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OZET

DOMATES VE BIiBER BITKIiLERINDE GORULEN TOMATO BROWN
RUGOSE FRUIT VIRUS (ToBRFV), TOMATO SPOTTED WILT VIRUS (TSWV)
VE PEPINO MOSAIC VIRUS (PepMV) HASTALIK ETMENLERINE KARSI
MULTIPLEKS PRIMER VE PROB GELISTIRILMESI

Havva Nur CAYAK
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Hakan FIDAN
Mayis 2023; 47 sayfa

Domates (Solanum lycopersicum) ve biber (Capsicum annuum), diinyada oldugu gibi
iilkemizde de insan gidasi olarak ¢ok farkli kullanimlari olan ve iilke ekonomisine katki
saglayan vazgecilmez sebze tiirleridir. Viriis hastaliklar1 domates liretimindeki en 6nemli
sorunlardan  biridir.  Virlislere karst  kullanilan  kimyasal savag yOnteminin
uygulanamamasi ve diger kontrol yontemlerinin iiretici firma tarafindan bilinmemesi
viriis kaynakli kayiplarin artmasina neden olmaktadir. Bu c¢alismada, {i¢ 6nemli bitki
viriistinlin es zamanli tespiti i¢in {i¢ farkli primer-prob ¢iftine sahip Tagman® prob tabanli
Real-time multiplex PCR yontemi gelistirilmigtir. Domates ve biberde ¢ok fazla verim
kaybina neden olan bu viriisler, Tomato Brown Rugose Fruit Virus (ToBRFV), Tomato
Spotted Wilt Virus (TSWV) ve Pepino Mosaic Virus (PepMV)’ dir. Yukarida bahsedilen
ti¢ virlisiin kilif protein dizileri, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi'nden (NCBI) elde
edildi ve BLAST gerceklestirildi. Daha sonra ortak bolgeler belirlenerek Primer3
programi kullanilarak primer ve prob tasarimlart yapilmistir. Yogun optimizasyon
stirecleri gerektiren bir yontem olan Multiplex qRT-PCR c¢aligmamizin temel amaci
hassas, hizl1 ve ekonomik bir yontem saglamak oldugu i¢in PCR yOnteminin istenilen
noktaya ulasmasmi saglayacak optimum kosullar belirlenerek diliisyon serileri
hazirlanmistir. Bu hedefler TOBRFV i¢in FAM kanali, Tswv i¢in HEX kanal1 ve Pepmv
icin Cy5 kanal1 se¢ildi. Multipleks qRT-PCR deneyi, sirastyla 19.09, 21.89 ve 21.63 Ct
degerleriyle basarili olmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Multiplex qRT-PCR, virus, ToOBRFV, TSWV, PepMV,
domates, biber

JURI: Dog. Dr. Hakan FIDAN
Dog. Dr. Ozer CALIS
Dog. Dr. Gokmen KOC



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF MULTIPLEX PRIMER AND PROBE AGAINST
TOMATO BROWN RUGOSE FRUIT VIRUS (ToBRFV), TOMATO SPOTTED
WILT VIRUS (TSWV) AND PEPINO MOSAIC VIRUS (PepMV) DISEASE
FACTORS IN TOMATO AND PEPPER PLANTS

Havva Nur CAYAK
MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Hakan FIDAN
May 2023; 47 pages

Tomato (Solanum lycopersicum) and pepper (Capsicum annuum) are indispensable
vegetable species that have many different uses as human food in our country as well as
in the world and contribute to the national economy. Virus diseases are one of the most
important problems in tomato production. The inability to apply the chemical warfare
method used against viruses and the fact that other control methods are not known by the
manufacturer cause virus-related losses to increase. In this study, a Tagman® probe-based
Real-time multiplex PCR method with three different primer-probe pairs was developed
for the simultaneous detection of three important plant viruses. These viruses that cause
a lot of yield loss in tomatoes and peppers are Tomato brown rugose fruit virus
(ToBRFV), Tomato spotted wilt virus (TSWV) and Pepino mosaic virus (PepMV). The
coat protein sequences of the three viruses mentioned above were obtained from the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) and BLAST was performed.
Then, the common regions were determined and primer and probe designs were made
using the Primer3 program. Since the main purpose of our Multiplex qRT-PCR study,
which is a method that requires intensive optimization processes, is to provide a sensitive,
fast and economical method, dilution series were prepared by determining the optimum
conditions that will enable the PCR method to reach these goals. The FAM-channel was
selected for ToBRFV, the HEX-channel for Tswv, and the Cy5-channel for Pepmv. The
multiplex gRT-PCR experiment was successful with Ct values of 19.09, 21.89 and 21.63,
respectively.

KEYWORDS: Multiplex gRT-PCR, virus, ToOBRFV, TSWV, PepMV, tomato, pepper
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ONSOZ

Yapilan tez ¢alismasinda iilkemizde en fazla {liretimi yapilan domates ve biber
bitkilerinde ¢ok biiyiik verim kayiplarina neden olan bazi virlis hastalik etmenlerinin
tespiti yapilmistir. Bu virtisler Tomato brown rugose fruit virus (ToOBRFV), Tomato
spotted wilt virus (TSWV) ve Pepino mosaic virus (PepMV) olup, her bir viriis igin farkli
primerler ve problar dizayn edilerek bu viriislerin Real Time RT-PCR ile RT-PCR
caligilarak tani ve tespitleri yapilmistir.

Yapilan tez calismalari Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Anabilim Dali  Viroloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir.  Bu  ¢alismanin
planlanmasinda, yiiriitiilmesinde ve gergeklestirilmesinde degerli bilgilerini ve
tecriibelerini benimle paylasan ve daima bana destek olup yardimlarini hi¢ esirgemeyen
degerli danisman hocam Dog. Dr. Hakan FIDAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez jiirime katilarak goriis ve tecriibeleri ile tezime destek olan Dog. Dr. Gokmen
KOC ve Dog. Dr. Ozer CALIS hocalarima saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calismada projemi destekleyen Akdeniz Universitesi Arastirma Fonu’na,
calisma imkanlar1 sunan Akdeniz Universitesi Bitki Koruma Baskanligina, laboratuvar
ve serada tiim ¢alismalarimda destek ve yardimlarini esirgemeyen Sefanur CELIK e, tez
caligmalarim boyunca daima yanimda olan, desteklerini esirgemeyen Pelin SARIKAYA
ve Kiibra YILDIZ’a , maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen sevgili esim Ozan
CAYAK’a, bana yiiksek lisans yapma firsat1 veren ve desteklerini esirgemeyen AR-GE
Miidiirii Sinan ZENGIN ve Tohum Uretim Miidiirii Mehmet CETIN basta olmak iizere
Antalya TARIM yonetimine ve egitim hayatim boyunca her zaman desteklerini
hissettigim basta annem Arife SAHIN ve kiz kardeslerim Esra NEVRUZ, Zuhal DEVECI
ve Elif ATAN’a tiim yaptiklar1 fedakarliklardan dolay1 sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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Simgeler
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Kisaltmalar
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1. GIRIS

Insan gidas1 olarak en ¢ok tiiketilen sebzeler arasinda bulunan domates, biber, patlican
vb. gibi bitkilerin bulundugu Solanaceae (Patlicangiller) familyas: igerisinde 3500 tiir
bulunmaktadir. Bu familyaya ait olan domates ve biber bitkileri, tilketimi en fazla
sebzeler oldugundan iilkemizde en fazla iiretimi yapilan ve ihracatta da ilk siralarda yer
alan bitkilerdir. Domates (Solanum lycopersicum) ve biber (Capsicum annuum), diinyada
oldugu gibi iilkemizde de insan gidasi olarak ¢ok farkli kullanim alani olan, iilke
ekonomisine katki saglayan, vazgecilmez sebze tiirlerindendir. Domatesin anavatani,
Peru, Ekvator, Galapagus Adalar1 ve Sili’nin daglik bolgeleri olup, ilk kez kiiltiire
aliarak tariminin yapildigir yer Meksika olmustur. Daha sonra bu bélgeden diinyaya
yayilmis ve 1900’14 yillarin basinda ise Anadolu’da ilk olarak Adana bdlgesinde
yetistirilmeye baslanmistir. Ancak iilkemizde ise diger bolgelerde 1950’lerden sonra
kiiltiirii yapilip, halkimiz tarafindan yogun olarak iiretime ve tiiketime baslanmistir.
(Zengin, 2010)

Amerika kitasinin Orta ve Giiney bolgeleri biberin anavatam olarak bilinmektedir. Ilk
olarak Avrupa’ya 1493 yilinda ispanya’ya, daha sonra Ingiltere’ye 1548 yilinda ve
157811 yillarda ise Orta Avrupa ve diger Avrupa iilkelerine girisi olmustur. Arastirmalara
gore 16.ylizy1l igerisinde Osmanli imparatorlugu déneminde Avrupa iilkeleri ile kurulan
etkilesimler vasitasi ile biber ilk olarak Istanbul’a getirilmis daha sonra tiim Anadolu’ya
yayilmistir. (Oraman, 1968)

1492 yilinda Amerika’nin Cristof Colomb tarafindan kesfedildigi donemde Colomb ve
arkadaslar1 burada meyvesi ¢ok aci olan bitkilerin yetistigini gormiislerdir. Gliney
Hindistan’da yogun olarak karabiber yetistigini bildiklerinden dolay1 buraya Giiney
Hindistan demislerdir. Fakat yapilan arastirmalar sonucu ve verilerine gore buranin
Amerika oldugu, bu ¢ok aci olan meyvenin de baharat ve sos olarak kullanilan biber
bitkisi oldugunu bulmuslardir. Colomb ve arkadaslar1 Amerika’nin kesfi ile birlikte biber
bitkisini de kesfetmislerdir (Bozokalfa ve Esiyok 2010).

Domates sebzesinin iceriginde bulunan A, B1, B6, C vitaminlerinin yani sira potasyum,
kalsiyum, demir ve fosfor mineralleri agisindan da olduk¢a zengindir. Bu vitamin ve
mineral zenginliginin yan1 sira iceriginde likopen, beta karoten, lutein, zeaxanthin gibi
bitki sterolleri bulunmasi bakimindan antioksidan, antikanserojen ve yaslanma onleyici
(antiaging) gibi ¢ok fazla bilinen 6zelligi ile onemli bir sebze tiirii olmustur (Vural
vd.2000).

Biber (Capsicum annuum), baharat olarak da kullanildigi gibi ayn1 zamanda tursu,
kurutmalik, taze olarak ¢ok fazla kullanim alani mevcuttur. Bu kullanim alanlarindan
dolay1 ekonomik acidan ¢ok fazla 6nem kazanmaya devam eden bir iiriindiir. Biber
Solanaceae familyasina ait olup Capsicum spp. cinsine dahildir. Capsicum spp. ‘de 41 tiir
bulunmaktadir fakat bunlarin 5 tanesinin kiiltirii yapilmaktadir (Capsicum annuum L., C.
frutescens L., C. chinense Jacq., C. baccatum L., C. pubescens Ruiz ve Pavon). Bu 5 tiiriin
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icinde ise meyve kalitesi, meyve tip ¢esitliligi ve verimi incelendiginde pazarda en ¢ok
ragbet goren Capsicum annuum olmustur. (Wang ve Bosland, 2006).

Ulkemizde 6rtii alt1 yetistiriciliginde en fazla iiretimi yapilan iiriin domatestir ve ikinci
sirada biber gelmektedir. TUIK verilerine gore 2021 yilinda toplam biber iiretimi
3,091,295 ton olmustur. Domates, TUIK verilerine gore iilkemizde 2021 yilinda
13.095.258 ton iiretilerek pazar paymin %41,2’sini olusturmustur. Taze olarak tiiketildigi
gibi ayn1 zamanda salgalik, tursu, kurutmalik, ket¢ap ve sos gibi pek ¢ok kullanim alani
mevcut oldugundan dolayr ekonomik ag¢idan da ¢ok Onemlidir. Domates ve biber
tariminda 2020, 2021 ve 2022 yillarindaki tiretim miktarlar1 karsilastirmali olarak Cizelge
1.1°de verilmistir. (TUIK 2022)

Cizelge 1. 1. Domates ve biber iiretimlerinin yillara gére TUIK verileri

SEBZELER YILLARA GORE URETIM (ton)

2020 2021 2022
Domates 13.204.015 13.095.258 13.000.000
Biber (salcalik, kapya) 1.291.091 1.445.275 1.481.612
Biber (dolmalik) 389.957 420.918 404.459
Biber (sivri) 838.890 1.064.633 979.180
Biber (carliston) 116.967 160.469 153.524

Dogada bulunan pek c¢ok fungus, bakteri, viriis, viroid gibi biyotik etmenler pek ¢ok
hastaliga sebep olmaktadir. Tiirkiye’de ekonomiye ¢ok fazla katki saglayan, tiretimde ilk
siralarda yer alan domates ve biber bitkileri i¢in bu biyotik etmenler ciddi tehdit
olusturmaktadir. Bu etmenler, domates ve biberde deformasyonlara sebep olduklar gibi
verimi, kaliteyi onemli 6lgiide etkilemektedir. Biyotik etmenler arasinda bulunan viriisler
hastalik agisindan ¢ok dnemli bir yer tutmaktadirlar. Ozellikle son donemlerde domates
ve biber liretiminde viral hastaliklar 6nem kazanmistir. Bunlarin arasinda Tomato spotted
wilt virus (TSWV), Pepino mosaic virus (PepMV) ve Tomato brown rugose fruit virus
(ToBRFV) ilk siralarda gelmektedir.

Tomato spotted wilt virus’un genomunda meydana gelen mutasyon ile bu viriise
dayanikli olan ¢esitlerin hastalandigi bilinmektedir. Tomato brown rugose fruit virus ise
ilk olarak Israil’den rapor edilen ve sonrasinda diinyaya yayilan, 2019 yilindan itibaren
de ililkemizde goriilmeye baslamis ve domates iiretiminin en 6nemli problemi haline
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gelmistir. Domates iiretiminde meyvelerin pazar degerini diisiirerek iireticilerin seralarda
domates sokmesine neden olarak verimi biiyiik dl¢iide etkilemistir. TUIK verilerinin
domates i¢in yillara gore liretim miktarlari incelendiginde de azalma meydana geldigi
acike¢a goriilmektedir. Tomato spotted wilt virus (TSWV), Pepino mosaic virus (PepMV)
ve Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) etmenleri, iilkemiz Karantina listesinde
olup, tilkemize gelen domates {iirlinleri i¢in mutlaka analiz edilen etmenlerdir.

Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan yayinlanan 18.12.2020 tarih ve E-21817801-
320.03.05-3571272 sayili kararda belirtildigi gibi Rusya Federasyonu’nun bildirimi
kapsaminda bu iilkeye domates ve biber bitkilerinde bu {i¢ etmenin analizi istenmektedir.
Ulkemizde yas sebze meyve ihracatimizin en fazla oldugu basta Rusya federasyonu goz
Oniine alinarak; ozellikle hasat olmus ve ticarete s6z konusu iirtinlerin 3 tane viriis etmeni
analizi i¢in bekletilmesi lirtinlerin kalitesinin bozulmasi ve zamanla baska dezavantajlar
olusturmaktadir. Tarim ve Orman Bakanligi, bundan kaynaklanan analiz iglemlerinin
yogunlugu nedeniyle, son donemde ihracat ve ithalat kontrollerinde aksakliklar
yasamaktadir. Ozellikle Rusya Federasyonu'na ihracata konu olan iiriinlerin analizlerinde
yasanan yogunluk nedeni ile ivedilikle ¢oziim tiretilmesi gerektigini bildirmistir (Ek 3).

Tiirkiye’de bu ti¢ virlis hastaligi ile enfekteli olan domateslerin iilkeye girisine izin
verilmemektedir. Bu sebeplerle hem Karantina miidiirliiklerinde kullanilmak iizere hem
de bu ¢ viriis i¢in ¢oklu analiz ile molekiiler teshise olanak saglanmasi adina bu tez
calismasi planlanmistir. Bu tez calismasinda belirtilen ii¢ adet viral etmen icin hem
domates hem de biberde viriis etmenlerini spesifik olarak tanilayabilecek primer ¢iftleri
ve prob dizaynlar yapilarak, molekiiler calismalar yiiriitiilmesi ve sonucunda ii¢ viriis
etmenini tek bir analizle tanilama yapabilecek kitler gelistirilmesi amaclanmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Solanaceae familyasi, besin kaynagi, biyoaktif molekiil kaynagi veya siis bitkisi gibi pek
¢ok tiirde yaygin olarak yetistirilen mahsulleri i¢eren iiriin grubudur. Patates (Solanum
tuberosum), domates (S. lycopersicum), biber (Caspicum annuum) veya tiitiin (Nicotiana
tabacum) gibi bu aileye ait tiirler, iliman veya tropikal iklime sahip tiim kitalarda
yetistirilmektedir. Solanaceae familyasindan bitkiler de son yiiz yilda genetik
arastirmalarda 6nemli bir rol oynamistir. Yetistirilmis Solanaceae tiirleri yetistirildigi
ekosistem iginde viriisler de dahil olmak {izere bulasici patojenlere maruz kalmaktadir
(Hancinsky ve ark. 2020).

Solanaceae familyasi tropikal ve subtropikal bolgelerde yayilmis 90 cins ve yaklasik 2500
tir barindirmaktadir. (Fidan ve Sarikaya 2019). Solanaceae grubunda patojen
enfeksiyonlarini 6nleme ¢abalarina ragmen, viral hastaliklarin kontrolii oldukga zordur.
Miicadele stratejileri, mevcut virilislerin yeni irklarinin veya tamamen yeni viriislerin
stirekli ortaya ¢ikmasiyla giderek zorlasmaktadir. Viriisler, genis popiilasyonlari, genetik
varyasyonu kolaylastiran tamir mekanizmalarinin genomlarinda olmamasi ve kisa siirede
cogalabilmeleri gibi nedenlerle dogal seleksiyon baskisina uyum saglama konusunda
biiyiik bir potansiyele sahiptir (Hanssen ve Thomma 2010). Viral genomlarda yiiksek
mutasyon ve rekombinasyon yetenegi, popiilasyonda hizla yayilan yeni varyantlarin
tiretimini arttirmaktadir. Viral hastaliklardan etkilenen domates bitkilerinin besin icerigi,
meyve kalitesi ve verimi azalarak raf 6mrii kisalmaktadir (Fidan 2020).

Virtsler, yalnizca canli organizmalarin hiicrelerinde ¢ogalabilen kiigiik bulasici hastalik
etmenleridir. Kaydedilen ilk viriis, Tiitlin mozaik viriisii (TMV), bir Solanaceae olan
titlinde kesfedilmistir. Ayrica TMV, bir viriisii tanimlayan temel 6zellikleri aydinlatmak
icin tercih edilen sembolik bir model olarak kabul edilmistir. Uluslararas1 viriis
taksonomisi komitesine (ICTV) gore, 1901 bitki viriisii tiirlinii iceren 6 takim, 32 familya
ve 141 cins su anda taninmaktadir. Bu say1, bitki viriis hastaliklarinin tarafsiz ve saglam
bir analizini miimkiin kilan ve ¢ok sayida yeni viriisiin kesfedilmesine yol agan yiiksek
verimli dizileme teknolojilerinin uygulanmasi sayesinde hizla artmaktadir (Hancinsky ve
ark. 2020).

Domates ve biber iiretiminde bir¢ok bitki patojeni etmenin hastalik yaptig1 bilinmektedir.
Ulkemizde ve diinyada siklikla rapor edilen Tomato brown rugose fruit virus (TOBRFV),
Tomato spotted wilt virus (TSWV) ve Pepino mosaic virus (PepMV) hastalik etmenleri
karantina uygulamalarinda test edilmesi zorunlu viriis hastaliklaridir.

2.1. Tomato brown rugose fruit virus (TOBRFV)

Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) tipki Tobacco mosaic virus (TMV) ve
Tomato mosaic virus (ToMV) gibi Tobamovirus cinsine dahil bir RNA viriisiidiir.
ToBRFV genomu, dort agik okuma gercevesini (Open reading frame-ORF) kodlayan,
yaklagik 6.4 kb'lik tek sarmalli, pozitif sense bir RNA'dir (Sekil 2.1).



KAYNAK TARAMASI H.N. CAYAK

77 Readthrough 4924 5714 6193
—_—
5,m7G 3, OH
1 6393
3427 4911 5711

sgRNA5'm’G—{JORFS\ | ORF4|— 3' OH
ngNA5’m7G—-— 3 OH

Sekil 2. 1. ToBRFV’nin ORF bdlgelerini gdsteren genom yapisi (Zhang ve ark. 2022)

ToBRFV’nin viral RNA’s1, ¢ubuk seklinde, yaklasik 300 nm uzunlugunda ve 18 nm
capinda genomu ¢evreleyen protein kilif ile virionlarini olusturmaktadir (Sekil
2.2). Tobamovirus virionlart son derece stabildir ve bitki artiklarinda veya tohum
ylizeylerinde uzun siire hayatta kalabilmektedir.
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g A
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Sekil 2. 2.TEM altinda viral partikiillerin morfolojik karakterizasyonu. A—C: domates;
D-F;biber; B ve E, —20°C'de saklanan ToBRFV parc¢aciklari. C ve F, taze hazirlanmig
ToBRFYV pargaciklari. Bar=0.1 pm. (Fidan ve ark. 2021)
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Distribution Last updated: 2022-06-27

Legend: O Present @ Transient

Sekil 2.3. ToBRFV’nin EPPO (2023) kayitlarina gore diinyadaki dagilimi

ToBRFV’nin dogrulanmis olan dogal konukgular1 domates (Solanum lycopersicum) ve
biber (Capsicum annuum) bitkileridir. Bu viriis, TOoMV ve TMV gibi Tobamoviriisleri
icin uzun siireli dayanikliligr saglayan Tml ve Tm?2 dayaniklilik genlerini tasiyan
domates bitkilerini enfekte edebilmeleriyle 6nem kazanmustir. Biber bitkilerinde ise bu
dayaniklilig1 saglayan direng genleri L genleridir. L3 dayanikliligini kiran ToBRFV i¢in
direng saglayan gen L4 genidir. Ancak biber bitkileri TOBRFV ile bulasik alanlarin ¢ok
yakininda tiretilse bile L genlerini barindiran biber bitkilerinde herhangi bir sistemik
bulagsiklik olmadigi kayit altindadir (EPPO 2023).

ToBRFV, 2014 yilinda ilk olarak Israil ve Urdiin’den rapor edilmistir. Israil’de domates
bitkilerinde goriildiikten sonra aslinda ToBRFV tarafindan enfekte edilen yabanci ot
tirlerinin de oldugu goézlemlenmistir. Dombrovsky ve ark. 2019 yilinda bu tiirleri
Chenopodium murale ve Solanum nigrum olarak yayinlamislardir.

Tobamoviriislerin viriis partikiilleri oldukca stabildir ve yaygin olarak Kkiiltiirel
uygulamalarda serada calisan is¢ilerin elleri, kiyafetleri, bigaklar dahil aletler, baglama
ipleri, tasima kasalar1 dahil ekipmanlar, acik alanlardaki traktoér yollar1 ve hidroponik
tiretim sirasinda bitkiden bitkiye tagindig1 belirlenmistir. (Dombrovsky ve Smith, 2017).

ToBRFV’nin sebep oldugu simptomlar c¢esitlere ve genotiplere gore degisiklik
gostermektedir. Domateste gézlemlenen simptomatolojik agidan degerlendirildiginde ise
genc yapraklarda mozaiklik, yaprak ayasinda daralmalar, kalikste kararma yapabildigi
gibi meyvede ise sar1 veya kahverengi lekeler ve sekil bozukluklar1 da olusturmaktadir
(Fidan ve ark. 2021). Domatesteki simptomlart iki tipte siniflandirmak miimkiindiir; bazi
cesitlerin yapraklarinda siddetli mozaik simptomlariyla gdsterebilirken, bazi cesitlerde
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meyve olusuncaya kadar yaprak simptomu gostermemekte ve bu viriisiin varligir ancak
Meyvedeki simptomlar ile fark edilebilmektedir. Domates yapraklarinda klorotik
mozaikler, burusma ve deformasyonlar; Tm22? dayanimi olan cesitlerde meyvede
diizensiz sar1 halkalar meydana gelmektedir (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. ToBRFV’nin domates bitkisinin yaprak ve meyvelerinde meydana getirdigi
simptomlar

ToBRFV ilk olarak 2016 yilinda Salem ve ark. tarafindan Nisan 2015'te Urdiin'de
yetistirilen ve tipik viral semptomlar gosteren sera domates bitkilerinden izole edilmistir
(Salem ve ark. 2016). Sezon sonunda yaprak belirtileri goriiniiste hafif olmasina ragmen,
meyvelerde giiclii kahverengi burusukluk belirtileri meyvenin pazarlanabilirligini biiyiik
Ol¢iide etkilemistir. Bu domates bitkilerinin daha sonra molekiiler biyoloji ve
biyoinformatik araclarla teshisi, bu etmenin yeni bir Tobamoviriis oldugunu belirlemis ve
virise Tomato brown rugose fruit virus adi verilmistir (Salem ve ark., 2016). Bu
calismadan kisa bir siire sonra, Israil'deki Dombrovsky laboratuvari, Ekim-Kasim 2014'te
Israil'in giineyinde yetistirilen domates bitkilerinden yeni bir tobamoviriis izolat:
kesfedildigini bildirmistir. (Luria ve digerleri, 2017). Salgina neden olan viriisi
karakterize etmek igin kapsamli bir molekiiler ve morfolojik ¢alisma yapilmistir. Israil
izolatinin (GenBank erisim no. KX619418) Urdiin izolat1 (KT383474) ile yiiksek sekans
ozdesligi paylastig1 tespit edilmistir. Boylece, TOBRFV'in ilk salgini Israil'de Ekim
2014'e kadar izlenmistir. Ayrica Luria ve ark., TOBRFV'nin Tm-1, Tm-2 veya Tm-22
tasiyan domates ¢esitlerini ve biber gesitlerini enfekte edebildigini kesfetmislerdir (Luria
ve ark, 2017). ToBRFV'nin Urdiin ve Israil'de kesfedilmesinden sonra, TOBRFV'ye sahip
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tilkelerin listesi ¢ok hizli genislediginden viriis hizla yayilmistir. Asya, Avrupa, Kuzey
Amerika ve Afrika dahil olmak iizere dort kitada, agirlikli olarak Orta Dogu ve Avrupa'da
yayilim gostermistir.

Tobamoviriislerin viriis partikiilleri olduk¢a stabildir ve yaygin olarak kiiltiirel
uygulamalarda serada calisan is¢ilerin elleri, kiyafetleri, bigaklar dahil aletler, baglama
ipleri, tasima kasalar1 dahil ekipmanlar, agik alanlardaki traktdr yollar1 ve hidroponik
tiretim sirasinda bitkiden bitkiye tasindig1 belirlenmistir. (Dombrovsky ve Smith, 2017).

ToBRFV, Israil’in Ramat Negev Bolgesine ve daha sonra da iilkenin genelinde domates
yetistirilen seralara yayilmistir (Luria vd. 2017). Meksika (Yurecuaro ve Tanhuato)’da
2018 yilinda domates ve chili biberlerde (Cambron-Crisantos vd. 2018), ABD’nin
Kaliforniya eyaletinde 2018 yilinda (Chitambar 2018), Almanya’da 2018 yilinda (Menzel
vd. 2019), italya Sicilya’da 2018°de domates bitkilerinde gériilmiistiir (Panno vd 2019).
Filistin’den (Alkowni ve ark. 2019), Cin’den (Yan vd. 2019) ve Ingiltere’den (Skelton
vd. 2019)’den de rapor edilmistir. Tiirkiye’de ise 2019 y1linda domates bitkilerinin yaprak
ve meyve Orneklerinde varligi belirlenmistir (Fidan vd. 2019).

ToBRFV EPPO’nun A2 listesine eklenmesi ile birgok iilkede patojenin teshisi i¢in zirai
karantina gibi, artik yas meyvelerden bile {ilkelerin kamu kuruluslarina ait
laboratuvarlarda zorunlu analizler yapilmaya baslanmustir.

