (hypersentive response:HR) gibi patojene Ozellesmis gene-gen

etkilesimine dayali R genleri tarafindan diizenlenen savunma mekanizmalaridir.

Bitki dayaniklilik (R) proteinleri domain adinda 6zel alanlardan olusmaktadir.
Biyokimyasal fonksiyonlarina gére R genleri 3 simifta toplanirlar. Birinci siif R
genleri niikleotidlerin baglandig1 yer (nucleotidebinding site: NBS) ve leucine amino
asidince zengin tekrarlarin bulundugu (leucine-rich repeats: LRR) protein motiflerini
icerir (Dangl ve Jones, 2001). NBS-LRR grubu proteinler farkli patojenlere karsi
dayaniklik saglar. Bu proteinlerin amino ucuna (N-ucu) gére NBS-LRR grubu 2 alt
gruba ayrilir. Ikincil alt grupta CC-NBS-LRR tip proteinler bulunur. NBS-LRR
proteinlerin N-ucuna protein domaini (coiled-coil: CC) baglanir (Bent vd., 1994).
Bitki R genlerinin yapisal olarak farklilagmasi, patojenlerdeki Avr genlerinin ¢ok
cesitli olmast ve konukgu patojenden gelen Avr proteinlerini tanimlayarak R genin

kontrol ettigi savunma mekanizmasin aktif hale getirmektedir (Meyers vd., 2005).

Sw-5 “gen kars1 gen” hipotezine gére TSWV dayaniklilik saglayan dominant bir
gendir. TSWV’de bitkideki Sw-5 dayaniklilik geni tarafindan taninan bir Avr geni
bulunmalidir. Viriisler sadece (hiicre i¢i) R proteinleri tarafindan algilanmaktadirlar.
Genellikle tek bir viral protein Avr, R geni araciligyla dayanikliligin tetiklemesinden
sorumludur (Hallwass vd., 2014). Sw-5 geni bazli dayaniklilik i¢in, TSWV'nin
yapisal olmayan hiicreden hiicreye hareketi proteini, NSm, Avr faktorii olarak
tanimlanmistir (Hallwass vd., 2014). R gen iirlinii konuk¢uda Avr genini tanimakta
ve bu proteindeki degisiklikleri algilayabilmektedir. Konuk¢u R proteinleri sahip
oldugu hedef Avr proteinleri ve bunlarin fonksiyonlarini devamli olarak
izlemektedir. Patojenin Avr proteinleri konukgu hiicresine girip hedef proteinleri

tanir. R proteini savunma mekanizmasini aktif hale getirir ve dayanikliligi olusturur
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(Van der Biezen ve Jones, 1998). Dayaniklilik genleri Avr proteinlerini taniyarak
savunma sinyali olusturur. Dayaniklilik siirecini baglamaktadir. Sw-5 geni konukguda
sistemik enfeksiyonlar1 engelleyen enfeksiyon bolgelerinde HR tetiklenmesinden
sorumludur. Patojenle iliskili proteinler tarafindan olusturulan savunma tepkisi,
saldir1 bolgesindeki hiicrelerde hizli nekrozlarin goriilmesini saglar (Cetin, 2014).
HR’da patojen ile temasa gecen konukgu hiicre ve bu hiicreyi ¢evreleyen komsu
hiicreler olerek nekrotik lekeler seklinde kurumaya yol agar (Mansfield, 1986). HR
ile hiicre duvarlarinda degismeler, kalloz, fenolik polimerler, lignin, siiberin, hidroksi
prolince zengin glikoproteinler ve antimikrobiyal bilesikler, fitoaleksinler
sentezlenmekte ve infeksiyon noktalarina lokalize olmaktadir. Bitki patojene karsi
olusturdugu tepkiyle, patojenin ¢ogalmasmi ve yayilmasini engellemektedir. ikincil

enfeksiyon durumundan da kendini koruyabilmektedir (Crute vd., 1985).

2.10. TSWV Sw-5 Dayamikhilik Geni

Bir bitkinin patojen enfeksiyonunu, etmenin g¢ogalmasini, hastalik gelisimini ve
yayilmasini engellemesine “dayaniklilik” denilmektedir. Bu tiir bitkilere dayanikli
bitki, patojenlere ise aviriilent patojen denilmektedir. TSWV ekonomik agidan
O6nemli bir viriis olup buna karsi cesitli dayaniklilik gelistirme yOntemleri
arastirilmistir. Bu arastirmalar sonucunda yabani domates tiirlerinde bulunan Sw-5 R

genine baglh dayaniklilik virlisiin miicadelesinde etkin olarak kullanilmaktadir.

Domateste Sw-5 ve biberde Tsw olmak iizere iki adet dominant genin TSWV’ne
kars1 dayaniklilik kazandirdigr belirlenmistir (Stevens vd., 1991). Sw-5, birden fazla
Orthotospovirus e kars1 dayanikliligi nedeniyle domates 1slahinda en yaygin sekilde
kullanilan TSWV dayaniklilik genidir (Stevens vd., 1992, 1994, 1995). Stevens vd.
(1995), Sw-5 genini tasiyan bitkilere hastalik etmeni TSWV’nin mekanik
inokulasyonu yapildiginda bu bitkilerin hastaliga karsi dayanikli olduklari tespit
edilmistir. Simdiye kadar, TSWV dayaniklilig1 i¢in birkag gen (Sw-1a, Sw-1b, Sw-2,
Sw-3, Sw-4, Sw-5, Sw-6 ve Sw-7) bildirilmistir (Finlay 1953; Price vd., 2007). Sw-2,
Sw-3 ve Sw-4 resesif genleri ve Sw-la ile Sw-1b dominanat dayanikli genleri
domateste ticari olarak kullanilmamistir (Price vd., 2007). Ancak sadece Sw-5b
geninin TSWV'ye karst dayaniklilik kazandirmada gerekli ve yeterli oldugu
belirlenmistir (Spassova vd., 2001). Sw-6 geni ise tripsle TSWV inokulasyonuna
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kars1 kismi dayaniklilik kazandirdigi ve bu dayanikliligin Sw-5 genine gore daha az
bir viral izolat grubuna karsi oldugu dolayisyla daha dar bir aralik gosterdigi
belirlenmistir (Rosello vd., 1998, 2001). Sw-5a ve Sw-5b geni, sirasiyla 1245 ve
1246 amino asitten olusan proteinleri kodlamaktadir. (Salmeron vd., 1994). Sw-5
geninin molekiiler yapis1 biiyiikk oranda domateste nematodu ve yaprak bitine karsi
dayaniklilik saglayan Mi genine ve daha az oranda ise Pseudomonas syringae'ye
kars1 dayaniklilik kazandiran domates Pto genine benzedigi rapor edilmistir
(Spassova vd., 2001). Sw-5 lokusu domates genomunda genetik haritalama ve
kromozom yiirlime (chromosome walking) yontemleri kullanilarak klonlanmuistir.
Sw-5 geninin, domatesin 9. kromozomun telomerine ¢ok yakin bélgesinde yer aldigi,
RFLP markdrleri CT220 ve CT71’nin yakininda ve bu markorlerle siki bir sekilde
baglantili oldugu bulmustur. Solanaceae familyasinin diger iiyelerinde ve domatesin
yakin akraba tiirlerinde Sw-5 geni kromozom 9’un diger bdélgelerinde veya
kromozom 12’de yer aldig: bildirilmistir (Garland vd., 2005). Tiim Sw-5 genleri, CC
(sarmal bobin) -NB (niikleotid baglanmas1)-ARC (adaptér APAF-1, R proteinleri ve
CED-4 arasinda paylasilmis) -LRR (l6sin bakimindan zengin tekrar) bolgeleri
(domainleri) igermektedir (Meyers vd., 2003). Domates Sw-5b geni, gilinlimiizde
SD-CNL smifi olarak da bilinen Solanaceae domain (SD) -coiled-coil (CC) N-
terminali ile NB-LRR reseptor protein ailesinin bir iiyesini kodlamaktadir (de
Oliveira vd., 2016).

2.11. TSWV’ne Kars1 Sw-5 Gen Dayaniklihi@inin Belirlenmesi

Domates ve yabani akrabalarinda yapilan ilk ¢aligmalarda, hastalik etmeni virlisiin
bazi izolatlarina kars1 S. esculentum ve S. pimpinellifolium’un genetik dayanikliliga
sahip olabilecegi goriilmiistiir (Finlay, 1953). Dayanikliligin varligi S. hirsutum, S.
chilense ve S. peruvanum’ da da rapor edilmistir. Ancak bunlarin iginde en etkili
genetik dayaniklilik kaynagi S. peruvianum olarak tespit edilmis ve farkli yerlerden
toplanmis birgok biyotipi, TSWV’ye dayaniklilik gdstermistir (Paterson vd., 1989).
Sw-5 geni, bir¢ok {iilkede hastaligin farkli izolatlarina karsi dayaniklilik kaynagi
olarak ticari gesitlerin gelistirilmesinde kullanilmistir. Viriis izolatlar1 yerler arasinda
degisiklik gostermekte ve bir bolgedeki virlise dayanikli bir ¢esit diger yerde viriis
izolatlarina duyarli olabilmektedir (Finlay, 1953). Polonya'daki S. glandulosum'un
(Czuber ve Miczynski, 1981) ve bazi S. peruvianum cesitlerinin Avustralya (Hutton
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ve Peak, 1953) ve Polonya’da TSWV’ye dayanikli oldugu bildirilmistir. Giiney
Amerika'dan gelen yabani domates c¢esitleri biiyiik 6neme sahip olmaktadir ve S.
peruvianum, S. chilense, S. hirsutum, S. pimpinellifolium'un bir¢ok dayanikli ve
duyarl ¢esitleri belirlenmistir (Kumar ve Irulappan, 1991a, b, c). S. chilense'den (LA
1938) tiiretilen S. esculentum hattinin Hawaii, Florida, Georgia ve Giiney Afrika
kosullarinda TSWV'ye olduk¢a dayanikli oldugu bulunmustur. Sw-5 geni, birgcok
cografi bolgeden TSWYV izolatlarina ve hatta TCSV ve GRSV Orthotospovirus “iine
karst genis dayaniklilik saglamaktadir (Boiteux ve Giordano, 1993). TSWV’iine
kars1 dayaniklilik kaynaklarinin belirlenmesi amaciyla yedi farkli Lycopersicon
tiiriinden 188 farkli genotip klasik testlemeye tabi tutulmustur. Yapilan testlemeler
sonucunda S. cheesmanii, S. chimielewskii, S. hirsutum, S. parviflorum ve S. pennellii
tirlerinde herhangi bir dayaniklilik kaynagi tespit edilememistir. Ancak S.
peruvianum tiiriine ait baz1 genotiplerin TSWV’ye kars1 dayanikli oldugu belirlenmis
ve S. chilense’ye ait genotiplerin bazilarinda da testlemede kullanilan bazi TSWV
izolatlarina kars1 dayaniklilik bulundugu saptanmistir (Stevens vd., 1994). Farklhi
dayaniklilik kaynaklarinin bulunmasi amaciyla gerceklestirilen bir caligmada S.
peruvanum’dan tiiretilmis ti¢ adet S. esculentum saf hattinda (RDD, UPV1 ve
UPV32) hastaliga kars1 dayanikliligin mekanik inokulasyon ile olusup olugmadigi
arastirilmistir. Calismada Sw-5 genini ihtiva eden RDD ve diger 2 hat hem mekanik
inokulasyon hem de F.occidentalis ile inokule edilmistir. Her 3 hat mekanik
inokulasyon metodu ile yapilan testlemede dayanikli ¢ikmistir. RDD ve UPV1 trips
inokulasyonu sonucunda da dayanikli ¢ikmis ancak UPV32 kismi bir dayaniklilik
gostermistir. Sonug¢ olarak Sw-5 geninin dayanikliligi izolatin agresifligine gore
degistigi ve dayanikliligi tam olarak garanti etmedigi rapor edilmistir (Rosello vd.,
1997). Dort gerbera bitkisi TSWV’ye dayaniklilik geni iceren genleri transfer
edilerek viriise kars1 olan dayaniklilig1 gozlemledigini belirtmistir. Bu ¢alismada 33
transgenik bitkiden 16 tanesi PCR ile taranmis ve serada fenotipik ozellikleri
g6zlendigi bildirilmistir. TSWV ile mekanik inokulasyondan 2-4 hafta sonra kontrol
bitkilerinde viriisiin tipik simptomlarimin gozlendigi, transgenik bitkilerde ise
herhangi bir hastalik simptomu goriilmedigi rapor edilmistir. Transgenik olan ve
olmayan bitkilerden arasinda fiziksel olarak herhangi bir farklilik gozlenmedigi
bildirilmistir (Korbin, 2005).
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Son zamanlarda, 105 tane Solanum (Lycopersicum: Solanaceae) Tomato spotted wilt
virus, Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Chrysanthemum stem necrosis viriis
(CSNV) ve Groundnut ringspot virus (GRSV) izolatlarina karsi reaksiyonlari
acisindan degerlendirilmistir (Dianese vd., 2011). S. peruvianum cesitlerine genis
spektrumlu dayaniklilik gosteren Orthotospovirus’ler bulunmustur. Bunlar S.
pimpinellifolium, S. chilense, S. arcanum, S. habrochaites, S. corneliomuelleri ve S.
lycopersicum’dur. TSWV NSm geni, Sw-5b'in Nicotiana benthamiana transforme
edilmis ve Sw-5'e¢ dayanikli domateste HR’yi uyararak, Sw-5b'nin aviriilens
determinanti olarak tanimlanmistir. TSWV, NSm proteininin Sw-5 domates veya Sw-
5 transgenik N. benthamiana yapraklarindaki gegici ifadesi, HR yol agmustir
(Hallwass vd., 2014). 1969'da Opoka, TSWV'ye tamamen dayanikli olan yabani bir
titlin tiird olan N. alata'yr bildirmistir. TSWV'ye dayaniklilik kazandiran lokus,
bundan sonra RTSW olarak anilmistir, N. otophora kullanilarak kiiltiirlenmis tiitiine
girilerek “Polalta” 1slah hatt1 elde edilmistir. N. tabacumxPolalta melezlenmesinden
tiretilen F2 popiilasyonunun segregasyon orani, RTSW'nin TSWV'ye dayaniklilik
kazandiran tek bir dominant gen oldugunu gostermektedir. TSWV'nin NSm
proteininin, iki farkli gecici ifade sistemi kullanilarak RTSW bazli dayanikliligin Avr

determinanti olarak etki ettigini goriilmiistiir (Liu vd., 2018).

2.12. TSWV’ne Kars1 Sw-5 Geni Dayamikliigimin Kirilmasi

Dayanikli bir bitkide patojenin ¢ogalamamasinin yarattigi baskidan dolay1 genetik
yapisinda degisiklik meydana gelerek dayanikliligin  ortadan kaldirilmasina
“dayanikliligin  kirilmas1”” denir. Virlis gibi obligat parazitler konukguda
cogalamadigindan yasamlarini siirdiiremezler. Bu nedenle bitkilerdeki dayaniklilik
virlis lizerinde baski unsuru olur. Dayanikliligin viriise yapmis oldugu baski sonucu
genetik degisiklik meydana gelir ve dayanikliligin tistesinden gelen irklar meydana
gelir. Patojenin Avr genindeki bir degismeyle bitki R geni patojenin Avr genini

tanimamakta ve normal hastalik seyri devam etmektedir.

Avusturalya'dan gelen TSWV izolatlari, Sw-5 tasiyan domates bitkilerine karsi
dayaniklilik gdstermistir, fakat, Tsw geni tasiyan Capsicum chilense iizerine inokiile
edildiginde bulasic1 degildir (Latham ve Jones, 1998). Bununla birlikte, RB

izolatlari, asir1 duyarhilik tepkisi nedeniyle biber bitkilerinin asilanmis yapraklar
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tizerinde lokal lezyonlar ve sistemik bir enfeksiyon gelistirmistir. Tsw tarafindan
saglanan dayaniklilik, ELISA ile tespit edilemeyen seviyelerde viriis birikimini
azaltmistir, bazi durumlarda kismen istesinden gelinmistir. Diisiik viral birikim,
virlislin, dayanikli bitkilerin dokularindaki hareketini kisitlayan bir mekanizmanin
sonucu olabilmektedir (Soler vd., 1998). Rosello vd. (1999), S. peruvianum'dan gelen
dayanikliligin genetigini incelemislerdir ve UPV32' deki dayanikliligin tek bir genin
kontroliinde oldugunu belirtmislerdir, bu genin dayaniklilik ve baskinlik seviyeleri F.
occidentalis iletimi ve TSWV izolat1 agresifligi ile bildirmistir. Tamamlanmamis
penetrasyon ve gen dozu etkisi ile kismi olarak dayanikliligin iistesinden
gelmektedir. UPV32 geni, hem Sw-5'ten hem de UPV1 dayaniklilik geninden
bagimsiz olarak ayrilmistir. UPV32 igin Onerilen dayaniklilik Sw-6 dir (Rosello vd.,
1999). Sw-5 geni, dayaniklihigi asir1 duyarlilik tepkisine (primer enfeksiyon
bolgelerinde lokal nekroz) dayanmaktadir ve meyve goriintiisiinde ciddi zarara sebep
olmaktadir (Aramburu vd., 2000). Sw-5 ve UPV1 geni, Sw-6'dan daha yiiksek
dayaniklilik gostermistir (Rosello vd., 2001). UPV1 heterozigot geni Sw-5
heterozigot genine gore daha dayanikli olmustur. Stevens'ta baskin bir gen olan Sw-5
ve S. peruvianum Sw-6'dan (S. esculentum hattindan UPV32) olusan dayaniklilik
geni belirlenmistir. Italya’nin giineyinde yapilan bir g¢aliymada 2004 yilinda
yetistirme alanlarindan toplanan yaprak orneklerinde yapilan ELISA uygulamasiyla
elde edilen bazi izolatlar testlemeye alinmistir. T992 izolat1 kullanilarak yapilan bitki
inokulasyonlarinda, viriis etmeninin Sw-5’in {stesinden gelerek dayaniklilig
asabildigi gozlenmistir (Ciuffo vd., 2005). Homojenlik deneyleri, orijinal
numunelerin N. glutinosa tizerinde mekanik olarak inokulasyonu ile elde edilen lokal
lezyonlardan biyolojik klonlar kullanilarak gerceklestirmistir ve ardindan viral
replikasyonu desteklemek i¢in Boru ¢igegi (Datura stramonyum) bitkilerinde alt
kiiltiirleme yapilmistir. NRB klonlarindan higbiri Sw-5 tagiyan domates bitkilerinde
sistemik enfeksiyon olusturmamistir, fakat tim RB klonlar1 sistemik enfeksiyona
neden olmustur (Aramburu vd., 2010). Kaliforniya'daki 2016 TSWV salgininda,
mevsim baslarinda bazi alanlarda hastalik %50 ile %80 seviyelerine ulasmustir.
TSWV izolatlari, sera denemelerinde test edilen tim Sw-5 dayanikli domates
cesitlerinde, Kaliforniya'daki RB TSWV izolatlarinin  varligint  dogrulayan

simptomlara yol agabilir ve bu hastaliga neden olabilir (Batuman vd., 2017).
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TSWV reassortantlar: iizerinde yapilan ¢aligsmalar, dayanikliligin iistesinden gelmede
rol oynayan genetik determinantin M RNA ile iligkili oldugunu gostermistir
(Hoffmann vd., 2001). TSWV'nin NSm proteindeki iki amino asit siibstitiisyonunun
Sw-5 dayanikliligiin iistesinden gelmekten sorumlu olabilecegini dnermistir (Lopez
vd., 2011). italya, Ispanya, Avustralya, Giiney Afrika, Hawaii ve son zamanlarda da
Kaliforniya dahil olmak iizere diinya ¢apinda bir¢ok iilkede Sw-5 dayanikliligini
kiran (SRB) izolatlar1 ortaya ¢ikmustir (di Rienzo vd., 2018). TagMan fluoresan
problarina dayali gergek zamanli PCR yontemiyle; TSWV, PVY ve Pancar nekrotik
sart damar viriisi (BNYVV) gibi RNA viriis popiilasyonlarinda tek niikleotid
poliformizi (SNP) varyantlarin1 tespit edebilen allelik ayrim teknigi olarak

onerilmistir (di Rienzo vd., 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Alan Calismasi

