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OZET

ELMA MOZAIK VIRUS (ApMV)’UNE KARSI RNA PROBU GELISTIREREK
VIRUSUN VAN iLINDE ELMALARDAKI YAYGINLIGININ MOLEKULER
HIiBRIDIiZASYON YONTEMI iLE ARASTIRILMASI

KORKMAZ, Giiliistan
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. H. Murat SIPAHIOGLU
Mart 2015, 51 sayfa

Dogu Anadolu Bolgesi’nin iki 6nemli elma treticisi ilindeki (Malatya ve Van)
elma bahgelerinde ApMV (Apple mosaic virus) infeksiyonlari; molekiiler hibridizasyon
(MH) teknigi ApMV’nin teshisi i¢in optimize edilerek arastirilmistir. ApMV’ nin MH
ile teshisinde en uygun ekstraksiyonu belirlemek igin 3 farkli ekstraksiyon yontemi test
edilmistir. Elma 6rneklerinin RNA ekstraksiyonunda 6n MH testlerinde en iyi sonucu
veren silika yakalama yontemi tercih edilmistir. 2010 yilinda Van ilindeki ticari elma
bahgelerinde yapilan survey ile 440 elma 6rnegi toplanmis, MH yontemi ile test edilen
numunelerin  higbirinde ApMV infeksiyonuna rastlanmamistir. MH testlerinde
kullanilan RNA ekstraktlarinin  %5’i RT-PCR yontemi ile testlenmis Orneklerin
hi¢birinde ApMV infeksiyonuna rastlanmamigtir. Malatya ilinden 2011 yilinda 41 elma
numunesi toplanarak RT-PCR yontemi ile testlenmis ve orneklerden dérdiiniin ApMV
ile infekteli oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen iki ApMV izolatinin (ApMV-M ve
ApMV-G) kilif protein (CP) genlerinin tamami klonlanmis, niikleotid ve amino asit
dizileri (Gen bankas1 erisim numarasi: JX155668 ve JX155669) saptanarak, 224 amino
asit rezidiisii icerdikleri tespit edilmistir. Niikleik asit dizilerine dayali olan filogenetik
agac neighbor-joining ve unweighted pair-group mean arithmetic (UPGMA) metodlari
kullanilarak 100 tekerriirlii olarak olusturulmus, karsilastirildiklar1 21 diinya izolat: ile

sirasiyla 88 ile 99% ve 91 ile 99% arasinda degisen bir varyasyon gostermislerdir.

Anahtar kelimeler: ApMV, Molekiiler hibridizasyon, Survey, Karakterizasyon






ABSTRACT

DEVELOPMENT OF RIBOPROBE AGAINST APPLE MOSAIC VIRUS
(ApMV) AND INVESTIGATION OF ITS INCIDENCE IN APPLES GROWN IN
VAN PROVINCE BY USING DOT BLOT HYBRIDIZATION METHOD

KORKMAZ, Giiliistan
M.Sc, Plant Protection Science
Supervisor: Prof. Dr. H. Murat SIPAHIOGLU
March 2015, 51 Pages

The apple orchards of two main apple growing cities (Van and Malatya) of
Eastern Anatolia were surveyed to determine the incidence of ApMV (Apple mosaic
virus, ApMV) infections by molecular hybridization (MH) ofter optimizing the
technique for the diagnosis of ApMV. In order to determine the most suitable RNA
extraction method for MH test, three different RNA preparation procedures were tested.
The best result in MH was obtained with silica capture method which was preferred to
extract plant total RNA. During the surveys a total of 440 apple samples were collected
from commercial apple orchards in Van province in 2010. The 5% of RNA preparations
were used in RT-PCR tests. None of the tested samples were infected by ApMV. In
Malatya province a total of 41 apple samples were collected in 2011 and tested by RT-
PCR method. A total of 4 samples were found infected by ApMV. The coat protein
(CP) genes of two viral isolates selected from Malatya (ApMV-G and ApMV-M) were
cloned and their complete nucleotide sequences and deduced amino acids (Genbank
access. no JX155668 and JX155669) were determined. Both isolates contained 224
amino acid residues. Phylogenetic trees based on nucleic acid sequences were
constructed by the neighbor-joining and the unweighted pair-group mean arithmetic
(UPGMA) methods with 100 bootstrap replicates and the CP sequence of varied among
the 21 isolates, with overall identity ranging from 88 to 99% to 91-99% at the
nucleotide level, respectively.

Key words: ApMV, Molecular hybridization, Survey, Characterization






ON SOZ

Elma (Malus communis L.), iilkemizde uzun yillardan beri yetistiriciligi yapilan,
tiretim ve alan bakimindan 6teki 1liman iklim meyvelerinin basinda gelen bir meyve
tiiriidiir (Anonim, 2001). Elma yetistiriciligini sinirlayan hastalik etmenleri arasinda yer
alan 6nemli viriis hastaliklarindan birisi de elma mozaik viriisii (Apple mosaic virus:
ApMV)’diir. Viral hastalik etmenleri ile miicadele stratejilerinin dogru belirlenmesinde,
hastaligin yayginliginin hassas teshis yontemleri ile ortaya konmasi biiyiik 6nem arz
etmektedir. ApMV’liniin ilimizdeki cografik yayilimi, ekonomik &nemi ve yayilma
sekli hakkinda detayli bilgiler bulunmamaktadir. Bu ¢alismada ApMV’ye karsi RNA
probu gelistirerek viriisiin Van ve Malatya illerinde elmalardaki yayginliginin molekiiler
hibridizasyon yontemi ile arastirilmasi ile Malatya’da tespit edilen ApMV izolatlarinin
molekiiler karekterizasyonlarinin  yapilmast amaglanmistir.  Ayrica ApMV’nin
teshisinde 3 farkli ekstraksiyorn yontemi ile 6n ¢alisma yapilarak en iyi sonucu veren
ekstarksiyon yontemi ile molekiiler hibridizasyon c¢alismalarinin = siirdiiriilmesi
amaglanmistir. Calisma ile ekstraksiyon yontemlerinden birinin digerlerinden daha iyi
sonu¢ vermesi ApMV’nin teshisinde daha sonra yapilacak arastirmalara 151k tutarak
katkida bulunacaktir. Van ve ¢evresinde elma yetistiriciligi yapilan alanlarda bu virtisiin
varligina rastlanilmamasi bolgenin ApMV’den ari oldugunu gostererek yapilacak olan
tarimsal tiretim ¢aligmalarina ve bilimsel ¢alismalara yol gosterebilecegi kanaatindeyim.

