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OZET

Tomato brown rugose fruit virus (Domates kahverngi burusuk meyve viriisii-
ToBRFV), domates iireticileri icin yeni ortaya c¢ikan bir hastalik ve viral bir salgin
olarak kabul edilmektedir. Bu arastirmanin amaci ToBRFV'nin Solanum nigrum L. ve
Chenopodium album L. yabanci otlarindan etmenin izolasyon optimizasyonu ve bu
yabanci otlarin test bitkisi olarak kulanim potansiyellerinin belirlenmesidir. Bu ana
konuk¢u olmayan bitkilerde TOBRFV nin tespiti ve incelenmesi, diisiik viral yiik, bitki
inhibitorleri ve doku oOzelliklerindeki degiskenlikler gibi zorluklar nedeniyle optimize
edilmis RNA izolasyon protokollerini gerektirmektedir. Bu amacla ToBRFV, toplam 10
adet C. album ve 4 adet S. nigrum bitkisine 10-11 gercek yaprakli doneme geldiginde
mekanik olarak inokiile edilmistir. Simptom gosteren Orneklerden aliman yapraklar,
SDS-LiCl yontemi (fenol kullanilarak ve kullanilmadan), CT AB-LiCl yontemi ve RNA
izolasyon Kkiti kullanilarak islenmistir. Bu calismada kullanilan RNA izolasyon
teknikleri arasinda, modifiye edilmis SDS-LiCl yontemi ile kaliteli RNA izole
edilebilmis ve bu yontem en uygun teknik olarak belirlenmistir. Iki bitki de indikator
bitki olma potansiyelleri acisindan degerlendirildiginde, Solanum nigrum L. bitkisinin
Chenopodium album L. bitkisine gore uzun omiirlii olmast ve farkl iklim kosullarina
dayanikli olmasi, sadece lokal simptomlar gostermemesi, ayni zamanda viriisii sistemik
olarak tasiyabilme potansiyeline sahip olmasi bakimindan iistiin oldugu bulunmustur.
Bu calisma, Solanum nigrum L. ve Chenopodium album L. bitkilerinden RNA
izolasyonunun verimliligini artrmaya yonelik yenilik¢i yaklagimlar1 incelemekte,
standart izolasyon yontemleriyle karsilastirmali bir analiz sunmaktadir ve RNA verimi

ile safligin1 artirmak i¢in yeni ¢oziimler Onermektedir.

Anahtar Kelimeler: Tomato brown rugose fruit viriis, RNA izolasyon, Solanum

nigrum L., Chenopodium album L., Yabanci ot
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ABSTRACT

Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) is considered an emerging disease and a
viral epidemic affecting tomato. The aim of this research is to optimize the isolation of
ToBRFV from the weeds Solanum nigrum L. and Chenopodium album L. and to
determine its potential for use as a test plant. For this purpose, ToBRFV was
mechanically inoculated when a total of 10 Chenopodium album L. and 4 Solanum
nigrum L. plants reached the stage of 4-5 true leaves. The detection and study of
ToBRFV in these non-primary hosts requires optimized RNA isolation protocols due to
challenges such as low viral load, plant inhibitors, and variations in tissue properties.
This paper explores innovative approaches to improve the efficiency of RNA isolation
from Solanum nigrum L. and Chenopodium album L., offering a comparative analysis
with standard isolation methods and proposing novel solutions to increase RNA yield
and purity. By addressing the unique biochemical challenges posed by these plants, our
work provides an essential foundation for accurate ToBRFV diagnosis and further
virological research. The leaves taken from the samples showing symptoms were
applied using SDS-LiCIl method with and without phenol, CTAB-LiCI methods and the
RNA isolation kit was used. Among the RNA isolation techniques used in this study,
the most suitable one was found as modifing SDS-LiCl from which good quality RNA
was able to be isolated. When the two plants were evaluated in terms of their potential
as indicator plants, Solanum nigrum L. plant was found to be superior to Chenopodium
album L. plant in terms of longevity and resistant to different climatic conditions, not
only showing local symptoms but also having the potential to carry the virus

systemically.

Keywords: Tomato brown rugose fruit virus, RNA isolation, Solanum nigrum L.,

Chenopodium album L., weeds
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GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.), likopen, cesitli vitamin ve mineralleri biinyesi
icerisinde barindiran, tropik bolgelerde cok yillik iiretimi yapilirken, diger bazi
bolgelerde ise tek yillik bir kiiltiir bitkisidir. Diinyada en ¢ok {iretilen, tiiketilen ve ticari
anlamda bir gelir kaynagi olusuyla, insan beslenmesinin vazgecilemez bir kaynagi
olmasi ve gida sanayisinde dondurulmus, konserve, salca, ketcap ve tursu gibi ¢ok
cesitli kullanim alanlarina sahip olmasi sebebiyle de 6nemli tarim {iriinlerinin basinda

gelmektedir (Bayrak ve Kaya, 2009).

Domates bitkisi bir¢ok hastaligin etkisi altindadir. Acik alanlarda yetistiriciligi yapilan
domateslerde fungal, bakteriyel ve viriis hastaliklarinin 6nemi biiyiiktiir. Fungal ve
bakteriyel hastaliklarla kimyasal miicadele miimkiin olabilirken viriis hastaliklarinin
heniiz kimyasal miicadelesi bulunmamaktadir. Bu nedenle viriis hastaliklar1 bitkisel
tiretimde Onemli bir sinirlayici faktordiir (Hanssen et al., 2010). Domateste viriis
hastaliklarinin ~ belirlenmesi ve viriis hastaliklar1 ile miicadele yontemlerinin

arastirilmasi biiyiik onem kazanmaktadir.

Viriisler, domates iiretimini engelleyen birka¢ onemli patojen arasindadir ve 6nemli
viriisler arasinda, bunlarla sinirlh olmamak ile, Begomovirus, Tospovirus, Cucumovirus,
Potyvirus ve Tobamovirus cinsine dahil viriis hastalik etmenleri yer almaktadir. Bu
viriislerin neden oldugu enfeksiyon mahsul verimini azaltir, meyve kalitesini ve
pazarlanabilirligini bozarak ©Onemli ekonomik kayiplara neden olur (Hanssen ve
Lapidot, 2012; Jones ve Naidu, 2019; Moury ve Verdin, 2012). Tarihsel olarak
Tobamovirus cinsi 6zellikle onemlidir ¢iinkii Tiitiin mozaik viriisii (TMV), Domates

mozaik viriisii (ToMV) gibi yaygin goriilen viriisleri icermektedir (ICTV, 2021).



Mevcut viral patojenlerin yan sira son yillarda ortaya ¢ikan viral hastaliklar da domates
tiretimi i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Son zamanlarda, domates bitkilerinde
Tobamovirus cinsinde yeni bir virlis olan Domates kahverengi burusuk meyve viriisii
(Tomato brown rugose fruit virus-ToBRFV) tespit edilmistir (Luria et al., 2017; Salem

et al., 2016). Viriis, simdilerde bir¢ok iilkede domates iiretim alanlarinda yikici hastalik

salginlarina yol acarak verimde ciddi diisiislere yol agmaktadir (Sekil 1).

Sekil 1. Tomato brown rugose fruit virus’m kiiresel yayilimini gosteren dagilim haritast
(EPPO, 2024).

Giinlimiizde cesitli faktorlere bagh olarak bitki viriisii hastaliklar1 diinya ¢apinda hizla
artis ve yayillim gostermektedir. Yabanci otlar bitki viriis hastaliklar1 agisindan
degerlendirildiginde viriislerin ve vektorlerinin dogal ya da alternatif konukg¢usu olabilir
ki bu da yabanci otlarin, virlis epidemiyolojisinin dogal bir unsuru oldugunu
gostermektedir (Papayiannis et al., 2011; Erdogan vd., 2022). Viriis tasiyic1 vektor
bocekler ve konukc¢unun olmadigi donemlerde tercih edilen yabanci otlar diinya
genelinde viriis epidemilerinin artmasima sebep olmustur (Jones ve Naidu, 2019; Jones,
2021). Kiiltiir bitkilerinin ekolojisinde yabanci otlar 6nemli bir yere sahiptir ve iiriinler
hasat edildiginde, yabanci otlar genellikle bitki viriisleri ve bocek vektor tiirleri i¢in ana
konukcu haline geldigi icin tarimsal liretimde verimi ve kaliteyi olumsuz etkilemektedir.

Diinya genelinde yapilan arastirmalarda pek cok yabanci ot tiiriinin ToBRFV ile



enfekte oldugu ve bunlarin ¢ogunlugunun hi¢cbir simptom gostermedigi belirtilmistir

(Erdogan vd., 2022; Salem et al., 2022).

Bitki viriis RNA’smin bitki dokularindan izole etmek i¢in gelistirilmis bircok ydntem
mevcuttur. Ancak yakin bir gecmiste ortaya c¢ikan ToBRFV’nin yabanci otlardan
izolasyonu i¢in farkli yontemlerin gelistirilmesi ile ilgili bir calismayla heniiz
karsilagilmamustir.  Ticari izolasyon Kkitlerinin  maliyetli olmasi géz Oniinde
bulunduruldugunda ToBRFV’nin teshisi i¢in manuel etkili bir RNA izolasyon

yonteminin gelistirilmesi gereklilik haline gelmistir.