2.2. Tomato spotted wilt virus (TSWV)

Tomato spotted wilt virus, Bunyaviridae familyasina ait olan bir Tospoviriis cinsidir.
Kiiltiir bitkilerinde hastaliga sebep olan viriis hastaliklarindan Diinya’da yapmis oldugu
epidemi dolayisiyla ilk 10 viriisten ikinci sirada yer almaktadir. Konukgu araligi ¢ok fazla
olan TSWV; basta domates ve biber olmak iizere patlican, marul, tiitiin, bezelye, brokoli,
ananas, papaya, yer fistig1, patates, siis bitkileri, cok sayida yabanci ot tiiriinde yayilimlar
mevcuttur. Dogada toplam 1090 bitki tiirti bu viriise konukguluk etmektedir. (Sevik 2011)

TSWYV yapist 80-110 nm ¢apinda, igeriginde ise lipit membran bulunduran baz kiiresel
partikiiller vardir. Bu partikiiller, %5 niikleik asit (RNA), %70 protein, %20 lipit ve %5
karbonhidrat bulundurmaktadir (Adkins, 2000). Tswv genomu 3 boliimden olusmaktadir.
SRNA; 2.9 kb, M RNA; 4.9 kb ve L RNA; 8.9 kb uzunlugunda olup, (-) sens ve ambisens
ssRNA molekiiliinden olugmaktadir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. TSWV’nin genomik organizasyonu (L: biiyiik (large) RNA, RdRp: RNA-
dependent-RNA polimeraz, M: orta (medium) RNA, NSm: yapisal olmayan protein,
G1/G2: glikosilat membran proteinleri, S: kiigiik (small) RNA, NSs: yapisal olmayan
protein, N: niikleokapsid proteini

TSWYV, domates bitkilerinde; bronzlagma, yaprak kivircikligi, nekrotik lekeler, nekrotik
cizgiler, ciicelesme, olgunlasmamis meyvelerde yesil, acik yesil, kahverengi halka
seklinde belirtiler, olgun meyvelerde acik koyu sari, kirmizi alanlar, siddetli nekroz
simptomlar1 olusturmaktadir. Bazen siddetli enfeksiyonlarda, viriis bitkiyi tamamen
oldiirebilmektedir. Biberde, bodurluk, tiim bitkide genel sararma, yapraklarda klorotik
diizensiz lekeler, mozaik, siirgiin ucunda kurumalara bagli olarak nekrotik cizgiler
meydana getirmektedir (Sekil 2.6). Meyvede ise sar1 lekeler, konsantrik halkalar, nekrotik
cizgiler gozlenmektedir (Sevik 2015).

Sekil 2. 6. TSWV'nin biber ve domates bitkilerinde yaprak ve meyve simptomlari
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Tomato spotted wilt virus (TSWV) ilk kez 1915 yilinda Avustralya’nin Victoria
eyaletinde, 1934’te ise Yeni Zelenda’da rapor edilmistir (Adkins, 2000). Diinyada diger
bolgelere yayilmasi ise bu virlisiin taginmasini saglayan bir vektor olan Frankliniella .
occidentalis in 1993 yilinda gelisiyle olmustur. Bunlara ek olarak 1895 yilinda Amerika
Birlesik Devleti Ohio kentinde domateste goriilmiistiir. 1905 yilinda ise Cape Town‘da
bulunan tiitiin bitkilerinde digerlerine benzer simptomlar goézlenmis ve bilinmeyen
hastalik olarak rapor edilmistir. Tiirkiye’de ise ilk kez Mersin ilinde farkli sebze (patlican,
marul, biber, fasulye) tiirlerinde goriildiigi Tekinel (1969) tarafindan kaydedilmistir. Son
yillarda biiyiik ekonomik 6nem kazanan bu viral hastaligin Kuzey ve Gliney Amerika,
Avrupa ve Asya'ya yayildig1 ve diinyanin bir¢ok yerinde ¢ok yaygin olarak gorildiigii
bildirilmistir (Adkins ve ark. 2005).

Distribution Last updated: 2023-03-17

Legend: O Present @ Transient

TSWV etmeni Canakkale’de tiitiin yetistirilen alanlarda goriildiikten sonra Balikesir,
Manisa, Usak ve Samsun Illerinde de rapor edilmistir (Azeri 1981). Hastalik etmeninin
[zmir ve Manisa'daki tarim arazilerinde énemli zararlara neden oldugu kaydedilmistir
(Azeri 1994). TSWV'nin, Akdeniz bélgesinde ilk kayd: 1995 yilinda Icel ve ¢evresinde
acik arazide yetistirilen domateslerde saptanmistir (Giildiir ve ark. 1995). Bu viral
hastaligin sadece domateste bulundugu diisiiniiliirken; 1997-1998 yillarinda Icel'in
Kazanli yoresinden gelen aci biberlerde de tespit edilmistir. Viriisiin bu bolgede
F.occidentalis ve Thrips tabaci vektorleri tarafindan bulastigi bildirilmistir (Yurtmen ve
ark. 1998).

10
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Arli S6kmen ve ark. (2005) Samsun ilinde biber iiretim alanlarinda TSWV'nin de dahil
bircok virlis hastaligi oldugunu rapor etmiglerdir. Ayrica TSWV’yi Amaranthaceae
familyasina dahil Amarantus refloflexus ile Malvaceaae familyasina dahil Hibiscus
trianum bitkilerinde saptamislardir. Bu galisma ile biber tarlalarinda bulunan bu yabanci
otlarin TSWV’nin inokulum kaynagi olarak risk tasidigini bildirmislerdir. 2004 yilinda
Sevik (2007), TSWV’nin domates liretim alanlarindaki vektor tlirlerinin tasima
durumlari, hastaligin bulasma ve yayilmasindaki rollerini arastirdigi calismada
Frankliniella intonsa Trybom ve Thrips tabaci Lindeman tiirii thripslerini tespit etmistir.

TSWYV hastalig1, biber bitkilerini enfekte eden farkli virlis cinslerine ait tiirlerle karisik
enfeksiyon gosterebilmektedir. Deligdz ve ark. (2023) yaptiklari bir ¢aligma kapsaminda,
2018 yilinda Tiirkiye biber iiretiminin biiylik bir boliimiiniin gerceklestirildigi Antalya,
Manisa, Canakkale, Samsun ve Bursa illerinde biber yetistirilen alanlardan viriis-benzeri
simptom sergileyen 616 adet biber oOrnegi toplanmistir. Calismada inceledikleri
orneklerin %6,5’inin ise birden fazla viriis ile karigik enfekteli oldugu tespit etmislerdir.
Karigik enfeksiyonlu ornekler igerisinde en yaygin olarak TSWV+CMV ikili
enfeksiyonuna (%4,5) rastlanilirken, bunu sirast ile; TSWV+PVY (%0.6),
TSWV+PMMoV (% 0.5) karisik enfeksiyonlarinin takip ettigini bildirmislerdir.

Kiigiik (2006), bu c¢aligmasinda Adana ve Mersin illerinde yetistirilen domates ve
biberlerde TSWV'yi teshis etmeyi amaclamistir. Tarladan toplanan enfekte oldugundan
siiphelenilen bitkiler dnce ELISA yontemi ile test edilmis ve hastalik oran1 %45,4 olarak
hesaplanmistir. TSWV ile enfekte olmus numuneler, mekanik asilama calismalarinda
kullanilmistir. Semptom asilanmis bitkilerde 5-15 giin i¢cinde gozlenmistir. TSWV ile
enfekte olmus test bitkilerinden total RNA ekstrakte edildi ve bunlar RT-PCR yontemi
ile kontrol edilmistir. PCR iriinleri agaroz jel elektroforezi ile test edildi ve beklenen bant
boyutlar1 gdzlenmistir.

TSWYV ile miicadelede dayanikli cesitler kullanimi, kimyasal ve kiiltiirel] miicadele
olanaklar1 entegre bir sekilde kullanilmaktadir. Girdi maliyetlerini artiran ve artik sorun
yaratan kimyasal miicadele, bazi hastalik ve zararlilarin yayilmasini1 engellemekte, ancak
viral etkenlere kars1 etkili olmamaktadir. Ek olarak, kiiltiirel yonetimler hastalik ve vektor
kontrolii i¢in her zaman ekonomik olarak iyi bir yontem olmamaktadir. Bu nedenle
ozellikle viral hastaliklarda dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi en etkili yontemdir (Simsek
vd., 2015; Simsek, 2014).

Almasi ve ark., (2015), Macaristan'dan elde edilen dayaniklilig1 kiran (RB) ve wild tip
(WT) izolatlar1 analiz etmis ve bu sekanslar1 farkli cografi bolgelerden bildirilen
izolatlarla karsilastirmistir. Filogenetik analizler, farkli RB izolatlarinin yerel WT
izolatlar1 ile en yakin iliskiye sahip oldugunu ve farkli cografi bolgelerden RB
izolatlarinin tiim NS genlerinde korunmus bir mutasyona sahip olmadigini gostermistir.
Bu sonuclara gore RB izolatlarinin cografik olarak ayri1 ayri1 ve ayrica RB mekanizmasina
gore gelistigini bildirmislerdir.
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2.3. Pepino mosaic virus (PepMV)

PepMV, hizla yayilan bir domates patojeni olarak bilinmekte olup diinya genelinde
ozellikle sera domatesi liretiminde Onemli bir verim azalmasina neden olmaktadir
(Aguilar vd., 2002; Ling, 2008; Maroon-Lango vd., 2005; Schenk vd., 2010).
Alphaflexiviridae familyasina dahil olan bir Potexviruslerden sadece 3 tanesi Solanaceae
familyasini enfekte ettigi ortaya ¢ikmistir. Bu ii¢ viriis ise; Pepino mosaic virus (PepMV),
Potato aucuba mosaic virus (PAMV), ve Potato virus X (PVX) olarak tanimlanmuistir.
Pepino mozaik virusu (PepMV), Flexiviridae ailesine ait olup Potexvirus cinsinde
bulunur. PepMV virionlari, zarfsiz, esnek ve cubuk seklinde olup 508 nm uzunlugundadir
(Jones vd., 1980). Tek zincirli pozitif iplik¢ikten olusan RNA (ssRNA) genomuna
sahiptir. 3° Poli A kuyruguna sahip olan virionun biiyiikligii 6.4 kb'dir. Genom, ORF 1
tarafindan kodlanan 164-kDa RNA-bagimli RNA polimerazi (RdRp), ORF 2 ve 4
tarafindan kodlanan 26, 14 ve 9 kDa'lik ii¢lii gen blok proteinini (NTP) ve ORF 5'ten
kodlanan 25-kDa'lik kilif proteini (CP) olmak tizere bes agik okuma ¢ergevesini (ORF'ler)
icermektedir (Sekil 2. 7.) (Aguilar vd., 2002).

A PepMVY
5_UTR Replicase T6B  CP o 1R
CAP Poly A gRNA
1kb TGE1
sgRNA1
TGB2-3
sgRNAZ

CP

:_ sgRNA3

Sekil 2. 7. PepMV nin genomik organizasyonu (Gomez vd., 2012).

Pepino mozaik viriisii, ilk olarak 1974 yilinda Peru'da pepino (Solanum murricatum)
bitkilerinde tespit edilmistir (Jones vd., 1980). Viriisiin domates bitkisinde varligi ise ilk
kez 1999 yilinda Hollanda'da belirlenmistir (Van der Vlugt vd., 2000). Peru ve
Hollanda'dan kisa bir siire sonra Almanya (Schmatz vd., 2003), italya (Roggero vd.,
2001), Macaristan (Forray vd., 2004), ABD (French, 2007), Suriye (Fakhro vd., 2010),
Giliney Afrika (Carmichael, 2011), Yunanistan (Efthimiou vd., 2011), Fas (Souiri vd.,
2017), Hirvatistan (Novak vd., 2011) gibi bir¢ok iilkede varlig1 tespit edilmistir (Sekil 2.
7.). Ulkemizde ise ilk olarak 2008-2009 yillar1 arasinda Mugla'nin Dalaman ilgesindeki
seralarda yetistirilen domates bitkilerinde Ozdemir tarafindan fark edildi ve bitkiler DAS-
ELISA yéntemiyle test edilerek viriisiin varligi teyit edilmistir (Ozdemir, 2010). Viriisiin
tilkemizdeki ikinci tespiti ise Bati Akdeniz Bolgesi'nde bulunan seralarda yetistirilen
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domateslerde yapilmistir (Yardimer vd., 2014). Bu iki ¢alisma disinda tilkemizde ve
bolgemizde viriisiin varligina dair baska bir kayit bulunmamaktadir.

Distribution Last updated: 2022-03-09

Legend: O Present @® Transient

Sekil 2. 8. PepMV’nin EPPO (2023) kayitlarina gore diinyadaki dagilimi

PepMV'nin farkl iilkelerde ve bitki tiirlerinde tespit edilen izolatlarinin molekiiler
karakterizasyonlari, viriisiin bes farkli irka sahip oldugunu ortaya koymustur: Avrupa
(EU), Peru (LP), Giiney Peru (PES), Amerikan (US1) ve Sili 2 (CH2) (Hanssen vd., 2009;
Moreno-Pérez vd., 2014).

PepMYV, dogal acikliklardan veya hiicre duvarlarindaki yaralardan gecerek, domates bitki
hiicrelerine mekanik olarak etkili bir sekilde tasinmaktadir; ayrica diisiik bir tohum
bulagma oran1 gosterilmistir. Bu etmenin tohum ile tasinmasi, birkag¢ ¢alismada tohum
hasat zamanina, domates ¢esidine ve uygulanan tohum temizleme veya dezenfeksiyon
yontemlerine bagli olarak % ~ 2 oraninda oldugu belirtilmistir (Krinkels, 2001; Cérdoba-
Selles vd., 2007; Ling, 2008; Hanssen vd., 2010). Ayrica, bombus arilarinin viriisi
enfekte olmus bitkilerden saglikli bitkilere tagiyabildigi gézlemlenmistir; ancak bombus
arilariyla tasinma, viriis ile enfekteli bir bolgede viriisiin yayilmasi i¢in énem teskil
etmektedir. Enfekteli bolgenin Gtesinde enfeksiyonun baska bolgelere veya iilkelere
bulasma riski bulunmamaktadir.

