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Abstract

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

Ozet

Domates kahverengi burusuk meyve viriisii (ToBRFV) 6zellikle domates ve biber olmak iizere Solanaceae
familyasina ait bitkilerde 6nemli bir sorun olusturmaktadir. TOBRFV diinya ¢apmda hizla yayilmakta ve kiiresel
capta domates tiretimini tehdit etmektedir. Bu viriis, tarimsal faaliyetler sirasinda mekanik olarak veya tohumlar
yoluyla bulagmaktadir. Bu nedenle, TOBRFV ve diger tobamoviriisleri kontrol etmek icin etkili yontemlere ve
dayaniklilik genlerine ihtiyag duyulmaktadir. Bu c¢alismanin amaci, virlisiin bulasmasi, yayilmasi ve
dayanikliliginda onemli bir gen bdlgesi olan hareket proteininin (movement protein) molekiiler yontemler
araciligryla karakterize edilmesidir. Bu amagla, bu ¢alisgmada 2023 yilinin yaz aylarinda Isparta ili domates
seralaridan iireticilerin sikayeti izerine hastalik belirtileri gosteren domates fideleri toplanmis ve 14 farkli seradan
alman 5’er fide 6rnegi (toplam 70 fide) viriis varlig1 acisindan test edilmistir. Temin edilen bitki yapraklari
kullanilarak hassas domates ¢esidine mekanik inokulasyonlar yapilmis ve hastalik simptomlar1 gézlenmistir. Bitki
yapraklarindan niikleik asit izolasyonlar1 yapilmis ve cDNA sentez edilmistir. Viriise 6zgili hareket proteine ait
primer dizileri kullanilarak PCR analizleri yapilmis ve elde edilen PCR bantlari DNA dizi analizine tabii
tutulmustur. Temin edilen niikleotid dizileri NCBI veritabaninda analiz edilmis ve BLASTn analizleri viriisiin
varligini kanitlamistir. Ayrica elde edilen niikleotid dizilerinin hizalanmasi CLUSTAL W ile gerceklestirilmis ve
MEGAI11 programi ile filogenetik aga¢ olusturmak i¢in neighbor-joining yontemi kullanilmistir. Bulgularm,
hastalik ile miicadelede yol gosterici olacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Domates, ToBRFV, Mp proteini, PCR, filogenetik
Giris
Domates kahverengi burusuk meyve viriisii (Tomato brown rugose fruit virus: ToOBRFV) 6zellikle domates basta

olmak tizere Solanaceae (patlicangiller) familyasina ait bitkilerde 6nemli bir tehdit olusturan virtstiir. TOBRFV,
2014'iin sonlarinda Israil’de kesfedilmistir. 2015 yilinda Israil’in domates yetistirilen Melilot, Beit Ezra ve Achituv
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alanlarina yayilmistir. {1k olarak 2016 yilinda Urdiin’de rapor edilmistir (Salem ve digerleri, 2016). Viriis Israil’de
bir yil igerisinde neredeyse iilke ¢apinda domates seralarina yayilmisti. TOBRFV diinya ¢apinda hizla yayilmakta
ve kiiresel domates iiretimini tehdit etmektedir. Bu viriis, tarimsal faaliyetler sirasinda mekanik olarak veya tohum
yoluyla bulagsmaktadirlar (Dombrovsky ve digerleri, 2017). Bu nedenle, TOBRFV ve diger tobamoviriisleri kontrol
etmek i¢in etkili ve dayaniklilik genlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Virlis enfeksiyon olusturdugu domates bitkilerinde siddetli simptomlara neden olur. Hastalik domates
yapraklarinda mozaiklesme, klorozis, benek seklinde lekelenme ile ileri donemlerde nekrotik dokular ve ciicelige
ve sonunda da bitki 6liimiine neden olmaktadir. Meyvelerde ise kahverengi lekeler ve burusuk meyve olusumu en
temel simptomlar1 arasinda yer almaktadir (Salem ve digerleri, 2016).