Yiiriittiiglim calismalar1 sabir ve anlayisla yonlendiren, bilgisi, onerileri ve her
tirlii yardimiyla arastirmalarima katkida bulunan ve destekleyen danisman hocam Sayin
Prof. Dr. H. Murat SIPAHIOGLU’na, ¢alismam esnasinda her tiirlii yardim ve destegini
gordiigim Yard. Do¢. Dr. Mustafa USTA’ya, beni destekleyen aileme sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim. Bu ¢alismanin yiiriitiilmesi i¢in; 2009-FBE-YLO019 nolu proje
ile gerekli finansal destegi saglayan Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Bagkanligina tesekkiir ederim.

Van, 2015 Gilustan KORKMAZ
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1. GIRIS

Elma (Malus communis L.), iilkemizde uzun yillardan beri yetistiriciligi yapilan,
tiretim ve alan bakimindan 6teki 1liman iklim meyvelerinin basinda gelen bir meyve
tiridiir. FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations: Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii) 2012 yil1 verilerine gore iilkemizde yillik elma iiretimi
yaklasik 2.89 milyon tondur. Elmanin gen merkezlerinden biri olan Tiirkiye; tiretim
acisindan Cin (37 milyon ton) ve ABD (4.11 milyon ton) ’den sonra Diinya’da ligiincii
sirada yer almakta ve 76 milyon ton olan Diinya elma iiretiminin yaklasik % 4’iinii
karsilamaktadir (Anonim, 2012). Van Gida Tartm ve Hayvanciik i1 Miidiirliigii
verilerine gore Van ilinde en ¢ok yetistiriciligi yapilan meyve tiirii elmadir.

Elma yetistiriciligini sinirlayan bir¢ok viral hastalik etmeni bulunmaktadir. Bu
viriis hastaliklarindan en 6nemlilerinden olan ApMV ilk defa 19. ylizyilin baslarinda
belirlenmis; bunu takiben bugiin elma yetistiriciligi yapilan bircok {ilkede tespit
edilmistir (Howell ve ark., 1991). Cok genis bir konuk¢u dizisine sahip olan ApMV 19
familyadan 65 bitki tiirinii hastalandirmaktadir (Zeki, 1991). Bu denli genis konukgu
dizisine sahip olan ApMV Tiirkiye’de i¢ karantinaya tabi hastaliklar arasinda da yer
almaktadir (Anonim, 2007). ApMV belirtileri, virlis ki viriilensi, bitki tiirti, ¢evre
sartlarina gore ve yildan yila degismekle beraber, yapraklarda agik sar1 kenarlar
belirgin lekeler ve mozaiklenme, yaprak damarlarinda renk agilmasi goriiliir. Bu lekeler
hassas cesitlerde biitiin yapraklarda, tolerant c¢esitlerde ise birka¢ yaprakta goriiliir.
Ilerleyen zamanlarda bu lekeler kahverengine déner ve hassas cesitlerde olgun yapraklar
dokiiliir.

Viral hastalik etmenlerinin ve yaygmligmin hassas teshis yontemleri ile ortaya
konmasi, iiretim alanlarinda uygun miicadele stratejilerinin planlanmast i¢in oldukca
onemlidir. Molekiiler hibridizasyon teknigi bitki virolojisinde ilk olarak viroidlerin
teshisinde kullanilmis (Owens ve Diener, 1981) daha sonralar1 yine teshis amacl bitki
viriislerine uyarlanmistir (Garger ve ark., 1983, Maule ve ark., 1983). Molekiiler
hibridizasyon testinin temeli piirin ve pirimidin bazlarminin A-T ve G-C seklinde
bazlarin esleserek niikleik asitlerin hibrid molekiiller olusmasi esasina dayanmaktadir.

Hedef niikleik asit ile birlesen niikleik asit genellikle isaretlidir ve prob olarak



isimlendirilmektedir. Olusan hibrit molekiillerin stabilitesi iki iplik arasindaki hidrojen
baglarinin sayist ile bu molekiiller arasindaki elektrostatik ve hidrofobik giiglerin
varligina baghdir (Pallas ve ark., 1998).

Dot blot, Southern blot, Northern blot ve in situ hibridizasyon yontemlerinden
olusan bu teknik igerisinde en yaygin olan dot-blot hibridizasyon teknigidir. Bu tez
caligmasinda da kullanilan Dot Blot yonteminde niikleik asit ekstraksiyonu nitroseliilaz
veya naylon membran gibi kati bir destege direkt uygulanir ve sonradan eklenen
spesifik problar ile teshis yapilir (Pallas ve ark., 2003).

ApMV’nin Van ilindeki ticari yetistiricilik alanlarinda infeksiyon durumu,
yayllma sekli ve ekonomik Onemi hakkinda detayli bilgiler mevcut degildir. Bu
caligmada virlisin Van ve Malatya illerinde ticari alanlarda yetistirilen elmalardaki
yaygmlhiginin ApMV’ye spesifik RNA probu olusturarak molekiiler hibridizasyon
yontemi ile arastirilmasi amaglanarak, ApMV’nin teshisinde 3 farkli ekstraksiyon
yontemi ile On calisma yapilarak en iyi sonucu veren ekstraksiyon yontemi ile
molekiiler hibridizasyon caligmalarinin siirdiiriilmesi hedeflenmistir. Ayrica ¢aligmalar
esnasinda  Malatya ilinde teshis edilen ApMV izolatlarmin  molekiiler
karekterizasyonlarmin ortaya konmasi amaglanmistir. Calisma ile arastirilan
ekstraksiyon yontemlerinden birinin digerlerinden daha iyi sonu¢ vermesi, ApMV nin
teshisinde daha sonra yapilacak arastirmalara 151k tutarak katkida bulunacaktir. Malatya
ilinde tespit edilen 2 ApMV izolatinin karekterizasyonunun belirlenmesi ve diger
izolatlarla karsilagtirilmasiyla diinyanin diger bolgelerinde tespit edilmis olan
ApMV’leri ile akrabalik iligkisi ortaya konmustur. Van ve gevresinde ticari elma
yetistiriciligi yapilan alanlarda ApMV etmenine rastlanilmamasi ile bdlgenin viriisten
ari oldugu ortaya konuldugu bu ¢aligma ile yapilacak olan tarimsal iiretim ¢aligmalarina

katkida bulunabilecegi ve bilimsel aragtirmalara 151k tutabilecegi dngoriilmektedir.



