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OZET

DOMATES LEKELi SOLGUNLUK ViRUS HASTALIGINA KARSI
DAYANIKLILIGI KIRAN TSWV (TOMATO SPOTTED WILT VIRUS)
iZOLATININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Nuray SARI
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Hakan FIDAN
Haziran 2018; 81 sayfa

Domateste lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus) (TSWV),
diinya ¢apinda en yaygin goriilen ve ekonomik olarak 6nemli zararlara neden olan thrips
vektorleri ile hizla yayilan viriislerden biridir. Son zamanlara kadar domateste Sw-5 ve
biberde Tsw genleri aracilig1 ile dayaniklilik saglanmaktadir. Fakat gliniimiizde Sw-5 ve
Tsw dayanimi bulunan gesitler iizerinde TSWV enfeksiyonlarinin meydana gelmesi ile
birlikte diinyanin bir¢ok bolgesinde bu hastaliklara karsi dayanikliligin kirildigi rapor
edilmistir. Ulkemizde de dayanikliligin kirildiginin belirlenmesi iizerine bu ¢alisma
planlanmistir. Yapilan tez calismasinda Tiirkiye- Antalya bolgesine ait dayanikliligi kiran
TSWYV izolatinin (TSWVAntRB) tiim genom dizilimleri ¢ikarilarak bu izolatin diinya
izolatlar1 igerisindeki yeri filogenetik analizler ile belirlenmis ve dayanikliligi kiran
izolatin iistiinde Sw-5 dayanimi kiran mutasyon belirlenmistir. TSWV’de meydana gelen
mutasyonlar1 anlamak amaciyla tiim genomu ¢ikarilarak dayanikliligi kiran ve kirmayan
izolatlar ile kiyaslamasi yapilmis ve farkliliklar1 belirlenmeye calisilmistir. TSWV
genomu li¢ parcali segmentli bir yapidan olusmaktadir. Large segmentleri-8913 nt,
Medium-4752 nt ve Small-2924 nt uzunlugundaki bolgeler RT-PCR teknigi ile
cogaltilmig sekans dizileri elde edilmis gen dizileri iizerinde protein sentezi yapan agik
okuma bdlgeleri belirlenmis bu bolgelerde niikleotid aminoasit ve protein diizeyinde
farkliliklar ortaya konulmustur. TSWVAnNtRB izolatinin Medium segmentine ait
niikleotid, aminoasit ve protein bazinda yapilan eslestirmelerde bu izolatn (non-structural

protein) (NSm) NSm alanindaki bu bdlge hiicreden hiicreye gegisten sorumlu olan alan



iizerinde C118Y noktasinda bir mutasyon meydana geldigi ve bu mutasyon sebebiyle de
dayaniklilik durumunun ortadan kalktig1 belirlenmistir. Ayrica M ve S segmenti ile
yapilan gen dizi karsilastirmalarinda bdlgemizde dayanikliligi kiran izolatin
(TSWVAntRB) Ispanya’da dayanikliligi kiran izolatlar ile %99 oraninda benzerlik
gostermistir. Yapilan filogenetik analizlerde ayni kokende olduklarmi ve ayni yerde
dallanma yaptig1 belirlenmistir. Filogenetik analizlere bize Avrupa’daki dayanikliligi
kiran izolat ile iilkemizde dayanikliligi kiran izolat TSWVAntRB aym kokenden

geldigini géstermistir.
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PCR
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF RESISTANCE BREAKING
TOMATO SPOTTED WILT VIRUS (TSWV) ISOLATE IN THE TOMATO
PLANT

Nuray SARI
MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Dr. Hakan FIDAN
June 2018; 81 pages

Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) is one of the plant viruses that spreads rapidly with
thrips vectors and causes the most common and economically important yield losses in
worldwide. Sw-5gene in tomato and Tsw genes in pepper are responsible for the resistance
towards TSWV. However, it has recently been reported that resistance to these genes
broken allowing spreads of TSWV infections on tomato varieties with Sw-5 and Tsw
resistance genes in many parts of the World. The main purpose of this study was to
understand the mechanism of the breaking of TSWV resistance in tomato varieties with
the resistance genes in Turkey.The resistance-breaking TSWV isolate (TSWV AntRB)
was collected and its whole genom sequences were compared with those of the World’s
TSWV isolates in order to establish phylogenetic trees and find out a mutation which
breaks the Sw-5 gene resistance. Based on the whole genome sequences, the TSWV
genome has consisted of three-part segmented structures which were: Large segments-
8913 nt, Medium-4752 nt and Small-2924 nt length regions. Their three regions coding
proteins were amplified by RT-PCR, and their sequences were obtained. Open reading
regions responsible for protein synthesis were identified on the gene sequences.
Differences in nucleotides, amino acid and protein levels were revealed in these regions.
There was a mutation on non-structural protein (NSm) region. The NSm region is
responsible cell to cell movement where a mutation at the C118Y site on the NSm domain
has been determined. These mutations allow breaking of resistance. Additionally, the
comparisons of the M and S segments (TSWVANtRB) have showed 99% similarity with
those of the virus isolates broken resistance in Spain. It has been determined that analysis

located the virus on the same root and same branch in the same place. The phylogentic



trees have shown us that the isolate TSWVANtRB has come from the same origin in
Europe.

KEYWORDS: Resistance breaking, Tomato, Tomato spotted wilt virus (TSWV),
Mechanical inoculation, RT-PCR
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ONSOZ

Yapilan tez ¢alismasinda domates yetistiriciligi yapilan alanlarda 6nemli 6lglide
verim kayiplarina neden olan Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (Tomato spotted wilt
virus, (TSWV)’ne karsi dayanikliligi kiran yeni irkin molekiiler karakterizasyonu
yapilmistir. Bu amagla dayaniklilik genine (Sw-5) sahip oldugu bilinen 5 adet ticari ¢esit
ve bir duyarl ¢esit tizerinde mekanik inokulasyon yontemi ile bulastirmalar meydana
getirilmistir. Inokulasyonu takiben test bitkilerinin sadece TSWV ile enfekteli oldugu
belirlendikten sonra dayanikliligi kiran izolatin dizi analizlerinin verileri {izerinde

calisilmastir.

Bu c¢alisma Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Molekiiler Viroloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda hertiirlii

yardimini esirgemeyen degerli hocam Dr. Ogr. Uyesi Hakan FIDAN’a tesekkiir ederim.

Tez jirime katilarak goriis ve tecriibeleri ile tezime destek olan Prof. Dr.
Saadettin BALOGLU ve Prof. Dr. Hiiseyin BASIM hocalarima sonsuz siikranlarimi

sunarim.

Bu c¢ahismada projeyi destekleyen Akdeniz Universitesi Arastirma Fonu’na,
calisma imkanlar1 sunan Akdeniz Universitesi Bitki Koruma Boliimii Baskanligma,
Bioinformatik ¢aligmalarimda bana yardimlarini esirgemeyen Ar. Gor. Duygu SARI’ya,
projem esnasinda yardimlarda bulunan Murat BARUT a yiiksek lisans egitimim boyunca
calismalarimda yardimlarin1 esirgemeyen biitiin boliim arkadaslarima ve bana yiiksek
lisans doneminde her tiirlii maddi ve manevi destegi esirgemeyen degerli babam Haluk
SARI’ya ve annem Leyla SARI’ya yaptiklar1 tiim fedakarliklardan dolayr sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans “Domates lekeli solgunluk virtis hastaliga karsi dayaniklilig:
kiran TSWV (Tomato spotted wilt virus) izolatmm molekiiler karakterizasyonu™ adli bu
caligmanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, Yapilan

tez calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gésterdigimi beyan ederim.
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GN (G2) : TSWV membraninda bulunan ve reseptor olarak gorev yapan glikosilat

proteini
HR : Hipersensitif (asir1 hassasiyet) reaksiyonu
M : Molar
MAS : Marker Assisted Selection (Markor Destekli Islah)
N : TSWV niikleokapsid protein geni
NCBI : National Center for Biotechnology Information
NRB : None Resistance Breaking-Dayanikliligi Kirmayan izolat
NSm : Non-Structural protein
ORF : Okuma gergevesi RB: Resistance Breaking-Dayanikliligi Kiran Izolat
PCR : Polymerase Chain Reaction
RNA : Riboniikleik asit RT-PCR: Reverse transkripsiyon-polimeraz zincir
reaksiyonu
RdRp : RNA-dependent RNA polymerase
Rpm : Rounds per minute (Devir/dakika)
SCAR : Sequence Characterized Amplified Region
SDS : Sodyum dodesil siilfat
Sp. : Species (Tiirler)‘in Kisaltmasi
SS : Tek iplik¢ikli
Sw-5 : Domateste 9. kromozomda bulunan dayaniklilik geni
T : Timin
TAE : (Tris-acetate-EDTA) Elektroforez buffer
Taq : Termo stabil polimeraz enzimi
TMV : Tobacco Mosaic Virus-Tiitiin Mozaik Viriisii
ToMV : Tomato Mosaic Virus-Domates Mozaik Viriisii
Tsw : Biberde Tomato Spotted Wilt Viriis’e karsi dayaniklilik saglayan gen
TSWV : Tomato spotted wilt viriis Domates Lekeli Solgunluk Viriisii



TSWVANtRB : TSWV Antalya Dayaniklilig Kiran izolat:

TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu

TYLCV: : Tomato yellow leaf curl virus— Domates sar1 yaprak kivircikligi
Viriisii

uv : Ultra Viole

\% : Volt

vd : Ve digerleri

Y : Tyr - Triozin

Xi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. Tiirkiye il bazinda domates Uretimi ..........cccooovveiiiiiiiiie e 2
Sekil 1.2. Antalya ilgelerinde domates Tretimi .........ccvvveeeiiiiireeiiiiiiee e 3
Sekil 2.1. Domateste TSWV ye ait yaprak simptomlart ...........cccceevoieeiiiiiniieeniieenn, 6
Sekil 2.2. TSWV nin biber ve domates bitkileri tizerindeki simptomlart ....................... 7
Sekil 2.3. TSWV’ye ait yaprak SimtOmIari.........ccccocovveriiieiiiieiiiieieceeesee e 8
Sekil 2.4. TSWV’nin domates iizerindeki halka seklinde belirtileri............cccccoeevvnnnnee 8
SekKil 2.5. TSWV NIN ZENOM YAPIST..eeviiiiuiriiieiiiiiieeasiiee e e e 9
Sekil 2.6. TSWV’nin morfolojik 6zelliKIert ... 10
SeKil 2.7, Thrips VEKEOTT. ......cvvveeiiiiiiie e 11
Sekil 2.8. Larva ve ergin doneminde kazanilan viriisiin taginim agamalari................... 12
Sekil 2.9. TSWV nin diinya tizerindeki yay1limi. ........cccccooiiiiiiii e 18
Sekil 3.1. Mekanik inokulasyon galismalari. .............eevvvieiiiiiiiiiiii e 27
Sekil 4.1. Test edilen domates bitkilerinin dikim sonrast goriintiileri...............ccceenee. 33

Sekil 4.2. Kullanilan Bitki Materyallerinin Dayaniklilik Durumlarinin Belirlenmesi.. . 34

Sekil.4.3. Dayanikli ¢esitler tizerindeki simptomlari.............ccccvvveiiiieniiiiiiiiiiiiiieeeee 35
Sekil 4.4. Hastalikl1 ve saglikl bitkiler arasindaki gelisim farki .............ccccvvviviinnnnnns 35
Sekil 4.5. Domates iizerinde TSWV nin govde simptomlari..........ccccccovvvivviiiiniinnennnns 36
Sekil 4.6. Solanum peruvianum’da meydana gelen yaprak simptomlart....................... 37
Sekil 4.7. TSWVANt01 domates bitkisinde meydana gelen simptomlar ...................... 38
Sekil 4.8. TSWVANt02 domates bitkisinde meydana gelen simptomlar. ..................... 39
Sekil 4.9. TSWVANt03 domates bitkisinde meydana gelen simptomlar ...................... 40
Sekil 4.10. TSWVAnNt04 domates bitkisinde meydana gelen simptomlar .................... 41
Sekil 4.11 TSWVAnNt04 domates bitkisinde meydana gelen simptomlar ..................... 42
Sekil 4.12. TSWVANt05 domates bitkisinde meydana gelen simptomlar .................... 43
Sekil 4.13. TSWV ve diger viriislere kars1 molekiiler analizler..............ccccccooiiineenne 44
Sekil 4.14. TSWV PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforez gorintlisii ............cceeenneee. 44
Sekil 4.15. TSWV genomu tizerinde Small primerlerinin ¢ogaltigi lokasyonlar........... 46

Sekil 4.16. TSWV Small segmentine ait PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforez
o0 4111121 13 T TP T PP PPPPTTPPPPPPTPPPPI 47
Sekil 4.17. TSWV Medium segmentine ait PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez

GOTUNEISTL. ...ttt e et e e e e s e e e e e e e e s s s bbb r e e e e e e e e s ans 47

Xii



Sekil 4.18. TSWV genomunda Medium (NSm ve GN,GC alanlar1) ve Small (NSs ve N
alanlar1) segmentine ait kirli dizilerin Chromas programi kullanilarak kesilmesi ve temiz
diziler ile BIrleStrTIMEST ......eeeiiieiiieiiiiii e 48
Sekil 4.19. CodonCod programi kullanilarak TSWV genomu Small (NSs ve N alanlar1)
segmentine ait genom par¢asinin olugturulmast........ccccoovvveiiiiiiniii i 49
Sekil 4.20. CodonCod programi kullanilarak TSWV genomu Medium (NSm ve GN,
GC) segmentine ait genom parcasimnin olusturulmast ............ooccvvvviiiiieiiiiiiiiiiiieeeeee 49
Sekil 4.21. TSWV genomu Small segmentine ait N protein alani (kilif proteini) ti¢
boyutlu protein modellemesi Web araylizil............cooovvveeiiiiiieiiii e 51
Sekil 4.22. TSWV genomu Small segmentine ait N protein alani (kilif proteinin) {i¢
boyutlu protein MOEIIEMEST ..........oiiiiieii e 52
Sekil 4.23. TSWVAntRB izolat1 ile diinya izolatlar1 arasindaki iliskiyi gosteren
FHOGENELIK @NAIIZ. ... 53
Sekil 4.24. TSWV AntRB izolatmin Medium segmenti NSm proteinine ait agik okuma
[oTe] e4<] (<) o PO OO TP PPPPPPRT 56
Sekil 4.25. TSWV AntRB izolatiin Medium Segmentinin NSm protein alani1 (ORF-
Acik Okuma Bolgeleri) icerisindeki mutasyon noktast. ........ccccovvvvvvvieiiinneniniiiiiiinnnnnn. 57
Sekil 4.26. Mega 7 Programu kullanilarak olusturulan TSWVRntRB izolatia ait
FIHOQENELIK ANALIZ. ... ... e 58
Sekil 5.1. Meyve iizerinde TSWV’ye ait farkli simptomlara ait gézlemlerin resmi. ..... 62
Sekil 5.2. Domates yapraklari izerinde TSWV ’nin neden oldugu farkli simptomlara ait

BOZICINLCT. ... e e 63

Xiii



Cizelge 1.1.
Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.
Cizelge 3.5.
Cizelge.3.6.
Cizelge 3.7.
Cizelge 3.8.
Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.
Cizelge 4.3.

CiZELGELER DIiZiNi

Ulkelere gore domates Gretimi...............ceveveverevereeieieiesessesese e 2
Bitki ¢esitlerinin 0ZellKICr .......c.uvveeiiiiiiiiiiiiici e 26
RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan primerler............cccccovviiiiiniiiinnnnnne, 28
Molekiiler analizler i¢in kullanilan PCR karisimi ...........cccceeviiiiieeninnnnn. 29
Molekiiler analizler i¢in kullanilan PCR protokolii ............c.ccoocvvviennnnnnn. 29
RT-PCR calismasinda kullanilan kitin igerikleri............ccccvvvvviiiinnnnnnnnne, 30
PCR ¢alismasinda kullanilan PCR protokolii.............ccccccveeeiiniiiiiiinnnnn. 30
RT-PCR galismalarinda kullanilan primer ismi ve dizilimleri.................. 31
RT-PCR calismalarinda kullanilan primer ismi ve dizilimleri.................. 32
Primer DIZiIlIMIEIT .......coveiiiie e 46

TSWV genomu Small segmenti filogenetik analizde kullanilan izolatlar . 53
TSWV genomu Medium segmentifilogenetik anlizde kullanilan izolatlar 59

Xiv



GIRIS N. SARI

1. GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.) diinya tlizerinde en fazla tarimi yapilan
iiriinler arasinda yer almaktadir. Domatesin anavatani Giiney Amerika olmasina ragmen,
15. yy.’da Avrupa sinirlarina girmeyi basarabilmis ve daha sonra tiim diinyaya yayilma
imkan1 bulmustur. Domates diinyada en cok tiiketilen sebzelerin basinda gelmesine
ragmen ilging bir tarihe sahiptir. Ilk olarak sar1 renkli yabani bir domates tiirii Bolivya ve
Peru’da bulunduktan sonra Meksika’da yetistirilmeye baslanilmistir. Daha sonra
Christophe Colomb’un Amerika’y1 kesfiyle birlikte gelen gemilerle Avrupa’ya yayilma
imkan1 bulmustur. italyanlar yabani domates meyvelerinin sar1 renginden dolay1 ona
“altin elma” ismini vermislerdir. Zaman gec¢tikge domatesin farkli ¢esitlerinin
bulunmasiyla birlikte kirmizi renkli meyve tiirleri de kesfedilmistir. Domatesin uzun bir
siire zehirli oldugunun diisiiniilmesinden dolay: tiiketim amagli {iretimi yapilmamustir. Tlk
defa Amerika’da Thomas Jefferson tarafindan yetistirilmis ve daha sonra lezzetinin
farkina varilmasiyla birlikte ithalat ve ihracati artmis, giiniimiizde ise diinyada en fazla
tiikketilen ve tiretilen sebzelerin basinda yer almistir.

Giiniimiizde morfolojik, fizyolojik ve molekiiler caligmalarla domates tiirleri
arasindaki farkliliklar ortaya koyulmaktadir. Cok sayida yabani tiiriin Galapagos
adalarindan Peru’nun And Daglarina, Ekvator ve Bolivya adalarina bile yayildigi rapor
edilmistir (Rick 1973; Taylor 1986). 15 yil sonra Ingiliz bir botanik¢i olan Phillip Miller
tarafindan Lycopersicon esculentum Mill. olarak kayit edilmistir (Taylor 1986; Heiser ve
Anderson 1999). Orijinal isimlendirmenin S. lycopersicon oldugunu diisiinen bir¢ok
taksonomist olmasina ragmen literatiirde S. esculentum olarak ge¢mektedir. Ancak Kuzey
Peru bolgesinde yapilan bir arastirmada Solonaceae familyasma ait bazi yeni yabani
domates tiirlerinin de bulunmasiyla yapilan farkli smiflandirmada domates Solanum
lycopersicum olarak isimlendirilmis ve diger tiirlerde farkli isimler kullanilmistir (Peralta
vd. 2005).

Domates bitkisi etli, kirmizi, cezbedici meyveleri i¢in iiretilmekte ve diinyanin
birgok lilkesinde farkl isimler ile adlandirilmaktadir. Bunlar; tomat (Alman), tomaatti
(Finish), pomidoro (Italyan), kamalis (Malay), jitomat (Ispanyol), pomidor (Rusga).

Domates yetistirilme alanlar1 géz oOniinde tutuldugunda hektar basmna verdigi
yiiksek verim sebebiyle lireticiler arasinda en fazla tercih edilen kiiltiir bitkileri icerisinde
yer almaktadir. FAO’nun 2016 yili iiretim verileri incelendiginde Cin’in ilk siray alarak
lider konumda oldugu, devam eden siralarda Hindistan, ABD ve Tiirkiye’nin yer aldigi
goriilmektedir. Cizelge 1.1°de diinyada domates iireticisi lilkeler ve iiretim (t) degerleri
verilmigtir. Cizelge 1.1°de verilen bilgiler Ozetlenerek gosterilmeye Sekil 1.1°de
calismustir.

Domates insanligin vazgegilmez temel gidalarindan biri olmasindan dolay1
diinyada ve iilkemizde en ¢ok tiiketilen, liretilen ve ticareti yapilan sebzelerinden biridir.
Gilinlimiizde gida sanayisinde; dondurulmus olarak, salcalik tiiketimde, ket¢ap, recel ya
da taze gida olarak cok cesitli sekillerde kullanim1 mevcuttur. Domates diinyada bugday,
seker pancari, patates ve yemlik bitkilerden sonra en ¢ok iiretimi yapilan sebzedir (FAO,
2016). Domates yetistiriciligi diinyanin farkli bolgelerinde yapilmakta olup en ¢ok iiretim
yapan 5 llke sirasiyla; Cin (56.308.914 ton), Hindistan (18.399.000 ton), Amerika
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Birlesik Devletleri (13.038.410 ton), Tiirkiye (12.600.000 ton) ve Misir (7.943.285
ton)dir (FAO, 2016).

Cizelge 1.1. Ulkelere gore domates iiretimi (FAO, 2016)

Ulke Uretimi (t)
Cin 56.308.914
Hindistan 18.399.000
Amerika Birlesik Devletleri | 13.038.410
Tiirkiye 12.600.000
Misir 7.943.285

Ulkemizde gerek salcalik gerekse sofralik olarak {iretim miktarlar1 (dekar/ton)
TUIK 2017 verileri kullanilarak Cizelge 1.2.’de dzetlenmeye calisiimustir. Tiirkiye’deki
sofralik ve salgalik domates liretim miktarlar1 yillar temel alinarak incelendiginde 2005
yilindan 2017 yilina dogru tiretim alanlarinda azalmalar goriiliirken dekar basina alinan
iirlin miktarinda artislar gézlemlenmistir.
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Sekil 1.1. Tiirkiye il bazinda domates iiretimi
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Sekil 1.2. Antalya ilgelerinde domates tliretimi

Domates yetistirildigi dénem boyunca abiyotik ve biyotik faktorlerden
etkilenmektedir. Domates tarimi yapilan alanlarda en 6nemli bitki zararhlari; thripsler,
beyazsinekler, yaprakbitleri ve domates gilivesi olarak siralanabilmektedir. Ayrica bu
zararlhlar domates tarimi yapilan alanlarda viriis etmenlerinin vektorliigiinii yapan en
onemli unsurlardir. Bu vektorler, domates tarim1 yapilan alanlarda en fazla rastlanilan ve
en bliylik zarar1 dokunan {i¢ viriis olan Tomato yellow leaf curl viriis (TYLV), Cucumber
mosaic viriis (CMV) ve Tomato spotted wilt virus (TSWV)’e vektorliik yapmaktadirlar.
Bu vektorler ile miicadele ise iiretim kalitesini etkilemektedir. Toprak parazitleri
bakimindan da en onemli zararlar, Meloidogyne cinsi nematodlar tarafindan meydana
gelmektedir. Bu zararl, koklerde iletim demetlerinin tikanmasina ve bitkinin daha az
gelismesine, ayrica yliksek sicakliklarda solgunluga neden olmakta, besinlerin emilimini
engelleyen bitki nodiilleri olusturmaktadir. Bu etmenin kontrolii i¢in toprak
dezenfeksiyonun yapilmasi gerekmektedir. Enfeksiy6z hastaliklar olarak da domates
tizerinde Botrytis cinerea P., Leveillula taurica L., Sclerotinia sclerotiorum B., Fusarium
oxysporum S., Verticilium dahliae K. gibi zararli etmenler sayilabilir (Anonim 2018).

Bakteriyel kokenli hastaliklar s6z konusu oldugunda, en 6nemlileri Clavibacter,
Pseudomonas, Xanthomonas ve Erwinia cinslerine ait tiirlerin neden oldugu
hastaliklardir. Fungal ve bakteriyel olan hastalik etmenleri yetistiricilik yapilan alanlarda
bitki koruma {irtinleri ile nispeten kontrol altina alinabilirken virilis hastaliklarmma kars1
gelistirilmis etkili bir ila¢g yoktur. Bu nedenle bitki yetistirilen alanlardaki en 6nemli
hastaliklar viriis hastaliklaridir. Bitki virlis hastaliklar1 ile miicadele, viriis hastaliklari
yetistiricilik yapilan alanlara gelmeden once yapilan kiiltiirel 6nlemlerle ve vektorlerle
miicadele edilerek saglanabilir. Viriis hastalig1 bir bitkide gelismeye basladigi zaman, o
bitkinin yetistiricilik yapilan alandan uzaklastirilarak imha edilmesi gerekmektedir. Bazi
durumlarda ise vektdr yogunlugunun ve hastaligin yayilma egilimi o kadar fazladir ki,
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istenilen alanlarda yetistiricilik yapilmasi i¢in siddetli enfeksiyon meydana getiren viriise
kars1 konukgusu olmayan gesitlerin tercih edilmesi gerekebilmektedir (Anonim 2018).

TSWV ’nin iilkemizde 6zellikle Akdeniz kusagi boyunca iiretim yapilan domates
ve biber alanlarinda ciddi ekonomik kayiplar meydana getiren viriisler siralamasinda ilk
siralarda almaktadir.

Domates tiiretimi yapilan alanlarda karsilasilan en biiyiik problemlerden biri
Domates Lekeli Solgunluk Viriisii’niin meyve ilizerinde meydana getirdigi hasarlardir.
Hastalik, meyve {izerindeki yogun simptomlarindan dolayr domatesin ekonomik
degerinin ¢ok diismesine ve verim kayiplarma neden olarak domates tarimmin
yapilmasini neredeyse imkansiz kilmaktadir. Bu viriise karsi domateslerde bulunan Sw-5
geni vasitasiyla uzun bir donem dayaniklilik saglanirken son zamanlarda bu gene karsi
dayanikliligi kiran izolatin ortaya cikisiyla artik piyasada dayanikli cesit
bulunamamaktadir.