ToBRFV, uzun ve simetrik gubuksu yapida virion yapisina sahiptir ve diger Tobamoviriislerle benzerlik
gostermektedir. TOBRFV genomu da diger tobamoviriislerinkine ¢ok benzerdir. Bu viriislerin genomu, dort agik
okuma c¢ergevesi (ORF) iceren yaklasik 6.400 niikleotid uzunlugunda tek zincirli pozitif anlamli bir RNA
molekiiliinden olusmaktadir. Genomik RNA, CAA tekrarlari agisindan zengin kisa bir 5' cevrilmemis bolge (UTR)
ve psodoknotlara katlanabilen bir 3' UTR ile kapatilir ve bunu transfer RNA benzeri, amino asit olan bir yap1
izlemektedir. iki 5' -terminal ORF dogrudan genomik RNA'dan gevrilir. ORF1, metiltransferaz ve helikaz alanlari
iceren 126 kDa'lik bir proteine (p126) cevrilir. ORF1 ve ORF2 arasindaki UAG durdurma kodonunun okunmast,
C-terminal ucunda RNA'ya bagimli bir RNA polimeraz alami igeren 183 kDa'lik bir proteinin (p183)
ekspresyonuyla sonuglanabilir. Her iki protein de replikasyon i¢in gereklidir ve p126 ayrica diger tobamoviriislerde
gosterildigi gibi bir susturma baskilayicisi olarak islev gormektedir. ORF3 ve ORF4, 3'- koterminal olan ve
sirastyla 30 kDa'lik bir hareket proteini (MP) ve 17,5 kDa'lik bir kilif proteini (CP) kodlayan 5'- subgenomik RNA
1 ve 2' den ¢evrilir (Salem N. ve digerleri, 2022).

Tobamoviriislerin enfeksiyon dongiisiinde en 6nemli proteinlerden biri hareket proteinidir. Bu protein virisiin bitki
icerisinde hareket etmesini saglar. Viriis, enfekte ettigi hiicre igerisinde cogaldiktan sonra komsu hiicrelere
yayilmak zorundadir. Hareket proteinleri, viriis genomlarinin hiicreler arasi kanallardan (plasmodesmata) gegerek
komsu hiicrelere taginmasini kolaylastirir. Ayrica bitki hiicresinin mikrotiibiiller ve aktin filamentleri ile etkilesime
girerek viriisiin hiicre icindeki hareketini yonlendirir ve hizlandirir. Bazi hareket proteinleri, hiicre duvarmin
gegirgenligini artirarak virlisiin hiicreler arasi gegisini kolaylastirir. Hareket proteinleri, bitkinin savunma
mekanizmalarimi1  baskilayarak viriisiin ¢ogalmasini ve yayilmasini saglar. Hareket proteini sayesinde
tobamovirtisler, enfekte ettikleri bitkinin tiim kisimlarina yayilarak sistemik bir enfeksiyona neden olurlar. Hareket
proteininin etkinligi, hastaligin siddeti ile dogrudan iliskilidir. Daha etkin hareket proteinlerine sahip viriisler, daha
hizli ve daha genis alanlara yayilarak bitkiye daha fazla zarar verir. Bununla birlikte, viriisiin evrimi i¢in 6nemli
bir faktordiir. Mutasyonlar sonucu olusan yeni hareket proteinleri, viriise yeni konukcularina adapte olma ve daha
etkili bir sekilde yayilma avantaji saglamaktadir.

Bu c¢alismanin amaci, Tobamovirus cinsinin hizla yayilmakta olan bu ToOBRFV viriisiiniin bulagmasi, yayilmasi ve
dayanikliliginda 6nemli bir gen bdlgesi olan hareket proteininin (movement protein) molekiiler yontemler
araciligryla karakterize edilmesidir. Bu amacla, hastalikli bitki temin edilerek saglikli fideler inokule edilmistir.
Bitkilerden niikleik asit izole edilerek viriisiin hareket proteini niikleotid diizeyinde molekiiler olarak karakterize
edilmistir.

Materyal ve Yontem

Viriis Kaynag:

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

Mekanik inokulasyonlar

Virus kaynagini ¢cogaltmak icin mekanik inokulasyonlar yapilmistir. Her bir seray1 temsilen 14 adet hassas oldugu
bilinen H2274 domates tohumlar1 kullanilmis olup tohum ekimi, fide yetistirme ve belirtileri gézlemleme islemleri
Nigde Omer Halisdemir Universitesi Tarim Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi’ndeki Bitki Virolojisi bitki
yetistirme odasinda gerceklestirilmistir. Domateslerin 4-5 yaprakli oldugu zaman mekanik inokulasyonu
yapilmistir. Mekanik inokiilasyonlar i¢in, 0.199 g/l KH,PO4, 1.14 g/l Na,HPO4 ve %0,1 Na,SOs ve 1% PVP-40
iceren inokiilasyon tampon ¢ozeltisi (pH: 7.4) kullanilmistir. Mekanik inokulasyon i¢in fosfat soliisyonu iginde
homojenize edilen viriis kaynagi yapraklara karborandum serpilmesi ile asindirma sonucu yaprak yiizeyine
siiriilmiistiir ve yarim saat sonra musluk suyu ile durulanmustir. Inokiilasyonu yapilan domates bitkileri,
inokiilasyondan bir ay sonra viriis enfeksiyonunu dogrulamak i¢in PCR analizleri yapilmistir.
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Molekiiler Analizler

