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Ozet: Bu calismada, Isparta ve Burdur illerin domates iiretim alanlarinda Tomato chlorosis virus
(ToCV) varlhigi aragtirtlmistir. Bu amagla bu illerin yogun domates iiretimi yapilan bazi bélgelerinde
arazi caligmalari yapilarak 24 farkl iiretim alanindan 85 adet domates 6rnegi toplanmustir. Elde edilen
orneklerden oncelikle total niikleik asit izolasyonu yapilmis ve daha sonra tim Orneklere tersine
transkripsiyon uygulanarak (reverse transcription, RT) cDNA sentezi sentezlenmistir. Daha once
ToCV tanisinda kullanilan 1s1 soku protein homolog (heat shock protein homologue, hsp70h) genine
spesifik primerler kullanilarak nested-RT-PCR yontemiyle ToCV tanilamasi yapilmigtir. Yapilan RT-
PCR testleri sonucunda, 85 ornekten 6 tanesinin ToCV pozitif oldugu belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar Isparta ve Burdur illerinde ToCV varligini ilk kez gostermis, ancak enfeksiyon oranimnin
diisiik (Isparta % 5,71 ve Burdur % 8,00) oldugunu ortaya koymustur. Burdur'dan elde edilen ToCV55
numarali izolatinin hsp70h geni yeniden cogaltilarak DNA dizisi belirlenmistir. Bu izolatin DNA
dizisi diinyanin farkli domates iiretim bolgelerinden elde edilen ToCV izolatlarin hsp70h genleriyle
karsilastirilmig ve filogenetik analizler yapilmistir. Yapilan dizi analizleri sonucunda, Burdur 55
ToCV izolatnin diger ToCV izolatlariyla %93-95 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Yapilan filogenetik analizler ToCV izolatlarinin hsp70h genine gore iki ana gruba ayrildigini, ancak
Burdur 55 izolatinin bu iki grubun diginda kalan farkli bir izolat oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Domates, ToCV, hsp70h, nested-RT-PCR, dizi analizi, filogenetik analiz

Detection of Tomato chlorosis virus from Tomato Production Areas in Isparta
and Burdur Provinces Using a Nested-RT-PCR Method

Abstract: In this study, Tomato chlorosis virus (ToOCV) was investigated in tomato production areas
of Isparta and Burdur provinces. For this purpose surveys were conducted in some tomato production
areas of Isparta and Burdur and 82 tomato samples were collected from 24 different production areas.
First, total nucleic acid was isolated and then cDNA was synthesized from all samples by reverse
transcription, (RT). ToCV was then detected by nested RT-PCR method using heat shock protein
homologue (hsp70h) gene-specific primes previously used for ToCV detection. RT-PCR results
showed that 6 of the 82 samples were infected with ToCV. The results showed the presence of ToCV
in Isparta and Burdur for the first time but the infection rates was low (5.71% in Isparta and 8.00% in
Burdur). The hsp70h gene of Burdur isolate ToCV55 was re-amplified and sequenced. The sequence
was compared with the hsp70h genes of isolates from different tomato production areas and
phylogenetic analysis was performed among ToCV isolates. As a result of nucleotide sequence
comparison Burdur 55 showed 93-95% similarity with other ToCV isolates. Phylogenetic analysis
revealed that ToCV isolates were divided into two main groups according to hsp70h gene; however,
Burdur 55 isolate was outside of these two groups indicating that it is different from others isolates.
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Giris
Domates (Solanum lycopersicum L.), ve ticareti yapilan ekonomik agidan dnemli

yillik yaklagik 130 milyon ton fiiretim ile tarimsal driinlerin basinda gelmektedir.
diinyada yaygin olarak yetistirilen, tiiketilen ~Diinyanin  6nemli  domates ireticileri
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arasinda yer alan {ilkemiz 30.000 ha 6rtii alt:
ve acgik alanda yapilan 11 milyon ton
domates  iretimiyle Cin, Misir ve
Hindistan’dan sonra dordiincii sirada yer
almaktadir (FAO, 2009). Domates iiretimi
iilkemizde hemen her bolgede yapilirken,
iilkemizin toplam domates iiretiminin biiylik
bir kismi Antalya ilinde yapilmaktadir
(TUIK, 2009). Yaz aylarinda asi
sicaklardan dolayr Antalya'da ara verilen
domates iiretimi Isparta ve Burdur gibi hava
sicakliginin daha diisiik oldugu yiiksek yayla
bolgelerinde  yapilmaktadir.  Domateste
ekonomik kayiba yol acan ¢ok sayida
hastalik etmenleri arasinda viriis hastaliklar
onemli bir yer tutmaktadir. Domates’te
hastaliga yol acan farkli taksonomik
gruplardan 50’den fazla viriisiin oldugu
rapor edilmistir (Smith, 2012; Hansen et al.,
2010). Bu viriislerin diinya domates {iretim
alanlarindaki ~ yaygimliklart  ve  neden
olduklar1 ekonomik kayiplar g6z Oniine
alindiginda Domates sar1 yaprak kivirciklik
virisit (Tomato yellow leaf curl virus,
TYLCV), Domates lekeli solgunluk viriisii
(Tomato spotted wilt virus, TSWV)
diinya’da domates iiretiminde One ¢ikan
viriisleri olusturmaktadir (Zitter et al., 1997,
Erkan ve ark., 2001; Arli-Sokmen and
Sevik, 2006). Ancak, bu viriislere karsi
dayaniklilik  genlerinin  bulunmast  bu
genlerin son 10 y1l igerisinde ticari ¢esitlere
aktariminin yayginlagmasiyla birlikte farkl
domates iiretim bolgelerinde yeni viriisler
ortaya c¢ikmaya baglamistir. Bu virlisler

arasinda 2000’li yillarin baslarinda bagta
Akdeniz iilkeleri olmak tizere bircok
domates iiretim bolgesinde yayilmaya

baslayan Domates kloroz viriisii (Tomato
chlorosis virus, ToCV) bulunmaktadir.
Kloroz hastaligi ilk olarak 1989 yilinda
Florida'da domates yapraklarinda O6zellikle
yaprak damar arasinda sararma belirtileri
olarak ortaya c¢ikmistir. Bu belirtilerin
goriilmesinden  yaklagtk 10 yil  sonra
domates yapraklarindaki kloroza Domates
kloroz viriisiiniin  (ToCV) neden oldugu
tespit edilmistir (Wisler et al., 1998).
ToCV'nin ilk olarak tanilanmasindan sonra
diinyanin farkli domates tiretim alanlarinda
viriisiin varligi tespit edilmeye ve yayginligi
rapor edilmeye baslanmistir. Viriis, 2000’li
yillarda  Ozellikle Akdeniz iilkelerinde
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yayillmaya baslamis olup, Ispanya (Lozano
et al., 2006), Portekiz (Louro et al., 2000),
Israil (Segev et al., 2004), Yunanistan
(Dovas et al., 2002; Kataya et al., 2008),

Kibris (Papayiannis et al., 2005) ve
Fransa'da (Jacquemond et al.. 2009)
belirlenmistir. Ulkemizde ise ToCV ilk

olarak 2007 yilinda Mugla’nin Fethiye
ilgesinde domates fiiretim seralarinda tespit
edilmistir (Cevik and Erkig, 2008). Daha
sonra virlisiin lilkemizin en 6nemli domates
iiretim bolgesi olan Antalya'da varligi 2010
yilinda belirlenerek viriisiin tanist konularak

ilk  kaydi yapilmis ve  yayginhig
belirlenmistir (Akdura ve Cevik, 2011;
Oztiing, 2010). Son yillarda yapilan

caligmalarda virilisiin Antalya'da yayilmaya
devam ettigi (Sulley, 2016.) ve Adana ve
Mersin illerinde de bulundugu (Pehlivan,
2013) belirlenmistir.

