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ABSTRACT

Tomato chlorosis virus (ToCV) has been spreading in tomato production area of the world, particularly in the
Mediterranean countries in recent years. The presence of the virus in Turkey was detected in Fethiye in 2008, but
the presence of the virus in most important tomato production region, Antalya Province, is not yet known. In this
study, a survey was conducted in Antalya Merkez and Kumluca districts and 50 samples were collected from 12
different tomato production greenhouses. After total nucleic acid isolation, all samples were tested for the presence
of the ToCV by amplification of the heat shock protein 70 homologue gene (hsp70h) with gene-specific primers
using nested RT-PCR method. The nested PCR test revealed that 25 of 50 tomato samples (50%) were infected with
ToCV. These results showed the presence of ToCV in Antalya province for the first time and demonstrated that the
virus is widely distributed in the region. The hsp70h genes of two isolates from Antalya Merkez and Kumluca
districts were sequenced and used for comparison and phylogenetic analysis with each other and hsp70h genes of
ToCV isolates from different tomato production area of the world retriwed from GenBank databases. As results of
these analyses up to 5% genetic difference was determined among ToCV isolates from different regions and ToCV
isolates were phylogenetically divided into two main groups. It was also determined that the phylogenetic groups
formed may be associated with geographical origin of ToCV isolates.
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Antalya ili Domates Uretim Seralarinda Tomato chlorosis virus'iin hsp70 Geni Kullanilarak Tamilanmasi ve
Kismi Molekiiler Karakterizasyonu

OZET

Tomato chlorosis virus (ToCV) son yillarda basta Akdeniz iilkeleri olmak iizere diinya domates iiretim
alanlarinda yayilan bir viriistiir. Ulkemizde viriisiin varlig1 2008 yilinda Fethiye'de tespit edilmis ancak iilkemizin en
o6nemli domates iiretim bolgesi olan Antalya ilinde ToCV varlig1 ve yayginligi heniiz saptanmamustir. Bu ¢alismada
Antalya Merkez ve Kumluca ilgelerinde sorvey caligmalari yapilarak 12 farkl tiretim serasindan 50 farkli domates
ornegi toplanmistir. Toplanan tiim Ornekler total niikleik asit izolasyonu yapildiktan sonra 1s1 soku protein 70
homolog (heat shock protein homologue, hsp70h) genine spesifik primerler kullanilarak nested-RT-PCR yontemiyle
ToCV varlig1 agisindan test edilmistir. Yapilan testlemeler sonucunda 50 domates drneginden 25 tanesinin (%50)
ToCV ile enfekteli oldugu bulunmustur. Bu sonugla ToCV'nin Antalya ilinde varligi ilk kez rapor edilmis ve viriisiin
bolgede yaygin olarak bulundugu ortaya konmustur. Antalya Merkez ve Kumluca'dan ikiser izolatin hsp70h geninin
dizilemesi yapilarak birbirleriyle ve diinyanin farkli domates iiretim bodlgelerinden elde edilen izolatlarin hsp70h
genleriyle kiyaslamasi ve filogenetik analizler yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda ToCV izolatlar1 arasinda
%S5'e varan oranlarda genetik farklilik oldugu ve filogenetik olarak ToCV izolatlarm iki ana gruba ayrildigi
belirlenmistir. Ayrica olusan filogenetik gruplarin ToCV izolatlarin cografik orijinleriyle iliskili olabilecegi tespit
edilmistir.
Anahtar Sozciikler: Domates, hsp70h, nested-RT-PCR, dizi analizi, filogenetik analiz
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GIiRiS
Domates (Solanum lycopersicum), diinyada ve iilkemizde yaygin olarak iretimi yapilan ve gerek sofralik
gerekse islenmis olarak oldukca fazla tiiketilen, ekonomik agidan 6nemli sebzelerin basinda gelmektedir. Diinyada
yillik yaklasik 165 milyon ton domates iiretimi yapilmaktadir. Ulkemiz domates ekim alanlar1 bakimindan 300 000
ha ve domates iiretimi bakimindan da yaklasik 12 milyon ton ile Cin, Hindistan ve ABD’den sonra 4. sirada yer
almaktadir (FAO, 2013). Domates iiretimi {ilkemizde tarimsal iretimin yapildigi bdlgelerin tamaminda
yapilabilmekle beraber iilkemizin toplam domates iiretiminin biiyiik bir kismi Antalya ilinde yapilmaktadir (TUIK,
2009). Domateste zarara neden olan hastaliklar arasinda viriis hastaliklarinin yeri olduk¢a 6nemli olup, farkli
taksonomik gruba dahil 50’den fazla viriisiin domateste hastaliga yol actig1 bilinmektedir (Smith, 2012; Hansen et
al., 2010). Bu viriislerden Domates sar1 yaprak kivirciklik viriisti (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV), Domates
lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus, TSWV) diinyada ve iilkemizde domates iiretim alanlarinda
yaygm olarak goriilen viriisleri olusturmaktadir. 1990’11 yillardan bu yana TYLCV ve TSWV diinya genelinde
domateste en ¢ok zarara yol acan viriisler olmuslardir (Zitter et al., 1997; Erkan et al., 2001; Arli ve Sevik, 2006).
Buna kargin 2000’li yillarin baglarinda Domates kloroz viriisii (Tomato chlorosis virus, ToCV) 6nemli bir viriis

hastaligi olarak goriilmeye baglanmistir (Hanssen et al., 2010)