Projenin ana amacinin domateste Sw-5 dayanikliligini kiran RB TSWV izolatlar
olmasi nedeniyle diizenli siirveyler yerine domates iiretimi, satist ve analizi yapilan
yerlerden TSWV enfekteli oldugu diisiiniilen dayanikli domates veya biber
cesitlerinden 6rnekler alinmistir. Yapilan alan ¢alismasinda Isparta ilinde domatesin
yaygin olarak yetistirildigi Deregiimii mevkiinde domates seralarindan, biber
{iretiminin yapildig1 islamkdy cevresinden ornekler alinmugstir. Ayrica Antalya’da
biber {iretiminin yaygin olarak yapildigi Demre ilgesinden biber bitkileri, Muglanin
Fethiye il¢esinde domates iiretiminin yaygin olarak yapildigi seralarda yetistirilen
domates bitkilerinden 6rnekler alinmistir. Bunlara ek olarak domates testlemelerinin
yapildigi ve Antalya Akdeniz Universitesi ve Antalya Zirai Karantina
Midiirliigiinden 6rnek temin edilmistir. Yapilan alan ¢alismalar1 sonucunda toplam
57 adet TSWYV siipheli domates ve biber 6rnegi alinip toplanmustir (Sekil 3.1). Arazi
calismalar1 sonucunda Orneklerin ikisi a¢ik ve 55'1 Ortii alt1 liretim alanlarindan
olmak ftizere toplam 57 6rnek toplanmistir. Toplanan 57 6rnegin 14 tanesi biber 43
tanesi domates bitkilerinden alinmistir. Isparta ilinden toplam 30 adet 6rnegin 19’u
domates 11’1 biber bitkisini kapsamaktadir. Bu domates meyvelerinden 13’i
Dereglimii Koyl iiretim seralarindan 6 tanesi ise halk pazarindan alinmistir. Biber
orneklerinden 5 bitki Isparta merkezden, 4 biber halk pazarindan 2’si ise Islamkdy
acik iiretim alanlarindan alinmustir.  Ornekler Isparta Uygulamali Bilimler
Universitesi Molekiiler Biyoloji labaratuvarina getirilip, islenerek analiz edilmistir.
Alinan izolatlarin isimleri, konukgular1 ve alindiklart yerler Cizelge 3.1°de

verilmistir.
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Alberty ve Pembematik Cesitleri

Ancha gesidi

Vitellio Cesidi

/

Sekil 3. 1. TSWV enfekteli Isparta dereglimiine ait doates bitkileri

a. Ancha domates ¢esidi
b. Alberty ve Pembematik domates gesitleri
c. Vitellio domates ¢esidi
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Cizelge 3.1. Domates lekeli solgunluk viriisii enfekteli domates ile biber izolatlarinin

toplandig1 bolgeler
izolat Adi | Konukgulari Kaynak izolat Adi Konukgular: Kaynak
TSWV1 Domates Antalya Akdeniz Univ. TSWV29 Domates Isparta (Pazar)
(Hakan Fidan)
TSWV2 Domates Izmir/Menemen TSWV30 Domates Isparta (Pazar)
TSWV3 Biber Antalya Zirai Karantina TSWV31 Domates Isparta (Pazar)
(Gozde Erkis)
TSWV4 Biber Antalya Zirai Karantina TSWV32 Domates Isparta/Deregiimii
(Gozde Erkis)
TSWV5 Domates Isparta/Dereglimii TSWV33 Domates Isparta/Deregiimii
TSWV6 Domates Isparta/Dereglimil TSWV34 Biber Isparta/Islamkoy
TSWV7 Domates Antalya/Demre TSWV35 Biber Isparta/Islamkoy
TSWV8 Domates Isparta (Pazar) TSWV36 Domates Isparta/Dereglimii
TSWV9 Domates Isparta (Pazar) TSWV37 Domates Isparta (Pazar)
TSWV10 Domates Isparta (Pazar) TSWV38 Domates Isparta (Pazar)
TSWV11 Domates Isparta (Pazar) TSWV39 Domates Antalya Akdeniz
Univ. (Hakan Fidan)
TSWV12 Biber Isparta (Pazar) TSWV40 Domates Antalya Akdeniz
Univ. (Hakan Fidan)
TSWV13 Biber Isparta (Pazar) TSWV41 Domates Antalya Akdeniz
Univ. (Hakan Fidan)
TSWV14 Biber Isparta (Pazar) TSWV42 Domates Antalya Akdeniz
Univ. (Hakan Fidan)
TSWV15 Domates Antalya Akdeniz Univ. TSWV43 Domates _Antalya Akdeniz
(Hakan Fidan) Univ. (Hakan Fidan)
TSWV16 Domates Isparta (Pazar) TSWV44 Domates Isparta/Dereglimii
TSWV17 Biber Isparta Uygulamali TSWV45 Domates Isparta/Dereglimii
Bilimler Univ.
(Hakan Aktas)
TSWV18 Biber Isparta Uygulamali TSWV46 Domates Mugla/Fethiye
Bilimler Univ.
(Hakan Aktas)
TSWV19 Biber Isparta Uygulamali TSWv47 Domates Mugla/Fethiye
Bilimler Univ.
(Hakan Aktas)
TSWV20 Biber Isparta Uygulamal TSWV48 Domates Antalya (Gozde
Bilimler Univ. Erkis)
(Hakan Aktas)
TSWv21 Biber Isparta Uygulamal TSWV49 Domates Antalya (Gozde
Bilimler Univ. Erkis)
(Hakan Aktas)
TSWV22 Domates Antalya Zirai Karantina TSWV50 Domates Antalya (Gozde
(Gozde Erkis) Erkis)
TSWV23 Domates Antalya Zirai Karantina TSWV51 Domates Antalya (Gozde
(Gozde Erkis) Erkis)
TSWV24 Domates Antalya Zirai Karantina TSWV52 Biber Antalya (Gozde
(Gozde Erkis) Erkis)
TSWV25 Domates Antalya Zirai Karantina TSWV53 Biber Antalya (Gozde
(Gozde Erkis) Erkis)
TSWV26 Domates Antalya Zirai Karantina TSWV54 Domates Isparta (Pazar)
(Gozde Erkis)
TSWV27 Domates Isparta (Pazar) TSWV55 Domates Isparta (Pazar)
TSWV28 Domates Isparta (Pazar) TSWV56 Domates Antalya Akdeniz
Univ.(Hakan Fidan)
TSWV57 Domates Antalya Akdeniz
Univ.(Hakan Fidan)
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3.2. Total RNA izolasyonu

Seralardan toplanan domates ve biber orneklerinden alinan 0,2 g’lik taze yaprak
dokusundan CTAB (Cetyltrimethyl-ammonium bromide) yontemi ile total niikleik
asit izolasyonu yapilmistir (Li vd., 2008). Her yaprak ornegi porselen havan
icerisinde ve havaneli yardimi ile 1 ml CTAB konularak ezilmistir. Elde edilen 6ziit
1,5 ml’lik ependorf tiiplerine aktarilmistir. Orneklere 2ul beta-mercaptoethanol
eklenip ornekler vortekslenerek karistirllmistir. Tiipler 15 dakika siireyle -20°C’de
tutularak 15 dakika sogutulup dondurulmustur. Dondurulan 6rnekler 65°C’de 15
dakika siireyle tutularak ¢ozdiriilmiistiir. Cozdiiriilen 6rnekler 10,000 g devirde 5

dakika santrifiij yapilarak ¢éziinmeyen bitki dokular1 ¢oktiiriilmiistiir.

Daha sonra &rneklerin sivi kisimlari alinarak yeni tiiplere aktarilmistir. Ornekleri
igeren tiiplere 650 ul kloroform-izoamil alkol (24:1) soliisyonundan eklenmistir.
Karigim 15.000 g’de 10 dakika santrifiij yapilarak faz ayrimi saglanmistir. Santrifiij
sonunda olusan {i¢ ayr1 fazdan tistteki s1v1 kisim (supernetant) mikropipet yardimiyla
alinarak temiz tiipe aktarilmistir. Sivi faz tizerine 350 pl izoproponol eklendikten
sonra karistirilarak 15.000 g’de 10 dakika santrifilij yapilmigtir. Santrifiij sonucunda
ependorf tiiplerinin dibine olusan pelletin iizerindeki sivi kisimin dokiilmesinin
ardindan %70’lik etil alkol ile yikama yapilmistir. Ornekler 15.000 g’de 5 dakika
santrifiij yapildiktan sonra sivi kisim dokiilerek pellete kalmistir. 15 dakika kurutma
islemi yapilmistir. Kurutulan total niikleik asitler 50 ul 20 mM Tris-HCL
sollisyonunda ¢Ozdiiriilmiistiir. Son olarak elde edilen total niikleik asitlerin
NanoDrop spektrofotometrede Olgiilerek miktarlart belirlenmis ve %1'lik agaroz

jelinde elektroforez yontemiyle ayristirilip goriintiilenerek kalitesi belirlenmistir.

3.3. Bitki Materyali

Calismada Sw-5 geni icermeyen TSWV’ne duyarliligi 6nceden belirlenmis Yiiksel
tohum firmasindan Alsancak F1 ve Yiiksel tohum firmasindan Sw-5 genine sahip
TSWV’ne dayanikli Sedir F1 domates ¢esitleri kullanilmistir. Domates fideleri torf
ve perlit karisiminin igerisinde saksilara dikilip bitki biiylitme kabininde sicaklik, 151k

ve nem kontrol altinda 25+2°C sicaklik ve %70+5 oransal nemde 16 saat fotoperiyot
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uygulanarak yetistirilmistir. Domates ¢esitlerinin tohumlar1 viyollere ekilerek

cimlendirilip fideler elde edilmistir.

3.4. Mekanik inokulasyon

Antalya ve Isparta illerinde yetistirilen domates ve biber bitkilerinden toplanan ve
TSWYV ile enfekteli oldugu RT-PCR yontemiyle belirlenen izolatlardan 11 tanesi
secilmistir. TSWV’ye dayanikli Sedir TSWV’ye duyarli olan Alsancak domates
cesitlerinin fideleri yetistirilmistir. Yukarida belirtildigi gibi daha sonra yetistirilen
fideler saksilara sasirtilmistir. 1M K,HPO,4 ve 1M KH,PO,4 500 ml saf su eklenerek
potasyum fosfat tamponlari hazirlanmistir. Bu hazirlanan ¢ozeltilerden 15,625 ml
KH,PO,4, 9,625 ml K;HPO, fosfat tamponu alinarak 0,5 g Na,SO; 170 pl
merchaptoethanol eklenerek yeni bir siseye aktarilmistir. Her bir TSWV izolat1 steril
porselen havanda ezilmis ve daha Onceden karborandum tozu serpilmis saglikli
bitkilerin yapraklarma mekanik olarak inokule edilmistir. 11 farkli TSWV izolati
5’er tekerriirlii olarak Sedir ve Alsancak domates fidelerine mekanik inokulasyon
yontemi ile bulagtirilmistir. Daha sonra inokulasyon yapilan bitkiler simptom
gozlenmesi amaciyla kontrollii kosullarda muhafaza edilmis, periyodik olarak
gozlemlenmis ve inokiilasyondan 3-4 hafta sonra real time RT-PCR ve/veya RT-

PCR yontemiyle testlenmistir.

3.5. Domateste Sw-5 Dayaniklilik Geninin PCR Yoluyla Belirlenmesi

TSWYV enfekteli oldugu diisiiniilen domates Orneklerinden total niikleik asit
izolasyonu yapilarak 6rneklerin Sw-5 igerip igermedigini belirlemek amaciyla daha
once rapor edilen Sw-5 genine spesifik primerler kullanilarak (Dianese vd., 2010)
PCR yapilmistir. Termal dongii cihazinda 94 °C de 3 dak. ilk denatiirasyon, 95 °C de
30 sn. denatiirasyon 50°C’de 30 sn. primer baglanmasi ve 72 °C’de 30 sn.
primerlerin uzamas: asamast 39 dongii tekrar edecek sekilde PCR asamasi
tamamlanmistir. Domateste Sw-5 geni igeren Sedir domates ¢esidi ile Sw-5 geni
igermeyen Alsancak domates ¢esidi pozitif kontrol olarak kullanilmis, negatif kontrol
olarak ise su kullanilmistir. PCR fdirlinleri %1,5’luk agaroz jel elektroforez

yontemiyle ayristirilarak UV altinda sonuglar goriintiilenmistir.
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3.6. Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Reverse Transcription
RT-PCR)

Toplanan 6rnekler ve inokulasyon yapilan dayanikli ve duyarli domates ve biber
cesitlerinde TSWV varligr “Tersine Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyon”
(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) yontemiyle
belirlenmistir. Bu amagla TSWV’niin niikleokapsid genine daha once 6zel olarak
tasarlanan ve TSWV tanisinda kullanilan BC352 ve BC353 primerleri (Cevik ve
Sahin-Cevik, 2018) ve RevertAid cDNA sentez kiti (Thermo Scientific) iiretici
firmanin Onerileri dogrultusunda kullanilmistir. Enfekteli bitki dokusundan veya
inokiilasyon yapilan domates bitkilerinden izole edilen total RNA’dan iki asamali
RT-PCR islemi gerceklestirilmistir. Yapilan PCR sonucuna gore yaklasik 750 bg
biiylikliiginde bantlar elde edilmistir. RT asamasinda; her PCR tiipiine, 4,5 pl
saflastirilmis total RNA ve 0,5 pul random primer konularak 65°C'de 10 dak.
bekletilmistir, daha sonra tiipler buza alinmistir. PCR tiiplerinin iizerine, 2 pl 5X RT
tampon c¢ozeltisi, 0,5 pl 10mM dNTP, 0,25 pl RNAse inhibitér (20U/ul), 0,5 pl
RevertAid reverse transcriptaz ve 1,75 ul niikleazdan ari su eklenerek 10 pl RT
karisimi hazirlanmistir. Hazirlanan karisim 25 °C 10 dak., 42°C'de 60 dak., 72°C’de
10 dak. olarak programlanmig termal dongii cihazinda tutularak cDNA’larin sentezi
yapilmistir. PCR asamasinda cDNA’dan 2 pl alinarak bir PCR tiipiine konulmustur.
cDNA {izerine 16,25 pl niikleazdan ari su, 2,5 ul 10X Taq DNA polimeraz tamponu,
2,5 ul magnezyum kloriir, 10 mM dNTP, 0,25 ul Taq DNA polimeraz, 0,5 ul ileri ve
geri primer eklenerek PCR karistmi hazirlanmistir. Tiipler termal dongili cihazinda
95°C’de 3 dak. ilk denatiirasyon, 95°C’de 30 sn. denatiirasyon 55°C’de 30 sn. primer
baglanmas1 ve 72°C’de 30 sn. primer uzamasi asamasi 39 dongii tekrar edecek
sekilde programlanan termal dongii cihazinda PCR asamasi tamamlanmistir. PCR
triinleri %1 lik agaroz jelde yontemiyle ayristirilarak ultraviyole 1sik altinda
bilgisayarda goriintiillenmistir. PCR sonucunda ¢ikan pozitif oldugu bilinen 13 6rnek
secilmigtir daha sonra klonlamada kullanilmak iizere ¢cDNA dan yeniden PCR
yapilmistir. Bu ¢alismada NSm 5° ve 3’ ucuna 6zel olarak tasarlanan BC402 5°-
AGAGCAATCAGTGCATCAGAAATATACC-3’ve BC403 5’-AAAGAGTCTTC
GGACCAAAGTTTGGC-3’ve primerleri ve Ex Taq DNA polimeraz enzimi
(Takara) firetici firmanin Onerisi dogrultusunda NSm geni cogaltilmistir. PCR

karisimia 10X Ex Taq Buffer 2,5 ul, Ex Taq (5 unit/pl) enzimi 0,25 pl, 10 mM
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dNTP 0,5 pl, 0,5 pl ileri ve geri primerleri 18,75 pl niikleazdan ari su ve 2 ul cDNA
eklenerek yukaridaki protokole gore DNA sentezlenmistir.

