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Oz — Kiiltiir bitkilerinde 6nemli iiretim kayiplarina neden olan etmenlerden bir tanesi de tobacco mosaic
virus (TMV)’dir. TMV bilinen en fazla sayida konukgu genisligine sahip bitki viriis hastalig1 olarak
tanimlanmaktadir. Ulkemizde de farkli konukgularda etmenin varlig1 tespit edilmesine ragmen kabak
bitkilerinde (Cucurbita spp.) TMV enfeksiyon durumu ve izolatlarmin genetik gesitliligine yonelik ger-
¢eklestirilmis bir ¢aliyma bulunmamak-tadir. Bu baglamda Canakkale, Edirne ve Tekirdag illeri kabak
iiretim alanlarinda arazi ¢ikislar gergeklestirilerek, virlis hastaligi simptomu tastyan 45 bitkiden yaprak
ornekleri almmustir. Alman 6rnekler RT-PCR ile TMV varlig1 agisindan testlenmis ve 5 bitkide enfeksi-
yon belirlenmistir. TMV ile enfekteli bulunan izolatlar icerisinden 3 TMYV izolat: segilerek, kilif protein
(Coat Protein: CP) gen bolgesine gére molekiiler karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla etme-
nin CP gen bdlgesi RT-PCR ile amplifiye edilerek, ¢ift yonlii olarak sekanslanmistir. Elde edilen sekans
verileri kullanilarak gergeklestirilen ¢oklu dizi analizleri sonucunda Marmara bolgesi CMV izolatlarmin
kendi i¢lerinde niikleotid ve amino asit diizeyinde %99’un iizerinde benzerlikler gosterdigi belirlen-
mistir. Diinya TMV izolatlari ile gerceklestirilen benzerlik analizleri sonucunda ise izolatlarin birbirleri
niikleotid diizeyinde %90-99, amino asit diizeyinde ise %94-99 oranlarinda benzerlikler gosterdigi be-
lirlenmistir. Gergeklestirilen filogenetik analizler sonucunda ise kabak TMV izolatlarmmn birbirleri ile
oldukga yakin iliskili oldugu ve gen bankasinda bulunan diger Tirk TMV izolatlari ile ayri bir alt-grup
olusturdugu belirlenmistir.
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Abstract — One of the most important virus diseases that cause significant production losses in culti-
vated plants is tobacco mosaic virus (TMV). TMV is defined as the plant virus disease with the largest
known host range. Although the presence of TMV in different hosts has been detected in Turkey, there
has been no study conducted on its preva-lence and genetic diversity of isolates in squash plants (Cucur-
bita spp.). In this context, leaf samples were collected from 45 plants showing virus disease symptoms
by surveying in the squash cultivation areas of Canakkale, Edirne, and Tekirdag provinces. The samples
were tested for the presence of TMV by RT-PCR and infection was determined in 5 plants. The coat
protein (CP) gene regions of the three isolates were sequenced for molecular characterization. For this
purpose, the CP gene region of the isolates was amplified by RT-PCR and sequenced bidirectionally.
Pairwise nucleotide and amino acid sequence identity among the three isolates was 99%. Moreover, the
squash isolates showed 90-99% nucleotide and 94-99% amino acid similarities to world TMV isolates.
The phylogenetic analysis showed that the squash TMV isolates were very closely related to each other
forming a subgroup with the other Turkish TMV isolates retrieved from the GenBank.
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1. Giris

Kiiltiir bitkilerinde énemli {iretim kayiplarina neden olan etmenlerden bir tanesi de tobacco mosaic
virus (TMV)’dir. TMV pozitif duyarlilikta tek sarmal RNA (+ssRNA) genomlu Virgaviridae familyasinin
Tobamovirus cinsine ait bir bitki viriisiidiir. Genel olarak TMV genomu 6400 niikleotid igermektedir.
TMV genomu 4 gen bolgesine sahiptir. Bunlardan iki tanesi replikasyon ile ilgilidir. Digerleri ise
hareket ve kilif protein genleridir (King, Lefkowitz, Adams, ve Carstens, 2011). Tanimlanan ilk bitki
viriis hastalig1 olmasi sebebiyle viriislerin konukcu patojen etkilesimlerinde model olarak rol oynamistir
(Scholthof, 2004). Ayrica etmenin partikiilleri olduk¢a uzun yillar stabil olarak kalabildigi ve mekanik
olarak da tagindigi i¢in etmenin kiiltiir bitkilerine taginmasi1 kolaylikla olabilmektedir. Bu durum etmenin
miicadelesini de olduke¢a zorlastirmaktadir (Creager, Scholthof, Citovsky, ve Scholthof, 1999; Harrison
ve Wilson, 1999).