Domates yapraklarinda sararma belirtileri ilk olarak 1989 yilinda Florida’da goriilmiis ancak bu simptomlarin
Domates kloroz viriisii (ToCV) tarafindan neden olundugu yaklasik 10 y1l sonra 1998 yilinda saptanmstir (Wisler et
al., 1998). Bu tarihten sonra ve Ozellikle 2000’1li yillarda ToCV diinya domates {iretim alanlarinda yayilmaya
baslamis ve Ispanya (Lozano ve ark. 2006), Portekiz (Louro ve ark. 2000), Porto Riko (Wintermantel et al., 2001),
Israil (Segev ve ark. 2004), Yunanistan (Dovas et al., 2002; Kataya et al., 2008). Tayvan (Tsai et al., 2 004), Kibris
(Papayiannis et al., 2005), Fransa (Jacquemond ve ark. 2009), Mayotte Adas1 (Massé et al., 2008), Mauritius ve
Reuion adalar1 (Lett et al., 2009; Delatte et al., 2005) ve Japonya’da (Hirota et al., 2010) tespit edilmis olup her
gecen giin yeni lilke ve bdlgelerde viriisiin varligi rapor edilmektedir. Viriisiin iilkemizde varlig: ilk olarak 2007
yilinda Mugla’nin Fethiye ilgesinde domates iiretim seralarinda belirlenerek 2008 yilinda tanis1 konularak ilk kaydi
yapilmustir (Cevik ve Erkis, 2008).

Domates kloroz viriisii Closteroviridae familyasi, Crinivirus cinsine ait pozitif duyarl tek iplikli RNA viriisii
olup iki pargali bir genoma sahiptir (Martelli et al., 2002). ToCV bitkiden bitkiye Trialeurodes vaporariorum, T.
abutilonea ve Bemisia tabaci biyotip A ve B beyazsinek tiirleriyle yari-persistent olarak taginmaktadir (Wisler ve
Duffus, 2001). ToCV’ye spesifik antikorlar yaygin olarak bulunmadigindan ve ticari bir ELISA kiti olmadigindan
dolay1 viriis serolojik olarak tespit edilememekte ve viriisiin teshisi sadece molekiiler yontemlerle yapilmaktadir
(Jacquemond et al., 2009). Bu nedenle ToCV tanisinda viriistin farkli genom bdlgelerinin ¢ogaltilmasim saglayan
ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyon (RT-PCR) yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir. RT-PCR
calismalarinda bazi durumlarda ToCV 1s1 soku protein homolog (heat shock protein homolog, hsp70h) geni (Navas-
Castillo et al., 2000; Delatte et al., 2005; Wintermantel ve Wisler, 2006; Lett et al., 2009; Hirota et al., 2010)
cogaltilmasina ragmen viriislin tanisinda genellikle kilif protein (CP) geni (Segev et al., 2004; Hirota et al., 2010)
kullanilmakta olup genin bir kisminin veya tamaminin ¢ogaltimi yapilmaktadir. RT-PCR y6ntemi bazi durumlarda
tek asamali bazi durumlarda iki asamali yapilmaktadir. Ozellikle viriisiin diisiik yogunlukta oldugu orneklerden
tanilama yapabilmek amaciyla 6nce viriisiin hsp70h geninin biiyiik bir kismina spesifik primerlerle RT-PCR
yapildiktan sonra RT-PCR ile ¢ogaltilan bolgenin iginde kalan bir kisma spesifik yuvali (nested) primerler
kullanilarak ikinci bir PCR yani nested PCR yapilip yontemin hassaslhigi artirilabilmektedir (Dovas et al., 2002).

Ulkemizde ToCV’nin varhigi ilk olarak 2008 yilinda Fethiye'de Hsp70h genine spesisfik nested-RT-PCR
yontemiyle belirlenmistir (Cevik ve Erkis, 2008). ToCV Fethiye izolatlarinin Hsp70h geninin yaklasik 450 bp kisnu
nested RT-PCR yontemiyle ¢ogaltilarak DNA dizilimi belirlenmis ve ToCV Florida izolatiyla %99 benzerlik
gosterdigi saptanmistir (Cevik ve Erkis, 2008). Bu ¢alismada iilkemizin en Oneli domates {iiretim bdlgesi olan
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Antalya'da nested RT-PCR yontemiyle ToCV teshisi yapilarak virlisiin bolgede varligi yaygmligi arastirilmustir.
Ayrica bolgeden elde dilen izolatlarin hsp70h gen dizileri kullanilarak izolatlarin genetik cesitliligi yaninda
birbirleriyle ve diinyanin farkli bolgelerinden ToCV izolatlariyla filogenetik iligkileri aragtirilmstir.

MATERYAL VE YONTEM
Siirvey Calismalan ve Bitki Materyalinin Toplanmasi

Calisma kapsaminda Antalya ilinde domates yetistiriciliginin yogun olarak yapildig: yerlerde oncelikle alan
calismalar yapilarak kloroz ve sararma belirtileri gdsteren domates seralarinin bulundugu tespit edilmistir. Daha
sonra Antalya ili Merkez ilgesinde daha once gozlem yapilan 6zel sektdr firmalarina ve kamu kurumlarina ait
seralardan kloroz belirtisi ve yaprak damar arasi sararma gosteren domates bitkilerinden beser tane olmak {izere
toplam 25 farkli yaprak 6rnegi alinmistir. Ayn1 sekilde Antalya ilinin yogun domates yetistiriciligi yapilan Kumluca
ilgesinde kloroz belirtisi gézlemlenen 7 farkli domates {iretim serasindan toplam 25 siipheli yaprak 6rnegi alinmustir.
Ornekler polietilen torbalarda laboratuara getirilerek bir hafta ierisinde test edilmek iizere kullanincaya kadar -20-C
derin dondurucuda saklanmistir.