Diinyada ve iilkemiz i¢in ¢ok 6nemli bir hastalik olan TSWV domates {iretim
alanlarmi sinirlandirma kapasitesine sahip olan bir hastaliktir. Dayanikliligi kiran izolatin
ortaya c¢ikmast ilede bu hastalik i¢in olusturulan dayanmikli ¢esitlerin iiretiminin
yapilamamasina neden olmustur. Dayanikli ¢esitler gelistirebimek i¢in dayanikliligi kiran
TSWYV izolatlarin biyolojik ve molekiiler karekterizasyonunun belirlenip tiim genom
yapisinin ortaya konulmasi gerekmektedir. Dayanikliligi kiran izolat ile kirmayan izolatin
niikleotit karsilastirilmas1 yapilarak mutasyonlarm belirlenmesi  gerekmektedir.
Ulkemizde bu kunularda calismanin yapilmamis olmasi iizerine bu tez ¢alismasi
planlanmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Domateste Zarar Meydana Getiren Viriisler

Domates (Solanum lycopersicum ) Solanaceae (Patlicangiller) familyasina ait
ucuz, lezzetli, bol vitamin ve mineral kaynagi olmasindan dolay1 en ¢ok tiiketilen ve
iiretilen sebzelerin basinda yer almaktadir. Domatesin hobi bahgeciliginden, tarla ve
serada yetistirilmesine kadar genis bir yelpaze icerisinde iiretimi gerceklestirilmektedir.
Ulkemiz yetistiricilik siras1 géz &niine alindiginda bdlgemizin stratejik bir ekonomik
faaliyetini olusturmaktadir. Bu niteliklerinden dolay: da iireticilerin 6nemli bir gelir
kaynagi igerisinde yer almaktadir. Ege ve Akdeniz Bolgeleri’'nde biiylik miktarlarda
salgalik ve sofralik tiiketime yonelik domates yetistiriciligi yapilmaktadir. Ulkemizin
iklim sartlarmin domates yetistirilmesi i¢cin ¢ok uygun olusu, bu sebzeyi isleyecek
sanayinin 1970’11 yillardan itibaren hizla kurulmus olmasi, bu sebzeye olan yonelimi
hizlandirmis ve ililkemiz, domates {iretiminde diinya tilkeleri arasinda alt siralardan tist

srralara hizla tirmanarak Amerika ve Italya gibi iiretim devlerinin arasina girmistir (Vural
vd. 2000).

Sebze iiretimi yapilan alanlarda, fide doneminden hasata kadar gecen gelisme
doneminde 200’den fazla bakteriyel, fungal ve viral kdkenli hastalik etmeni domates ve
biber bitkisine zarar meydana getirmektedir (Giildiir 1995). Bu patojenler bitkilerin
yapraklarinda klorotik ve nekrotik alanlar, mozayik, kiiciilme ve deformasyon, govde
iizerinde nekroza doniisen yag goriiniimlii alanlar, gdvde i¢inde 6z bosalmasi, meyvelerde
curiikliik, klorotik ve nekrotik lekeler, genel olarak bitki boyunda kisalma ve sararma gibi
simptomlara neden olmaktadir.

Virlis hastaliklari, kimyasal miicadelesinin olmamasindan dolayr domates
yetistirilen alanlarda oldukga biiyiik bir tehdit faktoriinii olusturmaktadir. Yetistiriciler bu
Ozelliginden dolay1 viriis hastaliklariin zararlarindan korunmak i¢in vektor miicadelesi
yapmakta ve ayni zamanda dayamikli ¢esitler kullanmaya yonelmektedir. Viriis
hastaliklarmin goriilme siklig1 iklime, ¢eside, yetistirme zamaninina, vektor yogunluguna
ve ciftei bilincine gore degismekle beraber, diinya genelinde agik alan ve seralarda
yetistirilen domateslerde en fazla zarar yapan viriisler; Tomato mosaic virus(TMV),
Cucumber mosaic virus (CMV), Tomato spotted wilt virus (TSWV) ve Tomato yellow
leaf curl virus (TYLCV) tiir. Bu viriisler tek enfeksiyon iken dahi biiyiik zararlar
meydana getirebilmektedir. Bir bitki veya tarlada viriisler, karigik enfeksiyonlara da
neden olabilmektedir. Karisik enfeksiyonlar, viriislerin tek bagina neden olabileceginden
daha siddetli simptomlara neden olabilmektedir.

Bunlar igerisinde, Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (TSWV) domates ve
biberlere zarar veren ve ekonomik anlamda biiylik kayiplara neden olan en 6nemli
viriislerden bir tanesidir. TSWV, domates ve biber bitkisinden baska, karpuz, marul,
bezelye, bakla, yerfistig1 ve patates gibi bir¢ok kiiltiir bitkisinde de zarar yapmaktadir.
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Ayrica, birgok siis bitkisi ve yabanci otlarin da bulundugu ¢ok genis bir konuk¢u dizisine
sahiptir (Goldbach ve Peters, 1994).

2.2. TSWV’ye Ait Simptomlar ve Genel Bilgiler

Domates tarmmi yapilan alanlarda en sik rastlanan sorunlardan birisi viriis
hastaliklaridir. Bu alanlarda en sik rastlanan viriislerin basinda ise Domates Lekeli
Solgunluk Viriisii (Tomato spotted wilt viriis — TSWV) gelmektedir. Bunyaviridae
familyas1 igerisinde Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus, Orthobunyavirus ve
Orthotospoviriis’lerini biinyesinde bulunduran bitki ve hayvanlarda 6nemli hastaliklara
neden olabilen genis ve zararl bir familyadir (Saidi ve Warade 2008; Pappu vd 2009).
Son zamanlarda Bunyaviridae familyasi iiyelerinde yeniden diizenlemeler yapilarak
onceden Tospoviriisler igerisinde yer olan TSWV’nin {yesi oldugu grup
Orthotospoviriisler olarak degistirilmistir (Adams vd. 2017).

TSWYV ile enfekte olmus domatesler, ¢cok ¢esitli belirtiler sergilemektedir. TSWV
belirtilerinin goriiniisii ve siddeti; genotipe, gelisme donemine , viriis izolatina ve ¢evresel
sartlara baglhdir (Adkins 2000). TSWV nin domates ve biber bitkileri iizerinde meydana
getirdigi simptomlar Sekil 2.1., 2.2., 2.3. ve 2.4’de gosterilmeye ¢aligilmistir.

JR—

Sekil 2.1. Domateste TSWV ye ait yaprak simptomlar1
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Sekil 2.2. TSWV nin biber ve domates bitkileri iizerindeki dairesel, i¢ ice gecmis lekeler.
a) Domates meyvesi lizerinde TSWV belirtileri; b) Domates yapragi tizerinde TSWV
belirtileri; ¢) Biber meyvesi tizerinde TSWV ait belirtiler; d) Biber yapragi iizerinde
TSWV ait belirtiler.

Enfeksiyon, bitkilerde sistemik olarak meydana gelmekte, bitkinin gelisim
evrelerinin erken sathalarinda ise ¢ok daha yikici zararlar dogurabilmektedir. TSWV
enfeksiyonunun domates yapraklar1 iizerinde karakteristik bir simptom olan morumsu
kahverengimsi nekrotik lekeler meydana getirdigi belirtilmistir (Debreczeni vd. 2015).
Meyve simptomlar1 genellikle olgun meyvenin iizerinde es merkezli halkalara ve yesil,
sar1 veya daha agik tonlara sahiptir (Rodriguez vd. 2007) Sekil 2.1.3.’de gdsterilmeye
calisilmistir. Meyveler iizerinde meydana getirdigi deformasyonlar nedeniyle kalitenin
diismesine bagl olarak ticarilesmesini dnleyen bir etmendir (Aramburu ve Aos 2001).
Meyve lizerinde meydana getirdigi simptomlar ise Sekil 2.1.4.°de gosterilmeye
calisilmastir.
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Sekil 2.4. TSWV’nin domates {lizerindeki halka seklinde belirtileri
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2.3. TSWV’nin Genom Yapis1 ve Morfolojisi

Domates Lekeli Solgunluk Viriisii, Bunyaviridae familyasinin Orthotospoviriis
cinsi igerisinde yer almaktadir (Adams vd. 2017). Bunyaviridae familyasi 5 cinse
yayilmig 97 tiir icermektedir: Hantavirus (24 tiir), Nairovirus (7 tiir), Orthobunyavirus
(48 tiir), Phleboviriis (9 tiir) ve Orthotospoviriis (9 tiir). Orthotospoviriisler bu aile
icerisinde bitkileri hastalandirabilen tek cinstir. Diger viriisler insanlarda ve memelilerde
enfeksiyonlar meydana getirebilmektedir (Briese vd. 2013; Granval ve Gracia 1999; King
vd. 2011; Rodriguez vd. 2007).

Orthotospoviriislerin yapisi incelendiginde yar1 kiiresel zarfli pargaciklardan
olustugu ve tek iplik¢ikli, dogrusal ambisens bir RNA bulundurdugu belirlenmistir.
Genomu 17,2 kb biiyiikliigiinde olup ii¢ segmente ayrilmaktadir: S (2,9kb), M (4.8kb) ve
L (8.8kb). Bu segmentler, L (biiyiik), M (orta) ve S (kiigiik) segmentler olarak
boyutlandirilir. L segmenti (~ 9 kb), tamamlayic1 iplik¢cikten RNA’ya bagl bir RNA
polimerazi (RdRp) veya L proteinini kodlar (de Haan vd. 1991). M ve S segmentleri,
kodlayict olmayan intergenik bdlgelerde iist iiste binen iki zit polarite transkriptini
kodlayan ambisens yapisina sahiptir. M segmenti (~ 4.9 kb), hiicreden hiicreye hareketi
ile iligkili yapisal olmayan bir M proteinini (NSm) kodlar (Kormelink vd. 1994;
Lewandowskia ve Adkins 2005) ve glikoprotein prekiirsorii (GP) virlis-thrips
etkilesimlerinde yer alan viral zarf (Kikkert vd. 2001) boliimiinii kodlar. S segmenti (3
kb) niikleokapsid proteini (N) (de Haan vd. 1990) ve yapisal olmayan RNA-susturucu
stipresor proteinini (NSs) kodlar (Takeda vd. 2002). Sekil 2.3.1°de TSSWV’nin genom
yapist sematize edilmeye caligilmistir.

.
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Sekil 2.5. TSWV’nin genom yapist



KAYNAK TARAMASI N. SARI

Orthotospoviriis’ler, lipid membranla c¢evrili, 80-120 nm c¢apinda kiiresel
parcaciklara sahiptir. Viriis parcaciklart %5 niikleik asit, %70 protein, %20 lipit ve %5
karbonhidrat icermektedir (Adkins 2000; Kiiciik 2006; Sevik 2007) Sekil 2.3.2°de
TSWV’nin morfolojik yapis1 gosteriilmeye calisilmigtir.

Sekil 2.6. TSWV nin morfolojik 6zellikleri (Anonymous 2018).
2.4. Viriisiin iletimi

TSWV’nin son zamanlarda diinyada, 6zellikle de bélgemizde domates ve biber
gibi kiiltiir bitkileri izerinde yaptig1 zararlar artan oranlar ile karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
hastaligin yayilmasmda rol oynayan en dnemli etmenlerden biri de hastaliga vektorliik
yapan thripslerdir. Domates Lekeli Solgunluk Viriisii etkin bir sekilde Thysanoptera (alt
takimi Terebrantia, aile Thripidae) takimi vektorleri tarafindan, yaygm bir sekilde
thripsler olarak bilinen zararllar ile gergeklestirilmektedir (Whitfield vd. 2005).

Thysanoptera takimi Thripidae familyasi igerisinde yer alan thripsler sadece
TSWYV degil bir¢ok bitki virlisiine de vektorliik etmektedir. Polifag bir zararli olmakla
birlikte ¢ok genis bir konukcu araligina da sahiptir (Sevik 2014).

Diger bir¢ok Orthotospovirus’de oldugu gibi TSWV, tripslerle persistent (stirekli)
olarak tasmnmaktadir. Domates Lekeli Solgunluk Viriisiiniin (TSWV) vektorleri, ‘Bat1
Cigek Tripsleri’ denilen 9 tiir trips (Frankliniella occidentalis) ve Sogan Tripsi (Thrips
tabaci) olarak taninmaktadir. Thrips tabaci, T.setosus, T.palmi, Frankliniella
occidentalis, F.fusca, F.intonsa, F.schultzei ve Scirtothrips dorsalis tiirleri ile etkin olarak

10
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taginabildikleri bildirilmektedir (Rosello vd. 1996). TSWV nin tasinmasinda en etkili
vektor bati ¢igek thripsi F. occidentalis ve tiitiin thripsi olarak bilinen T. tabaci olarak
bildirilmistir (Todd vd. 1995; Mandal vd. 2001).Ulkemizde de yapilan ¢alismalarda
TSWV’nin yayilmasinda etkili olan iki 6nemli vektoriin, Frankliniella occidentalis ve
Thrips tabaci olup tarla ve sera iirlinlerinde hastaligin yayilmasma neden oldugu
belirtilmistir (Lodos 1982, Tung 1985, Tung ve Gé¢gmen 1995; Coutts ve Jones 2003).
Sekil 2.4.1°de TSWV ’nin etkin vektori gosterilmeye calisiimistir.

Sekil 2.7. Thrips vektori. (http://russellipm-agriculture.com/frankliniella-occidentalis-
thrips/)

Thripslerin gelisim donemleri yumurta, larva, prepupa, pupa ve ergin donemleri
olmak {izere ayrilirlar ve bunlar sirasiyla 2-3, 4-5 ve 10-30 giin siirmektedir. TSWV
enfeksiyonunun epidemiyolojisinde ise en Oonemli donem ergin donemleridir. Larva
doneminde biinyesine viriisii alan vektor persistent olarak konukgulara tasmimini
gergeklestirmektedir (German vd. 1992)

Tospoviriis-thrips iligkisinde, thripslerin biyolojik donemi kritik rol oynamaktadir
(Nagata ve Peters 2001). Thripsler neometabola (yumurta, 2 nimf donemi, prepupa, pupa
ve ergin) baskalasim gegirirler. Thripsler tarafindan 1. larva ve 2. larva donemlerinde
viriis kazanilir. 1. larva doneminde edindigi viriisii tiim yasami boyunca biinyesinde
barindirir. 2. larva doneminde ve yetigkin donemde ise virlis kazanimi azdir.
Hemocel’den Malpighian tiiplerine gelir oradan disartya atilir. Bu olay Sekil 2.4.2°de
gosterilmeye c¢alisilmistir. Thripsler tarafindan esas tasinma ise ergin donemde
gerceklesmektedir. Thripslerin 1. larva doneminde primer tiikiiriik bezleri, orta bagirsak
ve i¢ organ kaslar1 thoraksin bir bdlgesine sikismistir. Viriisiin vektor biinyesinde
sirkiilasyonu sirasinda ge¢mek zorunda oldugu bu yapilar 2. larva donemine kadar
birbirleri ile direkt temas halindedir. Bu dokulardaki yakinlik ve temas sayesinde larva
doneminde viriisler orta bagirsak ve kas hiicrelerinden salgi kanallarina tagmabilmektedir.
Bocekler gelistik¢e, bu organlar birbirinden uzaklagsmaktadir. Bu organlarin ayrilmasi ve
uzaklagmasi, dokular arasindaki viriis hareketinin engellemesi ile sonuglanmaktadir. Yine
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bu sonuglar larva doneminde viriisiin kazanilabildigini a¢iklamaya yardimci olmaktadir
(Moritz vd. 2004).

plant  mouth mid gut muscle sallvary mouth plart
(infactad) parts  gul basrriors  epithel  colls gland  luman pans (Iransminad)

larva | ®

®
lerve |1 QOQO

O

and pupa : O |
®

peeil ol | el
acquisition e ransmission

Sekil 2.8. Larva ve ergin doneminde kazanilan viriisiin taginim asamalar1 (Whitfield vd.
2005). 1; enfekteli bitki hiicresinden viriis partikiillerinin kazanilmasi, 2; viriislerin thrips
bilinyesinde baglanabilecegi 6zel bolgelere ulasmasi, 3; virilisiin vektor biinyesinde
replikasyonu, 4; thripslerin beslenmesi sirasinda viriis partikiillerinin salgi ile tekrar
saglikli bitkilere aktarilmasi, 5; bitki hiicresinde enfeksiyon bdlgesine viriis
partikiillerinin dagilmasi, seklinde meydana gelmektedir.

TSWV’nin thripsler ile tasinmasi olduk¢a karmasik bir iliskiye sahiptir.
Thripslerin TSWV’yi tasimasina ait bir arastrmada en Onemli thrips tiirii olan F.
occidentalis’in TSWV’yi tasima kapasitesinin disi ve erkek bireyler arasindaki rolii
aciklanmaya ¢alisilmistir. Bu ¢alismada Capsicum annum yapraklari tizerinde beslenen
F. occidentalis (bat1 ¢igek thripsi) kullanilarak Domates Lekeli Solgunluk Viriisii’niin
tasima kapasitesi disi ve erkek bireyler arasinda belirlenmeye calisilmistir. Calisma
sirasinda saglikli yapraklar lizerine pupalar ayr1 ayr1 aktarilarak; hayatta kalma siireleri,
gelisme oranlari, erkek ve disi bireyler arasinda beslenme davranislar da irdelenmistir.
Elde edilen sonuglara gore erkek bireylerin disi bireylere gére daha uzun 6miirli oldugu,
daha diisiik 6liim oranina sahip oldugu ve daha kisa bir gelisim siiresi ge¢irmesine ragmen
disilerin TSWV’ye maruz kalmalarina ya da kalmamalarma bakilmaksizin daha yogun
bir beslenme periyodu gegirdigi belirlenmistir. Virlisiin iletim verimliligi agisindan
yapilan incelemede en iyi aktarma ylizdesine disi bireylerin sahip olmasina ragmen,
basarili bir aktarma doneminden sonra konukguda viriisiin gelismesinde erkek bireylerin
disi bireylere gore daha yliksek orana sahip oldugu vurgulanmistir. Bu ¢aligmada elde
edilen bulgular bir F. occidentalis populasyonunun TSWV iletkenliginin degiskenligini
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kismen agiklanmaktadir ve TSWV’nin bulagsmasindaki biyolojik faktorler hakkinda
bilgiler sunmaktadir (Ogada vd. 2015).

Hastalik tiggeni (viriis, vektor ve konuk¢u) tizerindeki karmasik iligskiyi konu alan
baska bir ¢aligma verilerine gore de TSWV’nin F. occidentalis ile etkili bir sekilde
taginmasi lizerine bir ¢alisma yiritiilmiistiir. Bu ¢alisgmada F. occidentalis’in tercihli bir
davranig yaparak saglikli bitkiler tizerinde beslenmeleri sonucunda, hastalik
yogunlugunda %33’e varan bir artis oldugu belirlenmistir. Ayrica ¢alismada vektor
tabanli modellemelerin gelistirilmesinin, kiiltiir bitkileri {izerinde virlis hastaliklarmin
etkilesimlerinin anlagilmasinda yardimci1 olabileceg§i ve f{iriinler iizerinde viriis
hastaliklarma karsi  konulabilece§i konusunda hassas kontrol sistemlerinin
gelistirilebilecegi vurgulanmistir (Ogada vd. 2016).

2.5. Viriisiin Konukcular

Domates Lekeli Solgunluk Viriisii polifag bir viriistiir. Domates, biber, marul,
tiitlin, yerfistig1 ve farkl siis bitkiler bu virlisiin konuk¢ularmmdandir. TSWV; 15
monokotiledon ve 69 dikotiledon familya olmak iizere toplam olarak 84 familyada
900°den fazla bitki tiirlinde hastalik olusturabilmektedir. Ayrica yabanci otlar ve siis
bitkileri viriis kaynagi olarak bildirilmistir (Gordillo vd. 2008).

Arli S6kmen ve ark (2005), Samsun ilinde biber {iretim yerlerinde bir¢ok viriis
hastalig1 oldugunu rapor etmislerdir. Ayn1 arastiricilar, 1998 ve 1999 yillar1 arasinda bu
viriisleri tespit i¢cin toplam 313 6rnek almig ve ELISA ile testlemislerdir. Bu 6rneklerde
AMV, CMV, PVY, ToMV, TMV ve TSWV olmak iizere 6 adet viriis tespit edilmis,
ayrica TSWV’ nin birgok yabanci1 ot iizerinde de varligi ortaya konulmustur. Bu ¢alisma
ile biber tarlalarinda bulunan bu yabanci otlarin ayni zamanda biberler i¢in TSWV
infeksiyon riski meydana getirdigini bildirmislerdir.

Sevik (2007), TSWV’ nin domates liretim alanindaki zamana ve mesafeye bagli
olarak thrips tiirleri ile yayilisinin, viriis tasinmasinda etkili olan vektdr tiirleri ve bunlarin
hastaligin bulasma ve yayilmasindaki rollerinin saptanmasi amaciyla 2004 yilinda
yaptiklar1 caligmada, 2100 m?’lik bir alana 4080 domates bitkisi dikmisler ve TSWV ile
bulagik bitkileri haftalik olarak izlenmesi sonucu, vektdr populasyonu ile iliskisini
arastirmislardir. Bu amagla, TSWV- domates izolat1 ile inokule edilmis 15 adet domates
bitkisi, inokulum kaynagi olarak deneme alaninin merkezine birakilmis ve daha sonra bu
infekteli bitkiler 15 giin ara ile yenileriyle degistirilerek viriis konsantrasyonunun siirekli
olarak yiiksek seviyede tutulmasi saglanmistir. Deneme alanindaki toplam bitki sayismnin
% 6’sin1 olusturacak sekilde on hafta boyunca 240 bitkiden 6rnek alinmis ve DAS-
ELISA yontemiyle testlenmistir. Ayn1 zamanda haftalik olarak araziye yerlestirdikleri
tuzaklardaki thrips tiirlerinin populasyonundaki degisiklikler de takip edilmistir.
Yaptiklar1 ¢alismada deneme alaninda Frankliniella intonsa, Trybom ve Thrips tabaci
Lindeman tiirii thripsleri tespit etmisler ve thrips populasyonu ile infekteli bitki sayisi
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arasindaki iligkiyi istatistiki olarak P< 0.01 diizeyinde 6nemli bulmuslardir. Arastiricilar,
inokulum kaynaginin araziye birakilmasindan {i¢ hafta sonra, inokulum kaynagina 24.5
m ve 25 m uzakliktaki iki bitkinin infekteli oldugu, yeni infekteli hale gelen bitki sayisinin
sekizinci haftaya kadar artis gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica, bu c¢alismada
domatesten izole edilen TSWV- Samsun izolatinin domates ve tiitiinden tekrar domatese
T. tabaci bireyleri ile tasinabilirligi biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemlerle
belirlenmistir.

TSWV’nin dagilim ve yayiliminda, thrips vektorlerinin aktif tagima 6zelliklerinin
yani sira bu viriisiin ¢ok genis bir konukc¢u agma sahip olmasi da yatmaktadir. Kiiltiire
almmis tarim triinlerinden yabanci otlara, siis bitkilerine kadar ¢cok genis bir konukcu
araligina sahip olmasi epidemiyolojisine katkida bulunmaktadir. Konukgusu olan tarim
uriinleri; Cynara cardunculus, Solanum melongena, Capsicum annuum, Cichorium
intybus L., cucurbits, Vicia faba, Lactuca sativa, Solanum tuberosum, Nicotiana tabacum,
Solanum lycopersicumes, Cicer arietinum, Lens culinaris, Alstroemeria, Anemone,
Antirrhinum, Araceae, Aster, Begonia, Bouvardia ternifolia, Calceolaria, Callistephus,
Celosia, Cestrum, Columnea, Cyclamen, Dahlia, Dendranthema x grandiflorum,
Eustoma, Fatsia japonica, Gazania, Gerbera jamesonii, Gladiolus, Hydrangea,
Impatiens, Iris, Kalanchoe, Leucanthemum, Limonium, Pelargonium, Ranunculus,
Saintpaulia, Senecio cruentus, Sinningia, Tagetes, Verbena, Vinca ve Zinnia olarak
siralanirken yabanci ot konukgular1 Amaranthus spp., Conyza bonariensis, Galinsoga
spp., Polygonum lapathifolium, Portulaca oleracea, Senecio vulgaris, Solanum nigrum,
Sonchus spp., Stellaria media, Taraxacum officinale olarak siralanmistir (Parrella vd.
2003).

Kenya’da tarim yapilan alanlarda TSWV ’den kaynaklanan zararlarin artmasindan
dolayi, hastaligin etkin vektori ve konukgulari hakkinda bir ¢alisma yapilmstir.
Yetistirilme alanlarindan toplanan 43 yabanci ottan Ornekler almarak TSWV’nin
konukgusu olup olmadigmma bakilmistir. Alman 43 bitki 6rneginden 29 tanesinin
TSWV’nin konukgusu oldugu belirlenmistir. TSWV’nin konukc¢usu olarak saptanan
bitkiler Amaranthus hybridus, Solanum nigrum, Tagetes minuta ve Datura stramonium
olup, bu bitkilerde viriisiin thrips vektori ile aktif olarak tagindig1 belirlenmistir. Ortamda
en etkili vektoriin F. occidentalis oldugu belirtilmistir. Calismada TSWV nin yonetim ve
epidemiyolojisi i¢in konukcusu olabilecek yabanci otlarin onemli bir yer tuttugu
belirtilmistir (Macharia vd. 2016).

2.6. Hastah@in Bulunusu ve Diinyadaki Farklh Konukgular Uzerindeki Yayilim

Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (TSWV) ilk olarak, 1915 yilinda Brittlebank
tarafindan Avusturalya’da domates bitkisi tizerinde tespit edilmistir. Viral orijinli oldugu
ise, Samuel ve arkadaslar1 tarafindan 1930 yilinda ortaya konulmustur. Yapisal
morfolojisi, konukgu araligi ve thrips vektorleri ile bulagsma 6zelliklerine gore de ilk kez
1970°de bir smiflandirilmaya tabi tutulmustur. TSWV’nin ilk kaydindan baslayarak

14



KAYNAK TARAMASI N. SARI

gegen siire i¢erisinde diinyada yetistiricilik yapilan alanlarda en yikici on viriis igerisinde
nitelendirilmistir (German vd. 1992). Son yillarda biiyiikk ekonomik 6neme sahip olan bu
virlis diinyanin birgok domates iiretim bolgesinde yaygin olarak goriilmeye baglanmis,
Kuzey ve Giiney Amerika, Avrupa ve Asya kitalarina kadar yayilmistir (Lewandowski
vd. 2005).