Toplam NA Ekstraksiyonu

Inokulum kaynaklarindaki enfeksiyondan emin olabilmek igin, toplam NA, iireticinin talimatlarmi izleyerek
domates yaprag1 dokulardan cikarilmis ve saflastirilmistir. Inokule bitkiler ile inokulum kaynagini olusturan
bitkilerin (her bir seradan temin edilen beser bitki karistirilarak) yaprak dokularindan NA ekstraksiyonu i¢in hizl
ve etkili bir yontem olan hizli CTAB yontemi (Gambino ve digerleri, 2008) kullanilmistir. Toplam NA'larin verimi
ve kalitesi, bir BioSpec spektrofotometre (Shimatzu, ABD) kullanilarak dl¢tilmiistiir.

c¢DNA Sentezi ve PCR Analizi

Iki asamal1 bir RT-PCR protokolii kullanilmustir. Birinci iplik¢ik cDNA, cDNA Sentez Kiti talimatlar1 igin rastgele
heksamer primerleri ve Superscript Choice Sistemi kullanilarak toplam RNA'larin Ters transkripsiyonuyla
sentezlenmistir. PCR, 2 ul cDNA, 0,5 pul 10mM dNTP, 1 pl 25 mM MgCl,, 2,5 pl 5X PCR tampon ¢ozeltisi ve
virtise spesifik primerlerden 0,5 pl 10 uM ve 0.25 pl 5 birim /ul Taq DNA polimeraz ile yapilmistir. PCR,
asagidaki kosullar altinda gergeklestirilmistir: 94 °C’de 5 dakika denatiirasyon, 30 saniye boyunca 94 °C'de, 45
saniye boyunca 55 °C’de ve 1 dakika boyunca 72 °C’de 40 dongii ve 72 °C'de 10 dakika boyunca son bir uzama.
PCR iiriinleri, %1,5 agarose jele yiiklenip elektroforezde kosturulmus ve bir UV-transilliiminator altinda ethidium
bromide ile uygulandiktan sonra UV 15181 altinda incelenmisti. ToBRFV MP geni igin F- 5’-
GATGGCTCTTGTTAAGGGTAAA-3’ and R- 5’-CCCATGCTGATGACAAAAAC-3’-858 bp primer gifti
kullanilmstir (Giiller A ve digerleri., 2023).

Niikleotid Dizi Analizleri

PCR iiriinlerinin niikleotid dizi analizleri, BMLabosis Firmast (Ankara, Tiirkiye) ABI 3730 Automated Genetic
Analyzer cihazi ile dogrudan dizilenmistir. Niikleotidleri belirlemek i¢in BLASTn ve BLASTx modiilleri
kullanilmustir.

Filogenetik Analizler

GenBank'ta (NCBI) depolanan farkli izolatlarin dizileri hem niikletid hem de aminosit diizeyinde filogenetik
analize alinmistir. Niikleotid dizilerinin ¢oklu hizalamast CLUSTAL W ile gergeklestirilmis ve Molecular
Evolutionary Genetics Analysis MEGA11 programu ile filogenetik aga¢ olusturmak igin neighbor-joining yontemi
kullanilamistir (Tamura ve digerleri, 2011). Filogenetik agaglarin her bir diigiimiiniin saglamligi, 1000 bootstrap
kopyasindan degerlendirilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Mekanik inokulasyon Sonuclar:

Yapilan inokulasyonlar sonrasinda viriis simptomlarinin ¢ok hizli goriilmeye baslandigi gozlenmistir.
Inokulasyondan 5-7 giin sonra ilk belirtiler olusmustur. Belirtiler arasinda en yaygin olanlar mozaiklesmeler olup
yaprak kivirciklifi ve sar1 benekler de yaygin olarak gozlenmistir. Simptom gelisimleri bir ay boyunca
gozlenmistir. Virus simptomlari yedinci giin, onuncu giin belirti vermistir ve on bes, yirmi, yirmi bes ve otuz giiniin
simptom gelisimleri incelenmistir ve siddetli viriis simptomlar1 kaydedilmistir. Yapraklarda siddetli belirtiler
ornegin yapraklarda mozaiklesme ve sari renkte benek olusumlari ve kivirciklanmalar yaygindir.