2. KAYNAK BILDIiRISLERI

Elma (Malus communis L.), ilkemizde uzun yillardan beri yetistiriciligi yapilan,
tiretim ve alan bakimindan 6teki 1liman iklim meyvelerinin basinda gelen bir meyve
tirtidiir. FAO 2012 verilerine gore lilkemizde yillik elma iiretimi yaklagik 2.89 milyon
tondur. Elmanin gen merkezlerinden biri olan Tiirkiye, iiretim agisindan Cin (37 milyon
ton) ve ABD (4.11 milyon ton)’den sonra Diinya’da tiglincii sirada yer almakta ve
Diinya elma {iretiminin yaklasik % 4’{inii karsilamaktadir (Anonim, 2012).

Elma yetistiriciligini sinirlayan hastalik etmenleri arasinda en Onemli virlis
hastaliklarmdan birisi ApMV’dir. ilk defa 19. yiizyilin baslarinda belirlenen ApMV,
bunu takiben bugiin elma yetistiriciligi yapilan bircok iilkede tespit edilmistir. ApMV,
Bromoviridae familyasi igerisinde llarvirus cinsine iiye olup 3 parcali ssSRNA genomlart
izometrik olan bir viriistiir (Bradford ve Joly, 1933). ApMV yaklasik 25-29 nm
capindadir (Howell ve ark., 1991).

Oldukca genis bir konuk¢u dizisine sahip olan elma mozaik viriisii 19 familyadan
65 bitki tlirlinii hastalandirmaktadir (Zeki, 1991). Bu denli genis bir konuk¢u dizisine
sahip olan ApMV Tiirkiye’de i¢ karantinaya tabi hastaliklar arasinda da yer almaktadir
(Anonim, 2007). Virlis odunsu bitkilerden bogiirtlen, ahududu, elma, kayisi, kiraz,
badem, erik ve seftali, findik, giil ve serbet¢i otunda belirlenmistir. Ayrica, ApMV’nin
disbudak, hug agaci, atkestanesi ve kirmiz1 atkestanesinde de varlig1 saptanmistir (Polak
ve Zieglerova, 1997).

Viral hastalik etmeni olarak ApMV ilk olarak giil (Rosa spp.) ve (Malus
domestica) bitkilerinde (Bradford ve Joley 1933) bildirilmistir. Diinya’da ApMV
elmada ilk olarak Granny Smith ¢esidinde belirlenmis ve bu ¢esitle birlikte yayilmistir.
Bunun nedeni Granny Smith c¢esidinin virlisiin simptomsuz tasiyicist olmasidir
(Anonim, 2001).

ApMV’nin tohum ve vektorle tasindigina iliskin bir kayit bulunmamaktadir (Zeki,
1991). Buna kars1 viriisiin as1 ve polen ile taginabilen ancak mekanik olarak zor tasinan
bir viriis oldugu bildirilmistir (Zeki, 1991; Petrzik ve Lenz, 2002; Anonim, 2003).

Elmada mozaik viriis hastaligi, agacin gelismesini % 20 geriletmekte, meyve

verimini de % 30 diisirmektedir (Meijneke ve ark., 1963, Bauman, 1972). Ticari olarak



yetistirilen elma varyetelerinin ¢ogu ApMV nin konukc¢usudur (Yilmaz ve ark., 1995).
ApMYV belirtileri, bitki tiirii, viriis irk1 ve virlilensi, ¢evre sartlarina gore ve yildan yila
degismekle beraber, tipik simptomlar1 yapraklarda sarimsi- beyaz renklenmeler, halkali
lekeler ve damar bantlagmas1 seklindedir. Kuvvetli giines 1s1ginda yapraklarda nekrozlar
olusmakta ve erken dokiime rastlanmaktadir. Hastalik yapraklarda kiigiik sar1 noktalar
halinde de kendini gosterebilmektedir. Belirtiler genellikle yazin erken donemde
goriilmekte olup sicakligin yiikselmesiyle maskelenebilmektedir. Apple chlorotic leaf
spot virus, Apple stem pitting virus ve Apple stem grooving virus yumusak ¢ekirdekli
meyve tiirlerinde ApMV’de oldugu gibi belirgin simptom olusturmazlar (Mink, 1989;
Desvignes, 1999).

Choi ve ark. (2003), RT-PCR teknigi ile ApMV izolatina ait CP (kilif protein)
geni bolgesini  ¢ogaltmis ve plazmide aktarilarak klonlamiglardir. Klonlanan
rekombinant plazmidin kilif protein dizilimini belirlemislerdir. Buna gére ApMV K
izolatinin klif protein geni bolgesinin 218 aminoasit icerdigi ve bu izolatin diger ApMV
izolatlarin klif protein gen bodlgesinin aminoasit uzunlugundan 3-5 aminoasit daha kisa
oldugu sonucuna varmisglardir.

Petrzik ve Lenz (2002), yirtttikleri bir calijmada RT-PCR yontemi ile
testledikleri Ispanya’daki 320 findik agacindan 311 tanesinde, Almanya’daki 1045 hus
agacindan 4’tinde, Cek Cunhuriyetin’deki 44 atkestanesi agacindan 3’linde, ApMV
tespit etmislerdir. Ayrica bu aragtirmada ApMV viriisii’'niin Prunus necrotic ringspot
viriis (PNRSV) ve Prune dwarf virus (PDV) ile karisik infeksiyon halinde bulundugunu
fakat ApMV yogunlugunun daha diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Buzkan ve ark., (2006) yaptiklar1 arastirmada Kahramanmaras Sert Kabuklu
Meyveler Aragtirma Merkezinin kayis1 parselinde viriis hastaliklarini teshis ve kontrolii
amach yirittiikleri arastirmada 183 agagtan aldiklar1 yaprak orneklerini testlemisler ve
% 1.63 oraninda ApMV infeksiyonu tespit etmislerdir. Ayrica ApMV’nin kayisi
agaclarinda neden oldugu simptomlarin yapraklarda u¢ kisimlardan baglayip geriye
dogru ilerleyen genel sarilik seklinde oldugunu bildirmislerdir.