Taksonomik  olarak  Closteroviridae
familyasi, Crinivirus cinsi igerisinde yer
alan ToCV iki pargali, pozitif duyarli, tek
iplikli RNA genomu igermektedir (Martelli
et al., 2002). Viriis aralarinda bitkiden
bitkiye Trialeurodes vaporariorum, T.
abutilonea ve Bemisia tabaci biyotip A ve B
farkli beyazsinek tiirleriyle yari-persistent
olarak tasmmaktadir (Wisler and Duffus,
2001). Serolojik yontemlerden enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) bitki
viriislerinin tanilanmasinda kullanilan en
yaygin yontem olmasina ragmen, ToCV’ye
tanisinda  kullanilabilecek bir antikorun
heniiz gelistirememis olmasindan dolay1
ticari bir ELISA Kkiti bulunmamaktadir.
Viriis, serolojik yontemlerle tanilanmasi
yapilamadigindan ToCV tanis1  sadece
niikleik asitlerin ¢ogaltimina dayali 6zelikle
ters transkripsiyon-polimeraz zincir
reaksiyon (RT-PCR) yontemiyle
yapilmaktadir (Jacquemond et al., 2009). Bu
amagla, viriisiin farkli genom bdlgelerinin
¢ogaltilmasin1 saglayan RT-PCR yoOntemi
ToCV'nin etkin bir sekilde teshisinin
yapilmast ~ amaciyla  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. ToCV tanilamada RT-PCR
yontemi  yaygin  olarak  kullanilmakla
birlikte, hedef olarak viriis genomunun farkli
gen veya genom bolgeleri kullanilmaktadir.
Tanillamada  kullanilan  gen  bdlgeleri
arasinda 1s1 soku protein homolog geni (heat
shock protein homologue, hsp70h) (Navas-


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiRkt2bha_PAhUCXhQKHeqNBqAQFggsMAM&url=http%3A%2F%2Fwww.turkiyeklinikleri.com%2Farticle%2Ftr-enzyme-linked-immunosorbent-assay-elisa-sistemleri-1760.html&usg=AFQjCNGp5S2W5VHdcnBvB4ihz28Q48O76A&sig2=M7cBNU0TwO_lXUg7zPJ3xA&bvm=bv.133700528,d.d24
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiRkt2bha_PAhUCXhQKHeqNBqAQFggsMAM&url=http%3A%2F%2Fwww.turkiyeklinikleri.com%2Farticle%2Ftr-enzyme-linked-immunosorbent-assay-elisa-sistemleri-1760.html&usg=AFQjCNGp5S2W5VHdcnBvB4ihz28Q48O76A&sig2=M7cBNU0TwO_lXUg7zPJ3xA&bvm=bv.133700528,d.d24

Castillo et al., 2000; Dovas et al., 2002
Delatte et al., 2005; Wintermantel and
Wisler, 2006; Lett et al., 2009; Hirota et al.,
2010) ve kilif protein geni (CP) (Segev et
al., 2004; Hirota et al., 2010) en yaygin
kullanilan gen boélgelerini olusturmaktadir.
Enfekteli bitkilerde virlis yogunlugunun
diisiik oldugu, doku veya dénem gibi bazi
durum veya zamanlarda RT-PCR yo6ntemi
yetersiz kalabilmektedir. Béyle durumlarda
hedeflenen gen bdlgesinin biiyiik bir kismina
spesifik primerlerle RT-PCR yapildiktan
sonra ¢ogaltilan bdlgenin i¢inde kalan bir
kisma spesifik yuvali (nested) primerler
kullanilarak ikinci bir PCR, yani nested PCR
yapilarak istenilen hedef cogaltilmaktadir.
ToCV'nin hsp70h geninin bir kisminin
cogaltilmasini saglayarak viriistin
tanilanmasinda kullanilan daha hassas bir
nested-RT-PCR  yontemi  gelistirilmistir
(Dovas et al., 2002). Bu yontem iilkemiz
dahil bir ¢ok domates iiretim bolgesinde

ToCV’nin tanilanmasinda  kullanilmugtir
(Dovas et al., 2002; Delatte et al., 2005;
Cevik and Erkig, 2008). ToCV'nin

iilkemizde varlig1 ilk olarak 2008 yilinda
Fethiye'de belirlendiginde, Hsp70h genine
spesifik nested-RT-PCR yontemi
kullanilmustir (Cevik and Erkis, 2008). Daha
sonra iilkemizin en énemli domates {iiretim

bolgesi olan Antalya'da ayn1 yoOntemle
ToCV'nin  tamisi  yapilarak  hastaligin
yayginligi belirlenmistir. Bu c¢alismada

nested-RT-PCR yontemi kullanilarak Isparta
ve Burdur illerinin bazi domates iiretim
bolgelerinde ToCV'nin varligr ve yaygmlig
arastirilmigtir.

Materyal ve Yontem

Arazi Calismalart ve Bitki Materyalinin
Toplanmast

Calisma kapsaminda 2010-2011 yih
iretim donemlerinde Isparta ve Burdur
illerinde domates yetistiriciliginin yapildig
baz1 bolgelerde arazi ¢aligmalar1 yapilarak,
acik ve ortii alti domates iiretim alanlarindan

kloroz ve sararma Dbelirtileri gosteren
domates yaprak Ornekleri toplanmistir.
Calisma  kapsaminda  Isparta ilinden

(Deregiimii, Kegiborlu ve Gonen) ve Burdur
ilinden (Askeriye, Celtikci ve Cavdir)
domates iiretiminin yogun olarak yapildig

13

N. YESILYURT, B. CEVIK

ticer bolge secilmistir. Arazi ¢aligmalarinda
domateslerde ToCV'nin tipik yaprak klorozu
ve yaprak damar arasi sararma goriilen
domates tiretim alanlarinda kloroz ve yaprak
damar arasi sararma belirtisi gOsteren
bitkilerden yaprak Ornekleri alinmistir.
Yapilan arazi ¢alismalarin kapsami ve alinan
ornek sayilar1 Cizelge 1'de Ozetlenmistir.
Calisma kapsamindaki Isparta ve Burdur
illerinden toplam 85 adet siipheli domates
bitkisinden yaprak ornegi alinmistir. Arazi
calismalari Isparta ilinden 3 farkli bolgeden
3'ii sera 5'1 acik alan olmak iizere toplam 8
farkli tliretim alanin1 kapsamuistir. Burdur
ilinde ise 3 farkli bolgeden 1°i agik alan, 15'i
sera olmak iizere toplan 16 iiretim alanindan
kloroz belirtisi gOsteren domates
bitkilerinden ziyaret edilen arazi ve seralari
temsil edecek sayida yaprak Ornegi
alimugtir.