Niikleik Asit izolasyonu

Antalya Merkez ve Kumluca ilgelerinde domates iiretim seralarindan toplanan domates 6rneklerinden CTAB
niikleik asit izolasyon yontemi (Li et al., 2009) kullanilarak total niikleik asit izolasyonu yapilmistir. Bu amagla
domates oneklerinden yaklasik olarak 2 gr yaprak dokusu alinarak havan igerisinde sivi azot yardimu ile ezilmistir.
Ezilen yaprak dokusundan 100 mg almarak 2.0 ml'lik santrifiij tiipiine konulduktan sonra orneklere 1ml CTAB
tamponu (% 2 CTAB, %2 PVP-40, 10 Mm Tris HCL, Ph 8.0, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA ve 0,2 %2
Mercaptoethanol) eklenerek vorteksle iyice karigtirilmigtir. Tiipler -20 °C‘de 5-15 dak bekletilerek dondurulmus
sonra da vorteks ile en yiiksek hizda en az 60 sn karistirilmistir. Elde edilen homojenat 65 °C‘de en az 15 dak.
inkiibasyona birakildiktan sonra 4 °C 10 000 rpm hizda 5 dak santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda 650 ml
siipernatant 1000 ml pipet yardimiyla alinarak yeni bir 1.5 ml santrifiij tiipiine alinarak esit hacimde
chloroform:isoamyl alkol karisimi (24:1) eklenerek 4 °C 15 000 rpm hizda 10 dak santrifiij yapilmigtir. Santrifiij
sonrasinda 50 ml siipernatant 100 ml pipet yardimiyla 350 ml izopropanol igeren yeni bir 1.5 ml santrifiij tiipiine
eklenerek karigim 4 °C 15 000 rpm 10 dak santrifiij yapilmistir. Daha sonra sivi kistm dokiilerek pelete 1 ml %
70°lik etil alkol ile yikanarak 4 © C 15 000 rpm 5 dak santrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra sivi kisim dokiilerek
tipler oda sicakliginda 10-15 dak kurutulduktan sonra 100 pl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0 soliisyonu ile
¢Ozdiiriilmiistiir. Elde edilen niikleik asitler kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmustir.

Primer Tasarimm

ToCV tanisinin yapilmasi amaciyla viriisiin hsp70h geninin korunmus bdlgelerine spesifik olarak tasarlanmis
olan BC 365’-GG(G/T)TT(A/G)GA(G/T)TT(C/T)GGTACTAC-3°,BC37 5’-CC(G/T)CCACCAAA (A/G)TCGTA-
3’, BC40 5’-GGTTTGGATTTTGGTACTACATTCAGT-3’ve BC41 5'- AAACTGCCTGCAT GAAAAGTCTC- 3
primerleri (Davos et al.,2002 ). ticari bir firmaya (lontek) sentezlettirilmistir.

ToCV Hsp 70h Geninin RT-PCR Yontemiyle Cogaltilmasi

ToCV bir RNA viriisii oldugundan dolay1 hsp70h geninin bir kisminin ¢ogaltilmasinda 6nce RNA’dan DNA
sentezlenmis sonra sentezlenen DNA’nin ¢ogaltilmasini saglayan “Tersine Transkripsiyon Polimeraz Zincir
Reaksiyon” (RT-PCR) yontemi kullanilmistir. Enfekteli bitki dokusundan izole edilen total RNA’dan ToCV Hsp 70
geninin ¢ogaltilmasi igin TAKARA (Japonya) firmasindan saglanan iki agsamali RT-PCR kiti (Two Step RT-PCR
Kiti) kullanilmistir. ilk asamada total RNA’dan “Random Primer” ve “PrimeScript Reverse Transkriptaz” enzim
kullanilarak tamamlayict DNA (complementer DNA, cDNA) sentezlenmistir. Bu amagla toplam reaksiyon hacmi 20
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pl olacak sekilde 1X tersine transkripsiyon tampon soliisyonu, 1-3 pg total niikleik asit, 0.5 mM dNTP, 200 pmol
random primer, 20 {inite PrimeScript Reverse Transkriptaz, 20 iinite RNAse inhibitorii ve steril saf su ilave edilerek
tersine transkripsiyon karigimi hazirlanmigtir. Hazirlanan karisim 30 °C’de 10 dakika, 45 °C’de 1 saat ve 75 °C’de
15 dakika daha sonra da 4°C’de siirekli olarak kalacak sekilde programlanan PCR cihazinda bekletilerek cDNA
sentezi yapilmistir. Daha sonra ToCV hsp70h geninin bir kismu spesifik primerler ve “ExTaq” DNA polimeraz
enzimi Kkullanilarak asagidaki prosediire gore g¢ogaltilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) igin; 1X PCR
tampon soliisyonu II, 2 pl cDNA, 0.5 mM dNTP, 20 pmol Primer 1, 20 pmol Primer 2, 0.25 Unite Takara Ex Taq
DNA Polimeraz ve su ilave edilerek karisim hazirlanmistir. PCR makinesi, once 94°C ‘de 2 dakika bekletilerek,
daha sonra 94°C 30 s, 45-55 °C 30 s ve 72° C 30 s siireyle 40 dongiiyii tamamladiktan sonra 72°C 5 dak
bekletilmistir. Son olarak da 4°C’de siirekli kalacak sekilde programlanarak ToCV Hsp 70 geninin bir kisminin
cogaltilmasi yapilmistir. Elde edilen PCR {irlinleri lamda 100bp DNA biiyiikliikk markoriiyle birlikte %1,5 agaroz
jelinde elektroforez yontemiyle ayristirilip etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ultraviyole 1s1k altinda Doc-It jel
(UVP, Ingiltere) goriintiileme sisteminde goériintiilenmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
Arazi calismalari