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde erik ve kayist agaclari {izerinde yiiriitiillen bir
calismada PNRSV ve PDV’nin tek tek veya karisik infeksiyonlari tespit edilmis, ancak
ApMYV infeksiyonuna rastlanilmamistir (Caglayan-Yildizgordii ve Cali., 1994).



Van ve civarinda yetistiriciligi yapilan sert ¢ekirdekli meyvelerde sorun olan viral
ve fungal hastaliklar tespit etmek amaciyla Sipahioglu ve ark. (2003), Prunus Necrotic
Ringspot (Erik Nekrotik Halkali Leke, PNRSV), Apple Chlorotic Leaf Spot (Elma
Klorotik Yaprak Leke, ACLSV), ApMV, Prune Dwarf (Erik Ciicelik, PDV) ve Plum
Pox (Erik Sarka, PPV) virlislerinin tespiti i¢in bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢alismada
ELISA ile testledikleri 306 agacin 154’iinii kayisi, 45’ini kiraz, 23’{inli seftali, 41’ini
erik ve 32’sini visne olusturmustur. Testlenen Orneklerde PDV ve ACLSV
infeksiyonlar1 tespit edilmistir. Calismada PDV’nin neden oldugu infeksiyon orani;
kayisida %0.6, kirazda %?7.1 ve vigsnede ise %31.2 olarak belirlenmistir. ACLSV
infeksiyonuna sadece seftalilerde %39.1 oraninda rastlanilmistir. Kayisi, erik, visne,
kiraz ve seftali Orneklerinin higbirinde PNRSV, PPV ve ApMV infeksiyonlarina
rastlanmamuistir.

Caglayan ve ark. (2005), Tirkiye’de elma yetistiriciliginin yogun olarak
yapildig1 Ankara, Bursa, Adana, Osmaniye, i¢cel, Amasya illerinde vyiiriitiilen survey
calismasinda 20 ayr1 meyve bahgesinden 1000’den fazla agagtan topladiklari
numunelerde dort elma viriisiinii ELISA ve RT-PCR yontemiyle arastirmiglardir.
Survey sirasinda az sayida mozaik simptomu gozlemlenmis uygulanan teshis teknikleri
sonucunda ticari meyve bahgelerinden toplanan 80 numunenin %210’unda rastgele
meyve bahgesinden toplanan 94 numunenin %6.38’inde ApMV tespit etmislerdir.

Uzunogullart ve ilbagi (2009), yaptiklari bir ¢alismada Giineydogu Marmara
Bolgesi’nde yumusak cekirdekli meyve iiretimi yapilan Bursa, Kocaeli, Sakarya ve
Yalova illeri ile bu 4 ile bagl 11 ilgedeki 170 bahg¢eden Applemosaic virus (ApMV)’nu
saptamak amaciyla yaprak ornekleri toplamiglardir. Yapilan surveylerde 164 elma, 103
armut, 104 ayva agacindan toplanan 371 yaprak Ornegine yapilan das-elisa testi
sonucunda 11 farkli elma ¢esidinin %15.8, 12 farkli armut ¢esidinin %24.7 farkli ayva
cesidinin ise %21 oraninda ApMV ile enfekteli oldugunu bildirmislerdir. Viris ile
enfekteli oldugu saptanan en 6nemli g¢esidin elmada; Starking Delicious ve Golden
Delicious, armutta Santa Maria, Ak¢a ve Deveci, ayvada ise Esme ¢esidi oldugunu
bildirmislerdir.

Kutluk-Yilmaz ve ark. (2005), Tokat ili elma bahgelerinde ApMV’nin yayilisini
belirlemek amaciyla yaptiklar ¢alismada 116 adet bitki yaprak 6rnegi toplamislar ve
das-elisa yontemi ile testleyerek, %6.9’nun ApMV ile bulasik oldugunu bildirmislerdir.



Virlise bolgede sadece Tokat Merkez (%15.09)’e bagli Fidanlik ve Geyraz
mevkilerindeki iki bahgede rastlamislar ve hastaligin belirlendigi ¢esidi ise Granny
Smith olarak bildirmislerdir.

Molekiiler hibridizasyon teknigi bitki virolojisinde ilk olarak viroidlerin
teshisinde kullanilmis (Owens ve Diener, 1981) daha sonralar1 yine teshis amacli bitki
viriislerine uyarlanmistir (Garger ve ark., 1983; Maule ve ark., 1983). Molekiiler
hibridazasyon testinin temeli piirin ve pirimidin bazlarminin A-T ve G-C seklinde
bazlarin esleserek niikleik asitlerin hibrid molekiiller olusmasi esasina dayanmaktadir.
Hedef niikleik asit ile birlesen niikleik asit genellikle isaretlidir ve prob olarak
isimlendirilmektedir. Olusan hibrit molekiillerin stabilitesi iki iplik arasindaki hidrojen
baglarinin sayist ile bu molekiiller arasindaki elektrostatik ve hidrofobik giiglerin
varligina baglhdir (Pallas ve ark., 1998).

Dot blot, Southern blot, Northern blot ve in situ hibridizasyon yontemlerinden
olusan bu teknik igerisinde en yaygin olan dot-blot hibridizasyon teknigidir. Bu
yontemde niikleik asit ekstraksiyonu nitroseliilaz veya naylon membran gibi kat1 bir

destege direkt uygulanir ve sonradan eklenen spesifik problar ile teshis yapilir (Pallas ve

ark., 2003).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan viriis izolati

Malatya ilinde 2007 yilinda yapilan calismalar sirasinda siipheli goriilerek,
laboratuarda RT-PCR testi ile ApMV etmeni ile infekteli oldugu tespit edilen elma
bitkisinden alinmis olan as1 gozlerinin Yiiziincii Y1l Universitesi Bitki Koruma Béliimii
uygulama ve arastirma arazisindeki Golden Delicious ¢esidi elmaya asilanmak suretiyle
koruma altina alinan ApMV Malatya izolat1 pozitif kaynak olarak kullanilmustir.

