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Surveys were conducted to investigate the presence of Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV), Potato virus Y (PVY), Tomato mosaic virus (ToMV), Tomato spotted
wilt virus (TSWV) and Tomato ringspot virus (ToRSV) in tomato production areas
of Diyarbakir province by molecular methods in 2018. The following methods
were implemented to detect the presence of the viruses: PCR method for TYLCV,
multiplex-RT-PCR method for PVY and ToMV, and RT-PCR method for TSWV and
ToRSV. A total of 278 symptomatic and asymptomatic leaf samples were randomly
collected from tomato plants. Fifty-six (20.1%) samples tested by molecular
methods were found to be infected with at least one virus. Of the samples tested,
41 were infected with ToMV (14.7%), 21 were infected with PVY (7.6%), and 6
contained mixed infections of ToMV + PVY (2.2%). TYLCV, TSWV, and ToRSV
were not detected in the tomato samples tested. Four PVY and four ToMV isolates
were randomly selected to characterize the partial movement protein (MP) and
coat protein (CP) genes of ToMV, and the partial coat protein (CP) gene of PVY.
The nucleotide sequences were deposited in the GenBank database. Diyarbakir
isolates of ToMV showed 99-100% similarity while Diyarbakir isolates of PVY
showed 88-99% similarity to the other isolates reported around the world. With
this study, ToMV and PVY were reported for the first time in tomato production
areas in Diyarbakir province.

GIRIS

Diinyada ve tilkemizde beslenmede 6nemli bir yere sahip
olan domates, yogun bir sekilde yetistiriciligi yapilan bir
sebzedir. Diinya Tarim Orgiiti'niin 2018 yili verilerine
gore diinyada domates tiretiminin en fazla yapildig: tilke

Cin olurken, tilkemiz Cin ve Hindistan'dan sonra 3. sirada

yer almigtir (FAO 2018).

Giineydogu Anadolu Bolgesinde sulama imkaninin
artmasiyla birlikte domates ekim alanlarinda ve verimde
onemli bir artis oldugu goriilmistiir. Bolgede 2017 yili
itibar1 ile 149.711 dekar alanda 659 bin ton domates
tretimi gergeklestirilmistir. Diyarbakir ili, domates ekim

alanlar1 bakimindan Giineydogu Anadolu Bolgesinde
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Sanliurfadan sonra ikinci sirada yer almakta ve yaklagik 29
bin dekar alanda 85 bin ton iiretim yapilmaktadir (TUIK
2018).

Domates tiretiminin yapildig1 alanlarda bitkinin hemen
hemen tim dénemlerinde ¢ok sayida fungal, bakteriyel ve
viral hastaliklar ciddi iiriin kayiplarina neden olmaktadir.
Tim diinyada oldugu gibi Tiirkiyede de domates
tiretimini etkileyen en o6nemli hastalik etmenlerinden
biri de virislerdir. Gintimiizde viriis hastaliklarina karsi
etkili herhangi bir kimyasal ilacin bulunmamasi nedeni
ile virtislerle miicadele daha ¢ok, bitkileri virtislerden
korumaya yonelik alinan tedbirlere ve vektorleri ile
miicadeleye dayanmaktadir. Viriis ve vektorlerine kargi
etkili ve ekonomik bir miicadele yapilabilmesi i¢in
viriislerin ve vektorlerinin hassas molekiiler tekniklerle
teshislerinin yapilmasi ve bunlarin epidemiyolojilerinin
bilinmesi gerekmektedir (Erkan 2008).

Dinyada vyetistiriciligi yapilan domates bitkisi bir¢ok
viriis hastaligina maruz kalabilmektedir. Domates tiretim
alanlarinda gorillen en oOnemli viral hastaliklardan
bazilar;; Domates sar1 yaprak kivirciklik viriisit (Tomato
yellow leaf curl virus, TYLCV), Patates Y virtsii (Potato
virus Y, PVY), Domates mozaik viriisi (Tomato mosaic
virus, ToMV), Domates lekeli solgunluk viriisit (Tomato
spotted wilt virus, TSWV) ve Domates halkali leke viriisii
(Tomato ringspot virus, TORSV)diir. Viriisler dogada ¢ok
yaygin olarak bulunurlar ve ekonomik olarak bitkilerde
ciddi hastaliklara ve iiriin kayiplarina neden olmaktadirlar
(Wani et al. 2010). Yapilan ¢aligmalarda hastalik etmeni
viriislerin bitkinin enfekte oldugu doneme gore %42
ile %96 oraninda zarara yol agtig1 ortaya konmustur
(Sevik 2007). Domates iiretimini sinirlandiran 6nemli
virislerden TYLCV’nin, bitkisini
sonbahar siiresince enfekte edebildigi ve %100 varan

domates yaz ve
oranlarda iiriin kaybina neden oldugu (Lapidot et al.
2001); TSWViden ileri gelen enfeksiyonlarda bitkisel
trtinlerde %42-100 arasinda kayiplarin olustugu (Roselld
et al. 1996); PVY’nin diinya g¢apinda iriin kalite ve
1997);
ToRSV’nin %95% kadar iiriin kaybina neden oldugu (Dias
1976); ToMV'nin ise verimi %20’ye kadar diistirdigi
(Broadbent 1976) bildirilmistir.