3.7. Real-time RT-PCR (Ger¢ek Zamanh PCR) Yontemiyle TSWYV’nin
Belirlenmesi

Total niikleik asit izolasyonundan 2 pl alimarak bir PCR tiipiine konulmustur.
Uzerine 10 ul 2x Master Mix, daha énce TSWV tanisi i¢in tasarlanan BC366 HEX
etiketli prob’dan 0,5 ul veBC367 ileri ve BC369 geri primerleri (Cevik ve Sahin-
Cevik, 2018) ileri ve geri primerleri, niikleazdan ari su eklenerek 20 pl'ye
tamamlanmistir. Tiipler CFX96 Touch termal dongii cihazinda (Bio-Rad) 42°C’de 30
dak. 95 °C de 3 dak. ilk denatiirasyon, 95°C’de 10 sn. denatiirasyon 55°C’de 10 sn.
primer baglanmasi ve 72°C’de 10 saniye primer uzamasi asamasindan olusan 39
dongiliden olugsmaktadir. Sonuglar CFX manager programinda goriintiilenerek analiz

edilmistir.

3.8. Agaroz Jel Elektroforez

100 ml Ix TAE tampon ¢dzeltisi iceren erlenmayer igerisine 1 g agaroz ile
konularak, agaroz eriyinceye kadar mikrodalga firinda 1sitilmigtir. Karigim bir siire
sogumaya birakildiktan sonra; tizerine 1 pl etidyum bromiir eklenerek jel kalibina
dokiip katilagsmasi beklenmistir. Jel katilastiktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarilip bu
kisim jel kalibiyla birlikte elektroforez tankina yerlestirilmistir. Tanka, jelin ylizeyini
I-2 mm gececek kadar 1x TAE tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ilk kuyuya 1 kb
DNA biiyiikliik markorti yiiklenmistir. Diger kuyulara da NSm genini iceren PCR
driinleri 10 pl ve 2 pl 6x loading yiikleme tamponu karistirilarak kuyulara
yiiklenmistir. Ornekler %1°lik agaroz jelinde 100 volt elektrik akimi uygulanarak 40
dakika elektroforez yapilarak ayristirllmistir. Aynistiritlan PCR - driinleri  jel
goriintiileme sisteminde ultraviyole 151k altinda goriintiilenerek analiz edilmistir.
Pozitif kontrol olarak TSWV ile enfekteli oldugu bilinen bir domates Ornegi ve

negatif kontrol olarak ise su kullanilmistir.
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3.9. PCR Saflastirmasi

Cogaltilan TSWV NSm geni igeren PCR iirtinleri EZ Coloum PCR piirifikasyon Kiti
(BioBasic, Kanada) iiretici firma 6nerisi dogrultusunda saflastirilmistir. Saflastirilan
PCR dirlinlerinin 3 kati miktarda baglanma tampon eklenmistir. Daha sonra bu
karisim kolona aktarilmis ve 2 dak. oda sicakliginda bekletilmistir. 2 dak. 10.000
rpm de santrifiij yapilarak kolonun dibine ¢oken sivi dokiilmiistiir. 500 pl yikama
tamponu eklendikten sonra 2 dak. 10.000 rpm santrifiij yapilmistir. Yeniden yikama
tamponu eklenerek islem tekrar edilmist ve bir defa tiipler 2 dak. bos santrifiij
yapilmistir.  Yeni ependorfa kolonlar yerlestirilmistir. 50 pl Eliisyon tampon
eklenmistir oda sicakliginda 2 dk bekletilmistir. 2 dak. 10.000 rpm santrifiij
yapilmistir. Ornekler kullanilincaya kadar -20°C°de saklanmistir.

3.10. TSWV NSm Geninin Klonlanmasi

Dayaniklilig1 kiran TSWV izolatlarin Sw-5 dayaniklilik geniyle etkilesime giren avr
geni olan NSm geni polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile g¢ogaltilmigtir. PCR
trtinleri saflastirma kiti kullanilarak saflastirildiktan sonra 6 6rnek T-A klonlama

yontemi pGEM-T easy plazmit vektoriine klonlanmistir.

3.11. Ligasyon

2 pl 5x T4 DNA ligaz tampon 1 pl, T4 DNA ligaz enzimi, 1 ul pGEMT easy vektorii
ve 4 pl, saflastirilmig PCR {irlinii 2 pl niikeazdan ari su kullanilarak ligasyon karigimi
olusturulmustur. Ligasyon karigimi 16 saat siireyle +4°C’de bekletilerek ligasyon

islemi yapilmistir.

3.12. Transformasyon

Ligasyon triiniinden 5 pl alinarak iizerine -80°C’den dondurulmus Eschericia coli
JM109 competent bakteri hiicresinden 25 pl eklenmistir. Karisim 30 dakika buz

tizerinde bekletildikten sonra su banyosunda 42°C’de 90 sn inkiibasyon yapildiktan

sonra tekrar buza alinarak 3 dakika buzda bekletilmistir.
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3.13. Rekombinant Kolonilerin Se¢imi

Transformasyon yapilan bakterilere 900 ul Lysogeny broth (LB) sivi besi ortami
eklenerek 200 rpm devirde 37°C’de 1 saat calkalamal1 inkiibatérde biiyiitiilmiistiir.
Biiyiitiilen bakterileri igeren ortam 5.000 rpm devirde 3 dakika santriflij yapilarak
bakteriler toplanmis, sivi kisim atildiktan sonra geriye kalan pellet 250 pl sivi LB
ortaminda ¢ozdiriilmiistiir. Elde edilen bakteriler 400 ul 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-beta-D-galacto-pyranoside (X gal), 500 ul isopropyl-trigalactosidose (IPTG),
200 pl Ampicilin (Amp) igeren secici LB kat1 besiyerine ekilerek 37°C’de 1 gece
inkiibatorde bekletilerek biiylitiilmiistiir. Calismada klonlama yapilan genleri igeren
bakterilerin belirlenmesinde mavi-beyaz koloni se¢imi yapilmistir. Mavi-beyaz
koloniler igerisinde TSWV NSm genini tastyan pGEM-T easy plazmidini igeren
bakteriler biiyliyerek beyaz renkli kolonileri olustururken, sadece pGEM-T easy
plazmidini icerenler ise mavi renkli kolonileri olusturmaktadir. Asil istenilen
koloniler, NSm genini igeren beyaz kolonilerdir. Olusan kolonilerden her bir 6érnek
icin 5’er tane almarak X-gal, Amp, IPTG igeren LB kati besiyerine bakteri ¢izimi
yapilmig 37°C’de 1 gece bekletilmistir.

3.14. Rekombinant Bakteriyel Kolonilerin Belirlenmesi

Klonlamanin dogrulanmasi i¢in transformasyon yapilan ve biiyltilen kati
besiyerinde kolonilerden, PCR yapilarak kolonilerin rekombinant DNA’y1 igerip
icermedigi tespit edilmistir. TSWV NSm genini tasiyan pGEM-T easy plazmitlerini
icerdigi diisliniilen beyaz kolonilerin belirlenmesi i¢in koloni PCR islemi
gerceklestirilmistir. Her bir izolat i¢in en az 5 adet beyaz koloni segilerek koloni
PCR yontemiyle test edilmistir. 2,5 ul 10X PCR buffer, 2,5 ul MgCl,, 0,5 ul 10 mM
dNTP, 0,5 pul pGEMT easy plazmidinin T-A klonlama bélgesinin yaklasik 200 bg tist
ve alt kismindaki bolgelere spesifik M13F ve M13R universal primerleri, 0,125 pul
Taq DNA polimeraz eklenerek koloni PCR i¢in karisim hazirlanip PCR tiiplerine
konulmustur. PCR tiiplerine konulan karisima cizilerek biiyiitiilen beyaz renkli
bakteri kolonilerinden pipet ucuyla alinarak bakteri kolonisi eklenmistir. Bakteri
eklenen koloni PCR karisimi 95°C 3 dak., 39 defa tekrarlanan 95°C’de 30 sn.,
50°C’de 30 sn. ve 72°C’de 30 sn., 72°C’de 5 dak. PCR yapilmistir. Koloni PCR’1n

tamamlanmasindan sonra elde edilen PCR {iriinleri 1 kb DNA biiyiikliik markorii ile
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birlikte %1°lik agaroz jelinde elektroforez yontemiyle ayristirilarak etidyum bromiir

ile boyandiktan sonra ultraviole 1s1k altinda goriintiilenmistir.

3.15. Plazmit izolasyonu

Koloni PCR sonuglarindan sonra TSWV NSm genini tasiyan pGEM-T easy
plazmidini igerdigi kesin olarak belirlenen koloniler segilerek plazmit izolasyonu
yapilmistir. Her bir izolat i¢in koloni PCR’da pozitif sonu¢ veren 2 koloni
secilmistir. Her bir TSWV izolat1 i¢in koloni PCR sonuglarina gore segilen koloniler,
Amp (100 mg/ml) igeren 5 ml LB sivi besi ortamina inokule edilerek 37 °C’de 16
saat 200 rpm hizda ¢alkalamali inkiibatérde inkiibe edilmistir.

Biiyiitiilen bakterilerden BioBasic plazmit Mini prep kiti kullanilarak iiretici firmanin
onerisi dogrultusunda plazmit saflastirmasi yapilmistir. Bakteri inokulasyonu yapilan
her 6rnegin 2 farkli kolonisi i¢in 1,5 ml lik ependorflara 6rnekler tamami 2 dak.
12.000 rpm’de ¢oktiirme yapilmistir. Ustte kalan kistm da her santrifiijden sonra
dokiilmiistiir. 250 pl Resuspansiyon soliisyon eklenmistir. 1 dak. oda sicakliginda
bekletilmigtir. 250 pul lisis soliisyon eklenmistir. 1 dak. oda sicakliginda
bekletilmistir. Ependorf tiiplerindeki ornekler kolon tiipiine aktarilmistir. 350 pl
Notiiralizasyon soliisyon eklenerek 1 dak. oda sicakliginda bekletilmistir ve 5 dak.
12.000 rpm santrifiyj yapilmistir. Ependorf tiiplerindeki drnekler kolona aktarilarak, 2
dak. 12.000 rpm santrifiij yapilmistir. Kolona 500 ul yikama soliisyonu eklenerek 2
dak. 12.000 rpm santrifiij yapilmistir. Kolonun altindaki su dokiildiikten sonra bu
islem yeniden tekrarlanmigtir. Son olarak kolonlar 2 dak. 12.000 rpm bos santrifiij
yapildiktan sonra kolon yeni ependorf tiipline yerlestirilmistir. Kolona 50 pl
niikleazdan ari su eklendikten sonra 2 dakika beklenerek kolon santrifiij yapilmustir.
Kolon atilarak plazmit saflastirmasi tamamlanan 6rnekler kullanilincaya kadar -20°C

de saklanmustir.

3.16. EcoRI Restriksiyon Enzimiyle Kesim

Saflastirilan pGEMT easy plazmit DNA’larindan 1000 ng’indan 10 pl alinarak, 1 pl
EcoRI enzimi (20.000 unit/ml), 2 pl 10X EcoRI tampon soliisyonu ve 7 pl steril saf

su eklenerek bir tiip i¢erisinde toplam 20 pl’lik karisim hazirlanmistir. Elde edilen bu
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karistm 37°C’de 6 saat silireyle inkiibatorde bekletilerek plazmitlerin EcoRI
enzimiyle kesilme islemi tamamlanmistir. Kesilen DNA’lar incelendiginde pozitif
olan yaklasik 3000 bg biiyiikliigiinde pGEM-T easy plazmit DNA’s1 ve yaklasik
1200 bg biiyiikligiinde TSWV NSm genine ait bantlar goriilmiistir. TSWV NSm
genini icerdigi teyit edilen klonlar NSm gen dizilimini belirlemek amaciyla DNA

dizileme iglemine tabi tutulmustur.

3.17. NSm Gen Dizisinin Belirlenmesi ve Karsilastirilmasi

Saflastirilan ve klonlanan PCR iiriinleri Altigenbio (izmir) firmasina génderilmis
universal M13F ve M13R primerleri kullanilarak DNA déngii dizileme cihaziyla gift
yonlii olarak dizileme yapilmistir. DNA dizilimi pGEM-Teasy plazmidinin T-A
klonlama bolgesinin yaklasik 200 bg list ve alt kismindaki bolgelere spesifik M13F
ve MI3R universal primerleri kullanilarak dongii dizileme yontemiyle otomatik
DNA dizileme cihaziyla yapilmistir. Dizilemeye gonderilen 6 6rnek sonug¢ vermistir.
Elde edilen DNA dizileri ayiklanip birlestirilmistir. Gen bankasinda DNA ve protein
veri tabanlarinda arastirma yapilarak diinyanin farkli domates iiretim bolgelerinden
elde edilen TSWYV izolatlarinin NSm genlerine ait niikleotid ve amino asit dizilimleri
elde edilmistir. Sw-5 dayanikliligini kiran ve kirmayan Isparta ve Antalya ili domates
iretim alanlarindan elde edilen izolatlarin NSm genlerine ait niikleotid ve aminoasit
dizileri Vector NTI programi (Invitogen, ABD) kullanilarak farkliliklari ve
benzerlikleri karsilagtirilmistir. Yapilan karsilastirmalarla TSWV izolatlarinin daha
once dayanikliligi kiran izolatlarda belirlenen NSm gen mutasyonlarinin varligi,
izolatlarin birbirleriyle benzerlik oranlart belirlenmistir. TreeView (Page, 1996)
soyagaci goriintiileme programi kullanilarak TSWYV izolatlarinin birbiriyle yakinlik

dereceleri ve genetik iliskileri ortaya konulmustur.

3.18. Real Time RT-PCR i¢in Primer Tasarim

Sw-5 dayanikliligimi kiran ve kirmayan TSWYV izolatlarinin belirlenmesini ve
birbirinden ayrilmasini saglamak i¢in gelistirilecek olan real-time RT-PCR igin
TSWYV NSm gen diziliminde bulunan farkliliklara gore kullanilarak primer tasarimi
yapilmistir. Bu amagla bu ¢alismada belirlenen TSWV izolatlar1 ve diinyanin farklh

bolgeleriden 100°den fazla izolatin NSm geni gen bankasi veritabanlarindan alinarak
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yukarida belirtildigi gibi ¢oklu niikleotit dizi karsilastirmasi yapilmistir. Yapilan
coklu karsilatirma analizleri kullanilarak NSm geninde bulunan mutasyonlarin
bulundugu bolgeden yaklasik 50-100 bg uzaklikta tiim izolatlarda korunmus dizilere
Ozel bir ileri birde geri olmak iizere 20-25 nt uzunlugunda bir ¢ift primeri
tasarlanmistir. Vector NTI programinda tasarlanan primerler BC453 TSWV NSm3' F
5-AGCTTAAATCTT GAGAGATCAG-3' ve BC454 TSWV NSm3'" R 5'-
CATCAAAAGATAACTGA GCAAC-3 olarak isimlendirilmistir. Primerler sentez
hizmeti veren firmalar aracilifiyla sentezletilerek ve ger¢ek zamanli PCR
caligmalarinda kullanilarak Sw-5 dayaniklilig1 kiran ve kirmayan TSWV izolatlarinin

ayriminda kullanilmgtir.

3.19. Dayamklihg Kiran ve Kirmayan Izolatlarin Real Time RT-PCR Yoluyla
Ayrilmasi

Yapilan ¢oklu amino asit dizi karsilastirmalar1 sonucunda bu ¢alismade elde edilen
ve Sw-5 dayanikliligini kirdig: diisiiniilen izolatlar ile diger izolatlar arasinda farklilik
gosteren 287. amino asitdeki degisikliklerin belirlenmesi i¢in tasarlanan primerler
kullanilarak bir real-time RT-PCR yontemi gelistirilmistir. Oncelikle dizileme
yoluyla dayanikliligi kirdigi belirlenen ve 287. amino asitde E287G ve E287D
mutasyonunu tastyan ve 287 amino asitte mutasyon tasimayan izolatlarin TSWV 11-
3, 15-1 ve 33 klonlanan NSm genleri gen spesifik primeler kullanilarak PCR
yontemiyle plazmitlerden c¢ogaltilmistir. Cogaltilan NSm genleri kalip olarak
kullanilarak real-time PCR ve takiben erime analizlerinin optimizasyonu yapilmuistir.
Bu amagla uygulanan SYBR Green I yonteminde 25 ng kalip DNA iizerine 10 pl
Ampligone 2X SYBR Green PCR karigim1 (Fermentas) 100 nmole BC453 ve BC454
primerleri eklenerek karisim niikleazdan ari su 20 pl'ye tamamlanmigstir. Hazirlanan
reakisyonlar 95°C’de 3 dak. ilk denatiirasyon, 95°C’de 10 sn. denatiirasyon 50-
60°C’de 10 sn. primer baglanmasi1 ve 72°C’de 10 sn. primer uzamast asamasi 39
dongii tekrar edecek sekilde programlanan CFX96 Touch (BioRad) termal dongi
cihazinda ¢ogaltilmiglardir. Cogaltim asamasini takiben ¢ogaltilan NSm gen pargasi
65°C- 95°C arasinda saniyede 0,2- 0,5°C sicaklik artisi yapilarak erimeye tabi
tutulmustur. Sonuglar CFX Manager programinda goriintiilenerek ¢ogaltim egrisi ve
erime egrisi olarak ayr1 ayri analiz edilmistir. Cogaltilan NSm geninin erime

egrilerine gore 287. amino asit pozizyonunda G, D ve E iceren TSWV izolatlarinin
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erime sicakliklarina gore birbirinden ayrilmaya c¢alisilmistir. NSm genlerinin DNA
kalibinda yapilan real-time PCR’1n optimizasyonundan sonra ayni islemin RNA’dan
yapilabilmesi i¢in ayni izolatlarla enfekteli bitkilerden elde edilen total niikleik asit
preparatindan real-time RT-PCR yapilmistir. Bu amagla her bir izolatin total niikleik
asitlerinden 3500 ng alinarak 20 nmole BC403 (NSm geni geri primeri) eklenerek
65°C'de 10 dakika denatiire edilerek buza alinmistir. Daha sonra karigima 5X RT
tampon ¢ozeltisi 200 uM dNTP, 5 U RNAse inhibitor ve 20 U RevertAid reverse
transcriptaz (Thermo) ve niikleazdan ari su eklenerek toplam 10 pl RT karisimi
hazirlanmistir. Hazirlanan karisim 60 dak. siireyle 42°C'de tutularak cDNA’larin
sentezi yapilmistir. Sentezlenen cDNA’lardan 350 ng alinarak yukarida belirtigi
sekilde SYBR Green ile cogaltim yapilmis ve erimeye tabi tutularak erime egrileri ve
erime sicakliklar1 karsilastirilarak izolatlarin RNA’dan ayrimi1 yapilmistir. Son olarak
araziden toplanan ve NSm gen dizilimi bilinmeyen 7 farkli TSWV izolatina

yukaridaki gibi real-time-RT-PCR yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Arazi Calismalari

Bu ¢alisma 2017-2019 yil1 tiretim donemlerinde Isparta ve Antalya illerinde domates
tirteim alanlarindan Ornekler alinarak yapilmistir. Arazi ¢aligmalarindan toplanan
orneklerin ¢ogu Isparta ve Antalya illerinden alinirken birka¢ 6rnek ise Izmir ve
Mugla (Fethiye) ili olmak {iizere bolge disindan alinmistir. Arazi ¢alismalarinda
domateslerde geng yapraklarin bronz renge donmesi, yapraklarda siyah lekelenmeler,
bitkide solgunluk ve ciicelik, siirgiin uclarindan geriye dogru o6liim, meyvelerde
klorotik halkal1 lekelenme gibi TSWV belirtileri de gozlenmistir. Virlis belirtisi
gosteren toplam 57 bitkiden alinan yaprak ve meyve ornekleri total niikleik asit

izolasyonunda kullanilmistir.