Niikleik Asit Izolasyonu

Domates kloroz viriisii (ToCV) bir RNA
virisii oldugundan dolay1 Isparta ve Burdur
domates iiretim alanlarindan toplanan
domates  Orneklerinden CTAB  (cetyl
trimethyl ammonium bromide) yontemiyle
total niikleik asist izolasyonu yapilmistir (Li
et al, 2008). Toplanan domates
oneklerinden yaprak dokusu alinarak, bir
havan igerisinde sivi azot yardimu ile iyice
ezilerek, 100 mg ezilmis doku Ornegi
alimmis ve 2.0 ml'lik santrifiij tlipiine
aktarilmistir. Doku orneklerine 1ml CTAB
tamponu (%2 CTAB, %2 PVP-40, 10 Mm
Tris HCI, pH 8.0, 1.4 M NaCl, 20 mM
EDTA ve 0.2% 2-Mercaptoethanol)
eklenerek, vorteks ile iyice karistirtlmistir.
Tiipler, -20 °C’de 15-20 dak. bekletilerek
dondurulmus, sonra da vorteks ile en yiliksek
hizda en az 1 dak. karigtirnlmigtir. Karigim,
65 °C’de 15 dak. bekletildikten sonra, 4 °C
sogutmali santrifiijde 10.000 rpm hizda 5
dak.  cevrilmistir.  Santrifij  yapilan
orneklerden yaklastk 650 ml sivi kisim
(stipernatant) pipet yardimiyla alinarak, 1.5
ml'lik yeni bir santrifiij tiipiine aktarilmigtir.
Daha sonra tiiplere 6rneklerin hacmine esit
miktarda kloroform:izoamil alkol karigimi
(24:1) eklenerek 4 °C’de 15.000 rpm hizda
10 dak. siireyle g¢evrilmistir. Santrifiij
sonrasinda elde edilen sivi kisimdan pipet
yardimiyla 500 pl alinarak, 350 pl



izopropanol igeren yeni bir 1.5 ml santrifiij
tiipine eklenmistir. Elde edilen karisim 4
°C’de 15000 rpm hizda 10 dak. santrifiij
yapildiktan sonra, sivi kisim dokiilerek
pellet 1 ml % 70’lik etil alkol ile yikanarak 4
°C 15000 rpm hizda 5 dak. sireyle
cevrilmistir. Son olarak sivi kisim dokiilerek
tipler oda sicakliginda 10-15  dak.
kurutulduktan sonra 100 ul, 20 mM Tris-
HClI pH 8.0 soliisyonu igerisinde
¢Ozdiiriilerek  total niikleik asit elde
edilmistir. Elde edilen total niikleik asitler
RT-PCR'da kullanilincaya kadar -20 °C’de
saklanmustir.

Primer Tasarimi

Kloroz  belirtisi  gdsteren  domates
orneklerinde ToCV tanmisinda kullanilmak
tizere viriistin hsp70h genine spesifik 4 adet
primer kullanilmistir. Primer hsp70h geninin
korunmus bolgelerine daha once
tasarlanmis, ToCV tanilamada kullanilmig
ve primer dizileri daha 6nce rapor edilmistir
(Davos et al., 2002). Daha 6nceki dizilere
gore BC36 5’-GG(G/T)TT(A/G)GA(G/T)
TT(C/IT)GGTACTAC-3’,BC37 5’-CC(GI/T)
CCACCAAA(A/IG)TCGTA-3’, BC405’-GG
TTTGGATTTTGGTACTACTAGT-3’ve
BC41 5- AAACTGCCTGCATAAAGTCT
C- 3' 4 adet primerin sentezi ticari firmadan
(lontek) hizmet alimi yapiluyla alinmustir.

ToCV HSP70 Genlerinin Nested PCR ile
Cogaltilmast

Orneklerden izole edilen RNA’dan 5 pl,
1 pl random hekzamer primer, 6 pl su
karigtirllarak  65°C’de 5 dak. PCR’da
denature edilmis ve sonra 5 dak. buzda
bekletilmistir. Ayr1 bir tiipte 4 pl 5X
Reaksiyon tamponu (250 mM Tris-HCI (pH
8.3), 250 mM KCI, 20 mM MgCl,, 50 mM
DTT), 1 pl RNase inhibitor, 2 ul 10 mM
dNTPs, 1 pl reverse transkriptaz eklenerek,
bu karisim PCR denatiirasyonu yapilan
ornege ilave edilmistir. Ornekler 25 °C’de 5
dak, 42 °C’de 60 dak., 70 °C’de 5 dak. ve
4°C’de stirekli kalacak sekilde ters
traskripsisyon (reverse transcription, RT)
yapilarak random primer ile tamamlayict
DNA (Complementary DNA; cDNA)
sentezlenmistir. RT sonucunda cDNA’lar
ToCV hsp70h geninin korunmus boélgelerine
spesifik primer dizilimleri ve Tag DNA
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polimeraz enzimi kullanilarak yaklasik 587
baz ¢iftlik kismi c¢ogaltmak igin PCR
yapilmiglardir. PCR i¢in; 2.5 pl 10X PCR
tampon soliisyonu (100 mM Tris-HCI (pH
8.8), 500 mM KCI, 0.8 % Nonidet (octyl
phenoxypolyethoxylethanol) P40), 1.5 ul 2.5
mM MgCly, 0.5 ul 10 mM dNTPs, 4 ul 20
pmol primer BC36F 2 pl 20 pmol Primer
BC37R, 0.25 ul Tag DNA Polimeraz ve
1175 pl su ilave edilerek karisim
hazirlanmistir. Etiketlenen her bir PCR tiipi,
karisimdan 22.5 pl ve DNA’dan 2.5 ul ilave
edilerek PCR makinesine yerlestirilmistir.
PCR makinesi once 95 °C’de 3 dak.
bekletilmis, daha sonra 95°C’de 30 saniye,
43 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 1 dak.
siireyle 40 dongiiyii tamamladiktan sonra 72
°C’de 5 dak. bekletilmis ve 4 °C’de siirekli
kalacak sekilde programlanarak ToCV
hsp70h geninin 587 baz giftlik kisminin
cogaltilmas: yapilmustir. Ikinci asama olan
Nested PCR i¢in de 2.5 pul 10X PCR tampon
soliisyonu (100 mM Tris-HCI (pH 8.8), 500
mM KCI, 08 % Nonidet (octyl
phenoxypolyethoxylethanol) P40), 1.5 ul 2.5
mM MgCly, 0.5 ul 10 mM dNTPs, 0.5 pul 20
pmol primer BC40F, 0.5 ul 20 pmol primer
BC41 R 0.25 pl Taqg DNA Polimeraz ve
1825 ul su ilave edilerek karisim
hazirlanmistir. Etiketlenen her bir PCR tiipi,
karigimdan 24 pl ve DNA’dan 1 pl ilave
edilerek PCR makinesine yerlestirilmistir.
PCR makinesi once 95°C’de 3 dak.
bekletilmis, daha sonra 95 °C’de 30 saniye,
60 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 30 saniye
stireyle 40 dongiiyii tamamladiktan sonra, 72
°C’de 5 dak. bekletilip, 4 °C’de siirekli
kalacak sekilde programlanarak ToCV
hsp70 geninin 463 baz ¢iftlik kisminin
cogaltilmas1 yapilmistir. Elde edilen yeni
PCR iiriinleri ve 100 bp plus DNA biiyiikliik
markoriic % 1°lik agaroz jelde elektroforez
yontemiyle ayristirtlip ethidyum bromiir ile
boyandiktan sonra MiniBus Pro (NDR,
Israil) goriintiileme cihazinda ultraviyole
151k altinda gorlintlilenmislerdir.

hsp70h Geninin Dizilenmesi, Dizi
karsilagtirmasi ve Filogenetik Analizleri
Calismada domates iiretim alanlarindan
elde edilen ve nested-RT-PCR sonucunda
hsp70h genine ait 463 bp bandinin en yogun
olarak c¢ogaltildig1 bir izolat secilmistir.