verimini %80% kadar azalttigi (Hiamaéldinen

Domates, Diyarbakir ilinde yaygin bi¢imde {iretilmesine
ragmen, Uretim alanlarindaki domates viriis hastaliklari
ile ilgili olarak yeterli veri mevcut degildir. Bu galisma
ile Diyarbakir ili domates alanlarindaki 6nemli bazi
viriis hastaliklar1 molekiiler yontemler ile arastirilmig
virlis izolatlarnin molekiiler

ve elde edilen baz

karakterizasyonlar1 yapilmistir.
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MATERYAL VE METOT
Siirvey ¢alismalari

Sturvey ¢alismalar;, 2018 yili haziran-agustos aylarinda
domates yetistiriciliginin yogun olarak yapildig1 Diyarbakir
ili ve ilgelerinde yiirtittilmiigtiir. Bitki numuneleri sistematik
ornek alma yontemine gore toplanmistir (Bora ve Karaca
1970). Tesadiifi olarak segilen domates tarlalarindan en az
bir, en ¢ok {i¢ adet olmak {izere, viriis simptomu gosteren
ve gostermeyen domates bitkilerinden 6rnekler alinmistir.
Toplanan domates yaprak Ornekleri polietilen torbalara
konularak soguk zincirde laboratuvara getirilmis ve PCR
testlerinde kullanilmak tizere 4 °C'de en fazla bir hafta siire

ile muhafaza edilmistir.
DNA ve RNA izolasyonu

Stirvey ¢alismalarinda toplanan domates 6rneklerinde
ToMV, TSWV,PVY ve ToRSV enfeksiyonlarininarastiriimasi
i¢in toplam RNA izolasyon kiti (Qiagen RNeasy Plant Mini
Kit; Kat. No: 74904, Almanya) kullanilmigtir. Orneklerdeki
muhtemel TYLCV enfeksiyonunun arastirilmast igin toplam
DNA izolasyon ¢alismalarinda ise Qiagen DNeasy Plant
Mini Kit (Kat. No: 69106, Almanya) kullanilmustir. Niikleik
asit izolasyonlar1 firmanin 6nerdigi protokol adimlar: ile

gerceklestirilmistir.
Komplementer DNA (cDNA) sentezi

RNA genomuna sahip ToMV, PVY, TSWV ve ToRSV’nin
RT-PCR yontemi ile teshisinde komplementer DNA
sentezi Applied BiosystemsTM High-Capacity c¢DNA
Reverse Transcription Kiti (Kat. No: 4368814, ABD) ile
gergeklestirilmistir. Buna gore steril bir PCR tiipii igerisine
10X RT bufferdan 2 pl, dNTP mix (100 nM)’ten 0.8 pl,
10X RT Random Primer‘den 2 pl, MultiscribeTM Reverse
Transcriptase enziminden 1 pl, steril saf sudan 4.2 pl ve
RNA o6rneginden ise 10 pl konarak toplam hacim 20 ul
olacak bicimde hazirlanmistir. cDNA sentezi i¢in karigim 25
°Cde 10 dk, ve daha sonra 37 °Cde 120 dk inkiibe edilmis
ve takiben enzimin inaktivasyonu i¢in ise karigim 85 °C'de 5
dk bekletilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

RNA genomuna sahip ToRSV ve TSWV’nin tanisinda
genom spesifik primerlerin kullanildigi RT-PCR yontemi,
ToMV ve PVY’nin tanisinda ise multipleks RT-PCR yéntemi
kullanilmigtir. DNA genomuna sahip TYLCV’nin tanisi ise
genom spesifik primerlerin kullanildigit PCR yontemi ile
gerceklestirilmistir.

RT-PCR

ToRSV ve TSWV’nin RT-PCR yontemi ile aragtirilmasinda,
steril bir PCR tiipiine toplam 50 pl hacimde olacak bicimde
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Cizelge 1. Caligma kapsaminda aragtirilan viriisleri tespit etmede kullanilan primer dizileri, baz uzunluklari ve referanslar

Hedef viriis Primer dizilimi
TYLCV F,— 5’-atgtcgaagcgwceca-3’ ’
R - 5-ttaatttkrtaytgaatcatagaa-3
PVY F- 5’:acgtccaaaatgagaatgcc—%’
R - 5’-tggtgttcgtgatgtgacct-3
ToMV F- 5Z-agatgaagccgagacgtcggtc—3:
R - 5’-acccttcgatttaagtggaggga-3
TSWV F- 5’)—atgtctaaggttaagctcac—?»’)
R - 5°-tcaagcaagttctgcgagtt-3
F - 5’-gaatggttcccagecactt-3’
ToRSV 827788 s

R - 5’-agtctcaacttaacataccac-3’

Cogaltilan DNA uzunlugu Referans

777 bp Kim et al. 2011
480 bp Singh and Singh 1997
621 bp Alavi et al. 2014
777 bp Choi 2014

182 bp Tang et al. 2014

5 ul 10X PCR buffer, 3 pl 25 mM MgCIL, 1 ul dNTP (10
mM) (Vivantis, Malezya), 1 ul primer forward (10 pmol),
1 pl primer reverse (10 pmol), 0.4 ul Taq DNA polimeraz
enzimi (Thermo), 2 ul cDNA ve 36.6 pl RNase free su
konularak reaksiyon gergeklestirilmistir. Her iki viriis i¢in
RT-PCR reaksiyonunda uygulanan sicaklik dongiisii 35 defa
uygulanmis, primer baglanma sicakligi ToRSV i¢in 51 °C,
TSWYV icin ise 49 °C uygulanmigtir. RT-PCR ¢alismalarinda
kullanilan primerlere ait bilgiler Cizelge 1de verilmistir.