TSVW, iilkemizde ilk olarak Akdeniz Bolgesi zirai alanlarinda saptanmistir.
(Tekinel vd. 1969), Mersin ili ¢evresinde yetistirilen biber, patlican, marul ve fasulyelerde
bulunan hastaliklar1 belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, maruldaki belirtilerin
TSWYV etmenine bagli olabilece§i yoniinde bazi1 bulgu elde etmislerdir. Bundan sonra
TSWYV etmeninin neden oldugu hastalik ilk kez Canakkale’de tiitiin yetistirilen alanlarda
goriilmiis, bunun ardindan Balikesir, Manisa, Usak ve Samsun illerinde de saptanmistir
(Azeri 1981). Hastalik Izmir ve Manisa’da énemli zararlara neden olmustur (Azeri 1994).
Demre’den Kahramanmaras’a kadar uzanan Akdeniz sahil kusaginda 1994 yilinda
yapilan bir survey calismasinda biberlerdeki hastaliklar belirlenmeye calisilmistir.
Calismada o6rnek alinan yedi farkli lokasyonda, diger bir¢ok virlis hastalik etmeni
bulunmus olmasima karsin heniiz o yillarda TSWV etmenine rastlanmamistir. Akdeniz
Bolgesi’ne viriisiin girisi, ilk 1995 yilinda Icel ili ve cevresinde agik alanda yetistirilen
domates bitkilerinde tespit edilmesiyle anlagilmistir (Giildiir vd. 1995). 1997 yilinda
Sanlrfa’da domates yetistirilen alanlarda tarafindan TSWV etmeninin bulundugu ilk
kez rapor edilmistir (Giildiir 1997).

Italya’da 2000 yilinda yapilan bir cahismada Euphorbia eritrea bitkileri {izerinde
klorotik ve nekrotik lekeler meydana getiren 6rnekler toplanmistir. Bu 6rneklerde ELISA
yontemi ile TSWV varlig1 belirlenmistir. 2002 yilinda da Asclepias curassavia tizerinde
TSWV varligi ELISA yontemi ile belirlenmistir. Bu calisma bu bitkiler {izerinde
TSWV’ye ait ilk rapor olmaktadir (Salomone vd. 2000).

Mersin ilinde yapilan survey c¢alismalarmda bir siis bitkisi olan Ranunculus
arvensis L. tizerinde; sararma, mozayik, nekrotik lekeler ve ciicelik simptomlarina
rastlanilmistir. Simptomlu ve simptomsuz olarak toplanan 38 6rnek DAS ELISA yontemi
ile test edilmis ve TSSWYV ile enfekteli oldugu bulunmustur. Ayrica Dr. E Atakan
tarafindan yapilan bir gorsel tanilama ilede Ranunculus arvensis L. iizerinde bat1 ¢igek
thripsi olarak bilinen Frankliniella occidentalis’in etkin vektor oldugu belirlenmistir. Bu
calismada Tirkiye’de ilk kez Ranunculus arvensis L. ve R. Muricatus iizerinde
TSWV’nin dogal enfeksiyonun oldugu saptanmistir (Kamberoglu vd. 2005).

Arli-Sokmen ve Sevik (2006), domatesleri enfekte eden virlislerin tespit edilmesi
ve yogunlugunun ortaya konulmasi amaciyla, 2002 ve 2003 Mayis aylar1 arasinda
Samsun’ da yaptiklari survey ¢aligmasinda, 31 adet tarladan 186 domates 6rnegi almislar
ve ELISA yontemi ile testlemislerdir. Testlenen 6rneklerde, ToMV, TSWV, PVX ve
CMV infeksiyonlarini bildirmislerdir. ToMV, TSWV, PVX ve CMV’ nin sirasiyla, %
52.1, 12.9, 10.7 ve 6.9 sikliginda tespit ettiklerini rapor etmislerdir. 30 tane Ornekte
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karigik infeksiyon tespit ettiklerini belirtmislerdir (% 16.1). En yaygin ve dominant olan
ToMV ve TSWV (% 6.4), PVX (% 4.9), ve CMV (% 3.2) karisik infeksiyon meydana
getirdigi rapor edilmistir.

Sevik (2007) tarafindan Samsun ili ve ¢evresinde domates yetistirilen alanlarda
yapilan bir ¢aligmada, virlis hastaliklarinin 6zellikle son yillarda iiretimi etkileyen bir
problem haline geldigi kaydedilmektedir. Bu ¢alismada, domateste zarar olusturan
virlislerin  basinda Domates Lekeli Solgunluk Viriisi (TSWV)’niin geldigini
bildirmektedir. TSWV’nin Samsun ilinde domates {iiretim alanlarimdaki bulunus ve
yayilis oranlarmin saptanmasi, bolgede viriis tasinmasinda etkili olan vektor tiirlerinin ve
bunlarin hastaligin bulasma ve yayilmasindaki rollerinin belirlenmesinin amaclandigi
calismada; 2002 yilinda 55 farkli alandan 295, 2003 yilinda 45 alandan 265 olmak {izere
toplam 560 adet 6rnek toplanmistir. 2002 yilinda 6rneklerin %14.6° smin, 2003 yilinda
ise %18.11’min TSWV ile enfekteli oldugu saptanmistir. Arastiric, TSWV’ nin
domateste %42.1 oraninda tiriin kaybina ve %95.5 oraninda pazarlanabilir deger kaybina
sebep oldugunu ifade etmektedir.

Marmara Bolgesi’nde (Bilecik, Bursa ve Sakarya) yapilan c¢alisma sonucunda
testlenen bitki 6rneklerinin %5-78 oraninda TSWV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir
(Degirmenci ve Uzunogullari, 2007). Bu ve diger ¢alismalar TSWV’ niin iilkemizin
onemli domates tiretim bdlgelerinin tiimiinde yaygin olarak bulundugunu goéstermistir.

Ulkemizin en dnemli domates iiretim bdlgesi olan Antalya ve bazi ilgelerinde
yapilan bir c¢alisma sonucunda, testlenen domates oOrneklerinden %80, biber
orneklerinden %91 ve marul orneklerinden %93 oraninda TSWV ile enfekteli bitki
bulunmustur (Bozdogan, 2009).

Bat1 Akdeniz bolgesinde yapilan bir ¢alismada domates, biber, patates, marul,
kabak ve hiyar yaprak oOrnekleri alinarak 12 bdlgeden 337 ornek kullanilmis ve
DASELISA yontemiyle testlenmistir. Sonugta 157 6rnek TSWV ile infekteli bulunmustur
(Yardimc1 ve Kilig, 2009).

2006 ve 2007 yilarinda kis ve yaz doneminde Mersin (Dogu Akdeniz Bolgesi)
acik yetistiricilik yapilan alanlarda ve Antalya (Bati Akdeniz Bdlgesi) oOrtiialt1
yetistiricilik yapilan alanlarda patlican bitkilerinden TSWV simptomuna benzer simtom
gosteren bitki 6rnekleri toplanarak ELISA ve RT-PCR yontemleri ile tanimlanmistir. Bu
caligmada elde eidlen rapora gore iilkemizde ilk defa bu hastalik etmeni viriisiin patlican
bitkisinde goriildiigli belirtilmistir (Kamberoglu vd. 2009).

Isparta ve Burdur illerinde 2014 yilinda domates {iretim alanlarinda TSWV
benzeri simptomlar gosteren bitki Ornekleri toplanarak DAS-ELISA yontemi ile
TSWV’nin varligr belirlenmeye calisilmistir. DAS-ELISA sonuglar1 negatif ¢ikan
ornekler ile RT-PCR c¢alismast yapilmis ve Orneklerin TSWV ile bulasik oldugu
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belirlenmistir. Yapilan bu ¢alisma TSWV niin teshisinde RT-PCR ydnteminin DAS-
ELISAyonteminden daha hassas oldugunu gostermistir (Yardime1 vd. 2014).

Hatay ilinde 2011-2012 yillarinda yapilan arazi ¢alismalarinda, marul (Lactuca
sativa) ve 1spanak (Spinacia oleracea) bitkilerinin yapraklarinda kabariklasma, asagi
veya yukari dogru kivrilma, gevreklesme, mozaik, klorotik veya nekrotik lezyonlar,
halkali lekeler, damar ag¢ilmasi, damar nekrozu, bitkide bodurluk, siddetli kloroz ve 6liim
gibi simptomlar gézlenmistir. Bu marul ve 1spanak bitkilerinden alman yaprak 6rnekleri
biyolojik (mekanik inokulasyon) ve serolojik (DAS-ELISA) yontemler ile Alfalfa mosaic
viriis (AMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Beet western yellows virus (BWYV),
Miraflori lettuce big vein virus (MiLBVV), Lettuce mosaic virus (LMV), Tobacco mosaic
tobamovirus (TMV), Tobacco ring spot viriis (TRSV) ve Tomato spotted wilt virus
(TSWV) yoniinden test edilmistir. Marul ve 1spanak bitkilerinden alinan 6rneklerde sirasi
ile %67.9 ve %38.8 oraninda viriis enfeksiyonu saptanmustir. Test edilen 53 adet marul
orneginde LMV (%47,1), MiLBVV (%11,3), TSWV (%5,6) ve CMV (%3,7), 18 adet
1spanak orneginde ise CMV (%16,6), TSWV (%11,1) ve LMV(%11,1) belirlenmistir.
Hatay ilinde yetistirilen 1spanak bitkilerinde, TSWV ve LMV enfeksiyonu ilk kez
belirlenmistir. Conyza (Erigeron) canadensis orneklerinde LMV ve TSWV, Sonchus
oleraceus bitkilerinde LMV ve Cichorium intybus bitkilerinde TSWV ilk kez
belirlenmistir (Sertkaya 2015).

Solanum betaceum Cav. Giiney Amerika’da yetistirilen ve tiiketimi yapilan
Solaneceae familyasina ait bir meyvedir. 2014-2015 yillar1 arasinda Ekvator’un Azuay
bolgesinde Solanum betaceum Cav. iizerinde TSWV’ye ait tipik simptomlar gdsteren
ornekler toplanmistir. TAS-ELISA ve RT-PCR teknikleri kullanilarak simptomlarin
TSWV’ye ait oldugu belirlenmistir. Yapilan filogenetik ¢alismalar dogrultusunda da
Solanum bateceum’un Japonya’dan elde edilen dizi analizleri ile grup olusturmustur. Bu
calisma, Ekvator bolgesinde Solanum betaceum’a ait ilk TSWV raporudur (Yeturu vd.
2016).

Antalya’da Anthurium sp’de (Anthurium scherzerianum) bitkileri yetistirilen
alanlarda 2015 yilinda yapilan gbézlemlerde viriis benzeri simptomlara rastlanilmistir.
Flamingo cicegi olarak bilinen bitkilerinin yapraklarinda, sistemik klorotik mozaik ve
diizensiz sarims1 koyu kahverengi nekrotik lekeler gozlenmistir. Tanilanma i¢in yaprak
DAS-ELISA teknigine gore AMV (Alfalta Mosaic Virus), ArMV (Arabis Mosaic Virus),
CMV (Cucumber Mosaic Virus), Poty (Group Poty Virus), SLRSV (Strawberry Latent
Ringspot Virus), TMV (Tobacco Mosaic Virus), TNV (Tobacco Necrosis Virus), TOMV
(Tomato Mosaic Virus), ToRSV (Tomato Ringspot Virus), Tospogrup (Tospovirus),
TRSV (Tobacco Ringspot Virus), TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus), Impatiens
necrotic spot virus (INSV),PVX (Potato Virus X), SQMV (Squash mosaic virus) ve
ZYMV (Zucchini yellow mosaic virus) gibi siis bitkilerinde bulunma olasilig1 bulunan
viriisler i¢in testlenmistir. DAS-ELISA teknigi kullanilarka pozitif sonug elde edilen bitki
orneklerinin viriis ile enfekteli oldugunun dogrulanmasi i¢in RT-PCR c¢aligmalari
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yapilmistir. Yapilan bu ¢alismada Antalya ilinde tiretimi gergeklestirilen Anthuruim
bitkilerinin TSWYV ile enfekteli oldugu dogrulanmistir (Fidan vd. 2016).

TSWV’nin diinya capmnda bir¢ok tarim {riinii iizerinde zarar yaptig1
bilinmektedir. Ag¢ik alanda ve serada yetistirilen iirlinler icin yilda 1 milyar ABD
dolarmin tizerinde kayiplara neden olmaktadir. Bilinen konukgularinin yani sira son
zamanlarda diinyanin ¢esitli yerlerinde farkli konukgular iizerinde TSWV varligi
saptanmaya baslanmustir. Cin’in Shandong eyaletinde 2015 yili Agustos ayinda kabak
(Cucurbita moschata) bitkileri izerinde baz1 simptomlar gézlemlenmistir. Bu bolgedeki
populasyonu da dikkate alindiginda bu simptomlarimn TSWV’ye ait olmasindan
stiphelenilmistir. Toplanan Orneklerin molekiiler ¢alismasi sonucunda TSWYV ile
enfekteli oldugu belirlenmistir. Arastirilan 4 dekarlik kabak tarlasi iizerinde TSWV
goriilme yogunlugu %0,45 olarak belirlenmistir. Bu, Cin’de kabak iizerinde ilk TSWV
kaydi olarak rapor edilmistir (Sun vd. 2016). Zimbabve’deki TSWV’ nin cografik
dagilimini, konukg¢u araligmi ve filogenisini belirlemek ilizere 18 bolgeden yaprak
ornekleri toplanarak yapilan bir ¢alismada, bilinen konukgularin yani sira Cucurbita
moschata, Cucurbita pepo, Cucumis sativus ve Gyposphila elegans’da ilk kez TSWV
tespit edilmistir. Diinyanin geri kalanindan elde edilen izolatlarla karsilastirildiginda,
Zimbabwe’ nin TSWV izolatlari, Italya, Karadag, Yeni Zelanda ve Sirbistan’dan gelen
izolatlarla yakindan iliskilendirilmistir (Karavina ve Gubba 2017).

TSWV’nin diinya ¢apinda yayilim desenleri incelendiginde ve hastaligin meyve
iizerindeki hasarlar1 goz Oniinde tutuldugunda sebze tarimini etkileyen en Onemli
hastaliklarin basinda yer aldig1 goriilmiistiir. Dayaniklilig1 kiran izolatin ortaya ¢ikmasi
ilede EPPO’ya gore TSWV’nin 2018 yilinda diinya iizerindeki yayilimi Sekil 2.9’da
gosterilmeye ¢alisilmistir (Anonymous 2018).

Sekil 2.9. TSWV nin diinya tizerindeki yayilim1 (Anonymous 2018).
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2.7. Dayanikhilik Geni Sw-5 Hakkinda Bilgiler

TSWV’nin ¢ok genis bir konuk¢u agina sahip olmasma ragmen kiiltiire alinmis
olan domates ve biber ¢esitlerine dayaniklilik genleri aktarilarak bu hastaliga karst son
zamanlara kadar dayaniklilik saglanmaktadir. TSWV’den kaynakli zararlar1 6nlemenin
en etkili yontemi dayanikli ¢esit kullanilmasidir. TSWV’ye kars1 dayaniklilik domates
bitkilerinde Solanum peruvianum’dan saglanan Sw-5 geni ve biber bitkilerinde ise
Capsicum chinense’den saglanan Tsw geni aracilig1 ile olmaktadir (Spassova vd. 2001).

Sw-5 geninin bitkilerde hipersensitif reaksiyona (HR) neden oldugu ve bundan
dolay1 bitki viriis ile bulasik oldugunda enfeksiyonun nekrotik lokal lezyonlarla sinirlt
kaldig: bildirilmektedir. Hipersensitif reaksiyonda, viriis tarafindan ilk zarar goren bitki
hiicrelerinin hizli bir sekilde 6liimii gergeklesir ve canliligini yitiren hiicrelerde viriis de
hayatin1 devam ettiremeyerek Olmektedir. Bu reaksiyon, bitki dokusuna disaridan
bakildiginda nekrotik bdlgesel lezyonlar olarak yansimaktadir. Bu reaksiyon, viriisiin
bitki hiicresine girmesiyle baslamaktadir. Viriis bitkiye girdiginde bitkide dayaniklilik
geni (dominant dayaniklilik geninin iirlinii= resistance gene; R gene) hemen saldirmin
bulundugu bolgede hiicrelerin 6lmesine neden olan reaksiyonu baslatir. Bu durumda
bitkideki R geni viriisiin gen tirliniinii (aviriilens gen= avirulence gene) tanir ve ona gore
viriisiin ¢ogalarak diger hiicrelere taginmasini engeller. Sw-5 geni taze tiiketime uygun
olan bir domates ¢esidine ‘Stevens’ aktarilmistir (Stevens vd.1992). Daha sonra yapilan
caligmalarda TSWV’nin R geni, Sw-5 genidir (Goldbach vd. 2003).

Sw-5 geninin (Sw-5a’dan Sw-5b’ye kadar) bes gen ¢esidi oldugu belirtilmistir
(Dianese vd. 2010). Daha onceleri Sw-5 geni igeren bitkilere mekanik inokulasyon
yontemi ile viriisin bulastirilmaya calisildig1 ve hastaliga kars1 dayaniklilik saglandigi
rapor edilmistir (Spassova vd. 2001).

TSWV’nin meyve ve yaprak {lizerinde en fazla zarar meydana getirdigi
bitkilerden biride biberdir. Biber diinyada domates ve karpuzdan sonra en fazla
yetistiriciliginin yapildig1 sebze tiirtidiir. 2017 yilinda tamamlanan bir ¢alismaya gérede
TSWV’ye kars1 dayanikli biber hatlati1 gelistiriilmeye caligilmistir. Pedigri yontemi
kullanilarak yapilan 1slah metodunda TSWV’ye dayanikli 10 adet sivri biber hatt1
gelistirilmistir (Celik vd. 2017).

2.8. Diinyada Dayamkhhk Genlerini Karst Dayamkhihg Kiran Izolatlar

Ulkemizde domates iizerinde 2016 yilinda TSWV dayanimini kiran izolat ilk kez
rapor edilmesine ragmen diinyanin bir¢ok iilkesinde bu izolat daha 6nceden rapor
edilmistir. Diinyadaki ilk kaydi Ispanya’nin kuzey ve dogu bolgelerinde Sw-5 genine
sahip oldugu bilenen cesitler iizerinde TSWV enfeksiyonun goriilmesiyle birlikte
dayanikliligin kirildigidir (Fidan 2016). Dayaniklilig1 kiran izolatlar toplanarak CAPS
molekiiler isaretleyiciler ile Sw-5 geni tespit edildikten sonra 4 ticari domates ¢esidi
lizerinde mekanik inokulasyonlar gerceklestirilerek dayanikliligin kirildigi rapor
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edilmistir (Aramburu ve Marti 2003). Domatesteki Sw-5 geni tarafindan saglanan
dayanikliligin istesinden gelen Domates Lekeli Solgunluk Viriisii’'niin (TSWV)
dayaniklilik kiran izolat1 (RB), 2002’de Kuzey-Dogu Ispanya’da ilk kez bulunmasina
ragmen sadece sinirlt bir yayilim gostermis oldugu tespit edilmistir. Simptom sekli,
homojenligi, stabilizesi ve dayaniklilig1 kiran ve kirmayan izolatlarinm iletim kapasitesi
biyolojik olarak karsilagtirilmistir. Biitiin TSWYV izolatlari, Sw-5 dayaniklilik geni tastyan
domateste ve Tsw dayaniklilik genini tagiyan biberde RB izolatlar1 disinda, ¢ok gesitli
bitki tiirlerinde benzer sistemik simptomlara neden olmustur. Dayanikliligi kiran
izolatlarin Sw-5 geni olan domates bitkilerine mekanik olarak bulastirmasi yapilirken bazi
calismalarda basarisizliklar oldugu ama dayanikliligi kirmayan izolatin mekanik
inokulasyonunda bu sorun ile karsilasilmadigi ve ayrica Frankliniella occidentalis ile test
edilmesi sonucunda iletiminde bir degisiklik olmadig: belirlenmistir. Ispanya’da
dayanikliligr kiran izolatlarin, domates tarimi yapilan alanlarda diisiik oranda
gozlemlendigi ve thripsler ile tasima kapasitesinde bir farklilik olmadigi bildirilmistir
(Lopez vd. 2011).

Ispanya’nin  Almeria bdlgesinde dayanikli biber cesitlerinde TSWYV’nin
dayaniklilik kiran izolatlar1 arastirilmistir. 2003 yili sonbaharinda, daha 6nce TSWV’ye
dayanikli oldugu goriilen biber ¢esidinin bir kismi, TSWV enfeksiyonu ile siklikla iligkili
simptomlar1 ortaya ¢ikarmustir. TSWV dayamklilik kiran izolatlar daha &nce Italya’dan,
Tsw genini tasiyan Capsicum tiirlerinde ve Sw-5 genini tasiyan domates tiirlerinde
Ispanya’dan bildirilmistir. Bu, Ispanya’daki arazi kosullar1 altinda Tsw geninin sagladig1
dayaniklilig1 kiran TSWYV izolatlarmin ilk raporudur (Margaria vd. 2004).

Italyanin Mesagne, Apulia bolgelerindeki tarla bitkilerinden 2004 yilinda Sw-5
genine sahip bitkiler lizerinde TSWV 06rnekleri toplanmistir. Alman yaprak ornekleri,
viriis varhigi agisindan test edilmis ve sadece TSWYV ile bulasik oldugu belirlenmistir. Bu
orneklerden alinan izolatlar ile Sw-5 geni tasiyan F1 ¢esitleri lizerinde mekanik
inokulasyon gerceklestirilerek TSWV nin, dayanikliligim tistesinden gelebilme yetenegi
arastirilmistir. Test edilen F1 bitkileri {izerinde enfeksiyon meydana getiren izolat,
Italya’da dayaniklilig1 kiran ilk izolat olarak rapor edilmistir (Margaria vd. 2004).

Dayaniklilig1 kiran izolatin ilk olarak Ispanya’da ortaya ¢ikmasindan sonra
diinyanin farkli yerlerinde rapor edilmis Ornekleri olmustur. Kore’nin ¢esitli
bolgelerinden ve farkli konukgulardan elde edilen 10 TSWV izolatinin tiim genom
bilgileri paylasilmistir. Bu 10 Kore izolat1 ve 6nceden belirlenen 3 Kore izolatu ile birlikte
13 izolatin iki farkli kokene sahip oldugu yapilan molekiiler ve filogenetik ¢aligmalarla
belirlenmistir. Yapilan filogenetik analizlerde TSWV-Kore izolatinin Large ve Medium
boliimlerinin Bat1 Avrupa ve Kuzey Amerika ile ortak grublandigi, Small boliimiiniin ise
Cin ve Japon izolatlar1 ile grublandig1 ortaya koyulmustur. Bu yapilan ¢aliyma hem
rekombinasyon hem de reassorment (Ayni hiicreyi enfekte eden iki rakip viriisiin genetik
materyalinin karigtirilmasi) olaymim TSWV’nin molekiiler cesitliligine katki sagladig:
yorumunun yapilmasini saglamistir (Lian vd. 2013).
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Sw-5b geninin TSWV de dahil bes tane Orthotospoviriis tizerinde HR yanitini
tetikledigi bilinmektedir ve TSWV ’nin dayaniminin kirilmasi ile birlikte bu dayaniklilig:
ortadan kaldiran faktdrler {izerinde yogunlasilmistir. Son zamanlarda yayinlanan
raporlara gore Orthotospoviriislerin genomunda NSm proteinin oldugu bolgelerde
C118Y ve T120N bdlgelerinde bir nokta mutasyonun meydana geldigini ve bu mutasyona
baglt olarak da Sw-5 geni araciligi ile saglanan HR yanitlarinin etkisiz oldugu
belirlenmistir. NSm proteini Sw-5b araciligi ile HR hiicreden hiicreye hareket
fonksiyonlarmi diizenledigi belirtilmistir. Domates Lekeli Solgunluk Viriisiiniin (TSWV)
Hiicreden Hiicreye Hareket Proteini (NSM), kisa bir slire once, dayanikli domates
orneklerinden tek dominant Sw-5b dayaniklilik genin efektorii olarak tanimlanmistir. Her
ne kadar birgok TSWV ait simptom gosteren orneklerde HR reaksiyonlar1 meydana gelse
de son zamanlarda dayaniklilig1 kiran izolatlarin ortaya ¢ikmasi ile birlikte NSm’de iki
adet nokta mutasyonun meydana gelmesi sonucunda Sw-5b dayanikliliginin kirildigi
belirtilmistir. Sw-5b geninin, sadece TSWV degil aym1 zamanda 5 tane daha
Orthotospoviriise karst dayaniklilik sagladigi belirlenmistir. Bu viriisler Alstroemeria
necrotic streak virus (ANSV), Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), Groundnut
ringspot virus (GRSV), Impatiens necrotic spot virus (INSV) ve Tomato chlorotic spot
virus (TCSV)olarak belirtilmistir. TSWV, TCSV ve CSNV izolatlarinda NSm
bolgelerinde C118Y ve T120N bolgelerinde nokta mutasyonlarinin meydana gelmesi ile
birlikte de Sw-5b araciligi ile saglanan dayanikliligin ortadan kalktig1 belirtilmistir. Bu
calismada Orthotospoviriislerde NSm proteinleri bolgelerinde nokta mutasyonlarmin
verilen HR yanitlar1 {izerinde ne kadar 6nemli oldugunun vurgulanmasi amag¢lanmistir
(Leastro vd. 2015).

TSWV ve Sw-5b geni arasindaki iliskiyi inceleyen bir baska ¢aligmada, daha
onceki dayaniklilig1 kiran izolatlar (C118Y ve T120N) ve dayaniklili1 kirmayan izolat
kullanilarak dizi analizleri karsilastirilmasi yapilmistir. Nicotiana benthamiana’da g
adet TSWV izolat1i (RB1 TI20N, RB2 C118Y ve dayanikliligi kirmayan izolat)
kullanilmistir. Caligmanin sonucunda NSm alanm, Sw-5 dayamikliliginin aviriilens
belirleyicisi oldugu ve dayanikliligin kirilmasindan C118Y ve T120N mutasyonlarinin
sorumlu oldugu belirtilmistir (Peiro vd. 2014). Ispanya’da yapilan bir ¢calismaya gore de
dayaniklilik genine sahip domates ve biber bitkileri tizerinde TSWV izolatlari, biyolojik
ve molekiiler olarak karakterize edilmeye ¢alisilmistir. Bu ¢alismada, Sw-5 genine sahip
domatesler iizerinden elde edilen TSWV izolatinin domates {izerindeki mekanik
inokulasyonu basarili olurken biber bitkisi iizerindeki mekanik inokulasyonun basarili
olmadig1 tespit edilmistir. Ayn1 sekilde biber bitkisi ilizerinden elde edilen TSWV
izolatinin biber bitkisi tizerindeki mekanik inokulasyonu basarili olurken domates bitkisi
iizerindeki mekanik inokulasyonunun basarili olmadig: tespit edilmistir. Bu bilgilere
bagli olarak ii¢ farkli biyotip belirlenmistir. Belirlenen bu biyotipler N biyotipi (Sw-5 ve
Tsw dayanimi bulunan gesitler, hastalik bulastrmayan), T biyotipi (Sw-5 dayanimini
kiran TSWYV izolat1) ve P biyotipi (Tsw dayanimini kiran biber izolat1) olarak ayrilmistir.
Dayanikliligin {istesinden gelmesi ile genetik varyasyonlarin arasinda herhangi bir
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korelasyon bulunamamistir. Yapilan bir calismada, TSWV’nin dayaniklilig1 kiran ve
kirmayan izolatlarmin genetik ve biyolojik tanimlari, dayanikliligi kiran izolatlarin ortaya
cikmasi ve yayillmasinda yer alan evrimsel ve epidemiyolojik faktorlerin anlagilmasi, yeni
dayaniklt kaynaklarin veya toleransli c¢esitlerin degerlendirilmesi aragtirilmigtir
(Debreczeni 2015).Ispanya’da yapilan bir baska c¢alismada yabani ve kiiltiir cesitleri
iizerinde dayaniklilig1 kiran izolatlar belirlenmistir. TSWV iizerinde genom caligmalar1
ile L, M ve S segmentleri lizerindeki 5 adet ORF (Open Reading Frame=A¢ik Okuma
Bolgeleri) iizerinde analizler yapilmis ve dayanikliligi kiran izolata ait bilgiler elde
edilmistir (Debreczeni vd. 2015).