ApMV-Malatya izolatina ait Coat Protein (CP) gen bolgesi kendi dizayn
ettigimiz primer kullanilarak RT-PCR testi ile ¢ogaltilmistir ve uygun bir vektorde
klonlanmigtir. Klonlanan bu gen bolgesi ile riboprob sentezlenerek molekiiler
hibridizasyon testlerinde kullanilmistir. ApMV Malatya 6rneklerinden rastgele iki tanesi
secilerek Kilif protein gen bolgelerinin tamami klonlanmistir. Klonlanan bu bolgeler

dizilenerek filogenetik analizleri yapilmistir.

3.1.2. Survey calismalar ve total niikleik asit ekstraksiyonu

Yapilan survey c¢alismalarinda 2010 yilinda Van ili Merkez, Edremit, Gevas,
Muradiye ve Ercis ilgesinde toplam 440 6rnege ApMV etmenine karsi hibridizasyon
testi yapilmustir. Survey calismalarinda belirti gosteren ve gdstermeyen agaglardan
bahceyi temsil edecek sekilde rastgele orneklemeler yapilmistir. Malatya ilinden 41
elma numunesi toplanmaistir.

Hibridizasyon testlerinde kullanilmak iizere Total niikleik asit (TNA) izolasyon
caligmalarinda toplanan bitki yaprak 6rneklerinden elde edilen ekstraktlar kullanilmistir.
Elde edilen TNA’lar —20 °C’de derin dondurucuda saklanmistir. TNA izolasyon
caligmalar sirasinda kullanilan kimyasallar ve tampon ¢ozeltilerin hazirlanisi Ek 17 de

verilmistir.



3.1.3. Komplemanter DNA (cDNA) sentezi

Komplemanter DNA (cDNA) sentezi saglamak i¢in Fermantas (Vilnius,
LITHUANIA) firmasindan temin edilen CDNA sentez kiti kullanilmistir. Firmanin
onerdigi prosediire gore cDNA sentezi yapilmistir. Uygun tasinma kosullari ile temin

edilen kit tiim ¢alisma siiresince —20 °C’de derin dondurucuda saklanmuistir.

3.1.4. Polimeraz zincir reaksiyon (PCR) calismalari

ApMV viriisiine spesifik bu ¢alisma ile dizayn edilen (CP gen bolgesi) primer
seti lontek A.S. (Merter, ISTANBUL) firmasina sentez ettirilmistir. TNA ekstraksiyonu
sonucunda elde edilen hedef niikleik asitlerin ¢ogaltilmasi i¢in gerekli olan 10 mM
dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1siya dayanikli Tag DNA polimeraz enzimi, 10X
PCR tamponu, 256mM MgCl, Promega (Madison WI, USA) ve Fermantas (Vilnius,
LITHUANIA) firmalarindan temin edilmistir. Niikleik asitler Eppondorf Master Cycler

Personal marka PCR cihazi ile ¢cogaltilmistir.

3.1.5. Agaroz jel elektroforez ve jelin goriintiilenmesi calismalar:

PCR ile ¢ogaltilan viriis izolatinin CP gen bolgesine ait DNA iiriinleri, agaroz jel
elektroforezde materyal olarak kullanilmistir. Agaroz jel elektroforez isleminde, BIO-
RAD firmasina ait Elektroforez aparatlar1 (Mini wide sub cell GT) kullanilmistir.
Elektroforez edilen DNA fiiriinleri Syngene (Synoptipcs Ltd. Cambridge, GB) marka jel

gorlintiileme analiz sistemi ile goriintiilenmistir.

3.1.6. Klonlama calismalari

Transformasyonda Escherichia coli (JM 109 ki) bakterisi, Purifikasyonda
ZymoClean Gel DNA Recovering Kkit, dATP eklenmis DNA fragmentlerinin
temizlenmesinde ZymoClean DNA Concentration kit, ligasyon igleminde Promega
firmasindan temin edilen pGEM T-Easy Vector kiti, Plazmidlerin purifikasyon

isleminde ise Fermantas GeneJET Plasmid Mini Prep kit kullanilmistir.



3.1.7. Riboprob (digoxigenin ile isaretli RNA probu) sentezi caliymalari

Klonlama sonrasinda rekombinant plazmidler SP6 promoter bdlgesinden
linearize edilmistir. Linearize edilen plazmid+DNA’dan Roche firmasindan temin
edilen Dig-Labeling kit kullanilarak digoxigenin ile isaretli riboprob sentezi firmanin
bidirdigi sekilde gerceklestirilmistir. Riboprob sentezi ¢calismasinda kitle beraber verilen
plazmid+DNA kontrolii de kullanilmistir. Transkripsiyon sonrasinda ApMV’iine kars1
spesifik riboproblar (Digoxigenin ile isaretli RNA probu) elde edilmistir.

3.1.8. Molekiiler hibridizasyon ¢calismalari

Survey calismalarinda toplanan orneklerden ekstrakte edilen RNA dot blot
aparat1 ile pozitif yiiklii naylon membranlara denatiire edilerek islenmistir. Membran
daha sonra 5 dk siire ile crosslinker cihazinda UV’ye maruz birakilmistir. UV
uygulamasi ile niikleik asitlerin membrana tutunmalar1 saglanmistir. Membran steril bir
mesh ile beraber rulo yapilarak hibridizasyon sisesine yerlestirilmis ve Riboprob

uygulamast sonrast 56 °C’de Thermo marka hibridizasyon firminda inkiibe edilmistir.