Secilen izolatin hsp70h geni nested-RT-PCR
yontemiyle yukarida belirtildigi gibi yeniden
cogaltilmistir. Yeniden c¢ogaltilan hsp70h
geni Qiagen PCR saflastirma kiti (Qiagen,
Almanya) kullanilarak, iiretici firmanin
Onerileri  dogrultusunda  saflastirilmistir.
Saflastinlan PCR  dirlinleri  dogrudan
dizileme yoOntemiyle ¢ift yonlii olarak
dizilenerek, hsp70h geninin DNA dizisi elde
edilistir. ToCV izolatinin elde edilen hsp70h
genine ait niikleotid dizileri Align X
programinda ¢oklu dizi karsilagtirma
yapilarak, Oncelikle Fethiye izolatiyla
benzerlik oranlari yiizde olarak
belirlenmistir. Daha sonra gen bankasinda
DNA ve protein veri tabanlarinda aragtirma
yapilarak diinyanin farkli domates {iretim
bolgelerinden elde edilen ToCV izolatlarinin
hsp70h genlerine ait niikleotid ve amino asit
dizilimleri elde edilmistir. Bu diziler Burdur
ili domates iiretim alanlarindan elde edilen
Burdur55 izolatlarin hsp70h genlerine ait
niikleotid dizileriyle Align X programi
kullanilarak karsilagtirilmistir. Burdur ToCV
izolatlarinin diinya izolatlariyla benzerlik
oranlar1 yiizde olarak belirlenmistir. Burdur
55 ToCV izolatiyla diinyanin diger domates
iretim bolgelerinden elde edilen ToCV
izolatlarin gen bankasinda alian ve Align X
programinda  ¢oklu  niikleotid  dizi
karsilastirmalar1 yapilan ve hsp70h genine
ait ¢oklu karsilastirma dosyalari Clustal X
programina aktarilarak filogenetik analizler
yapilmigtir.  Filogenetik analiz verilerine
Kiamura  iki  parametre  algoritmasi
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uygulanarak neighbor-joining yo6ntemiyle
ToCV izolatlarinin filogenetik soy agaci
olusturulmustur. Olusturulan soy agacinin
dogrulugunu istatistiksel olarak belirlemek
amactyla 100 tekerriirlii bootstrap analizi
yapilmistir. Son olarak olusturulan soy
agaclart TreeView soy agaci goriintiileme
programi  kullanilarak  goriintiilenmistir
(Page, 1996).

Bulgular ve Tartisma

Arazi Calismalar

Calisma kapsaminda Isparta ve Burdur
illerinde domates tretimi yapilan agik ve
ortii altt alanlarda arazi g¢alismalari
yapilarak, domateslerde ToCV'nin tipik
yaprak klorozu ve yaprak damar arasi
sararma goriilen domates iiretim alanlart
belirlenmistir. Bu belirtilerin bulundugu agik
ve Ortll alt1 tiretim alanlarinda yetistirilen ve
bitkilerden belirti gosterenler secilerek
yaprak oOrnekleri alinmistir. Yapilan arazi
caligmalar1 Cizelge 1 de Ozetlenmistir
Cizelge 1 incelendiginde yapilan arazi
caligmalar1 sonucunda, Isparta ilinden 3
farkli bolgeden 3 ii sera 5 i agik alan olmak
lizere toplam 8 farkli iiretim alanindan 35
adet domates 6rnegi ve Burdur ilinin 3 farkli
bolgesinden 1’1 agik alan 15'1 sera olmak
tizere toplan 16 adet iiretim alanindan 50
farkli domates 6rnegi olmak tizere her iki
ilden toplam 85 adet siipheli domates 6rnegi
alimugtir.

Cizelge 1. Isparta ve Burdur illerinde yapilan arazi c¢alismalarinin ve nested-RT-PCR

yontemiyle yapilan ToCV tanilama
Table 1. Summary of surveys conducted in
detection by nested-RT-PCR method

caligsmalarinin Gzeti
Isparta and Burdur provinces and ToCV

Toplam Toplanan Testlenen Pozitif %
SeraSayist  Agik Alan P Ornek Ornek Omek  Enfeksiyon
. Alan sayi1s1
Siirvey Alan1 ~ Number of Sayis1 Total say1st Sayis1 sayi1s1 Orani
Survey Area Green- Number of Number of ~ Number of  Number of %
- number of - . .
houses open field Samples sample Positive infection
area
collected tested samples rate
Isparta 3 5 8 35 35 2 5.71
Deregiimii 3 0 3 14 14 2 14,28
Kegiborlu 0 3 3 11 11 0 0,00
Gonen 0 2 2 7 7 0 0,00
Burdur 15 1 16 50 50 4 8,00
Askeriye 3 0 3 12 12 0 0,00
Celtikci 4 1 5 15 15 1 6,66
Cavdir 8 0 8 23 23 3 13,04
Toplam/Total 18 6 24 85 85 6 7,05
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Nested-RT-PCR  Ydntemiyle
Tanilanmas

Isparta ve Burdur illerinden alinan
domates orneklerinden total niikleik asit
izolasyonu yapildiktan sonra iki asamali RT-
PCR yontemiyle alinan orneklerde ToCV
varligint belirlenmistir. Testlemelerde daha
once ToCV tanisinda kullanilan ve diigiik
viris  yogunlugunun  diisik  oldugu
orneklerde bile ToCV varliginin
belirlenmesinde kullanilan ve RT-PCR'dan
daha hassas bir yontem oldugu belirlenen
nested-RT-PCR yontemi kullanilmistir. RT-
PCR testlemelerinde daha 6nce Fethiye'de
tespit edilen ToCV izolatiyla enfekteli 6rnek
bir domates Ornegi pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. ~ Yapilan  nested-RT-PCR
sonucunda pozitif kontrol  6rneginden
hsp70h geninin 463 bp biiyiikliginde bir
kismi  ¢ogaltilmistir. Kullanilan  pozitif
kontrolden elde edilen sonu¢ nested-RT-
PCR yonteminin ToCV tanilamasi amaciyla
dogru bir sekilde uygulandigini ve yontemin
calistigini gostermistir (Sekil 1). Nested-RT-
PCR sonucunda Isparta ve Burdur ili
domates iiretim alanlarindan toplanan 85
Ornegin toplam 6 Ornekten 463 bp
biiytikliigiinde ToCV hsp70h genine spesifik
bir bant ¢ogaltilmistir (Sekil 1). Isparta ve
Burdur ilinin farkli bolgelerinden alinan
orneklerin nested-RT-PCR sonuglar1 Cizelge
1’de 6zetlenmistir. Her iki ilden toplanan 85
domates Orneginin 6 tanesinin ToCV ile
enfekteli oldugu ve ortalama enfeksiyon
oraninin % 7.05 oldugu belirlenmistir.
Nested-RT-PCR  sonuglar1 illere  gore
degerlendirildiginde Isparta ilinden alina 35
Ornekten 2 tanesi enfekteki bulunmus ve
enfeksiyon oram1 % 5.71 belirlenirken,
Burdur ilinden alinan 50 6rnegin 4 tanesi
ToCV ile enfekteli bulunmus ve enfeksiyon
oran1 % 8.00 olarak belirlenmistir (Cizelge