Domates bitkilerinde PepMV'nin ilk belirtileri, Patates viriisi X (PVX) tarafindan
olusturulan belirtilere benzeyen kiigiik sar1 yaprak lekeleridir. Daha sonra, yash
yapraklarda beneklenme ve {ist yapraklarda hafif kivrilma goriilebilmektedir. Belirtiler
iklim kosullarina bagli olabilir ve (goreceli) diisiik 151k kosullarinda daha belirgin hale
gelebilmektedir. Domateste, PepMV enfeksiyonunun sergiledigi semptomlar arasinda
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yapraklarda mozaiklesme, sar1 parlak dikdortgen lekeler, sekil bozukluklari,
kabarciklagsma, meyvelerde mermerlesme ve cilicelesme yer almaktadir (Sekil 2. 8). Viriis
ile enfekteli bitkilerin tiim kisimlar1 enfeksiyondan etkilenebilmektedir. Diger Solanaceae
bitkilerindeki belirtiler farklilik gosterebilir. Bazi patates ¢esitleri, mekanik bulastirma
sonrasinda hi¢bir belirgin semptom gostermezken, digerleri nekroz ile giiclii bir tepki
verebilmektedir (Jones vd., 1980)

Sekil 2. 9. PepMV’nin domates bitkisinde yaprak ve meyve simptomlari

PepMV'nin diger Potexvirusler gibi oldukca dar bir konukgu araligi vardir. Konukgu
araliginin ¢ogunlukla Solanaceae tiirlerine sinirli oldugu diisiiniilmektedir (Salomone ve
Roggero, 2002; Soler vd., 2002; Verhoeven vd., 2003). Orta ve giiney Peru'da yapilan bir
arastirmada, virlis S. chilense, S. chmielewskii, S. parviflorum ve S. peruvianum gibi
yabani domates tiirlerinde dogal enfeksiyonlarda tespit edilmistir (Soler et al., 2002).
Ayrica, in-vitro kosullarda mekanik inokiilasyonlar yapilarak PepMV'nin konakgi araligt
patlicangiller (S. melongena), patates (S. tuberosum) ve Nicotiana (N. benthamiana),
Datura (D. stramonium), Capsicum (C. annuum) ve Physalis (P. floridana) cinslerine ait
trleri igerdigi gosterilmistir (Salomone ve Roggero, 2002; Verhoeven vd., 2003; Jones
vd., 1980; Martin ve Mousserion, 2002).

2.4. Multipleks Klasik ve Real Time ile Yapilmis Onceki Cahismalar

Biber ve domates bitkilerini enfekte eden bitki viriisleri, secilen spesifik primerlere bagl
olarak ayni anda ve tek reaksiyonda belirlenebilmektedir. Bu amagla, 1994 yilinda ilk
defa multiplex PCR ¢alisan Chamberlain and Chamberlain; DNA temelli 9 farkl viriis
tizerinde calismistir. Bu ¢aligmaya takiben kapsamda bitki patojenlerinden biri olan RNA
viriisleri i¢in ¢oklu PCR analizi (multipleks PCR) 1994 yilinda Barriana ve ark. tarafindan
yapilmistir. Baklagiller i¢in bityiik 6nem tagiyan Alfalfa mosaic alfamovirus, Bean yellow
mosaic potyvirus, Clover yellow vein potyvirus, Cucumber mosaic cucumovirus ve
Subterranean clover mottle sobemovirus olmak tizere 5 adet tohum kaynakli baklagil
viriistiniin varlig igin bir tiipteki humuneyi ayni anda test edebilen bir multipleks ters
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) testi gelistirilmistir. Primerler, RT-
PCR iiriiniiniin boyutu, ¢ogaltilan viriisiin gostergesi olacak sekilde tasarlanmis ve birden
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fazla virlis wkinin dizilerinin mevcut oldugu durumlarda, primer hedefleri olarak
korunmus boélgelere dncelik verilmistir. RT-PCR testi, her virilis icin test edilen tiim
izolatlar1 saptamistir ve bu c¢alismanin ELISA testinden 5 kata kadar daha duyarli
oldugunu rapor etmislerdir. Diger arastiricilar bu calismayi1 baz alarak kendi ¢alismalarina
151k tutmuslardir.

Barriana ve ark.(1994) tarafindan yapilan bu ¢alismay1 takiben yine 1994 yilinda Minafra
ve Hadidi Grapevine virus A, Grapevine virus B ve Grapevine leafroll-associated virus
icin multipleks PCR gelistirmislerdir. Bu viriisler i¢in spesifik DNA primerleri, her bir
viral genomun bir bdliimiiniin niikleotit sekansina dayali olarak dizayn edilmistir. Her
virlisiin amplifiye edilmis DNA fragmani, klonlanmis viral genomun bir cRNA probu ile
Southern hibridizasyon analizi ile tanimlanmistir. Enfekte asma yapraklarinin
ekstraktlarinda GVA, GVB ve/veya GLRaV-III tespiti i¢in ters transkripsiyon (RT)-PCR,
immiino capture (IC)-RT-PCR ve/veya multipleks (M)-RT-PCR testleri gelistirilmistir.
Viral spesifik DNA, enfekte olmamis asma dokusunun veya viriissiiz olmayan unlu
bitlerin gogaltilmis ekstraktlarinda tespit edilmezken; IC-RT-PCR'nin uygulanmasi,
virlislii unlu bitlerden GVA'nin tespiti i¢in RT-PCR'den daha kolay sonug¢ almay1
saglamistir. Bu ¢alisamda multipleks RT-PCR’1n, enfekteli asma dokusundan GLRaV-
[II'tin tespiti i¢cin IC-RT-PCR'dan daha kolay ve hizli oldugunu belirtmislerdir.

1999 yilinda Grieco ve Gallitelli tarafindan enginar bitki 6zsuyundaki Artichoke mottled
crinkle tombusvirus (AMCYV), Artichoke Italian latent nepovirus (AILV) ve Artichoke
latent potyvirus (ALV) genomik RNA pargalarinin ters transkripsiyon-amplifikasyonu
icin alt1 spesifik primer gelistirilmistir. Calismadaki tiim primer ¢iftleri, her bir viral RNA
sablonu i¢in son derece spesifik olarak dizayn edilmis, multipleks ters transkripsiyon-
amplifikasyon reaksiyonlarinda bagimsiz olarak ¢alismis ve beklenen viriislere 6zgii
boyutta iirlinler vermistir. Arastirmacilar, bu yontemin, dogada meydana gelmesi
muhtemel viral karisik enfeksiyonlar vakalarinda es zamanli tespit i¢in yararli oldugu
kanitlanmustir.

Saade ve ark. (2000) sert ¢ekirdekli meyve agaglarinda zararli olan viriis olan Prunus
necrotic ringspot virus (PNRSV), Prune dwarf virus (PDV) ve Apple mosaic virus
(ApMV) viriislerini ayn1 anda tespit edebilen izotopik olmayan molekiiler hibridizasyon
ve multipleks RT-PCR ¢alismalar1 siirdiirmiislerdir. Multipleks RT-PCR reaksiyonunda
li¢ viriisiin saptanmasi i¢in amplifikasyon etkinlikleri, tek tek viriisler icin tekli RT-PCR
reaksiyonlarinda elde edilenlerle ayni olup; bu primerler tekli veya ¢oklu enfeksiyonlarda
dogal olarak olusan konukgular badem, kayisi, kiraz, seftali ve erik olmak {izere beg
Prunus spp. tiiriinde test edilen tim PNRSV, ApMV ve PDV izolatlarindan dizileri
cogaltmayr basarmistir. Meyve agaclarindaki ApMV izolatlar1 i¢in, PCR f{irtinlerinin
elektroforetik Arastirmacilar, bu ¢alismanin odunsu konujgu bitkilerdeki multipleks RT-
PCR ile ii¢ bitki virlisiiniin ayn1 anda saptanmasima iliskin ilk rapor oldugunu
bildirmislerdir.
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2000 yilinda Sharman ve ark. muzda goriilen viriisler i¢in multipleks PCR gelistirme
calismalarini stirdiirmiislerdir. Muz bitkisinin 6zsuyundan ii¢ viriisiin es zamanli tespiti
icin bir multipleks, immiino capture PCR (M-IC-PCR) gelistirilmistir. Arastirmacilar,
ssRNA genomlarina sahip Banana bract mosaic virus ve Cucumber mosaic virus i¢in bir
ters transkripsiyon adiminin gerekli oldugunu, Banana bunchy top virus’un (ssDNA
genomu) saptanmasi, bu adimma dahil edilmesinden olumsuz etkilenmedigini
belirtmislerdir. Ug viriisiin tiimii, karisik bir enfeksiyondan ayni1 anda tespit edilebilir
oldugunu bildirmislerdir.

2005 yilinda Roy ve ark. turunggillerde hastaliga sebep olan 6 RNA viriisii ve 1 DNA
viriisii olmak tizere 7 virlis lizerinde c¢alismislardir. Bu virtisler: Citrus leaf rugose
virus (CLRV), Citrus psorosis virus (CPsV), Citrus tatter leaf virus (CTLV), Citrus
tristeza  virus (CTV), Citrus  variegation  virus (CVV), Citrus  yellow  mosaic
virus (CYMV) ve Indian citrus ringspot virus (ICRSV)’dir. Virislere 6zgii yedi farkli
fragment (245-942 bp), multipleks PCR kullanilarak ayni anda amplifiye edilmis ve
molekiiler boyutlarmma goére tanimlanmistir. PCR’larin tutarli sonuglari, her viris
patojeninin tespiti i¢in tekli PCR ile karsilagtirilmis ve multipleks PCR sonuglari siralama
analizi ile dogrulanmistir. mPCR, sertifikasyon programlari i¢in virlissiiz narenciye
bitkilerinin {iretimine yardimci olacak, narenciye bitkilerinde ¢oklu viriislerin saptanmasi
icin yararli bir hizli yontem saglayacagini belirtmislerdir.

Baranwal ve ark., 2005 yilinda elektron mikroskobisi, sekans analizi ve multipleks PCR
teknigini kullanarak turunggillerde sorun teskil eden Citrus yellow mosaic virus ve
Candidatus liberibacter asiaticus etmenlerini tanilamistir.

Domates tohumlarini enfekte eden ve bir bakteri olan Clavibacter michiganensis subsp.
Michiganensis (Cmm) ve domates bitkilerini enfekte eden bir viriis olan Pepino mosaic
virus (PepMV) multipleks realtime PCR yontemiyle saptanmistir. Bu g¢alismanin
sonuglari, MCH-multipleks gercek zamanlit PCR'm ticari bir tohum sagligi analizi olarak
kullanilma potansiyeline sahip oldugunu ve daha fazla iyilestirmeden sonra bitki
patojenlerinin tohum iizerinde kiiresel hareketini 6nlemek igin énemli bir arag olarak
hizmet edebilecegini gostermektedir. (Johnson, 2005).

Price ve ark. (2010) Wheat streak mosaic virus ve Triticum mosaic virus’ii, tek bir bugday
bitkisi 6rneginde her iki patojenin tespiti ig¢in ger¢cek zamanli multipleks PCR teknigi
gelistirmeyi amaclamistir. Calismada WSMYV ve TriMV'nin tespiti i¢in 6zel primerler ve
prob kombinasyonlar1 gelistirmis, ¢coklu reaksiyon sirasinda hassasiyetteki herhangi bir
kaybin yan sira diger yaygin bugday viriisleriyle herhangi bir ¢apraz reaksiyonu tespit
etmek i¢in tekli ve coklu reaksiyonlar ayni1 anda yiiriitmiisler ve basarili sonuglar elde
etmislerdir. Bu multipleks teknigin, yalnizca tanisal degerlendirmeler icin degil, aym
zamanda ekolojik ve epidemiyoloji calismalar1 ve konukgu/patojen etkilesimlerinin
arastirmalart igin, 6zellikle konukcu her iki patojenle de enfekte oldugunda, degerli bir
arac olarak faydali olacagini belirtmislerdir.
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2011 yilinda Vinayarani ve ark. tarafindan Hindistan’da Tobacco mosaic virus (TMV) ve
Tomato mosaic virus (ToMV) ile enfekteli bulduklari domates ve dolmalik biber yaprak
orneklerinde total niikleik asit izolasyonu yapmiglardir. Tobamoviriis familyasina dahil
olan TMV ve ToMV icin primer dizaynint movement protein (MP) bdlgesinden
yapmislardir. Bu ¢alismada primerleri TMV i¢in 454 bp, ToMV i¢in 623 bp uzunluklarini
kullanmislardir. Molekiiler tespitlerinin sonug¢larii dogrulamak igin, virlisleri tespit
etmek i¢in Dolayli Enzime Bagli Immiinosorbent Testi kullanilmuslar. Her iki viriisiin
ayn1 konukguya es zamanl enfeksiyonunu, dubleks RT-PCR yontemi kullanilarak tespit
edilebilir oldugunu raporlamiglardir.

Chen ve ark. tarafindan 2011 yilinda CMV’nin wrklar1 (1,2) ve domatesi enfekte eden
Tobamoviriis cinsine ait TMV, ToMV i¢in 18S RNA ve satellite RNA’ya multipleks
primer gelistirip basarili olmuslardir. Calismada ekstrakte edilen toplam RNA
kullanilarak reaksiyon bilesenleri ve dongii parametreleri optimize edilmis ve bir
multipleks RT-PCR prosediirii olusturulmustur. Sirasiyla CMV alt grubu II, CMV alt
grubu [, ToMV, TMV, uydu RNA ve 18S rRNA'ya 6zgii 704, 593, 512, 421, 385, 255
bp'lik alti fragment ayni anda amplifiye edilmistir. Multiplex RT-PCR ydnteminin
CMV'yi saptama hassasiyetinin, ¢ift antikorlu sandvig¢ enzim baglantili immiinosorbent
testinden (DAS-ELISA) 100 kat daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Calismada, Dogu
Cin'den toplanan 141 6rnek arasinda, yukaridaki izolatlardan biriyle 106 tek enfeksiyon
tespit etmisler ve 13 karisik enfeksiyon bulmuslardir. Sonuglar, domatesi enfekte eden
viral hastaliklarin epidemiyolojisini aragtirmak i¢in bu yontemin potansiyel kullanimini
gostermiglerdir.

Dai ve ark., (2012) tiitiinde bulunan viriisleri multipleks PCR yontemi ile saptamiglardir.
Calismaya konu olan Tobacco mosaic virus (TMV), Cucumber mosaic virus (CMV),
Tobacco etch virus (TEV), Potato virus Y (PVY) ve Tobacco vein banding mosaic virus
(TVBMV) etmenleri, tiitinii enfekte eden ve ciddi mahsul kayiplarina neden olabilen
baslica viriislerdir. Bes virlislin tiimiinii ayn1 anda saptamak ve ayirt etmek i¢in bir
multipleks ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu testi gelistirilmistir.
Calismada, sirasiyla TMV, CMV alt grup I, TEV, PVY© ve TVBMV'yi temsil eden bes
farkli fragment (237, 273, 347, 456 ve 547 bp) lireten her virtis i¢in spesifik primer setleri
kullanilmistir. Bu primerler, tekli PCR ve multipleks PCR ile farkli viriislerin tespiti i¢in
kullanilmis ve sonuglar DNA dizileme analizi ile dogrulanmis. Arastirmacilar
gelistirdikleri protokoliin, Cin'in farkli yerlerinden viriisleri tespit etmek igin
kullanildigini, multipleks PCR tekniklerinin kullanilarak farkli viriislerin eszamanl ve
hassas tespiti, tiitiin viriisleri tespiti i¢in diger geleneksel yontemlerden daha verimli ve
ekonomik oldugunu vurgulamislardir.