Total NA izolasyonu Sonuclar

CTAB yontemine gore yapilan izolasyonlar sonucunda elde edilen niikleik asitlerin kalite degerleri nanodrop
spektrofotometre cihazi araciligiyla dlciilmiis olup 230/260 optik okuma degerleri elde edilmistir. Bu degerlerin
1.5 ila 2-2 ng/ul arasi oldugu tespit edilmis olup bu degerlerin PCR analizleri i¢in uygun kalitede oldugu
goriilmistiir. Optimum RNA safligi 260/280 oranmnin yaklasik 2,0 ve 260/230 oraninin 2,0 ile 2,2 arasinda
olmastyla gosterilir. pH bu oranlar1 etkileyebilirken, yukaridaki degerler 1.8 genellikle kabul edilebilir olarak
degerlendirilmektedir.

RT-PCR Analiz sonuglari

Yapraklardan izole edilen viriis RNA’larmin iki asamali cDNA sentezi yapilip MP genine 6zgii primer ¢iftlerinin
kullanilmast ile ToOBRFV’nin kismi niikleotid dizileri cogaltilmistir. Testlenen tiim izolatlar beklenildigi gibi 858
bp’lik bant gostemistir (Sekil 1).
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Sekil 1: RT- PCR analizi sonucu agaroz jel goriintiisii, M: Thermo scientific 1 kb plus DNA Ladder

DNA Dizi Analizi Sonuc¢lari

Elde edilen PCR iiriinleri DNA dizi analizine alinmis olup 858 bp biiyiikliiglinde niikleotid dizileri elde edilmistir.
Bu dizilerin BLASTn analizleri yapilmis olup 6rneklerimizin Gen Bankasina kayith orneklerle kiyaslandiginda
yaksalik olarak %98 ila 99,5 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Filogenetik Analiz Sonuclari

Niikleotid ve amino asit dizilerinin tanimlanmasi ve hizalanmasi, viriislerin genetik ¢esitliligini analiz etmek i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir (Nyalugwe ve digerleri, 2015; Farzadfar ve Pourrahim, 2017). Isparta TOBRFV
izolatinin MP gen bolgesinin niikleotid ve amino asit dizileri, maksimum olabilirlik analizi kullanilarak NCBI veri
tabaninda halihazirda bulunan diger gen dizileri ile filogenetik iligkileri agisindan karsilagtirilmis ve
degerlendirilmistir. Isparta ToBRFV izolatlarinin genetik yapist mevcut literatiirle ortiismekte, ancak ayni
zamanda yeni bilgiler de ortaya koymaktadir.

Kullandigimiz Komsu Birlestirme Yonteminde kiimelenme temelli algoritmada oldugu gibi taksonlarin kékten
esit uzaklikta oldugu varsayilamaz. Yontemimiz olduk¢a verimlidir ve genis gapta verileri ve veri topluluklarimni
analiz etmeye yardimci olur. Dis grup takson olarak incelenen organizma grubu TMV ise, evrimsel iliskileri
belirlerken daha uzaktan iliskili olan ve referans grubu olarak kullanilan organizmalardir ve dis grup, i¢ grup i¢in
bir karsilastirma noktasi olarak kullanilir ve 6zel olarak da filogeninin kokiiniin olmasini saglar.

Niikleotid dizileri ile olusturulan MP gen bolgesi agacinda, Isparta izolatlarinin birbiri ile ¢ok benzer oldugu ve
bu izolatlarin GenBankasina kayitli olan PP099902.1 numarali NPPLONL41161994 nolu Tiirkiye izolat1 ile
yiiksek oranda homoloji gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 2). Ayrica Tiirkiye’den izole edilen Antalya 6rneklerinin
de bizim izolatlarimiz ile yakin bir dalda kiimelendegi tespit edilmistir (MT107885.1 ToBRFV-Ant-Tom-
TURKIYE ile biberden izole edilen MT118666.1 ToBRFV-Ant-Pep-TURKIYE izolati). Kontrol grubu olarak
kullanilan Tiitiin mozaik viriisti ise beklendigi gibi en uzak dalda yer almaktadir.