TMYV, bilinen en fazla sayida konukcu genisligine sahip bitki viriis hastalig1 olarak tanimlanmaktadir.
Onemli derecede ekonomik kayiplara neden oldugu bitkilerden bir tanesi de kabaklardir. Kabaklarda ¢ok
saylda viriis hastalig1 olmasina ragmen, bunlarin enfeksiyon oranlari yildan yila vektorlerinin bulunma
durumu, ekolojik kosullar ve uygulanan sanitasyon dnlemlerine paralel olarak degiskenlik gostermektedir
(Karanfil ve Korkmaz, 2021).

Ulkemiz kabak ve kabakgil {iretim alanlarinda da ¢ok sayida viriis hastalig1 tanimlanmasina ragmen (Kork-
maz, Topkaya, ve Yanar, 2018; Karanfil ve Korkmaz, 2021; Yesil, 2021), kabaklarda (Cucurbita spp.)
TMV’nin genetik cesitliliginin belirlenmesine yonelik gergeklestirilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
baglamda Marmara bolgesinde bulunan Canakkale, Edirne ve Tekirdag illerinden 6rnekler alinarak TMV
varlig1 agisindan testlenmistir. Testlemeler sonucunda da elde edilen izolatlar arasindan segilenlerin gen-
bankasinda bulunan farkli iilkelerden TMV izolatlari ile sekans diizeyinde gostermis olduklari biyoinfor-
matik iligkileri arastirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1Arazi Sorveyleri

Arazi sorveyleri Tekirdag, Edirne ve Canakkale illeri kabak yetistiriciligi yapilan alanlarda gergeklesti-
rilmistir. 2020 y1l1 yaz mevsiminde {iretim alanlarina tesadiifi olarak arazi ¢ikislar gergeklestirilerek, viriis
hastalig1 simptomu tasiyan bitkilerden yaprak 6rnekleri alinmigtir. Alinan 6rnekler buz kutusu icerisinde
laboratuara getirilerek viriis tan1 ve molekiiler karakterizasyon ¢aligmalarinin gergeklestirilmesi amaci ile
buzdolabinda 4°C’de saklanmustir.

2.2 Viriis Tam Calismalari
2.2.1. Total RNA izolasyonu

Toplanan 6rneklerdeki TMV enfeksiyonu varligit RT-PCR ile arastirilmistir. Bu amagla ilk olarak top-
lanilan 6rneklerden total RNA izolasyonu gercgeklestirilmistir. Total RNA izolasyonunda “Trizol Reagent”
(Ambion Life Technologies, ABD) kullanilmustir. Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda total RNA izo-
lasyonu gergeklestirilmis ve kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.

2.2.2. Komplimentar DNA’larin Sentezlenmesi

Komplimentar DNA (cDNA)’larin sentezlenmesinde Takara (Japonya) firmasindan saglanan cDNA
sentez kiti kullanilmigtir. cDNA sentezine ilk olarak denatiirasyon iglemi ile baslanilmistir. Bu amagla eti-
ketlenen PCR tiiplerine 2 pl total RNA, 6 pl steril su, 1 pl random primer ve 1 pl dNTP’den olusan toplam
10 ul’lik denatiirasyon karigimi hazirlanarak thermal cycler’da denatiirasyon islemi 65 °C’de 5 dk bekleti-
lerek gerceklestirilmistir. Bu islemin hemen ardindan 6rnekler buzda 2 dk bekletilmistir.
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cDNA’larin sentezlenmesi i¢in 10 pl denatiirasyon karisimina 5X Prime Script Buffer’dan 4 pl, RNase
inhibitér’den 0.5 pl, Prime Script Reverse Transcriptase 0.5 ul, 10 mM dNTP karigimindan 1 pl, random
primer’den 1 pl ve steril sudan 3 pl eklenerek RT karisim hazirlanmistir. PCR cihazinda kit tireticisi firma-
nin Onerileri dogrultusunda ilgili sicaklik degerleri ayarlanarak cDNA’lar sentezlenmistir.