4.2. Arazi Bolgelerinde TSWV’nin Tespit Edilmesi

TSWV enfekteli oldugu siiphelenilen 57 adet bitki orneginden CTAB (Cetyl
trimethylammonium bromide) yontemiyle total niikleik asit izolasyonu yapilmigtir
(Sekil 4.1). Izolasyonda 22 tane domates yaprak, 19 tane domates meyve, 10 tane
biber yaprak ve 6 tane biber meyve 6rnegi kullanilmistir. TSWV enfekteli oldugu
diisiiniilen bitkilerin yaprak ve meyve dokularindan yapilan izolasyon sonucunda
toplanan o6rneklerden 54 tanesinden basarili bir sekilde izolasyon yapilmistir. Buna
karsin 3 6rnekten izolasyon yapilamamistir. Total niikleik asit izolasyonu yapildiktan
sonra genomik DNA’nin miktar1 ve safligit NanoDrop (Thermo, ABD)
spektrofotometrede 6lgiilerek belirlenmistir. Total niikleik asit izolasyonunu yapilan
57 ornekten izole edilen total niikleik asit miktarlar1 ve 260/280 degerleri ¢izelgede
verilmistir (Cizelge 4.1). Bu gizelge sonuglarini inceledigimizde 18 Ornegin
konsantrasyonu 1000-4500 ng/ul araliginda degere sahip oldugu goriilmektedir. Bu
da 6rneklerden izolasyonun bagarili bir sekilde gerceklestigini ve elde edilen niikleik
asitlerin kaliteli oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda 4 6rnegin konsantrasyonu
700-900 ng/ul civarinda degerlerde olurken 21 6rnegin konsantasyonu 100-600 ng/ul
civarinda diisiik konstantrasyon degerlerinden olusmaktadir. Buna karsin 3 6rnegin
konsantrosyon degerleri ise ¢ok diisiik miktarda oldugu bu nedenle bunlardan

izolasyonun basarisiz oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 1. TSWV enfekteli domatesu}_/épragmm CTAB soliisyonu ile ezilmesi

Cizelge 4.1. Arazi caligmasindan alman TSWV siipheli 6rnegin niikleik asit
miktarlar1 ve A260/A280 degerleri

ng/pl A260/280 Ornek Adi ng/pl A260/280

Ornek Adi
TSWV1 265,4 2,18 TSWV29 1166,4 2,13
TSWV2 342,4 2,21 TSWV30 719,2 2,11
TSWV3 437,5 2,10 TSWV31 1109,3 2,11
TSWV4 356,7 2,05 TSWV32 142,3 2,11
TSWV5 2537,8 2,10 TSWV33 155,6 2,13
TSWV6 1249,1 2,15 TSWV34 899,8 2,16
TSWV7 270,1 2,13 TSWV35 33,2 2,08
TSWV8 2083,9 2,20 TSWV36 981,3 2,02
TSWV9 139,8 2,12 TSWV37 283,5 2,19
TSWV10 208,9 2,05 TSWV38 34,81 1,09
TSWV11 280,5 2,15 TSWV39 1238,4 2,10
TSWV12 389,1 2,05 TSWV40 112,2 2,21
TSWV13 570,8 2,14 TSWV41 1477 2,20
TSWV14 10,1 1,89 TSWV42 3247 2,11
TSWV15 4528,4 2,18 TSWV43 269,2 2,16
TSWV16 257,3 2,14 TSWV44 3287,4 2,16
TSWV17 3179,9 2,09 TSWV45 1962,1 2,25
TSWV18 2684 2,07 TSWV46 239,3 2,15
TSWV19 3282,8 2,11 TSWV47 223 2,13
TSWV20 205,9 2,11 TSWV48 699,5 2,11
TSWV21 946,6 1,87 TSWV49 103,5 2,13
TSWV22 627,1 2,16 TSWV50 398,5 2,12
TSWV23 2600,6 2,20 TSWV51 564,7 2,13
TSWV24 232,4 2,14 TSWV52 126,7 2,13
TSWV25 2613,5 2,14 TSWV53 332,1 2,17
TSWV26 1039,7 2,16 TSWV54 356,1 2,10
TSWV27 142,3 2,11 TSWV55 1053,4 2,17
TSWV28 155,6 2,13 TSWV56 680,6 2,18
TSWV57 4663 2,20
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4.3. Arazi Orneklerinde Sw-5 Dayamklilik Geninin Belirlenmesi

Araziden toplanan oOrneklerin alindigi domates cesitlerinin Sw-5 genini tasiyip
tasimadigi PCR yoOntemiyle genotiplendirme yapilarak belirlenmistir. Yapilan PCR
analizleri sonucunda TSWV duyarli Alsancak ¢esidinde sadece 464 bg¢ uzunlugunda
bir DNA c¢ogaltilirken dayanikli Sedir ¢esidinde ise biri Sw-5 spesifik 574 bg ve
digeri 464 bg blyiikliigiinde iki bant ¢cogaltilmistir. Test edilen 57 6rnegin sadece 4
(32, 33, 56 ve 57) tanesinden Sedire benzer biri Sw-5 spesifik 574 b¢ ve digeri 464
b¢ biyiikliigiinde iki bant cogaltilmigtir. Cogaltilan bantlardan bu domates
orneklerinin Sw-5 geni bakimindan heterozigot olduklari anlagilmistir. Geriye kalan
bitkilerden 4 tanesinden (2, 9, 10 ve 11) sadece 510 bg biiyiikliigiinde bir bant
cogaltilirken digerlerinden sadece 464 bg¢ uzunlugunda bir bant ¢ogaltilmistir. Bu
sonuglar her iki 6rnek grubunun da Sw-5 spesifik 574 b¢ uzunlugundaki DNA
bandin1 icermedigi ve SW-5 geni tasimayan duyarh g¢esitler oldugunu gostermistir.

Ayrica iki 6rnekten (41 ve 43) herhangi bir ¢ogaltim saglanamamustir (Sekil 4.2).
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M; NK PK,PK,2930 3332 1 2 44 45 516 23 242526 9 10

M, NK PK, PK, 11 15 39 40 41 42 43 44

M, NK PK1  PK2 55 56 57

Sekil 4.2. Niikleik asit izolasyonu yapilan domates orneklerinin PCR sonuglarina
gbore Sw-5 geni igerip icermedigini gosteren jel goriintiisii

*Sekilde kirmizi kare igine alinan Ornekler Sw-5 geni igeren domates Orneklerinde dayaniklilik genini
gostermektedir. My: 1 kb Markér M»,:100 bp plus Markér NK: Negatif kontrol PKy: Pozitif kontrol Sedir
Dayanikli PK,: Pozitif kontrol Alsancak Hassas

4.4. Mekanik inokulasyon

Sw-5 geni iceren TSWV’ye dayanikli ve Sw-5 geni igermeyen ve TSWV’ye duyarli
domates fideleri bu ¢alismada kullanilmigtir. Toplam 86 farkli saglikli dayanikli veya
duyarli domates bitkisine mekanik inokulasyonla TSWV izolati bulagtirilmigtir. Daha
sonra enfeksiyon yapilan dayanikli ve duyarli bitkilerde TSWV varligini belirlemek
amaciyla RT-PCR, yogunlugunu belirlemek amaciyla ise real-time RT-PCR yontemi
kullanilmigtir. Dayanikli ve duyarli bitkilere 31 farki izolatin inokulasyonu
yapilmistir. Inokiilasyon yapilan toplam 31 adet TSWV izolatlarmin 15 tanesi yaprak

16 tanesi ise domates meyvesinden elde edilmistir. Geriye kalan sekiz 6rnege TSWV
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bulastirilmamis ve testlemelerde negatif sonu¢ vermis ii¢ 6rnek ise test edilmemistir.
Mekanik inokulasyon yapilan bitkilerden RT-PCR sonucunda test edilen 28 adet
bitkilerden 26 tanesinin TSWV enfekteli oldugu belirlenmistir. Bu bitkilerden 38
tanesi real-time RT-PCR ile test edilmis ve 28 bitkinin TSWYV ile enfekte edildigi
belirlenmistir. Mekanik inokulasyon yapilan bitkilerin RT-PCR ve real time RT-PCR
testlemelerinin sonucu Cizelge 4.2°de verilmistir. Real time RT-PCR yapilan 7 farkli
ornegin TSWV enfekteli ¢iktigin1 gosteren sonuglar Sekil 4.3°de gosterilmistir.

Negatif kontrol olarak su kullanilmistir.

300 |
200 +
RFU 1

qwoo Lo LS

Déngit

Sekil 4.3. Real tie RT-PCR sonucunda pozitif ¢gikan TSWV 6rnekleri

*TSWV 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16 numarali domates meyvesi ve biberden izolasyon yapilan pozitif ¢ikan enfekteli
ornekler NK: Negatif Kontrol RFU: Floresans unitesi Dongii: Dongii sayist
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Cizelge 4.2. TSWYV siipheli 57 farkli 6rnegin RT-PCR ve real time PCR yontemiyle
testlenmesi sonuglari

Ornek TSWYV Testleme Sw-5 geni Mekanik TSWYV Testleme
Arazi 6rnekleri Testleme inokulasyon Mekanik inokulasyon
RT-PCR Real-Time RT-PCR Real Time RT-
RT-PCR PCR
Duy./Day. Duy./Day.
TSWV1 + T.E - - T.E T.E
TSWV2 + T.E - + +/- +/-
TSWV3 - - - - T.E T.E
TSWV4 - - - - T.E T.E
TSWV5 + + - + -/- -/-
TSWV6 + + - + +/- +/-
TSWV7 + T.E - + +IT.E +IT.E
TSWV8 + + - + +/+ +/+
TSWV9 + + - + T.E/+ +/+
TSWV10 + + - + T.E/+ +/+
TSWV11 + + - + T.E/+ +/+
TSWV12 + + - + T.E/+ +/+
TSWV13 + + - + T.E/+ +/+
TSWV14 + + - + T.E/+ +/+
TSWV15 + + - + +/+ +/+
TSWV16 + + - + T.E/+ +/+
TSWV17 T.E + - + +IT.E +IT.E
TSWV18 T.E + - + +/T.E +/T.E
TSWV19 T.E + - + T.EITE T.EIT.E
TSWV20 T.E + - + T.EITE +T.E
TSWV21 T.E + d + T.EITE +IT.E
TSWV22 T.E - - - T.E T.E
TSWV23 + + - - T.E T.E
TSWV24 T.E - - - T.E T.E
TSWV25 + + - - T.E T.E
TSWV26 + + = - T.E T.E
TSWV27 T.E - - - T.E T.E
TSWV28 T.E - - - T.E T.E
TSWV29 T.E + - + T.E/TE +T.E
TSWV30 T.E + - + T.EITE -IT.E
TSWV31 T.E + - + T.EITEE -/+
TSWV32 + + - + T.E/ITE T.E/+
TSWV33 + + + + T.EIT.E T.E/+
TSWV34 + + + + T.EITE T.E/TE
TSWV35 + + - - T.E T.E
TSWV36 T.E + - + T.EITE -IT.E
TSWV37 + + - + -/- +/+
TSWV38 T.E + - + T.EITEE +T.E
TSWV39 T.E T.E - + T.E/ITE T.EIT.E
TSWV40 + T.E - - T.E T.E
TSWV41 + T.E - - T.E T.E
TSWV42 + T.E - - T.E T.E
TSWV43 + T.E - - T.E T.E
TSWV44 T.E + - - T.E T.E
TSWV45 T.E + - - T.E T.E
TSWV46 T.E - - - T.E T.E
TSWV47 T.E - - - T.E T.E
TSWV48 T.E + - - T.E T.E
TSWV49 T.E + - - T.E T.E
TSWV50 T.E - - - T.E T.E
TSWV51 T.E - - - T.E T.E
TSWV52 T.E + - - T.E T.E
TSWV53 T.E + - - T.E T.E
TSWV54 T.E + - + T.EITE +/+
TSWV55 T.E T.E - + T.EITE T.EIT.E
TSWV56 + + + + T.E T.EITE
TSWV57 + + + + T.E T.EITE

Duy:Duyarli ¢esit Day:Dayanikli ¢esit T.E: Test edilmeyen bitki
+= TSWV enfekteli bitki -: TSWV enfekteli olmayan bitki
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4.5. Mekanik inokulasyon Yapilan Bitkilerde TSWV Test Edilmesi

Sw-5 geni iceren TSWV’ye dayanikli ve igermeyen duyarli domates cesitlerine
mekanik inokulasyon yapilmasi sonucunda TSWYV enfekteli olan ve olmayan bitkiler
belirlenmistir. Inokulasyon yapilan bitkiler duyarli ve dayanikli cesitlerde genellikle
3’er tekerriir olacak sekilde se¢ilmistir. TSWV inokulasyonu yapilan 35 duyarl
domates bitkisinden 28 tanesi mekanik inokulasyon sonrasi yapilan testlemelerde
TSWYV enfekteli bulunmustur. Ote yandan TSWV inokulasyonu yapilan 51 dayanikli
domates bitkisinden sadece 18 tanesi TSWV enfekteli bulunmustur. Yapilan
mekanik inokulasyon calismalari ve inokulasyon yapilan bitkilerin testlenmesi
sonucunda dayanikli 18 dayanikli bitkide inokulasyon yapan ve Sw-5 dayanikliligini

kirdig1 diistiniilen 13 farkli potasiyel TSWYV izolati belirlemistir.

Cizelge 4.3. TSWV mekanik inokulasyonu yapilan duyarli ve dayanikli domates
bitkilerinin virlis bulasan bitkilerin toplam bitkiye orani

Ornek Duyarh Bitki Dayamikh Bitki Ornek Duyarh Bitki Dayamkh
Adi (Vir. /Toplam) (Vir. /Toplam) Adi (Vir./Toplam) Bitki
(Vir./Toplam)
TSWV1 T.E T.E TSWV29 0/1 0/1
TSWV2 5/5 0/5 TSWV30 0/1 TE
TSWV3 T.E T.E TSWV31 0/1 1/2
TSWV4 TE T.E TSWV32 T.E 3/3
TSWV5 313 0/3 TSWV33 TE 212
TSWV6 0/3 0/3 TSWV34 T.E/3 TE
TSWV7 3/9 TE TSWV35 T.E T.E
TSWV8 313 1/3 TSWV36 0/1 TE
TSWV9 171 1 TSWV37 0/5 0/5
TSWV10 11 1/1 TSWV38 T.E T.E
TSWV11 1/1 1/1 TSWV39 TE T.E/3
TSWV12 1/1 11 TSWV40 T.E T.E
TSWV13 11 1/1 TSWV41 T.E T.E
TSWV14 11 11 TSWV42 T.E T.E
TSWV15 0/2 172 TSWV43 T.E T.E
TSWV16 11 1/1 TSWV44 T.E T.E
TSWV17 11 TE TSWV45 T.E T.E
TSWV18 T.E/1 T.E TSWV46 T.E T.E
TSWV19 11 TE TSWV47 T.E T.E
TSWV20 11 TE TSWV48 T.E T.E
TSWv21 11 T.E TSWV49 T.E T.E
TSWV22 T.E T.E TSWV50 T.E T.E
TSWV23 T.E T.E TSWV51 T.E T.E
TSWV24 T.E T.E TSWV52 T.E T.E
TSWV25 T.E T.E TSWV53 T.E T.E
TSWV26 TE TE TSWV54 313 313
TSWV27 T.E TE TSWV55 T.E/3 T.E/3
TSWV28 T.E TE TSWV56 T.E/l T.E/3
TSWV57 T.E/2 T.E/3

T.E: Test edilmeyen Vir: Viriis
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4.6. SW-5 Dayamklihgim Kiran izolatlarin NSm Genlerinin Klonlanmasi

Mekanik inokulasyon sonucunda hem duyarli hem de dayanikli domates gesidinde
enfeksiyon yapmasindan dolay1 Sw-5 geni dayanikliligini kirdig1 diisiiniilen 13 6rnek
klonlama ve dizileme yapmak amaciyla secilmistir. Bu amagla NSm genine spesifik
primerler kullanilarak bu 13 o6rnekten TSWV NSm geni RT-PCR yontemiyle
cogaltilmistir. Test edilen tiim Orneklerden yaklasik 1000 bg biiyiikliigiinde NSm
geni ¢ogaltilmistir. Sw-5 dayamikliligini kirdigr diistiniilen TSWV izolatlarindan 6
tanesinin RT-PCR yontemiyle ¢ogaltilan NSm genleri Sekil 4.4’de gosterilmektedir.