2009 yilinda Ispanya’nin kuzey-dogu bdlgesinde ticari olarak satilan Tsw genine
sahip dayanikl biber ¢esitleri lizerinde TSWV simptomlar1 gozlemlenmeye baslanmistir.
Tsw dayaniklilik genine sahip biber ¢esitleri iizerinden toplanan 6rnekler Nicotiana
glutonasa’ya bulastirilmis ve buradan alinan ornekler Tsw dayanikli biberlere
bulastirilmigtir. Dayanikliligi kiran ve dayanikliligi kirmayan izolatlar ile Tsw genine
sahip cesitler {lizerinde bulastirilma yapilmistir. NRB (None Resistance Breaking-
Dayaniklilig1 kirmayan izolat) izolatlar1 herhangi bir simptom olusturmazken, RB
(Resistance Breaking- Dayanikliligi Kiran izolat) izolatlar1 Tsw dayaniklilik genine sahip
biber ¢esitleri lizerinde siddetli simptomlara neden olmustur (Aramburu vd. 2015).

Amerika Birlesik Devletleri'nde 2016 yilinda domates iizerinde Sw-5
dayanikliligin1 kiran TSWV izolatinmn ilk kez tiim genom bilgileri yaymlanmstir. Ug
parcadan olusan L, M ve S segmentlerine ait uzunluklar 8914, 4765 ve 2984 niikleotid
olarak belirlenmistir. Niikleotid ve aminoasit bazlarinin karsilastirilmasi yapilmistir.
Filogenetik analizler sonucunda RdRp bdlgesindeki izolatlar daha 6nceden Hawaii
izolatlarmmdan farkli bir alanda grublanmistir. M segmentine ait veriler kiyaslandiginda
Giiney Kore, Italya ve Brezilya izolatlar1 arasinda reassortment meydana geldigi ve
TSWV’nin evrimlesmesinde farkli cografik orijinlerin oldugu belirtilmistir (Margaria vd.
2015).

Avustralya’da Domates Lekeli Solgunluk Viriisii izolatinin (TSWV-QLD1) ilk
tiim genomu 2016 yilinda olusturulmustur. Uglii genom 8914 nt L segmenti, 4869 nt M
segmenti ve 3003 nt S segmentinden olugmaktadir. N protein dizisinin filogenetik
analizleri, Avustralya izolatinin, Avustralya’nin diger bdlgelerindeki izolatlar ile TSWV
izolatlarindan farkli bir smifla grublandigi géstermistir (Moyle vd. 2016).

TSWV’nin son zamanlarda Cin’in farkli bolgelerinde yaygin olarak goriildiigii ve
farkli konukgular tizerinde rapor edilmesinden sonra bu farkli konukgular iizerinden elde
edilen TSWV izolatlarinin molekiiler ve filogenetik ¢alismasi yapilmistir. Bu farkli
konukgular tlizerinde TSWV’nin c¢esitliligi ve evrimsel karakterlerinin yorumlanmasi,
hastaligin yapisal 0Ozelliklerinin anlagilmas1 bakimindan olduk¢a Onemlidir. Bu
calismanin sonucunda Cin’de {ic yeni TSWV izolatinin RNA’larinin A-U agisindan
olduk¢a zengin bir intergenik bdlgeyi (IGR) kapsayan, onemli varyasyonlar iceren
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bolgesi oldugu tespit edilmistir. Cin’den elde edilen izolatlarin, yapilan molekiiler ve
filogenetik analizler dogrultusunda kdken bakimimdan iki farkli gruba dayandiklar tespit
edilmistir. TSWV’nin evrimlesmesi sirasinda bir ortak kokenlerde meydana gelen
rekombinasyon olaylarinin, negatif iplikli RNA viriislerinin gelisiminde 6nemli bir
mekanizma oldugu diistiniilmiistiir (Zhang 2016).

2017 yilinda ise Ispanya’da TSWV enfeksiyonun goriilme oranlarmin artmast ile
birlikte ti¢ farkl1 biyotip tizerinde TSWYV enfeksiyonlar1 incelenmistir. Bu ti¢ biyotip LL-
N.05 (yabani tip, WT), PujollTL3 (Sw-5 dayaniklihigmi kiran, SBR) ve PVR (Tsw
dayanimini kiran, TBR) olarak isimlendirilmistir. Bes TSWV ac¢ik okuma alanlarmin
filogenetik analizi, farkli rekombinasyon tespit algoritmasi analizi ile desteklenmistir
(Debreczeni vd. 2015).

Sw-5 dayanimimi kiran izolatlarn diinyanin farkli bolgelerinde goriilmeye
baslanmasiyla birlikte bu dayaniklilig1 kiran TSWV izolatin ilizerinde nasil bir degisiklik
oldugunu yorumlamak i¢in molekiiler ¢aligmalar yapilmaya baglanmistir. Yapilan bu
molekiiler ¢caligmalar vasitasiyla eski ve yeni izolat arasinda olmasi muhtemel bir
mutasyonun varliginin arastirilmasina yonelik ¢alismalar ylriitiilmiistiir.

TSWV’nin domates iizerinde meydana getirdigi zararlar kadar biber iizerinde de
biiyiik ekonomik kayiplara neden oldugu bilinmektedir. Ozellikle biber iizerinde Tsw geni
aracilig1 ile dayaniklihigi kiran izolatin ortaya ¢ikmasi ile birlikte bu hastaligin biber
tarim1 yapilan alanlar1 olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Ulkemizde ilk kez Samsun ili ve
cevresinde biber yetistirilen alanlarda 2014 yilinda goériilmesine ragmen diinyada ¢ok
daha oncesinde dayanikliligi kiran izolatin varlii teshis edilmistir. Biberde hastalik
kontrolii i¢in en iyi yontem, Capsicum chinense ile TSWV arasindaki gen akisinda
dayanikli ¢esitlerin 1slah edilmesi ile meydana gelmektedir. Ancak TSw geni ile saglanan
dayanikliligin da iki dezavantaj1 vardir; bunlardan biri eger bitki erken donemde ve uzun
stireli yliksek sicakliklarda enfeksiyona maruz kalir ise TSWV, dayanikliligin iistesinden
hizl1 bir sekilde gelebilmektedir. Bu ¢alismada, Capsicum baccatum’dan yeni bir katilim
se¢ilip degerlendirilmistir. Segilen Capsicum baccatum ile birlikte hassas bir biber ¢esidi
(Negral) ve Tsw dayanikliligi olan bir biber ¢esidi karsilastirilmistir. Tsw dayanikliligina
sahip biber cesitlerinin TRB izolatlarina karsi dayanikliligmnin digerlerine gére daha
yiksek olmasindan ve olusturduklari simptomlara dayandirilarak  Capsicum
baccatumun’un yeni TBR izolatlar1 i¢in dayanikli biber ¢esitleri yetistirmek amaciyla bir
aday olabilecegi belirlenmistir (Lopez vd. 2015).

Macaristan’da ilk kez 2010-2011 yillarinda goriilmeye baslanilsa da 2012 yilinda
rapor edilebilmistir. Daha 6nceki ¢calismalarda TSWV nin S RNA’s1 tarafindan kodlanan
NSs proteinlerinin Tsw dayaniklilig1 i¢in aviriilens faktorii oldugu belirlenmistir. Bu
nedenle Macaristan bolgesinde ortaya ¢ikan RB izolatlarinin ve Wilt tip izolatlarinin S
RNA’larmin farkli cografi bolgelerden elde edilen izolatlar ile karsilastiriimasi
yapilmustir. Yapilan filogenetik analizlerde farkli blgelerden karsilastirilan RB izolatlar1
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arasinda yakin bir iliski oldugunu ve bu izolatlarin NSs bolgelerinde herhangi bir
korunmus mutasyon olmadigini gostermislerdir. Bu sonuglara gore, RB izolatlarinin
cografi agidan ve ayrica RB mekanizmasina gore ayri ayri evrimlestigi sonucuna
varilmistir (Almasi vd. 2015).

Ulkemizde ise ilk kez Samsun ili ve cevresinde sera kosullarinda yetisen dayanikli
biber ¢esidi izerinde simptomlarinin geligsmesi ile gézlemlenmistir (Delig6z 2014). Daha
sonra ise Antalya ili ve ¢evresinde dayanikli domates ve biber gesitleri tizerinde TSWV
dayanikliligini kiran enfeksiyonlara rastlanmistir (Fidan 2016).

2014 yilinda Antalya-Camkdy yoresinden elde edilen TSWV izolatinin Sw-5 geni
icerdigi bilinen LA 3667 g¢esidi kullanilarak mekanik inokulasyonu yapilmistir ve Sw-5
geninin 2014 yilina kadar TSWV e kars1 dayaniklilik sagladigi rapor edilmistir (Oguz vd.
2014). 2014 yilinda TSWV’ye kars1 Sw-5 geninin dayaniklilik sagladigi bilinirken 2016
yilina gelindigi zaman Antalya ¢evresinde yapilan survey ¢alismalarinda ilk kez Sw-5
geni icerdigi bilinen domates cesitleri {izerinde TSWV’ nin varligi molekiiler olarak
saptanmasi ile dayanikliligi kiran izolatin bdlgemize giris yaptigi raporlanmistir (Fidan
2016).

2.9. TSWYV ile Miicadele Yontemleri

Diger virtislerle oldugu gibi Domates Lekeli Solgunluk Viriisiiyle kimyasal
miicadele miimkiin degildir. Ancak kiiltiirel Onlemler almmarak viriisiin yayilimi
yavaglatilarak hastalik yogunlugu diisiiriilebilir. Bu amacla sanitasyon uygulamalara
dikkat edilmeli ve fidelikler, 6zellikle siis bitkileri ve yabanci otlarm bulunmadigi bir
alanda kurulmahidir. Hastalikli bir bitki belirlendiginde, hemen sokiilerek
uzaklastirilmalidir. Duyarli konukgular arasinda yer alan siis bitkileri, bu tip seralarin
yakininda yetistirilmemelidir. Seralarin gerek i¢ gerekse dis alanlarinda yabanci otlarin
yok edilmesi hem enfeksiyon kaynagi olarak hem de trips popiilasyonunu artirmamasi
acisindan oldukca onemlidir. Seralar, dikim sonrasinda miimkiin oldugunca sik kontrol
edilmeli ve sera igerisindeki sar1 yapiskan tuzaklar ile trips varlig1 her an incelenmelidir.
Seralarda tripslerin giremeyecegi delik ¢apma (0.2-0.3 mm) sahip tiiller, ya da tel
kullanimi da korunma amaciyla alinacak dnlemler arasindadir. Domates yetistiriciliginde
15181 yansitan malclarin kullanimi, tamamen yok etmese de trips popiilasyonunu
diisiirmede kullanilabilir. Ozellikle trips tiirleri arasmmda TSWV’nii en hizli ve aktif
tagtyabilen Frankliniella occidentalis’in varligi her zaman kontrol edilmelidir (Tung ve
Gogmen 1995). Ayrica gerekirse trips tiirleriyle kimyasal miicadele yapilarak vektor
popiilasyonu diisiiriilmelidir. Bu hastalik etmeni viriis ile miicadele amaciyla bir¢ok farkl
yontem denenmis ancak en etkin yontemin genetik dayaniklilik oldugu tespit edilmistir
(Stevens vd. 1992). TSWV’ne dayaniklilik gelistirmek amaciyla dogal dayaniklilik
genlerinin belirlenmesi i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmastir.
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Hastalik etmeni virlis ile miicadelede farkli yontemler denenmistir. Arjantin’de
bir arastirict grup, yiiksek sicakligin TSWV nin siddetini etkilemesi lizerinde ¢alismistir.
Yiiksek sicakligin, bitkide salisilik asit birikimini artirdigi, salisilik asidin ise hastalik
belirtilerinin ortaya ¢ikmasini saglayan fizyolojik mekanizmada yer aldig belirlenmistir.
TSWV’ne dayaniklilig1 saglayan Sw-5 genini tagiyan dayanikli ¢esitle, bu geni tagimayan
ve hastaliga duyarl olan ticari ¢esitlerin kullanildig1 deneylerde, 6nce yiiksek sicaklik
uygulamasi yapilmis, daha sonra hastalik etmeni viriis bulastirilmistir. Kontrol olarak
onceden viriis inokulasyonu yapilmis ancak sicaklik stresine sokulmadan salisilik asit
verilmis duyarlh bitkiler kullanilmistir. Duyarh ¢esitlerde, bitkiler inokulasyondan 6nce
sicaklik stresine girdiginde hastalik belirtilerinin daha siddetli oldugu ve verimin ¢ok
azaldig1 belirlenmistir. Onceden inokule edilmis hassas bitkilere disaridan yapilan
salisilik uygulamasi1 sicaklik uygulanmasi yapilmamis bitkilerde hastalik siddeti
azalmigtir. Salisilik asit sicaklik uygulamasi yapilmig bitkilerde viriis enfeksiyonunu
azalmasinda neden olmustur (Mitidieri vd. 2001).

Meksika’da yapilan bir ¢aligmada domates yetistiriciligi yapilan alanlarda
Domates Lekeli Solgunluk Viriisii’'nden kaynaklanan zararlari onlemek adimna thrips
vektoriiniin yumurta brrakma egilimlerinin zamansal ve mekansal modellemelerine
bakilarak TSWV’nin yonetim ve kontrol sistemleri gelistirilmeye ¢aligiimistir (Carrillo
vd. 2014).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calismanin materyalini SW5 dayanimi bulunan 4 ve bulunmayan 1 adet ticari ¢esit
dayaniklik kaynagi yabani domates ¢esidi, laboratuvar malzemeleri, tampon ¢ozeltiler,
molekiiler tan1 amaciyla yapilacak olan PCR ve RT-PCR analizinde kullanilacak spesifik
primerler, dayaniklilik geninin belirlenmesinde kullanilacak molekiiler markorler,
enzimler ve diger kimyasallar, giic kaynagi, yatay elektroforez aparati olusturmustur.

TSWV ile bulasik 6rnekler tizerinden bitki 6zsular1 elde edilmesinde porselen
havan ve havaneli kullanilmistir. Laboratuvar ¢alismalar1 esnasinda kullanilan hassas
terazi, vorteks cihazi (Vortex-GENE?2), cam ve plastik malzemeler kullanilmistir. RT-
PCR c¢alismalar1 i¢gin BIO-RAD firmasinin T100 Thermal Cycler cihazi kullanilmastir.
Uriinlerin jel iizerinde gériintiisiiniin elde edilmesi i¢cin Thermo Scientific firmasinin jel
elektroforez cihazi kullanilmistir. Jel goriintiileme i¢in ise BioDocAnalyze firmasinin
Biometra cihazi kullanilmistir.

Mekanik inokulasyon caligmasindan sonra elde edilen bitki 6rnekleri iizerinde
TSWV’nin varhigint molekiiler yontemler ile saptayabilmek i¢in RT-PCR (Reverse
Transcriptase-Polimeraz Chain Reaksiyon) yontemi kullanilmis olup TSWV i¢in dizayn
edilmis spesifik primerler ile test edilmistir. RT-PCR ¢aligmalar1 i¢in Thermo Fisher
Scientific (Fermantas, Vilnus, Lithuania) tarafindan saglanmis olan enzimler, enhanser
ve master mix kullanilmistir. Dizayn edilmis primerler Hibrigen (Tiirkiye) aracilig ile
Macrogen-INC (Avrupa) firmasi tarafindan temin edilmistir. Dizi analizleri hizmetleri
Hibrigen‘den saglanmistir. Cizelge 3.1°de denemede kullanilan gesitlerin bilgileri ve
dayaniklilik durumlar1 belirtilmeye ¢alisilmistir. * ile belirtilen ¢esitler ticari ¢esitler olup
firma haklarindan dolay1 isimleri paylagilmamustir.

Cizelge 3.1. Bitki gesitlerinin 6zellikleri

Sira Cesit ismi Dayamkhhk

1 Solanum peruvianum | Homozigot dayanikli
2 *TSWVANt01 Heterezigot dayanikli
3 *TSWVANt02 Heterezigot dayanikl
4 *TSWVANt03 Heterezigot dayanikl
5 *TSWVANt04 Heterezigot dayanikli
6 *TSWVANt05 Hassas
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3.2. Metot
3.2.1. Mekanik inokulasyonda kullanilan bitki ¢esitlerinin tanitilmasi

Domateste TSWV’ye kars1 dayanikliligin kirildigini anlayabilmek icin TSWV’e
ait dayaniklilig1 saglayan Sw-5 genine sahip ¢esitlere viriis, mekanik inokulasyon yontemi
ile bulastirilip enfeksiyonun gergeklesmesi saglanmis ve buradan elde edilen izolatlar ile
calismalara devam edilmistir.

3.2.2. Bitkiler iizerinde mekanik inokulasyon ¢alismalari

Yapilan tez ¢ahismalar1 srasinda yetistirilen bitkiler Akdeniz Universitesi
Fitopatoloji seralarinda muhafaza edilmistir. Bitkiler {izerinde mekanik inokulasyon
caligmalari i¢in %0,1’lik 2-mercaptoethenol ve 0,02 gr DIECA kimyasali i¢eren ve 1:5
(w/v) oraninda hazirlanmis 0,02 M Fosfat tampon (pH:7) ¢ozeltisi kullanilmistir. Bitkiler,
porselen havanlarda ezilerek parcalanmustir. Ilk inokulasyon, bitkilerin kotiledon
yapraklarma olmak iizere toplamda 5 defa mekanik inokulasyon yapilmistir. Mekanik
inokulasyon sirasinda bitkiler plastik sera icerisinde muhafaza edilmistir. Glinlik
ortalama sicaklik 24-26 C arasinda kayit edilmistir. Sekil 3.1 mekanik inokulasyon
asamalar1 gosterilmistir.

) o

-
E———

Sekil 3.1. Mekanik inokulasyon caligmalari. a) TSWYV izolatinin hazirlanmasinda
kullanilan havan, havan eli, bulasik siingeri; b); c); d) bitkilere mekanik inokulasyon;
e)bitkiler izerindeki simptomlar1

3.2.3. Bitkiler iizerinde TSWV’nin molekiiler olarak belirlenmesi

Denemede kullanilan hassas ve dayanikli ¢esitlere ait belirti gosteren 6rneklerden
total niikleik asit ekstraksiyonu asagidaki gibi yapilmistir (Kullanilan kimyasallarin
icerigi Ek 1’°de verilmistir).
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Hassas ve dayanikli g¢esitler iizerinde simptomlarin meydana gelmesi ile birlikte bu
bitkilerin sadece TSWV ile bulasik oldugunu belirlemek amaciyla domateste en fazla
rastlanilan 12 adet virlise karsiRT-PCR testleme islemi yapilmistir ve 6rneklerin sadece
TSWV ile bulasik oldugu yapilan testleme sonucunda belirlenmistir. Bu islemin
yapilmasimin amaci kullanilan bitki materyallerinin TSWV ile tek enfeksiyona sahip
oldugunun molekiiler yontemler kullanilarak belirlenmesidir. Bu testleme sonucunda elde
edilen izolat ilede tiim genom ¢alismalarina devam edilecektir. Testlemede AMV, CMV,
PVX, PVY, TEV, TMV, ToMV, TSWV, TYLCV, ToCV, ToRSV, PePMYV viriislerine
kars1 testlemede kullanilan primer dizilimleri Cizelge 3.2°de paylasilmistir.

Cizelge 3.2. RT-PCR ¢aligmalarinda kullanilan primerlerin isimleri, dizilimleri ve {iriin

boyutlari

Primer ismi Primer Dizilimi Uriin Referans
boyu
(bp)

AMV (F) GTGGTTGGAAAGCTGGTAAA 700 | (Saleh ve Amer

AMV (R) CCCCCAGTGGAGGTCAGCATT 2013)

CMV (F) TAACCTCCCAGTTCTCACCGT 513 | (Greceo vd.

CMV (R) CCATCACCTTAGCTTCCATGT 2000)

PVX (F) TAGCACAACACAGGCCACAG 562 | (Fidan  vd.

PVX (R) GGCAGCATTCATTTCAGCTTC 2011)

PVY (F) ACGTCCAAAATAGAGATGCC 480 | (Fidan

PVY (R TGGTGTTCGTGATGTGACCT vd.2011)
TEV-CP2-F CTAAATGGATTTATGGTGGTGGTG 391 | (Lee vd.
TEV-CP2-R CAGTACCCACGTTGCCATCA 2011)

TMV(F) GCACATCAGCCGATGCAGC 880 | (Kumar vd.

TMV(R) ACCGTTTTCGAACCGAGACT 2011)

ToMV(F) CGAGAGGGGCAACAAACAT 318 | (Kumar
ToMV(R) ACCTGTCTCCATCTCTTTGG vd.2011)
LITSWVR AATTGCCTTGCAACCAATTC 276 | (Adkins vd.2005)
L2TSWVF ATCAGTCGAAATGGTCGGCA

VP2715 ATACTTGGACACCTAATGGCTATTTGG 543 | (Anfoka vd.

RVC427 TGCCTTGGACA(A/G)TGGGG(A/G)CAGCAG 2008)
ToCVANKR CCGGAACCCAAAGTCACAGT 574 | (Tiberini vd.
ToCVANKF ATCGGTGAAACCCCGATGAC 2010)

ToRSV-R CCACCACACTCCACCTACC 580 | (Fuchs vd. 2009)
ToRSV-F ACTTCTGAAGGCTACCCGTT

PepMV-R TTAAAGTTCAGGGGGTGCG 714 | (Ge vd. 2013)
PepMV-F ATGCCTGACACAACACCTGT

Denemede kullanilan bitkilerde mekanik inokulasyon sonucunda simptom
meydana getiren cesitler lizerinde Sw-5 geninin varligni tespit edebilmek i¢in total
niikleik asit ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyon c¢aligmasi sonucunda elde edilen
DNA’larin konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
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Kullanilan ¢esitlerde Sw-5 dayanikliliginin testlemesi i¢in Dianese vd. (2010)
tarafindan gelistirilen Co-Dominant SCAR markdrler kullanilmistir. Sw-5F; 5-
AATTAGGTTCTTGAAGCCCATCT-3, Sw-5R; 5-TTCCGCATCAGCCAATAGTGT-
3 primerleri kullanilarak gergeklestirilen PCR karisimi ve PCR protokolii Cizelge 3.3 ve
Cizelge 3.4.’de paylasilmigtir.

Bu primerlerle yapilan PCR sonucunda Sw-5 genine sahip cesitlerde 574 bp bant
gozlemlenirken 500 bp bant verenler hassas olarak kabul edilmistir.

Cizelge 3.3. Molekiiler analizler i¢in kullanilan PCR karigimi

PCR Bilesenleri Miktar

DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 23 uL

Forward primer 0.1-1.0 uM

Reverse primer 0.1-1.0 uM

Template DNA 10pg -1 pg
Su 23 uL

Cizelge 3.4. Molekiiler analizler i¢in kullanilan PCR protokolii

Asama Sicakhik (°C) | Siire (dk) | Dongii Sayisi
On Denaturasyon | 50 3 1
Denaturasyon 94
Baglanma 55 1 35
Uzama 72
Son uzama 72 5 1

Sw-5 geninin varlig1 molekiiler olarak karakterize edildikten sonra bu bitkilerden
yaprak ornekleri alinarak RT-PCR ¢alismalarinda kullanabilmek i¢in Thermo Scientific—
RNA izolasyon kiti ile bitkilerden RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen
RNA’lar spektrofotometrede optimize edilerek (A260/280 1.8-2.0) konsantrasyonlar1 200
ng/ul olacak sekilde ayarlanmistir. RNA optimizasyonu yapildiktan sonra Thermo
Scientific Verso 1-StepRT-PCR Kit ReddyMix kullanilarak Tek asamali RT-PCR
caligmalar1 yiritilmiistiir. Elde Edilen RT-PCR friinleri %1,5 lik agaroz jel de
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yiriitiilmiis Ethidium bromide ile boyandiktan sonra Biometra jel goriintiileme cihazinda
UV altinda goriintiilenerek kaydedilmistir.

RT-PCR c¢alismalar1 i¢in Thermo Scientific markasinn RT-PCR Kiti
kullanilmistir. RT-PCR kit icerikleri Cizelge 3.5’de ve RT-RCR dongiisii Cizelge 3.6’da
paylasilmistir.