2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Sentezlenen cDNA’larda TMV varliginin arastirilmas1 TMV spesifik primer ¢ifti kullanilarak Takara (Ja-
ponya) firmasindan saglanan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu
amagla ilk olarak PCR karisimi hazirlanmistir. Bu karigim igin 10X PCR Buffer’dan 2.5 ul, 10 mM dNTP
karisimindan 1 pl, TMVspe ve Tob _Uni-1 (Tablo 1) primerlerinden 0.5 pl (her biri i¢in), taq polimeraz
enziminden 0.25 pl ve steril sudan 15.25 pl eklenerek olusturulmustur. Etiketlenen 200 pl’lik tiipler PCR
karigimi ve 5 pl cDNA’lar eklenerek karisim primer baglanma sicakligi 60°C olacak sekilde kit tireticisi
firmanin 6nerileri dogrultusunda PCR cihazina konularak TMV enfeksiyonunun belirlenmesi saglanmistir.

Tablo 1

Tobacco mosaic virus izolatlarinin tanisinda ve molekiiler karakterizasyonunda kullanilan primer ¢ifti

Primer Primer Sekansi Uriin Referans

Kodu Biiyiikliigii (b¢)

TMVspe CGGTCAGTGCCGAACAAGAA Letschert, Adam, Lesemann
) 700 Willingmann, ve Heinze

Tob Uni-1 ATTTAAGTGGASGGAAAAVCACT 2002

2.3 Molekiiler Karakterizasyon Calismalari

Gergeklestirilen viriis tanilama c¢alismalart sonucunda TMV ile enfekteli olarak bulunan 6rnekler igeri-
sinden 3 izolat secilerek CP gen bdlgesi viriis tanilama ¢aligmalarinda verildigi gibi amplifiye edilerek, ¢ift
yonlii olarak hizmet alimi ile sekanslanmistir (BM Labosis, Ankara).

Elde edilen ham sekans verileri CLC Main Workbench V.20 paket programinda degerlendirilerek diisiik
kalitede olan okuma bdlgeleri elemine edilerek birlestirilmistir. Elde edilen konsensiis diziler genbankasi
veri tabaninda (NCBI) taratilarak elde edilen dizilerin hem TMV olup olmadigi kontrol edilmis, hem de
5’- 3’ yoniinde oldugu kontrol edilmistir.

Elde edilen kabakgil TMV izolatlarinin diinyanin diger bolge ve farkli konukcularindan elde edilerek gen
bankasina yiiklenilen TMV izolatlari ile gdstermis oldugu benzerlik ve filogenetik iligkilerin belirlenmesi
amaci ile de Tablo 2’deki izolatlar gen bankasindan ¢ekilerek ¢oklu dizi karsilastirmalari ile izolatlarin bir-
birleri ile gosterdikleri benzerlik oranlar1 niikleotid ve amino asit seviyesinde CLC Main Workbench V.20
ve SDT V 1.2 (Mubhire, Varsani, ve Martin., 2014) programlar1 kullanilarak belirlenmistir.

TMV izolatlarinin filogenetik iliskilerinin ise MEGAX programinda (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, ve
Tamura, 2018), maximum likelihood modeli ve 1000 tekrarli bootstrap parametresi secilerek belirlen-
mistir. Olusturulan filogenetik agacta tomato mosaic virus (ToMV, erisim no: JX025566) dis grup olarak
kullanilmastir.

3. Bulgular ve Tartisma

Gergeklestirilen arazi caligmalar1 kapsaminda Canakkale’den 16, Edirne’den 14 ve Tekirdag’dan 15
ornek olmak iizere toplam 45 viriis hastalig1 simptomu gosteren bitkiden 6rnekler alinmistir. Alinan 6r-
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Tablo 2

Farkl tiilkelerinden elde edilmis genbankasinda bulunan ve bu ¢alisma kapsaminda kullanilan TMV izolat-
larna ait bilgiler

Gen bankasi erisim Elde edildigi iilke Gen bankasi erigim Elde edildigi iilke
numarasi numarasi