3.1.9. Kimyasal 1s1ma ¢alismalar

Riboprob uygulamasindan sonra problar iizerinde bulunun digoxigenini
yakalamasi i¢in membranlara Anti-Dig-AP antikor uygulanmig, Thermo marka
hibridizasyon firininda doner vaziyette inkiibe edilmistir. Bu asamadan sonra CSPD
(Disodium 3-(4 methoxyspiro {1,2-dioxtane 3,2’-(5 chloro)tricyclo[3.3.1.1%*"]decan}4-
yl) phenyl phosphate) substrati uygulamasi gercgeklestirilmis ve kimyasal 1simanin
(chemilluminescense) olmasi saglanmistir. Isiga duyarli Kodak marka rontgen filmi
karanlik bir odada membran tizerine kapatilarak Exposure Casette’e yerlestirilmis ve 10
dk stire ile bu sekilde inkiibe edilmistir. Daha sonra film yine karanlik odaya alinarak
once gelistirme (developing) solusyonunda (KODAK) 1-2 dk daha sonra sabitleme
(fixing) soliisyonunda (KODAK) 1-2 dk bekletilmek suretiyle banyo edilmis ve ¢cesme

suyuyla yikandiktan sonra incelenerek resimlenmistir.
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3.1.10. Biyoinformatik yontemler ile dizi analizi ve filogenetik analiz

ApMV Malatya orneklerinden iki tanesinin kilif protein bolgesinin (tamami)
molekiiler klonlamas1 sonucunda elde edilen fragmentlerin DNA dizilemeleri lontek
A.S. (Merter, ISTANBUL) yaptirildiktan sonra filogenetik analizleri Geneious ve
Vector NTI programlar1 yardimi ile gergeklestirilmistir

3.2. Yontem

3.2.1. Malatya ApMV izolatina spesifik primerlerin dizaym

ApMV’nin CP gen bolgesine, gen bankasinda yer alan genom bilgilerinden
yararlanarak Vector NTI programi ile spesifik primer dizayn edilmistir (Cizelge 3.1.).
Dizayn edilen primer ile ApMV Malatya izolatinin CP gen bolgesi RT-PCR yontemi ile
cogaltilmis ve ardindan klonlama c¢aligmas1 yapilmistir. Klonlama c¢alismasindan sonra
elde edilen DNA segmentleri ile riboprob sentezlenerek molekiiler hibridizasyon

caligmalarinda kullanilmistir.

Cizelge 3.1. ApMV viriisiinii RT-PCR testi ile tespit etmek i¢in dizayn edilen primer
dizisine ait bilgiler

Cogaltilan alanin

Bolge Primer dizisi azunlugu (pb)

Kiif  CPsense 5’-GTCAAGCGAACCCGAATAAG-3’
Protein  Cpantisense 5>~ ACCAACCCAATCCATCCA-3’ 289

3.2.2. Total niikleik asit ekstraksiyonu ¢calismalari

Y.Y.U. Bitki Koruma Béliimii uygulama ve arastirma arazisindeki ApMV ile
infekteli olan bitkinin tomurcuk ve kabuk dokular1 6ncelikle 3 farkli metod ile ekstrakte
edilmistir. Farkli metodlarla ekstraksiyon yapildiktan sonra hibridizasyon testine tabi
tutulmustur. Survey alanlarindan toplanan 6rnekleri dot blot molekiiler hibridizasyon

testi ile arastirmada en iyi sonucu verecek metodun belirlenmesi amaglanmistir.
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3.2.2.1. Sitrat tamponu, Qiagen RNA ekstraksiyon Kkiti ve silika yontemi

Y.Y.U. Bitki Koruma Boliimii uygulama arazisindeki ApMV ile infekteli
bitkinin kabuk ve tomurcuk dokular1 Sipahioglu ve ark. (2007)’nin bildirdigi sitrat
tamponu yontemine gore total niikleik asitler izole edilmistir.

Qiagen kitiyle ApMV ile infekteli bitki kabuk ve tomurcuk dokular1 kullanilarak
total RNA izolasyonu ilgili firmanin bildirdigi prosediire gére kullanilarak total niikeik
asit ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.

Silika yontemi ile RNA total RNA ekstraksiyonu ise Foissac ve ark, (2001)’in
bildirdigi yonteme gore yapilmistir. Buna gore 100 mg tomurcuk veya kabuk dokusu 1
ml ekstraksiyon tamponu (grinding buffer-Ek1) ile steril havan veya plastik torba
igersinde ezilerek homojenize hale getirilmistir. Homojenize edilen ekstrakttan 500 pl
hacimde alinip ve tizerine 100 ul 10% Sodium lauryl sarcosyl soliisyonu ilave edilip
tiipler ara sira sallanmak kaydi ile 10 dakika siireyle 70°C de inkube edilmis ve daha
sonra 5 dakika silireyle buza daldirilmistir. Tiipler 10 dakika 14.000 rpm’de santrifiij
edildikten sonra tstteki sivinin 300 ul’si bos steril eppendorf tiiplerine transfer edilmis
ve igerisine 150 pl ethanol, 25 ul resuspanse silica (Ek1) ve 300ul 6M sodium iodide
(EK1) ilave edilmistir. Karisim, oda sicakliginda sallayici (shaker) iizerinde 10 dakika
inkube edilmistir. Tiipler 6000 rpm de 1 dakika santrifiij edildikten sonra iistteki sivi
(supernatant) atilmig ve 500ul yikama tamponu (washing buffer-Ek1) ile olusan
pelletler yikanmis ve 6.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra tekrar eppendorf
tiiplerindeki pelletler 500ul yikama tamponu (washing buffer-EK1) ile yikanmiglardir.
Elde edilen pelletler, 150 ul RNase-free su ile ¢ozdiiriildiikten sonra ve 4 dakika 70°C
de benmaride inkiibe edilmislerdir. Tipler 3 dakika 14.000 rpm de santrifiij edildikten
sonra, supernatant yeni hazirlanan ependorf tiiplerine transfer edilmis ve pelletler
atilmistir. Boylece elde edilen total niikleik asit ekstrakti complenmenter DNA elde

edilmeye ve molekiiler hibridizasyon testine hazirlanmistir.

3.2.3. Komplementer DNA sentezi ve PCR testinin uygulanmasi

Komplemanter DNA (cDNA) sentezi, Reverse Transcriptase enzimi kullanarak

gerceklestirilmistir. Buna gore niikleaz-free mikrofuj tiip igersine 1pl 2 pmol/ul spesifik



12

primer (Cizelge 1), 2ul total RNA, 1ul 10mM dNTP karisimi eklenmistir. RNAase free
su ile 12ul’ye tamamlanmis olan karisim kopiirtmeden vortekslenmis ve tiipiin
cidarlarindaki damlalar tiipiin dibine indirmek i¢in 4-5 bin rpm’de kisa bir doni
yaptlmistir. Karisim 5 dakika 65 °C de kuru blok isiticida inkiibe edildikten hemen
sonra buza daldirmak suretiyle hizla sogutulmustur. Daha sonra buz tizerinde 4 ul 5x
First Strand Buffer, 2ul 0.1M DTT ve 1ul RNAse inhibitorii eklenmistir. Tiipler
vortekslendikten sonra 2 dakika 42 °C de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben
tiplere 1ul reverse transcriptase enzimi eklenereck 42 °C de 50 dakika inkiibe etmek
suretiyle transkripsiyon gerceklestirilmistir. RT’yi inaktive etmek icin inkiibasyon
sonrast tiipler 15 dakika siireyle 70 °C sicaklikta benmaride bekletilmislerdir.
Transkripsiyon sonrasi ortamdaki RNA’larin eleminasyonu igin 1ul (2 unite) E.coli
RNAase’in eklenecegi tiipler 20 dakika 37 °C de inkube edilmislerdir. PCR i¢in hazir
olan cDNA’lar PCR islemi yapilincaya kadar —20 °C de saklanmislardir.