Cizelge 3.5. RT-PCR ¢alismasinda kullanilan kitin i¢erikleri

Icerik Hacim pL | Son Konsantrasyon
Verso Enzim Mix 0.5
2X-1- Step PCR ReddMix* | 12.5 1X
RT Enhanser 1.25
Forwrd primer (10) 1 200 nM
Reverse primer (10) 1 200 nM
(RNA) 1-2 1 ng
ddH2o0 6.75
Toplam 25

Cizelge 3.6. PCR ¢aligmasinda kullanilan PCR protokolii

Asama Sicakhik (°C) | Siire (dk) | Dongii Sayisi
On Denaturasyon gg 12 | cDNA yapimi
Denaturasyon 94
Baglanma 57-50 1 35
Uzama 72
Son uzama 72 5 1

3.2.4. TSWV Medium ve Small segmentlerinin dizilimlerinin belirlenmesi

TSWYV, yar kiiresel zarfli parcaciklardan ve tek iplik¢ikli lic segmentli RNA
genomundan olugmaktadir. Genomu igeren iic RNA molekiilii, L (biiyiik), M (orta) ve S
(kiiciik) segmentler olarak isimlendirilmektedir. L segmenti (~9 kb), tamamlayici
iplicikten RNA’ya bagli bir RNA polimerazini (RdRp) veya L proteinini kodlamaktadir.
M ve S boliimleri, kodlayict olmayan intergenik bolgelerde {ist tiste binen iki zit polarite
transkriptini kodlayan, ambisens (ayni1 anda hem 3’5’ yonde ve 5° 3’ yonde okuma
yapabilen) yapisina sahiptir. M segmenti (~4.8 kb), hiicreden hiicreye hareketi ile iliskili
yapisal olmayan bir M proteinini (NSm) kodlamaktadir ve glikoprotein prekiirsorii (GP)
virlis-thrips etkilesimlerinde yer alan virlisiin zarf boliimiinii kodlar. S segmenti (3 kb)
niikleokapsid proteini (N) ve yapisal olmayan RNA-susturucu siipresor proteinini (NSs)
kodlamaktadir. TSWV’ nin Sw-5 araciligi ile sagladigi dayanikliligin kirilmasi ile ilgili
daha Onceki caligmalarda Large segmenti iizerinde mutasyon noktasi saptanamamigtir
(Fidan 2016). Bu nedenle mutasyonun Medium ve Small segmentleri lizerinde olabilecegi
diisiiniildiigii icin tez calismasi siiresince bu alanlar iizerinde yogunlasilmistir.
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TSWV genomunun Medium ve Small segmentlerine ait RT-PCR ¢alismalarinda
daha saglikli sonuglar elde edebilmek i¢in tasarlanmis Dieanese ve arkadaglarinin ile
Zhong ve arkadaglarinin gelistirdikleri iki farkli primer kombinasyonu kullanilmigtir
(Hallwass vd. 2014; Zhong vd. 2011). Kullanilan primer dizilimleri Cizelge 3.7 ve
Cizelge 3.8 de verilmistir.

Tiim genomu tek parca ve tek RT-PCR ile ¢ogaltmak miimkiindiir ancak dizi
analizleri boliimiinde biiylik pargalarin dizi analizleri hizmetini almak hem zor hem de
maliyetli olmasi nedeni ile M ve S segmentleri 700 ile 1200 bp’lik bolgelere ayrilarak
cogaltilmistir.

Cizelge 3.7. RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan primer ismi ve dizilimleri

Primer ism Primer Dizilimi Pozisyonla
[ r
S1(F) AGAGCAATTGTGTCATAATTTTATTC 1-26

S2 (R) GAACCTGTGCAAAAGATGTGTGAG 1113- 135
S3 (F) TCCTGGAAGATAGACTTTGCCAG 1195- 217
S4 (R) CCAAATTTGGCCAAAATTGTCCCTTTC 1697- 723
S5 (F) ATTTAACACACTAAGCAAGCACAAGC 1898- 923
S S6 (R) CATTACAGTGAAACTCTTAACAAGTTC 2038- 064
S7 (R) AGAGCAATTGTGTCAATTTTAT 2895- 916

S8 (F) GATCGAGATGTGCTATAATCAAGC 601-624

M1 (F) AGAGCAATCAGTGCATCAGAAATATACCTATTAT 1-36
A

M2 (F) GTAGATACAAACCATCATATCTCAAACTGG 365-394

M3 (R) TCTTTATCAGCTCTGGGTGAATCAC 771-795
M4 (F) CAAGGTGAGACAAATCCATAGGTGGCC 1335-1361
M5 (R) TGATGAGTATGCTCATGAAGAACAAC 1638-1663
M6 (F) CAGGATCATTCAAGTTTGCAATATTTCCAG 2268-2297
M7 (R) CTTATTGGGGATGTGAAGAAGCTTGG 2566-2591
M8 (F) GATGTTAACCCTAAAGAGCTTCCTG 3029-3053
M9 (R) GTCTCAAATGCCCATGTCTATGGCTC 3348-3373
M10 (F) GTTATAGGATAATTATCTTGTGTC 4130- 153
M11 (R) CCAGAGGTTTATGATGATTCTGCTGAG 4579 4065
M12 (R) AGAGCAATCAGTGCAAACAAAAACCTTAATCC 4790-4821

Thermo Scientific Verso 1-Step RT-PCRKit ReddyMix kullanilarak 25 pL
hacimde tek asamali RT-PCR c¢alismalar: yiritiilmiistiir. Elde Edilen RT-PCR iiriinleri
%1.5’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ethidium bromide ile boyandiktan sonra Biometra jel
goriintiileme cihazinda UV altinda goriintiilenerek kaydedilmistir.

TSWV Medium ve Small Segmentlerine molekiiler analizler ve soy agacinin
olusturulmas: asamasinda elde edilen RT-PCR iiriinlerinin dogrudan genoma ait dizi
analizleri yapilmistir. Bu sebeple RT-PCR’da 50 pl hacimde caligilarak 10 pl’lik hacmi
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jelde yiiriitiilmiis ve 40 pl’lik kalan kismi1 dizi analizi hizmeti almak i¢in gonderilmistir.
Dizi analizi hizmetinde Hibrigen firmasindan hizmet alimi gergeklestirilmistir. Dizi
analizleri sonucunda elde edilen veriler CHROMAS v.2.6.4 (Technelysium Pty. Ltd.),
CodonCod, BIOEDIT v.7.2.5 (Hall 1999) ve Mega7 (Kumar vd. 2011) programlari
kullanilarak diizenlenmistir. CHROMAS programu ile yaklasik 1 kb uzunlugunda olan
iiriinlerin forward ve reverse dizilerinin bag ve son kisimlarindaki okuma kirlilikleri
silinmigtir. Daha sonra forward ve reverse dizileri BIOEDIT programinda iist {iste denk
getirilerek okuma dogrulanmis ve olasi baz kaymalar1 diizeltilmistir. Sonugta her bir
primere ait olan tek bir biitiin haline getirilerek diizenlenmis (contig) dizi analizleri elde
edilmistir. Tiim dizi analizlerinde CodonCod programinda birlestirilerek Small ve
Medium segmentine ait tek ve biitiin bir veri eldesi saglanmistir. Calismaya ait olan tiim

hizalama (aligment) ve filogenetik analizler MEGA7 programu ile yapilmstir.

Cizelge 3.8. RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan primer ismi ve dizilimleri

Primer Ismi Primer Dizilimi Uriin Boyutu
TSWV-M-1F | AGAGCAATCAGTGCATCAGA 955 bp
TSWV-M-1R | CTTCTTCTTCAACTGATCTCTCAAG
TSWV-M-2F | GCAAGCTGATAATTCCTAAAGG 1351 bp
TSWV-M-2R | AAGGAGATGACATGTCTTGGG
TSWV-M-3F | CCGCATAGAAGACAGCC 1276 bp
TSWV-M-3R | GTTATAGAAGGTCCTAATGATTGCA
TSWV-M-4F | GTTAACCCTAAAGAGCTTCCTG 979 bp
TSWV-M-4R | GAGAAGATCATGGGTTATTTGAT
TSWV-M-5F | CTTATCCAAGAAAAATTGATGC 1051 bp
TSWV-M-5R | AGAGCAATCAGTGCAAACAAAA
TSWV-S-2F | CTCTGCTTGAAACTCACACATC 1097 bp
TSWV-S-2R | AAATGAATGAAGATCAGGTGAAG
TSWV-S-3F | TCCATAGCAATACTTCCTTTAGC 848 bp
TSWV-S-3R | AGAGCAATTGTGTCAATTTTATTC
TSWV-S-1F | AGAGCAATTGTGTCATAATTTTATTC | 1258 bp
TSWV-S-1F | AGAGCAATTGTGTCATAATTTTATTC
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4. BULGULAR

Yapilan tez calismasinda Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (Tomato spotted wilt
virtis—=TSWYV) izolatinin dayanikli ve hassas ¢esitlere bulastirilmasi yoluyla dayanikliligi
kiran izolatin klasik testleme yoOntemiyle belirlenmesi, bitkilerde meydana gelen
simptomlarin gdzlemlenmesi, dayanikliligi kiran izolatin tiim genomuna ait dizi
analizleri, bu izolatin {izerindeki nokta mutasyonu ve TSWV AntRB izolatinin diger iilke
izolatlar1 ile karsilastirildig: filogenetik analizleri igermektedir.

Ulkemizde ve diinyada yapilan calismalar ile kiyaslanarak dayanikliligi kiran
izolatin (TSWV AntRB) 6zellikleri belirlenmeye ¢alisiimistir.

4.1. Bitkilerin Yetistirilmesi ve Mekanik inokulasyon

Yapilan tez calismast kapsaminda Sw-5 genini bulunduran (5 adet dayanikli
cesit) ve Sw-5 genini bulundurmayan (1 adet hassas g¢esit) bitki materyalleri
kullanilmistir. Bolgemizin domates iireticiliginin yogun olarak yapildigi bir iiretim sahas1
olmasindan dolayi, bu alan igerisinde iireticiler tarafindan en fazla tercih edilen cesitler
bitki materyali olarak secilmeye 6zen gdsterilmistir.

Sekil 4.1. a) ;b) Test edilen domates bitkilerinin dikim sonrasi goriintiileri
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4.2. Bitki Cesitleri Uzerinde Dayamklihk Durumunun Belirlenmesi

Yapilan tez ¢calismasi kullanilan bitki 6rnekleri {izerinde ilk olarak dayaniklilik
durumlar1 Dianese vd. (2010) tarafindan gelistirilen Sw-5 Co-dominant primerleri
kullanilarak belirlenmistir. Sekil 4.2°de gosterilen jel goriintiisiine gore hassas bitkide 500
bp’lik bant, dayaniklilik kaynagi olan Solanum peruvianum’da 574 bp’lik bant ve
heterezigot dayanikli bitkilerde ise ¢ift bant olarak gézlemlenmistir.

Sekil 4.2. Kullanilan Bitki Materyallerinin Dayaniklilik Durumlarinin Belirlenmesi.
M:Markér, 1 numara dayaniklilik kaynagi Solanum peruvianum, 2, 3, 4 ve 5 numara
heterizigot dayanikli 6rnek, 6 humara hassas kontrol.

Yapilan tez calismasinda Sw-5 Co dominant primerleri kullanilarak bitki
materyallerinin dayamiklilik karakterleri belirlenmistir. Buna gore iiretici firmalarin
beyan ettigi ¢esitler lizerinde (2, 3, 4, 5) denemede kullanilan materyallerin heterezigot
dayaniklilik gosterdigi TSWVAntO5 (1 numarali ¢esit) hassas karakter sergiledigi ve
Solanum peruvianum’un (6 numarali ¢esit) homozigot dayanikliliga sahip oldugu
belirlenmistir.

4.3. Bitkilerde Mekanik inokulasyon Sonrasi Simptomlar

Dayaniklilik durumlar1 molekiiler isaretleyiciler yardimiyla belirlenen bitki
materyallerinin lizerinde gerceklesecek olan mekanik inokulasyon g¢alismalarinda en
onemli basamagi, inokulasyon sirasinda kullanilacak olan materyalin se¢imi
olusturmaktadir. Mekanik inokulasyon sirasinda kullanilan izolatlar genellikle Sw-5
genine sahip domates ¢esitleri iizerinde TSWV (domateste dayanikliligi kiran izolatlar)
enfeksiyonu meydana getirebilen izolatlardir. TSw genine sahip biber bitkileri {izerinde
meydana gelen TSWV (biberde dayanikliligi kiran izolatlar) enfeksiyonuna sahip
izolatlar domates bitkileri lizerinde basarili bir enfeksiyon meydana getiremedigi daha
onceki ¢alismalarda belirtilmistir (Debreczeni vd. 2015). Sonuglar 6nceki ¢alismalar ile
paralellik gostererek TSWV dayanikliligi kiran biber izolatinin domates iizerinde basarili
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bir enfeksiyon meydana getiremezken, domates bitkileri {izerinde basarili bir enfeksiyon
meydana getirdigi yapilan tez calismasi kapsaminda belirlenmistir. Sekil 4.3’de dayanikl
bitkiler iizerinde meydana gelen ilk meyve simptomlar1 gosterilmistir.

Sekil 4.3. Dayanikli ¢esitler tizerinde meyve simptomu verip yaprak simptomu vermeyen
ornekler a); b); dayanikl ¢esitler {izerinde meydana gelen ilk meyve belitileri.

Sekil 4.4. Hastalikli ve saglikli bitkiler arasindaki gelisim farki @) ; b) hastalikli bitkilere
ait yapraklar; c) saglhkl bitki yapragi

TSWV enfeksiyonu meydana getiren bitkiler ile saghkli bitkiler
karsilastirildiginda biiyiimeve gelismesinin geriledigi saptanmustir. Bitkilerde enfeksiyon
ile birlikte ciddi bodurlagmalar, bitkinin gelisimi esnasinda govde simptomlar1 ve
devaminda bitkilerde dliimler meydana gelmistir. Bitkilerdeki enfeksiyonlar generatif
faza gecene kadar gizli kalmistir. Hava sicakliklarmm artmas: ile birlikte ilk 6nce
meyvelerde deformasyonlar kendini belli etmistir. Hemen hemen kullanilan biitiin ¢esitler
iizerinde govde simptomlarmin meydana geldigi kayit edilmistir ve Sekil 4.5°da
denemede kullanilan bitkilerde meydana gelen gdvde simptomlar1 paylasimistir.
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Dayaniklilig1 kiran izolatm ilk dnce meyve simptomu verdigi, meyve simptomlarmin da
biiyiik i¢ ice gee¢mis halkalar seklinde oldugu gozlenmistir. Bu verilerin yani sira
meyveler iizerinde sekil bozukluklar1 ve biliylime geriligi olusturdugu saptanmistir.
Sicaklik artis1 ile simptomlarin yogunlugunun birbirine paralel olarak arttig1
belirlenmistir. Domates yapraklar1 iizerinde TSWV enfeksiyonu genellikle kiiciik
kahverengi nekrozlar seklinde meydana gelirken bitkilerin gelisim esnasinda hava
sicakligina bagl olarak ilerleyen donemlerinde yapraklarda da i¢ ice geg¢mis halkalar
seklinde simptomlar meydana getirdigi gézlemlenmistir.

Sekil 4.5. Domates tlizerinde TSWV nin gévde simptomlar1

Birinci mekanik inokulasyonu takiben 15 giin igerisinde ilk belirtiler, hassas
cesit olan TSWVAnt05’da gozlemlenmistir. Dayanikli ¢esitler iizerinde ise ilk
simptomlar bazi ¢esitlerde 3. bazi cesitlerde ise 5. mekanik inokulasyondan sonra
gozlemlenmistir. Dayanikli ¢esitler iizerinde simptomlarin gelismesinde iist iiste yapilan
inokulasyonlarin etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica ilk mekanik inokulasyondan son
inokulasyona kadar olan sicaklik periyodunda meydana gelen artisin inokulasyonun
basarisini etkiledigi gozlemlenmistir. Sonug olarak mekanik inokulasyonda dayanikli
cesitler ilizerinde meydana gelen simptomlarin, sicaklik artig1 ve iist iiste yapilan
inokulasyonlar ile hastalik goriilme sikligmni arttirdigr goriilmiistiir. Cesitler lizerinde
meydana gelen simptomlar, deneme deseni iizerinden elde edilen fotograflar ile
Ozetlenmeye ¢aligilmistir.
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4.3.1. Solanum peruvianum ¢esidine ait gozlemler

Dayaniklilik kaynagi olarak belirtilen Solanum peruvianum iizerinde meydana
gelen simptomlarin yogun olarak yaprak nekrozlari seklinde olustugu gézlemlenmistir.

TWSV’e ait yaprak simptomlarinin yapragm iki kenarinda koyu kahverengi
kiigiik nekrozlar halinde meydana geldigi saptanmistir. S.peruvianum iizerinde meydana
gelen simptomlar incelendiginde yapragin orta kismindan uglarina dogru yogun nekroz
seklinde belirtiler olusturdugu ve virlise ait simptomlarinin agirlikli olarak yapraklar
tizerinde meydana geldigi gozlemlenmistir. Sekil 4.6’de meydana gelen belirtiler
paylasilmistir.

S.peruvianum iizerinde meydana gelen simptomlar incelendiginde yapragin orta
kismindan uglarma dogru yogun nekroz seklinde belirtiler olusturdugu gozlemlenmistir.

Sekil 4.6. Solanum peruvianum’da meydana gelen yaprak simptomlart a); b); c) ;d)
Solanum peruvianum’a ait yaprak ornekleri

4.3.2. TSWVAnRt01 ¢esidine ait gozlemler

Piyasada Sw-5 dayanimi oldugu bilinen ¢esitler igerisinde en fazla tercih edilen
cesitlerin baginda TSWV Ant01 gelmektektedir. Son zamanlara kadar bu gen araciligi ile
dayaniklilik saglanir iken dayanikliligi kiran izolatin varhigi ile bu gen islevini
kaybetmektedir. Yeni izolatin &zelllikle meyve {izerinde meydana getirdigi yogun
deformasyonlar nedeniyle domates tarimmin neredeyse yapilamamasmma neden
olmaktadir. Bolgemizde 6zellikle yayla kesimlerinde, ilkhbahar ve sonbaharda ortii alt1
tarim yapilan alanlarda sikga tercih edilen bir ¢esit olmasina ragmen artik yeni izolatin
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varlig1 ile domates tarimi yapilan alanlarda verimi etkileyen 6nemli bir parametre olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.

Meyve lizerinde eski izolata nazaran daha biiylik koyu kalkalar ile
smirlandirilmis i¢ ice gecmis halkalar seklinde meyvede renk ve sekil bozukluklari
meydana getirdigi yapilan gozlemler sonucunda ortaya konulmustur. TSWVAntO1 ve
diger dayanikli ¢esitler iizerinde saptanan en belirgin 6zellik ilk simptomlarini genellikle
meyve tutumuna kadar gizli kalmasidir. Sicakliga bagl olarakda simptomlarin artis
kazandig1 saptanmustur.

Sekil 4.7. a); b); c¢); d); e) ;) ;h), K); ,I); m); n) TSWVAntO1 domates bitkisinde
mekanik inokulasyondan sonra meydana gelen meyve ve yaprak simptomlari.
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Yeni izolatin 6zellikle meyve lizerinde meydana getirdigi simptomlar nedeniyle
irliniin pazar degeri diismektedir. Asagida gosterildigi gibi Sekil 4.7°de TSWVye ait
belirtilerin fotograflar1 verilmistir.

4.3.3. TSWVAnNt02 cesidine ait gozlemler

TSWVAnt02 iizerinde meydana gelen simptomlar Sekil.4.9’da 6zetlenmeye
calisilmistir. Hassas ¢esit ilizerinde ilk bulastirmadan sonra simptomlar kendini
gostermeye baglar iken dayanikli ¢esitlerde bu sayinin, {igiincii veya besinci inokulasyon
sonunda meydana geldigi tespit edilmistir. Dayanikli ¢esitlerin {izerinde TSWV
enfeksiyonunun meydana gelmesinde {ist iiste yapilan inokulasyonlarin hastaligin
bulagmasinda basariy1 artirdig1 gézlemlenmistir.

Sekil 4.8. a); b); ¢); d); e); f); g); h); k); 1); TSWVANt02 domates bitkisinde mekanik
inokulasyondan sonra meydana gelen meyve ve yaprak simptomlari.
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4.3.4. TSWVAnt03 cesidine ait gozlemler

TSWVAnt03’de meydana gelen simptomlarin diger cesitler izerinde meydana
gelen simptomlar gibi bitki ilizerinde meyvede deformasyonlar, meyve tutumunda
azalmalar, kiigiik meyve gelisimi seklinde simptomlar olusturdugu belirlenmistir.
Dayaniklilig1 kiran izolatin meyve iizerinde verim kaybi ile birlikte bitkilerde bodurlasma
yapraklarin seklinde bozulmalar meydana geldigi gézlemlenmistir. Sekil 4.9°de TSWV
ait belirtilerin fotograflar1 paylasilmistir.

Sekil 4.9. a); b); c); d); e); f) TSWVANt03 domates bitkisinde mekanik inokulasyondan
sonra meydana gelen meyve ve yaprak simptomlari.

Denemede kullanilan diger dayanikh ¢esitlere nazaran TSWVAnt03’de yaprak
belirtilerinde farkliliklar gézlemlenmistir. Dayaniklilig1 kiran izolatin belirtilerinde hava
sicakliginin simptomlarin goriilme siddetini etkiledigi belirlenmistir. Hava sicakligina
bagli olarak dayaniklilifi kiran izolatin yapraklarda farkli simptomlar olusturdugu
gbzlemlenmistir. Biber bitkilerinin yapraklarinda TSWV’e ait simptomlar i¢ ice ge¢mis
halkalar seklinde belirti gosterirken, domates yapraklar1 iizerinde kahverengi nekrozlar
seklinde oldugu bilinmektedir. Yeni izolatin ise hava sicakligma bagli olarak biber
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yapraklarinda oldugu gibi domates yapraklar1 iizerinde de i¢ ice ge¢mis halkalar seklinde
belirtiler olusturdugu gézlemlenmistir.

4.3.5. TSWVAnt04 ¢esidine ait gozlemler

TSWVAnNt04 cesidi iizerinde diger cesitlerden farkli olarak ilk simptomlar
govde ve meyveler lizerinde gozlemlenmis bunu takiben yapraklarda kiigiik nekrotik
lekeler seklinde baslayan halkalar biiyliyerek genis nekrotik lekelere dontismiistiir Sekil
4.10°de TSWV’e ait TSWV Ant04 {izerinde meydana getirdigi simptomlar gosterilmistir.

 —

Sekil 4.10. a); b); c); d); ) TSWVANt04 domates bitkisinde mekanik inokulasyondan
sonra meydana gelen meyve ve yaprak simptomlari.

Dayaniklilig1 kiran izolat iizerinde yapilan gozlemler neticesinde yapraklar
iizerinde hava sicakligina bagl olarak biber bitkisi lizerinde oldugu gibi i¢ ice gegmis
halkalar seklinde kendini gostermistir. TSWV Ant04’e ait diger simptomlar. Sekil4.11°de
TSWYV ait belirtilerin fotograflar paylasilmistir.
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Dayaniklilig1 kiran izolatin genel 6zelliklerine bakildigi zaman eski izolata gore
meyve lzerinde kalin nekrozla birlesmis halkali lekeler meydana getirdigi ve
simptomlarin olugmasi sirasinda hava sicakliginin {iriiniin verimi lizerinde onemli bir
parametre oldugu belirlenmistir. Yapraklar {izerinde de eski izolata gore farkliliklar
saptanmustir. Bu saptanan farklilar eski izolata gére daha yogun nekrozlar, yaprak ve
meyve lzerinde halkali lekeler meydana geldigi deneme esnasinda cesitler iizerinde
gozlemlenmistir.

Sekil 4.11. a); b) TSWVANt04 domates bitkisinde mekanik inokulasyondan sonra
meydana gelen meyve ve yaprak simptomlar1
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4.3.6. TSWVAnRt0S cesidine ait gozlemler

IIk simptomlar hassas cesit olarak secilen TSWVAnt05’da gdzlemlenmistir.
Yapraklarda yogun nekrozlar ile birlikte meyve iizerinde deformasyonlar meydana
gelmis; meyve gelisiminin azaldigi ve hava sicakligi ile simptomlarin gittikge arttigi
gbzlemlenmistir. Domates iizerinde TSWV simptomlar1 nekrozlar seklinde olurken
ilerleyen donemlerde domates yapraklari lizerinde i¢ ige geg¢mis halkali lekelerde
gozlemlenmistir. Sekil 4.12°de TSWV belirtilerine ait fotograflar paylasilmistir.

Sekil 4.12. a); b); c); f); g); h) d); e) TSWVANt05 domates bitkisinde mekanik
inokulasyondan sonra meydana gelen meyve ve yaprak simptomlari

4.4. Bitkiler Uzerinde TSWV Varhigimin Molekiiler Analizler ile Belirlenmesi

Yapilan tez ¢alismast kapsaminda Sw-5 geni bulunan ve bulunmayan domates
cesitleri tizerinde TSWV inokulasyonlar1t meydana getirilmistir. Tipik TSWV simptomu
sergileyen domates ¢esitleri iizerinden 6rnekler toplanarak domates yetistirilen alanlarda
yaygin olarak goriilen 12 adet viriis hastaligma kars1 RT-PCR ¢alismalar1 yapilmistir ve
Sekil 4.13’de gosterilmeye c¢alisiimistir. Sadece TSWV ile bulasik oldugu 6zellikli
primerler kullanilarak tespit edilen bitki materyalleri tiim genom c¢alismalar1 i¢in
kullanilmistir.
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Sekil 4.13. TSWV ve diger virlislere karsit molekiiler analizler. Tiirkiyede tespit edilen
ekonomik 0neme sahip, domateste goriilen virlis hastaliklarinin pozitif kontroller ile
yapilan optimizasyon g¢alismasi. @)TYLCV’e ait jel goriintiisii; b) PVX; ¢) PVY; d)
TSWV; e) AMV; f) PepMV ; g) ToCV ; h) ToRSV ;1) TMV; k) CMV; I) ToMV; m)
TEV’e ait jel goriintiisii.

Domateste yaygin olarak goriilen viriis hastaliklarina karsi yapilan RT-PCR
sonuglarma gore bitkilerin sadece TSWV ile bulasik oldugu Sekil 4.14’de gosterilmistir.

Sekil 4.14. TSWV’ye 6zgii LLTSWVR ve LITSWVF primerleri kullanilarak elde edilen
PCR fiiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. TSWV kilif proteinine 6zgii primerler
ile 276 bp deki jel goriintiisii. M: Markor. 1 numara Hassas kontrol TSWVAnNt05, 2
numara dayaniklilik kaynagi Solanum peruvianum, 3 numara TSWVAnt01, 4 numara
TSWVANt02, 5 numara TSWVANt02 ve 6 numara TSWVAnNt04
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LITSWVR ve LITSWVF primerleri kullanilarak yapilan molekiiler analizlerde
denemede kullanilan ¢esitlerin TSWYV ile bulasik oldugu belirlenmistir.