Kumar ve ark. 2017 yilinda patateste 5 farkl viriis ile ¢calismiglardir. Bu virtisler Potato
aucuba mosaic virus (PAMV), Potato leafroll virus (PLRV), Potato virus M (PVM),
Potato virus S (PVS) and Potato virus X (PVX) viriisleri olup, ilave olarak efla bolgesi
ve her bir viriis igin farkli primer gelistirmiglerdir. Bu ¢aligsmada, bitki i¢ kontrolii olarak
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uzama faktori ile birlikte PAMV, PLRV, PVM, PVS ve PVX'in es zamanl tespiti i¢in
bir multipleks ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) testi
gelistirmislerdir. Tekli ve/veya ¢oklu RT-PCR ig¢in bes patates viriisiiniin ve patatesin
efla'inin genomik sekanslarinin korunmus bolgelerinde en az ii¢ primer cifti tasarlayip
optimize etmis ve tekli RT-PCR"1 standardize etmislerdir. Ardindan, sirasiyla PAMYV,
PLRV, PVM, PVS, PV X ve efla'y1 temsil eden 305, 452, 408, 363, 565, 803 bp'lik farkli
fragmentler tireten multipleks RT-PCR i¢in efla dahil her viriis i¢in bir ¢ift primer
secilmistir. Tiim primerler, 6zgillik ve uyumluluga dayali olarak tasarlanmis ve
giivenilirligi i¢in klonlama, dizileme ve BLAST analizi ile dogrulanmigtir. Bu multipleks
RT-PCR g¢alismasinin, yapraklarda oldugu kadar patates yumrularinda da bes viriisiin
karisik enfeksiyonunu tespit etmede esit derecede yeterli oldugunu, patates tohumu
tiretiminde es zamanli olarak bes viriis i¢in ana stoklarin viriis endekslemesi testinin
giivenilir oldugunu ve tohum sertifikasyon programi, 1slah ve epidemiyolojik caligsmalar
icin faydal1 olacagini vurgulamislardir.

2019 yilinda Brezilya’da de Souza Aguiar ve ark. tarafindan karpuz bitkisinde goriilen
viriisler i¢in multiplex PCR ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alismada Cucumber mosaic virus
(CMV), Papaya ringspot virus type W (PRSV-W), Watermelon mosaic virus (WMV),
Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) i¢in 5
viris ¢alisilmistir. Dubleks PCR’da ZYMV ve ZLCV kombinasyonu hari¢ tiim
kombinasyonlar i¢in iiriin elde etmede basarili olmuslardir. Metodolojide elde ettikleri
tirtin boyutlar1 644 bp (CMV), 535 bp (WMV-2), 398 bp (PRSV-W), 244 bp (ZLCV) ve
214 bp (ZYMV) olan multipleks PCR etmenlerinin etkinligini test etmek igin Brezilya
Cerrado'da bulunan Tocantins eyaletindeki dort belediyeden viriis belirtileri gdsteren
bitkileri analiz etmisler ve tiim belediyelerdeki 6rneklerin %80'inde karisik enfeksiyonlar
tespit ederek, multipleks RT-PCR testinin karpuz viriislerini tespit etmek ve ayirt etmek
icin kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Domateste tohumla taginan hastaliklar, etkili tohum saglig1 testiyle iyi yonetilmezse ciddi
sekilde kiiresel tohum ticaretini engelledigi bilinmektedir. Sombat ve ark., 2018 yilinda
domates tohumlar1 ile tasman, pospiviroid olan iki viroid i¢in multiplex PCR
gelistirmislerdir. Bu viroidler Pepper chat fruit viroid (PCFVd) ve Columnea latent viroid
(CLVd)’dir PCFVd ve CLVd, domates ve diger Solanaceae tiirlerini enfekte eden,
gelismekte olan ve ekonomik acgidan 6nemli iki pospiviroid tiirtidiir. Daha biiytlik dizi
cesitliligi ile domatesi enfekte eden diger yaygin pospiviroidlerden farkli olarak, yeni bir
saptama yonteminin gelistirilmesi gerektigini vurgulayan arastirmacilar, tohum saglig
analizi i¢in yararli olan PCFVd ve CLVd'yi etkili bir sekilde tespit edebilen gercek
zamanlt bir multipleks metodolojisi gelistirmislerdir. Bu c¢alisma basarili oldugu igin
tohum saglig1 agisindan 6nemli olmustur.

Nie ve Singh (2020), patateste bulunan bes adet patates viriisii i¢in multipleks PCR
gelistiren bu ¢alismay1 yiiriitmiislerdir. Bu c¢alismada birden ¢ok viriisiin es zamanl
saptanmasi i¢cin multipleks ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu, patates
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virtisleri [(carlavirus (PVS), polerovirus (PLRV), potexvirus (PVX), potyvirus (PVA ve
PVY))] dahil olmak iizere dort viral cins ve bir viroid genomu (pospiviroid (PSTVd))
iceren bir viroid cinsi gelistirmek i¢in kullanilmistir. Yapay olarak olusturulmus viral
RNA karigimlarinda, altt RNA patojeninin timii tekli ve ¢oklu RT-PCR ile basarili bir
sekilde tespit edilmistir. Dogal olarak enfekteli tarlada yetistirilen yumrularda, m-RT-
PCR, yumrularda bulunan iki ila ii¢ viriisiin enfeksiyonunu saptayabilece§ini rapor
etmislerdir

Jailani ve ark. tarafindan Giineydogu Amerika Birlesik Devletleri’nde karpuz ve kabakta
bliyiik sorun olusturan, 2021 yilinda g¢alisilan multipleks PCR’da DNA viriisii olan
Cucurbit leaf crumple virus (CuLCrV) ve li¢ tane RNA viriisii Cucurbit yellow stunting
disorder virus (CYSDV), Squash vein yellowing virus (SqVYV), ve Cucurbit chlorotic
yellows virus (CCYV) igin toplamda dort adet virlis ig¢in ¢aligmislardir. Calismada
kabakgillerden elde edilen bir bitki geni olan rubisco, analizin standardizasyonunda dahili
kontrol olarak ve yanlis amplifikasyonu izlemek i¢in kullanilmistir Ek olarak, karisik
viral enfeksiyonun es zamanli saptanmasi icin OMRT-PCR'de sablon olarak toplam
niikleik asidin kullanimini inceledik. One-step Multipleks RT-PCR yiiksek hassasiyet
gosterdi ve tek bir reaksiyonda 1 ng toplam bitki niikleik asidinden dort wviriis
enfeksiyonunun hepsini saptadi. Coklu virlis saptama yaklasimi, Florida'daki ticari
alanlardan toplanan 16 karpuz ve 18 kabak 6rneginin teshisinde basarili oldu. One-step
Multipleks RT-PCR sistemi, birden ¢ok viriisiin tespiti i¢in spesifik, hizli, hassas ve
uygun maliyetli olan bu teknigin CuLCrV, CYSDV, SqVYV ve CCYV'in
saptanmasindaki kolayligi artirmasi ve ticari kabakgil iiretim alanlarinda viral
patojenlerin izlenmesine yardimci olacagini bildirmislerdir.

Tiberini ve ark. 2022 yilinda Tobamovirusler i¢in yaptigi ¢alismada, TagMan problar
kullanilarak domates yapraklari ve tohumlari tizerinde Tomato brown rugose fruit virus
ve Tomato mottle mosaic virus i¢in yeni bir realtime RT-PCR tespit sistemi
gelistirilmistir. Bu testin performansi, tohumlar ve yapraklar igin sirastyla 10°-107° kat
seyreltme analitik duyarhilik gosterdigi belirtilmistir. TOBRFV tespiti i¢in bu Kkiti
kullanarak 2021'de farkli kitalardan toplanan 106 resmi numune iizerinde daha 6nce
gerceklestirilen analizlerle %100 uyumlu oldugunu beyam etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirmanmn Yyiiriitilldiigii yer ve kullamlan bitki materyalleri

Bu tez ¢alismasinda tekli, dubleks ve multipleks PCR calismalar1, Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Viroloji Laboratuvart ve Antalya Tarim
Molekiiler Genetik Laboratuvarinda yiiriitilmustiir. Kullanilan domates ve biber bitki
materyalleri daha onceden test edilip pozitif bulunmus viriis hastaliklar1 ise Akdeniz
Universitesi Tohumculuk ve Tarimsal Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi
(ATOM)’nden temin edilmistir.

3.1.2. Molekiiler ¢alismalarda kullanilan materyaller

3.1.2.1. Total niikleik asit izolasyonunda kullanilan materyaller

Total Niikleik Asit (TNA) izolasyonunda steril tissuelyser tiipleri, eppendorf tiipleri,
havan ve havan eli kullanilmigtir. Ayrica tampon ¢ozeltiler (CTAB, B-Mercaptoethanol
iceren ekstraksiyon ¢ozeltisi, kloroform, 2-propanol, etanol) ile Eppendorf marka
ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari, otoklavlanmis steril bidistile su, Beckman
Allegra 30R marka santrifiij, Eppendorf marka thermomixer, -22°C ye kadar sogutabilen
dondurucu kullanilmistir.

3.1.2.2. Reverse transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) icin
kullanilan materyaller

Total Niikleik Asit izolasyonu sonucunda ToBRFV, PepMV ve TSWV izolatlarindan
elde edilen TNA ekstraklar: temel materyalleri olusturmustur. cDNA sentezi igin gerekli
olan enzimlerin bulundugu hazir kit olan GRISP marka Xpert One Step Fast PROBE
Master mix kullanilmistir. Bu viriislere 6zel tasarlanan primerler, steril PCR tiipleri,
ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari, steril bidistile su, klasik PCR testlemeleri igin
Applied Biosystems SimpliAmp thermal cycler kullanilmistir. Klasik PCR cihazi
kullanim1 sonrast hazirlanan jel i¢in Sigma marka agaroz, ve 1X TAE kimyasali, Etidyum
bromide, daha sonra jel elektroforezi ig¢in Cleaver Scientific Goriintiileme cihazi
kullanilmistir.

3.1.2.3. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) icin kullamlan
materyaller

Total Niikleik Asit izolasyonu (TNA) sonucunda ToBRFV, PepMV ve TSWV
izolatlarindan elde edilen TNA ekstraktlar1 temel materyalleri olusturmustur. cDNA
sentezi i¢in gerekli olan enzimlerin bulundugu hazir kit olan GRISP marka Xpert One
Step Fast PROBE Master mix kullanilmistir. Bu viriislere ait 6zel tasarlanan primer ve

problar, steril PCR tiipleri, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari, steril bidistile su
ve BIORAD CFX96 Real Time PCR cihazi kullanilmistir.
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3.2. Metot
3.2.1. Mekanik inokiilasyon ¢alismalari

Akdeniz Universitesi Tohumculuk ve Tarimsal Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nden temin edilen ¢alisma konusu viriisler ile enfekteli bitki izolatlarinin viriis
yogunluklarini arttirmak ve taze bitkilerden kaliteli viral RNA elde etmek amaciyla
hassas test bitkilerine mekanik inokiilasyon islemi uygulanmigtir. TOBRFV ile enfekteli
yapraklar 1/10 gram/VVolume (hacim) oraninda tartilmistir. Burada kullanilan izolatlar
ToBRFV-Ant-Tom: ve MT107885’tir. TSWV ve PepMV ile enfekteli olan yapraklar ayri
ayr1 1/5 gr/V oraninda tartilmistir. Tartilan yapraklara %0, 1°1lik 2-mercaptoethanol + 0,02
M Fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7) (Ek 2.) eklenmistir ve blender yardimi ile ezilmistir.
Daha sonra hazirlanan izolat 15-20 dakika +4°C’ de bekletilmistir. Antalya Fide’den
alinan fideler once saksilara alinmig ve daha sonra “Soft Sponge Pad” yontemi ile izolat
bulastirilmistir. Fidelerin kotiledonlarina ve 3. ve 4. gercek yapraklarina siinger yardimi
ile mekanik inokiilasyon yapilmistir (Sekil 3.1).

B

[
N

Sekil 3. 1. Mekanik inokulasyon ¢aligmalari

Mekanik inokiilasyon sirasinda yaprak ylizeyinde doku Oliimlerine sebep olmayacak
sekilde mikro yaralar acilmasina 6zen gosterilmistir. Bu islem ii¢ tekerriirlii olacak
sekilde uygulanmistir.

3.2.2. Total niikleik asit ekstraksiyonu

Simptomatik bitkilerden yaprak ornegi alinarak Total niikleik asit ekstraksiyonu islemi
uygulanmistir. Total niikleik asit ekstraksiyonu yapilirken CTAB metotu (Ek 1)
uygulanmistir. Viris ile enfekteli yaprak drnekleri bitkinin biiyltime noktasindan alinarak
tissuelyser tiiplerine alinmigtir. Tiiplerin her birine metal boncuk atilarak 100 ul CTAB
sollisyonu eklenerek Qiagen marka Tissuelyser cihazinda ezilmistir. Cihazdan ¢ikarilan
tiipler kisa santrifiij yapilarak ¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra kapaklar1 agilarak iistiine tekrar
400 pl CTAB soliisyonu eklendikten sonra 65°C’de 20 dakika bekletilmistir. Ustiine 500
ul kloroform eklendikten sonra iyice c¢alkalanarak 14.000 rpm de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Mikro pipet yardimi ile iist sividan (siipernatant) 200 pl cekilerek
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iistline 200 pl isopropanol (2-propanol) eklenerek 60 dakika -20°C’de bekletilmistir.
Daha sonra 14.000 rpm’de 15 dk santrifiij yapilarak niikleik asitin ¢oktiiriilme islemi
gerceklesmistir. Tiip igerisindeki mevcut sivi bosaltilarak iistiine 500 pl %70’lik etanol
eklenmistir. 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmistir ve daha sonra lavaboya yavagca
dokiilmistiir. Bu yikama islemi 2.kez tekrarlanmistir. Daha sonra tiipler 2 saat kurumaya
birakilmigtir. Kurumaya birakilan total niikleik asitler 100 pl bidistile su ile
sulandirilmastir.