Multipleks-RT-PCR

ToMV ve PVYnin multipleks RT-PCR yontemi ile
aragtirllmasinda steril bir PCR tiipiine toplam hacim 50 pl
olacak bigimde 7 pl 10X PCR buffer, 4 ul 25 mM MgCI,
2 pl ANTP (10 mM), 0.5 pl ToMV primer forward (10
pmol), 0.5 ul ToMV reverse primer (10 pmol), 0.5 ul PVY
forward primer (10 pmol), 0.5 pl PVY reverse primer (10
pmol), 0.6 ul Tag DNA polimeraz enzimi, 2 gl cDNA ve 32.4
ul RNase free su eklenerek reaksiyon gerceklestirilmistir.
Multipleks RT-PCR reaksiyonunda sicaklik rejimi 35 dongii
olarak uygulanmis ve primer baglanma sicakligi 52 °C
kullanilmigtir. Multipleks RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan

primerlere ait bilgiler Cizelge 1'de verilmistir.
PCR

TYLCV’nin PCR yontemi ile arastirlmasinda steril bir
PCR tiipiine toplam hacim 50 pl olacak bi¢imde 5 pl 10X
PCR buffer, 3 pl 25 mM MgCI2, 1 ul ANTP (10 mM), 5 ul
primer forward (10 pmol), 5 ul primer reverse (10 pmol), 0.5
ul Taq DNA polimeraz enzimi, 10 ul DNA (1/50 oraninda
sulandirilmis) ve 20.5 pul RNAase free su konularak reaksiyon
gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonunda uygulanan sicaklik
rejimi 35 déngii olarak uygulanmis ve primer baglanma
sicakligr 52 °C kullanilmistir. PCR ¢alismalarinda kullanilan

primerlere ait bilgiler Cizelge 1de verilmigtir.
Agaroz jel elektroforez

PCR sonucu elde edilen iiriinler %1.5luk agaroz jel

hazirlanarak elektroforez (Thermo Scientific, ABD) yontemi
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ile analiz edilmistir. Jel ¢ukurlarina GeneRuler 100 bp
DNA marker (Kat. No: SM241, Thermo Scientific, ABD),
aragtirilan viriislere ait pozitif 6rnekler (Kat. No: C2374,
C2688, C9528, C2543, C2525, Agdia, ABD), negatif 6rnek
(su) ve 15 ul PCR iiriinii ile 3 pl yiikleme tamponu (6X DNA
loading dye, Thermo Scientific, ABD) karigtirilarak jele
yiklenmistir. Gii¢ kaynagi 80 V’a ayarlanip 80 dk elektrik
akimi uygulanmustir. Elektroforez isleminden sonra jel 15
dk stireyle 100 ml steril saf suda 10 ul ethidium bromide
igeren ¢ozeltide boyanmis ve goriintillenmistir (DNR Bio-
Imaging Systems). Pozitif bulunan 6rnekler steril bistiiri
ile kesilerek 1.5 ml'lik Eppendorf tiiplerine aktarilmis ve

dizilemeye gonderilmek iizere -20 °Cde saklanmustir.
DNA dizilemesi ve filogenetik analiz

PCR c¢alismalar1 sonucu elde edilen viriislere ait DNAlarin
¢ift yonlit DNA dizilemesi hizmet alimi kapsaminda ticari
olarak yaptirlmisti. DNA dizilemesi sonucu elde edilen
bilgilerin ChromosPro 1.5 (Technelysium Pty Ltd, Avustralya)
ve CLC Main Workbench 20.0.3 (Qiagen Bioinformatics,
Almanya) bioinformatik programlari kullanilarak analizleri
yapimistir. Dizileme sonrasi tespit edilen viriislerden,
PVY izolatlarinin kismi kilif protein genleri, ToMV
izolatlarinin ise kismi hareket protein ve kilif protein gen
bolgelerinin arastirilmasi web temelli BLASTn programi
(National Center for Biotechnology Information, NCBI)
ile gergeklestirilmistir. Tespit edilen viriislere ait elde edilen
niikleotid dizileri NCBI'da bulunan farkli iilkelere ait izolatlar
ile kargilagtirilarak benzerlik yiizdeleri belirlenmistir. Tespit
edilen viriis izolatlarmin diinyadaki diger viriis izolatlariyla
olan genetik benzerlikleri ve farkhiliklarinin belirlenmesi

amaciyla filogenetik aga¢ olusturulmustur.
DNA dizilerinin gen bankasina girilmesi