4.5. TSWV’ye Ait Medium Ve Small Primerleri ile Genom Amplifikasyonlarinin
Elde Edilmesi

TSWV genomu bilindigi lizere large, medium ve small segmentlerinden
olusmaktadir; L RNA (8,9 kb), M RNA (4,8 kb) ve S RNA (2,9 kb) olarak
isimlendirilmektedir. L RNA,; viriis ile bulasik hiicrelerde replikasyondan sorumlu RdRp
(RNA bagli RNA polimeraz) enzimini kodlamaktadir (Chapman vd. 2003; Whitfield vd.
2005). Large segmenti viriisiin yapisal Ozelliklerinden meydana gelmesinden dolay1
mutasyonun Medium ve Small segmenti iizerinde oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica
iilkemizde Large segmenti ¢alisilip burada mutasyon bulunamamasindan dolay1 (Fidan
2016) ve diinyada yapilan TSWV’nin dayaniklilig1 kiran izolatinin (Aramburu ve Marti
2003) tiim genom c¢aligmalarindaki bulgularin bu bilgileri dogrular nitelikte olmasindan
dolay1 yapilan tez calismast Medium ve Small segmentleri {lizerindeki analizler ile
yuritilmiistir. M RNA; negatif kutuplu RNA segmenti NSm (+) proteinini
kodlamaktadir. Bu protein viriis parcaciklarin hiicreden hiicreye tasmmmasinda rol
oynamaktdir (Bargen vd. 2001). Pozitif kutupta komplementer cRNA,
Orthotospoviruslerin thripsler ile tasmmasinda etkili olan G1(GC) ve G2(GN)
proteinlerini (Glikosilat Proteini) kodlamaktadir (Snippe vd. 2007). S RNA; negatif
kutbundaki viral RNA segmenti NSs (+) proteinini kodlamakta ve cRNA Niikleoprotein
(N) yani kilif proteininin sentezlenmesini saglamaktadir (Uhrig vd. 1999; Tsompana vd.
2005).

Yapilan tez ¢aligmasinda Sw-5 genine sahip bitkiler lizerinde enfeksiyonlar
meydana getiren TSWV dayanikliligi kiran izolatin Medium ve Small segmentlerinde
hangi protein iizerinde mutasyon meydana getirdigi bulunmaya c¢aligilmistir. Bu amag
dogrultusunda Medium ve Small segmentleri iizerinde i¢ ige gecmis sekilde tasarlanan
primer c¢ifleri kullanilmistir. Arastrmanin dogrulugu agisindan iki farkli primer
kombinasyonu sec¢ilmistir. Primerler secilirken forward ve reverse primerlerinin bas ve
son kisimlarinda meydana gelen giirtiltiilerden dizileri temizlemek icin i¢ ige gecmis
primerler tercih edilmistir. Dizi analizlerinin sonuglariin temiz gelmesini saglamak i¢in
genom lizerinde yaklasik 700 bp-1 kb uzunlugunda tasarlanmis primer c¢iftleri
kullanilmistir Sekil 4.15°de gosterilmeye ¢alisilmistir.
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Sekil 4.15. TSWV genomu iizerinde Small (S1 ve S8 arasi) ve Medium (M1 ve M12
arasi) primerlerinin kullanilarak ¢ogaltilan lokasyonlar.

Dizi analizleri i¢in kullanilan primer dizilimleri, olusturduklar1 bant
biiytikliikleri. Cizelge 4.1°de ve primerlere ait jel goriintiileri Sekil 4.16°da ve Sekil
4.17°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Primer Dizilimleri

No | Primer Adi | Uriin Boyutu | Baglanma Sicakhg
1 Sl 1258 56
2 S8-S2 541 bp 60
3 S3-S4 506 bp 60
4 S3-S6 847 bp 60
5 S5-S6 141 bp 60
6 S5-S7 933 bp 60
7 M1-M3 759 bp 60
8 M2-M5 1269 bp 60
9 M4-M7 1230 bp 60
10 M6-M9 1082 bp 60
11 M 1051 bp 53
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Sekil 4.16. TSWV genomu Small segmentine ait primerleri kullanilarak elde edilenPCR
iirlinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii.M: Markor, 1 numara S1 alanini ¢ogaltan
primerlere ait goriintii, 2 numara S8-S2 arasini ¢ogaltan primerlere ait goriintii, 3 numara
S3-S6 arasini ¢ogaltan primerler ait goriintli, 4 numara S5-S7 alanini ¢ogaltan primerlere
ait goriintli, 5 numara S3-S4 arasini gogaltan primerlere ait bant goriintiisii, 6 numara S5-
S6 arasini ¢ogaltan primere ait goriintiilerdir.

Sekil 4.17. TSWV genomu Medium segmentine ait primerler kullanilarak elde edilen
PCR firiinlerinin agaroz jel elektrofroz goriintiisii M:markdr, 1 numara M1-M3 alanmi
cogaltan primerlere ait goriintii, 2 numara M2-MS5 arasini ¢ogaltan primerlere ait goriintii,
3 numara M4-M7 alani ¢ogaltan primerlere ait goriintii, 4 numara M6-M9 alani ¢ogaltan
primerlere ait goriintii, 5 M ( M10-M11-M12) alanini tartyan primerlere ait goriinti.

Dizi analizlerinin olusturulmasi i¢in yapilan molekiiler ¢aligmalarda 50 mikrolitre
PCR fiiriinii elde edilmistir. Calisgilan PCR iirlinlerinin 10 mikrolitresi jel {izerinde
gorlintiilenmis kalan 40 mikrolitresi de dizi analizine gonderilmistir. Dizi analizi
sonucunda elde edilen i¢ ice gecmis primerler Chromas programi kullanilarak baslangi¢
ve son kisimlarindaki giiriiltiilerden armndirilmistir ve temiz diziler elde edilmistir. Bir

47



BULGULAR N. SARI

alani taramak i¢in birden fazla primer kullanildigindan dolay: kirli alanlar dizilerden
uzaklagtirilmig ve temiz diziler ile birlestirilerek biitlin bir dizi olusturulmaya
calisilmistir. Sekil 4.18°da gosterilen kirli pikler kesilerek Sekil 4.19°da. goriilen ayn1
bolgeyi tarayan temiz pikler ile birlestirilmistir.
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Sekil 4.18. TSWV genomunda Medium (NSm ve GN,GC alanlar1) ve Small (NSs ve N
alanlar1) segmentine ait kirli dizilerin Chromas programi kullanilarak kesilmesi ve temiz
diziler ile birlestirilmesi

Medium ve Small segmentlerine ait temiz diziler olusturulduktan sonra bu
veriler CodonCode programi kullanilarak diziler iist iiste cakistirilmis ve tek bir segment
olusturulmustur. Medium ve Small segmentlere ait biitiin bir genom elde edilmeye
calisiimistir. Sekil 4.21°de ve Sekil 4.22°de gosterildigi gibi birlestirme iglemleri
yapilmistir.

Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Molekiiler Viroloji
Laboratuarindan elde edilen TSWVAntRB izolat1 6zellikleri bakimmdan Antalyanin
dogu-bat1 ve kuzey-giiney olmak iizere genis bir alandan, dayanikli ¢esitler iizerinden
elde edilen TSWV izolatlarin1 icermektedir. Yapilan tez ¢caligmasi esnasinda mekanik
inokulasyon islemleri yapilirken bu izolatlarin hepsinin karistirilarak ortak bir izolat elde
edilmeye caligilmistir. Mekanik inokulasyon islemlerinin ardindan RT-PCR c¢alismalar1
ile sadece TSWV ile bulasik oldugu saptanan izolatin tiim genom c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Dizi analizleri sonucunda elde edilen temiz veriler ilk olarak
haplotipe analizine tabi tutulmustur. Haplotipe analizinde tabi tutulan izolatlar 1 hassas
kontrol ( TSWVAnt05), 5 adet dayanikl gesit ( Solanum peruvianum, TSWVAnt01,
TSWVANt02, TSWVANt03, TSWVANt04, TSWVAnNt06) haplotipe analizine tabi
tutulmwstur. Haplotipe analizleri yapilirken DnaSP6 programu kullanilmistir. Haplotipe
analizleri sonucunda yapilan tez ¢alismasinda kullanilan izolatlarin tek bir haplotipe sahip
oldugu belirlenmistir. Bu izolatin adida TSWV AntRB olarak isimlendirilmistir.
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Sekil 4.19. CodonCod programi kullanilarak TSWV genomu Small (NSs ve N alanlarr)
segmentine ait genom parcgasinin olusturulmasi

T FSBEL D N FE e 7

Sekil 4.20. CodonCod programi kullanilarak TSWV genomu Medium (NSm ve GN,
GC) segmentine ait genom parcasinin olusturulmasi

Medium ve Small segmentlerine ait tek bir dizilim elde edildikten sonra NCBI
(National Center for Biotechnology Information)’da Blast (Niikleotid bazinda yapilan
arama) yapilarak TSWVAntRB izolatinin en yakm hangi izolat ile iliski kurdugu
arastirilmustir.

Dizi analizleri sonucunda elde edilen niikleotid dizilimlerinin birlestirilerek
Medium ve Small segmentlerine ait tiim genom bilgileri elde edilmis ve sonra bu genom
parcalar1 lizerinde filogenetik iligkiler incelenmistir.

4.6. Small Segmentinde Yapilan islemler

Small segmentine ait niikleotid dizilimleri paylasilarak ORF (Open Reading
Frame — Ac¢ik Okuma Alanlar1) kirmiziya boyanarak gosterilmistir.

ORF 1- 89..1492

"Silencing Suppressor - NSs

ORF 2- 2034..2810

“Nucleocapside Protein" - "N"
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agagcaattg
taataagaac
gacaagagct
gattcatgaa
aagcaaaagt
gattctttct
tgatgactct
acatcaaggt
gaacagatct
cagatacatc
gatcgagatg
tgtccatgaa
aactgtaaat
taactctcag
aagggtccca
cgaaacgaat
gacagcttta
tccttttgaa
tccttecatat
agttctttgc
aactcctgga
aaggaaatat
ttacttggac
gatttctcca
cgaaaagaaa
tgtccggttt
gttttgtcat
taaaaataaa
atgaaataaa
caatcttggc
tatttttatt
atgttttttg
ctttaattaa
aagaaagctt
agttctgcga
tcactgtaat
gcagcatact
agcacagtgc
aggtctttgt
tcaactgaag
gcatcatcaa
atagtattga
tcaagccttc
attttaccaa
aggaatgtca
aaagtcttga
tgtgtcaaca
gaagttgtta
cgcagtcgtt
taaatttgac

tgtcataatt
acagtaccaa
tcagtctggg
cttggcactg
agctttggct
cagcatgtgt
gttctggcac
catttgaaag
gatattacag
gaagctgcaa
tgctataatc
tggctgtaca
tctcttgcag
gcttttgtca
aaggttctga
aaaacatttt
aacatttctg
ttatcaatga
cctcagagga
aacaacttac
aagttagatt
ttcctttcaa
agcatccaaa
caacctgttt
gaatctaaga
ttctaattat
ttcttttaag
atcaaaaatg
aacaacaaaa
caaatttggg
ttatttattt
ttgtttttgt
acacacttat
tatatatttg
gttttgcctg
gttccatagc
ctttccecttt
aaacttttcc
attttgcatc
caataagagg
gaggtaatcc
gattctcaga
tgaaggtcat
aagtaaaatc
gacatgaaat
agttgaatgc
aagcaacaat
tatgctttga
tcttagggtt
acaattgctc

ttgttcttaa tcaaacctca cttagaaaat cacaatactg
EElleEREl -t gtcttcaagt gtttatgagtcgatcattca

gatcaactgc
gttctccact
atactgcaaa
atatccctat
tatctgtttg
ttttgtctcc
accgattcca
acaaaggctc
aagctttggg
gtttcaagcc
tgaaatctct
aagcttccac
agcaggtctc
atttatctat
ttatttgcaa
tgttttctga
ttgttcatgc
aagaagatgt
taggtgaaag
aaacacttga
tccettectg
cagttgcaaa

gttatgttta
ttcttcctgt
aaacaaaaat
aaattaaaga
ttttgttttg
attttatttt
tattttgttt
ttaaatttaa
taggcttttc
ttttttaacc
aatacttcct
cttcacctga
taaggcttct
ctgatatata
taagctacct
ataggcttga
actcccagtt
gtcagtggct
actttgttta
aatgctcatc
taccagattc
gctttcctta
ccgtatgtaa
ttaatgtgat
t

atctggtaaa
ggttcaaacc
ggtggggaat
ttttgatgat
ctcaaataca
tgctcagctc
gcttcaagaa
tttgtcttgt
caatgtgaat
aaatttcaat
gctcatgtca
tgattctcat
tattcagaaa
tgcttgcatt
gcatcagctc
tttaaaggag
tctgcttgaa
gatcatctac
aaccttaaat
atgtcttcca
gaagatagac
atctttgtta
atatgcttca
ttttctttcet
ttaatagaaa
caaaaaatga
acaaaaaccc
tttttgtttt
atttttattt
atttattaag
cacactaagc
cataatttaa
ccgaacattt
ttagcattag
tcttcattca
ctggtgtcat
gccaagacaa
cccagcatta
atcaaagggt
tcctctacaa
ccaatcctgt
ataaccttca
ttcttgatct
tgatcttcct
gtgagcttaa
ttcaaggtgce
gatttgtaag

gctgttgtag
cagctgtatt
cttccctgtg
attgatttta
gtcaatacta
cactctattg
aaagacataa
gtcaaagagc
gttttatccc
caagttgaaa
gcagaaaaca
ttcaaactga
ttgttcaaag
ccaaaccata
ccaattcgta
ccttacaaca
actcacacat
actttgaaca
tacagtgaag
tctaacacac
tttgccaggg
aagcttgatt
ggatcaaaat
ttacttataa
ccataaaaca
aacaaaaata
aaaaaagatc
ttgttttttg
tttattttgt
cataacacac
aagcacaagc
cttacagctg
catagaactt
gattgctgga
tttcaaatgc
acttctttgg
cactgatcat
tggcaagcct
gggaagcaat
gcctaaccct
ctgaagtttt
ttatactctg
ggtcgaggtt
gaaactcaag
ccttagacat
aaaagtgcaa
actgagtgtt

aatcttgctg
ttatctcttt
agaaataaaa
aaaaataaaa
ccgaaaggga
tttttatttt
tttttatttt
tgaaagcaaa
aataaagata

gatgattgta
ctctgtattc
aaggtttgaa

4.7. Small Segmenti Uzerinde U¢ Boyutlu Protein Modellemesi
Mutasyon meydana gelen bolgelerin yapisal olarak virlis proteini lizerinde

meydana getirdigi degisiklikleri yorumlayabilmek i¢in ii¢ boyutlu goriintiisii elde
edilmeye c¢alisiimistir. TSWVAntRB izolatmin Small segmentinin kapsid proteinine ait
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iic boyutlu modellemeleri yapilmistir. Ug boyutlu modellemeler yapilirken Expasy Tool
ve Swissmodel web Ara yiizleri ile PyMol programlar1 kullanilmistir. Expasy Tool
kullanilarak 3’-5’yOniinde a¢ik okuma bolgesi lizerinde anlamli alana karsilik gelen
protein dizilimleri olusturmustur. Elde edilen protein dizilimleri Swissmodel arayiizii
kullanilarak protein modellemeleri insa edilmistir ve Sekil 4.21°de gdsterilmeye
calisilmistir. Swisssmodel arayiizii kullanilarak 3 boyutlu protein modellemesi insa
edilirken diinya g¢apinda yapilan analizler neticesinde 3 boyutlu goriintiisii alinan
proteinler baz alinmistir. Buna gére TSWVAntRB izolat1 ile en yiiksek benzerlik olan
(Seq Identity) % 97.29 ‘luk oran kabul edilmistir. Modellemeler protein dizilimlerine
gore yapilmis olup Sekil.22’de gosterildigi gibi mavi ile taranan bdlgeler birebir
benzerligi, turuncu ile taranan alanlar ise diisiik benzerlik olarak belirtilmistir. Bu
modelleme kullanilarak Sekil 4.22°de TSWV AntRB izolatinin Niikleokapsid proteinine
ait 3 boyutlu goriintiisiiniin 6n yiizii olarak paylasilmistir.

Model Results ¢ Orderey| GMOE

GMGE GMEAN
084 267

Global Quality Estimate Local Quality Estimate Comparison ~
oveEAN T 267
e W Woe
Al atom [T W 0.1
Soivation T [H 051 !

Torsion T W -275 [emm—

Template  Seqldentity Coverage Description
Sipl1B 97.29% I Nucleoprotein v
I

Modei-Template Alignment Lad

Sekil 4.21. TSWV genomu Small segmentine ait N protein alani (kilif proteini) ti¢ boyutlu
protein modellemesi web arayiizii

Dizi analizleri sonucunda niikleotid dizilimi elde edilen verilerin 3 boyutlu protein
yapisinin web ara ylizlerini kullanarak insa edilebilmesi i¢in daha 6ncesinde % 90 veya
bu orana yakin bir benzerlige sahip olan protein goriintiisiiniin sistem iizerinde var olmasi
gerekmektedir. Mevcut protein modeli lizerinde meydana gelen degisikler kismi bir
sekilde yorumlanmaya ¢aligilarak protein modellemesi elde edilmektedir. Eger bu yapilar
iizerinde bir mutasyon meydana gelseydi bu mutasyonun proteinin yapisinda ve
kivrilmasinda meydana getirebilecegi degisiklikler yorumlanabilecek ve mutasyonun
meydana geldigi alan hakkinda yorumlar yapilabilecekti ama Small segmentine ait
yapilan protein karsilastirmalar1 ve 3 boyutlu modellemeler ile bu bdlgede mutasyon
olmadig1 belirlenmistir. M bolgesi ile ilgili alt yapinin olmamasindan dolayr mutasyonun
oldugu NSm protein bolgesinin 3 boyutlu modellemesi yapilamamaigtir.
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Sekil 4.22. TSWV genomu Small segmentine ait N protein alam1 (kilif proteinin) ii¢
boyutlu protein modellemesi

4.8. Small Segmentine Ait Filogenetik Analizler

TSWV’nin Small segmenti yaklasik olarak 2.9 kb uzunlugunda bir yapiya
sahiptir. ambisens (Ayni anda 5’ 3’ ve 3’ 5° yoniinde okuma yapabilen ) karaktere sahip
S RNA 52.4 kDa’lik yapisal olmayan bir protein olan (NSs) ve bunun viral tamamlayicisi
29 kDa biiyiikliigiinde olan N (Niikleokapsid) proteinini kodlamaktadir.

TSWVAntRB’nin Small segmentine ait niikleotid dizilimlerinin saflagtirilmis
verileri elde edildikten sonra biinyesinde bulunan NSs ve N protein alanlarmin diinya
capinda elde edilen izolatlar iceresindeki yeri saptanmis TSWV izotlarinin NCBI’daki
kayitlar1 elde edilerek filogenetik analiz Sekil 4.22°de olusturulmus ve yorumlanmistir.

Yapilan filogenetik analizlerde MEGA 7 programi kullanilmistir. NCBI’dan
toplam 22 tane izolat temin edilmis ve bunlarin agirlikli olarak domates iizerinde saptanan
TSWYV izolat1 olmasma 6zen gosterilmistir, ayrica TSWV’nin ekonomik anlamda en
fazla zarar meydana getirdigi biber konukgusu ve yabanci ot konukgular1 da filogenetik
agaca dahil edilmistir. Cizelge 4.2’de TSWVAntRB izolatinin kiyaslanmasinda
kullanilan izolatlarin konukgu bilgileri, tilkeleri ve NCBI numaralar1 paylasilmistir.

52



BULGULAR

N. SARI

TSWV’e ait dayaniklilig1 kirmayan izolatlarin tiim genomu ait diziler NCBI’da
mevcut olmasindan dolayr kirmayan izolat calismaya alinmamis buradaki veriler
kullanilmistir. NCBI’dan bilgileri alinan 18 tane izolat1 kullanilarak olusturulan

filogenetik analiz Sekil 4.22’de verilmistir. Bu
yorumlanmaya ¢alisilmistir.

izolatlar

arasmdaki

iligkiler

Cizelge 4.2. TSWV genomu Small segmenti (NSs ve N protein alanlari) i¢in olusturalan
filogenetik analizde kullanilan izolatlar

Konukcu Ulke NCBI numarasi
Solanum lycopersicum Tiirkiye-TSWVANtRB | MH367502
Solanum lycopersicum Ispanya KP008131
Capsicum annuum USA-Pensilvanya KT160282
Chrysanthemum morifolium | USA-Kaliforniya AY 744470
Capsicum annuum Italya DQ376181
Capsicum annuum Ispanya KP008134
Solanum lycopersicum Ispanya AY744480
Capsicum annuum Ispanya DQ376185
Solanum lycopersicum Avusturalya KM365066
Capsicum annuum Giiney Kore HM581939
Virginia tobacco Bulgaristan AJA18777
Solanum lycopersicum Giiney Afrika KY250490
Capsicum annuum Macaristan KJ649612
Solanum lycopersicum Bulgaristan AJ418779
Stellaria media Giiney Kore KC261973
Solanum lycopersicum Fransa FR692838
Lactuca sativa Giiney Kore KC261967

po ' ISwvAES -
— ey Alterup
2 DO S GRUP |
NC261967.1
KY250450.1
[ ASIRTTT.1 Alt grup
16 b A 18772, g & R
5 e HRE5S 19091 B
_nc‘seam.| i.lul: grup
- NMOES5068.1
= o KT 1602821
?"_:Awumn = GRUP 11
Me— DO S T6 1811
[ ¥ 1348 Ale grup
~ AY783450.1 Oa
.'_x:mxmsm

Sekil 4.23. TSWVAntRB izolat1 ile diinya izolatlar1 arasindaki iligkiyi gosteren

Filogenetik

analiz.

Neighbor-Joining  yontemi

kullanilarak

olusturulmustur.

Degerlendirmeye alinan 18 izolatm iki grup olusturdugu belirlenmis olup Avrupa
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izolatlar1 ile ayn1 dal iizerinde Dayaniklilig1 kiran Ispanya izolati ile (KP008131.1) ayni
kokende oldugu Maximum Composite Likelihoodyontemi kullanilarak hesaplanmigtir
Filogenetik analiz Mega 7 programi kullanilarak olusturulmustur.

TSWVAntRB izolatinin diinya izolatlar1 igerisindeki yerini goérmek icin
olusturulan filogenetik analizde TSWV izolatlarinin iki ayr1 grup olusturdugu ve
TSWV AntRB izolatinin Smal segmentine ait filogenetik agacin grup 1 igerisinde Avrupa
izolarlar1 ile ortak bir alanda birlestigi, grup II’nin ise Asya izolatlarinin olusturdugu
gorilmiistiir.

Olusturulan filogenetik analizde NCBI’dan kayitlar1 elde edilen Cin, Giiney Kore,
Bulgaristan, Afrika, Ispanya, Fransa, USA ve Avusturalya ornekleri incelenmistir.
Agirlikli olarak domates bitkisi olmak iizere biber bitkisi, yabanci ot ve siis bitkisi
iizerinde belirlenen TSWV izolat1 S segmentine ait tiim genom bilgileri karsilasgtirmada
kiyas olarak kullanilmistir. Tiirkiye izolat1 baz aliarak karsilastirilma yapildigi zaman en
yakin iliskiyi Ispanya’da domates bitkisi iizerinde dayamklilig1 kiran izolat olarak rapor
edilen TSWV izolat1 ile iliski kurdugu belirlenmistir alt grup a Tirkiye izolat1 kendine
yer bulmustur.

Giliney Kore’ye ait olan izolatlar dikkate alindiginda olusturulan filogenetik
analizde iki farkli dalin yer aldig1 goriilmiistiir. 2013 yilinda Kore’nin farkl yerlerinden
elde edilen TSWV izolatlaria ait molekiiler ¢aligmalar1 takiben olusturulan filogenetik
analizlerde Kore’de bulunan izolatlarin iki farkli orijine dayandigi saptanmistir. Bu
bilgilere gére Kore izolatlarinin bir kolunun Ispanya, Italya ve Fransa izolatlar1 ile yakin
iligki kurdugu belirlenirken, bir diger kolunun Cin izolatlar1 ile yakin iliski kurdugu
saptanmustir. Bu bilgiler 1s181nda Kore’de yapilan bu ¢alismada TSWV izolatinin Asya
ve Avrupa olmak tizere iKi farkl orijinin oldugu disiiniilmiistiir (Lian vd.2013).

4.9. Medium Segmentine Ait Filogenetik Islemler

Medium segmentine ait dizilimlerin Chromas programi ile temizlenip,
CodonCode programi kullanilarak birlestirildikten sonra mediuma ait tiim genom bilgileri
elde edilmistir ve ORF alanlar1 maviye boyanarak gosterilmistir.