ApMV’nin PCR ile teshisinde steril bir tiip icerisine 5 ul 10X PCR Buffer’s
(200mM) Tris —HCI (pH 8.4), 500 mM KCI), 3 ul 256mM MgCl,, 1ul spesifik primer
(Cizelge 3.1.) (10uM), 0.4 pl Tag DNA polimeraz enzimi (5U/ul), 2ul cDNA, 36.6ul
RNAse free su konulmustur. Tipler kopiirtiilmeden dikkatlice karistirildiktan sonra
PCR cihazina yerlestirilmigler ve PCR cihazi Petrzik, (2005)’in bildirdigi sicaklik
araliklarina programlanarak calistirilmistir. PCR sonrasi elde edilen iirlinler elektroforez

edilinceye kadar -20 °C’de saklanmiglardir.

3.2.4. Elektroforez analizi ve agaroz jelin goriintiilenmesi

PCR sonrasi elde edilen tirtinleri %1.5’1ik agaroz jelde elektroforez yapilmistir.
Bunun i¢in bir buguk gram agaroz, 100 ml 1X TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu
icersinde mikrodalga firinda, 2-3 dakika eriyinceye kadar 1sitilmistir. Hazirlanan agaroz
50 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra kabarcik olusturmayacak sekilde jel tepsisine
dokiilmistiir. Jelin donmas i¢in oda sicakliginda 30 dakika beklenmistir. Katilagan jel,
tepsisi ile birlikte tankin igine yerlestirilmis ve 1X kuvvetindeki TAE tamponu jeli
kapatacak kadar dokiilmiis ve jel lizerindeki tarak ¢ikarilmistir. Jel cukurlarinin ilk veya
son ¢ukuruna, 2 pl DNA markir1 3ul 6X yiikleme tamponu ve 3ul RNase ari su parafilm

tizerinde kopiirtiilmeden karistirilarak jelin gukurlarina yerlestirilmistir. Yaklasik 10 pl
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hacimdeki PCR firiinleri ise 5Sul yiikleme tamponu ile karistirilarak jelin ¢ukurlarina
yiiklenmistir. Yatay elektroforez tanki gii¢ kaynagina baglanarak 85 Voltta 45 dk siire
ile elektroforez edilmistir.

Elektroforez islemi sonunda elde edilen jel uygun bir kap igerisinde 100 ml steril
saf su ve 30ul EtBr (0.5 pg/ml) soliisyonunda 20 dakika siireyle sallayici platform
tizerinde boyanmistir. Boylece jel ethidium bromide (EtBr) ile boyanarak DNA goriiniir
hale getirilmistir (Sambrook ve ark., 1989). Boyama sonrasi jel’deki bantlar,
SYNGENE (Synoptipcs Ltd.Cambridge, GB) marka jel goriintileme ve analiz

sisteminde goriintliilenmistir.

3.2.5. Molekiiler klonlama

Onceki asamada yapilan goriintiileme sonucunda, ApMV izolatina ait CP gen
bolgesi kendi dizayn ettigimiz primerle (Bkz. Cizelge 3.1.) PCR ile ¢ogaltildiktan sonra
molekiiler klonlama asamasina gecilmistir. Klonlama i¢in dnceki agsamada elde edilen
cDNA’lar kullanilarak Pfu DNA polimeraz enzimi ile bir PCR c¢alismasi daha
yapilmistir.  Pfu DNA polimeraz enzimi kiit uglu fragmentlerin olusumunu
saglamaktadir. Bu da uglarina dATP eklenmesine imkan vermektedir. Bunun igin Steril
bir PCR tiipiine 5 ul 10X PCR tamponu (200mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI), 3 ul
25 mM MgCI2, 1 ul ANTP (10 mM), 1 pl her bir spesifik primer (100 pmol/ul), 0.4 pl
Pfu DNA polimeraz enzimi (5U/ul), 2ul cDNA ve 36.6 ul RNase ari su konularak PCR

islemi daha once anlatildig: sekilde yapilmistir.

3.2.5.1. Pfu DNA polimeraz enzimi ile RT-PCR testi ve elde edilen kiit uclu DNA

fragmentlerinin jelde goriintiillenmesi

PCR ile gogaltilan DNA fragmentleri %1°lik agaroz jelde her bir 6rnek igin en
az 10 pl hacimde 2 yada daha fazla jel gukurunda elektroforez edilerek bantlar
goriilmiistiir. Boyama sonrasi jel yaklasik 150 ml steril saf su igerisinde 30 dk sallayici

platformda bekletilerek istenmeyen materyallerin uzaklastirilmas: saglanmistir (Sekil
3.1).
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Sekil 3.1. Boyama sonrasi jelden istenmeyen materyallerin uzaklastirilmasi.

3.2.5.2. DNA fragmentlerinin agaroz jel’den temizlenmesi (purifikasyon)

Jel UV iizerinde goriintiilenmis ve jelin temizlendigine kanaat getirildikten sonra
bantlar UV tizerinde steril bir bisturi ile kesip ¢ikarilmistir ( Bkz. sekil 3.1.). Cikarilan
dikdortgen jel parcalar steril bir tiipe konmus ve ticari bir kit yardimi ile jelden DNA
fragmentleri temizlenmistir. Purifikasyon ZymoClean Gel DNA Recovering kit ile

yapilmistir. Bu islem firmanin bildirdigi prosediire goére uygulanmistir.