Bu calisma, mevcut RNA ekstraksiyon protokollerini degerlendirip optimize ederek S.
nigrum ve C. album bitkilerinden izole edilen viral RNA verimini ve kalitesini
artirmay1, boylece ToBRFV'nin daha iyi tespit ve karakterizasyonunu saglamayi
amacglamaktadir. Ayrica, bu caligmanin diger bir amaci ise yeni yabanci ot-viriis

etkilesimlerini kesfetmektir.

Sera ve labaratuvar kosullarinda yiiriitilen bu calismada Solanum nigrum L. ve
Chenopodium album L. yabanci otlarinda ToOBRFV nin simptomlarinin ortaya ¢ikisi, bu
bitkiler iizerinde nasil belirtiler gosterdigi, S. nigrum ve C. album bitkilerinin viriise
konukg¢uluk etme durumu, bu bitkilerin indikator bitki olarak kullanildigi takdirde
invivo ¢alismalarda inokulum kaynagi olarak kullanim potansiyelinin belirlenmesi ile
birlikte yabanci otlardan viriisiin tespiti i¢in uygulanabilecek uygun RNA izolasyon

tekniginin tespitinin arastirilmasi amaglanmistir.



1. BOLUM
GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Domates kahverengi burusuk meyve viriisii (Tomato brown rugose fruit virus-

ToBRFYV)

ToBRFV ilk olarak 2016 yilinda Salem ve ark. tarafindan Nisan 2015'te Urdiin'de
yetistirilen ve tipik viral simptomlar gosteren sera domates bitkilerinden izole edilmistir
(Salem at al., 2016). ToBRFV'nin Urdiin ve Israilde kesfedilmesinin ardindan,
ToBRFV'nin goriildiigii iilkelerin ¢ok hizli bir sekilde arttigi belirlenmistir. Bugiine
kadar ToOBRFV’nin goriildiigii iilke say1 Asya, Avrupa, Kuzey Amerika ve Afrika dahil
olmak iizere dort kitada 35 iilkeye ulasmistir (Tablo 1) (EPPO, 2020, 2022). Tablo 1'de
gosterildigi gibi, bu iilkeler ¢ogunlukla Orta Dogu ve Avrupa'da bulunmaktadir. Tohum
iretimi ve dagitim zincirinin kiiresel dogas1 ve ToOBRFV'nin tohum aktarilabilirligi g6z
Oniine alindiginda, yayilma boyutunun kaydedilenden daha siddetli oldugu
diistiniilmektedir (EPPO, 2020, 2022). ToBRFV'nin Tiirkiye’de varligi Fidan ve ark.
tarafindan 2019 yilinda domates bitkisinde tespit edilmistir (Fidan vd., 2019).



Tablo 1. Domates kahverengi burusuk meyve viriisiiniin goriildiigii tilkeler (EPPO,
2020, 2022).

Kita Ulke Yil Referans

Avrupa Almanya 2018 Menzel et al. (2019)
Italya 2018 Panno et al. (2019)
Tiirkiye 2019 Fidan et al. (2019)
Ingiltere 2019 Skelton et al. (2019)
Yunanistan 2019 Beris et al. (2020)
Hollanda 2019 Van de Vossenberg et al. (2020)
Ispanya 2019 Alfaro-Fernandez et al. (2021)
Fransa 2020 Skelton et al. (2022)
Norveg 2021 Hamborg ve Blystad (2021)
Arnavutluk 2022 Orfanidou et al. (2022)
Isvigre 2022 Mahillon et al. (2022)

Kuzey Amerika Amerika 2018 Ling et al. (2019)
Meksika 2018 Cambron-Crisantos et al. (2018)
Kanada 2019 Sarkes et al. (2020)

Asya Israil 2014 Luria et al. (2017)
Urdiin 2015 Salem et al. (2016)
Filistin 2018 Alkowni et al. (2019)
Cin 2019 Yan et al. (2019)
Suriye 2020 Hasan et al. (2022)
Liibnan 2020 Abou Kubaa et al. (2022)
fran 2021 Ghorbani et al. (2021)
Suudi Arabistan 2021 Sabra et al. (2021)

Afrika Misir 2019 Amer ve Mahmoud (2020)

Tobamovirus cinsi igerisinde yer alan virlis Tobamovirus fructirugosum olarak da
isimlendirilmektedir. ToBRFV, Ocak 2019'da EPPO Uyar1 Listesine ve 2020'de
karantina zararlis1 olarak diizenlenmesi Onerilen EPPO A2 Listesi'ne eklenmistir
(EPPO). ToBRFV, domates bitkilerinde, enfeksiyon anindaki bitki yasi, sicaklik,
fotoperiyot ve yetistirme sistemi gibi cevresel kosullara bagli olarak farkh tiirde
simptomlara neden olmaktadir (Salem et al., 2022). Domates yapraklarinda en sik
goriilen belirtiler koyu yesil kabarma ve yaprak ayasinda daralmadir. Domates

yapraklarinda ve saplarinda ara sira nekrotik lezyonlara ve uzunlamasina kok nekrozuna



sebep oldugu da rapor edilmistir (Luria et al., 2017). ToBRFV, bitkilerde %15-55

oraninda verim azalmasina neden olabilmektedir (Avni et al., 2021).

Sekil 2. Domates kahverengi burusuk meyve viriisiiniin domates ve biber bitkilerinde
yaygin goriilen simptomlart (A: Domates bitkisinin yapraklarinda koyu yesil kabarma
ve yaprak ayasinda daralma; B: Biber bitkisinin yapraklarinda kabarma ve damar
bantlagsmasi; C, D, E: Domates ve biber meyvelerinde halkasal lekeler ve domates
meyvesinde renk degisikligi) (Bananej et al., 2024)

Tobamovirus cinsinin diger iiyeleri gibi TOBRFV de kisa mesafelerde mekanik temasla,
uzun mesafelerde ise kontamine tohum ve meyvelerle yayilmaktadir. Farkli tarimsal
uygulamalar sirasinda viriis, isci elleri, kiyafetleri, ayakkabilar1 ve aletleri gibi temas
yoluyla ve enfekte olmus ve enfekte olmamus bitkiler arasinda dogrudan bitkiden
bitkiye temas yoluyla mekanik olarak bulasabildigi belirlenmistir. Deneysel sera
kosullarinda, enfeksiyonun bir seradaki hemen hemen tiim bitkilere (0,05 ha) hizla
yayilmast i¢in yalnizca iki ToBRFV ile enfekte domates bitkisinin yeterli oldugu
gosterilmistir; burada %1,45, %80 ve %100'e kadar domates bitkileri sirasiyla 1 ay, 4 ay
ve 8 ay sonra enfekte oldugu belirtilmistir (Panno et al., 2020). ToBRFV, tohum
kaynakli bir viriis olarak kabul edilir ve kontamine tohumlar, uzun mesafeli bulasmanin
baslica kaynagi olarak kabul edilmektedir, (Dombrovsky et al., 2017). Caruso ve ark.
(2024) tarafindan yapilan c¢alismada, ilk kez Tuta absolutanin ToBRFV'nin

yayilmasinda potansiyel epidemiyolojik rolii oldugu belirlenmistir.



ToBRFV tespiti i¢in spesifik RNA, seroloji, elektron mikroskobu, HTS ve biyoanaliz
bazli yontemler dahil olmak iizere ¢ok sayida ara¢ ve yontem gelistirilmistir. Spesifik
RNA bazh tespit icin en popiiler olan analiz yOntemi ters transkripsiyondur (RT),
ardindan cok sayida primer cifti, prob ve protokoliin yaymlandig:i kantitatif PCR
(gqPCR) yontemi gelmektedir (Caruso et al., 2022).

1.2. Domates kahverengi burusuk meyve viriisii (Tomato brown rugose fruit virus-

ToBRFYV)’niin yabanci ot konukc¢ular

Domates (Solanum lycopersicum) ve biber (Capsicum annuum), ToBRFV'nin dogal
konukgilar1 oldugu bilinen baslica iki mahsul tiiriidiir (Luria et al., 2017). Laboratuvar
kosullarinda, dort botanik familyaya (Amaranthaceae, Apocynaceae, Asteraceae ve
Solanaceae) ait genis bir tiir yelpazesi icin deneysel enfeksiyonlar rapor edilmistir.
Mekanik inokiilasyon yoluyla konukc¢u olma potansiyeli belirlenen tiirler; Catharanthus
roseus, Chenopodium album, Chenopodium amaranticolor, Chenopodium murale,
Chenopodium quinoa, Datura metel, Datura stramonium, Emilia sonchifolia, Glebionis
coronaria, Gomphrena globosa, Nicotiana benthamiana, Nicotiana clevelandii,
Nicotiana debneyi, Nicotiana glutinosa, Nicotiana megalosiphon, Nicotiana dahildir
occidentalis subsp. hesperis, Nicotiana rustika, Nicotiana sylvestris, Nicotiana
tabacum, Petunia hybrida, Physalis angulata, Physalis pubescens ve Solanum nigrum’

dur (Luria et al., 2017; Chanda et al., 2021; Fidan vd., 2021 ).