Bu caligma kapsaminda yapilan arazi ¢aligmalart sonucunda 1 toplam 11 farkli {iretim serasinda yetistirilen
50 farkli domates bitkisinden yaprak rnekleri alinmustir. Ornek alinan bitkiler belirgin kloroz belirtisi gdstermekte
olup bitkilerin bazilarmin tamaminda yaygin bir kloroz gézlemlenirken bazilarinda ise sadece yash yapraklarda
kloroz gbzlemlenmistir. Yapraklarda goriilen kloroz belirtileri yapragin tamamina yayilmis olarak, sadece yapragin
uc ve kenar kisimlarinda veya yaprak damar aralarinda sararma olarak kendini gostermistir. Antalya Merkez'de
yaprak Ornegi alinan drnekler Orient, Linda, Vuslat, Reyhan, Bestona, Baly, Astona RN, Reyhan, Bestona'y1 i¢eren
9 farkli ticari domates ¢esidi ve 204/F1, 208/F1, 253/F1 ve 228/F1 igeren domates hatlarindan olusmustur. Buna
karsin Kumluca'dan alinan domates 6rnekleri ¢ogunlukla bolgede en yaygin yetistirilen Alegro (16 adet) ticari
¢esidinden olugmakla birlikte Vuslat, Deniz, Bestone, Reyhan gibi ticari gesitleri de icermistir.

Nested-RT-PCR yontemi ile ToCV'nin Tamilanmasi

Ornek alinan domates gesitlerinden total niikleik asit izolasyonu yapildiktan sonra iki asamali RT-PCR
yontemiyle alinan 6rneklerde ToCV varligr belirlenmistir. Testlemelerde daha 6nce ToCV tanisinda kullanilan ve
distik viris yogunlugunda bile ToCV tanilanmasinda kullanilan hassas bir yontem olan nested-RT-PCR ydntemi
kullanilmistir. RT-PCR testlemelerinde sadece saf su igeren bir 6rnek ve saglikli domates bitkisi negatif kontrol
olarak daha once Fethiye'de tespit edilen ToCV izolatiyla enfekteli 6rnek de pozitif kontrol olarak kullanilmustir.
Yapilan RT-PCR sonucunda negatif kontrol orneklerinden herhangi bir ¢ogaltim yapilmazken pozitif kontrol
orneginden hsp70h geninin 463 bp biiyiikliginde bir kismi ¢ogaltilmigtir. Pozitif ve negatif kontrollerden elde
edilen sonuglar nested-RT-PCR yodnteminin dogru bir sekilde uygulandigini ve yontemin c¢alistigini géstermistir
(Sekil 1). RT-PCR sonucunda Antalya Merkezden alinan 25 6rnegin 18’inden ve Kumluca'dan alinan 25 6rnegin
7’sinden ToCV hsp70h genine spesifik 463 bp biiyiikliigliinde bant ¢ogaltilmigtir. Bu sonuglar Antalya'nin iki farkl
bolgesinden almman 50 6rnekten 25’inin ToCV ile enfekteli oldugunu gostermistir. Elde edilen bulgular Antalya
genelinde kloroz belirtisi gosteren orneklerin ortalama %50'sinin ToCV ile enfekteli oldugunu ortaya koymustur.
Ornek alman iki boélge ayr ayr1 incelendiginde Antalya Merkez’den toplanan siipheli drneklerin enfeksiyon oram
%64 olurken Kumluca'da ise bu oranin %28 oldugu ortaya ¢ikmustir.
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Antalya‘Merkez

MSu +-123 4567 8 9 1011121314 15 16

AntalyalMerkez Kumlluca

r 10 1
M Su + - 17 18 19 20 2122 23 24 25 26 27 28 29 30 31 M

463 bp
hsp70h
Kupﬂuca
i 1
M Su + - 32 33 34 3536 3738 39 40 41 42 43 44
463 bp
hsp70h

Sekil 1. Antalya domates iiretim seralarindan toplanan 6rneklerde ToCV tespiti amaciyla kullanilan nested-RT-PCR sonuglarin1 gosteren jel
fotograflari. M: 100 bp DNA biiyiiklikk markorii + : Pozitif kontrol - :Negatif kontrol