Sekil 4.4. TSWV o6rneklerinin 1000 bg biiyiikliigiindeki NSm geni jel goriintiileri

RT-PCR yapilarak NSm geni ¢ogaltilan 6rneklerin PCR fiiriinleri ve saflastirilarak T-
A klonlama yontemiyle pGEM-T easy plazmit vektoriine klonlanmigtir. Saflastirilan
ve klonlanma yapilan ornekler Cizelge 4.4’de verilmektedir. TSWV NSm genini
iceren pGEMT easy plazmitleri 1s1 soku transformasyonu yoluyla E. coli bakterisinin
IM109 rkina aktarilmistir. TSWV 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 numarali orneklerin
NSm genleri klonlama ve transformasyonu yapildiktan sonra X-gal, Amp, IPTG
iceren LB kati1 besiyerine ekilerek seleksiyon yapilmistir. Her bir 6rnek X-gal, Amp,
IPTG LB kat1 besiyeri 2’ser petriye yayma yapilarak mavi-beyaz seleksisyonu
yapilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda TSWV9 numarali 6rnekte herhangi bir
koloni olusumu goriilmezken diger petrilerde ise ¢ok sayida mavi ve beyaz renkli
koloni olustugu goriilmiistiir. Yapilan klonlama ¢alismalarinda kullanilan izolatlar ve

bunlardan elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.4. Klonlama yapilan TSWV o6rneklerinin gésterimi

Ornek Adi izolasyon izolasyon Yapilan PCR T-A
Yapilan Bitki Doku saflagtirma Klonlama
TSWV9 Mekanik Yaprak - Basarisiz
inokulasyonlu
Sedir
TSWV10 Mekanik Yaprak + +
inokulasyonlu
Sedir
TSWV11 Mekanik Yaprak + +
inokulasyonlu
Sedir
TSWV12 Mekanik Yaprak - +
inokulasyonlu
Sedir
TSWV13 Mekanik Yaprak - +
inokulasyonlu
Sedir
TSWV14 Mekanik Yaprak - +
inokulasyonlu
Sedir
TSWV15 Orijinal domates Meyve + +
bitkisi
TSWV16 Mekanik Yaprak + +
inokulasyonlu
Sedir
TSWV23 Orijinal bitki Yaprak - Yapilmad:
TSWV32 Orijinal Meyve + Yapilmadi
Domates bitkisi
TSWV33 Orijinal Meyve + Yapilmad:
Domates bitkisi
TSWV40 Orijinal Bitki Yaprak g Yapilmad:
TSWV41 Orijinal Bitki Yaprak + Yapilmadi

Petri kaplarinda iireyen kolonilerin TSWV NSm genlerini tasiyip tasimadiklarini
belirlemek amaciyla her bir 6rnek icin 5 beyaz koloni segilerek koloni PCR
yapilmistir. Yapilan koloni PCR’da negatif kontrol olarak kulanilan transformayson
yapilmamis bakteriden herhangi bir ¢ogaltim yapilmazken pozitif kontrol olarak
kullanilan ve TSWV NSm genini igerdigi bilinen bakteriler yoluyla yaklasik 1200
bg’lik bant ¢ogaltilmistir. Her 6rnek igin test edilen kolonilerin bazilarindan yaklagik
1200 b¢ NSm genini igeren bant ¢ogaltilirken bazilarindan ise beklenen 1200 bg
uzunlugundaki banttan daha kii¢iik bantlar elde edilmistir. Yapilan analizler
sonucunda 1200 bg¢ uzunlugundan daha kiigciik olanlar NSm genini i¢ermeyen
koloniler olarak belirlenmistir (Sekil 4.5). Bu nedenle koloni PCR sonuglarina gére

sadece 1200 b¢ uzunlugunda bant olusturan kolonilerle ¢alismalara devam edilmistir.

48



1200 be
500 be

jil-lnl.g

1200 1e
S00be

ﬂl'vl_'|nc
M 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 23 4 5 FKHNK

Sekil 4.5. Antalya ve Isparta iline ait TSWV NSm genlerini i¢eren kolonilerden
M13F-M13R primerleri kullanilarak ¢ogaltilan koloni PCR'dan yaklasik
1200 b¢ uzunlugunda elde edilen bantlarin jel goriintiileri

*M: 1 kb Markdr PK= Pozitif kontrol NK= Negatif kontrol

3000be
3000 be plazmit
plazmit DHA'a
i 1200 be
Nsm genl
1200 ke
ISm geni

M & 1241 141 166 168 10-11 232 >M

Sekil 4.6. EcoRI restriksiyon enzimleriyle kesilen TSWV o6rneklerinin pGEM-T easy
plazmitlerinin NSm genine ait 1200 bg biiyiikliigiinde jel goriintiileri
*M: 1 kb Markor

Her bir 6rnek igin koloni PCR sonucunda 1200 bg¢ bant olusturan en az iki koloni
secilerek biiyiitiilmiis ve bunlardan plazmit saflastirimasi yapilmistir. Her bir 6rnek
icin 2 farkli plazmit saflastirmasi secilerek ECORI ile kesim enzimiyle kesilerek
klonlarmm TSWV NSm genini igerdikleri teyit edilmistir. Kesilen plazmit DNA’lar1
agaroze jel elektoforez yontemiyle ayristirilip goriintiilendiginde kesilen DNA’lar
yaklasik 3000 bg biiyiikliiglinde pGEM-T easy plazmit DNA’s1 ve yaklasik 1200 bg
biiyiikliigiinde TSWV NSm genine bu genin igerisinde EcoRI bulunan kesim
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bolgelerinin de oldugu toplam biiyiikliikleri 1200 b¢ denk gelen bantlar goriilmiistir.
EcoRI kesim enzimiyle yapilan analiz sonucunda kesimin basariyla gerceklestigini
ve secilen klonlarin istenilen plazmiti ve bunun i¢inde TSVV NSm genini i¢erdigini
gostermistir (Sekil 4.6). TSWV NSm genini igerdigi teyit edilen plazmit DNA’lari

NSm gen dizilimini belirlemek amaciyla kullanilmaistir.

4.7. Sw-5 Dayamkhligim Kiran izolatlarin NSm Genlerinin Dizilenmesi ve Dizi
Analizleri

Her bir 6rnek icin TSWV NSm genini igerdigi teyit edilen bir plazmit DNA’sinin
dizilemesi yapilmistir. Farkli izolatlardan ¢ogaltilan ve klonlanan NSm genlerinden
12 tanesi ¢ift yonlii olarak dizilenmistir. Klonlanan NSm genlerinden ¢ift yonli
dizilenmesi sonucunda 130-1187 b¢ uznlugunda diziler elde edilmistir. NSm
dizilemesi yapilan 6rnekler bunlarin klonlar1 ve bu klonlardan ileri (F) ve geri (R)
primerleriyle elde edilen dizi uzunluklar1 Cizelge 4.5’de verilmistir. Dizileme islemi
basarili olan ve yeterli uzunlukta NSm gen dizilimi elde edilen 6rneklerin iki yonli
dizileri Vectér NTI programinda kasilastirilarak birlestirilmistir. Gen bankasi veri
tabanindan referans olarak indirilen KU308370 NSm geni igeren izolatin baslangig
ve bitis kodonun oldugu bolgeler belirlenerek geriye kalan diger kisimlar ¢gikarilmis
dizilemeye gonderilen Orneklerle referans Ornek baz alinarak ileri ve geri
primerleriyle elde edilen diziler ¢ift yonlii birlestirilmistir. Yapilan birlestirmeler
sonucunda 6 farkli TSWV izolatinin (TSWV 10, 11, 12, 15, 32 ve 33) 909 bg
uzulugunda tiim NSm geni elde edilmistir. Tiim gen dizilimi elde edilen NSm
genlerinin translasyonu yapilarak 302 amino asit uzunlugunda dizilimleri elde
edilmistir. Oncelikli olarak bu ¢alismada elde edilen ve dizilemesi yapilan 6 farkli
TSWYV izolatinin NSm geninin amino asit dizileri birbirleriyle karslastirilmistir.
Antalya ve Isparta illerinden alinan TSWV izolatlarinin NSm proteinleriyle yapilan
coklu amino asit dizi karsilastirmas: sonucunda TSWYV izolatlarinin NSm proteininin
%95-99 arasinda benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.6). Isparta ilinden
alman TSWV10-11, TSWV11-3 izolatlar1 ve Antalya’dan alinan TSWV15-1 izolati
amino asit dizilimi diizeyinde %99 oraninda benzerlik gérstermislerdir. Ayni sekilde
Antalya TSWV15-1 izolatiyla Isparta TSWV11-3 izolat1 sirasinda da %99 amino asit

dizilimi benzerligi goriilmiistiir. Isparta Dereglimii kdyiinden alinan TSWV32 ve
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TSWV33 izolatlarmin %95 oranla en az aminoasit dizilimi benzerligi oranina sahip

oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Dizilemeye gonderilen 6rneklerin DNA dizi biiyiikliiglinli gosteren tablo

Ornekler Sonug DNA Dizi
biiyiikliigii
TSWV10-11 + 1207F-1128R
TSWV11-3 + 1146F-1036 R
TSWV12-2 - 1001F-1036R
TSWV14-1 - 715F-172R
TSWV15-1 + 1137F-1184R
TSWV16-6 _ 1121F-1028R
TSWV16-8 _ 721F-1037R
TSWV23-2 + 1178F-1137R
TSWV32 + 1190F-1187R
TSWV33 + 1190F-1186R
TSWV40 - 130F-5R
TSWVA41 - 47F-30R

+: Cift yonlii dizi yapilan 6rnekler -:Cift yonli dizilemeyen 6rnekler F: Forward R: Reverse

Cizelge 4.6. Tiirkiyedeki NSm genine ait amino asit dizilimlerinin benzerlik oranlar

< ||l s
o o
< lziE g
e |2 S |52
2 |5 |2|21&
<2 | &85 |2
> @ zZ | Z |
- — N (a2} o
> <L 4 ™ ™ [N
= >
2|2 |2]2 |2
| ®» n ) )
— ElFE | E
TSWV10-11 NSm 99 99 96 | 96 98
ISPARTA
TSWV15-1 NSm 99 96 | 96 98
ANTALYA
TSWV11-3 NSm ISPARTA 96 | 97 98
TSWV32 NSm ISPARTA 95 96
TSWV33 NSm ISPARTA 96

Antalya ve lIsparta illerinden aliman TSWYV izolatlarinin NSm proteinlerinin
biribirleriyle ¢oklu kasilastirilmasi Sekil 4.7°de verilmistir. Sekil 4.7°de Antalya ve
Isparta iline ait Tiirk izolatlarinin NSm genine ait dizilimleri karsilastirilmigtir. 287.
aminoasit bolgesine bakildiginda 6 farkli izolattan 4 tanesi aspartik asit (D), 1 tanesi
glutamik asit (E) 1 tanesi de glisin’den (G) olusmaktadir. NSm genlerinin ¢oklu
karsilagtirmasi incelendiginde izolatlarin NSm genlerinin olduk¢a korunmus oldugu

ancak ozellikle proteinin amino ve karboksil ucunda yogunlasan bazi farkliliklarin
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bulundugu tespit edilmistir. Farklilik gosteren bdlgelerin izolatlara dagilimina
bakildiginda bu farkliliklarin her birinin sadece bir veya birkag izolatla sinirli oldugu

belirlenmistir.

1
MLTLEGNKRPSKSAGKDEGPLVSLAKHNGNVEVSKPWSSSDEKLALTKAMPASKGKILLNEEGT
MLTLEGNKRPSKSAGKDEGPLVSLAKHNGNVEVSK: SDEKLALTKAMHASKGKILLNIEGT

&) SDEKLALTKAMDASKGK
SDEKLALTKAMDASKGK
MLTFEGNKGSSKSARKDEGPLVSLAKHN SDEKLALTKAMBT ]
MLTLEGNKRPSKSAGKDE VSLAKHNG] FDEKLALTKAMDASKGKILLNEE!
MLTLFGNKRPSKSAGKDEGPLVSLAKHNGNVEVSKPW SDEKLALTKAMDASKGKILLNTEGT
102 202
LFVGNC NKVIKICPTWDSRKQYMMISRIY )

[TSWV10-11 NSm ISPARTA (1)
TSWV15-1 NSm ANTALYA (1)
TSWV11-3 NSm ISPARTA (1)

TSWV32 NSm ISPARTA (1)
(1)
(1)
(1)

TSWV33 NSm ISPARTA
TSWV23-2 NSm ISPARTA
Consensus

[TSWV10-11 NSm ISPARTA
TSWV15-1 NSm ANTALYA
TSWV11-3 NSm ISPARTA

TSWV32 NSm ISPARTA
TSWV33 NSm ISPARTA
TSWV23-2 NSm ISPARTA
Consensus (102

LFVGNGKQNANKVIKICPTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVVALVDPNMPSEKQVILKGQGTITDPICFVFYLNWSIPKMNNTPENCCQLHLMC
203 303

TSWV10-11 NSm ISPARTA (203) SQEYKKGV FIEACKLIIPKGNSEKQIKKQLKEL.
TSWV15-1 NSm ANTALYA (203) SQEYKKGV FIEACKLIIPKGNSEKQIKKQLKEL.
TSWV11-3 NSm ISPARTA (203) SQEYKKGVS IIPKGNSEKQIKKQLKEL,

ERSVEEEDEGE
NLERSVEEEBEGH:

QIKKQLKEL

TSWV33 NSm ISPARTA (203) SQEYKKGV ’,PLhknlknR&yntlbnuKLlleGI%LKL KKQLKEL

TSWV23-2 NSm ISPARTA (203) SQEYKKGV S /IBLNRATRARSQAFIEACKLIIPKGNSEKQIKKQLKELSSNLGRSVEEEDEGISDSVAQLSFDET -
Consensus (203 SQEYKKGVSFGSVMYSWTKEFCDSPRADKDKSCMVIPLNRAIRARSQAFIEACKLIIPKGNSEKQIKKQLKELSSNLERSVEEEDEGISDSVAQLSFDEI

)
)
)
TSWV32 NSm ISPARTA (201) SQEYKKGVSF
)
)
)

Sekil 4.7. Tirkiye'deki farkli izolatlardan olusan NSm geni amino asit dizi
karsilastirmalar1

Daha sonra diinyada ve Tiirkiye’de farkli domates tiretim bdlgelerinden elde edilen
22 farkli TSWV izolatlarinin gen bankasi veritabanlarinda bulunan NSm genlerinin
amino asit dizileri karsilastirlldiginda %95-%100 arasinda degisen benzerlik
gosterdikleri belirlenmistir. En fazla amino asit dizi benzerligi (%100) AB010996
izolat1 ile KU308372 Polonya, AY744482 AY744485 ve AF208498 ABD izolatlari
arasmda goriilmiistiir. Ayn1 sekilde AY744486 ABD izolati ve HMO015511 Ispanya
izolat1 arasinda %100 benzerlik bulunmustur. Tiirkiye izolatlar1 diinyadaki
izolatlartyla karsilastirildiginda en diisiik amino asit dizi benzerlik oranimnin %95
oldugu goriilmiistiir. Bu calismada Isparta’dan belirlenen TSVW32 izolat1 gen
bankasindan Sw-5 dayanikliligini kiran izolat olarak kaydedilen Tiirkiye’de Antalya
ilinden elde edilen MH367503 izolati, HM015516 Avusturya izolati, HM015521
Ispanya izolatiyla en diisiik (%95) benzerligi gostermistir. Isparta Deregiimii
koyiinden alinan TSWV33 izolat1 da yine ayni bdlgeden alinmis olan TSWV32
izolatiyla %96 oraninda diisiik aminoasit dizi benzerligi gostermektedir. Ulkemizdeki
6 farkli TSWYV izolatlarimin diinyadaki izolatlarla karsilastirildiginda en fazla amino
asit diz benzerliginin %99 oraninda oldugu goriilmektedir. Tiirkiyede Isparta’dan
alman TSWV11-3 ve TSWV10-11 izolati, Antalya ilinden aliman TSWV23-2
izolattyla AY744486 ABD izolatinin amino asit diziliminde %99 oranininda
benzerlik goriilmektedir (Cizelge 4.7). Antalya ve Isparta illerinden alinan TSWV

izolatlarin  NSm proteinlerinin  diinya izolatlarmimm NSm geniyle ¢oklu
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kasilagtirilmas1 Sekil 4.8’de verilmistir. NSm geni igeren Tiirkiye ve diinyadaki
toplam 22 farkli izolattan 7 tanesinin daha dnce domateste Sw-5 geni dayanikliliginin
kirilmasindan sorumlu 118. amino asitinde mutasyon oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8).
Bu mutasyonu igeren izolatlar arasinda daha Once Antalya’da tespit edilen
MH367503 izolati, ABD AF208496 izolati ve Ispanya HMO015519, HMO015517,
HMO015521, HMO015515 izolatlari, HM015516 Avustralya izolatlar1 yer almaktadir.
Ancak bu calismada Isparta ve Antalya’dan elde edilen TSWYV izolatlarindan
hi¢birinin bu mutasyonu tasimadigi belirlenmistir.  NSm genlerinin  ¢oklu
kasilastirilmasini gosteren sekildeki mavi ile gosterilen alanlar amino asit dizilerinde
farklilik olan bdlgeleri sar1 alanlar ise korunmus amino asit dizi bolgelerini
kapsamaktadir. Tiirk izolatlarinda diinyadaki izolatlardan farkli olarak 287. aminoasit
bolgesinde E287G ve E287D mutasyonlarini tasidigi tespit edilmistir. Bu
mutasyonlarin Sw-5 dayanikliligini kirmadan sorumlu yeni mutasyonlar olabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak bunlarin dayanikliligin ~ kirilmasinda  6nemli  olup

olmadiklart ayrintili olarak arastirilmalidir.
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Cizelge 4.7. Diinya'daki ve iilkemizdeki TSWV NSm geni amino asit dizilerinin benzerliginin karsilastirilmasi