ORF 1 101..1009
"putative movement protein” - "Nsm"
ORF 2 1334..4741

"precursor of glycoproteins Gn and Gc¢" - "glycoprotein precursor"

agagcaatca
cattacacaa
ttttcggtaa
ttgctaaaca
ttgctttaac
catcttcctt

ctgctagaat
ttggcaacgg
gaaaacaata
ctacagggaa
tcctgaaggg

gtgcatcaga
gctcctctac
caagaggcct
taatggcaat
caaagccatg
tggaacctat
gatagtagat
aaagcaaaat
catgatgatt
acttgtggtt
tcaagggaca

aatataccta
cttaggctgt
tctaagtctg
gttgaagtct
gacgcatcca
gaatctgatt
acaaaccatc
gctaataagg
tccaggattg
gctttagttg
ataactgatc
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ttatacactt
tgaactcaaa
ccggaaagga
caaaaccatg
aaggaaagat
ctatcacaga
atatctcaaa
ttatcaggat
tgatatgggt
atcccaacat
ctatctgctt

tgctaagaat
atgttgactt
tgaaggtcct
gtcttcttct
actgttgaac
atcagagggt
ctggaaaaat
ctatccaact
atgccccact
gccatctgaa
tgttttttat

caatcaacta
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ctattccgaa
aagaatacaa
gcgattcacc

ttagagctag
gcgagaagca
aagaagaaga
cacttattta
aaaacaaaaa
taaggctgaa
attttttgtt
tctaaagatt
tgtgacaagc
gtatctttca
ctagatttat
aaataaatca
gagccaaagt
gcagaagaat
atattctctg
ttgccttctg
atattgtatt
tctatagaaa
ccttggccgce
ttaggaacaa
ctaaaagatt
atttgctcta
gatttttttc
gtaaaaatag
ttcaagtttg
cctatagtga
tcataaggaa
acatctgcta
taaatatttc
tcacatcccc
tttttcctgce
tggatgggag
taaatcacaa
cctcctcccea
aagattaatg
ctgtctcctg
tttctcaatc
taatccgaaa
aatctgcatt
caatcattag
tcttttacat
aaaaatggac
ggcatgggca
aaactcaagc
tgtttgttgt
tttgaagctt
aaattgccgce
aagacagggt
ttgttcacta
caagaaaaat
tctctgactc
tgttcaccat
accttgtgtt
ctagtgatgc
gataacctta
ggataattat

gatgaacaac
gaaaggggtt
cagagctgat
gtctcaagca
gattaaaaaa
ggaagggatt
agcttaaatt
caaaaaaaga
aagccaaact
tgttgttttt
tttatatata
atcctcagac
ttaacatagg
aagatttatg
caaggaaaat
aacttgcaat
cagaattata
gttcttctat
gatacagtgt
tattagatcc
ttgcagtaga
atagaagaca
ctttaaaaag
tttccaggaa
aaccagatct
ctattgctgc
gcactccatc
caatatttcc
taccattatt
cttcttcagt
ctatagttga
gacagaatcc
aataagaagt
aagtgtcgca
ctgttgtata
attttttggc
aaagagattg
attgcctggg
caatcattcc
tcttagcctce
acccattgta
ttataagatt
gaccttctat
tgcagtaaca
agcctggaac
tctgagacaa
tcagcttagt
agtcatgatc
tgcttttgtt
agttagaaca
atgtgatcaa
accatcggat
tgatgcaggc
ttttgtttgce
ccaacatttc
ccacattttc
tcacagtata
cagtttgtaa
cttgtgtcag

accccagaaa
tcttttggta
aaagacaaaa
ttcattgaag
cagcttaaag
tctgacagtg
tctgtctatt
aaaacaaaca
ttggtccgaa
tgtttatttc
taaaatcttg
aaggtgagag
ggctttgatc
ctttacatat
gaatgcaata
gaaattgaat
ttgctgttct
aataacatta
catttccttc
ttttttaaca
aaatgtcaaa
gccgttgcaa
atcagatgga
aaaactagag
aaacctgtat
acaatcccaa
atgggtcaat
agagtaaata
atgcaaatct
aatccttgag
tttgagcact
gcatgtagca
tggtgttata
gtttcctgta
tttttctgac
tgtttctgag
ttctatcata
caggatcttc
agaaattttg
atacagacca
caaaggtttg
atcaatagat
aacaatatta
ttgatctttt
ataaaagcat
aatgactaaa
gttcactatt
tgcctctttg
gcaaatgcag
tttaaatggg
gcccataaga
agggaaatag
tgtttgctta
ttttggtatt
ctcggtaaaa
accaggtttt
gggatttgca
tgatactgtt
gctttctgaa
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actgttgcca
gtgtcatgta
gttgtatggt
cctgcaagct
aattgagctc
ttgctcagtt
ttgcatttct
aaaaaatcaa
gactcttttt
atatttgctt
ctaatataga
aaatccatag
tcaagttcat
cctttacaaa
agcagtgcca
ggacttttaa
tcatgagcat
ttaaccaaaa
ttgtccgggt
gccagctgat
tctgagaaaa
tttaagcttg
agatcaacta
aaatctttga
gtgtcatatc
gacatgtcat
tgcggatgac
tggctgtcag
gcctgtatat
cattgacctc
gaataaattc
ccctcattaa
caaaaatctt
caagtggaat
acttcataat
gtcttgtcat
tatctatatt
tctgctatgce
tctgtacgat
actgatgtta
ttctgaaata
gggcgtgcaa
gtgccaaaga
tcagggcatt
ccactcaaac
cctatcaaaa
agatggaacc
gacaatatgg
actttagtac
aaatatttcc
tcataccaga
atcaacaaag
taaatacttt
ttagctgatt
gtgatacttg
tttatcaaat
aagtttgatt
ccattagtgg
atgaagaatt

gctgcatttg
ttcttggaca
tatacctcta
gataattcct
aagtcttgag
atcctttgat
aatccaaaaa
accaaaaaac
gttgtttttt
tttattagtc
agattgaatc
gtggccttcg
catcatcctc
tggatgtcag
ctctgatagt
tataatccca
actcatcatt
tttccacaga
tggctgaaca
aagtagatag
attctaaaat
ttgaagttat
caattttcag
aactaacagg
cacatgtttt
ctccttctag
caaacatttt
gtccatgagc
cagcttgaaa
ccaaaatacc
tatatgattt
ttgcaaaaca
ggaaacctgt
aaaaatccgt
gaatccccac
ttagcatgaa
tccecgtcectac
ttgtttcatt
tataggagtc
atcctaaaga
aatctaggta
tgcaattctg
tactttctat
tctcaaattt
attgggttgt
tttcggtcac
attccatgct
gacactctga
actcatgtgt
ataagcaatt
gaaagagagg
ctatcaatat
ttgaatattt
tgtcaccgca
ctgatccaga
aacccatgat
tagttatttt
ggtatgagtt
ttgttcctac

atgtgcaacc
aaagagtttt
aacagggcca
aaaggaaaca
agatcagttg
gaaatatagpl
actaaaacaa
aaaaacaaaa
gtttatttgt
aatgattgat
aaatttaatc

cacaggatca]
tattagttcal
caatgtattt
agaaatacaa

caatcttatc
gattatgcaal
caagagattg
aaaagctatal
cttctcaggg
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cttttgttgt
tttaaagaat
acaccattgt
tttaatgagg

gttgctggct
agagtccgag
gatgcagcag
cgaattattt
ctcagggcaa
Elcttagatg
aggtttttgt

caagtttggt
tatcacattt
tttcaacttg
aagcattcaa
cagtggaaat
attctagcat
tgggtacctc
ctactttagc
ttgtgaaaag
tctacccaga
ttgcactgat

aataggaata
ttctaaacct
ataataaaca
gcagttgttg
agggatggtt
cagattagtt
attctcagca
atctgtggct
actcactttt
ttacaatggt
tgctct

actgggactt
tctgctgaat
ttataagtag
ggaagatcca
gatttttctt
aaagtctcca
gaatcatcat
ctgaagatca
accactagtt
tgtgtgatta

tggagaatct
cagaaacaca
ataccccttt
aaacagagat
ctcgtatctg
agatagcttc
aaatctcagg
agaatgccaa
ctagtagttt
atttcaagat

ggaatatatg
tatctcacat

caaaacagaa
tagaattctc
gtctggatta

Diinya genelinde yapilan caligmalar domates iizerinde TSWV dayanikliligini
kiran izolatin M segmentine ait NSm proteini lizerinde oldugunu belirtmektedir. Yapilan
tez calismasi buldugumuz sonuglar diinya genelinde TSWV’ye ait bulunan sonuglar ile
paralellik gostermektedir. NSm segmenti {izerinde meydana gelen mutasyonlari
belirlemek i¢in Jalview programi kullanilmastir.

Yapilan analizler neticesinde NSm proteini iizerinde C118Y noktasinda mutasyon
meydana geldigi tespit edilmistir. Analizler yapilirken TSWV AntRB izolat1 ile en yiiksek
benzerligi gdsteren Ispanya-TSWYV dayanimni kiran izolat ile, TSWV dayanimi olmayan
izolat Olcilit kabul edilerek eslesme yapilmig ve Sekil 4.24’da mutasyon noktasi
gosterilmeye calisilmistir.

4.10. Medium Segmenti Uzerinde Protein Bazinda Yapilan Karsilastirmalar

TSWV’ye ait diinya genelinde yapilan ¢alismalar Sw-5 geni vasitasiyla meydana
gelen dayanikliligm kirilmasinda neden olan etmenin Medium segmenti lizerinde NSm
proteininde yani viriisiin hiicreden hiicreye gec¢isinde meydana gelen bir mutasyon ile
kirildigina isaret etmektedir. Bu c¢aligma esnasinda Small ve Medium segmentleri
iizerinde yapilan protein bazinda karsilastirmalarda Small segmenti lizerinde mutasyona
neden olabilecek bir farkliligin saptanmadigi tespit edilmistir. TSWVAntRB izolatinin
Medium segmentine ait niikleotid, aminoasit ve protein bazinda yapilan eslestirmelerde
bu izolatin NSm alani iizerinde C118Y noktasinda bir mutasyon meydana geldigi ve bu
mutasyon sebebiyle de dayaniklilik durumunun ortadan kalktig1 belirlenmistir.

Mutasyon alan1 belirlenirken NSm proteini lizerinde anlamli bolgeye denk gelen
5’3 yonii agik okuma bdlgesi 1 iizerinde protein dizilimlerine ait bilgiyi elde etmek i¢in
Expassy Araylizii Sekil 4.24°de gosterildigi gibi kullanilmistir.

MetLTLFGNKRPSKSAGKDEGPLVSLAKHNGNVEVSKPWSSSDEKLALTKAMetDA
SKGKILLNTEGTSSFGTEEYDSITESEGYDLSARMetIVDTNHHISNWKNDLFVGN

GKQNANKVIRIYPTWDSRKQY MetMet|SRIVIWVCPTIPNPTGKLVVALVDPN MetP §
EKQVILKGQGTITDPICFVFYLNWSIPKMetNNTPENCCQLHLMetCNQEYKKGVSF
GSVMetYSWTKEFCDSPRADKDKSCMetVIPLNRAIRARSQAFIEACKLIIPKGNSEK
QIKKQLKELSSSLERSVEEEEEGISDSVAQLSFDEI

Sekil 4.24. TSWVAntRB izolatmimm Medium segmenti NSm proteinine ait agik okuma
bolgeleri

56



BULGULAR N. SARI

Expasyy Tool aracilig1 ile elde edilen protein dizilimleri lizerinde meydana gelen
mutasyonun hangi noktada meydana geldigini saptamak i¢in JalView isimli program
kullanilmistir. Bu eslestirmeler yapilirken TSWVAntRB izolatinin en yiliksek benzerlik
gosterdigi dayaniklilig: kiran Ispanya izolat1 ile dayanikliligi kirmayan bir adet ispanya
izolat1 Sekil 4.26’da gosterildigi gibi alt alta g¢akistirilmis ve mutasyon bdlgesi
saptanmaya c¢alisilmistir. Sekil 4.26’da mutasyon alani sematize edilmeye ¢alisiimistir.

101 1009

.
o

“,g;fm 2 WO Mutasyonun meydana
B oo R Y vt avemases » geldigi C118Y noktas:

Sekil 4.25. TSWV AntRB izolatinin Medium Segmentinin NSm protein alan1 (ORF-Ac¢ik
Okuma Bolgeleri) igerisindeki mutasyon noktasi.

TSWVAntRB izolat1 {lizerinde mutasyon alam1 aranwken filogenetik analiz
iizerinde ortak grublandig1 ispanya’da dayanikliligi kiran izolar olarak kayit edilen
HM15520.1 izolat1 ile dayanikli olmadigi bilinen HMO015514 izolat1 protein alanlar1
karsilagtirilarak degisiklikler aranmaya calisilmistir. Genomunl18. noktasi {lizerinde
dayaniklilig1 kirmayan izolata ait C (Sistein) aminoasitinin yerine Y (Trozin) olarak
degismesi sonucunda (Sekil 4.24) bir nokta mutasyonun meydana geldigi belirlenmistir.
Bu C188Y noktasinin NSm hareket proteini {izerinde olmas1 Sw-5 genin sagladigit HR
yanitlarinin olugsmasini engelleyen bir mutasyon oldugu belirlenmistir.

4.11. Medium Segmentine Ait Filogenetik Analizler

Domates Lekeli Solgunluk Viriisii bitki iizerinde olusturdugu zarar ve ekonomik
olarak meydana getirdigi kayiplardan dolayi yetistirilme alanlarinin en biiyiik problemleri
arasinda yer almaktadir. TSWYV viriisii diinya ¢apinda ¢ok genis bir konukg¢u dizilimine
sahip olmasi ve yaygin olarak goriilmesinden dolay1r epidemiyolojisi ve evrimsel
karakterini yorumlayabilmek icin iizerinde filogenetik ve molekiiler analizlerin yogun
olarak yapildig1 bir hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

TSWVAntRB izolatlarmm Medium segmentine ait bilgilerin diinya igeresindeki
yerini gormek dayanikliligi kiran izolatlar arasinda karsilagtrma yapabilmek icin
filogenetik agacin yorumlanmasi gerekmektedir. Medium segmentine ait verilerin NCBI
Blast segmesi kullanilarak TSWVAntRB izolatiyla iliskilendirilen genom dizilerinin
FASTA formatinda kayit edilerek Mega 7. Programi Neighbor joining &zelligi
kullanilarak filogenetik analiz olusturulmustur.

Medium ve Small segmentlerinin NCBI kullanilarak Blast yapilmasi1 sonucunda

en yakm iliskiyi Ispanya-RB izolat1 adiyla NCBI’da kaydi bulunan izolat oldugu
belirlenmistir. Bu segment kullanilarak agirlikli domates bitkileri tizerinde kayd1 bulunan
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izolatlar olmak tizere farkli konukgularda dikkat edilerek genom dizilimleri se¢ilmistir.
Filogenetik analiz olusturulurken segilen izolatlar Cizelge 4.1°de paylagilmistir. Cizelge
3’de belirtilen 21 izolat kullanilarak Sekil 4.26’da gosterilen filogenetik analiz
olusturulmustur.
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o1 _:HM581935.1 \
100 e Av7aa4e3q- [ Altgrupla

I—FM1533?1.1
100 b HO537114.7

99
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_mu:nw44439.1 a
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100 HM015520.1 GRUP ”
_IUUI_ TSWWVANRB

Sekil 4.26. Mega 7 Programi kullanilarak olusturulan TSWVRntRB izolatina ait
filogenetik analiz. Filogenetik analiz Neighbor-Joining yontemi kullanilarak
olusturulmustur. Degerlendirmeye alinan 21 izolatin iki grup olusturdugu belirlenmis
olup Avrupa izolatlar1 ile aym1 dal {izerinde dayamkliligi kiran Ispanya izolatiyla
(HM15520) ayn1 kokende oldugu Maximum Composite Likelihood yontemi kullanilarak
hesaplanmistir. Filogenetik aga¢ Mega 7 programinda olusturulmustur.

100

Filogenetik analiz olustururken secilen izolatlar Giiney Kore, Ispanya, ABD, Cin,
Italya &rnekleri se¢ilmis ve agirhikli olarak domates bitkisi iizerinde saptanan TSWV
izolatlarindan  olusturulmustur. TSWVAntRB izolati temel alinarak yapilan
incelemelerde dayaniklilig1 kiran izolat olarak kayit edilen Ispanya izolat: ile aym dal
iizerinde yer aldigi gozlemlenmistir.

Filogenetik analiz i¢in secilen izolatlarm iki ayr1 grup olusturdugu ve
TSWV AntRB izolatmin grup II” de yer aldig1 belirlenmistir. Grup II’deki izolatlarin ortak
ozelliginin dayanikliligi kiran Avrupa izolatlar1 olarak kayitlarmin olusturulmasidir.
Grupl izolatlarinin 6zellikleri ise Asya kokenine sahip izolatlar oldugu goriilmiistiir.
Filogenetik agacin sonuglarma bakilarak en yakin iliskiyi kuran izolatin dayaniklilig
kiran Ispanya izolat1 olarak NCBI’da kayidi bulunan ve Sw-5 geni sahip gesitlerde
enfeksiyon meydana getirmeyen izolat ile TSWVANtRB izolati kullanilarak mutasyon
noktast aranmaya c¢alisilmistr.  TSWVAntRB izolat1 {izerinde meydana gelen
mutasyonlar1 anlamak ve yorumlamak icin kiyaslamalarda Ispanya izolatinin
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secilmesinin en onemli nedeni TSWV izolatina ait dayanikliligi kiran veya kirmayan
ozellikteki izolatlara ait herhangi bir tiim genom ¢aligmas1 yapilmamis olmasindan dolay1
ve ilk yapilan ¢caligmanin TSWV AntRB izolati olmasidan dolay1 tercih edilmistir.

Cizelge 4.3. TSWV genomu Medium segmenti(NSm ve GN,GC protein alanlar1) igin

kullanilan izolatlar

Konuk¢u Bolge Ncbi
Solanum lycopersicum | Tiirkiye-TSWVANtRB | MH367503
Solanum lycopersicum | Ispanya-Barselona HM01520
Solanum lycopersicum | Ispanya AY744493
Solanum lycopersicum | Ispanya FM163371
Capsicum Annuum Ispanya-Murcia HQ537114
Solanum lycopersicum | Giiney Kore HM581935
Leonurus sibiricus Giiney Kore KMO076652
Capsicum Annuum Italya HQ830185
Solanum lycopersicum | Ispanya-Barselona HMO01521
Nicotiana tabacum Usa-Karolina AY744488
Capsicum Annuum Usa-Karolina AY744489
Capsicum Annuum Kore AB190818
Capsicum Annuum Usa Penisilvanya KT16028
Ocimum baslicum Usa Washington KU179514
Capsicum Annuum Giiney Kore KY021438
Solanum lycopersicum | Cin JF960236
Nicotiana tabacum Cin KM657118
Solanum indicum Cin KY495608
Capsicum Annuum Cin KM657119
Nicotiana tabacum Brezilya S48091

Kiyaslamada kullanilan HM15520.1 izolat: ispanya’da domates izolatlar1
iizerinden elde edilen Sw-5 Resistance Breaking izolati, HM015514.1 Ispanya izolati ise
Sw-5 dayanimi olan domates bitkileri lizerinde enfeksiyon olusturamayan ve bu nedenle
de dayaniklilig1 kirmayan izolat olarak bilinen dizilimlerdir. Dayaniklilig1 kiran izolatlar
ortak bir bir dizilime sahip iken eski izolat da farkliliklar meydana geldigi belirlenmistir.

Medium ve Small segmentlerine ait filogenetik analizleri birlikte
degerlendirildiginde; Ulkemizde 6zellikle de bdlgemizin yayla kesimlerinde ilkbahar ve
sonbahar Ortii altinda serin iklimlerde yetistirilme periyodu igerisinde domates ve biber
tarimi yapilmaktadir. S6z konusu bu alanlardaTSWV niin meydana getirdigi salginlarin
ekonomik boyutlarinin ciddi rakamlara ulagsmasindan dolay1 viriisiin bu saldirganliginin
nedenlerinin anlagilmasi bu hastalik ile miicadelede en 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu
amag i¢in de ilk adim olarak domates bitkileri iizerinde Sw-5 dayaniklilik durumunun

59



BULGULAR N. SARI

belirlenmesi ile baglayan ve bu adimlar1 takip eden molekiiler analizler ve bu izolatin
diinya izolatlar1 arasindaki filogenetik iliskilerini yorumlanmas1 gerekmektedir.

Yapilan tez caligmasi kapsamimda Medium ve Small segmentleri iizerinde yapilan
molekiiler analizler ile birlikte dayaniklilig1 kiran izolatin diinya izolatlar1 ile iliskisini
anlamak ve yorumlayabilmek icin NCBI‘da kayith diinya izolatlar1 ile hem medium
hemde Small segmentlerine ait filogenetik analizler elde edilmistir. TSWV AntRB izolati
icin olusturulan filogenetik analizde NCBI’dan kayitlar1 elde edilen Cin, Giiney Kore,
Bulgaristan, Afrika, Ispanya, Fransa, ABD ve Avusturalya érnekleri basta olmak iizere
incelenmistir. Agirlikli olarak domates bitkisi {izerinde meydana gelen izolatlar ile bir
diger en 6nemli konukcusu olan biber izolat1 ve yetistirilme alanlar1 yakinlarinda bulunan
ve bu viriise konukculuk edebilen yabanci otlarda filogenetik analizlerde yerini
bulmustur.

Small ve Medium segmentine ait analizlerin ortak 6zelliklerine bakildigi zaman
her iki agacin da Ispanya’da belirlenen dayaniklihigi kiran izolat ile ayn1 dalda yer aldig1
goriilmektedir. Bu da Tiirkiye’de saptanan izolatin Avrupa izolatlar1 arasinda yer aldigi
yorumunu yaptirmaktadir. TSWVAntRB izolatmin ortak grublandigi izolatlarin
ozellikleri incelendigi zaman bu izolatlarin dayanikliligi kiran izolat olarak rapor edilen
izolatlar oldugu ve ortak noktalarn Medium segmenti iizerinde NSm protein alani
icerisinde C118Y bolgesinde nokta mutasyonu meydana getirdigi belirlenmistir.

Ispanya’da yapilan TSWV dayanimini kiran izolatlarm filogenetik ve molekiiler
analizlerini inceleyen bir aragtirmada Sw-5 genin TSWV’de dahil olmak {izere 5 adet
Orthotospoviriise kars1 dayaniklilik sagladigi ve ayrica bu gen araciligi ile saglanan
dayanikliligim Medium segmentine ait NSm proteini iizerinde C118 ve T120 noktalar1
iizerinde meydana gelen degisimler aracilig1 ile ortadan kalktigi rapor edilmistir. Ayni
calismada ek olarak da TSWV dayaniminin saglayan Sw-5 geni i¢in C118Y noktasindaki
tek bir mutasyonun meydana gelmesi ile bitkilerde dayaniklilik yanitlarinin meydana
gelmedigi vurgulanmistir (Lopez vd. 2011) bizim yaptigimiz calismada da M
segmentinde C118Y bdlgesinde mutasyon goziikiirken arastirmacilarin tespit ettigi diger
mutasyon T120 bolgesindeki mutasyon bizde tespit edilememistir. Bu da diger
calismalardan farkli olarak Tiirkiye’deki izolatlar da sadece C yerine Y olan proteinde
mutasyon oldugu tespit edilmistir.

TSWVAnNtRB izolat1 ile ¢ok yakin dallarinda grublananispanya ve Avusturya
izolatlaridir ve bu izolatlarin ortak 6zellikleri incelendigi zaman ise bu izolatlarm NSm
proteinleri lizerinde C118Y bolgesinde tek nokta mutasyonuna sahip olduklar:
belirlenmistir. Bu alan iizerinde meydana gelen nokta mutasyonlarmin Sw-5 geni
vasitasiyla dayaniklilik cevaplarinin tiretilemedigi ve TSWV enfeksiyonlarmin meydana
geldigi belirtilmistir.

Filogenetik analizler genel olarak incelendigi zaman TSWVAntRB izolatinin
Avrupa izolatlar1 arasinda tek bir nokta mutasyonundan meydana gelen dayanikliligi
kiran izolatlar icerisinde kendine yer buldugu goriilmiistiir.
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5. TARTISMA

Dayanikliligi kwran TSWV izolatin1 belirlemeye yonelik ilk adim olarak
calismamizda dayanikli ve hassas domatesler lizerinde TWSV izolatlarinin mekanik
inokulasyon calismasi yapilmistir. TSWV’nin domates bitkisi iizerinde mekanik
inokulasyonu i¢in izolatin hangi bitki {izerinden elde edildiginin ¢ok 6nemli oldugu
belirlenmistir.

Ispanya’da yapilan bir ¢alismada TSWV ’nin dayanimi kiran izolatin domates ve
biber bitkileri tizerinden mekanik inokulasyonu i¢in alinan 6rnegin hangi bitkiden temin
edildiginin mekanik inokulasyonun basarisini etkiledigi vurgulanmistir (Hispana. 2015).
Yapilan tez caligmasi kapsaminda da benzer sonuglara varilmistir Domates bitkisi
iizerinde yapilacak olan mekanik inokulasyonda se¢ilen izolat domates bitkisinden elde
edilmis TSWV izolatinin bulastrmada daha basarili oldugu gozlemlenmistir. Biber
bitkileri iizerinden elde edilen izolatin domates bitkileri {izerinde basarili bir enfeksiyon
meydana getirememistir. Bunun nedenin biber bitkisinde bulunan bol miktardaki fenolik
bilesiklere baglanabilir. Ayrica domates bitkisi iizerinde mekanik inokulasyon sirasinda
hazirlanan fosfat tamponun igerisine eklenen DIECA’nin 2-Mercaptoethanol’e gore
inokulasyonda daha basarili oldugu belirlenmistir.

Mekanik inokulasyonun bitkilerin erken doneminde yapilmasi enfeksiyonun
basarisini da artrmustir. Bitkilerin ilk bulastirmasi kotiledon donemindeyken ufak
yaralanmalar seklinde yapilmistir. Yapilan tez calismasi esnasinda yapilan gézlemlere
gore de erken donemlerde meydana gelen enfeksiyonlarm daha yikici oldugunu
gostermistir. Ayrica birden fazla art arda yapilan inokulasyonlarin dayanikli cesitler
iizerinde enfeksiyonun meydana gelmesinde basariy1 artiran bir parametre oldugunu
gostermektedir.

Mekanik inokulasyonu takip eden siire¢ igerisinde bitkinin gelisim periyodu
boyunca uygulama serasinin sicakliklar1 23-25 °C arasinda degismis oldugu kayit
edilmistir. Calisma siiresince dayanikliligi kiran izolatin devamliligini saglamak amaciyla
inokulasyonlara devam edilmistir. Sicaklik degisimlerine baglh olarak viriis
simptomlarinda da degisiklikler meydana geldigi yapilan gozlemler ile belirlenmistir.
Ciinkii yetistirilme donemi igerisindeki sicaklik degisimlerinin bitkilerin yetistirilme
déneminde biyolojik siire¢lerin 6nemini ortaya koymaktadir.

Bu parametreler bitkilerin yetistirilme donemlerinde virtislerden kaynakli
ekonomik zarar boyutlarini, simptomlarm belirginlestigi donem igerisinde saptanmalidir.
Bu siire icerisinde sicaklik artikga TSWV enfeksiyonuna ait simptomlarin artiginin
sicaklikla dogru orantili artig1 belirlenmistir.

Onceki caligmalarda da belirtigi gibi sicaklik arttikga TSWV enfeksiyonun arttig
rapor edilmistir (Chung vd. 2018). TSWV nin dayaniklilig1 kiran izolat1 arasinda yiiksek
sicakliklarin belirleyici bir faktor olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda
TSWV’nin dayanikliligi kiran izolatmin sicakligin yiiksek oldugu bolgelerde basta
domates ve biber bitkilerinin yetigsmesini olumsuz etkileyerek, bu alanlarda domates
tarimimin yapilmasmi imkansiz hale getirdigi belirtilmistir. Sicakligin yiiksek oldugu
alanlarda domates ve biber gibi konukgularm iiretim periyodu igerisinde tercih
edilmemesi, bu iirlinler yerine bagka konuk¢u olmayan firiinlerin tercih edilmesi TSWV
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ile miicadelede 6nemli bir adim atimasin1 saglayabilir. Tiirkiye’de domatesin ilk
dayanikliligr kiran izolatin Antalya ili ve c¢evresinde dayanikli bitkiler iizerinde
saptanmast (Fidan 2016) bu izolatin sicak bolgelerde salgin hale gelmesi ile
aciklanabilmektedir. Ulkemizin i¢ kisimlarinda domates bitkileri {izerinde dayaniklilig
kiran izolata ait bir rapor elde edilmemistir. Bu da domates ve biber tarimin iilkemizin i¢
kisimlarinda yetistiriciliginin daha elverisli olabilecegini diistindiirmektedir.

o

Sekil 5.1. Meyve tlizerinde TSWV’ye ait farkli simptomlara ait gzlemlerin resmi. h)
bitkinin ilk enfeksiyon doneminde sadece bir meyve iizerinde simptom meydana
getirirken diger meyvelerin oldukca saglikli oldugu goriilmekte, diger fotograflarda ise
a); b); ¢); d); e); f) meyvelerin gelisim siireci igerisinde halkali lekelenmeler ile birlikte
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meyve etinde ¢okiintii lekeleri ve kabariklagmalar kahverengi lekeler ve meyve renginde
acilmalar seklinde kendini gosterdigi belirtilmeye calisilmistir.