Urdiin'de ToBRFV'nin olas1 alternatif konakcilarmi belirlemek icin yapilan bir
calismada Amaranthus retroflexus, Beta vulgaris subsp. maritima ve Chenopodium
murale (Amaranthaceae); Conyza canadensis ve Taraxacum officinale (Asteraceae);
Malva parviflora (Malvaceae); Oxalis corniculata (Oxalidaceae); Portulaca oleracea
(Portulaceae); Veronica syriaca (Scrophulariaceae); Solanum elaeagnifolium ve S.
nigrum (Solanaceae); ve Corchorus olitorius (Tiliaceae) dahil olmak iizere sekiz
familyaya ait on iki yabanci ot tiiriiniin ToBRFV icin dogal konak¢i oldugu tespit
edilmistir (Salem et al., 2022).

Bananej ve ark. (2024) tarafindan Iranda yapilan bir calismada ToBRFV-Yazd,
domateste hafif ila siddetli mozaik simptomlara, enfekte biberde deformasyon ve

bodurluga, biber meyvesinde nekrotik lezyonlara, Datura metel bitkisinde sistemik



simptomlara, Gompherena globosa'da nekrotik lokal lezyonlara ve Chenopodium

amaranticolor'da klorotik lokal lezyonlara neden oldugu belirlenmistir.

Yabanci otlar1 enfekte eden, ToBRFV'nin potansiyel olarak domatesi de enfekte
edebildigini ve dolayisiyla ToBRFV salgmlariyla alakali olabilecegini gostermek icin
daha fazla dogrulayici in vivo analizlerin tiretilmesi hala gerekli goriilmektedir (Caruso

et al., 2024).

1.3. Domates kahverengi burusuk meyve viriisii (Tomato brown rugose fruit virus-
ToBRFV)’niin domates ve yabanci otlarda tanmilanmasiyla ilgili cahsmalarda

kullamlmak iizere uygulanmus total RNA izolasyon yontemleri

Niikleik asidi bitki tiirlerinden izole etmek icin gelistirilmis bir¢ok protokol vardir.
Niikleik asidi bitki dokularindan izole etmek icin, genellikle orijinal protokollerin
degistirilmis versiyonlar1 olan bircok baska protokol gelistirilmistir. Bitki tiirleri cesitli
oldugundan, niikleik asidi genis bir tiir yelpazesinden izole etmek icin evrensel bir
protokol tanimlanmamustir. Aragtirmacilar genellikle zaman alic1 ve pahali olan yiiksek
kaliteli RNA elde etmek icin ¢esitli protokolleri test ederler veya ticari reaktifler ve

kitler satin almaktadirlar (Masoomi-Aladizgeh et al., 2023).

Fidan vd., (2021) tarafinda yiiriitilen Tiirkiye'nin Bati Akdeniz Bolgesi'ndeki
Antalya'da domates ve biber bitkileri yetistirilen ticari seralardan viral enfeksiyon
belirtileri gosteren domates ve biber bitkilerinden toplanan 100'den fazla 6rnekten total
RNA izolasyonu GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA) kiti ile yapilmustir.

Jewehan et al., (2022) tarafindan yapilan bir ¢calismada ToBRFV ile inokuleleli S.
habrochaites and S. peruvianum bitkilerinden total RNA ekstraksiyonu RNA Extraction
Kit (Promega, USA) kiti kullanilarak yapilmustir.

Salem et al., (2022) tarafindan Amaranthus retroflexus, Beta vulgaris subsp. maritima
ve Chenopodium murale (Amaranthaceae); Conyza canadensis ve Taraxacum
officinale (Asteraceae); Malva parviflora (Malvaceae); Oxalis corniculata
(Oxalidaceae); Portulaca oleracea (Portulaceae); Veronica syriaca

(Scrophulariaceae); Solanum elaeagnifolium ve S. nigrum (Solanaceae); ve Corchorus



olitorius (Tiliaceae) yabanci otalirindan ToBRFV nin tespiti i¢in total RNA, iireticinin
talimatlarina uygun olarak bir SV-Total RNA Ekstraksiyon kiti (Promega, Madison,
WI, ABD) kullanilarak yapilmustir.

Caruso et al.,, (2024) ToBRFV ile inokuleleli domates bitkilerinden total RNA
NucleoSpin® RNA Plant Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co., Dueren, Germany)

kullanilarak ekstre edilmistir.

Bananej et al., (2024) tarafindan yapilan bir calismada Datura metel, Gompherena
globosa ve Chenopodium amaranticolor'da bitkilerinden ToBRFV nin tespiti i¢in total
RNA, TRIzol (Sigma-Aldrich) kullanilarak ekstre edilmistir ve ToBRFV tespiti icin
geleneksel ters transkripsiyon-polimeraz  zincir reaksiyonu (RT-PCR) icin

kullanilmustir.

1.4. Yabanci otlarin bitki viriisleri ve epidemiyolojisindeki rolii

Yabanci otlar mahsul ekosistemlerinin énemli unsurlaridir (Chen et al., 2013). Bitki
viriis hastaliklar1 agisindan degerlendirildiginde yabanci otlar viriislerin ve vektorlerinin
dogal ya da alternatif konukcusu olabilir ve bu da yabanci otlarin, viriis
epidemiyolojisinin dogal bir parcasi oldugunu gostermektedir (Papayiannis et al., 2011).
Bitki-patojen-vektor sistemleri iizerinde bir¢ok calisma yapilmis olmasina ragmen,
viriisler, vektorler ve yabanci otlar arasindaki etkilesimlere iliskin arastirmalar heniiz

yeterli sayida degildir.

Yabanci otlarin sayica cok azi kiiltiir bitkilerinin viriisle enfekte oldugunda gosterdigi
simptomlar1 gosterirler. Sararma ve hafif yaprak kivrilmasi, damarlar arasi kloroz gibi
viriisiin sebep oldugu simptomlar az sayida yabanci ot bitkisinde de gozlenmistir.
Deneysel ortamda viriisle enfekte olabilen yabanci otlar indikator bitki olarak
kullanilabilecegi i¢in bitki virlislerinin kiiltiire almmasinda faydali olabilmektedir

(Temur Cinar vd., 2024).

1.4.1. Solanum nigrum L.

Solanum nigrum L., Solanaceae (Patlicangiller) familyasina ait bir bitki tiiriidiir.
Genellikle kara diigme veya kopek iliziimii olarak bilinir. Tropikal ve iliman bdlgelerde

yaygin olarak yetigsir ve genellikle yol kenarlarinda, tarlalarda, bahcelerde ve agik
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alanlarda goriiliir. Tek yillik ya da bazen c¢ok yillik bir bitki olabilir. S. nigrum,
genellikle yabanci ot olarak bilinir ve diinya genelinde farkh iklim bolgelerine uyum
saglamistir. Orta Asya, Avrupa, Afrika ve Amerika kitalarinda yaygin sekilde bulunur.
Fakir topraklarda, golgeli ya da acik alanlarda rahatlikla yetisebilir. S. nigrum, bazi bitki
viriislerinin yayilmasimnda ve ekosistem icinde tasmmmasinda Onemli bir rol oynar.

(Zhang et al., 2022)

Bitki viriislerinin yasam dongiisiinde kritik bir rol oynayan alternatif konukc¢ulardan biri
olan bu bitki iizerinde konaklayan pek cok tarimsal hastaligin etkeni olan viriisler hem
hayatta kalir hem de yayilim gosterir. Ozellikle domates, patates ve biber gibi ekonomik
degeri yiiksek kiiltiir bitkilerinde onemli kayiplara yol acan viriislerin ara konuk¢usudur.
S. nigrum, yalmzca viriisler icin konuk¢ilik yapmakla kalmaz, aym1 zamanda vektor
organizmalarin da besin ve yasam kaynagidir. Kiiltiir bitkilerinde bulunmayan veya
baskilanan viriislerin hayatta kalmasini saglar ve bu nedenle ekolojik bir araci gorevi
goriir. Tarla cevresinde yetisen yabanci otlar arasinda yer alan S. nigrum, kiiltiir

bitkilerine viriis bulagsmasi i¢in birincil kaynaklardan biridir (Erdogan vd., 2022)

1.4.2. Chenopodium album L.

Chenopodium album L, Amaranthaceae (Ispanakgiller) familyasina ait, diinyada yaygin
bir sekilde bulunan bir yabanci ottur. Halk arasinda sirken ya da kazayagi olarak da
bilinir. Bu bitki, tarimsal alanlarda yabanci ot olarak sik¢a goriiliir, baz1 bolgelerde
geleneksel besin veya tibbi bir bitki olarak kullanilir. C. album, 6zellikle besin maddesi
bakimindan zengin topraklarda iyi gelisir. Tarla kenarlarinda, bahcelerde, yol
kenarlarinda ve ekim alanlarinda siklikla goriilir. Hem tropikal hem de 1liman iklimlere
uyum saglamistir (Bajva et al., 2019)

Chenopodium album L., tarimsal 6neme sahip bir¢cok bitki viriisii icin ara konukct islevi
gorerek ekolojik zincirin onemli bir pargasini olusturur. Viriislerin yagam dongiisiinii
desteklemesi ve vektor popiilasyonlarini artirmasi nedeniyle tarimsal alanlarda risk
faktorii olarak degerlendirilir. Viriis vektorleri i¢in besin kaynagi olmasi da
epidimiyoloji de onemli rol oynamasini saglar. Ayrica, viriis enfeksiyonu belirtilerini
gostermesi nedeniyle bazi virolojik c¢alismalar icin model bitki olarak da

kullanilmaktadir (Erdogan et al., 2022).



2. BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Bitkisel Materyal

Calisma kapsaminda bitkisel materyal olarak Solanum nigrum L. ve Chenopodium
album L. yabanci otlar1 kullanilmistir. Arastirma amaciyla kullanilan yabanci ot
tohumlar1 Erciyes Universitesi kampiisiinden 2023 yihi sonbahar mevsimi sonunda
dogal olarak bulunan olgun bitkilerden toplanmustir. indikator bitki olarak kullanilan
bitkilerin yetistirilmesinde torf, toprak ve kumdan olusan karistm 1:1:1 oraninda
karistirilarak ~ kullanilmustir.  Indikator — bitki  tohumlar1  ¢imlenme  siirecini
tamamlayincaya kadar 1s1ik ve sicaklik kontroliine sahip iklim odasinda tutulmustur.
Tohumlarin ¢imlenmesini takiben fideler 7-8 yaprakli doneme ulastiklarinda ayni
karisim ile doldurulmus yaklasik 10 cm capmnda ve 15 cm yiiksekligindeki plastik
saksilara sasirtilmistir. Ayri ayri1 saksilara sasirtilan otsu test bitkileri +22-24 °C
sicaklik, %60-70 orantih nemde de Erciyes Universitesi Bitki Boliim seralarinda

muhafaza edilmistir (Sekil 3).

Calismada bitkisel materyalin disinda kursun kalem, kilitli poset torba (7x9 cm), toprak
ve torf, 15 cm derinliginde saksilar, asetat kalem, Biorad PCR cihazi, otoklav, pH
metre, hassas terazi, biorad jel elektroforez tanki ve biorad jel goriintiileme cihazi

kullanilmastir.
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Sekil 3. Kullanilan Bitkisel materyal (A: Solanum nigrum L.; B: Chenopodium album
L.)

2.2. Yontem
2.2.1. Viriisiin Biyolojik Yontemlerle Tasinmasi

Mekanik inokulasyon caligmalar1 i¢in 7-8 yaprakli doneme ulasan S. nigrum ve C.
album test bitkileri fideleri kullanilmistir. TOBRFV ekstraklari steril havan kullanilarak
buz iistiinde hazirlanms ve 2 kath tiilbent ile siiziildiikten sonra 6nceden karborondum
tozu serpilerek hazirlanan bitkilerin yapraklarma inokule edilmistir. TOBRFV, toplam
10 adet C. album ve 4 adet S. nigrum bitkisi 7-8 gercek yaprakli doneme geldiginde
mekanik olarak inokiile edilmistir (Sekil 4) Mekanik inokiilasyon ¢aligmalarinda NCBI
erisim numaras1 PQ314730 kodlu ToBRFV izolati kullamlmistir. izolat, Kayseri’de
domates yetistiriciligi yapilan alanlardan toplanan bitkilerin cesitli viriisler agisindan

taranmasi sonucunda saf olarak elde edilmistir.
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Sekil 4. Bitkisel materyale TOBRFV’ nin mekanik inokulasyonu (A: Chenopodium
album L. bitkisine mekanik inokiilasyon islemi; B: Solanum nigrum L. bitkisine
mekanik inokiilasyon islemi)

2.2.2. RNA izolasyonunda Kullanilacak Bitkisel Materyalin Se¢imi

Bu calismada, RT-PCR (ters transkriptaz zincir kesme reaksiyonu) yontemi sonucunda
ToBRFV pozitif bant veren Solanum nigrum L. (12, 13, 14 kodlu ornekler) ve
Chenopodium album L. (5,7,9,10,11 kodlu ornekler) bitkileri ayr1 ayr1 birlestirilerek

kullanilmustir.

Sekil 4. ToBRFV-F/R primerleri kullanilarak gerceklestirilen RT-PCR analizi (1:
Markir, 2-11: C. album, 12-14: S. nigrum, 15-16: ToBRFV pozitif domates, 17:
ToBRFV negatif domates)
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2.2.3. RNA Ekstraksiyonu

Solanum nigrum L. ve Chenopodium album L. bitkilerinden niikleik asit izolasyonu icin
deneysel konukgulardan ToBRFV ~ RNA’smi izole etmek i¢in en etkili yontemi
belirlemek amaciyla dort farkli izolasyon protokolii test edilmistir. Degerlendirilen
yontemler sunlardir: SDS-LiCl Yontemi: SDS-Fenol bazli ekstraksiyon ve RNA'nin
sodyum asetat ve LiCl ile c¢okeltilmesi (Vennapusa et al., 2020). CTAB-LiCl
(Cetyltrimethylammonium Bromide) Yontemi: Yiiksek seviyede polisakkarit ve fenolik
madde iceren bitkiler i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Vennapusa et al.,
2020). Modifiye SDS-LiCl Coktiirme Yontemi: Viral RNA izolasyonu i¢in 6zel olarak
optimize edilmistir. GeneJET Plant RNA Purification Mini Kiti (Thermo Fisher
Scientific, ABD): RNA izolasyonu i¢in kullanilmistir. Bu uygulamalar igcerisinde daha
kaliteli viral RNA’nin yabanci otlardan izolasyonu i¢in SDS-LiCl yontemi modifiye
edilerek kullanilmustir. izolasyon islemi SDS-LiCl yonteminden farkli olarak bu sekilde
yapilmustir: Bitki dokular1 (0.12 g), s1v1 azot kullanilarak havan ve tokmakta ince bir toz
haline getirilmistir. Daha sonra, 6giitiilmiis dokuya 600 ul RNA ekstraksiyon tamponu
eklenmis ve dokular tamamen parcalanana kadar ezme islemi siirdiiriilmiistiir. Doku iyi
coziinmedigi takdirde, ekstraksiyon tamponu hacmi 1 ml’ye kadar artirilamistir ve fenol
kullamlmamistir. Orneklerden izole edilen RNA’lar spektrofotometre (Shimadzu
spectrophotometer/ Japan) ile Olciilerek miktar ve kalite analizleri yapilmistir ve PCR

analizlerinde kullanilincaya kadar -80 °C’ de saklanmistir.
2.2.3.1. SDS-LiCl Yontemi ile RNA izolasyonu

RNA ekstraksiyon tamponu: 100 ml ekstraksiyon tamponu hazirlamak icin, 1 M Tris-
HCI (pH: 8) stogundan 10 ml Tris (100 mM son konsantrasyon), 0,5 M stoktan 5
ml EDTA, 2Na (25 mM son konsantrasyon), 2,5 g PVP (%2,5) ve 14,61 g NaCl
(2,5 M) eklenmistir, bir karistirma plakasinda orta derecede isitilarak (40 °C)
kanistirilmis  ve hacmi  %0,1 DEPC su ile 97,5 ml'ye tamamlanarak
otoklavlanmistir. Kullanmadan hemen 6nce 2,5 ml B-Merkaptoetanol (%?2,5)
eklenmistir (Vennapusa et al., 2020). Detayl izolasyon basamaklar1 su sekildedir:

a.ToBRFV ile bulasik bitkilerin simptom gosteren yapraklardan yaprak ornegi 50-100
mg alinarak sivi azot aracilifiyla ezilmis toz haline gelene kadar ve 1,5 ml’lik

ependorf tiipline aktarimistir.
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b. 600 pul RNA ekstraksiyon buffer Ornegin iizerine eklenmis vorteks cihazi ile
karistirilarak homojen hale getirilmistir.

c. %2’lik SDS (%20 SDS den 60 pl bir hacim) eklenmistir.

d. Vorteks karistirici ile homojen hale getirilmistir ve ardindan +4 °C 5 dk 15000Xg de
santrifiij yapilmustir.

e. Ust s1v1 faz 1,5 ml yeni ependorf tiipe aktarilmis (600 ul) ve iizerine fenol, kloroform,
izoamil alkol (25:24:1) esit hacimde eklenmistir (600 ul).

f. Vorteks karistirici ile homojen hale getirilmistir ve ardindan +4 °C 5 dk 15000Xg de
santrifiij yapilmistir.

g. Ust s1v1 faz 1,5 ml yeni ependorf tiipe aktarilmis ve iizerine 200 pl kloroform
eklenmistir.

h. Vorteks karistirici ile homojen hale getirilmistir ve ardindan +4 °C 5 dk 15000Xg de
santrifiij yapilmistir.

i. Ustteki faz yeni tiiplere aktarilmis ve 8 M LiCl 160 pl ve 60 ul 3M Sodyum asetat
eklenmistir. -20 °C 24 saat bekletilmistir. Ardindan +4 °C 5 dk 15000Xg de
santrifiij yapilmustir. Ust faz ortamdan uzaklastirilmastir.

j. Alta coken pelet 2M LiCl ile yikanmistir. +4 derecede 5 dakika 15000Xg de santrifiij
edilerek iist faz ortamdan uzaklastirilmistir.

k. Pelet iizerine onceden sogutulmus %80’lik etanolle eklenerek yikanmis ve+4
derecede 5 dakika 15000Xg de santrifiij edilmistir.