= c/E) £ e S c = £ = = = = = £ c £ ; = = = £
2 |2|2 1§ |& |2]|2 |2|2 |2 |2_|2 |2/2 |2 |2 |2 |2g|2 |2 |2 |2
> 02| 2c Eﬂi S I R «<Z | 86| I 8g I 8L | e | & S| 9 2Z H<ZC SZ | 94
=513355(55 55|58 (82|5 (5282|5358 |5d58|52|22 8 |83|8285\82| 84
25 | P22 |26 | P65 |2 |25 | & |22 | T8 (28|22 |28 %2 |22 |52 (%2 |T2|T8|FL (58|55
TSWV11-3 NSm ISPARTA 99 |99 | 98 97 96 | 98| 99 | 99 | 99 99 98 98 | 96 | 98 98 98 98 97 99 99 99 99
TSWV15-1 NSm ISPARTA 99 | 98 96 96 | 98| 98 |98 | 99 99 97 97 | 96 | 97 97 98 97 97 98 98 98 98
TSWV10-11 NSm 98 9% 96 | 98| 98 | 98| 99 99 97 97 | 96 | 98 97 98 97 97 98 98 98 98
ISPARTA
TSWV23-2 NSm ISPARTA 96 9% | 97 | 98 | 98| 98 99 97 97 | 96 | 97 97 97 97 97 98 98 98 98
TSWV33 NSm ISPARTA 95 |99 | 97 [97 | 97 97 98 98 | 98 | 98 98 96 98 96 97 97 96 97
TSWV32 NSm ISPARTA 9% | 96 | 96 | 96 96 96 9% | 96 | 96 96 95 96 95 96 96 95 96
AB010996 NSm 98 | 98| 98 99 100 | 100 | 98 | 100 99 97 100 | 97 98 98 98 98
HMO015512 NSm ISPANYA 99 | 99 99 98 98 | 96 | 98 98 98 98 97 99 99 98 99
AF208497 NSm 99 99 98 98 | 96 | 98 98 98 98 97 99 99 98 99
AY744486 NSm ABD 100 98 98 | 97 | 98 98 98 98 98 99 99 99 99
HMO015511 NSm 98 98 | 97 | 98 98 99 98 98 99 99 99 99
ISPANYA
KU308372 NSm 99 | 98 | 99 99 97 99 97 98 98 97 98
POLONYA
AY744482 NSm ABD 98 | 99 99 97 99 97 98 98 97 98
KU308370 NSm POLONYA 98 97 9% 98 96 9% 96 9% 96
AY744485 NSm ABD 99 97 99 97 98 98 97 98
FM163372 NSm ISPANYA 97 99 97 98 98 97 98
MH367503 NSm TURKIYE 98 97 99 99 98 99
AF208498 NSm ABD 98 98 98 98 98
HMO015516 NSm 98 98 98 98
AVUSTURALYA
HMO15517 NSm ISPANYA 99 99 99
HMO15519 NSm ISPANYA 99 99
HMO015521 NSm ISPANYA 99
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1 101
TSWV11-3 NSm ISPARTA (1) HMETEEGNKRBSKSEGKDEGELYVSLAEHNGNVEVSKEWSSEDERLALTKAMBASKGK I LLNEEGTSSFGEYESDSIEESEGYDLSARMIVDTNHHI SNWKND
TSWV15-1 NSm ANTALYA (1) METLEGNKRPSKSAGKDEGELVSLAKHNGNVEVSKEWSSEDEKLALTKAMHESKGKILLNIEGTSSFGEYESDSIEESEGY DLSARMIVDTNHHI SNWKND

TSWV10-11 NSm ISPARTA (1) METLEGNKRPSKSAGKDEGELYVSLAKHNGNVEVSKEW.
TSWV23-2 NSm ISPARTA (1) MLTLEGNKRPSKSAGKDEGELVSLAKHNGNVEVSKEWSSFDEKLALTKAMDASKGKILLNEEGTS.
TSWV33 NSm ISPARTA (1) METrECNRGSSKSARKDEGELYVSLARHNGNVEYVSKEWS SEDERLALTKAMBTSKGKILLNEEGTS,
TSWV32 NSm ISPARTA (1) --LFSVTRGLFKSTEKDEGELVSLAKHNGNVEVSKEWS SEDEKLALTKAMDASKGK I LLNEEGTS.

SEDERLALTKAMDASKGKI LLNEEGTS

MYESDSIEESEGYDLSARMIVDTNHHISNWKND
@ YESDSIAESEGYDLSARMIVDTNHHISNWKND
HYESDSIEESEGYDLSARMIVDTNHHISNWKND
@ YESDSIEESEGYDLSARMIVDTNHHISNWKND

AB010996 NSm (1) HMETEEGNRGSSKSERKDEGELYVSLARHNGNVEVSKEWSSEDERLALTKAMETSKGKILLNEEGTSSFGEYESDSIEESEGYDLSARMIVDT!
HM015512 NSm ISPANYA (1) METLESNKRPSKSAGKDEGELVSLAKHNGNVEVSKEWSSEDEKLALTKAMDASKGKILLNEEGTSSFGEYESDSIEESEGYDLSARMIVDTNHHT
AF208497 NSm (1) METLEGNKRPSKSAGKDEGBLYSLAKHNCGNVEVSKOWSSEDERLALTKAMDASKGKILLNEKGTSSFGEYESDSITESEGYDLSARMIVDTNHHI SNWKND
AY744486 NSm AMERIKA BIRLESIK DEV. (1) METLEGNKRPSKSAGKDEGELVSLAKHNGNVEVSKEWSSEDEKLALTKAMDASKGKILLNEEGTSSFGEYESDSIEESEGY DLSARMIVDTNHHI SNWKND
HM015511 NSm ISPANYA (1) METEEGNKRBSKSAEGKDEGELYVSLARHNGNVEVSKEWSSEDERLALTKAMDASKGKILLNEEGTSSFGEYESDSIFESEGYDLSARMIVDTNHHI SNWKND
KU308372 NSm POLONYA (1) MLTLEGNKGSSKSHRKDEGELYVSLAKHNGNVEVSKEWSSEDERLALTKAMBTSKGKILLNBEGTSSFGEYESDSIEESEGYDLSARMIVDTNHHI SNWKND
AY744482 NSm AMERIKA BIRLESIK DEV. (1) MLTLFGNKG°SKSARIDEGPLVSLAK{NGNVEVSKPWgSSDEKLTuTKAN.DTSKGKILLNTE\JTS HYESDSIEESEGYDLSARMIVDTNHHISNWKND
KU308370 NSm POLONYA (1) KS SSDEFLALTKAMBTSKGKILLNEEGTS TYE DSITE EGYDLS ARMI‘/D’IN-IHI NWKND
|pv744485 NSm AMERIKA BIRLESIK DEV. (1) KSARKDEGPLVJLAK-INGNVEV 1SSEDEKLALTKAMBTSKGKILLNEEGTS.

FM163372 NSm ISPANYA (1) METEEGNKEGSSKSHRKDEGLLYVSLARHNGNVEVSKEWSSEDERLALTKAMDASKGKILLNEEGTS, TYESDSITESEGYDLSAIMIVDTNHHISNWKND

MH367503 TURKIYE NSm (1) MLTLEGNKRBSKSAGKDEGELVSLAKHNGNVE! 5 HYESDSIEESEGYDLSARMIVDTNHHISNWKND

AF208498 NSm AMERIKA BIRLESIK DEV. (1) S
HMO15516 NSm AVUSTRALYA (1)

HMO015517 NSm ISPANYA (1) MLTLFGNKRPSKSAGKDEGPLVSLAK{NGNVEVSKPWQSSDEKLTuTKAN.DASKGKILLNTE\JTS

HMO15519 NSm ISPANYA (1) METLEGNKRPSKSAGKDEGELVSLAKHNGNVEVSKEWSSEDERLALTKAMDASKGK I LLNEEGTS.

HMO015521 NSm ISPANYA (1) MLTLEGNKRPSKSAGKDEGELVSLANHNGNVEVSKEWSSEDEKLALTKAMDASKGKILLNEEGTS,

TYEJDD ITEJEGYDLJARMIV DT

HM015515 NSm ISPANYA (1) METLEGNKRPSKSAGKDESELVSLAKHNGNVEVSKEWSSEDEKLALTKAMDASKGKILLNEEGTSSFGEYESDSTEESEGY DLSARMIVDTNHHI SNWKND
Consensus (1) MLTLFGNKRPSKSAGKDEGPLVSLAKHNGNVEVSKPWSSSDEKLALTKAMDASKGKILLNTEGTSSFGTYESDSITESEGYDLSARMIVDTNHHISNWKND
102 202

TSWV11-3 NSm ISPARTA (102) EFVGNGKQNANKVIRIEPTWBSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKQWILKGQGTIEDPICFVEYENWSIPKMNNTPENCCOLHLMC
TSWV15-1 NSm ANTALYA (102) BFVGNGKONANKVIKIGPTWESRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKQUILKGQGT IEDPICFVEYENWSTPKMNNTPENCCQLHLMC
TSWV10-11 NSm ISPARTA (102) HFVGNGKQNANKVIRIEPTWBSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKQWILKGQGTIADPICFVEYENWSIPKMNNTPENCCOLHLMC
TSWV23-2 NSm ISPARTA (102) BFVGNGKONANKVIKIGPTWBSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKQWILKGQGT IDPICFVEYENWSTPKMNNTPENCCQLHLMC
TSWV33 NSm ISPARTA (102) [BFVGNGKQONANKVIKIGPTWESRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKQEILKGQGT IEDPICFVFYENWSTPKENNTPENCCQLHLMC
TSWV32 NSm ISPARTA (100) BFVGNGKONANKVIKIGPTWESRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKQUILKGQGTIEDPICEFVEYENWSTPKMNNTPENCCQLHLMC
AB010996 NSm (102) [EF » GKLVVALVDPNMBSEKOWT LKGQGT IEDPTCFVFYENWS T PKENNTPENCCQLHLMC
HM015512 NSm ISPANYA (102) HFVGNGKONANKVIRIEPTWBSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMSSEKOMILKGOGTIDPICFVEYHNWSTPKMNNTPENCCOLHLMC
AF208497 NSm  (102) EFVGNGKQNANKVIKIEPTWBSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMESEKOWTLKGQGTIEDPICFVEYENWS I PKENNTPENCCQLELMC
RY744486 NSm AMERIKA BIRLESIK DEV. (102) [BFVGNGKONANKVIKIGPTWBSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKOUILKGOGT IEDPICEFVEYENWSTPKMNNTPENCCQLHLMC
HM015511 NSm ISPANYA (102) BFVGNGKQNANKVIKIGPTWDSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMESEKOWILKGOGTIMDPICFVEYHNWSTPKMNNTPENCCOLHLMC
KU308372 NSm POLONYA (102) BFVGNGKQNANKVIKIGPTWBSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKQWILKGQGT IEDPICFVEYENWSTPKENNTPENCCQLHLMC
AY744482 NSm AMERIKA BIRLESIK DEV. (102) BFVGNGKONANKVIRIGPTWESRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKOWILKGQGT IEDPICFVFYENWSTPKENNTPENCCQLELMC
KU308370 NSm POLONYA (102) HFVGNGKQNANKVIRIEPTWBSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKOWILKGQGTIEDPICFVEYENWS IPKENNTPENCCOLHLMC
[nY744485 NSm AMERIKA BIRLESIK DEV. (102) EFVGNGKQNANKVIKIEPTWDSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKOWILKGOGTIADPICFVEYENWSIPKMNNTPENCCOLHLMC
FM163372 NSm ISPANYA (102) [HFVGNGKQNANKVIRIEPTWBSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMESEKOWILKGQGTIHDPICFVFYENWSIPKENNTPENCCOLHLMC
MH367503 TURKIYE NSm (102) [HFVGNGKQNANKVIRIYPTWBSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMESEKOMILKGOGTIDPICFVEYHNWSTPKMNNTPENCCOLHLMC
AF208498 NSm AMERIKA BIRLESIK DEV. (102) BFVGNGKQNANKVIKIYPTWDSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKOWILKGOGTIEDPICFVEYENWSTPKMNNTPENCCOLHLMC
HM015516 NSm AVUSTRALYA (102) FEVGNGKONANKVIKIYPTWGSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMESEKOWILKGOGTIDPICFVEYHENWSIPKMNNTPENCCOLHLMC
HMO15517 NSm ISPANYA (102) HFVGNGKONANKVIRIYPTWBSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMESEKOWILKGOGTIEDPICFVEYENWSIPKENNTPENCCOLHLMC
HMO015519 NSm ISPANYA (102) HFVGNGKQNANKVIRIYPTWBSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKQWILKGQGTIEDPICFVEYPNWSIPKMNNTPENCCOLHLMC
HM015521 NSm ISPANYA (102) BFVGNGKONANKVIKIYPTWBSRKQYMMISRIVIWVFPTIPNPTGKLVVALVDPNMBSEKQWILKGQGTIEDPICFVEYENWSTPKMNNTPENCCQLHLMC
HM015515 NSm ISPANYA (102) [HFVGNGKONANKVIKIYPTWBSRKQYMMISRIVIWVEPTIPNPTGKLVVALVDPNMESEKOMILKGOGTIDPICFVEYHNWSIPKMNNTPENCCOLHLMC
Consensus  (102) LEVGNGKQNANKVIKJEPTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVVALVDPNMPSEKQVILKGQGTITDPICFVEYLNH: MNNTPENCCQLHLMC
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ACKLIIPKGN:

KQIKKQLKELSSNLERSVEEEGEGESBEVEQLS

EYKKGVSFGSVMYSHTKEECDSPRADKDKSCHVIBLNRATR? RSQi
TSWV33 NSm ISPARTA (203) YKKGVSFGSVMY SWTKEFCDSPRADKDKSCMVIBLNRAIRARSQ;

TSWV32 NSm ISPARTA (201) YKKGVSFGSVMYSWTKEFCDS PRADKDKSCHVIBLNRATRARSO;

AB010996 Nsm (203) SQHYKKF”SFG VMY SWTKEFCDSPRADKDKSCHV IBLNRAIRARSQ:

HM015512 NSm ISPANYA (203) BOEYKKGVSFGSVMYSWTKEFCDSPRADKDKSCMVIBLNRATIRARSOA!

AF208497 NSsm (203) [BOEYKKGVSFGSVMYSWTKEFCDSPRADKDKSCMVIBLNRATIRARSOQR

AY744486 NSm AMERIKA BIRLESIK DEV. (203) BOEYKKGVSFGSVMYSWTKEFCDSPRADKDKSCMVIBLNRATRARSO:
HM015511 NSm ISPANYA (203) BOEYKKGVSFGSVMYSWTKEFCDSPRADKDKSCMVIBLNRAIRARSQ:

KU308372 NSm POLONYA (203) BOEYKKGVSFGSVMYSWTKEFCDSPRADKDKSCMVIBLNRAIRARSQ;

AY744482 NSm AMERIKA BIRLESIK DEV. (203) [SOEYKKGVSFGSVMYSWTKEFCDSPRADKDKSCMVIBLNRATRARSOZ
KU308370 NSm POLONYA  (203) i

[rY744485 NSm AMERIKA BIRLESIK DEV. (203)
FM163372 NSm ISPANYA (203)

MH367503 TURKIYE NSm

AF208498 NSm AMERIKA BIRLESIK DEV.

ACKLITPKGNSE) TKQTKKQLKELSSNLERSVEEEEEGHSDSVAQLS
ACKLIIPKGN. KQIKKOLKELSSNLERSVEEEEEGISDSVAOL

) LERSVEEEEEGTSPSVAOL!
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OTKKQLKELSSNLERSVEEEEEGHSDSVAQLS
ACKLIIPKGNSEKQIKKQLKELSSNLERSVEEEEEGISDSVAQLS
ACKLIIPKGN: 5 SLERSVEEEEEGESDSVAQL!

v Q.

203) 8o YKKGV FGSVMYS%TKEFCDS)RAJKDKSCMVIPLNRAIRA<°Q
HM015516 NSm AVUSTRALYA (203) BOEYKKGVSFGSVMYSWTKEFCDSPRADKDKSCMVIBLNRAIRARSQ:
HMO015517 NSm ISPANYA (203) BOEYKKGVSFGSVMYSWTKEFCDSPRADKDKSCMVIBLNRAIRARS!
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HMO15519 NSm ISPANYA (203) SQEYKKGVSFGSVMYSWIKEFCDSPRADKDKSCMVIBLNRATRARSO!
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ACKLIIPKGNSEKQIKKOLKELSSNLERSVEEEEEGTSDSVAOL!

HM015521 NSm ISPANYA (203) BQEYKKGVSFGSVMYSWTKEFCDSPRADKDKSCMVIBLNRAIRARSQAFIEACKLIIPKGNSEKQIKKQLKELSSNLERSVEEEEEGESDSVAQLS
HM015515 NSm ISPANYA (203) BOEYKKGVSFGSVMYSWIKEFCDSPRADKDKSCHVIBLNRAIRARSO: ACKLIIPKGNSEKQIKKOLKELSSNLERSVEEEEEGHSPEVAOL!
Consensus  (203) SQEYKKGVSFGSVMYSWTKEFCDSPRADKDKSCMVIPLNRAIRARSQAFIEACKLIIPKGNSEKQIKKQLKELSSNLERSVETGISDSVAQLSFDEI

Sekil 4.8. Tiirkiye'deki ve diinyadaki farkli izolatlardan olugan NSm proteinlerinin

¢oklu amino asit dizi karsilagtirmalari
*Dayanikliligin kirtlmasindan sorumlu mutasyonlar kirmizi ok isaretiyle gosterilmektedir

Bu ¢alismada Antalya ve Isparta’dan elde edilen TSWYV izolatlar1 diinyanin farkl
domates iiretim bolgelerinden elde edilen 22 farkli TSWYV izolatlarinin NSm
genlerinin amino asit dizileri kullanilarak filogenetik analizler yapilmistir. Yapilan
filogenetik analizler sonucunda olusan soy agact Sekil 4.9°da gosterilmektedir. Soy
agact incelendiginde karsilastirilan TSWV izolatlarin 3 ana gruba ayrildigi
belirlenmistir. Birinci grupta Polonya, Ispanya, ABD, Avusturalya, bu ¢alismada
elde edilen iki izolat: (TSWV32 ve 33) da iceren 10 TSWYV izolat1 yer almustir. Ikinci
grupta ise dort tanesi Ispanya ve ABD’den dort tanesi de bu calismada elde edilen
izolatlardan olusan toplam 8 izolat bulunmaktadir. Ugiincii grupta daha once
domateste Sw-5 dayanikligimi kirdig1 rapor edilen bir Tiirkiye ve dort tane de Ispanya
izolat1 bir araya gelmistir. Bu gruptaki izolatlardan HMO015515, HMO015519,
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HMO015521 Ispanya izolatlar1 birbirlerinden farkli olup ayr1 bir alt grup olustururken
MH367503 Tiirkiye ve HM015517 Ispanya izolatlar1 birbirlerine daha yakin alt grup
olusturdugu belirlenmistir. Ugiincii grupta yer alan bes farkl1 izolatin tamaminda 118.
amino asit bolgesinde Sw-5 dayanikliligimi kiran C118Y mutasyonunun oldugu
belirlenmigtir. Farklit TSWYV izolatlarin NSm proteinlerinin karsilastirilmasiyla
olusturulan soy agacinin 166-584 arasinda degisen bootstrap degerlerine sahip
oldugu ve bu degerlerin 6zellikle ana gruplarin olustugu yerlerde daha fazla oldugu
goriilmektedir. Bu da soy agacindaki gruplarin tesadiifii olmadigimi dallanmalarin

cogunun istatistiksel agidan desteklendigini gostermistir.