ToCV'nin
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1). Alman oOrneklerin tamaminda kloroz
belirtisi bulunmasimna ragmen sadece 6
ornekte ToCV bulunmast ToCV disinda
domates enfeksiyoz kloroz viriisii (Tomato
infectious chlorosis virus, TICV) gibi baska
viriislerle enfekteli olabilecegini veya daha
biiyiik olasilikla demir ve 6zellikle mangan
gibi besin eksikliklerinin de kloroza yol
acmis olabilecegi diisliniilmektedir. ToCV
belirtilerinin besin eksikligi ve yaslanma
belirtilerine benzedigi daha once rapor
edilmistir (Wisler et al., 1998; EPPO, 2013).
Daha 6nce yapilan caligmalarda da klorozlu
orneklerin sadece bir kisminda ToCV
oldugu tespit edilmis olup besin eksikligi var
oldugu diisiiniilen bazi 6rneklerde de ToCV
tespit edilmistir (Wisler et al., 1998; EPPO,
2013). Bu nedenle ToCV varliginin tim
Kloroz gosteren bitkilerde test edilmesi
gerekmektedir.

Virlisiin ~ bitkideki  yogunlugu  bitki
gelisme donemine, iklim kosullarmma veya
enfeksiyon asamasina gore
degisebilmektedir. Bu nedenle  viris

belirtilerinin veya yogunlugunun az oldugu
durum, donemlerde, doku ve Orneklerde
daha hassas bir yontem olan nested RT-PCR
kullanim1  onerilmektedir (Dovas et al.,
2002). Viriislerin tammlanmasinda  kilif
protein geni en ¢ok kullanilan hedef
olmamasma ragmen, sadece bu viriis
familyasina 6zgli olan ve yiiksek oranda
korunmus diziye sahip olan Hsp70 geni
hedefleyen nested-RT-PCR yontemi
kullanilarak viriisiin tanilanmasi yapilmistir.
Daha once yapilan c¢alismalarda hsp70h
genini  hedefleyen RT-PCR yoOntemleri
basartyla kullanilmis (Navas-Castillo et al.,
2000; Dovas et al., 2002; Papayiannis et al.,
2005) olup bu calismada da hsp70h geninin
ToCV tamisinda CP genine alternatif
olabilecegi gosterilmistir.
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Sekil 1. Isparta ve Burdur illeri domates tiretim alanlarindan toplanan 6rnekte ToCV tespiti
amactyla kullanilan nested-RT-PCR sonuglarini gosteren jel fotograflari. M: 100 bp
DNA biiytikliik markori P.K. : Pozitif kontrol

Figure 1. Gel photograph showing detection of ToCV by nested-RT-PCR from samples
collected from tomato production areas of Isparta and Burdur provinces. M: 100 bp

DNA marker P.K. : Positive control

hsp70h Gen Dizileme ve Dizi Analizleri
Burdur il’inde domates iiretiminin
yapildig1 farkli alanlardan ToCV siipheli
olarak toplanan orneklerden nested-RT-PCR
yontemiyle hsp70h geninin ¢ogaltilmistir.
Cogaltilan hsp70h gen bolgesi tekrar
cogaltilarak, saflastirilmig ve  Dizilimi
belirlenmistir. Oncelikle Burdur 55 ToCV
izolatindan elde edilen dizi Fethiye
EU069363 izolat1 ile karsilagtirilarak
bunlarin  benzer hsp70h dizilerine sahip
oldugu belirlenmistir. Daha sonra gen
bankasi veri tabanindan elde edilen ve
diinyanin farkli bolgelerinden elde edilen 20
ToCV izolat1 hsp70h gen dizileri incelenmis
ve ortak olan 439 bp niikleotid dizilerinin
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karsilastirilmasi  yapilmigtir.  Burdur 55
ToCV izolati ile diinyada bulunan 20 farklh
ToCV izolati arasindaki niikleotit dizi
benzerlik oranlari Cizelge 2'de
gosterilmistir. Cizelge 2 incelendiginde,
Burdur 55 ToCV izolatinin diinya izolatlar
ile % 93-95 arasinda degisen oranlarda
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Burdur
55 ToCV izolati ve 20 diinya izolati
arasindaki hsp70h geninin 439 baz ciftlik

niikleotid dizilimlerinin ¢oklu
karsilastirilmasi Sekil 2'de verilmistir. Sekil
2’ye gore dizi karsilastiriimast

incelendiginde, farkliliklarmnin 6nemli  bir
kisminin dizileme yapilan bolgenin 3' ve 5'
ucunda oldugu tespit edilmistir.
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Daporya . |98| 98| 99| 98| 98 98| 98| 98| 99| 95100| 100| 100 99| 99| 99| 100| 100| 100| 100
Toatat’ | |00 100/ 100/ 98 98| 98| 98| 98| 94| 98| 98| 98| 97| 97| 97| 98| 98| 98| 98
e 100{100| 98 98| 98| 98| 98| 94| 98| 98| 98| 97| 97| 97| 98| 98| 98| 98
AF233435
Spanya 100 99 98| 98| 98| 98| 94| 98| 98| 98| 98| 98| 97| 98| 98| 98| 98
DQ136146
Rpanya 98 98| 98| 98| 98| 94| 98| 98| 98| 97| 97| 97| 98| 93| 98| 98
F300853 98| 98| 97| 98| 04| 98| 98| 98| 97| 97| 97| 98| 98| 98| 98
AJ968394
Reunion 100|100| 98| 94| 98| 98| 98| 97| 97| 97| 98| 98| 98| 98
AJ968395
Reunion 100| 97| 93| 98| 98| 98| 97| 97| 97| 98| 98| 98| 98
AJ968396
Reunion o7| 93| 98| 98| 98| 97| 97| 97| 98| 98| 98| 98
EU069363
Fethiye 95| 99| 99| 99| 98| 98| 98| 99| 99| 99| 99
Burdur,
Tiirkiye 95| 95| 95| 94| 94| 94| 95| 95| 95 95
EU284744
Yunanistan 99| 99| 99| 99| 99| 99| 99| 99| 99
HQ879844
Aadhg an 100| 99| 99| 99|100100|100|100
HQB879847
Georgia ABD 99| 99| 99{100{100|100{ 100
FJ609652
MeKsika 100(100{ 99| 99| 99| 99
FJ609654
Meksika 100| 99| 99| 99| 99
FJ609653
Meksika 99| 99| 99| 99
AY903448
Florida, ABD 100100 (100
HQ879845
Georgia, ABD 100100
HQ879846
Georgia, ABD 100