Hsp70h Gen Dizileme ve Dizi Analizleri

Antalya Merkez ve Kumluca'dan elde edilen domates ornekleri igerisinde ToCV enfekteli nested RT-PCR
yontemiyle tespit edilen domates Orneklerinin ikiser tanesi segilerek hsp70h genine at 463 bp kismu yeniden
cogaltilmistir. Cogaltilan hsp70h DNA fragmani Qiagen PCR piirifikasyon kiti kullanilarak saflastirilarak dogrudan
dizileme yontemiyle PCR firtinlerinin DNA dizilimi belirlenmistir. Elde edilen DNA diziler Vector NTI programi
kullanilarak temizlenmis ve birbirleriyle ve diinyanin farkli domates iiretim bolgelerinden elde edilen ToCV
izolatlariin ayn1 gen bolgeleriyle karsilastirilmistir. Yapilan ¢oklu dizi karsilagtirmalart sonucunda Antalya ilinden
elde edilen ToCV izolatlarinin hsp70 h homolog genlerinin %95-99 arasinda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Tim diinya izolatlar1 karsilastirildiginda da benzer sekilde izolatlarin hsp70h gen bdlgeleri arasindaki benzerligin
%95-100 arasinda degistigi goriilmiistiir. Antalya izolatlar1 en ¢ok benzerligi %99 oraniyla italyan (AM231038)
izolat1 ile gosterirken, en az benzerligi %95 oraniyla Kiiba (FJ360853) izolatiyla gostermistir. ToCV izolatlar
arasinda %5'e varan niikleotid farkliliklar1 oldugu ve bu farkliliklarin 463 bazlik kismi {izerinde belirli bir yerde
yogunlasmayip homojen bir sekilde dagildigi goriilmiistiir.
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ACTCCGTCTTGTTARTTETATGATTTGAABAGATGGGTTGG!
ACTCCGTCTTGTTARTTETATGATTTGAABAGATGGGTTGGTGTE!
ACTCCGTCTTGTTARTTETATGATTTGAABAGATGGGTTGG!
ACTCCGTCTTGTTARTTETATGATTTGAABAGATGGGTTGG!
GCETCCGARACTCCGTCTTGTTANTTETATGATTTGAARAGATGGGTTGGTGTEAC
GCTTCCGARAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGATTTGAARAGATGGGTTGG'

GGTGTECCTT
TGTEACTTCG

TGTEACTTC
TGTCAC
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I TCCGAAACTCCGTCTTGTTARTTETATGATTTGAABAGATGGGTTGGTGTTACTTCGETCAANTATGAGGTAGTE! CCCRAEGTATAAAACGCGTTTATETAATAATAABGTGTATATAACEGG
CTCCGAAACTCCGTCTTGTTARTTETATGATTTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAANTATGAGGTAGTE! CCCRAEGTATAAAACGCGTTTATETAATAATAABGTGTATATAACEGG
CGAARACTCCGTCTTGTTAETTETATGATTTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETC. TATGAGGTRAGTE? CCCBAEGTATAAAACGCGTTTATETAATAATAABGTGTATATAACEGG
AAACTCCGTCTTGTTARTT@TATGATTTGAABAGATGGGTTGGTGTEACT TCGETCAARTATGAGGTAGTE? CC”ABTGT“TAPABCCCGTTTA”CTAPTAPTABACTGTAT TAACHEGG
GCETCCGAAACTCCGTCTTGTTARTTETATGATTTGAARAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAABTATGAGGTAGTE? ACHGG
AACTCCGTCTTGTTARTTE@TATGATTTGAAGAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAACTATGAGGTAGTEA tFF"”’TA“PCCAATGT TA" "GCGTTTATCT T T‘ AﬂTuThT‘”"FCGG
CCGTCTTGTTARTTETATGATTTGAARAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAANTATGAGGTCGTE GCEAAGATAAACCCAATGTATAAAACGCGTTTATETAATAATAAGGTGTATATAACEGG
ACTCCGTCTTGTTARTTETATGATTTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAARTATGAGGTCGTE GCEAAGATAAACCCAATGTATAAAACGCGTTTATETAATAATAAGGTGTATATAACEGG
CCGTCTTGTTARTTETATGATTTGAARAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAANTATGAGGTCGTE GCEAAGATAAACCCAATGTATAAAACGCGTTTATETAATAATAAGGTGTATATAACEGG
ACTCCGTCTTGTTARTTETATGATTTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAARTATGAGGTCGTE GCEAAGATAAACCCAATGTATAAAACGCGTTTATETAATAATAAGGTGTATATAACEGG
CCGTCTTGTTARTTETATGATTTGAARAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAANTATGAGGTCGTE GCEAAGATAAACCCAATGTATAAAACGCGTTTATETAATAATAAGGTGTATATAACEGG
AACTCCGTCTTGTTANTTETATGATTTGAABRAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAANTATGAGGTCGTE GCEAAGATAAACCCAATGTATAAAACGCGTTTATETAATAATAAGGTGTATATAACEGG
TCCGTCTTG ”TnTTTCT‘””ﬂTTTGAnAAGulhubLLqulLlLALL CGETCAATTATGAGGTCGTE GCEGAAGATAAACCCAATGTATAAAACGCGTTTATETAATAATAAAGTGTATATAACEGG
\TGATTTGAAAAGATGGGTTGGTGTCACTTCGETCAATTATGAGGTCGTGARAGCGAAGATAAACCCAATGTATARAACGCGTTTATCTAATAATAAGGTGTATATAACTGG
TGATTTGARRAGATGGGTTGGTGTCACTTCGETCAATTATGAGGTCGTGAAAGCGAAGATAAACCCAACGTATAAAACGCGTTTATCTAATAATARAGTGTATATAACTGG
TGATTTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAARTATGAGGTCGTTARAAGCEGAAGATAAACCCAACGTATARRACGCGTTTATETAATAATARAGTGTATATAACTGG
ATTTGAHAAGuTuGGTTGGTCTCALT”"GGTCPATTAT GGTAGTGAAAGCEAAGATAAACCCAARGTATAAAACGCGTTTGTETAATAATAAAGTGTATATAACEGG

AGGTAGTEAA.