Domates bitkisinde tespit edilen ve PCR yontemi ile
¢ogaltilan ToMV (DT1, DT2, DT3, DT4 izolatlar1)’ye ait
kismi hareket protein ve kilif protein gen dizileri ile PVY
(DP1, DP2, DP3, DP4 izolatlar1)’ye ait kismi kilif protein
genlerine ait dizilerin, NCBI‘a kaydi gerceklestirilmistir.
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SONUCLAR
Siirvey ¢alismalart

Diyarbakir ili Cermik, Ciingiis, Egil, Ergani, Cinar, Sur,
Kayapinar, Yenisehir, Hazro, Kulp, Lice, Bismil, Dicle ve Hani
ilelerindeki domates alanlarinda ToMV, TYLCV, TSWYV,
ToRSV ve PVY'nin varlig1 ve yaygmliklarinmn tespit edilmesi
amacryla 2018 yili haziran-agustos aylar1 arasinda genis ¢apl
slirvey ¢alismas ylritilmistiir. Siirvey ¢aligmalart siiresince
ilde yetistiriciligi yapilan domates bitkilerinin viral etmenlere
kars1 yiiksek diizeyde duyarhi oldugu goriilmiis ve siirvey
gergeklestirilen alanlarda domates bitkilerinde sararma, yaprak
kavrilmasy, yapraklarda sekil bozuklugu, bodurlasma ve siddetli
mozaik belirtileri gozlenmistir Yiiriitillen molekiiler testler ile
siirvey ¢aligmalarinda bazi bitkilerde gézlemlenen mozaik,
yaprakta kabarcik ve deformasyon gibi belirtilerin hangi viriis
enfeksiyonundan kaynaklandig: tespit edilmistir (Sekil 1).

_‘.‘, n:_," Y »:"s; i ;.. (\:“ :

Sekil 1. Enfekteli domates bitkilerinde gézlenen simptomlar;
al, a2: Tomato mosaic virus ile enfekteli bitki. b1, b2: Potato
virus Y ile enfekteli bitki. c1, c2: Tomato mosaic virus ve
Potato virus Y ile karigik enfekteli bitki

Molekiiler calismalar

Diyarbakir ili domates alanlarindan toplanan o6rneklerde
ToMV ve PVYnin varligini tespit etmek amaci ile
ylriitiilen multipleks RT-PCR testlerinde enfekteli bitki
numunelerinden sirasi ile 621 bp ve 480 bp buytikliigiinde
DNA bantlari elde edilmistir. Testlerde pozitif kaynak (Kat.
No: C2374, C2543, Agdia) olarak kullanilan ToMV ve
PVY’ye ait kontrol numuneleri de sirasi ile 621 bp ve 480
bp biiytikligiinde DNA band:i olustururken, su kontrolde
herhangi bir bant elde edilmemistir (Sekil 2). Testlenen 278
domates yapragi 6rneginden 41'inin ToMV (%14.7), 21’nin
PVY (%7.6) ile bulagik olduklari tespit edilmistir. Toplam 6
ornekte ise TOMV+PVY (%2.2) karisik enfeksiyonu tespit
edilmistir (Cizelge 2). Molekiiler yontemler ile testlenen
orneklerde, ToMV’nin %53.8 bulagiklik oraniyla en yiiksek
bulundugu ilge Ciingiis olurken, PVY’nin %18.8 bulasiklik
oraniyla en yiiksek bulundugu il¢e Bismil olmustur. Siirvey
calismalarinin  yiirtitildagti Yenisehir, Lice, Hazro ve
Hani ilgelerinden alman domates drneklerinde arastirilan
virtislerin hicbiri tespit edilmemistir. Sur, Kayapinar, Egil ve
Dicle ilgelerinden alinan domates 6rneklerinde TOMV tespit
edilirken, PVY tespit edilmemistir. Bismil, Cermik, Ciingts,
Ergani, Kulp, Cinar il¢elerinde ise hem ToMV hem de PVY
tespit edilmistir.

PCR yontemi ile testlenen domates o6rneklerinin
hi¢birinde TYLCV enfeksiyonuna, RT-PCR yontemi
ile testlenen orneklerin higbirinde TSWV ve ToRSV
enfeksiyonuna rastlanmamigtir. Testlerde pozitif kaynak
(Agdia) olarak kullanilan TYLCV, TSWV ve ToRSV’ye
ait kontrol numuneleri de sirasi ile 777 bp, 777 bp ve 182
bp biiyiikligiinde DNA bandi olustururken su kontrolde

herhangi bir bant elde edilmemistir.
ToMYV ve PVY izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu

Diyarbakir ili domates bitkilerinde tespit edilen ToMV
enfeksiyonlarindan rastgele segilen dort izolatin kismi
hareket protein ve kilif protein genlerine ait niikleotid

Sekil 2. Diyarbakur ilinden alinan domates 6rneklerinde Tomato mosaic virus ve Potato virus Y nin varligini tespit etmek i¢in
uygulanan multipleks RT-PCR testinin agaroz jel goriintiisii, M: Marker (100-1000 bp), P: Pozitif Kontrol, S: Su Kontrol, 1-15
no'lu test edilen 6rnekler
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Cizelge 2. Diyarbakir ili ve il¢elerinde yiiriitiilen stirveyler sonucu domates érneklerinde tespit edilen viriisler, enfekteli bitki
say1s1 (EBS), toplam bitki sayisi (TBS) ve toplanan 6rneklerde enfeksiyon oranlari (EO)