1. Pelet kurutma kagidina dikkatli bir sekilde koyularak kurutulmustur. Elde edilen total
RNA peleti iizerini 50 pul saf su eklenmistir. Ependorf tiipler icerisinde -80

derecede saklanmustir.
2.2.3.2. Degistirilmis SDS-LiCl Yontemi ile RNA izolasyonu

a. ToBRFV ile bulasik bitkilerin simptom gosteren yapraklardan yaprak ornegi 50-100
mg alarak 600 ul RNA ekstraksiyon buffer ornegin iizerine eklenerek ezme
isleml yapilmustir. Yeterli gelmediginde buffer artirilmustir.

b.Sonrasinda 1,5 ml’lik ependorf tiipiine aktarilmistir.

c. %2’lik SDS (%20 SDS den 60 pl bir hacim) eklenmistir.

d. Vorteks karistirici ile homojen hale getirilmistir ve ardindan +4 °C 5 dk 15000Xg de

santrifiij yapilmustir.
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e. Ust siv1 faz 1,5 ml yeni ependorf tiipe aktarilmis (600 pl) ve iizerine kloroform

izoamil alkol (24:1) esit hacimde eklenmistir (600 pl).

f. Vorteks karistirict ile homojen hale getirilmistir ve ardindan +4 °C 5 dk 15000Xg de
santrifiij yapilmustir.

g. Ust siv1 faz 1,5 ml yeni ependorf tiipe aktarilmis ve iizerine 200 ul kloroform
eklenmistir.

h. Vorteks karistirict ile homojen hale getirilmistir ve ardindan +4 °C 5 dk 15000Xg de
santrifiij yapilmistir.

i. Ustteki faz yeni tiiplere aktarilmis ve 8 M LiCl 160 ul ve 60 ul 3M Sodyum asetat
eklenmistir. -20 °C 24 saat bekletilmistir. Ardindan +4 °C 5 dk 15000Xg de
santrifiij yapilmustir. Ust faz ortamdan uzaklastiriimistir.

j. Alta coken pelet 2M LiCl ile yikanmistir. +4 derecede 5 dakika 15000Xg de santrifiij
edilerek iist faz ortamdan uzaklastirilmistir.

k. Pelet iizerine onceden sogutulmus %80 lik etanolle eklenerek yikanmis ve +4
derecede 5 dakika 15000Xg de santrifiij edilmistir.

1. Pelet kurutma kagidina dikkatli bir sekilde koyularak kurutulmustur. Elde edilen total
RNA peleti iizerini 50 ul saf su eklenmistir. Ependorf tiipler icerisinde -80

derecede saklanmustir.
2.2.3.3. CTAB-LiCI Yontemi ile RNA izolasyonu

a.  ToBRFV ile bulasik bitkilerin simptom gosteren yaprak érneklerinden 50-100 mg
almarak siv1 azot ile havan icerisinde ezilmistir.

b. 200 mg ezilmis 6rnekten alinip 1.5 ml santrifiij tiipiine aktartlmustir. Uzerine 500
ul CTAP ekstraksiyon buffer1 eklenmistir. 30 dk 60 °C’de bekletilmis ve her 5 dk
araliklarla ters diiz edilmistir. Su banyosu islemi sonrasinda Ornekler oda
sicakliginda 5-10 dk bekletilerek sicakliginin diismesi saglanmustir.

c.  Orneklerin iizerine 24:1 oraminda 700 pul kloroform-isoamil alkol eklenmistir. 20-
25 kez ters diiz edilip buz iizerinde 30 dk bekletilmistir.

d.  13.000 rpm’de 15 dk siire ile santrifiij edilerek yaprak kalmtilarinin dibe ¢kmesi
saglanmustir.

e.  Santrifiifjden Ornekler sarsilmadan alinmis ve olusan ii¢ katmandan istteki sivi
kisim alt katmanlarla karistirilmadan yaklasik 700-750 pl alinip 1.5 ml yeni bir

santrifiij tiipiine aktarilmistir.
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f. 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilip yeni bir tiipe pipet kullanmadan aktarilmistir.

g.  Uzerine 700-750 ul izoproponol eklenmis ve -20 °C’de bir gece bekletilmistir.

h.  Ornekler 1 gece boyunca —20°C’de bekletildikten sonra tiipler 10.000 rpm’de 10
dk siire ile santrifiij edilerek RNA peletinin dibe ¢okmesi saglanmistir. Daha sonra
ist kistmda kalan isopropanol dokiilmiistiir.

L RNA peleti iizerine %70’lik alkolden 1 ml eklenip 2 dk 14000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Alkol, peletler diistiriilmeden dokiilmiistir.

J- Yikanan RNA kurutularak saf suda ¢ozdiiriilmiis ve izole edilen RNA kalitesini

kontrol etmek i¢in nanodropta 6l¢iim yapilmustir.
2.2.3.4. GeneJET Plant RNA Purification Mini Kiti ile RNA izolasyonu

a. ToBRFV ile bulasik bitkilerin simptom gosteren yapraklardan yaprak ornegi 50-100

mg alinarak s1vi azot araciligiyla ezilmis toz haline gelene kadar ve 1,5 ml’lik ependorf

tiipline aktarilmastir.

b. Uzerine 500 ul Lysis soliisyon eklenerek vorteks karistirici ile homojen hale

getirilmistir.

c. 3 dk 56 °C de bekletildikten sonra 5 dk 15000Xg de santrifiij yapilmustir.

d. Ust s1v1 faz 1,5 ml yeni ependorf tiipe aktarilmis (450 ul) ve iizerine 250 ul %96’ lik

ethanol eklenerek pipetle karistirilmistir.

e. Ornegin tamam kit icerisinde bulunan filtre tiipiine aktarilarak 1 dk 11000Xg de

santrifiij yapilmistir.

f. Filtrenin alt kisminda toplanan sivi kistm dokiilerek filtre tekrar tiipe takilmistir.

Uzerine 700 ul WB1(Wash Buffer1) eklenerek 1 dk 11000Xg de santrifiij yapilmustir.

g. Alt kisimda kalan s1v1 dokiilerek filtre yeni bir tiipe aktarilmustir.

h. Uzerine 500 ul WB2 (Wash Buffer2) eklenerek 1 dk 11000Xg de santrifiij

yapilmistir.

i. Alttaki s1vi dokiilerek filtre ayn tiipe tekrar takilmistir.

j- Bu iki adim (h-1) tekrarlandiktan sonra 14000Xg de santrifiij yapilmuisgtir.

k. Filtre tlizerine 50 ul RNase icermeyen su eklenerek 1 dk 11000Xg de santrifiij

yapilmustir.

L. Alt kistmda kalan sivi tekrar filtreye aktarilarak 1 dk 11000Xg de santrifiij yapilmistir.
Elde edilen total RNA -80 derecede saklanmustir.
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2.24. cDNA Sentezi ve RT-PCR (Ters Transkriptaz- Polimeraz Zincir

Reaksiyonu)

Total RNA’ lar kalip olarak kullanilarak ¢cDNA sentezlenmistir. cDNA sentezi icin
NucleoGene (NUCLEOGENE-Tiirkiye) firmasindan temin edilen RNA to cDNA Mix
(cDNA Synthesis Kit) (5X) kiti kullanilmistir. Reaksiyon karisimi kit protokoliinde
belirtildigi tizere; 4 ul cDNA Mix, 4 ul RNAse free su ve 10 ul RNA olacak sekilde
hazirlanmis ve 25 °C’de 5 dk., 50 °C’de 30 dk., 85 °C’de 5 dk. inkiibe edildikten sonra
buz iizerinde tutulmustur. Sentezlenen cDNA’lar -20°C’de saklanmustir. cDNA’lar kalip
olarak kullanilarak PCR yapilmistir.

2.2.5. RT-PCR analizleri

RT-PCR analizleri sirasinda ToBRFV i¢in genel olarak kullanilan TOBRFV-F (5'- AAT
GTC CAT GTT TGT TAC GCC-3") ve ToBRFV-R (5- CGA ATG TGA TTT AAA
ACT GTG AAT-3') (Alkowni et al., 2019) primerleri ile calisgilmistir. Primerlerin
cogalttigi bolgenin amplikon uzunlugu 560 bp’dir. RT-PCR reaksiyonu igin
ThermoScientific DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA)
kullanilmistir. Reaksiyonda kullanilacak olan 25 ul karisimin icerigi; 7 ul cDNA ve 6 ul
DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2X), 9.6 ul Water (nuclease-free) 0.7 ul, 25 uM
primer ToBRFV-F, 0.7 ul, 25 uM primer ToBRFV-R olacak sekilde hazirlanmis ve
Thermal Cycler cihazinda cogaltim gerceklestirilmistir. RT-PCR analizi i¢in kullanilan
amplifikasyon programinda oncelikli olarak 95 °C de 5 dk, 35 dongii olacak sekilde "95
°C de 45 sn denatiirasyon, 53 °C de 45 sn primer baglanma, 72 °C de 1 dk uzama" ve 72
°C de 7 dk son uzama islemi gerceklestirilmistir (Alkowni et al., 2019; Fidan et al.,
2019). RT-PCR iiriinleri %2’lik agaros jel eletroforezde kosturulmustur. Kosma islemi
tamamlandiktan sonra jel, ethidium bromide ile boyanarak UV goriintiileme sisteminde

incelenmistir.

2.2.6. RNA Kkalitesi ve miktar degerlendirmesi

RNA Kkalitesi spektrofotometri (A260/A280 ve A260/A230 oranlar1) ve agaroz jel
elektroforezi  kullanilarak  degerlendirilmistir. RNA  verimi bir NanoDrop

spektrofotometresi (Shimadzu spektrofotometresi/Japonya) kullanilarak kantifize
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edilmistir ve. TOBRFV RNA'nin varligi ve biitiinligii ToBRFV'ye 06zgii primerler
kullanilarak RT-PCR ile dogrulanmaistir.