A\GGTAGTEAAAGCARAGATAAACCCAATGTATA
AGGTAGTGAAA
CGETCARHTATGAGGTAGTEAA.
TCGETCAAHTATGAGGTAGTGAAAGCEAAGATAAACCCAATGTATA
,\,GGTCT-\:-.TTATG. GGTAGTEAAAGCEARGATAAACCCAATGTATAAAACGCGTTTATETAATAATARBGTGTATATAACHGG
CGCGTTTATCTAATAAT.

TGTCACTTCGGTCAATTATGAGGTAGTGAAAGCG, T.

GCAACTTATATTACATTATGTTAATACCTTAGTTEGAETATTCTCAAAA
GGTTGAGCAACTTATATTACATTATGTTAACACCTTAGTTEGATTATTCTCA
GCAACTTATATTACATTATGTTAACACCTTAGTTEGAETATTCTCE
GCAACTTATATTACATTATGTTAARACHTTAGTTEGAETATTCTCE
CAACTTATATTACATTATGTTAARACHTTAGT TEGAETATTCTCE
TTTCTCEACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATATTACATTATGTTAARACETTAGT TEGAETATTCTC?
GCAACTTATATTACATTATGTTAATACHTTAGTTEGAETATTCTCAAAA
TATTAATAAAGGTTTCTCEACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATATTGCATTATGTTAARACETTAGTTAGATTETTCTCAAAA
\ACTTATATTACCTTATGTTAABACETTAGTTEGARTETTCT!

TTTCTCGACCGAGTTTI‘VQCTTCLGCFBCTTATETI‘A,ATTAT‘ TT. AACI\CTTI‘I-\JTCﬁhTTGﬁ'CTleAAI- AGAAAAC I‘ AAAAATAACH

AGCEARGATAAACCCCATGTATA

AGCEARGATAAACCCHATATATA
AGCEARGATAAACCCHATGTATA

CCCAATGTAT.

AACGCGTTTATTTAATAATAABGTGTATATAACEGG

GTGTATATAACTGG

AAAACTTAAAAATAACCH
AGAAAACTTAAAAATAACC
AAAACTTAAAAATAACCH
AGAAAACTTARAAATAACC
AAAACTTAAAAATAACCH
GAAAACTTAAAAATAACC!

GAAAACTTAAAAATAACC!
AAAACTTAAAAATAACCH

CAGAARACTTAAARATAACC
CAGAAAACT'

AACTTAAAAATAACCGATCTCAACGTGTCTG'
ATAACC GATCTCAABGTGTCTC
CGATCTCAAJGTGTCTG
ATAACC GATCTCAASGTGTC'
CGATCTCAAEGTGTCTG'

GTGTCTGTTC
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ATAACCGATCTCAACGTGTCTGTTCCGGCEGA

A’“ATPACCGATFTCFAC"TCTCTGTﬁCCCCCTGF

AAATAACCGATCTCAACGTGTCTGTTCCGGCEGA

AATAACCGATCTCAACH
AﬂAAAACTTAAAAATAACCGATCTCAATGTGTCTG TC
GATCTCAAGTGTCTGTTCCGGCEGA
GATCTCAAGTGTCTGTTCCGGCHEGA
GATCTCAAEGTGTCTGTTCCGGCHEGA
GATCTCAAGTGTCTGTTCCGGCHEGA
GATCTCAAGTGTCTGTTCCGGCHGA
GATCTCAAEGTGTCTGTTCCGGCCGA
AAAACTTAAAAATAACCGATCTCAABGTGTCTGTTCCGGCHEGA
GATCTCAAEGTGTCTGTTCCGGCHEGA
GATCTCAAGTGTCTGTTCCGGCHEGA
AAAACTTAAAAATAACCGATCTCAABGTGTCTGTTCCGGCHEGA
ATCTCAARGTGTCTGTTCCGGCEGA
A\ATAACCGATCTCAABGTGTCTG

CGGCEGA
CGGCEGA

TCCGGCHGA
TCCGGCHGA

TCCGGCHGA
CCGGCTGA

TCCGGCHGA

Sekil 2. Antalya ili domates tiretim alanlarindan elde edilen ToCV izolatlarmin hsp 70h geninin diinyanin farkli domates iiretim bolgelerinden
elde edilen ve Gen bankasi veri tabanlarinda bulunan ToCV izolatlarinin hsp 70h genleriyle karsilastirilmasi. Sari bolgeler ayni mavi ve
beyaz bolgeler ise farkli niikkleotidleri tagiyan pozisyonlar1 gostermektedir.