Viriisler'?
Siirvey Alanlar ToMV PVY ToMV+PVY
EBS/TBS EO (%) EBS/TBS EO (%) EBS/TBS EO (%)
Kayapinar 1/11 9 0/11 0.0 0/11 0.0
Yenisehir 0/15 0.0 0/15 0.0 0/15 0.0
Hazro 0/5 0.0 0/5 0.0 0/5 0.0
Ergani 20/91 22.0 12/91 13.2 2/91 2.2
Ciingiis 7/13 53.8 2/13 15.4 2/13 15.4
Ciar 1/17 5.9 1/17 5.9 0/17 0.0
Kulp 1/23 4.3 1/23 4.3 0/23 0.0
Lice 0/25 0.0 0/25 0.0 0/25 0.0
Bismil 2/16 12.5 3/16 18.8 2/16 12.5
Cermik 5/21 23.8 2/21 9.5 0/21 0.0
Egil 1/10 10 0/10 0.0 0/10 0.0
Dicle 2/21 9.5 0/21 0.0 0/21 0.0
Hani 0/1 0.0 0/1 0.0 0/1 0.0
Sur 1/9 11.1 0/9 0.0 0/9 0.0
Toplam 41/278 14.7 21/278 7.6 6/278 2.2

"ToMV: Tomato mosaic virus, PVY: Potato virus Y
“Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato ringspot virus (ToRSV) ve Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) ile enfekteli bitki bulunamadig: igin gizelgeye dahil
edilmemistir

MG018614, Sirbistan
KT923126, Brezilya

HQ593626, iran

® KX424990, Hindistan
MH507166, Glney Kore

# MG456601, Uganda

792909, Rusya

® KY912162, Slovakya
DQET73692, Almanya
AF332868, Avustralya
AB083196, Japonya
MF002490, Cin
FNO85165, Cin
JN381943, spanya

~—® Tollv DT4 izolat
M & ToWVDT3izolat

® KU321698, Misir

ToMV DT1 Izolat
ToMV DT2 izolat
KR537870, ABD

0,011

MNote: Branches shorter than 0,0005 are shown as having length 0,0005

Sekil 3. ToMV (DT1, DT2, DT3, DT4) izolatlarinin diinyada tespit edilmis diger TOMV izolatlar1 ile CLC Main Workbench
20.0.3 programu ile olusturulan soy agac1 1000 tekerriirlii olarak olusturulmustur

dizileri tespit edilmis ve bu izolatlar DT1, DT2, DT3, DT4 gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3). DT1 ve DT2 izolatlar1
seklinde isimlendirilmistir. Izolatlara ait niikleotid dizileri %99.8 benzerlik orani ile KR537870 erisim numarali ABD
NCBI gen bankasina MK992250, MK992251, MK992252 izolat1 ile gruplanmustir. DT3 ve DT4 izolatlar1 ise %99.2
ve MK992253 erisim numaralari ile kaydedilmistir. benzerlik orani ile JN381943.1 erisim numarali Ispanya
Olusturulan soy agacinda izolatlar arasindaki niikleotid izolat1 ile gruplanmistir. Niikleotid karsilastirmasinda
benzerlikleri ve farkliliklar1 dallanmalara neden olmustur. kullanilan izolatlar Cizelge 3de verilmistir. DT1 ve DT2
ToMV izolatlarinin niikleotid dizisi bugiine kadar gen izolatlarinin l'er niikleotidinde degisim oldugu gozlenirken,
bankasinda yayimlanmis diger ToMV izolatlar1 ile DT3 ve DT4 izolatlarinda ise 5er niikleotidde degisim
kargilastirildiginda  %99.2-99.8  arasinda  benzerlikler gozlenmistir.
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Cizelge 3. Diyarbakir ilinde tespit edilen Tomato mosaic virus ve Potato virus Y izolatlarinin niikleotid dizilerinin
karsilastirilmasinda ve soy agacinin olusturulmasinda kullanilan NCBI gen bankasina kayith izolatlara ait erisim numarasi,

tilke, genom yapisi ve gen uzunlugu bilgileri

Say1 Erisim Numarasi Ulke TOMV G.en Say1 Erisim Ulke PVY Gen Bolgesi
Bolgesi Numarasi