Viriisiin niikleotid dizilerinin aminoasite ¢evrilmesi ile olugturulan agag niikleotid agaci ile benzer sonuglar vermis
olup farkli olarak MK648157.1 ToBRFV isolate ToBRFVCalO JORDAN kodlu Urdiin izolati da bizim
orneklerimizle ayni grupta kiimelenmistir (Sekil 3). Tobamoviriislerin stabil yapisi dikkate alindiginda bu
sonuglarm beklenildigi gibi oldugu diistiniilmektedir.

Tim elde edilen verilere dayanilarak; domates burusuk meyve viriisiiniin hareket proteini molekiiler
karekterizasyonu yapilmis olup viriisiin bu genindeki varyasyon molekiiler olarak belirlenmistir. Isparta TOBRFV
izolatlarinin genetik yapisi analiz edilmis olup GenBankasindaki mevcut dizilerle yiiksek oranda homoloji
gosterdigi tespit edilmistirr. Tobamoviriis enfeksiyon dongiisii i¢in ¢ok 6nemli olan bu hareket proteininin komsu
hiicrelere gecisi kolaylastirdig1 gibi bitkinin savunma mekanizmasini da baskilayarak virtisiin yayilimmi ve
cogalimini sagladigi bilinmektedir. Bu nedenle, elde edilen verilerle MP genininin ¢ok fazla varyasyon icermedigi
ve tasinma kaynakli miicadele yontemlerine yardime1 olacag diistiniilmektedir.

ToBRFV tarimsal faaliyetler sirasinda mekanik veya tohum yoluyla bulasmaktadir. Bundan dolay1 ToBRFV ve
diger tobamoviriisleri kontrol etmek i¢in etkili ve dayaniklilik genlere ihtiyac oldugu saptanmistir. Bu dayaniklilik
genlerin ve bitkilerin CRISPR\Cas9 en kisa en dogru genom diizenleme araci ile liretilebilecegi diisiiniilmekte olup
bu yontem ile TOBRFV dayanikli domates yetistiriciligi kolaylasacag diistiniilmektedir.
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0Q674194.1 ToBRFV isolate 47900 CANADA
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Sekil 2: ToBRFV izolatlarinin MP (movement protein) niikleotid dizilerinden MEGA11'de Komsu-Birlestirme
yontemi ile ¢ikarilan filogenetik agaci. Bu ¢caligmadan elde edilen izolatlar sar1 ile vurgulanmigtir. NGS1 izolat1 i¢
kontrol izolatimizdir. I¢ diigiimlerdeki sayilar, 1.000 tekrarlamaya dayali bootstrap yiizdelerini gdstermektedir.
TMYV izolat1 dizileri dis grup taksonu olarak kullanilmistir.
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6 MT107885.1 ToBRFV-Ant-Tom-TURKIYE
0Q190155.1 ToBRFV isolate ToBRFVGr2 GREECE
OM782671.1 ToBRFV strain CInSin MEXICO
PP099917.1 ToBRFV isolate NPPONL 41780656 EGYPT
MNO013187.1 ToBRFV isolate F42PAL PALESTINE
r OM305070.1 ToBRFV isolate TOBRFVCH SWITZERLAND
F 0Q674194.1 ToBRFV isolate 47900 CANADA
39[ PQ271631.1 ToBRFV isolate FJ1 FIJI
27[ OM515232.1 ToBRFV isolate 2020015323 B United Kingdom
. 0Q633222.1 ToBRFV isolate 422265 1 GERMANY
61/ OR760201.1 ToBRFV isolate 472392 1 FRANCE
61- PP099971.1 ToBRFYV isolate NPPONL 66048330 NETHERLANDS
PP681638.1 ToBRFV isolate A134T ISRAEL
0Q633211.1 ToBRFV isolate 402162 1 BELGIUM
NC 001367.1 Tobacco mosaic virus-OUTGROUP
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Sekil 3: ToBRFV izolatlarinin MP (movement protein) aminoasit dizilerinden MEGA11'de Komsu-Birlestirme
yontemi ile ¢ikarilan filogenetik agaci. Bu ¢caligmadan elde edilen izolatlar sar1 ile vurgulanmistir. NGS1 izolat1 i¢
kontrol izolatimizdir. I¢ diigiimlerdeki sayilar, 1.000 tekrarlamaya dayali bootstrap yiizdelerini gostermektedir.
TMV izolatinin aa dizileri dis grup taksonu olarak kullanilmustir.

Tesekkiir _
Bu makale, Ali Enes OZDEMIR’in yiiksek lisans tezinden iiretilmistir.
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