Cizelge 2. Burdur 55 ToCV izolatinin hsp70h geninin diinyanin farkli domates iiretim
bolgelerinden elde edilen ve Gen bankasi veritabanlarinda bulunan ToCV
izolatlarinin hsp70h genleriyle benzerlik oranlar

Table 2. Nucleotide sequence identity of the hsp70h gene of Burdur 55 ToCV isolate with

other isolates from different tomato production region of the world obtained from
the GenBank database.
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AJ968394 Reunion Adasi
AJ968395 Reunion Adasi
AJ968396 Reunion Adasi
EU069363 Tiirkiye

ToCV Burdur55

EU284744 Yunanistan
HQ879844 Giircistan
HQ879847 Giircistan
FJ609652 Meksika
FJ609654 Meksika
FJ609653 Meksika
AY903448 ABD

HQ879845 Giircistan
HQ879846 Giircistan
NC007341 ABD

Consensus

AB513442
AF215817
AF215818
AF233435 Ispanya
DQ136146 Ispanya
FJ360853 Kilba

AJ968394 Reunion Adasi
AJ968395 Reunion Adasi
AJ968396 Reunion Adasi
EU069363 Tiirkiye

ToCV Burdur55

EU284744 Yunanistan
HQB879844 Gilircistan
HQ879847 Giircistan
FJ609652 Meksika
FJ609654 Meksika
FJ609653 Meksika
AY903448 ABD

HQ879845 Giircistan
HQB879846 Gilircistan
NC007341 ABD
Consensus

Japonya
Ispanya
Ispanya

AB513442
AF215817
AF215818
AF233435 Ispanya
DQ136146 Ispanya
FJ360853 Kiiba

AJ968394 Reunion Adasi
AJ968395 Reunion Adasi
AJ968396 Reunion Adasi
EU069363 Tiirkiye

ToCV Burdur55

EU284744 Yunanistan
HQ879844 Giircistan
HQ879847 Giircistan
FJ609652 Meksika
FJ609654 Meksika
FJ609653 Meksika
AY903448 ABD

HQ879845 Giircistan
HQ879846 Giircistan
NC007341 ABD

Consensus

Japonya
Ispanya
Ispanya

AB513442
AF215817
AF215818
AF233435 Ispanya
DQ136146 Ispanya
FJ360853 Kilba

AJ968394 Reunion Adasi
AJ968395 Reunion Adasi
AJ968396 Reunion Adasi
EU069363 Tiirkiye

ToCV Burdur55

EU284744 Yunanistan
HQ879844 Giircistan
HQ879847 Giircistan
FJ609652 Meksika
FJ609654 Meksika
FJ609653 Meksika
AY903448 ABD

HQ879845 Giircistan
HQ879846 Giircistan
NC007341 ABD
Consensus

Japonya
Ispanya
Ispanya

AB513442
AF215817
AF215818
AF233435 Ispanya
DO136146 Ispanya
FJ360853 Kilba

AJ968394 Reunion Adasi
AJ968395 Reunion Adasi
AJ968396 Reunion Adasi
EU069363 Tiirkiye

ToCV Burdur55

EU284744 Yunanistan
HQ879844 Giircistan
HQ879847 Giircistan
FJ609652 Meksika
FJ609654 Meksika
FJ609653 Meksika
AY903448 ABD

HQ879845 Giircistan
HQ879846 Giircistan
NC007341 ABD
Consensus

Japonya
Ispanya
Ispanya

(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1
(1)
(1)
(1)
(1)

(106)
(106
(106)
(106)
(106)
(106)
(106)
(106
(106)
(106)
(106
(106)
(106)
(106)
(106
(106)
(106)
(106)
(106)
(106)
(106)
(106

(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)
(211)

(316)
(316
(316)
(316)
(316
(316)
(316)
(316)
(316
(316)
(316)
(316)
(316
(316)
(316)
(316
(316)
(316)
(316)
(316)
(316)
(316)

(421)
(421)
(421)
(421)
(421)
(421)
(421)
(421)
(421)
(421
(421)
(421)
(421
(421)
(421)
(421)
(421)
(421)
(421)
(421)
(421)
(421)
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ACTATEAGHTGTETTTATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACTEAANGGGACEGAGTACATTCCAACETGTCTCTCCATAACTCCAARRAATGAGGTGATAGTC
ACTATEAGTTGTHTTTATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACTEAARGGGACEGAGTACGATTCCAACCTGTCTCTCCATAACTCCAARTAATGAGGTGATAGTC
ACTATTAGTTGTETTTATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACTCAATGGGACCGAGTACATTCCAACCTGTCTCTCCATAACTCCAAATAATGAGGTGATAGTC
ACTATEAGHTGTETETATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACTEAANGGGACEGAGTATATTCCAACETGTCTCTCCATAACTCCAABCAATGAGGTGATAGTC
CGTATATAGTGTGTETATAATAAC TTGTTTTCATTAAAACTEAANGGGACEGAGTACATTCCAACETGTCTCTCCATAACTCCAARFAATGAGGTGATAGTC
ACTATIAGTTGTHTETATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACTEAARGGGACEGAGTACGATTCCAACETGTCTCTCCATAACTCCAARTAATGAGGTGATAGTC
ACTATEACTTGTHTTTATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACTEAANIGGGACEGAGTAGATTCCAACETGTCTCTCCATAACTCCAARTAATGAGGTGATAGTC
ACTATEAGHTGTHTTTATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACTEAANGGGACEGAGTACATTCCAACETGTCTCTCCATAACTCCAARRAATGAGGTGATAGTC
ACTATIAGTTGTHTETATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACT TAABGGGACTGAGTAGATTCCAACETGTCTCTCCATAACTCCAARTAATGAGGTGATAGTC
ACTATEAGHTGTHTETATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACT TAABGGGACTGAGTAGATTCCAACETGTCTCTCCATAACTCCAARRAATGAGGTGATAGTC
ACTATEAGTTGTHTETATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACT TAABGGGACTGAGTAGATTCCAACETGTCTCTCCATAACTCCAARTAATGAGGTGATAGTC
ACTATEACGTTGTETETATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACTEAANGGGACEGAGTACATTCCAACETGTCTCTCCATAACTCCAARTAATGAGGTGATAGTC
ACTATRAGTTGTHTETATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACTEAANGGGACEGAGTACATTCCAACETGTCTCTCCATAACTCCAAARAATGAGGTGATAGTC
ACTATEACTTGTHETETATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACTEAASGGGACEGAGTAGATTCCAACETGTCTCTCCATAACTCCAARTAATGAGGTGATAGTC
ACTATEAGTTGTHTETATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACTEAARGGGACEGAGTAGATTCCAACETGTCTCTCCATAACTCCAARTAATGAGGTGATAGTC
ACTATTAGTTGTTTCTATAATAACAAATTGTTTTCATTAAAACTCAATGGGACCGAGTACATTCCAACTTGTCTCTCCATAACTCCAAATAATGAGGTGATAGTC
106 210
GGEGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAARTATGAGGTEGTEGAAA
GGAGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGARACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGARABAGATGGGTTGGTGTTACTTCGETCARMTATGAGGTAGTEARA
GGAGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAARTATGAGGTAGTEAAA
GGAGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGARACTCCGTCTTGTTATTTCTATGATTTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAAMTATGAGGTAGTGAAA
GGAGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCCTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGATTTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAARTATGAGGTAGTGAAA
GGAGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCETCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGATTTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGATCAATTATGAGGTAGTEGAAA
GGAGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGAAGAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAACTATGAGGTAGTEAAA
GGAGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGARACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGAAGAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAACTATGAGGTAGTEAAA
GGAGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGATTTGAAGAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAACTATGAGGTAGTGAAA
GGEGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAARTATGAGGTEGTEAAA
GGBGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGARACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAAMTATGAGGTEGTEARA
GGEGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGATTTGAAGAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAAMTATGAGGTEGTGAAA
GGEGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAAMTATGAGGTEGTEAAA
GGEGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAARTATGAGGTEGTEAAA
GGBGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGARACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAAMTATGAGGTEGTTARA
GGEGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAAMTATGAGGTEGTTAAA
GGEGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGATTTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAARTATGAGGTEGTTAAA
GGEGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAARTATGAGGTEGTEGAAA
GGBGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGARACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGARABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCARMTATGAGGTEGTEARA
GGEGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAAMTATGAGGTEGTEAAA
GGEGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCHTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGAT TTGAABAGATGGGTTGGTGTEACTTCGETCAARTATGAGGTEGTEAAA
GGGGGCCCTTCTCAAGTTTTAGAAGCTTCCGAAACTCCGTCTTGTTATTTCTATGATTTGAAARAGATGGGTTGGTGTCACTTCGGTCAATTATGAGGTCGTGAAA
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GCGAAGAT. CCCAATGTATARAAACGCGTTTATCTAATAATAAAGTGTATATAACEGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GCGAAGATAAACCCAARGTATAABACGCGTTTATCTAATAATAABGTGTATATAACEGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GC GAT. CCAATGTATAAAACGCGTTTATCTAATAATAAAGTGTATATAACEGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GCGAAGAT. CCAATGTATARAACGCGTTTATCTAATAATAAAGTGTATATAACEGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GC GAT. CCCRAATGTATARAACGCGTTTATCTAATAATAAAGTGTATATAACEGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GCt GAT. C TATATAAAACGCGTTTATCTAATAATAAAGTGTATATAACEGGTATCAAT, GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA

GCGAARGATAAACCCAARGTATAABACGCGTTTATCTAATAATAABGTGTATATAACCGGTATCAATAAAGGTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA

GC GAT. CCCAATGTATARAACGCGTTTATCTAATAATARAGTGTATATAACCGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GC GAT. CCAATGTATAABRACGCGTTTATCTAATAATAARGTGTATATAACCGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GCGAAGAT. CCAATGTATAAAACGCGTTTATCTAATAATAAGGTGTATATAACEGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA

GCGAAGATAAACCCAARGTATAABACGCGTTTATCTAATAATAAGGTGTATATAACEGGTATCAATAAAGGTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GC GAT. CCAAEGTATAANACGCGTTTATCTAATAAT. TGTATATAACEGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GCt GAT. CCAACGTATAAAACGCGTTTATCTAATAATAAAGTGTATATAACEGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GCGAAGATAAACCCAACETATAABACGCGTTTATCTAATAATAABGTGTATATAACEGGTATCAATAAAGGTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GCGAAGATAAACCCAACGTATAABACGCGTTTATCTAATAATAABGTGTATATAACEGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GC GAT. CCAACGTATAAAACGCGTTTATCTAATAATAARAGTGTATATAACEGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GCGAAGAT. CCAACGTATAAGACGCGTTTATCTAATAATAAAGTGTATATAACEGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GCGAAGATAAACCCAACETATAABACGCGTTTATCTAATAATAARGTGTATATAACEGGTATCAATAAAGGTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA

GC GAT. CCAACGTATAAAACGCGTTTATCTAATAATAAAGTGTATATAACEGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GCGAAGAT., CCAACGTATAAAACGCGTTTATCTAATAATAAAGTGTATATAACTGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GCGAAGAT. CCCAACGTATARAACGCGTTTATCTAATAATAAAGTGTATATAACEGGTATCAAT. GTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
GCGAAGATAAACCCAATGTAT. CGCGTTTATCTAATAATAAAGTGTATATAACTGGTATCAAT. GGTTTCTCGACCGAGTTTTCGGTTGAGCAACTTATA
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TTACATTATGTTAATACTTTAGTTCGATTATTCTCAAAAACAGAAAACTTAAAAATAACCGATCTCAATGTGTCTGTTCCGGCTGATTACAAGTCTGGGCAGAGA
TTACATTATGTTAATACETTAGTTCGATTATTCTC TT. T. CGATCTCAABGTGECTGTTCCGGCTGATTACAAGTCTGGGCAGAGH
TTACATTATGTTAATACETTAGTTCGATTATTCTC. TT. T. CGATCTCAABGTGECTGTTCCGGCTGATTACAAGTCTGGGCAGAGA
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TTACATTATGTTAATACTTTAGTTCGATTATTCTC. G. TT. T. CGATCTCAATGTGICTGTTCCGGCTGATTACAAGTCTGGGCAGAGA
TTACATTATGTTAATACETTAGTTCGATTATTCTC. G. TTAAAAAT., CGATCTCAATGTGECTGTTCCGGCTGATTACAAGTCTGGGCAGAGA
TTACATTATGTTAARACETTAGTTCGATTATTCTC. G. TT. T, CGATCTCAARGTGECTGTTCCGGCTGATTACAAGTCTGGGCAGAGA
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TTACATTATGTTAATACTTTAGTTCGATTATTCTC. C. TT. TAACCGATCTCAATGTGTCTGTTCCGGCTGATTACAAGTCTGGGCAGAGA
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Figure 2. Nucleotide sequence comparison of the hsp70h gene of Burdur55 ToCV isolate
with other isolates from different tomato production regions of the world obtained
from the GenBank database. Yellow regions show the same nucleotides blue and
white regions shows the different nucleotides.
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Gen bankasi veri tabanlarindan elde
edilen 20 farkli ToCV izolatinin hsp70h
genlerine ve Burdur 55 ToCV izolatina ait
439 bp  nikleotid dizisiyle yapilan
filogenetik analizleri sonucunda bire bir ayni
soy agact elde edilmistir. Farkli ToCV
izolatlarinin filogenetik iligkisini belirlemek

N. YESILYURT, B. CEVIK

amaciyla olusturulan filogenetik soy agaci
Sekil 3'de verilmistir. Filogenetik analizler
ToCV izolatlarinin hsp70h genlerine gore iki
ana gruba ayrildigimi ve ToCV Burdur ve
Kiiba izolatlarinin bu iki ana grubun disinda
kaldigin1 gostermistir.
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Sekil 3. Burdur 55 ToCV izolatlarinin hsp70h genlerinin diinyanin farkli domates iiretim
bolgelerinden elde edilen ve hsp70h gen dizilimi gen bankasi veritabanindan alinan
diger ToCV izolatlariyla karsilagtirilmas1 sonucunda TreeView programi ile

olusturulan filogenetik soy agaci.

Figure 3. Phylogenetic tree constructed by TreeView program using multiple sequence
alignment of the hsp70h gene of Burdur 55 ToCV isolates with hsp70h gene of ToCV
isolates from different tomato production region of the world obtained from the

GenBank databases.