1 AF332868 Avustralya  Tiim genom 4 MHO006955 Israil Tiim genom

2 KR537870 ABD Tiim genom 5 FJ204164 ABD Tiim genom

3 DQ873692 Almanya Tiim genom 6 AJ890349 Polonya Tiim genom

4 MG456601 Uganda Tiim genom 7 KY848033 ABD Tiim genom

5 AB083196 Japonya Tiim genom 8 KY863549 Misir Tiim genom

6 FN985165 Cin Tiim genom 9 KP793715 Suudi Arabistan Tiim genom

7 792909 Rusya Tiim genom 10 EU563512  Hollanda Tiim genom

8 KY912162 Slovakya Tiim genom 11 HMS590407 Cin Tiim genom

9 MH507166 ~ Giiney Kore  Tiim genom 12 AJ890348 Fransa Tiim genom

10 MF002490 Cin Tiim genom 13 ]JQ924288 Brezilya Tiim genom

11 KU321698 Misir Tiim genom 14 KX356070 Polonya Tiim genom

12 KT923126 Brezilya Kilif Protein 15 AB461489 Japonya Polyprotein ve Kilif Protein

13 KX424990 Hindistan Kilif Protein 16  JQ026012 Irak Kismi Polyprotein ve Kilif Protein

14 HQ593626 fran Kilif Protein 17 KU757290 Brezilya Kismi Kilif Protein

15 MGO018614 Sirbistan Kilif Protein 18 GQ853646 Giiney Afrika Kismi Kilif Protein

16 JN381943 Ispanya Kilif Protein 19 KC296799 Cin Kismi Kilif Protein
Say1 Erisim Numarasi Ulke PVY Gen Bolgesi 20 LN907862 fran Kismi Kilif Protein
1 EU182576 Cin Tiim genom 21  JQ743615 Tacikistan Kismi Kilif Protein
2 X12456 Fransa Tiim genom 22 MN414571 Fransa Kismi Kilif Protein
3 KC634005 Ingiltere Tiim genom

Diyarbakir ili domates bitkilerinde tespit edilen PVY
enfeksiyonlarindan rastgele secilen dort izolatin kismi kilif
protein genlerine ait niikleotid dizileri tespit edilmis ve bu
izolatlar DP1, DP2, DP3, DP4 seklinde isimlendirilmistir.

Potato virus Y strain O, Polonya
Potato virus Y strain N-Wi, Brezilya
Potato virus Y strain N-Wi, Polonya
MHO006955, Israil

Izolatlara ait niikleotid dizileri NCBI gen bankasina
MK945664, MK945665, MK945666 MK945667

erisim numaralar1 ile kaydedilmistir. PVY izolatlarinin

ve

kismi kilif protein genine ait niikleotid dizisi bugiine

* PVY DP2 Izolat
PVY DP4 |zolat

PVY DP1 lzolat

-® Potato virus Y strain C, Hollanda

-® Potato virus Y strain C, Fransa

PVY DP3 izolat
(_(_.—L~ Potato virus Y strain N, Gin
MN414571, Fransa

KY&63549, Misir

JQ026012, Irak
JQ743615, Tacikistan
KC296799, Cin

Potato virus Y strain O, Cin

LN907862, iran
KU757290, Brezilya

GQB53646, Giiney Afrika
AB461489, Japonya
KY848033, ABD

0,080
MNote: Branches shorter than 0,0047 are shown as having length 0,0047

KP793715, Suudi Arabistan

Potato virus Y strain NTN, Ingiltere
Potato virus Y strain NTN, ABD

Patato virus Y strain N, Fransa

Sekil 4. PVY (DP1, DP2, DP3, DP4) izolatlarinin diinyada tespit edilmis diger PVY izolatlar1 ile CLC Main Workbench 20.0.3
programi ile olugturulan soy agact 1000 tekerriirlii olarak olusturulmustur
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kadar gen bankasinda yayimlanmis diger PVY izolatlari
ile kargilagtirildiginda  %88-99.8 arasinda benzerlikler
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4). DP1 izolat1 %98.8
benzerlik orani ile KY848033 erisim numarali ABD izolati
ile gruplanmustir. DP2 izolat1 ise %88 benzerlik orani ile
KY863549 erisim numarali Misir izolat: ile gruplanmustir.
DP3 izolat1 %99.8 benzerlik orani ile MN414571 erisim
numarali Fransa izolat1 ile DP4 izolat1 ise %94.5 benzerlik
orant ile KU757290 erisim numarali Brezilya izolati ile
gruplanmustir.  Niikleotid karsilagtirmasinda  kullanilan
izolatlar Cizelge 3de verilmistir. DP1 izolatina ait kismi
kalif protein geni tizerindeki 2 niikleotidde degisim oldugu
gozlenmistir. DP2 izolatinda ise 14 niikleotidin eklendigi,
34 niikleotidde degisim oldugu gozlenmistir. DP3 izolatinda
26 niikleotidte degisim oldugu gozlenmistir. DP4 izolatinda
ise 7 niikleotidin eklendigi, 1 niikleotidin silindigi ve 16

nitkleotidde degisim oldugu gézlenmistir.
TARTISMA VE KANI

Diyarbakir ili domates alanlarindaki 6nemli viriis hastalik
etmenlerinin belirlenmesini ve molekiiler o6zelliklerinin
saptanmasini hedefleyen bu ¢aliyma ile TYLCV, PVY,
ToMV, TSWV ve ToRSV etmenleri Diyarbakir iline bagli 17
ilgenin 14’inde 2018 yilinda yiiritiilen siirvey galismalar:
ile arastirllmig, bu amagla toplanan 278 yaprak o6rnegi

molekiiler testlere tabi tutulmustur.