Sulandirilan total niikleik asitler spektrofotometre ile Glgiilerek igerisinde bulunan DNA
ve RNA miktarlarim1 belirlenmistir. Daha sonra tiim total niikleik asitler, 6l¢iilen RNA
miktara gore 100 ng ‘a esitlenecek sekilde tekrar sulandirilmistir. Elde edilen niikleik
asitler 10, 102,10 ,10%, 10°,10% ,107 ,10® ve 10 olmak iizere diliite edilerek PCR
caligsmalarinda optimize edilmistir.

3.2.3. Primer dizayn ¢alismalari

3.2.3.1. Klasik RT-PCR primer dizayn ¢alismalari

Polimeraz zincir reaksiyonunda hedeflenen gen bolgesini veya viriislerin amplifikasyonu
icin en 6nemli basamaklardan biri hedef bolgeye spesifik primer dizaynidir. ToBRFV,
TSWV ve PepMV etmenlerine ait primerler gen bankasinda bulunan bilgiler belirli
kriterler g6z Oniinde bulundurularak olusturulmustur. Bu calismada dizayni yapilan
primerler multipleks olarak ¢alisilacagi i¢in birbirleri ile reaksiyona girmemesi agisindan
gerekli kontroller yapilmistir. Manuel olarak hesaplamalar yapilarak olusturulan
primerlerin baz boyutlar1 dikkate alinarak, primerlerin cross-dimer olusumu ve self-dimer
olusumu engellenmistir (Sekil 3.2). Multipleks primerlerin hepsinin ayni kosullarda
calisabilmesi i¢in Tm degerleri birbirine yakin olacak sekilde istenen sicakliklarda
ayarlanmugtir.

Sequence: TSWV primers.dna (Linzar / 777 bp}
Perers: 10 tatal

TTAAGCTCAC TAAGGAMAAC ATTGTTGCTT TGTTGACACA AGECAAAGAT CTTGAATTTG AGGAAGATCA GAATCTGGTA
TACAGATTCC AATTCGAGTG ATTCCTTTTG TAACAACGAA ACAACTGTST TCCGTTTCTA GAACTTAAAL TCCTTCTAGT CTTAGACCAT

L)

Met Ser Lys  val Lys Leuw Thr iys Glu Asn e val Ala Leu Lew Thr &N Gy Lys Asp  Leu Gl Phe Glu Gl dsp G Am Leu val -

GCATTTAACT TCAAGACTTT TTETCTGEAL AACCTTGACC AGATCAAGAA BATGABCATT ATTTCATGTC TGACATTCCT GAAGAATCET
CETAAATTGA AGTTCTEAAA AACAGACCTT TTEGAACTGE TCTAGTTCTT CTACTCGTAA TAAAGTACAG ACTGTAAGRSA CTTCTTAGCA

Aln Pha A Phe Lys The Phe  Cps Leu Gy A Leu A Oln Tla Lys Ly Met Ser D Ol Ser Cyp  Leu Thr Phe Les Ly Aan Arg =

N
CABAGTATAA TEGAAGETTAT TAAGCAAAGT GATTTTACTT TTGGCAMAAT CACTATAAAG AAAACTTCAG ACAGGATTSG AGCCACTGAC
GTICTCATATT ACTTCCAATA ATTCETTTCA CTAMAATGEAA AACCETTTTA GTGATATTTC TTTTGAAGTC TGTCCTAACC TCEGTEACTE

Gin Ser fe  Met Lyr Vol e Lz Gln Ser  Amp Phe The  Phe Gly L De  Thr le Ly Ly Thr Ser  Asp Arg lle Gy Al Thr Asmp -

ATEACCTTCA GAAGGCTTSA TASCTTGATC AGEETCAGGE TTETCEABSA AACTERGAAT TCTBAGAATC TCAATACTAT CAAATCTAAG
TACTOGAAGT CTTCCGAACT ATCGAACTAG TCOCAGTCCE AACGABCTCCT TTGACCCTTA AGACTCTTAB AGTTATGATA GTTTABATTC
Het Thr Fhe  Arg Amg Lew Asp  Ser Lew Nl Amg Vil A Lew al Glu G Thr Gy Asn Ser S A Lew Asn The Dl L Ser L -

ATTGCTTCTC ACCOTETOAT TCAAGGCTAT GGATTACCTC TTGATGATGE AAAGTCTGTG AGGCTTGCCA TAATGOTGGG AGGTAGDTTA
TAACGAAGAS TGGEAGACTA AGTTCGGATA CCTAATGGAGS AACTACTACS TTTCAGACAC TCCGAACGGT ATTACGACCC TCCATCEAAT
Te Ma Ser  Hs Pra Leu T Gk Ma Tyt Gl Leu Pre  Leu Asp Aip Al Lys Ser Val  Arg Leu As De Met Leu Gl Gy Ser Leu -

Q‘l.\crn:s TITCAGACAC] [CGAACGGT ATTACGACLE 1L
Reverse 2 \

Sekil 3. 2. Sekans iizerinde primer tasarlama ¢aligsmalari
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Primer dizayni sirasinda dikkat edilen diger bir madde ise dizideki Guanin-Sitozin orani
olmustur. GC orani %50-60 orani arasinda tutulmustur. Bu asamada iki niikleotit
arasindaki hidrojen baginin ti¢lii bag olmasi nedeni ile kirilmasi i¢in yiiksek sicaklik
uygulanacak olmasi, ¢gogaltmada 6zgiil olmayan baglanmalar1 engellemek amaclanmistir.

Bu calisgma kapsaminda primer dizayni i¢in National Center of Biotechnology
Information (NCBI) veri tabanindan yararlanilmigtir. NCBI’dan mevcut viriislerin farkl
ilkelerden rapor edilen izolatlarin kilif proteinleri ve RARp polimeraz bolgelerinin sekans
verileri toplanmistir. Her bir viriis i¢in toplanan sekans verileri FASTA formatlari not
defterine kaydedilmistir. FASTA formatindaki veriler BioEdit programinda ClustalW
analiziyle consensus sekanslar1 incelenmistir (Sekil 3.3).

= [ o foCIMIRES e o e D> - Bealii=l =
£ IDIT §on - BENEEVINIRESE o arst v GBS g e
e e s i e e o
| 180 150 200 210 220 230 240 250 260

MNO38406.1: Ispanya, Murcia [GAGGCCCTTGGCAAGATCTTTACTGCCATGGGTTTAGCAGCCARATGAGACCGGACCTGCCATGTGGGACCTCGCTCGTGCTTATGCTGATG

RKT253422.1: Fas GAGGCCCTTGGCAAGATCTTTACTGCCATGGGTTTAGCAGCCAATGA CGGACCTGCCATGTGGGACCTCGCTCGTGCTTATGCTGATG
JQ979170 3 Linvanya GAGGCCCTTGGCAAGATCTTTACTGCCATGGGTTTAGCAGCCARTGAGACCGGACCTGCCATGTGGGACCTCGCTCGTGCTTATGCTGATG
GU130086 3 Ispanya,Valencia GAGGCCCTTGGCAAGATCTTTACTGCCATGGGTTTAGCAGC GAGACCGGACCTGCCATGTGGGACCTCGCTCGTGCTTATGCTGATG
ME133094 : Almanya GAGGCCCTTGGCARAGATCTTTACTGCCATGGGTTTAGCAGCCAATGAGACCGGACCTGCCATGTGGGACCTCGCTCGTGCTTATGCTGATG
MN182534 : Birlesik Krallik GAGGCCCTTGGCAAGATCTTTACTGCCATGGGTTTAGCAGCCAATGAGACCGGACCTGCCATGTGGGACCTCGCTCGTGCTTATGCTGATG

MR8 60500 : Ispanya GAGGCCCTTGGCAAGATCTTTACTGCCATGGGTTTAGCAGCCARATGAGACCGGACCTGCCATGTGGGACCTCGCTCGTGCTTATGCTGATG
FJ457096 : Belcgika GAGGCCCTTGGCAAGATCTTTACTGCCATGGGTTTAGCAGCCAATGAGACCGGACCTGCCATGTGGGACCTCGCTCGTGCTTATGCTGATG
AYS509927 : ABD GAGGCCCTTGGCAAGATCTTTACTGCCATGGGTTTAGCAGCCAATGAGACCGGACCTGCCATGTGGGACCTCGCTCGTGCTTATGCTGATG
MH550284 : Fas GAGGCCCTTGGCAAGATCTTTACTGCCATGGGTTTAGCAGCCAATGAGACCGGACCTGCCATGTGGGACCTCGCTCGTGCTTATGCTGATG

GAGGCCCTTGGCAAGATCTTTACTGCCATGGGTTTAGCAGCCAATGAGACCGGACCTGCCATGTGGGACCTCGCTCGTGCTTATGCTGATG

Sekil 3. 3. BioEdit programinda Clustal W analiziyle consensus sekanslarin analizi

Analiz sonucunda tiim izolatlardaki ortak bolgeler belirlenmistir. Belirlenen ortak
bolgelerden ii¢ viriis etmeni i¢in ayri olarak primer dizaynlari SnapGene programi
kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.4).

AT AT T T VA AR Tk AT

Consansus ATGTCTAAGGTTAAGCTCACTARGGARARCATTGT TGCTTTGTTGACRACAAGECARAGRATCTTGRATTTGAGGEAAGATCAGRATETGGTA
K¥611497.1 Tornat, rotein (CP) gene
KI1396751 .1

MGOOL1348.1 Tomat..cat protein gene
KX121046.1 Tomat...oat protein gene
KM407603. 1

ABS10533.1 Tomat.. for coat protein
M 388445, 1 Toma..rotein (K] mRNA
MEQ77E50,1

JF9E0235.1

KU976336.1

AT AL AT HARA e AT TAATRTAAT

Consensus GCATT AACTTCAAGACTTTTTGTCTGEAAAACCTTGACCAGATCAAGAAGATGAGCATTATTTICATGTCTGACATTCCTGAAGAATCGT
KX611497.1 Tomat..rotein (CP) gene
KI139671.1

MGD01348.1 Tomat,.oat protein gens
KX121046,1 Tomat, oak protein gene
KM407603.1

ABZ10533.1 Tomat...for ceat protein
MK388405. 1 Toma._rotein (N) mRNA
MK977650.1

JIFeG0235.1

KUS78396,.1

Sekil 3. 4. Farkli izolatlarin SnapGene programindaki BLAST analizi
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3.2.3.2. RT-PCR calismalari

Dizayn edilen primerlerin Tm sicakliklar1 sentez yapan firma tarafindan gonderildikten
sonra Tm= [4 (G+C) + 2(A+T)] °C formiilii ile annealing sicakliklari hesaplanmistir.
Burada multipleks PCR’1n ¢aligabilmesi i¢in dnce tiim viriisler i¢in optimum Annealing
sicaklig1 bulunmustur. Primerlerin optimizasyonu i¢in Gradient PCR kurularak optimum
calisgma sicakligr belirlendikten sonra tekli ve multipleks RT-PCR c¢alismalari
yuriitiilmistiir. GRISP markasinin Xpert One-Step RT-PCR kiti kullanilarak PCR
reaksiyon karigimi hazirlanmastir. 7,25 ul steril deiyonize su, 12,5 ul PCR mastermix,
1,25 pl RTase mix, 0,7 ul forward, 0,7ul reverse ve 1 ul total niikleik asit eklenerek PCR
karigimi hazirlanmastir.

Kullanilan tek adimli RT-PCR kosullarina gore bir dongii 45°C’de 15 dk, 95°C’de 3 dk;
95°C’de 10s, 61°de 10s, 72’de 15s, dongii 35; ve bir dongii 72°de S5dk seklinde
uygulanmistir.

3.2.4. Prob dizayn ¢alismalari

RealTime PCR g¢alismalarinda kullanilmak tizere Tagman problar tasarlanmistir. Klasik
RT-PCR c¢aligmalarinda anlatildigi gibi virlislere ait verilerle islenen sekans
dizilimlerinden primer-prob giftleri tasarlanmistir.

cTatttttta tTgntctncA TGTCTAAGGT

TTGTTGCTTT GTTGACACAR &

Sekil 3. 5. RealTime PCR igin primer-prob tasarlama galismalari

3.2.4.1. RT-qPCR ¢alismalari

PCR evrelerinden biri olan baglanma (annealing) evresinde primerler baglanarak ve Taq
polimeraz ile uzama gerceklesme prensibiyle Taq polimerazin 5’Exonucleaz aktivitesi
sayesinde proba bagli florofor kesilir ve floresan agiga ¢ikar. Bu sayede hedef gen 151ma
vererek analiz edilmektedir. Tagman metodunun avantaji farkli renkteki raportorleri
iceren problarla multiplex deneylerde kullanilabilmesidir. RT-qPCR, kalip RNA’nin
baslangi¢ miktarini spesifik, hassas ve tekrarlanabilir sekilde tespit edebilmesi ve RNA
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miktart saptanabilmesi ile klasik PCR’ye gore daha fazla tercih edilmektedir. Her bir
dongiide aciga ¢ikan floresan miktarini kaydedilerek, PCR iirtintindeki ilk anlamli artigin
gozlendigi eksponensiyal faz goriintiilenmektedir. PCR {irlinlinliin exponensiyel artis
gosterdigi ilk dongii baslangic materyalinin miktar1 ile dogru orantili olmaktadir.

Realtime PCR calismalarinda 50°C’de 15 dk, 94°C’de 10 s, 60°C’de 10 s ve 72°C’de 10
s olmak tizere 40 dongii uygulanmustir.

3.2.5. Multipleks RT-PCR

Hem klasik PCR primerleri hem de realtime primer-prob giftleri TOBRFV, TSWV ve
PepMYV izolatlar ile belirtilen PCR dongiileri ile ayni olmak tizere tek tiipte 6nce dubleks
olarak denenmistir. Bu asamada ToBRFV ve TSWV, ToBRFV ve PepMV, TSWV ve
PepMV niikleik asitleri birlestirilerek tek tiipte reaksiyon hazirlanmis ve ikili analiz
sonuglar1 incelenmistir. ikili kombinasyonlardan sonra iiclii kombinasyon reaksiyonunda
ti¢ viriise ait niikleik asit tek tiipte hem klasik RT-PCR hem de Realtime RT-PCR analizi
yapilmistir.
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4. BULGULAR
4. 1.Simptomatolojik Bulgular

Mekanik inokiilasyon ¢alismalarinda Akdeniz Universitesi Tohumculuk ve Tarimsal
Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden temin edilen TOBRFV, TSWV ve
PepMV ile enfekteli bitkiler inokulum kaynagi olarak kullanilmistir. Viriis
inokiilasyonlarinda kullanilan hassas domates c¢esitlerinde, s6z konusu viriis
hastaliklarina kars1 olusturduklari reaksiyonlar 7, 14 ve 21. glinde morfolojik gézlem ile
simptom takibi yapilmigtir. TOBRFV (Sekil 4.1.), TSWV (Sekil 4.2) ve PepMV (Sekil
4.3) inokiilasyonlarinin hassas domates bitkilerinde meydana getirdigi simptomlar
kaydedilmistir.