2.2.7. indikator bitki olarak kullamlan Solanum nigrum bitkisinin inokulum

kaynag@ olarak kullaniminin uygunlugu testi

Mekanik inokulasyon caligsmalar: i¢in 7-8 yaprakli doneme ulasan Nicotiana tabacum
cv. Samsun test bitkileri fideleri kullanilmistir. TOBRFV ekstraklar1 bulasik Solanum
nigrum L. yapraklarmin steril havan kullanilarak buz iistiinde ezilmesiyle hazirlanmis
ve 2 katl tiilbent ile siiziildiikten sonra 6nceden karborondum tozu serpilerek hazirlanan

bitkilerin yapraklarina inokule edilmistir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. ToBREF izolatinin filogenetik analizleri

ToBRFV izolatindan elde edilen PCR amplikonlarinin dizileri analiz edildiginde,
PQ282223.1 (Tiirkiye'nin Eskisehir ili), OR792460.1 (Cin) ve OM515235.1 (Hollanda)
izolatlariyla %99 6zdeslik tespit edilmistir. TOBRFV izolatinin NCBI erisim numarasi
PQ314730 olarak sunulmustur. PQ314730 erisim numarali ToBRFV izolatimiz ve
kayith izolatlarin dizilerinin filogenetik agaglari, Mega X programinda uygulanan
neighbor-joining (NJ) yontemi ile cikarilmis ve bu calismada elde edilen izolatin
GenBank erisim numaralart OR792460.1 (Cin'den domatesten elde edilen izolat) ve
OMS515235.1(Hollanda'dan domatesten elde edilen izolat) izolatlar1 ile ayni kiime

icerisinde bulunmustur.
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MN882023
MK133095
OM515263
OP557566
0OP009342
OP194000
MW314091
OM892670
MK834290
0Q091251
MZ323110
MW314094
MW314092
0K624678
OM515271
OM515245
OM718702
OM718704
0Q633222
OM515254
OR792460
OM515235
MN882042
OR593752
OR500698
0OL311702
OM515262
MN882016
MW314112
OR451555
OM892675
NC 001367 Tobacco mosaic virus

Sekil 5. ToBRFV izolatlarmin filogenetik analizi, 1000 bootstrap degeri ile neighbor-
joining yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Mevcut deneyde incelenen Ornekler
mavi kare ile gosterilmistir. Diger diziler ise NCBI veritabanindan indirilmistir.

3.2. Domates kahverengi burusuk meyve viriisii (Tomato brown rugose fruit virus)
inokiile edilmis Solanum nigrum L. ve Chenopodium album L. bitkilerinde

simptomolojik gozlemler

Domates kahverengi burusuk meyve viriisii (Tomato brown rugose fruit virus,
ToBRFV), domates iiretiminde ciddi ekonomik kayiplara yol acan Onemli bir bitki
patojenidir. TOBRFV'nin neden oldugu hastaliklar, 6zellikle domateslerde verim ve
kalite kaybina neden olurken, diger konukc¢u bitkilerde de cesitli simptomlara

gostermektedir. Bu calismada, ToBRFV'nin inokiile edildigi Solanum nigrum L.ve
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Chenopodium album L. bitkilerinde goriilen simptomolojik degisiklikler incelenmistir.
Bu bitkiler, dogal ekosistemlerde yaygin olarak bulunan ve ¢esitli viriislerin konukgusu

olabilen bitkilerdir.

3.2.1. Solanum nigrum L.

ToBRFYV ile inokiile edilen Solanum nigrum bitkilerinde, inokiilasyondan 14 giin sonra
ilk simptomlar gozlemlenmistir. Gozlemlenen simptomlar arasinda S. nigrum

yapraklarinda, domates yapraklarindakine benzer koyu yesil kabarma, mozaik benzeri

belirtiler ve yaprak kenarlarinda hafif kivrilma yer almaktadir (Sekil 6).

Sekil 6. Domates kahverengi burusuk meyve viriisiiniin Solanum nigrum L. bitkisinde
goriilen simptomlar1 (A: Viriis inokiile edilmemis S. nigrum bitkisi; B, D: koyu yesil
kabarma; C: mozaik benzeri belirtiler)

3.2.2. Chenopodium album L.

Chenopodium album L. bitkilerinde ise TOBRFV inokiilasyonunun ardindan yaklagik 5-
7 giin icinde inokiilasyon yapilan yapraklarda simptomlar ortaya ¢cikmistir. Bu bitkide
gozlemlenen baslica simptomlar arasinda yapraklarda klorotik lekeler, klorotik halkali
lekeler ve koyu yesil beneklenme yer almaktadir (Sekil 7). Sistemik enfeksiyon belirtisi

gostermemis ve simptomatik yapraklar tamamen sararip ve kisa siirede diismiistiir.
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Sekil 7. Domates kahverengi burusuk meyve viriisiiniin Chenopodium album L.
bitkisinde goriilen simptomlar1 (A: Viriis inokiile edilmemis C. album bitkisi; B:
klorotik lekeler; C, E: klorotik halkali lekeler; D: koyu yesil beneklenme)

Bu calismada, ToBRFV'nin S. nigrum ve C. album bitkilerinde farkli simptomlara
neden oldugu gozlemlenmistir. Her iki bitki tiiri de virlise karsi duyarli olup,
enfeksiyon belirtileri gostermektedir. Ancak, S. nigrum ve C. album bitkilerindeki
simptomlarin farkliligi, bu bitkilerin ToOBRFV'ye kars1 farkli duyarhiliklar gosterdigini
ortaya koymaktadir.

3.3. indikator bitki olarak kullamlan Solanum nigrum bitkisinin inokulum kaynag

olarak kullaniminin uygunlugu

ToBRFV inokule edilmis S. nigrum bitkisinin TOBRFV ile ilgili deneysel ¢aligmalarda
indikator bitki olarak kullanililabilirliginin belirlenmesi i¢in yaptigimiz c¢alismada S.
nigrum’un 240 gilinden daha uzun bir siire inokulum kaynagi olarak canliligini
stirdiirmesi ve farkli bir konuk¢u bitkiye viriisiin bulastirilmasinda kaynak bitki olarak
kullanildiginda Nicotiana tabacum cv. Samsun bitkisinde belirti olusturmasiyla hem
deneysel caligmalar icin 6nemli bir kaynak olabilecegi hem de dogada viriisiin

epidemisinden sorumlu olabilecegi belirlenmistir.
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Asir1 kosullara (6rnegin kuraklik, yiiksek sicaklik) direncinin iyi oldugu gézlemlenen S.
nigrum L. bitkisini inokulum kaynag1 olarak kullanarak, mekanik inokulasyon yoluyla
Nicotiana tabacum cv. Samsun indikator bitkisine uygulanmustir. Nicotiana tabacum
cv. Samsun bitkisinde yogun klorotik lekeler gézlemlenmistir (Sekil 8). S. nigrum'un
inokulum kaynagi olarak kullanilmasi, ¢esitli biyolojik siiregler iizerindeki etkilerinin ve
bitki patolojisi arastirmalarindaki potansiyel uygulamalarmin incelenmesine olanak

taniyabilir.

Sekil 8. Nicotiana tabacum cv. Samsun bitkisinde gozlenen ToBRFV belirtileri (A: S.
nigrum L. inokulum kaynagi olarak kullanilmistir; B: Nicotiana tabacum cv. Samsun)

3.4. RNA Verimi ve Kalitesi

Farkli bitkilerden RNA elde etmek i¢in kullanilan yontemlerin etkinlik dereceleri
bitkisel tiirlere gore degisiklik gostermektedir (Liu et al.,, 2018). Polisakkaritlerin
RNA'ya benzer fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, RNA'nin polifenollerle birlikte ¢cokelme
riskini artirarak genel kalitesini olumsuz etkileyebilir. Arastrmalar, C. album ve S.
nigrum'un yiiksek seviyelerde polisakkarit, fenol, protein ve diger sekonder metabolitler

icerdigini ortaya koymustur (Cutillo et al., 2004; Arora et al., 2018; Chen et al., 2022).

Geleneksel RNA cikarma yontemleriyle S. nigrum ve ozellikle C. album' dan yiiksek
kaliteli RNA elde etmek zordur. SDS-LiCl (Vennapusa et al.,, 2020) ve CTAB-LiCl
yontemleri bu bitkilerde tatmin edici sonuclar vermemistir. GeneJET Plant RNA
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Purification Mini Kit kullanilarak elde edilen RNA'nin kalitesi uygun bulunmus, ancak
ticari kitlerin yiiksek maliyeti, bu caliymada polisakkaritler ve polifenoller agisindan
zengin bitkilerden yiiksek kaliteli RNA elde etmek i¢in kolay, uygun maliyetli ve etkili
bir RNA ¢ikarma protokolii gelistirme gerekliligini ortaya koymustur.

Bu calismada, ekstrakte edilen toplam RNA kalitesi spektrofotometri (A260/A280 ve
A260/A230 oranlar1) ve agaroz jel elektroforezi kullanilarak degerlendirilmistir. RNA
verimi bir NanoDrop spektrofotometresi kullanilarak kantifize edilmistir ve ToOBRFV
RNA'nin varligi ve biitiinliigii ToOBRFV'ye 6zgii primerler kullanilarak RT-PCR ile

dogrulanmustir.