Mekanik inokulasyon sirasinda ilk simptomlarin meyveler {iizerinde koyu
¢okiintiilii halkalar seklinde oldugu gdzlemlenmistir. Ik enfeksiyonlar tek bir meyve
iizerinde meydana gelirken sicakligin yiikseldigi donem boyunca biitiin meyvelerde
kendini gostermis olup bulasikligm siddetinde de artislar meydana gelmistir. ilk
enfeksiyonlarda koyu halkali lekeler seklinde kendini belli ederken ilerleyen donemlerde
alacali renk olusumu, g¢okiintiiler, kiigiik meyve olusumu seklinde meydana geldigi
gozlemlenmistir. Sekil 5.1°de ve Sekil 5.2°de denemede kullanilan domatesler lizerinde
meydana gelen simptomlar paylagiimistir.

Sekil 5.2. Domates yapraklar1 tizerinde TSWV’nin neden oldugu farkli simptomlara ait
gozlemler a); C); €) yaprak tizerinde kiigiik nekroz lekeler seklindeki simptomlar, d); b)
yaprak iizerinde meydana gelen halkali lekelenmeler

Hastaligin incelenmesinin patojen, konuk¢u ve cevre faktorlerinin etkisi goz
Oniline almarak yapilmasi 6nemlidir. Virlisiin kalitimint incelemek ve mutasyonlari
belirlemek i¢in meydana geldigi bolgenin iklim Ozellikleri, tasiyict vektorleri ve
konukgular1 ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir. TSWV enfeksiyonun meydana gelmesinde
en biiyiik etkenlerden birisi de thrips vektorlerinin aktif ve yogun populasyonlarindan
meydana gelmektedir. Bu vektor ile miicadele TSWV nin kontrol altina alinmasinda en
onemli ayrintiy1 olusturmaktadir. Thrips vektdrlerine karsi kullanilabilecek kimyasallarin
da kisith olmast TSWV enfeksiyonunun meydana gelmesine neden olmaktadir. Ayrica
icerisinde yabanci otlarin da bulundugu ¢ok genis bir konukgu yelpazesi icerisinde yer
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almas1 bu hastaligin epidemiyolojisini etkilemektedir. Bu faktorler g6z Oniine alindigi
zaman TSWV’nin genomik bilgilerinin elde edilmesi gelecekte yapilacak olan
caligmalara Onciilik etmeyi de hedeflemektedir. TSWV, yiiksek diizeyde biyolojik
cesitlilik ve diger bitki virlislerine gore biiyllk bir evrim ve adaptasyon yetenegi
sergilemektedir (Qiu ve Moyer 1999; Tsompana vd. 2005). Birka¢ yi1l 6ncesine kadar
domates ve biber lizerinde dayanikli g¢esitler kullanilirken TSWV’nin yeni irki1 bu
konukgular iizerinde hastalanmalar meydana gelmesine neden olmustur. Daha Once
Ispanya’da yapilan bir ¢alismada dayamklilig1 kiran domates izolatinda NSm- hareket
proteini lizerinde benzeri olmayan 6zellikli niikleotidlerin degismesi ile meydana geldigi
rapor edilmistir (Lopez vd. 2011). Ortamda ergin thrips vektorlerinin bulunmasinin
TSWV’nin yayilimi ile pozitif bir korelasyona sahip oldugu belirtilmistir (Rotenberg vd.
2009). Bunun nedeninin ergin thripslerin daha fazla hareket yetenegine sahip olmasindan
dolayr meydana geldigi disiiniilmektedir. Ancak disi ve erkek bireylerin TSWV
dagiliminda farkl etkinlige sahip oldugu belirtilmistir (Nagata vd. 2002; Rotenberg vd.
2009; Stafford vd. 2011). Bu sonuglara ragmen Ispanya’da dayaniklilig1 kiran izolatlarin
ortaya ¢ikisi ve salgin hale gelmesinin yapilan analizler dogrultusunda thrips vektorlerine
bagli olmadig1 vurgulanmistir (Lopez vd. 2015).

Domates izolatlar1 arasinda yapilan onceki ¢aligmalarda medium segmentinde
nokta mutasyonlari meydana gelebilecegi belirtilmistir. Yapilan tez calismasi esnasinda
yapilan caligmalar sonucunda elde ettigimiz veriler dogrultusunda viriisiin medium
segmentinde NSm- hareket proteini {izerinde nokta mutasyonlari meydana getirmesinden
dolay1 dayanikliligi kiran izolatin ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Medium segmenti tizerinde
Gc-Gn- bolgesi thrips vektorleri ile tasinma proteini iizerinde 6nemli bir mutasyona
saptanmamasi bu izolatlarin thripsler tarafindan TSWV’nin iletim veriminde etkili
olmadigmi diisiindiirmektedir.

Sw-5 geninin, Orthotospoviriislerde HR yanitlar1 araciligi ile dayaniklilik
sagladig1 bilinmektedir. Bitkilerde bir enfeksiyon meydana geldigi zaman bu gen araciligi
ile hizli bir sekilde hiicre 6liimleri gergceklesmekte ve viriis bu 6lii hiicreler icerisinde
hapsolmaktadir. Son zamanlarda yapilan calismalarda Orthotospoviriislerin NSm
proteinleri iizerinde meydana gelen nokta mutasyonlarinin bu gen araciligi ile saglanan
HR yanitlarmin baglamasini tetiklemedigi ve dolayisiyla da bitkilerde viriis
enfeksiyonlarmin basladigi rapor edilmektedir (Leastro vd. 2015).

NSm proteini, bitkilerde Orthotospoviriislerin, plasmodemata yoluyla zarfsiz
niikleokapsitlerin hiicreden hiicreye hareketi ile yayilmasini kolaylastiran yapisal
olmayan bir proteindir (Kormelink vd. 1994; Storms vd. 1995). Bu nedenle NSm proteini
plosmodesmata yoluyla komsu saglikli hiicrelere yayilma imkan1 bulabilmektedir. Sw-5
geni aracilig1 ile komsu hiicrelere yayilma imkéani bulmadan 6lii hiicreler igerisinde viriis
hapsolmaktaydi. Son zamanlarda ortaya ¢ikan dayaniklili§i kiran izolatlarin varlig: ile
TSWV’nin hiicreden hiicreye tasmmasinda etkili olan protein {izerinde mutasyonlar
meydana getirerek komsu saglikli hiicrelere yayilma imkani bulabilmektedir.

TSWV’nin dayanikliligi kiran izolat1 ¢ok yeni bir izolat olmasindan dolay1
TSWV’nin tiim genomuna ait dizi analizi olduk¢a azdir. Bu ¢alisma, iilkemizde de ilk
defa gergeklestirilmis bir calisma olma niteligindedir. Diinya genelinde yapilan
caligmalara gore L segmentinde (RdRp) degisiklik olmadigi ve mutasyon alanlarmin
Medium ve Small segmentleri iizerinde meydana geldigi belirtildigi i¢in ¢aliymada
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Medium ve Small segmentleri {lizerinde yogunlasilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda
Medium ve Small segmentleri i¢in tasarlanmis primerler ile dizi analizi ¢aligmalari
yapilmis ve filogenetik analize dayali bilgiler elde edilmistir. TSWV nin diinya ¢apinda
yapilan ¢aligmalar1 dogrultusunda Asya ve Avrupa olmak tizere iki ana gruba ayrildigi
belirtilmistir. Elde edilen sonuclar TSWVAntRB izolatinin en yakmn iliskiyi ispanya
izolat1 ile kurmasi bu izolatin Avrupa izolatlari igerisinde yer aldigmi gostermistir.

Daha onceki caligmalarda dayanikliligi kiwran ve kirmayan izolatlarm M
segmentleri incelendiginde 218. ve 220.pozisyonda bir aminoasit ikamesi ile meydana
gelmesi sonucunda viriisiin hareket proteinini kodlayan NSm geninin C118Y veya T120N
mutasyonunun meydana geldigi belirtilmistir (Lopez vd. 2011).

Tek nokta mutasyonuna baglh dayanikliligi kiran TSWYV izolatina ait filogenetik
iliskiler incelendigi zaman bu izolatlarin cografik dagilimlarina bakildiginda birbirinden
oldukca bagimsiz bolgelere dagildigi goriilmiistiir. Bunun nedeninin dayanikli cesitler
iizerinde dayanikliligi kiran izolatlarin pozitif bir seleksiyon yaparak birbirinden
bagimsiz inokulasyonlarin meydana gelebilecegi seklinde yorumlar yapilmistir (de
Ronde vd. 2014). TSWV nin pozitif seleksiyonuna ait SW-5 dayanimmin kirilmasmdan
sorumlu olan NSm proteini lizerindeki 118. noktanin ve Tsw geni vasitasiyla biber
bitkileri iizerinde meydana gelen mutasyonun birbirleri ile iligskilendirilmemesine
ragmen, hem biberde hem de domates ilizerinde dayanikliligin kirilmasmin pozitif
seleksiyona dayandirildigi rapor edilmistir (Margaria vd. 2007; Tentchev vd.2011; Lopez
vd. 2011).

Bir diger goriis ise TSWV nin tasinmasinda etkin rol oynayan thrips vektorleri
varligi ile iliskilendirilmektedir. Dayanikliligin kirilmasinda rol oynayan izolatin thrips
vektorleri vasitasiyla uzak mesafelere tasinmasi miimkiin olabilmektedir. Fakat thrips
blinyesinde biriken TSWV izolatinin dayanikliligin kirilmasinda bir iligkilendirme
olmadigi belirtilmistir (Debreczeni vd. 2014). Farkli kitalardan elde edilen izolatlarin
filogenetik iliskisinin muhtemelen vektor thripslerin uzun mesafelerde gog yetenekleri ile
enfeksiyonun tasinmasinda etkili olabilecegi savunulmustur (Lopez vd. 2011).

Thrips vektorlerinin ortamdaki yogunlugunun TSWV izolatinin epidemiyolojik
karakterinin degerlendirilmesinde etkili oldugunu belirtmektedir. TSWV’’nin yeni
konukgular iizerinde adaptasyonu i¢in Medium segmentinde NSm proteini iizerinde
C118Y noktasinda meydana getirdigi mutasyonlar cok 6nemli oldugu bir baska calismada
rapor edilmigtir. Sistein ilizerinde meydana gelebilme ihtimali olan bu mutasyonun
TSWV’nin evrimsel siire¢ icerisinde yeni konukgular iizerinde meydana getirdigi
adaptasyonlarda kilit bir nokta oldugu diistiniilmektedir (Lopez vd. 2011).

Yapilan molekiiler ve filogenetik analizlerin sonucu olarak da tilkemizde domates
tarimi yapilan alanlar {izerinde salgmlar meydana getiren dayanikliligi kiran TSWV
izolatmin Avrupa izolatlar: icerisinde smiflandirilarak en yiiksek oranda iliskiyi Ispanya
izolat1 ile kurdugu belirlenmistir. Bu durumun Ispanya ile yaptigimiz yogun sebze ve
meyve ithalat—ihracati sirasinda karantina merkezlerinde yapilan denetlemelerden kagmis
olabilecegi ihtimalini olugturmustur.
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6. SONUCLAR

TSWV’ye Sw-5 geni ve Tsw geni araciligi ile saglanan dayanikliligin kirilmast ile
meydana gelen izolatin hizli bir sekilde bdlgemizde yayilim gostermesi ve yetistirme
alanlarinda ekonomik kayiplara neden olmasimdan dolay1, Sw-5 dayanimini kiran izolatin
iizerinde meydana gelen degisikliklerin saptanmasi ve yeni dayanikli cesitlerin
olusturulabilmesi amaciyla molekiiler yontemler kullanilarak yeni izolatin 6zellikleri
belirlenmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda yapilan tez calismasi kapsaminda TSWV dayanimini
kiran izolatin varligmi belirleyebilmek i¢in klasik test yontemlerinden mekanik
inokulasyon yontemi gergeklestirilmistir. Mekanik inokulasyon sonrasi gdzlemlere gore
domateste dayanikliligi kiran izolat ilk olarak hassas c¢esitlerde gozlemlenmistir.
Dayanikli ¢esitler iizerinde ise meydana gelen belirtiler ilk olarak meyvelerde
gozlemlenmistir. Eski izolata gore hastalik belirtilerinin daha biiyiik halkalar olusturdugu
ve daha siddetli belirtiler meydana getirdigi saptanmistir. TSWV’ye ait dayaniklilig1
kiran izolatin sicakliga bagl olarak simptomlarinda artis oldugu saptanmustir. Yaprak
belirtileri ise ilk zamanlarda kii¢lik nokta nekrozlar seklinde meydana gelirken ilerleyen
zamanlarda yaprak {lizerinde halkalar seklinde belirtiler gozlemlenmistir. Yaprak
enfeksiyonlar1 ise eski izolata gore daha yogun oldugu belirlenmistir. Yapraktaki ve
meyve iizerindeki belirtilerin hava sicakligina bagl olarak artig1 saptanmustir.

Mekanik inokulasyon sonrasinda belirti gosteren izolatlar RT-PCR teknikleri ile
tiim genom bilgileri elde edilmeye ¢alisiimistir. Tiim genom bilgileri elde edildikten sonra
NCBI sisteminde bu izolata ait bilgiler Small segmenti i¢in MH367505, Medium
Segmenti i¢in MH367503 isimleri ile kaydedilerek bilim diinyasinin kullanimina
sunulmustur. TSWV AntRB izolatinin NCBI iizerinde kayitl izolatlar ile karsilagtirmalar1
yapilmistir ve niikleotid bazinda yapilan eslestirmelerde Ispanya (HMO01520) izolat1 ile
en yiliksek benzerligi gosterdigi belirlenmistir. Bu izolatin bilgileri incelendiginde
dayaniklilig1 kiran izolat olarak rapor edildigi goriilmiistiir.

Dizi analizleri sonucunda elde edilen niikleotid dizilimleri ile en yakin benzerlik
oranina sahip dayaniklilig1 kiran Ispanya izolat1 ile dayanikliligi kirmayan TSWV
izolative TSWVAntRB izolatlarinin niikleotid, aminoasit ve protein bazinda
karsilastirmalar yapilmistir. Dayanikliligi kiran izolatlarin Medium segmenti iizerinde
NSm protein alanininda C118Y bdlgesinde bir nokta mutasyonu oldugu belirlenmistir.

TSWV’nin Medium bdlgesi lizerinde bulunan NSm protein alani viriisiin
hiicreden hiicreye hareketini saglayan bolgedir. Eski izolat lizerinde Sw-5 geni ile
saglanan dayanililik da HR reaksiyonlar1 araciligi ile bulasik dokular igerisinde hizli
Oliimler meydana gelerek bu dokular igerisinde virlis hapsolup yeni dokulara bulagma
imkan1 bulamamaktadir. Ama su anda TSWV’nin dayanimini kiran izolatin NSm yani
hiicreden hiicreye gegis bolgesinde meydana getirdigi nokta mutasyonu sayesinde Sw-5
geni etkisiz kalip virlisiin enfeksiyonu gergeklesebilmekte oldugu goriilmiistiir.

TSWVAntRB’nin iizerinde meydana gelen mutasyonlar belirlendikten sonra bu
izolatiin diinya izolatlar1 arasindaki yerini belirleyebilmek i¢cin TSWV’e ait izolatlar
secilmis ve filogenetik analizler olusturulmustur. Medium ve Small segmentileri i¢in
olusturulan filogenetik agacin ikisinde de Ispanya izolatlar1 ile ayn1 dal igerisinde yer
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aldig1 belirlenmistir. Medium bdlgesine ait filogenetik agacin 6zelliklerine bakildig1
zaman TSWVAntRB izolat1 ve Ispanya izolatmin dahil oldugu grubun NCBI iizerinde
dayanikliligr kiran izolatlar ismi ile kayit edilen izolatlar oldugu belirlenmistir.
Bolgemizden elde edilen TSWVAntRB izolarinin Ispanya izolat1 ile ortak grublanmasi
bu izolatin Avrupa izolatlar1 igerisinde yer aldigini gostermektedir. Elde edilen bu
sonuglar dogrultusunda TSWVAntRB izolatinin Avrupa kdkenli izolatlar igerisinde yer
aldigmi gostermistir.

Tek iplik¢i RNA viriisleri i¢in rekombinasyon olaylarinin, bir izolatin yeni ¢evre
kosullarina ve konukgulara adaptasyon saglamasi icin biiyiik bir evrimsel siirece dahil
olarak meydana geldigi diistiniilmektedir. TSWV gibi ¢ok segmentli yapiya sahip olan
ambisens karakterli RNA viriisleri i¢in rekombinasyon olaylar1 ile meydana gelen genetik
degisiklikler cok 6nemli olabilmektedir. Daha once yapilan ¢alismalarda TSWV gibi ¢ok
segmentli yapiya sahip olan viriisler izerinde nokta mutasyonlari seklinde meydana gelen
degisiklikler veya iki niikleotid arasinda meydana gelen degisimler sayesinde yeni
izolatlarm ortaya ¢iktig1 vurgulanirken TSWV AntRB izolati1 {izerinde yapilan tiim genom
calismasida sadece niikleotid bazinda meydana gelen nokta mutasyonlar1 nedeniyle
protein bazinda degisiklikler meydana geldigi tespit edilmistir.

Yabani gen kaynaklardan islah caligmalar1 ile elde edilen TSWV’ye karsi
dayaniklilik uzunca bir donem etkin bir sekilde enfeksiyonlarm meydana gelmesini
Onlerken son zamanlarda ortaya ¢ikan dayanikliligi kiran izolatin varligi ile diinyada ve
iilkemizde yogun tarimi yapilan domates, biber gibi bitkilerin tizerinde ciddi ekonomik
kayiplara neden olmustur. Bu nedenle dayanikliligin iistesinden gelerek hastaliklarin
ortaya c¢ikmasindaki evrimsel silireglerin incelenmesi daha etkili ve daha kalici
dayaniklilik gelistirmek i¢cin olduk¢a dnemli bir adimi olusturmaktadir. Hastaligi kontrol
stratejilerini olusturabilmek i¢in 6ncelikli olarak hastaligin epidemiyolojik ve biyolojik
olarak yapisini anlamanin dnemi gok biiyiiktiir. Ulkemizde de tiim genom verilerinin elde
edilmesine ait ¢aligmalarin eksik olmasi TSWV’nin tim genom bilgilerinin elde
edilmesine yonelik yiiriitiilen bu ¢calismanim 6nemini artirmaktadir.

Bu caligsma, diinyada ve iilkemizde en 6nemli iiretim ve tiikketim {iriinlerinden olan
domates bitkisi lizerinde meydana gelen TSWV’nin son yillarda meydana getirdigi
ekonomik kayiplardan dolay1r yapilma geregi duyulmustur. Sw-5 geni araciligi ile
saglanan TSWV’ye kars1 uzunca bir donem dayaniklilik saglanarak saglikli bir tiretim
gerceklestirilebilirken son zamanlardaki sikayetler dogrultusunda viriisiin genel yapis1 ve
dayanikliligi kwan izolatin Ozelliklerini 6grenme gerekliligi ortaya ¢ikmustir.
Dayaniklilig1 kiran izolat hakkinda elde edilen tiim genom bilgisi ilerleyen ¢aligmalarda
bu viriis i¢in elde edilecek dayanikli gesitlerin daha uzun 6miirlii olmasini saglayacaktur.

Viriis populasyonlarmin yapis1 ve genetik degisimleri ve bunlarin evrimi, bes ana
evrimsel kuvvetin etkilesimi ile belirlenmektedir: Mutasyon, genetik degisim (genomik
segmentlerin rekombinasyonu ve yeniden diizenlenmesi), dogal seleksiyon, genetik
stirliklenme ve go¢ (Moya vd. 2004). Farkli izolatlar arasindaki mutasyon ve genetik
degisim, dogal seleksiyon, genetik siiriiklenme ve genetik akis limiti genetik ¢esitliligin
olusturucularidir ve virlis populasyonlarin genetik ¢esitliligini  olusturmaktadir.
Viriislerin evriminde rol oynayan faktorlerin bilinmesi, molekiiler biyoloji ve
epidemiyolojide (yeni viriislerin ortaya ¢ikmasi dahil) yer alan siiregleri anlamak ve daha
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etkili ve dayanikli kontrol stratejileri gelistirmek i¢cin ¢ok onemlidir (Garcia vd. 2001;
Moya vd. 2004).

TSWYV izolatinin genomuna ait niikleotid dizi analizlerinin belirlenmesi ve diinya
izolatlar1 ile filogenetik olarak karsilagtirilmasi sonucunda TSWV izolatinin evrimsel
slire¢ igerisinde mutasyonlar aracilig1 ile dayanikl bitkilerde enfeksiyonlar meydana
getirerek kendilerine yasam alani sunmaktadir. Viriisiin biyolojik yapisinin ve evrimsel
mekanizmasinin nasil isledigine ait c¢alismalar o viriis hakkinda daha uzun Omiirli
dayanikli ¢esitlerin saglanmasi i¢in olusturulacak olan bir adimdir.
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8. EKLER
EK.1 — Total Niikleik Asit Protokolii

1- 100-400 mg 6rnek, 1.2 ml ekstraksiyon buffer (100 mM Tris, pH 8.0, 50 mM
EDTA, 500 mM NaCl, 10 mM 2-mercaptoethanol)’da ezilmistir.

2- Ezilmis 6rnekten 600 ul alinip 1.5 ml’lik tiiplere konulmustur. Uzerine %10’ luk
SDS’den 70 pl eklenip 65 °C’de 10 dk bekletilmistir. Bekleme esnasinda tiipler bir veya
iki kez karistirilmastir.

3-200 pul 5 M potasyum asetat, tiiplere eklendikten sonra buzda 10 ila 30 dakika
arasinda bekletilmistir.

4- Buzdan alinan ornekler 10 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmis, sivi kisimdan
600 ml alinarak yeni 1.5 ml’lik tiiplere konulmustur.

5- 300 ul soguk izopropanol eklenerek 25-30 dk buz iginde bekletilmistir.

6- 10 dk 10.000 rpm’de santriflij edilmis, siipernatant (siv1) dikkatlice ortamdan
uzaklastirilmastir.

7- -20 °C de saklanan soguk %70’lik etanol den 750 ul pellete eklenip kibarca
karistirilmistir. 10 dk 10.000 rpm’de santrifiij yapilmastir.

8- Cokelti lizerinde kalan sivi, tiiplerden dikkatlice uzaklastirilmig, 15 sn’lik kisa
bir santrifiij daha yapildiktan sonra alkol, pipetle ¢ekilmistir.

9- Pellet 10 dk kurutulmus, tizerine 400 pl steril distile su eklenerek
karistirilmistir.

10- 37 °C’de 15 dk. inkiibe edilmis ve inkiibasyon sirasinda bir iki kez hafifce
karistirilmistir.

11- Elde edilen total niikleik asitten 5-10 pl alinip elektroforez sonug kontroliinden
sonra -20 °C ya da -80 °C’de saklanmustir.

Not: Ekstraksiyon ¢6zeltisi kullanmadan kisa bir siire 6nce ve steril ortamda
hazirlanmistir (Tris, NaCl ve EDTA.)
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EK 2 FOSFAT TAMPON COZELTISI;

Degisik PH degerlerinde Kimyasallarin aldig1 PH Faktorleri

PH degeri KH2PO4 NazHPO4
6.2 0.800 0.200
6.4 0.715 0.285
6.6 0.614 0.386
6.8 0.500 0.500
7.0 0.386 0.614
7.2 0.285 0.715
7.4 0.200 0.800
7.6 0.137 0.863
7.8 0.090 0.910
8.0 0.059 0.941
8.2 0.038 0.962

Molekiiler agirlik (MA) xHacim (It) xMolarite xPH Faktoru

Ornek 0,02 M PH 7.0 1 litre Fosfat Tampon Cdzelti Hazirlama

KH2POg = 136 08
NaHPO4= 14196 X

X

1lt
11t X 0,02

%0,02 %0,386= 1.1gr
X 0,614= 1,7 gr almip

950 mlt saf suda ¢oziiniir pH kontrol edilir% 0.1 Mercaptoethanol ilave edilir. 1 It ye

tamamlanir
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EK 3 Total Niikleik Analizlerinde Kullanilan Cozelti ve Solusyonlar

1. Ekstraksiyon tamponu

Asagida belirtilen miktardaki kimyasallar 150 ml steril saf su igerisinde manyetik
karistiricida ¢oziinmiis ve pH’s1 ayarlanarak 200 ml tamamlanmistir. Daha sonra 1/1000
v/v oraninda 2.B.Mercaptoethanol ilave edilmistir.

(100 mM Tris-HCI (pH: 8.0), 50 mM EDTA (pH:7,0), 500 mM NacCl, 10 mM
2.B.Mercaptoethanol).
Tris- HCI 2.4229r
EDTA 3,722 gr
NacCl 5,844 gr

2. %20 SDS (Sodium Dodecyl Sulphate)

20 gr SDS tartilmis ve 80 ml steril saf su igerisinde 1siticili manyetik karistiricida
¢Ozdurilmiistiir. Daha sonra saf su ilave edilerek 100 ml tamamlanmis ve oda
sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.5 M Potasyum Asetat (CH3COOK)

60 ml steril saf su igerisinde 49,07 gr potasyum asetat ¢ozdiiriilmiis ve daha sonra 100
ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

4. 3M Sodyum Asetat (CH3COONa)

60 ml steril saf su igerisinde 40,82 gr sodyum asetat ¢ozdii,riilmiis ve daha sonra 100
ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

5. %70 lik ETOH

% 99 Ethanolden 707 ml alinarak 293 ml saf su ilave edilmis ve hazirlanan bu %70 ETOH

+4 C’de kullanilmak iizere muhafaza edilmistir
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