2,
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Sekil 4. 1. ToBRFV mekanik inokiilasyonu yapilan bitkilerin gosterdigi simptomlar
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Sekil 4. 3. PepMV mekanik inokiilasyonu yapilan fidelerin gosterdigi simptomlar

4.2. Molekiiler Bulgular
4.2.1.Total niikleik asit ekstraksiyonu

Bu tez calismasi kapsaminda 2022 yilinda tekli ve ¢oklu multipleks PCR c¢aligmalari igin
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Viroloji Laboratuvarinda
bulunan domates ve biber bitkilerinde enfekteli yaprak izolatlarinda bulunan Tomato
brown rugose fruit virus (ToBRFV), Tomato spotted wilt virus (TSWV) ve Pepino
mosaic virus (PepMV) varligi molekiiler olarak belirlenmistir. Total Niikleik Asit
Ekstraksiyonu yapildiktan sonra elde edilen niikleik asitler spektrofotometre ile
Olciilmiistiir (Cizelge).
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Cizelge 4. 1. Elde edilen niikleik asitlerin spektrofotometre dlgiimleri

Ornek (Total Niikleik Asit) 260-230 nm oranlar (A)
Tomato brown rugose fruit virus 1,63
(ToBRFV)

Tomato spotted wilt virus (TSWV) 2,14

Pepino mosaic virus (PepMV) 1,62

Yukaridaki sonuglara gore bahsi gegen ii¢ viriis niikleik asit izolasyonlarinin hepsi 100
ng ‘a esitlenmistir. Esitlenen total niikleik asitler, 10, 102 ,10%,10*4,10°,10°,107,108
ve 10° seklinde sulandirilarak diliisyon serileri hazirlanmustir.

4.2.2. Primer-prob dizayni

Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) i¢in kilif proteini (coat protein), Tomato
spotted wilt virus (TSWV) icin niikleokapsid protein geni ve Pepino mosaic virus
(PepMV) etmeni i¢in TGB2 protein geni dizilimleri hedef alinmistir. Bu gen bolgeleri
NCBI gen bankalar1 kullanilarak bulunmustur. Primer ve probe dizayni Clustal W
alingment programi ve oligo7 software kullanilarak yapilmistir. Tasarlanan primerler
Cizelge 4.2.°d2 ve probe’lar Cizelge 4.3’ Te listelenmistir.

Cizelge 4. 2. Klasik RT-PCR igin tasarlanan primer dizilimleri

Primer Primer dizisi (5’- 3°) PCR iiriinii

ToBRFV 1 Forward | GGGCCGACCCTATAGAATTA 251 bp

ToBRFV 1 Reverse | CGCCTGATTTTCGACTTCTA

ToBRFV 2 Forward | GGGCCGACCCTATAGAATTA 284 bp

ToBRFV 2 Reverse | AGTAGCGTCTAACGTTTCG

TSWV 1 Forward CATGTCTGACATTCCTGAAG 435 bp

TSWV 1 Reverse GCACAGTGCAAACTTTTCCT

PepMV 1 Forward TCAAATCCYAAYACAGCTCCT 584 bp

PepMV 1 Reverse CCCATGTGNCCACGTGT

PepMV 2 Forward ATCTTCACCGCTATGGGCCT 521 bp

PepMV 2 Reverse AGTTCAGGGGGTGCGTCTAT
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Cizelge 4. 3. RealTime RT-PCR igin tasarlanan primer-prob dizilimleri

Primer Dizilim (5'- 3" Kanal
ToBRFV Forward ACTAGGTAATCAGTTCCAAACA
ToBRFV Reverse GGACAGGTTTCCACACTT FAM
ToBRFV Probe AGCTAGAACAACCGTTCAACGGCA
TSWV Forward CTAAGATTGCTTCTCACCCTCT
TSWV Reverse AAGCTACCTCCCAGCATTAT HEX
TSWV Probe TGATGCAAAGTCTGTGAGGCTTGC
PepMV Forward CTAAGATTGCTTCTCACCCTCT
PepMV Reverse AAGCTACCTCCCAGCATTAT CY5
PepMV Probe TGATGCAAAGTCTGTGAGGCTTGC

4.2.3. Klasik RT-PCR bulgulari

Bahsi gegen 3 viriis i¢in 0zel olarak dizayn edilen primerler ile dnce tek tek daha sonra
ikili ve en son multipleks olarak analiz yapilmistir ve bant goriintiileri elde edilmistir.
Dizayn edilen birden ¢ok primer siparis edilip denenmistir.

L IRR4 5 6 7 L 12345617

Sekil 4. 4. a) Klasik RT-PCR c¢alismalarinda 1)PepMV2, 2)ToBRFV2 3)TSWV
4)TSWV + PepMV2 5)PepMV2 + ToBRFV2 6)TSWV + ToBRFV2 7) PepMV2 +
TSWV + ToBRFV2 8)Negatif kontrol primerleriyle yapilan tekli, dubleks ve multipleks
analiz sonuglar1 (b) 1)PepMV1, 2)TSWV ve 3)T
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4.2.4. Real Time RT-PCR sonuclari

Niikleik asitler i¢in yapilan diliisyon ¢alismalarinda ToBRFV, TSWV ve PepMV i¢in
ylriitiilen Real PCR calismalarinda 6rneklere standart egriler Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil
4.7) ve egrilere ait Ct degerleri elde edilmistir (Cizelge 4.4, Cizelge 4.5, Cizelge 4.6)

File View Settings Expot Tools

Al Quantcation (2 Quantification Data nl Gene Bxpression [:2%] End Point (27| Abelic Discrmination ®5 Custom Data View 5] QC E Run Information

Amplification
T

L EADEO

30 +

n
(=]
|

RFU (10~3)

=
.

0+ =—— —— — — T T T
0 10 20 30 40
Cycles

[J Log Scale

| FAM HEX [ G5

Sekil 4. 5. Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) i¢in diliisyon serisi

Cizelge 4.4. Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) i¢in diliisyon serisine ait Ct
degerleri

Ornek FAM kanali Ct degeri
Stok TNA 20,05
10t 23,18
102 26,13
103 28,38
10* 29,30
10° 29,52
106 29,88
107 30,12
108 31,49
10°° 32,78
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Sekil 4. 6. Tomato spotted wilt virus (TSWV) i¢in diliisyon serisi

Cizelge 4.5. Tomato spotted wilt virus (TSWV) i¢in dillisyon serisine ait Ct degerleri

Ornek HEX kanali Ct degeri
Stok 18,61
10t 22,28
102 25,93
103 32,99
10 36,55
10° 39,86
10® -
10" -
108 -
10° -
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Sekil 4. 7. Pepino mosaic virus (PepMV) i¢in dillisyon serileri

Cizelge 4.6. Pepino mosaic virus (PepMV) i¢in diliisyon serisine ait Ct degerleri

Ornek Cy5 kanah Ct degeri
Stok 19,47
10 20,40
10 23,75
103 217,47
10 31,17
10° 35,77
10°® 36,89
107 39,23
108 39,88
10° 40,81

Diliisyon serileri her bir viriis i¢in farkli Ct degerleri icermektedir. TOBRFV icin 10
serisine kadar pik verirken, TSWYV i¢in bu say1 10~ bulunmustur. PepMYV igin ise bu say1
10* oldugu saptanmustir.

Mevcut izolatlardan elde edilen TNA ile gRT-PCR analizleri gerceklestirildiginde ise
sonuclar asagidaki gibi olmustur. Ilk &nce ikili (dubleks) olarak calisilip daha sonra
multipleks sonuglar1 elde edilmistir (Sekil 4.8) Real Time gRT-PCR igin dizayn edilen
primer ve problarda herhangi bir problem yasanmamis olup, basarili sonu¢landirilmistir.
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Sekil 4. 8. Dubleks ve Multipleks RealTime PCR sonuglari

Elde edilen bulgulara ek olarak; ToBRFV igin dizayn edilen primer prob ¢ifti,
Tobamovirus’lerin  genom yapilarinin  birbirine benzerligi ve cross reaksiyona
girebilecegi 6n goriilerek, domateste enfeksiyon yapan TMV, ToMV ve TOMMYV pozitif
kontrolleri ile realtime RT-PCR analizine tabii tutulmustur. Elde edilen sonuglar Sekil
4.9°da gosterilmigtir.
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Sekil 4. 9. ToBRFV primer- prob ciftinin diger Tobamovirusler ile cross reaksiyon
sonuglari

Cross reaksiyon analizleri sonucunda ToBRFV’ye spesifik gelistirilen primer-prob
ciftinin, diger Tobamovirus’ler ile baglanma ger¢eklestirmemis ve sadece TOBRFV i¢in
pozitif sonu¢ vermis, diger Tobamovirus’ler i¢in herhangi bir baglanma ve ¢ogalma
gbzlenmemistir.
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5. TARTISMA

Domates ve biber lilkemizde ve diinyada yetistiriciligi en fazla {iriin gruplaridir ve iiretim
asamalarinda pek ¢ok farkli biyotik ve abiyotik faktorlerden etkilenmektedir. Tiirkiye’nin
onemli Olgiide tarim arazisi bulunduran bir bdlge olmasi, iilkemiz ihracatina katki
saglamasi amaciyla saglikli ve verimli gesitlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Sebze
tireticiliginde iiretilen sebzelerin en ¢ok etkilendigi organizmalar arasinda viriis, fungus,
bakteri ve bocek gibi etmenler en basta gelmektedir. Solanaceae iiriin gruplarinda zarar
yapan virlis hastaliklari; viral patojenlere dogrudan etki eden kimyasal miicadele
olmamasi, virlislere vektorlik yapan bircok bocek, fungus, nematod olmasi, bazi
viriislerin tohumla ve mekanik olarak kolaylikla bulasabilmesi gibi 6zellikleri g6z oniine
alindiginda viriis hastaliklarinin 6nemi artmaktadir. Viriis hastaliklarinin tespit edilmesi
de miicadelesi kadar 6nemlidir. Bu dogrultuda bitkilerde enfeksiyon meydana getiren
bitki viriis hastaliginin dogru teshisi miicadele yontemini belirlemede esas faktorlerden
biridir. Ayrica saglikli tohum elde edebilmek amaci ile bitkilerin ve tohumlarin viriisten
ari olup olmadiklarini kontrol etmek gerekmektedir.

Viriis hastaliklarinin tanilamasinda gesitli metotlar kullanilmaktadir. Serolojik, biyolojik,
molekiiler yontemler, elektron mikroskobu tanilamasi gibi metotlar; viriislerin adina
dogru teshisini yapabilmek i¢in kullanilabilen metotlardir. Bu kapsamda serolojik
testlerin protein diizeyinde tanilama yapmasi, bazi durumlarda capraz reaksiyon
gostererek yaniltict sonuglar dogurmasi gibi dezavantajlart bulunmaktadir. Elektron
mikroskobisi ile viriislerin ¢ubuk, kiiresel, zarfli, zarfsiz vb. gibi fiziksel 6zellikleri viriis
cinsleri i¢in ayirt edici olmaktadir. Molekiiler teknikler ise viriislerin sahip oldugu DNA
ve RNA kokenli genom pargalarina spesifik olarak dizayn edilen primer ve problar ile
tespit yapilmasina olanak sagladigindan giivenilir metot olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
tez ¢alismasinda iilkemiz ve diinyada domates ve biber bitkilerini enfekte ederek 6nemli
verim ve kalite kayiplarina, maddi boyutta zararlara sebep olan ve iilkemizdeki {iriin giris
cikislarinda karantina etmenleri listesinde test edilmesi zorunlu olan TOBRFV, TSWYV ve
PepMYV i¢in multipleks primer-prob gelistirilmesi amaglanmustir.

Biber ve domates bitkilerini enfekte eden bitki viriisleri, se¢ilen spesifik primerlere bagh
olarak ayni1 anda ve tek reaksiyonda belirlenebilmektedir. 1994 yilinda ilk defa multiplex
PCR c¢alisan Chamberlain ve Chamberlain; DNA temelli 9 farkli virlis {izerinde
calismasini takiben, RNA viriisleri i¢in ¢oklu PCR analizi 1994 yilinda Barriana ve ark.
tarafindan yapilmistir. Baklagiller i¢in biiyiik 6nem tasiyan Alfalfa mosaic alfamovirus,
Bean yellow mosaic potyvirus, Clover yellow vein potyvirus, Cucumber mosaic
cucumovirus ve Subterranean clover mottle sobemovirus olmak iizere 5 adet tohum
kaynakl1 baklagil viriisiiniin varlig1 i¢in bir tiipteki numuneyi ayn1 anda test edebilen bir
multipleks ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) testi gelistirilmisler
ve bu ¢alismanin ELISA testinden 5 kata kadar daha duyarl oldugunu rapor etmislerdir.
Bu ¢alismayi takiben 1994 yilinda Grapevine virus A, Grapevine virus B ve Grapevine
leafroll-associated virus i¢in multipleks PCR gelistirilmistir (Minafra ve Hadidi 1994).
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flerleyen yillarda enginar bitkisinde Artichoke mottled crinkle tombusvirus (AMCV),
Artichoke Italian latent nepovirus (AILV) ve Artichoke latent potyvirus (ALV) genomik
RNA pargalarinin ters transkripsiyon-amplifikasyonu i¢in alt1 spesifik primer
gelistirilmistir (Grieco ve Gallitelli 1999). 2000 yilinda Sharman ve ark. muzda goriilen
viriisler i¢in multipleks PCR gelistirmek i¢in yaptiklar1 ¢alismada muz bitkisinin
Ozsuyundan ¢ viriisiin es zamanli tespiti i¢in bir multipleks, immiino capture PCR (M-
IC-PCR) metodunu kullanmislarken bu ¢alismada klasik ve Real time olmak iizere iki
farkl1 PCR metodu i¢in primer-prob cifleri gelistirilmistir.