Ticari kit ile T1 orneginden izole edilen RNA, diisiik niikleik asit konsantrasyonu
gostermistir. Yiiksek OD260/280 orani, protein veya kalint1 ¢oziiciilerden kaynaklanan
kontaminasyonu, diisiik OD260/230 orani ise fenol, tuzlar veya organik c¢oziiciilerle
kirlenmeyi isaret etmistir. T2 Ornegi orta diizeyde bir RNA konsantrasyonu sunmus
ancak benzer kontaminasyonlar kaliteyi diistirmiistir. T3 ve T4 o6rnekleri, yiiksek
niikleik asit konsantrasyonu ile bircok uygulama i¢in uygun kalite gostermistir. Ancak
0OD260/280 oranlarinin hafif yiiksekligi, RNA'da az miktarda safsizliklarin varligina
isaret etmektedir (Tablo 2).

Tablo 2. GeneJET Bitki RNA Saflastirma Mini Kiti kullanilarak C. album ve S. nigrum
yapragindan izole edilen toplam RNA'nin konsantrasyonu ve saflig.

Ornek Bitki ornegi 0D260/280 0D260/230 Konsantrasyon (ng/ pL)
T1 C. album yaprak 3,20 0,24 65,56

T2 C. album yaprak 1,61 0,67 129,58

T3 S. nigrum yaprak 2,13 1,23 160,29

T4 S. nigrum yaprak 2,14 1,77 177,22

P S.lycopersicum yaprak 2,22 1,66 141,31

Modifiye SDS-LiCl yontemi ile T1, T2, T3 ve T4 orneklerinden izole edilen, RNA'nin
diisik kontaminasyon seviyelerine sahip oldugunu belirlenmistir. OD260/280 ve
0OD260/230 oranlarinin uygunlugu, hassas molekiiler teknikler icin ©Onemli olan
kontaminantlarin etkin sekilde uzaklastirildigini gostermektedir. Bununla birlikte, C.

album'dan RNA izolasyonu, daha yiiksek sekonder metabolit seviyeleri nedeniyle S.
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nigrum'a gore daha zordur. Optimize edilmis protokoller, bu zorluklar1 asarak standart

yontemlere gore onemli bir iyilesme saglamistir (Tablo 3).

Tablo 3. Modifiye SDS-LiCl yontemi kullanilarak C. album ve S. nigrum yapragindan
izole edilen toplam RN A'nin konsantrasyonu ve saflig1.

Ornek  Bitki 6rnegi 0D260/280 0D260/230 Konsantrasyon (ng/ pL)
T1 C. album yaprak 2,45 1,36 110,78
T2 C. album yaprak 2,17 2,59 108,44
T3 S. nigrum yaprak 2,13 1,63 149,91
T4 S. nigrum yaprak 2,38 1,68 167,45
P S. lycopersicum yaprak 2,14 2,45 124,13

SDS-LiCl yontemi kullanilarak izole edilen T1, T2 ve T4 o6rnekleri, diisiik niikleik asit
konsantrasyonlar1 nedeniyle diger uygulamalarda sinirli kullanima sahiptir. Cok yiiksek
0OD260/280 orani, muhtemelen proteinlerden veya artik c¢oziiciilerden kaynaklanan
onemli bir kontaminasyona isaret ederken, diisiik OD260/230 oram fenol veya tuzlarla
kontaminasyona isaret etmektedir. T3 O6rnegi ise orta diizeyde bir RNA konsantrasyonu
ve dort ornek arasinda en iyi kaliteyi sunmustur. OD260/280 orani hafif yiiksek olsa da,
0D260/230 oram1 kabul edilebilir araliktadir (Tablo 4).

Tablo 4. SDS-LiCl yontemi kullanilarak C. album ve S. nigrum yapragindan izole
edilen toplam RN A'nin konsantrasyonu ve safligi.

Ornek Bitki 6rnegi 0D260/280 0D260/230 Konsantrasyon (ng/ pL)
T1 C. album yaprak 4,76 0,48 5,24

T2 C. album yaprak 3,82 0,53 22,57

T3 S. nigrum yaprak 2,34 1,47 14,12

T4 S. nigrum yaprak 3,62 0,64 9,52

P S. lycopersicum yaprak 2,19 1,70 36,45

CTAB-LIiCI yontemi kullanilarak izole edilen T3 ve T4 ornekleri benzer niikleik asit
konsantrasyonlarina ve yakin degerlerde diisiik saflik oranina sahip bulunmustur. Buna
karsin T1 ve T2 ornekleri, diisiik niikleik asit konsantrasyonu ve ciddi kontaminasyon

sergilemistir (Tablo 5).
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Tablo 5. CTAB-LiCI yontemi kullanilarak C. album ve S. nigrum yapragindan izole
edilen toplam RNA'nin konsantrasyonu ve saflig1.

Ornek  Bitki drnegi 0D260/280 0D260/230 Konsantrasyon (ng/ pL)
T1 C. album yaprak 0,80 0,14 0,94

T2 C. album yaprak 4,89 0,35 2,10

T3 S. nigrum yaprak 1,78 0,51 20,47

T4 S. nigrum yaprak 2,07 0,69 13,13

P S. lycopersicum yaprak 2,71 0,75 61,18

Modifiye SDS-LiCl yontemi, RNA izolasyonunda ekonomik ve etkili bir alternatif
sunmus ve Ozellikle polisakkarit ve polifenol bakimindan zengin bitkilerde RNA
kalitesini artirmada basarili olmustur. T3 ve T4 ornekleri, hassas molekiiler biyoloji
uygulamalar1 i¢in uygun niteliklere sahiptir. Bu yontemin, maliyet-etkinligi ve

verimliligi ile ticari kitlere kars1 gii¢lii bir alternatif olusturdugu diisiiniilmektedir.

3.5. Farkh izolasyon yontemleri kullamlarak izole edilen RNA'larin biitiinliigiiniin

ToBRFV'ye ozgii primerler kullamlarak RT-PCR analizleri ile degerlendirilimesi.

Bitki viriislerinin teshisinde RNA izolasyonu, dogru ve giivenilir tam icin kritik bir
adimdir. Viriisler, bitki hiicrelerine girdiklerinde kendi RNA'larim1 kullanarak ¢ogalirlar.
Bu nedenle, bitki orneklerinden izole edilen RNA, viriisiin genetik materyalini
dogrudan tespit etmek ve analiz etmek icin kullanilir. RNA izolasyonu, ozellikle
molekiiler biyoloji tekniklerinde (PCR, RT-PCR, qPCR gibi) yiiksek hassasiyet ve
Ozgiilliikk saglar. Ayrica, RNA'nin saf ve kaliteli bir sekilde elde edilmesi, yanlis negatif
sonuclarin 6nlenmesine ve dogru teshislerin konmasina olanak tanir. Bu siireg,
viriislerin genetik dizilimlerinin belirlenmesine, varyantlarinin saptanmasina ve
epidemiyolojik c¢alismalarin yiiriitiilmesine de katki saglar. Sonu¢ olarak, RNA

izolasyonu, bitki viriislerinin hizli ve kesin teshisi i¢in vazgecilmez bir yontemdir.

Bu calismada, s6z konusu yontemler kullanilarak elde edilen RNA izolasyon
protokollerinin etkinligi detayli bir sekilde incelenmis ve yOntemlerin etkinligi ile
giivenilirligi degerlendirilmistir. Degistirilmis SDS-LiCI yontemi yontemi, yiiksek
saflik ve verimlilik agisindan en basarili yontem olarak belirlenmistir. Degistirilmis
SDS-LiCI yontemi kullanilarak izole edilen RNA, ToBRFV'ye 6zgii amplifikasyon i¢in
daha net RT-PCR bantlariyla, asag1 akis uygulamalarinda iistiin performans gostermistir

(Sekil 9).
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SDS-LiCl yontemi ile RNA izolasyon adimlar1 fenol kullanilmadan uygulandiginda,
hem C. album hem de S. nigrum'da daha kaliteli RNA izolasyonu elde edilmistir. Bu
RNA'lar1 sablon olarak kullanarak olusturulan cDNA Kkiitiiphanelerinde gerceklestirilen
RT-PCR analizlerinin sonuglar1 bunu dogrulamaktadir. ToBRFV'nin RT-PCR
amplifikasyonu, optimize edilmis bir protokol kullanilarak izole edilen RNA ile daha
yiiksek giivenilirlik ve hassasiyet gostermistir. Bu bulgu, yontemin hem tanisal hem de
arastirma amacli uygulamalar icin uygun bir ara¢ oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
caligmada sunulan modifiye SDS-LiCl yontemi, polisakkaritler ve polifenoller gibi
biyoaktif bilesikler bakimindan zengin olan C. album yapraklarindan yiiksek verimli ve

kaliteli RNA izolasyonu i¢in giivenilir bir yontem olarak degerlendirilmistir.

u 1T 13 T8 T1 T2 13 T4

M T1 T2 T3

Sekil 9. ToBRFV-F/R primerleri kullanilarak gergeklestirilen RT-PCR analizi (M:
Markir, T1, T2: C. album, T3, T4: S. nigrum, P: pozitif kontrol +, N: negatif kontrol-)
(A: SDS-LiCI yontemi; B: CTAB-LiCI; C: Modifiye SDS-LiCI yontemi; D: GeneJET
Bitki RNA Saflastirma Mini Kiti)



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1.Tartisma

Calismamizda, farklit RNA izolasyon protokollerinin etkinligi karsilagtirilmis ve SDS-
LiCl modifiye edilmis yontemi, yiiksek saflik ve verimlilik agisindan en basarili yontem
olarak belirlenmistir. RT-PCR sonuclar1 hem Solanum nigrum L. hem de Chenopodium
album L. bitkilerinin ToOBRFV ile enfekte olabilecegini ve viriisiin bu bitkilerde replike

olabilecegini gostermistir.