Birinci  grupta, Ispanya, Yunanistan,
Fethiye-Tirkiye gibi Akdeniz iilkerleri
yaninda Japonya, Reunion Adasindan elde
edilen 10 izolat yer almigtir. Reunion
Adasmin Fransa'ya bagli oldugu
diisiiniiliince birinci grubun Akdeniz iilkeleri
izolatlarindan olustugu ortaya ¢ikmistir.
Ikinci grup ise sadece ABD ve Meksika
izolatlarindan olusmakta olup, bu grubun
Kuzey Amerika izolatlarindan meydana
geldigi ve filogenetik olarak biribirleriyle
iligkili oldugu belirlenmistir. Ulkemizin ilk
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izolati olan Fethiye izolati, Ispanya ve
Renunion Adasi izolatlariyla ile benzerlik
gostermistir. Burdur 55 ToCV izolat1 hsp70h
geninin dizilimi ile Kiiba FJ360853 izolati
biribirinden  farkli  olamakla  birlikte
filogenetik olarak birbirlerine daha yakin
izolatlar olarak belirlenmislerdir. ToCV
izolatlarinin hsp70h genlerinin
farkliliklarmmin ve filogenetik analizlerinin
daha dogru sonu¢ vermesi agisindan CTV
T36 izolati dis grup olarak eklenmistir.
Olusturulan soy agaci dallar1 7-96 arasinda



degisen bootstrap degerleriyle
desteklenmekte olup, degerlendirmelerin
tesadiifii olmayip soy agacindaki dallardan
cogunun istatistiksel agidan desteklendigini
gostermistir. Gen bankas1t veri tabaninda
iilkemizden sadece Fethiye izolatinin hsp70h
geninin dizilimi i¢in bulunmaktadir ve
karsilastirmalarda bu izolattan
yararlanilmistir. Gen bankasindan elde
edilen fazla sayida izolatin dizilimi ile
olusturulan soy agacinda degerlendirme
yapilmaya calisilmigtir. Burdur 55 ToCV
izolatinin niikleotid dizilimi soy agacim

olugturan  diger izolatlarin  niikleotid
dizilimleri ile c¢ok yakin benzerlik
gostermekle  birlikte, Burdur ToCV

izolatimin diger izolatlardan farkli oldugu
tespit edilmistir (Sekil 3). ToCV son yillarda
diinyanin farkli domates iiretim yerlerinde
belirlenmesine ragmen ToCV izolatlarinin
filogenetik analizleri ve genetik iliskilerinin
belirlenmesine yonelik az sayida calisma
yapilmistir. Bu c¢alismalarin  bazlarinda
izolatlarin genetik iligkileri CP geneleri
kullanilarak yapilirken (Gharsallah et al.,

2015) bir kisim izolatin  molekiiler
karakterizasyonunda ise hsp70h
(Albuquerque ve ark. 2013) genleri

kullanilmistir. hsp70h genleri kullanilarak
daha 6nce Brezilya'da yapilan bir ¢calismada
ToCV izolatlarinin bu ¢alismada oldugu gibi
cografik  orijinlerine gbére  gruplandigi
belirlenmistir (Albuquerque et al., 2013). Bu
calismada ve daha Onceki c¢aligsmalarda
alman sonuglar hsp70h geniyle yapilan
filogenetik ¢aligmalarda genel olarak ToCV
izolatlar1 arasinda benzer bir gruplama
meydana  geldigini = goOstermistir.  Bu
sonuglara gdre hsp70h geninin ToCV
izolatlarin  genetik farkliliklarin1  ortaya
¢ikartilmasinda ve izolatlar arasindaki
genetik iligkilerinin belirlenmesinde
kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Sonug¢

Bu calisma Isparta ve Burdur illerindeki
domates iiretim alanlarinda yapilmis olup,
Akdeniz Bolgesinin en Snemli yazlik
domates iiretim bolgesinde ToCV varligr ilk
kez belirlenmistir. Calisma sonucunda,
ToCV'nin Isparta ve Burdur illerinde
bulundugu, ancak enfeksiyon oranmin %
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10'un altinda oldugu ortaya konmustur. Her
iki ilde de viris bulunmakla birlikte,
enfeksiyon oraninin diisiik olmasi hastaligin
bolgede heniiz yayilmadigimi ve belirli
alanlarda sinirlt sayida bitkide bulundugunu
gostermistir.  Bunun en o6nemli nedeni,
Isparta ve  Burdur illerinin  iklim
kosularindan  dolayr  virlisiin  tasiyici
vektorleri olan beyazsinek yogunlugunun
bolgede diisiikk olmasina baglanabilir. Kislik
ve daha yogun tretimin yapildigi Antalya
ilinde ToCV enfeksiyon oraninin daha
yiksek oldugu bilinmektedir (Akdura ve
Cevik, 2011; Oztiing ve Cevik, 2016). Her
iki bolgede benzer cesitlere, benzer iiretim
teknikleri kullanilarak farkli mevsimlerde
iretim yapildigi g6z Oniine alindiginda
vektor populasyonunun ToCV'nin
yayginhiginda  6nemli  oldugu ortaya
¢ikmaktadir. Daha 6nce Fransa'da yapilan
bir ¢alismada benzer sonuglar elde edilmis
ve iilkenin cografik olarak birbirine yakin iki
farkli bolgesinde viriis enfeksiyon oraninin
farkli oldugu bildirilmistir (Jacquemond et
al., 2009) .

Ayrica yapilan Burdur 55 ToCV izolatiyla
yapilan dizileme sonucunda elde edilen
niikleotit ve aminoasit dizi karsilastirmalari
ve filogenetik analizlerle bu izolatin hsp70h
genine gore kismi molekiiler
karakterizasyonu da yapilmistir. Yapilan
dizileme ve dizi karsilastirma Burdur 55
ToCV izolati hsp70h genleri arasindaki
genetik  farkliliklarin  diinyanin  farkh
bolgelerinden  izolatlarm  aym1  gen
bolgeleriyle benzerlik gosterdigi ve yiiksek
oranda korundugunu ortaya koymustur.
Ancak Burdur 55 ToCV izolatinin Kiiba
ToCV izolatiyla birlikte diger ToCV
izolatlarinda filogenetik olarak farkli oldugu
ve olusan iki farkli filogenetik grubun
disinda kaldigr belirlenmistir. Bu farklilig:
daha oOnce {llkemizin farkli bir {iretim
bolgesi olan Fethiye izolatiyla gdstermis
olmas1 Burdur izolatinin farkli bir izolat
olabilecegini isaret etmektedir. Ancak
yapilan dizi karsilastirmalarinda  genetik
farkliliklarin ~ belirli  bolgelere  6zellikle
dizilenen gen kismmin basinda ve sonunda
yer almasi bu farkliliklarin dogrudan PCR
rtinlerinin dizilemesinden de
kaynaklanabilecegini ima etmektedir. Bu
durumun daha net anlagilmasi i¢in Burdur



55 ToCV izolatinin hsp70h gen bdlgesinin
klonlanarak dizilenmesi ve farkli gen
bolgelerinin dizilemesi yapilarak, tiim gen
ve  hatta tim genom  diizeyinde
karakterizasyonunun yapilmast
gerekmektedir.
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