Yiiriitiilen molekiiler testler domates rneklerinin %20’sinin
en az bir virlis etmeni ile enfekteli oldugunu géstermistir.
Testlenen orneklerin %14.7’sinin ToMV, %7.6’1n1n ise PVY
ile bulagik oldugu tespit edilmistir. Orneklerin %2.2’sinde
ise her iki viriisiin karigik enfeksiyonu tespit edilmistir.
Yilmaz et al. (1995) Diyarbakir ve Sanhurfa illerinde
siirvey ¢alismalar1 sonucu topladiklari 6rnekleri, ELISA
yontemi ile testlemis ve sonugta ToMV ve PVY varligina
rastlamamuslardir. Degirmenci (2005) Aydin ilinde ToMV
tespit ederken, Geyik (2017) Bursa ve Yalova illerinde
gergeklestirdigi siirvey ¢alismasinda ToMV'yi tespit etmistir.
Sertkaya ve Yilmaz (2017) Hatay ili domates ekilig alanlarinda

yurittikleri siirvey caligmasinda PVY enfeksiyonu tespit

ederken ToMV’nin varligina rastlamamiglardar.

Diyarbakir ili domates ekilis alanlarinda TYLCV, TSWV
ve ToRSV enfeksiyonlar1 tespit edilmemistir. TYLCV nin
Diyarbakir ilindeki varlig: ile ilgili daha once yiiriitilen bir
¢alismada ELISA yontemi ile viriisiin belirlendigi rapor
edilmigtir (Yilmaz et al. 1995). Ayni ¢alismada viriisiin
Mardin ilinde bulunmadig: bildirilmistir. TYCLV iilkemizde
ylriitiilen siirvey ¢alismalarinda Hatay (Sertkaya ve Sertkaya
2004), Mersin, Mugla (Kokli 2006) ve Antalya (Gul-Seker et
al. 2015) illerinde de rapor edilmistir. TSWV’nin tilkemizdeki
varlig ile ilgili daha once yiiriitiilmiis galigmalarda Izmir,
Manisa, Samsun, Balikesir ve Usak illerinde (Azeri 1981,
Azeri 1994, Sevik and Arli-Sokmen 2016) bulundugu,
Akdeniz Bolgesinde ise oldukg¢a yaygin oldugu bildirilmistir
(Guldur et al. 1995). TSWV’nin tilkemizdeki domates ekilis
alanlarindaki varligi Sanlurfa (Giildir 1997), Canakkale
(Turhan ve Korkmaz 2006), Hatay (Sertkaya ve Yilmaz
2017) ve Isparta ve Burdur (Culal Kili¢ et al. 2017) illerinde
bildirilmistir. ToRSV ise iilkemizde ilk olarak Izmir ve
Muglada tespit edilmistir (Fidan 1995). Yesil¢ollii et al. (2011)
ToRSV’yi Ege Bolgesindeki ¢ilek alanlarinda yiiriittikleri
slirvey ¢aligmasinda tespit etmislerdir.

Diyarbakir ili ve ilelerindeki domates ekilis alanlarinda
ToMV’nin %53.8 bulagiklik orani ile en yiiksek Ciingiis
ilcesinde oldugu tespit edilirken, PVY %18.8’lik bulagiklik
orantyla en yiiksek Bismil ilgesinde belirlenmistir. Lice, Hazro,
Hani ilcelerinden alinan domates 6rneklerinde ise arastirilan
viriisler tespit edilmemistir. Sur, Kayapinar, Egil ve Dicle

ilcelerinden alinan 6rneklerde ise sadece TOMV saptanmugtir.

Diyarbakir ilinde tespit edilen ToMV’nin DT1, DT2, DT3
ve DT4 izolatlarinin diinyadaki diger izolatlar ile niikleik
asit diizeyinde 9%99.2-99.8 arasinda benzerlik gosterdigi;
PVY’ye ait DP1, DP2, DP3 ve DP4 izolatlarinin ise
diinyadaki diger izolatlar ile %88-99.8 arasinda bir benzerlik
gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4). Pozhylov et al. (2019)
Ukraynada domates alanlarinda tespit ettikleri iki ToMV

Cizelge 4. Diyarbakir ilinde tespit edilen Tomato mosaic virus ve Potato virus Y izolatlarina ait bilgiler

Sira no Yirﬁ.s i.zola.t Tespit edildigi Fragrvnent Diinya .izolatlarl ile Ger? l?ankas1
ismi ismi lokasyon uzunlugu (bp) benzerlik orani (%) erisim no
1 ToMV DT1 Ergani 589 99.82-96.50 MK992250
2 ToMV DT2 Cermik 582 99.85-96.61 MK992251
3 ToMV DT3 Clingiis 584 99.17-94.58 MK992252
4 ToMV DT4 Ergani 582 99.17-94.71 MK992253
5 PVY DP1 Ergani 431 98.83-98.38 MK945664
6 PVY DP2 Clingtis 491 88.07-87.63 MK945665
7 PVY DP3 Ergani 457 98.73-98.22 MK945666
8 PVY DP4 Bismil 477 94.64-94.09 MK945667
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izolat1 ile dinyadaki diger ToMV izolatlar1 arasindaki
sekans benzerliklerinin %96.7-96.1 oraninda olduklarini
belirtmiglerdir. Munoz-Baena et al. (2016) Kolombiyadaki
PVY
diinyadaki diger izolatlar arasindaki benzerlik yiizdesinin

domates alanlarinda tespit ettigi izolatlarinin

%97.5 oldugunu bildirmislerdir.