' 3l.;',(U308372 Polonya

~-AY744482 NSm ABD
1 260

- AB010996
___AY744485NSm ABD

1276
- TSWV33 NSm Isparta

— o 1543 —

1415 L= KU308370 NSm Polonya
~1524_______ AF208498 NSm ABD

1. Grup

~ 487 FM163372 ispanya

541 TSWV32Z NSm Isparta

HM015516 NSm
Avusturalya _J
TSWV15-1 NSm Antalya

TSWV10-11 NSm Isparta

" 216
— 584
303 TSWV23-2 NSm Isparta
. TSWV11-3 NSm Isparta

i 465

2. Grup

l334 [— AF208497 NSm
— ~— 248
"7 248 s v744486NSm ABD
[ fz+s
275
1169 L . HM015512 NSm ispanya

HMO015511 NSm ispanya

HM015521 NSm ispanya
HMO015515 ispanya
MH367503 NSm Tiirkiye -

3. Grup

1166 -
~ HMO015517 NSm Ispanya

HM015519 NSm ispanya _

Sekil 4.9. Antalya ve Isparta'dan elde edilen TSWV izolatlarinin NSm proteinlerinin
diinyanin farkli domates iiretim bolgelerinden elde edilen ve gen bankasi
veritabaninda nulunan TSWV  izolatlarmin  NSm  proteinleriyle
karsilagtirilmasi sonucunda olusturulan soy agaci
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4.8. SYBR Green Bazh Real-Time PCR Yontemi Gelistirilmesi

Isparta ve Antalya’dan elde edilen ve mekanik inokulasyonla Sw-5 geni i¢eren Sedir
domates ¢esidine inokiilasyon yapilan izolatlarin NSm gen dizilimleri belirlendiginde
tanimlanan mutasyonlar igermedigi goriilmiistiir. Ancak elde edilen izolatlarin NSm
geninin 287. amino asidinde iki farklt mutasyon oldugu ve bu mutasyonlarin gen
bankasinda bulunan TSWV izolatlarinin NSm genlerinde bulunmadigi tespit
edilmistir. Bu izolatlarin Sw-5 geni iceren Sedir domates ¢esidinde enfeksiyon
yapmasi SW-5 dayanikliligin1 kirmis olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle Sw-5
dayanikliligimmi kirdigi diistiniilen izolatlardan NSm proteininin 287. amino asit
pozisyonunda farkli amino asitleri igeren izolatlar secilerek bu mutasyonlari
birbirinden ayiracak SYBR Green bazli real-time PCR yontemi gelistirilmistir.
Mutasyon tagtyan TSWV11, TSWV15, TSWV33 numarali 6rneklerin klonlarinin
NSm genleri BC402 ve BC403 primerleriyle ¢ogaltilarak yaklagik 1000 bg
uzunlugunda tim NSm geni ¢ogaltilmistir. Cogaltilan PCR  irtinleri
saflagtirmalarindan  sonra  konsantrasyonlar1  belirlenmis ve her birinin
konsantrasyonu 20 ng/ul esitlenmistir. Hazirlanan kalip DNA’lardan 40 ng ve
BC453-BC454 primerleri kullanilarak yapilan real-time PCR sonucunda 59,5°C
anneling sicakliginda her {i¢ izolatin NSm genin de en iyi sekilde ¢ogaltildigr ve
erime analizlerinde bu genlerin erime sicakliklarinin da birbirinden farkli oldugu
belirlenmigtir (Sekil 4.10). Yapilan analizler sonucunda iki erime pikinin olustugu ve
bunlardan diisiik olanin (73-75°C) NSm nin ¢ogaltilan kismina biiyiik olanin (81-
82°C) ise kulanilan kalip DNA’ya ait oldugu belirlenmistir (Sekil 4.10). Kalip
DNA’larin erime sicakliklarinda herhangi bir fark olmadigi ancak NSm geninin
mutasyon tastyan ¢ogaltilan kisminin ise izolatlarin NSm gen pargasininin i¢in farkl
erime sicakliklarin sahip oldugu ve izolatlar1 birbirnden ayrilabilen erime pikleri
olusturudugu gozlemlenmistir. Sonuglar yakindan incelendiginde 287. amino asit
yerinde sirasiyla D ve E iceren TSWV15, TSWV33 74,00°C erime sicakligina
sahipken ayni pozisyonda G tasiyan TSWVI11 izolatinin NSm gen parcast ise
73.40°C’de erimistir (Sekil 4.10). Bu sonuglar mutant NSm genlerinin real-time
PCR’la birlikte yapilan erime analizleriyle birbirilerinden ayrilabilecegini

gostermistir.
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TSWV bir RNA viriisii olmasindan dolayr bu yontemin RNA’dan yapilmaya
uyarlanmasi gerektiginden yonteme oOnce RT uygulanarak RNA’dan cDNA
sentezlenmis real-time RT-PCR yapilmistir. Yapilan real-time RT-PCR analizleri
sonucunda 81 °C civarinda erime gosteren kalip DNA ortadan kaldirilmis ve farkli
izolatlarin 74 °C civarinda farkli erime pikleri olusturmustur (Sekil 4.11). Yapilan
incelemede 287. amino asit yerinde sirasiyla D ve E, G tasiyan TSWV11, TSWV15
ve TSWV33 orneklerinin erime sicakligin sirasiyla 74,20 °C, 74,40 °C ve 75,60 °C
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11). Bu sonuglar mutant NSm genlerinin real-time RT-
PCR’la birlikte yapilan erime analizleriyle biri birlerinden daha etkin bir sekilde
ayrilabilecegini gostermistir. Son araziden topanan 7 farkli 6rnek birlikte olarak
NSm gen dizilimi bilinen ve 287. amino asidinde mutasyon tagiyan 3 izolat ve
mutasyon igermeyen referans izolatlarla birlikte real-time RT-PCR ve erime
analizine tabi tutulmustur. Sonuglar incelendiginde 287. amino asit yerinde sirasiyla
G, D ve E igeren TSWV11, TSWVI15 ve TSWV33 referans izolatlarin ¢ogaltilan
NSm gen bolgesinin erime sicakliginin sirasiyla 74,60 °C, 74,40 °C ve 75,80 °C
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12). Dizileme yapilmayan ve mutasyon tasiyip
tasimadigi bilinmeyen izolatlarin real-time RT-PCR ¢ogaltimi ve erime analizlerinin
sonuglar1 TSWV26, 56 ve 57 izolatlarinin TSWV11 referans izolatiyla ayni erime
sicakligina sahip oldugu ve 287 amino asitinde G igerebilecegini yani E287G mutant1
oldugununu gostermistir (Sekil 4.12). Yapilan analizler ayrica TSWV9 ve 29
izolatlarin TSWV15 referans izolatiyla ayn1 erime sicakligina (74,40 °C) sahip
oldugu ve 287 amino asitte D tasiyabilecegini yani E287D mutanti oldugununu
gostermistir (Sekil 4.12). Aym sekilde analiz edilen TSWV48 izolatinin NSm
geninin erime sicaklifinin mutasyon tasiyan ve tasimayan referans izolatlardan farkl
(74,20°C) oldugu ve biiyiik olasilikla 287. amino asitde veya ¢ogaltilan bolge iginde
farkli bir mutasyona sahip oldugu isaret etmektedir. Bu sonuglar test edilen 7 izolatin
hepsinin dayanikliligi kirmayan referans izolattan farkli oldugunu ve 6 tanesinin bu
calismada 287. amino asitde bulundugu belirlenen ve Sw-5 dayanikliliginin

kirilmastyla iliskili oldugu diisiiniilen iki mutasyondan birini i¢erdigini gostermistir.
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Sekil 4.10. Farkli mutasyonlar1 igeren TSWV NSm genlerinin PCR ile sentezlenmis
kalip DNA'lar kullanilarak SYBR Green bazli real time PCR yontemiyle

ayrilmasi

*a. TSWV orneklerinin erime egrisini gosteren grafik

*b. TSWV 6rneklerinin erime noktasini ve miktarini gosteren grafik.

* c. TSWV orneklerinin erime sicakliklarini gosteren cizelge

* d. Real time PCR da gogaltilan 89 bp biiyiikliigindeki bélgenin jel goriintiisii
* D: Aspartik asit E: Glutamik asit G: Glisin
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Sekil 4.11. Farkli mutasyonlar1 iceren TSWV NSm genlerinin bitkiden elde edilen
RNA kullanilarak SYBR Green bazli real-time RT-PCR yontemiyle
ayrilmasi

*a. TSWYV orneklerinin erime egrisini gosteren grafik

*b. TSWV 6rneklerinin erime noktasini ve miktarini gosteren grafik.

* ¢. TSWV o6rneklerinin erime sicakliklarini gosteren cizelge

* d. Real time PCR da ¢ogaltilan 89 bp biiyiikliigiindeki bolgenin jel goriintiisii
* D: Aspartik asit E: Glutamik asit G: Glisin
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Sekil 4. 12. Araziden toplanan TSWV izolatlarinin farkli mutasyonlari igeren TSWV
NSm genlerini SYBR Green bazli real-time RT-PCR yontemiyle
ayrilmasi

*a. TSWV o6rneklerinin erime egrisini gosteren grafik

*b. TSWV 6rneklerinin erime noktasini ve miktarini gosteren grafik

* ¢. TSWV o6rneklerinin erime sicakliklarini gdsteren cizelge

* d. Real time PCR da ¢ogaltilan 89 bp biiyiikliigiindeki bolgenin jel goriintiisii
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5. TARTISMA VE SONUC

Isparta ve Antalya illeri domates {iretim ve satis alanlarindan toplanan 57 6rnekten
54 tanesi TSWV varligi i¢in RT-PCR ve/veya real-time RT-PCR yontemiyle
testlenmistir. Yapilan testlemeler sonucunda 54 ornekten 46 tanesinin TSWV ile
enfekteli oldugu ve toplanan simptomatik bitkilerde enfeksiyon oranin %85,1 oldugu
belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada Antalya ve Isparta illerini de kapsayan Bati
Akdeniz Bolgesinde TSWV varligi ELISA testleriyle tespit edilmis ve yaygimnligi
belirlenmistir. Domateste TSWV enfeksiyon oraninin %66,6 oldugu (Yardimer ve
Culal-Kilig, 2009), Antalya ilinde ise domateste TSWV enfeksiyon oraninin %81
(Bozdogan ve Kamberoglu, 2015) oldugu belirlenmistir. Sonuglara bakildiginda
Antalya ve Isparta illerinde TSWV enfeksiyonunun eskiden beri yaygin oldugunu
gostermektedir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise enfeksiyon oraninin daha 6nce ayni
bolgelerde yapilan c¢alismalardan daha fazla bulunmasmin nedeninin onceki
caligmalarda kullanilan ELISA testine gore ¢ok daha duyarli RT-PCR ve real-time
RT-PCR  yontemlerinin  kullanilmast  oldugu  disiiniilmektedir. ~ Sonuclar
karsilastirildigina tiim calismalarda enfeksiyon oranlarmin yiiksek oldugu ve
serolojik yontemlerin TSWV tespitinde etkin bir sekilde kullanilabilecegi
goriilmektedir. Ancak kritik durumlarda ELISA negatif ¢ikan 6rneklerin RT-PCR

veya real-time RT-PCR yontemleriyle test edilmesi Onerilir.

Bu ¢alismada daha 6nce Antalya bdlgesinde bulundugu belirlenen domateste Sw-5
dayanikliligimi  kiran TSWV  izolatlarinin  belirlenmesi amaglanmigtir.  Sw-5
dayaniklilik geni domatesin yabani tiirlerinden biri olan Solanum peruvianum’dan
belirlenmis ve daha sonra melezleme yoluyla ticari domates c¢esitlerine aktarilarak
TSWYV dayanikli domates cesitleri elde edilmistir (Stevens vd., 1991). Sw-5 gene-
karsi-gen etkilesimine gore c¢alisan dominant bir dayaniklilik geni olup farkl
Orthotospovirus’e kargt dayaniklilik saglamadigindan domateste dayaniklilik
islahinda kullanilan en yaygin gendir (Stevens vd., 1995). Sw-5 genini tasiyan
domates bitkileri TSWYV ile mekanik inokulasyon yapilarak viriise karsi dayanikli
olup olmadiklar tespit edilmektedir (Gordillo vd., 2008). Ayrica Sw-5 geniyle
baglantili molekiiler makorler gelistirilmis olup bu markorler kullanilarak domates
cesit ve hatlarinin Sw-5 genini tastyip tasimadiklar: hizli bir sekilde belirlenmektedir.

Bu nedenle TSWV izolatlarinin  dayanikliligt  kiran  izolat  olarak
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biyotiplendirilebilmesi i¢in Sw-5 dayaniklilik genini igeren domates bitkilerinin
enfekte ederek onlarda gogalmasi gerekmektedir. Bunun ig¢in bu c¢alismada elde
edilen 6rneklerin hepsi daha 6nce belirlenen molekiiler markorle testlenerek TSWV
enfeksiyonu goriilen bitkilerin Sw-5 dayaniklilik geni igerip igermedikleri yani
potansiyel olarak dayanikliligi kiran izolat olup olamadiklari belirlenmistir. Yapilan
analizler sonucunda test edilen 55 6rnegin sadece 4 tanesinin Sw-5 dayaniklilik geni
icerdigi belirlenmis geriye kalaninin Sw-5 geni tasimadiklari yani dayanikh
olamadiklar1 belirlenmistir. Ancak 6rnek alimlari sirasinda gerek yetistiricilerden
gerekse saticilarin verdikleri bilgilere gore toplanan 6rneklerin biiyiik cogunlugunun
TSWV’ye dayanikli oldugu belirtilmistir. Benzer sekilde daha once yapilan bir
calismada tohum/fide iiretici veya saticilar1 tarafindan Sw-5 dayanikliligi icerdigi
sOylenen bazi izolatlarin yapilan testlemeler sonucunda Sw-5 dayaniklilik geni
icermedigi belirlenmistir (Koca, 2012). Bu nedenle domates ¢esitlerinin Sw-5 geni
icerip icermedikleri molekiiler markorler kullanilarak test edilmeli ve wviriis

inokiilasyonu yapilarak da dayaniklilik teyit edilmelidir.

Antalya’da yapilan bir ¢alismada molekiiler markorlerle testlenerek dayanikli veya
duyarli olduklar1 belirlenen domates cesitlerine TSWV izolati mekanik inokulasyon
yapilarak inokulasyondan 20 giin sonra bitkilerde hastalik belirtileri incelenmistir.
Yapilan gozlemler sonucunda dayanikli bitkilerde herhangi bir hastalik belirtisi
goriilmezken duyarl bitkilerde yaprak damarlar1 arasinda kahverengi renk degisimi
ve beneklenmeler gozlenmistir (Oguz vd., 2009). Inokulasyon yapilan bitkilerde
TSWYV icin ELISA testi uygulandiginda belirti gdsteren ve Sw-5 geni igermeyen
duyarl bitkiler pozitif sonug verirken Sw-5 geni igeren dayanikl bitkilerden negatif
sonu¢ elde edilmistir. Bu calismada ise bazi TSWV izolatlariyla mekanik
inokulasyon yapilan dayanikli ve duyarli bitkilerde enfeksiyondan 20-25 giin sonra
bitkilerde TSWYV belirtisi gézlenmis her iki ¢esitte de belirgin sekilde bitki boyunda
kisalma ve yaprakta klorotik lekelenmeler goriilmiistiir. Ayrica yapilan RT-PCR
ve/veya real-time RT-PCR testlerinde bu izotlatlarla inokulasyon yapilan dayanikli
ve duyarli domates c¢esitlerinde viriis yogunlugu genellikle yiiksek oldugu
gorilmistir. Bu sonuglar elde edilen ve mekanik inokulasyon yapilan TSWV
izolatlarinin bazilarinin dayaniklilig1 kiran izolatlar olabilecegini gdstermistir. Sw-5
dayanikliligim1 kiran TSWV izolatlarinin varligi 1998 tarihinden beri bilinmektedir

(Latham ve Jones, 1998). Sw-5 dayanikliligin1 kiran izolatlar onceleri mekanik

64



inokulasyon ¢alismalariyla belirlenmemistir. Daha sonra dayanikliligi  kiran
izolatlarin molekiiler karakterizasyonlari yapilmaya baglanmis ve dayanikliligin
kirilmasinin viriis genomunun M segmeniyle iligkili oldugu bulunmustur (Hoffmann
vd., 2001). Yapilan ¢alismalar sonucunda NSm geninin bitkide Sw-5 geni tarafindan
taninan ve aviriilens faktorii oldugu belirlenmistir (Peir6 vd., 2014). Sw-5
dayanikliligim1 kiran ve kirmayan TSWYV izolatlarin NSm genindeki genetik
varyasyon ve evrimsel analizler NSm geninin 118 ve 120 amino asitlerinde meydana
gelen C118Y veya TI120N nokta mutasyonlarinin dayanikliligin kirilmasindan
sorumlu oldugu tespit edilmistir (Lopez vd., 2011). Ayn1 mutasyonlarin diinyanin
Ispanya (Aramburu ve Marti, 2003; Lopez vd., 2011), Italya (Ciuffo vd., 2005),
Avustralya ve Kalifiornia, ABD’de (Batuman vd., 2017), Tiirkiye (Fidan ve Sari,
2019) domatesten elde edilen Sw-5 dayanikliligmi kiran TSWYV izolatlarinda
bulunmustur. Ancak yapilan bu ¢alismada Sw-5 geni tagiyan bitkileri enfekte eden ve
dayanikli bitkilerde c¢ogalabilen TSWV izolatlar1 tespit edilmesine ragmen bu

izolatlarin s6z konusu mutasyonlari icermedigi belirlenmistir.