Bu c¢alismada ToBRFV, TSWV ve PepMV icin multipleks PCR primer ve problari
gelistirilirken; 2005 yilinda yapilmig bir ¢alisgmada domates tohumlarini enfekte eden bir
viriis olan Pepino mosaic virus (PepMV) ve bir bakteri olan Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (Cmm) kombine edilerek multipleks realtime PCR yontemiyle
gelistirilmistir. (Johnson, 2005).

Vinayarani ve ark. (2011) tarafindan Hindistan’da yapilan ¢alismada domates ve
dolmalik biberleri enfekte eden ve o tarihlerde heniiz kesfedilmemis olan ToBRFV ile
ayni grup olan Tobamoviriis cinsinde yer alan Tobacco mosaic virus (TMV) ve Tomato
mosaic virus (ToMV) i¢in primer dizaynint movement protein (MP) bolgesinden; yine
2011 yilinda Chen ve ark. tarafindan domatesi enfekte eden Tobamoviriis cinsine ait
TMV, ToMV i¢in 18S RNA ve satellite RNA’ya multipleks primer gelistirip basarili
olmuglardir. Bu calismada ise ToBRFV icin dizayn edilen primer-prob c¢iftleri
ToBRFV’yi diger Tobamoviriislerden ayirarak capraz reaksiyona girmesinin Oniine
gecilerek kilif proteini (CP) bolgesinden spesifik olarak dizayn edilmistir. Tirkiye’de
domates ve biberde yaygin olarak goriinen diger tiirlerden olan Cucumber mosaic virus
(CMV), Pepper milt mottle mosaic virus (PMMoV), Potato virus Y (PVY) ve Tobacco
etch virus (TEV) gibi viriislerle yapilan kontrollerde de capraz reaksiyona girmedigi
dogrulanmistir.

2012 yilinda yapilan bir ¢alismada tiitiinleri enfekte eden bes viriis hastaligi i¢in klasik
PCR metodunda kullanmak tizere viriisleri multipleks PCR yontemi ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu testi (Dai ve ark. 2012), Kumar ve ark. 2017 yilinda patateste
5 viriis i¢in multipleks PCR ve 2020 yilinda yine bir Solanaceae tiirii olan patateste
bulunan bes adet patates viriisii i¢in multipleks PCR (Nie ve Singh (2020)
gelistirilmisken; bu tez c¢alismasinda Solanaceae grubunda yer alan domates ve biber
bitkilerinin ikisinde de ortak olarak zarar yapabilen viriis hastaliklar1 i¢in multipleks PCR
gelistirilmistir.

Multipleks PCR ¢alismalarinin yiiriitiildigii diger ¢alismalar incelendiginde kabakgilerde
de yapilan ¢aligmalar 6nem kazanmustir. 2018 yilinda Brezilya’da de Souza Aguiar ve
ark. tarafindan karpuz bitkisinde goriilen bes adet viriis i¢in, Jailani ve ark. tarafindan
Gilineydogu Amerika Birlesik Devletleri’nde karpuz ve kabakta biiyiik sorun olusturan,
2021 yilinda ¢alisilan multipleks PCR’da DNA viriisii olan Cucurbit leaf crumple virus
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(CuLCrV) ve ii¢ tane RNA viriisii Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV),
Squash vein yellowing virus (SqVYV), ve Cucurbit chlorotic yellows virus (CCYV) igin
toplamda dort adet viriis i¢in multipleks PCR ¢alismalar yiirtitmislerdir. Jailani ve ark.
tarafindan ¢alismada kabakgillerden elde edilen bir bitki geni olan rubisco, analizin
standardizasyonunda dahili kontrol olarak ve yanlis amplifikasyonu izlemek icin
kullanilmistir. Buna benzer olarak bu tez ¢alismasinda domatese ve bibere ait 16S RNA
dizilimine spesifik ITS bolgelerinden elde edilen primerler de multipleks PCR analizine
dahil edilmistir. Boylece analizi yapilan domates ve biber bitkilerinin bulundurdugu RNA
bolgelerinden ayri olarak viriise ait RNA’lar1 icerdigi ortaya konmus ve bu caligmada
dizayn edilen primerlerin sadece c¢alisma konusu viriislere spesifik oldugu ve analizi
yapilan bitkilerin kaliteli RNA icerdigi ITS bolgelerinin de bant vermesiyle
kanitlanmustir.

Ulkemiz ihracati i¢in 6nemli olan domateste Lafrance ve ark. (2023) bazi viriis ve fungus
patojenlerine karsi dayaniklilik genlerini tespit edebilmek igin molekiiler markirlar
kullanmislardir. Bu galismada, domates i¢in 6nemli olan Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV), Tomato spotted wilt virus (TSWV) ve bir fungus olan Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici (Fol) patojenlerinin dayaniklilik genleri i¢in multipleks PCR
gelistirmislerdir. Molekiiler markir yardimi ile dayaniklilik genlerinin kontrolii i¢in
yapilan calismada basarili sonug elde etmislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise domateste
onemli olan ti¢ viriis patojeni hedef alinmistir. S6z konusu ¢alisilan viriisler RNA kékenli
olmalarindan dolay1 multipleks olarak RT-PCR metoduna uygun kitler gelistirilmistir.

Bu tez calismasinda elde edilen ToOBRFV, TSWV ve PepMV ig¢in spesifik olan primer-
prob giftleri hem ayr1 ayr1 hem de multipleks olarak analize imkan saglamaktadir.
ToBRFV i¢in yapilan primer-prob ciftinin diger Tobamovirusler (Tobacco mosaic virus
(TMV), Tomato mosaic virus (ToMV), Tomato mottle mosaic virus (TOMMV)) i¢in
denenip negatif sonuglarin alinmasi ile spesifikliginin dogrulanmis ve herhangi bir cross
reaksiyon gostermedigi ortaya koyulmustur.Ayrica bahsi gegen bu ii¢ viriisiin birinin
zarfli (TSWV) ve vektorle tasinan bir virlis olmasi, diger ikisinin zarfsiz ve tohumla
taginan bir virlis olmast (ToBRFV, PepMV) gibi birbirinden yapisal farkliliklarinin
olmas1 dnemli olmustur. Yapisal farkliliklar1 olan bu ii¢ viriisiin multipleks olarak ayni
tiipte ayn1 anda analiz sonuglarini dogru bir sekilde vermesi ve g¢apraz reaksiyonu
girmemesi bu tezin 6zgiinliigiini ve katma degerini artirmustir. Bu primer dizilimleri
Karantina midiirliikleri ile paylasilarak, iilkemiz karantinasi ic¢in yapilan virlis
analizlerine olumlu bir katki saglayacaktir. Bu g¢alismadan elde edilen veriler ile
multipleks PCR c¢alismalarinin artmasi, diger iirlin gruplarinda da gelistirilmesi i¢in dncii
olmasi hedeflenmistir. Ozellikle iilkemiz igin énemli olan {iriin gruplarinda daha fazla
viriis hastalig1 dahil edilerek genis kapsamli bir multipleks PCR analizine 151k tutmasi
amaglanmistir. Viral patojenlerin bakteri, fungus, nematod, viroid gibi diger bitki
patojenleri ile kombine edilerek multipleks PCR ¢aligmalarina yon verecek olmasi, bu tez
calismasindan beklenen yararlar arasinda yer almaktadir.
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6. SONUCLAR

Diinyada ve Tiirkiye’de biber ve domates bitkileri ithalat ve ihracatta ¢ok dnemli bir yer
tutmaktadir. Solanaceae familyasina dahil olan domates ve biber bitkileri iilkemizde
ihracatta ilk siralarda yer almaktadir. Verimli, kaliteli yas meyve ve tohum iiretebilmek
acgisindan viriis hastaliklarindan ari olmasi 6nemlidir. Son zamanlarda domates ve biber
icin 6nemli olan Tomato spotted wilt virus, Tomato brown rugose fruit virus ve Pepino
mosaic virus'ten ari olmasi 6nemlidir. Bahsi gegen viriislerden ari oldugunu gorebilmek
icin Zirai Karantina Miudiirligli, Bati Akdeniz Arastirma Enstitlisi ve 6zel sektor
calisanlari i¢in gesitli analiz yontemleri gelistirilmistir. Bu ¢alismada ise bu ii¢ viriis i¢in
molekiiler tanimlama yapilabilmesi agisindan multipleks olarak primer ve prob dizayni
gerceklestirilmistir.

e Akdeniz Universitesi Viroloji laboratuvarindan daha dnce dogrulamasi yapilmis
olan viriis izolatlar1 ile domates fidelerinde bahsi gecen bu ii¢ viriis PepMV,
TSWV ve ToBRFV’nin inokiilasyonlart yapilmigtir. Bu inokiilasyon sonucu
basarili olup mevcut viriislerin ¢ogaltilmas1 yapilmistir.

e Kiasik RT-PCR yapilabilmesi i¢in 6nce NCBI’dan her bir virlise ait farkli
tilkelerin izolatlar1 bulunmustur. Daha sonra bulunan farkli iilkelerin izolatlarinin
kilif protein ve hareket proteinlerinden FASTA formatlari not defterine
kaydedilmistir. FASTA formatlar1 Alignment islemi yapilarak tiim izolatlar alt
alta getirilmistir.

e Alignment islemi yapilan bu izolatlar daha sonra NCBI programinda BLAST
yapilmistir. Bu islem sonrasinda proteinlerin gen dizilerinde mutasyon olmayan
ortak bolgeler secilerek consensus sekanslari elde edilmistir. Bulunan bu
sekanslar bu asamada bahsi gecen {ii¢ viriis i¢in ait olduklar1 familyalarda o
familyada diger tiirler ile eslesmedigi kontrol edilmistir.

e Elde edilen bu consensus sekanslart SnapGene programi kullanilarak primer
dizaynlar1 yapilmistir. Ayn1 sekanslar kullanilarak Real Time RT-PCR ig¢in ise
Primer3 programi kullanilarak primer ve prob dizayni yapilmistir. Annealing
sicakliklarin ¢ok yakin olmasina dikkat edilmistir. Prob dizayni1 yapilirken her
bir viriis i¢in farkli boya secilmistir. Bu boyalar FAM, HEX ve CyS5 boyalaridir.

e Cogaltmis oldugumuz viriisler icin total niikleik asit izolasyonu yapilmistir. Bu
TNA'’lar spektrofotometrede RNA 6l¢iimleri yapilarak hepsi optimize edilmistir.

e Optimize edilen TNA ile hem klasik RT-PCR hem de Real Time RT-PCR
analizleri yiiriitiilmiistiir. Once tek tek, daha sonra dubleks, en son multipleks
olarak caligilmis olup, istenilen bant boyutlar1 ve pikler elde edilmistir.

e Butez calismasi sonucunda elde edilen ToBRFV, TSWYV ve PepMV i¢in spesifik
olan primer-prob giftleri hem ayr1 ayrt hem de multipleks olarak analize imkan
saglamakla birlikte; multipleks PCR teknigi kullanilarak yapilacak yeni
aragtirmalarin ¢ogalmasi, iilkemiz tarimi i¢in 6nemli olan kabakgil, baklagil,
turunggil, cesitli tarla bitkileri gibi diger iirlin gruplarinda da gelistirilmesi i¢in
oncili olmasi, viral hastaliklarin haricinde diger bitki patojenleri ile kombine
edilerek de yeni tanilama metotlarinin gelistirilmesine 151k tutmasiyla literatiire
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hem metotta kullanilan teknikler hem de elde edilen basarili bulgular ile 151k
tutacaktir.
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8. EKLER
Ek 1.

CTAB soliisyonu bilesenleri;

Kimyasallar Miktar

Tris-HCL 25ml/1M

EDTA 10ml/05M

CTAB 5qr

NaCl 70ml/5M

Saf su 250 ml ‘ye tamamlanir.
Ek 2.
FOSFAT TAMPON COZELTI;

Az miktarda asit veya baz eklenerek hazirlanan PH degisimlerini 6nlemeye yarayan
kimyasal igerikli soliisyonlar olarak tanimlanabilir.

Degisik PH degerlerinde Kimyasallarin aldigi PH Faktorleri

PH degeri KH,PO, Na,HPO,
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) X Hacim (It) X Molarite X PH Faktorii

%0,1 Mercaptoethanol ilave edilir.
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Ek 3.

ToBRFV, TSWV ve PEpMV analiz islemleri hakkindaki karar

o) 1
Ti(e). GBﬁ.KJRU

salp e
TARIM VE ORMAN BAKANLIGI
Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii

GOK IVEDI
Sayi  :E-21817801-320.03.05-3571272 18.12.2020
Konu :Tomato Brown Rugose Fruit Virus, Tomato
Spotted Wilt Virus, Pepino Mozaik Viriisii
Analiz Islemleri

DAGITIM YERLERINE

Bilindigi iizere Rusya Federasyonu'nun Diinya Ticaret Orgiitii'ne yaptigi SPS bildirimi
Kapsamunda bu iilkeye domates ve biberin (meyveleri. fideleri ve tohumlari dahil) ilwacatinda Tomarto
Brown Rugose Fruit Virus (ToBRFV). Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) ve pepino mozaik viriisii
(PepMV) yoniiyle analiz yapilarak bitki saghk sertifikalari ve re-export bitki saglik sertifikalannda ek
deklarasyon diizenlenmesi uygulamasi baglatilmigti.

Antlan etmenlerin, Rusya Federasyonu basta olmak iizere diger iilkelere domates ve
biber ihracatimzda oldugu kadar: konuk¢u durumundaki tiriinlerin tilkemize ithalatinda da gittikge onem
a1z etmesi ve bundan kaynaklanan analiz islemlerinin artan yogunlugu nedeniyle, son donemde ihracat ve
ithalat kontrollerinde aksakliklar yasanmaktadir. Ozellikle Rusya Federasyonu'na ihracata konu tirtinlerin
analizlerinde yaganan yogunluk igin ivedilikle ¢6ziim iiretilmesi gerekmektedir.

Bakanhigumiz ilgili birimlerinin acil koordinasyonuyla. mesafe kriteri de goz oniinde
bulundurularak: bolgenizde bulunan. domates-biber {iretiminin ve ilracatiun yogun olarak yapildig
illerden gonderilecek numunelerin oncelikle isleme almmasi ve analizlerin ivedilikle sonuglandiriimasi
biiviik 6nem arz etmektedir.

Bu kapsamda. Miidiirliigiiniiz laboratuvarmda soz konusu etmenlerin analiziyle ilgili hazirliklarn
tamamlanmasi. kit ve diger malzemelerin ivedilikle tedarik edilerek analiz islemlerinde devamhihgin
saglanmasi hususunda bilgilerinizi ve geregini onemle arz/vica ederim.
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