Cizelge 1. Antalya ili domates iiretim alanlarindan elde edilen ToCV izolatlarinin hsp70h geninin diinyanin farkli domates iiretim bolgelerinden
elde edilen ve Gen bankasi veri tabanlarinda bulunan ToCV izolatlarinin hsp70h genleriyle benzerlik oranlar

DQ136146- | AF233435- | DQ355215- |AF215818-| AJSGB?BG- AM145849 EU86§927 ToCV 19 | ToCV9 | ToCV 26 | ToCV 35 | AM2310 EUOSS.SGJ AV903.44 FJGD%:SZ- AMES?I?M- A::::‘l:- Am:::?tl:- FJ360853- AFZ340?9- AY04885| DQ35521

Ispanya | Ispanya Fransa | Ispanya | Reunion (58-Kibris| Brezilya | Antalya | Antalya | Kumluca [ Kumluca | 38-talya| Fethiye |8-Florida| Meksika | Mauritius Adasi Adasi Kuba Portekiz | 4-Italya | 4-Fransa
AF215817 Ispanya 100 100 100 100 98 98 98 96 96 95 96 98 98 98 97 97 97 99 98 99 99 99
DQ136146-Ispanya 100 100 100 98 98 98 96 96 95 96 98 98 98 97 97 97 99 98 99 99 99
AAF233435- Ispanya 100 100 98 98 98 96 96 95 96 99 98 98 98 97 98 99 99 100 100 100
DQ355215-Fransa 100 98 97 98 97 97 96 98 99 98 98 98 97 98 99 98 100 100 100
AF215818-Ispanya 98 98 98 96 96 95 96 99 98 98 97 97 98 99 98 100 100 100
AAJ968396-Reunion 97 98 96 95 94 95 98 97 98 97 96 97 97 98 98 98 98
AAM158958-Kibris 100 98 98 98 97 99 99 99 98 96 96 97 98 98 98 98
EU868927-Brezilya 99 98 97 97 99 99 99 98 96 97 97 98 98 98 98
ToCV 19 Antalya 99 98 98 99 98 98 97 96 96 97 96 98 98 98
ToCV 9 Antalya 97 97 98 97 97 96 95 96 97 95 97 97 97
ToCV 26 Kumluca 99 97 96 96 95 94 94 95 94 96 96 96
ToCV 35 Kumluca 99 97 97 96 96 96 97 95 98 98 98
AAM231038-Italya 100 100 99 97 98 98 98 99 99 99
EU069363-Fethiye 99 98 97 97 98 98 99 99 99
AAY903448-Florida 99 97 97 98 98 99 99 99
FJ609652-Meksika 96 97 98 97 98 98 98
AM884014-Mauritius 97 97 97 98 98 98
AAM748817-Mayotte Adasi 98 97 98 98 98
AAM748819-Mayotte Adasi 98 99 99 99
FJ360853-Kuba 99 99 99
AF234029-Portekiz 100 100
AAY048854-Italya 100

Antalya domates iiretim alanlarindan elde edilen ToCV izolatlarinin hsp70h geninin diinyanin farkli domates
iretim bolgelerinden elde edilen ve Gen bankasi veri tabanlarinda bulunan 20 farkli ToCV izolatinin hsp70h
genleriyle yapilan filogenetik analizler sonucunda elde edilen soyagaci Sekil 4'de verilmistir. Analizler sonucunda
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Antalya ToCV izolatlarinin birbirleriyle yakin iliskide oldugu ve aymi kiimede yer aldigi belirlenmistir. Ayrica
Antalya izolatinin hsp70h genlerinin daha 6nce Fethiye'den elde edilen ToCV izolatiyla da yakin filogenetik ilgikiler
gosterdigi belirlenmistir. Filogenetik analizler sonucunda diinyanin farkli domates iiretim bolgelerinden elde edilen
ve analizi yapilan ToCV izolatlarinin hsp70h genlerine gore iki ana gruba ayrildigi belirlenmistir. Grup I'de
aralarmda Turkiye'nin de bulundugu Florida ABD, Brezilya, Meksika, Kiiba, italya gibi iilkelerden ve Kibris,
Reunion, Mayotte ve Mauritius gibi adalardan olusan dokuz farkli tilkeden 14 ToCV izolati igerdigi tespit edilmistir.
Grup II ise Giiney Avrupa veya Kuzey Akdeniz olarak adlandirilan bélgeden Ispanya, Portekiz, italya ve Faransa
gibi 5 farkli iilkenden 8 ToCV izolati igermektedir. Analizi yapilan izolatlarin cografik orijinleri ve filogenetik
gruplar birlikte degerlendirildiginde Grup I'in uluslararasi izolatlardan Grup 2'nin ise Akdeniz izolatlarindan
olustugu tesbit edilmistir. Bu sonuglar ToCV hsp70h geninin 463 bp kisminin izolatlarin cografik orijinlerine gore
gruplandigini gostermektedir.

— ToCV 19 Antalya

— ToCV 9 Antalya
— ToCV 26 Kumluca
— ToCV 35 Kumluca
— AM158958-Kibris

— EU868927-Brezilya
AM231038-Italya
EU069363-Fethiye —

Grup |

— AY903448-Florida

— FJ609652-Meksika
— AJ968396-Reunion

— FJ360853-Kuba

— AM884014-Mauritius

— AM748817-Mayotte Adasi

I —— AM748819-Mayotte Adasi

_[ AF215817 Ispanya |
DQ136146-Ispanya

—— AF233435- Ispanya
|: DQ355215-Fransa
AF215818-Ispanya B
AF234029-Portekiz
|_|: DQ355214-Fransa