AJ429082 Almanya GQ370521 ABD

MF467216 Cin LN651238 Vietnam
MK087763 Ispanya KJ406323 Rusya

KY810785 Birlesik Krallik LC168124 Giiney Kore
AF546184 Finlandiya MK677444 Tiirkiye

AY 028262 Brezilya MK689859 Tiirkiye
AF126505 Hindistan KF527471 [ran

neklerin TMV enfeksiyonu agisindan RT-PCR ile testlenmesi sonucunda ise Canakkale ve Tekirdag’dan
2 ve Edirne’den ise 1 drnekte olmak iizere toplam 5 bitkide TMV varligi tespit edilmistir. Bu sonugla
toplanilan 6rneklerin %11.11’in TMV ile enfekteli oldugu belirlenmistir (Tablo 3). Toplanilan 6rneklerin
%88.89’unda ise TMV enfeksiyonun tespit edilmemesi toplanilan bu 6rneklerin kabaklarda enfeksiyon
meydana getiren diger viriis hastaliklar ile enfekteli olma ihtimalini gii¢lendirmektedir. Nitekim bu ¢a-
lisma kapsaminda arazi ¢aligmalarinin gerceklestirildigi alanlara olduk¢a yakin olarak Giliney Marmara
bolgesinde gergeklestirilen bir calisma kapsaminda da arastirmacilar topladiklar: 6rneklerin %13.80’inin
cucumber mosaic virus (CMV) ile enfekteli oldugunu bildirmislerdir (Karanfil ve Korkmaz, 2021). i¢ Ana-
dolu bolgesinde gerceklestirilen baska bir ¢aligmada ise arastirmaci topladigi 6rneklerin %88.32’sinin en
az bir viriis hastaligi ile enfekteli oldugunu bildirirken (Yesil, 2021), enfeksiyon orani en fazla tespit edilen
viriis hastaliklarinin potyvirus tiirlerine ait oldugunu farkli arastirmacilar tarafindan da bildirilmistir (Yesil,
2021; Ors, Oksal, ve Sipahioglu, 2021). Ayrica etmenin iilkemizde gergeklestirilen bircok ¢alismada da
enfeksiyonunun tespit edilemedigi bildirilmistir (Korkmaz ve ark., 2018).

Tablo 3

Enfekteli ve toplanilan 6rnek sayilari ile toplanilan 6rneklerdeki enfeksiyon orani

il Enfekteli Ornek Sayis1  Toplanilan Ornek Sayisi Toplanilan Orneklerdeki
Enfeksiyon Oram

Canakkale 2 16 %12.50

Edirne 1 14 %7.14

Tekirdag 2 15 %13.33

Toplam 5 45 %11.11

Enfekteli bulunan 6rnekler igerisinden her bir ilden bir izolat olacak sekilde toplam 3 izolat (Canakkale’den
Canakkale 15, Edirne ilinden Edirne 23 ve Tekirdag’dan Tekirdag 38) secilmistir. Segilen izolatlarin kilif
protein genlerinin RT-PCR ile amplifiye edilmesini takiben gerceklestirilen sekanslama galigsmalar1 sonu-
cunda 3 izolatinda CP genlerinin 480 niikleotid uzunlugunda oldugu belirlenmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen TMV izolatlarin kendi i¢lerinde birbirleri ile benzerlik oranlari niikleotid
ve amino asit diizeyinde %99’un iizerinde olarak belirlenmistir (Sekil 1 ve 2). Gen bankasinda bulunan
diinyanin farkli bolge ve iilkelerindeki TMV izolatlar1 ile gerceklestirilen niikleotid diizeyindeki benzerlik
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analizleri sonucunda ise izolatlarin birbirleri ile %90-99 oraninda benzerlikler gosterdigi tespit edilmistir
(Sekil 1). Calisma kapsaminda molekiiler karakterizasyonlar1 gergeklestirilen kabak TMV izolatlarinin niik-
leotid diizeyinde en fazla benzerligi (%99) iilkemiz orijinli diger TMV izolatlar1 (MK689859-MK677444)
ile gdsterdigi belirlenirken, en diisiik benzerligi (%90) ise AF126505 erisim numarali Hindistan izolat1 ile

gostermislerdir (Sekil 1).
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Sekil 1. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen Tiirk ve gen bankasinda bulunan diinyanin farkl bolge ve
tilkelerindeki TMV izolatlarinin niikleotid diizeyinde birbirleri ile gdstermis olduklar1 benzerlik oranlar