Diinyada ve iilkemizde domates iretim alanlarinda verim ve
kalite kayiplarina neden olan viriis hastaliklari ile miicadelenin
zamaninda ve uygun bigimde yiriitilmesi gerekmektedir.
ToMVnin domateste verimi %20’ye kadar distrdigi
bildirilmistir (Broadbent 1976). ToMV’nin enfekte olmus
domateslerin yapraklarinda agik ve koyu yesil beneklenme,
geng yaprak ve meyvede deformasyon, bitkilerde ciddi
bodurlasma ve verimde azalmalara yol agtig1 bildirilmistir.
ToMV’nin yaygin olmast, kiiltiirel islemlerle kolayca yayiliyor
olmasi, tohumla taginiyor olmasi ve topraga bulasabilir
olmasindan kaynaklanmaktadir. Viriis tohumla tasindig
igin temiz tohum kullanilmasi ve topraga bulasabilme
ozelliginden dolay1 viriisiin bulundugu alanda konukgusu
olmayan kiiltiir bitkilerine yonelmek gerekmektedir. ToMV’yi
gekirge deneysel olarak tasimasina ragmen bilinen dogal bir
vektorii yoktur (Broadbent 1965a, 1965b, Broadbent and
Fletcher 1966). Domates mozaik viriisii nadiren de olsa
kaskit tirleri ile taginabilmektedir (Schmelzer 1956). Bu
viriisti tagtyan vektorlerin belirlenmesi ve bunun kapsamli bir
¢aligma ile ortaya konulmasi hastalik ile miicadelede 6nem arz
etmektedir. PVY nin tohumla taginmadig1 dikkate alindiginda
viriistin yogun bigimde tagmmasinda en biiyiik faktér yaprak
bitleridir (Fereres and Moreno 2009). Bu nedenle hastalik
etmeni ile miicadelede yaprak bitleri ile miicadele biiyiik
6neme sahiptir. Vektor ve virlisiin konukgusu olabilecek
yabanci otlar ile miicadelenin yapilmasi ve dayanikli gesitlerin
tercih edilmesi PVY'den kaynakli verim ve kalite kayiplarini
azaltacaktir. Molekiiler yontemler kullanilarak Diyarbakur ili
domates ekilis alanlarinda yiiriitiilen bu ¢alisma ile ToMV ve
PVY'nin varlig: ilk defa rapor edilmistir.

TESEKKUR

Bu ¢aligma verilerinin tamami Malatya Turgut Ozal
Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Bitki Koruma
Anabilim Dalr'na sorumlu yazar tarafindan yiiksek lisans tezi
olarak sunulmustur. Bu ¢aligmay1 destekleyen Diyarbakir
Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisit Mudirliigiine ve
Malatya Turgut Ozal Universitesi BAP Birimine (Proje No:
BAP-YL4) tesekkiir ederiz.

OZET

Diyarbakir ili domates iiretim alanlarinda Domates sar1
yaprak kivirciklik virtisti (Tomato yellow leaf curl virus,
TYLCV), Patates Y viriisii (Potato virus Y, PVY), Domates
mozaik viriisit (Tomato mosaic virus, ToMV), Domates
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lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus, TSWV)
ve Domates halkali leke virtisii (Tomato ringspot virus,
ToRSV)niin varliginin molekiiler yontemler ile ortaya
konulmasi amaciyla 2018 yilinda siirvey ¢aligmalar:
yuritilmistir. TYLCV’nin varligini aragtirmak i¢in PCR
yontemi, PVY ve ToMV’nin varligini aragtirmak igin
multipleks RT-PCR yontemi, TSWV ve ToRSV’nin varligini
aragtirmak i¢in ise RT-PCR yontemi kullanilmigtir. Domates
tretim alanlarinda viriis belirtisi gosteren ve gostermeyen
toplam 278 adet bitkiden rastgele yaprak ornekleri
toplanmuistir. Molekiiler yontemler ile testlenen 6rneklerin
56 (%20.1)’sinin en az bir viris tird ile enfekteli oldugu
tespit edilmigtir. Testlenen orneklerin 41'inin (%14.7)
ToMYV, 21’nin (%7.6) PVY ve 6’sinin (%2.2) ise ToMV+PVY

ile kanigtk enfekteli oldugu saptanmisti. Caligma
kapsaminda yiiriitillen molekiiler testler sonucunda,
domates orneklerinde TYLCV, TSWV ve ToRSV

enfeksiyonlar1 saptanmamuigtir. Tespit edilen PVY ve ToMV
izolatlarindan rastgele 4er adet segilerek PVY izolatlarinin
kismi kilif protein genleri, ToMV izolatlarinin kism1 hareket
protein ve kilif protein genleri karakterize edilerek, Gen
Bankasina kayitlar1 yapilmistir. ToMV izolatlar1 diinyadaki
diger izolatlar ile niikleotid diizeyinde %99-100 arasinda
benzerlik gésterirken, PVY izolatlar1 %88-99 arasinda
degisen oranda benzerlik gostermistir. Yiirttiilen bu ¢aliyma
ile ToMV ve PVY Diyarbakur ili domates iiretim alanlarinda
ilk defa rapor edilmistir.

Anahtar kelimeler: domates, virils, multipleks-RT-PCR,
ToMYV, PVY, hareket protein geni, kilif protein geni
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