AY048854-Italya

Grup Il

Sekil 3. Antalya ToCV izolatlarinin hsp70h genlerinin diinyanin farkli domates iiretim belgelerinden elde edilen ve hsp70h gen dizilimi gen
bankasi veri tabamindan alan diger ToCV izolatlariyla karsilastirilmas: sonucunda reeView programi ile olusturulan filogenetik soy
agacl.
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Bu calisma Antalya Merkez ilce ve Kumluca ilgesinde yapilmig olup, iilkemizin en oneli domates iiretim
bolgesinde ToCV varlig: ilk kez tespit edilmistir. Ayrica yapilan dizileme, dizi karsilagtirmalar1 ve filogenetik
analizlerle Antalya Merkez ve Kumluca il¢esinden elde edilen ToCV izolatlarinin hsp70h geninden yararlanilarak
kismi molekiiler karakterizasyonu da yapilmigtir. Antalya izolatlar1 hsp70h genleri arasindaki genetik farkliliklarin
diinyanin farkli bolgelerinden izolatlarin ayni gene bolgeleriyle benzerlik gosterdigi ve yiiksek oranda korundugu
tespit edilmistir. Diisiik genetik gesitliligin izolatlar iizerinde herhangi bir seleksiyon baskisinin olmadigini isaret
etmistir. Farkli domates gesitlerinin testlenmesi sonucunda drnek alinan ticari ¢esit veya hatlarin ¢ogunlugunda
ToCV belirlenmistir. Bu sonuglar ToCV'ye kars1 dayanikli bir ticari ¢esit bulunmadigini da gostermistir. Bu da
herhangi bir kiiltiir veya yabani domates ¢esidinde ToCV dayanikliliginin heniiz belirlenmemis olmasiyla uyumlu
bir veri olarak ortaya ¢ikmustir. Yapilan filogenetik analizler ToCV izolatlarmin hsp70h geninin kismu dizilerine
gore izolatlarin cografik orijinleriyle iliskili olarak iki gruba ayrildigini gostermistir. Anacak daha kesin bir
gruplandirma ve izolatlarin genetik iligkilerinin belirlenmesi i¢in daha farkli cografik bolgeden daha fazla izolat ile
calisma yapilmalidir.

ToCV izolatlarmim dogru ve hizli bir sekilde teshisi ve molekiiler karakterizasyonu viriis epidemiyolojisinin
anlasilmasi ve viriisiin yol ag¢tig1 hastaligin miicadelesi bakimindan énemlidir. ToCV nin tanilanmasina yonelik
antikor bulunmadigindan viriisiin teshisi i¢in ELISA veya diger serolojik yontemle kullamlamamaktadir
(Jacquemond et al., 2009). Bu nedenle viriisiin tanisi tiim diinyada oldugu gibi tilkemizde de molekiiler yontemlerle
yapilmaktadir. Bu yontemler i¢erisinde RT-PCR en yaygin kullanilan yontem olmakla (Segev et al., 2004; Morris et
al., 2006; Wintermantel, 2006; Trenado et al., 2007; Wintermantel, 2008; Dalmon et al., 2009; Hirota et al., 2010)
birlikte viris yorgunlugunun diisiik oldugu durmalarda daha hassas bir yontem olan nested (yuvali) RT-PCR
yontemi de kullanilmaktadir (Wisler et al., 1998a; Louro et al., 2000; Dovas et al., 2002; Papayiannis et al., 2011).
Ozellikle viriis belirtilerinin veya yogunlugunun az oldugu durum, dénemlerde, doku ve drneklerde nested RT-PCR
kullanimi1 dnerilmektedir. ToCV'nin molekiiler tanisinda viriis genomunun farkli kisimlarint hedefleyen bir ¢cok RT-
PCR yontemi gelistirilerek kullanilmaktadir (Dovas ve ark. 2002). Bu tan1 yontemlerinde viriisiin kilif protein geni
en ¢ok kullanilan hedef olmamasina ragmen, sadece bu viriis familyasina 6zgii olan ve yiiksek oranda korunmus
diziye sahip olan Hsp70 geni ToCV ve benzer viriislerin molekiiler tanilanmasinda hedef olarak kullanilmaktadir
(Louro et al., 2000; Navas-Castillo, 2000; Dovas ve ark. 2002; Papayiannis, 2005; Barbosa et al. 2008).

Diger viriislerde oldugu gibi ToCV'nin genetik varyasyonunun belirlenmesinde ve filogenetic analizlerde tiim
genom veya genom segmanlari yaninda spesifik genlerin tim veya kismi dizileri de kullanilmaktadir. Diinyanin
farkli yerlerinde yapilan siirlt sayida ¢aligmada ToCV izolatlarinin filogenetik analizleri ve genetik iligkilerinin
belirlenmesinde CP (Gharsallah et al., 2015) hsp70h (Albuquerque et al., 2013) genlerinin tiim veya kismi
dizilerinden yararlanilmaktadir (hsp70h genleriyle daha 6nce yapilan bir c¢alismada ToCV izolatlarinin bu
calismada oldugu gibi cografik orijinlerine gore gruplandigt ancak bu c¢aligmadan farkli olarak izolatlarin 3 farkli
gruba ayrildig1 belirlenmemigtir. Ancak {igiincli grupta sadece Mauritius adasindan elde edile iki ToCV izolatinin
bulundugu belirlenmistir (Albuquerque et al., 2013). Bu sonuglar genel olarak hsp70h geniyle yapilan filogenetik
calismalarda ToCV izolatlar1 arasinda benzer bir gruplama olustugunu ve hsp70h geninin de izolatlarin genetik
iliskilerinin belirlenmesinde kullanilabilecegini gostermistir.
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