Amino asit diizeyindeki ¢oklu dizi analizleri sonucunda ise TMV izolatlarinin birbirleri ile %94-99 oranin-
da benzerlikler gosterdigi belirlenmistir. Calisma kapsaminda elde edilen Tiirk izolatlar1 amino asit diize-
yinde en fazla benzerligi %98 oraninda MK677444 erisim numarali Tiirk izolat: ile gosterirken, en diisiik
benzerligi ise %94 benzerlik orani ile AF126505 erisim numarali Hindistan izolati ile gdsterdigi goriilmiis-
tir (Sekil 2).

Gergeklestirilen filogenetik analizler sonucunda ise bu ¢alisma kapsaminda elde edilen kabak CMV izo-
latlarmin birbirleri ile oldukg¢a yakin iligkili oldugu belirlenmistir. Ayrica kabak TMV izolatlarmin diger
TMYV izolatlar ile olan filogenetik iligkileri incelendiginde diger 2 Tirk izolati ile yakm iligkili oldugu
belirlenirken, kabak TMYV izolatlarinin Tirk izolatlari iginde ayri bir alt-grup olusturdugu belirlenmistir.
Bununla birlikte CP gen bdlgesi ve gen bankasindan segilen izolatlara bagli olarak izolatlarin filogenetik
iligkilerinde cografik orijine gore dagilim olmadig1 belirlenmistir (Sekil 3).
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Sekil 2. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen Tiirk ve gen bankasinda bulunan diinyanin farkl bolge ve
iilkelerindeki TMV izolatlarinin amino asit diizeyinde birbirleri ile gdstermis olduklar1 benzerlik oranlari

MKO8T763-Ispanya
KYB10785-Birlesik_Krallik
AF546184-Finlandiya
GQ3T0525-ABD
AJ429082-Almanya
LNG51238-Vietnam
KJ406323-Rusya
MF4672186-Cin
LC168124-Guney_Kore
MKETT444-Turkiye
MKB89859-Turkiye
Tekirdag-38
Canakkale-15
Edirme-23
= AY029262-Brezilya

® AF126505-Hindistan

— ———» KF527471-ran
® ToMV

0,110

Sekil 3. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen Tiirk ve gen bankasinda bulunan diinyanin farkl bolge ve
iilkelerindeki TMV izolatlarinin niikleotid diizeyinde birbirleri ile gdstermis olduklar filogenetik iliskiler
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4. Sonuclar

Gergeklestirilen bu ¢alisma ile iilkemizde ilk kez kabak TMV izolatlarinin genetik gesitliligine yonelik
bir arastirma gerceklestirilmistir. Genel olarak kabak tiretim alanlarinda TMV enfeksiyonunun diisiik oran-
da oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte Marmara bolgesi TMV izolatlarinin birbirleri ile yiiksek oranda
sekans benzerligi gosterdigi ve filogenetik agidan birbirleri ile oldukca yakin iliskili oldugu belirlenmistir.
Ayrica TMV izolatlariin filogenetik iliskilerinde kullanilan gen bolgesi ve gen bankasindan ¢ekilen izo-
latlara gore cografik orijin olarak izolatlar arasinda kesin bir iliski saptanmamistir. Bundan sonra yapilacak
olan ¢aligmalarda ise TMV nin tiim genom diizeyinde ve diger kabakgil tiirlerindeki enfeksiyon durumu
da g6z 6nilinde bulundurularak genetik cesitliliginin belirlenmesine yonelik gerceklestirilmesi gerektigine
inanilmaktadir. Ayrica toplanilan 6rneklerin hepsinin tipik olarak virlis hastaligi simptomu tasimasindan
dolay1 da bu 6rneklerde kabakgillerde enfeksiyon meydana getiren diger viriis hastaliklarinin varliklari ola-
bilecegi diigiiniilmektedir. Bu baglamda kabakgillerde enfeksiyon meydana getiren diger viriis hastaliklart
da dikkate aliarak sorvey ve viriis tanilama ¢alismalarinin gerceklestirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
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