Ulkemizde Isparta ve Antalya ilinden 6 farkli TSWV izolatlarinin NSm genlerinin
aminoasit dizilimleri belirlenmistir. Bu aminoasit dizilimleri kendi aralarinda ve
diinyanin farkli iilkelerinden elde edilen ve gen bankasi veri tabanlarindan bulunan
TSWV izolatlartyla karsilagtirilmigtir.  Izolatlarin - kendi aralarinda  yapilan
karsilastirma sonucunda bu c¢alismada dizilenen farkli TSWYV izolatlarinin NSm
genlerin amino asit dizilimlerinin olduk¢a korunmus oldugu ve izolatlar arasinda
sadece %1-4 aralik oldugu belirlenmistir. Ulkemizde daha énce yapilan bir ¢aligmada
domateste Sw-5 dayanikliligini kiran bir TSWV izolati bulunmus ve bu izolatin NSm
dizilimi belirlenmistir (Fidan ve Sari, 2019). Bu c¢alismada kullanilan TSWV
izolatlartyla daha once calisilan TSWV izolatlatinin NSm genleri arasinda sadece
%1-3 oraninda farklilik gorilmiistiir. Bu sonuglar iilkemizde bulunan TSWV
izolatlarinin NSm genlerinin olduk¢a korunmus oldugu ve bunlar arasindaki genetik
varyasyonun amino asit diizeyinde %1-4 arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada ve Onceki ¢alismada kullanilan izolatlarin tamami Antalya ve Isparta
bolgesinden ve domates bitkisinden elde edilmistir. Ulkemiz TSWV izolatlarinin
NSm genlerinin genetik c¢esitliliginin belirlenmesi igin farkli bolgelerden ve farkl
konukgulardan elde edilen ¢ok sayida farkli TSWV izolatinin tim genomunun, N

segmentinin veya NSm genlerinin dizilenerek karsilastirilmas: gerekmektedir.
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Antalya ve Isparta domates iiretim bdlgelerinden elde edilen 6 farklh TSWV
izolatlarinin gen bankas1t veri tabanlarinda bulunan TSWV izolatlarinin NSm
genlerinin amino asit dizileri karsilagtirildiginda da NSm genlerinin %0-5 arasinda
degisen farklilik gosterdikleri belirlenmistir. Bu sonuglar iilkemiz TSWV
izolatlartyla diinya izolatlarinin NSm genlerinde diisiik oranda varyasyon oldugunu
gostermistir. Daha 6nce yapilan ve diinyanin farkli domates iiretim bolgelerindeki
izolatlarin karsilastirilmasi sonucunda da benzer oranda dizi benzerlikleri goriilmiis
olup diinya genelinde TSWYV izolatlarinin NSm genlerinin olduk¢a korunmus oldugu

belirlenmistir (Silva vd., 2001; Sivparsad, 2006; Kaye vd., 2011).

Bu calismada elde edilen TSWV izolatlarinin diinya izolatlariyla birlikte yapilan
filogenetik analizler sonucunda olusturulan soyagacina bakildiginda TSWV izolatlari
NSm genlerine gore ii¢ grup altinda toplanmustir. Bu gruplandirmalar daha 6nce
farkli TSWV izolatlariyla yapilan analizlerden elde edilen filogenetik gruplarla
benzerlik gostermektedir (Tsompana vd., 2005; Lopez vd., 2011). Gruplarla TSWV
izolatlarin cografik dagilimlari veya konukgu tercihleri arasinda net bir baglanti
olmamakla birlikte birinci ve ikinci grupta farkli cografik bolgelerden ve farkli
konugulardan elde edilen TSWYV izolatlar1 yer almistir. Buna karsin liclincli grup
sade domates bitkisinden elde edilen izolatlar1 igerirken virlislerin farkli tilkelerden
elde edildigi goriilmektedir. Bu calismada elde edilen TSWV izolatlarinin NSm
genlerine gore en fazla ikinci grupta toplandig goriilmiistiir ve bu filogenetik grupla
iligkili oldugu belirlenirken bu izolatlardan sadece ikisi birinci grupta yer almistir.
Ucgiincii gruba ait tiim izolatlarin tamami1 Sw-5 geni dayanikliligin1 kiran izolatlardan
olusmakta olup daha Once Antalya’dan alinan ve Sw-5 dayanikliligimi kirdigi
belirlenen MH367503 izolatt da bu grupta yer almistir. Ancak bu c¢alismada
karakterizasyonu yapilan TSWV izolatlarindan hicbiri bu grupta yer almamustir.
Sonuglara gore ¢aligmada belirlenen dayanikliligi kiran izolatlarin farkli filogenetik
gruba dahil oldugunu ve daha once NSm genindeki C118Y mutasyonuyla Sw-5
dayanikliligini kirdig belirlenen TSWYV izolatindan farkli mutasyon(lar) tasidiklarini
gostermektedir. Farkli kitalardan elde edilen izolatlarin filogenetik iliskisinin, vektor
tripslerin uzun mesafe go¢ kabiliyeti ile taginmasinda etkili olabilecegi tartisilarak
dayanikliligi kiran TSWYV izolatlarmin Ispanya'ya trips vektorleri ile tasinmus

olabilecegi belirtilmistir (Lopez vd., 2011). Yapilan filogenetik analizler Antalya’da
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daha once rapor edilen ve Sw-5 dayanikliligini kiran TSWV MH367503 Antalya
izolatmin Avrupa kokenli oldugu ve biiyiik olasilikla Ispanya’dan gelmis olabilecegi
distiniilmektedir. Ancak, TSWV NSm proteinleriyle ilgili yapilan baska bir
caligmada trips viicudunda biriken TSWV izolatlarinin dayanikliligin kirilmasiyla

iliskili olmadig1 belirtilmistir (Debreczeni vd., 2014).

Bu calismada Sw-5 dayanmikliligin1 kiran Tiirk izolatlarinda diinyadaki izolatlardan
farkli olarak 287. amino asit bolgesinde E287G ve E287D mutasyonlarini tagidigi
tespit edilmistir. NSm korunmus olsa da proteinde meydana gelen birka¢g mutasyon
proteinin gorevini yapamamasina neden olmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
NSm geni yliksek oranda korunmus olsa da proteinin 118. amino asidinde meydan
gelen C118Y mutasyonunun proteinin fonksiyonunu etkiledigi ve Sw-5

dayanikliliginin kirilmasina neden oldugu belirlenmistir.

Tiirkiye izolatlar1 ve diinyanin farkli bolgelerinden elde edilen 140 farkli izolatlarin
NSm proteinleri karsilastirildiginda 119 izolatin 287. amino asit bolgesinde glutamik
asit (E), 11 tanesinde serin (S), 4 adet glisin (G), 4 adet aspartik asit (D) oldugu tespit
edilmistir. D iceren 4 izolatin tamaminin bu ¢alismada elde edilen Tirk RB TSWV
izolatlar1 oldugu goriilmektedir. NSm geninde E287D mutasyonunu tasiyan
izolatlarin Sw-5 geni iceren dayanikli Sedir domates ¢esidinde enfeksiyona yol agtigi
goriilmiistiir ancak domateste Sw-5 geni dayanikliligin1 kirilmasinin bu mutasyonla
iligkili olup olmadigi heniiz bilinmemektedir. Bu calismada dizilenen 6 TSWV
izolatinin NSm 287. aminoasit bolgesinde bulunan amino asit ve bunu kodlayan
kodonlarin dizisi (Cizelge 5.1) verilmistir. Bu calismada TSWV NSm geninde
belirlenen mutasyonlarin viriisiin hareket proteininin fonksiyonu ve Sw-5 geni
tarafindan taninmasina etkisi heniiz arastirllmamistir. Ancak mutasyon tasiyan
izolatlarin Sw-5 dayaniklilik genini tagiyan domates bitkilerini enfekte etmesi ve
hastalik belirtilerine yol a¢gmasi bu mutasyonun Sw-5 dayamikliligini kirmadan
sorumlu yeni mutasyonlar olabilecegini isaret etmektedir. Ancak bunlarin

dayanikliligin kirilmasinda 6nemli olup olmadiklar1 ayrintili olarak arastirilmalidir.
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Cizelge 5.1. TSWV dizilemeye gonderilen 6rnegin amino asit karsiligi

Ornek Adi1 | Aminoasit | Niikleotid Kodon
dizilimi dizilimi Karsiig
TSWV10-11 D GAT GAU
TSWV11-3 G GGT GGU
TSWV15-1 D GAT GAU
TSWV23-2 D GAT GAU
TSWV32 D GAT GAU
TSWV33 E GAG GAG

D:Aspartik asit E:Glutamik asit G:Glisin (Aminoasit agilimi)
A:Adenin G:Guanin U:Urasil T:Timin (Niikleotid a¢ilimi)

Bitki viriisleri kendilerine kars1 gelistirilen dayanikliligin iistesinden gelmek igin
mutasyon rekombinasyon ve reassortment (yeniden yapilanma) gibi cesitli stratejiler
kullanmaktadirlar. Dayanikliligt kiran TSWV izolatlariyla yapilan bir c¢alismada
GARD programi kullanilarak viris genomunda meydana gelen rekombinasyon
aragtirildiginda analiz edilen TSWV izolatlarinin M segmentinde dayanikliligin
kirilmastyla iliskili rekombinasyon olayr bulunamamistir. Negatif iplik¢ikli RNA
viriislerinde rekombinasyon, pozitif iplik¢ikli RNA viriislerinden ¢ok daha nadir
oldugundan, TSWV i¢in bunun beklenilen bir sonug¢ oldugu belirtilmistir (Chare ve
Holmes, 2006). Buna karsilik, TSWV izolatlar1 arasinda RNA genom segmenleri
arasinda reassortment (yeniden yapilanma) oldugu ve bunun dayanikliligi kiran
TSWYV izolatlarmin gelisiminde rol oynayabilecegi bildirilmistir (Qiu ve Moyer,
1999). Birgok viriis konukgu etkilesiminde bitki viriislerinin dayaniklili§in kirilmasi
viriisiin farkli proteinlerde az sayida amino asit degismesiyle meydana gelen
mutasyonla iligkilendirilmistir (Meshi vd., 1989; Tsuda vd., 1998; Karasawa vd.,
1999; Matsumoto vd., 2009). Diinyanin farkli domates iiretim bolgelerinden elde
edilen Sw-5 dayanikliligint kiran ve kirmayan TSWYV izolatlarinin NSm genlerinin
karsilastirilmasi sonucunda 118. ve 120. amino asit pozisyonlarinda C118T ve/veya
T120N mutasyonlarin bulundugu belirlenmistir (Lopez vd., 2011). Bu mutasyonlarin
Sw-5 allelinin yaygin kullaniminin nedeniyle viriise uygulanan pozitif seleksiyona
sonucunda olusabilecegi ve dayanikli ¢esitlerde cogalabilen viriislerin yani RB
izolat1 olusabilecegi belirtilmistir (de Ronde vd., 2014). Sw-5 geninin, HR tepkisi
yoluyla  Orthotospovirus’e  dayaniklilik  sagladigi  bilinmektedir. ~ Ancak
tospoviruslerin NSm proteinlerinde meydana gelen C118Y mutasyonunun Sw-5
dayaniklilik geninin NSm'yi tanimay1 engelledigi ve HR'yi baslatamayarak bitkilerde
sistemik TSWYV enfeksiyonlarina yol actigr bildirilmistir (Leastro vd., 2015). NSm
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geni, Sw-5 proteininin HR'yi tetiklememesi durumunda yani fonksiyonel bir Sw-5
dayaniklilik geni yoklugunda veya C118Y mutasyonunun olustugunda NSm
hiicreden hiicreye hareket proteini olarak viriisiin plazmadezmata yoluyla komsu
saglikli hiicrelere ge¢mesini saglamaktadir. Son yillarda, NSm proteininin tiibiil
olusumu, viriisiin hiicreden hiicreye hareketi ve bitki-konukgu simptomatolojisi ile
ilgili TSWV kisimlar1 belirlenerek gen iizerinde haritalandirilmistir. Ayrica
Orthotospovirus’lere karst Sw-5b dayanikliliginin ortaya ¢ikmasinda ve viriisiin
hiicreden hiicreye hareketi icin NSm proteini tamaminin gerekip gerekmedigi analiz
edildiginde NSm'nin her iki ucundan da 50 amino asit kadar kesilip ¢ikarilmasinin
Sw-5 aracilt HR'yi tetiklemek i¢in avirulensi etkilemedigi belirlenmistir. Bu sonuglar
NSm geninin orta kisminin Sw-5 geniyle etkilesimeden sorumlu oldugu ve proteinin
bolgesinde meydana gelen mutasyonlarin dayanikliligin = kirilmasina  etkili
olabilecegini gostermistir. Daha 6nce Sw-5 dayanikliligini1 kiran TSWYV izolatlarinin
NSm genlerinde bulunan C118T ve T120N mutasyonlari s6z konusu bolge igerisinde
bulunmaktadir. Ancak bu ¢alismada NSm geninde tespit edilen E287D mutasyonunu
NSm geninin s6z konusu bolgesinin disinda yer aldigi belirlenmistir. Bu nedenle
287. amino asit bolgesindeki mutasyonun Sw-5 dayanikliligint kirilmasini ve igeren

mutasyona ugrayan bolgelerin ve aviriilensligi etkileyip etkilemedigi aragtirilmalidir.

Diinyanin farkli domates iiretim bolgelerinden elde edilen Sw-5 dayanikliligini kiran
ve kirmayan TSWYV izolatlarinin NSm genlerinin karsilagtirilmas: sonucunda 118.
amino asit pozisyonlarinda tepit edilen nokta mutasyonuna C118T (Lopez vd., 2011)
gére RB ve NRB izolatalarin tespit edilmesinde kullanilmistir. Bu amacgla 2018
yilinda yapilan bir ¢alismada gore C118T mutanti ile normal TSWV izolatlart
arasinda ayrim yapabilen yliksek ¢oziiniirliiklii erime (HRM) ve TagMan yontemiyle
uygulanan iki RT-PCR bazli genotipleme yontemi gelistirilmistir (di Rienzo vd.,
2018). Gelistirilen yontem ile C118T mutanti ile normal TSWYV izolatlar1 spesifik
primer ve proplar kullanilarak etkin bir sekilde ayrilmistir (di Rienzo vd., 2018).
Ulkemizde bulunan RB TSWV izolatlarinin blirlenmesi amaciyla bu ydntemin
kullanilmast diisiiniilmiistiir. Ancak yukarida belirtildigi gibi bu calismada elde
edilen RB izolatlarin NSm genlerinde C118T mutasyonu bulunmadigindan bu
yontem kullanilamamistir. Elde edilen bulgular iilkemiz RB izolatlarinda farkli
mutasyonlarin bulundugunu gostererek bu yontemin iilkemizde bulunan izolatlarin

taranmasinda yeterli olmayacagi goriilmiistiir. Bu nedenle lilkemizde bulunan RB
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TSWV izolatlarinin  belirlenmesi i¢in daha Once gelistirilen yontemle
kullanilabilecek yeni bir real-time RT-PCR yontemi gelistirilmistir. Bu ¢alismada
gelistirlen yontemde hedefe 6zel bir primer kullanimiyla real-time RT-PCR bazh
genotipleme analizi saglanarak tek bir bazlik farkliliga dayali olarak mutasyonlarin
belirlenmesi saglanmigtir. Gerek bu g¢alismada gerekse daha onceki calismada
gelistirlen yontemler tek bazlik fakliliklarin bile etkin, dogru ve tutarli bir sekilde
belirlenmesini saglamistir (di Rienzo vd., 2018). Daha 6nceki ¢alismada viral sekans
varyantlarinin  ayirt edilmesine uygulanan Custom TagMan™ ve SNP
Genotiplendirme testlerinin her ikisi birlikte kullanilmis ve her iki yaklagimladabitki
viral popiilasyonlarinin genotiplendirilmesi etkin bir sekilde yapilmistir (di Rienzo
vd., 2018). TagMan testlerinin 50-70 TSWV RNA kopya araliginda tespit esiginde
oldugu ve HRM'den daha giivenilir oldugu gosterilmis (di Rienzo vd., 2018)
olmasina ragmen 25 adet TSWV izolatinin her iki yontem ile genotiplendirilmesi
dogru bir sekilde yapilmistir. Bu nedenle yaptigimiz ¢alismada her iki yontemi
kullanmak yerine maliyeti daha diisiik olan SYBR Green bazli ¢ogaltim ve erime
analizlerine dayali genotiplendirme yontemi tercih edilmistir. Yapilan analizlerde
gerek farkli mutasyonlar tagidigi bilinen DNA ve RNA 6renklerinden real-time PCR
ve iki agamali real-time RT-PCR yontemi ve erime analizleri birlikte kullanilarak
287. pozisyonunda E, D ve G amino asitleri i¢eren orneklerin ayrimlari etkin bir
sekilde yapilmistir. Daha sonra mutasyon tasidigi bilinen Ornekler ve bilinmeyen
ornekler birlikte test edilerek dogrudan bitkiden alinan 6rneklerin mutasyon tasiyip
tasimadigr ve hangi mutasyonu tasidigi belirlenmistir. Bu nedenle bu calismada
gelistirlen yontem domateste TSWV RB izolatalarmin hizli bir sekilde
belirlenmesinde kulanilabilecektir. Ayrica bu ydntem s6z konusu mutasyonlari
tasityan TSWV RB izolatalarinin dagilimi, yayilimi, taginmasi ve yogunluguyla ilgili
calismalarda da kullanilabilecektir.
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