Solanum nigrum L. ve Chenopodium album L. de ToOBRFV simptomlarinin ilerlemesi
ve yogunlugundaki farklhiliklar gozlemlenmis, bitki tiirleri arasinda duyarlilik ve
simptom ifadesindeki varyasyonlar vurgulanmustir. inokulasyonu takiben, S. nigrum
bitkileri 10-15 giin iginde sistemik enfeksiyon sergilemis, baslangicta genc {ist
yapraklarda hafif kloroz gostermis, ardindan daha belirgin mozaik desenlere ve hafif
yaprak kivrilmalarina doniigmiistiir. Buna karsilik, C. album daha hizli belirti baslangic1
gostermis, inokulasyondan 5-7 giin sonra yapraklarda klorotik lekeler ve halkalar ortaya
cikmistir. Ancak, C. album bitkilerinde simptomlar1 inokiile edilmis alanlarla smirl
kalmis ve sistemik enfeksiyon gozlenmemistir. S. nigrum ise ToBRFV'nin sistemik
enfeksiyonunu destekleyerek yogun simptomlar gdstermesine ragmen 240 giinden fazla
hayatta kalmstir.

Simptom gelisimindeki bu farkliliklar, S. nigrum' un sistemik enfeksiyonu destekleme
kapasitesini, C. album' un ise enfeksiyonu lokalize etme egilimini ortaya koymaktadir.
Bu ayrim, S. nigrum'un ToBRFV'nin sistemik davranisini incelemek icin uzun vadeli
caligmalarda etkili bir model olabilecegini, C. album' un ise lokalize direnc

mekanizmalarmi arastirmak i¢cin daha uygun bir model sundugunu gostermektedir.



30

Ayrica, yabanci otlarin fitopatojenlerin alternatif konukcular1 olarak hareket edebilecegi
ve hastalik epidemiyolojisinde 6nemli rol oynayabilecegi vurgulanmaktadir (Temur

Cnar vd., 2024).

RNA izolasyonu, ToOBRFV'nin tespiti ve teshisi i¢in kritik bir asamadir. Bu baglamda,
polisakkarit ve polifenolik bilesikler bakimimdan zengin bitkilerden yiiksek kaliteli
niikleik asit izole etmek genellikle zorluklar yaratmaktadir. RNA ekstraksiyon
protokollerinin karsilastirilmasi, Modifiye SDS-LiCl yonteminin 6zellikle saflik ve
verim agisindan {istiin oldugunu gostermistir. SDS, polisakkaritler ve proteinlerle
yiiksek reaktivite gosterirken RNA ile etkilesime girmemekte, boylece RNA’nin diger
biyopolimerlerden daha etkili bir sekilde ayrilmasini saglamaktadir (Chatterjee et al.,

2002; Azevedo et al., 2003; Vennapusa et al., 2020).

Modifiye SDS-LiCl yontemi, ticari kitlerle benzer sonuglar vermekle birlikte, 6zellikle
C. album gibi orneklerde daha yiiksek saflikta RNA iiretmistir. Ornegin, bu yontemle
izole edilen RNA, OD260/280 ve OD260/230 oranlarinda daha dengeli sonuclar
gostermistir. C. album'dan RNA izolasyonu zorlu olmasina ragmen, bu yontemle kabul
edilebilir saflikta RNA elde edilmistir. Ayrica, RNA'nin temizliginin, izolasyon sonrasi
PCR deneylerinde RNA miktarindan daha kritik oldugu gozlemlenmistir. Bu,
Degistirilmis SDS-LiCl yonteminin yalnizca ToBRFV degil, diger bitki viriislerinin

tespitinde de uygulanabilir bir protokol oldugunu gostermektedir.

Bulgular dogrultusunda, Degistirilmis SDS-LiCl yontemi, 6zellikle ekonomik ve pratik
avantajlariyla dikkat cekmektedir. Bu yontem, ToBRFV ile ilgili gelecekteki
arastirmalara temel olusturabilir ve tarimsal hastalik yonetimi stratejilerine onemli
katkilar saglayabilir. S. nigrum ve C. album gibi bitki tiirlerinin farkli tepki
mekanizmalarinin anlagilmasi, TOBRFV’nin epidemiyolojisi ve kontrolii agisindan yeni

yaklasimlara 151k tutabilir.

Diinyanm farkli bolgelerinden ek yabani ot tiirlerinin ToBRFV konukg¢usu olup
olamayacagmin belirlenmesi, domates mahsulii olmadiginda viriisiin yabanci ot

tiirlerinin konukgularinda ne kadar siire kalabildiginin ve tohum aktariminin S. nigrum
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disindaki yabanci ot tohumlarindan gerceklesip gerceklesmediginin anlasilmast icin

daha ileri caligmalara ihtiya¢ vardir (Salem et al., 2022).
4.2.Sonuc ve Oneriler

ToBRFV, yiiksek bulasicilig1 nedeniyle kiiresel domates ve biber endiistrisi i¢in dnemli
bir tehdit olusturmaktadir (Panno et al., 2019). 2015 yilindan bu yana ToBRFV'nin bes
kitada 35'ten fazla iilkeden rapor edildigi bildirilmistir. Kiiresellesme, diinya capinda
tohum ve bitki materyali aligverigini artirmis ve bu viriisiin bu kadar kisa siirede bes
kitaya yayilmasina 6nemli katki saglamigstir. Viriis, verim ve meyve kalitesinin yani sira
bitki canliligini da azaltmaktadwr. Dikkat c¢ekici sekilde, Tiirkiye'de ToBRFV
enfeksiyonu ile ilgili zararin boyutu su anda artmaktadir. Hizli ve kesin bir tespit ve
teshis tekniginin olusturulmasi, TOBRFV enfeksiyonunun yayilmasini durdurmak icin

acil kontrol 6nlemlerinin alinmasi i¢in gereklidir.

Genel olarak bu calisma, yabani otlar ToBRFV'in birincil inokulumunu
tasiyabileceginden, bir sonraki biiyiime dongiisii ekilmeden once domates yetistirme
uygulamalarinda kontrol 6nlemlerinin yeniden gozden gecirilmesi gerektiginin altini
cizmektedir. Calisma, S. nigrum ve C. album' dan RNA verimini ve safligin1 6nemli
Olciide artiran ve ToBRFV'nin daha etkili bir sekilde tespit edilmesini ve karakterize
edilmesini saglayan optimize edilmis bir RNA izolasyon protokolii sunmaktadir. Bu
protokol, TOBRFV ve diger bitki viriisleri ile ilgili gelecekteki arastirmalar i¢in bir

temel olusturabilir ve sonucta tarimda daha iyi hastalik yonetimine katkida bulunabilir.

Solanum nigrum L. ve Chenopodium album L., ToBRFV'nin izolasyonu ve enfeksiyon
mekanizmalarinin anlagilmasi i¢in onemli bitkisel modellerdir.

Solanum nigrum L, uzun Omiirlii yapisi, farkli iklim kosullarina dayanikliligi, lokal
semptomlarin yam sira viriisii sistemik olarak tasiyabilmesi nedeniyle Chenopodium
album L.'a gore daha giiclii bir test bitkisi potansiyeli tasimaktadir.

Modifiye edilmis SDS-LiCl yontemi, diisiik viral yiik ve bitkisel inhibitorler gibi
zorluklara ragmen kaliteli RNA izolasyonu i¢cin en uygun ydntem olarak tespit
edilmistir.

RNA Kkalitesi, spektrofotometrik analizle dogrulanmis ve TOBRFV'nin varligi RT-PCR
ile basarili bir sekilde tespit edilmistir.
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Oneriler:

e S. nigrum, ToOBRFV’nin enfeksiyon siireclerini anlamak ve uzun vadeli viral
caligmalar i¢in bir model bitki olarak tercih edilebilir.

e RNA izolasyonu ve teshis calismalari i¢cin modifiye edilmis SDS-LiCl yontemi
genis capli uygulanabilir. Bu yontem, diisik maliyet ve yiiksek verimlilik
sunarak, 6zellikle sahada kullanilabilecek pratik bir yaklasim sunmaktadir.

e (. album, yerel semptomlar olusturdugu i¢cin kisa vadeli c¢alismalarda
kullanilabilir ancak sistemik enfeksiyon olusturma kapasitesi sinirhidir.

e Farkli RNA izolasyon protokollerinin daha fazla bitki tiiriinde denenmesi, diger
potansiyel konukcularin tespiti i¢in faydali olabilir.

e ToBRFV'nin diger alternatif konukg¢u bitkilerdeki davranisini incelemek,

hastalik yonetim stratejilerine katki saglayabilir.

Bu calismanin sonuclari, ToBRFV'nin daha etkili ve hassas teshisi icin yeni

protokollerin gelistirilmesine temel olusturabilir.
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