3.2.5.3. DNA fragmentlerinin u¢larina dATP’nin eklenmesi (A tailing)

DNA fragmentinin ligasyonla yerlestirilecegi vektoriin uglart dATP ile
bittiginden purifikasyondan sonra elde edilen PCR firiinlerinin ug¢ kisimlarina dATP
eklemesi yapilmistir. dATP ekleme islemi steril bir tiip igerisine 25 pl kiit uglu DNA
fragmenti, 3 ul dATP (2mM), 3 ul 10 X PCR buffert, 1.5 ul MgCl, 0.5 ul Tag DNA
polimeraz enzimi eklenip 70°C’de 1 saat inkube edilerek gerceklestirilmistir. Elde

edilen iiriinler -20 °C’de saklanmuslardir.
3.2.5.4. DNA fragmentlerinin PCR parametrelerinden arindirilmasi
Uclarina dATP eklenmis DNA fragmentleri dATP ekleme esnasinda farkl

enzim ve tamponlar igerisinde bulundugundan klonlama c¢aligmalarin1 olumsuz

etkilemektedir. Bu nedenle DNA fragmentlerinin bu bilesenlerden uzaklastirilmasi
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gerekmektedir. Bu islem ZymoClean DNA Concentration Kiti ile firmanin bildirdigi

sekilde uygulanmustir.
3.2.5.5. Ligasyon (DNA’nin plazmide aktarilmasi)

Onceki asamada ticari bir kit ile saflastirilan DNA fragmentleri (insert) DNA
ligase enzimi kullanilarak plazmid DNA’sma aktarilmislardir. Ligasyon isleminde ise
Promegafirmasinin  pGEM T Easy vector sistemi kit kullanilmustir.  Kit

bilesenleri(Cizelge 3.2.) firmanin bildirdigi sekilde olusturulmustur.

Cizelge 3.2. Ligasyon isleminde kullanilmis olan kit bilesenlerine ait bilgiler

Bilesen Miktar
2x Rapid Ligation Buffer 5ul
pGEM-T Easy vector 1ul
Kiit uglu PCR iiriinii 2ul
T4 DNA ligase enzimi 1 ul
RNasedan ari su (son hacim) 10 ul

3.2.5.6. Rekombinant plazmidin bakteriye aktarilmasi (transformasyon)

Ligasyon sonrasi elde edilen rekombinant plazmidler kitle saglanan bakteri
hiicrelerine (kompetan hiicreler) elektrosok uygulamasi ile transfer edilmistir. Bu
amacla 3-4 ul rekombinant plazmit 100 pl bakteri (Eschercia coli JM 109 1rki)
siispansiyonuna eklenmis ve karistirildiktan sonra 5 dk buzda inkube edilmistir. Elektrik
akimi uygulamasi1 Micropulser cihazi (BioRad) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu
amagla 0.2’lik kiivete yukaridaki karisim eklendikten sonra Ec2 programi ile elektrik
akimi uygulanmistir (Sekil 3.2.).
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a)
Sekil 3.2. Rekombinant plazmidin elektrosok uygulamasi ile bakteriye aktarilmasi;

a.Kiivete transfer, b.Ec2 programui ile elektrosok uygulamasi.

Sok evresi olarak nitelendirilen bu asamadan sonra kiivetteki bakteri
siispansiyonuna hizla 900 pl SOC soliisyonu ilave edilerek biinyesine rekombinant
plazmit alan ve elektrik akimina maruz kalan bakterilerin canlilifini devam ettirebilmek
i¢in karigim 37 OC de 1 saat inkiibe edilmistir (Sekil 3.3.a).

Inkiibasyon devam ederken ampisilin igeren LB petrileri buzdolabindan alinarak
1 saat 37 °C de inkube edilmis ve petri yiizeyine 10 pl IPTG (IM) ile 30 pl X-Gal
soliisyonu eklenerek petri yiizeylerine yayilmuslardir. Inkiibe edilen bakteri
stispansiyonundan 200 pl alinarak her bir numune i¢in iki plate ekim yapilmistir (Sekil

3.3.b) ve 37 0Cde bir gece ters gevirerek inkiibe edilmistir.

Sekil 3.3. Plazmid aktarilmis bakteri siispansiyonunun inkiibe edilerek ekim yapilmasi;
a. Elektrosoktan sonra 37 OC de inkiibasyon, b. IPTG ve X-Gal igeren petriye
ekim.
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3.25.7. Plazmid aktarilmus bakterilerden Kkiiltiir olusturma ve plazmid

purifikasyonu

Transformasyonda kullanilan  bakterilerin  kromozomlarinda ampisiline
dayaniklilik geni bulunmamaktadir. Ampisiline dayaniklilik geni plazmid tizerinde
bulunmaktadir. Bu nedenle transformasyon sonrasi ampisilin igeren besi ortamina
ekilen bakterilerden sadece bilinyesine plazmid girenler canliligin1 muhafaza
edebilmektedir. Ampisilin iceren kati besi ortaminda iki tip bakteri kolonisi
gelismektedir. Bu kolonilerden ilki biinyesine rekombinant plazmid alan digeri ise
sadece kendine sirkiile olmus plazmid alan bakteri kolonileridir. Bu kolonilerden ilki

beyaz digeri ise mavi koloni olusturmuslardir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Transformasyon sonras1 ampisilin igeren LB ortaminda gelisen mavi ve beyaz
koloniler. Sadece beyaz olanlarda rekombinant DNA bulunmaktadir.

Plazmid aktarilmis bakterilerden kiiltiir olusturma amaciyla 2 ml’ lik steril
eppendorf tiiplerine 100 ul/ml ampisilin ile %0.8 glycerol igeren sivi LB ortami
konulmus ve sonra steril kiirdan yardimi ile beyaz koloniler (Bkz. Sekil 3.4.) segilerek
eppendorf tiiplerine ekim yapilmistir. Bu ¢alisma kontaminasyonu dnlemek bakimindan
steril kabinde gergeklestirilmistir. Ekimden sonra transforme olmus bakteriler eppendorf
tiipleri 37 0C’ye ayarlanmis sallayic1 platform iizerinede 1 gece inkiibe edilerek
cogaltilmislardir. Besi ortamindaki ampisilin biinyesinde plazmid olmayan bakterinin
gelismesine engel olmaktadir. Gelisen bakterilerden ticari bir kit yardimi ile (Fermantas
GeneJET Plasmid Mini Prep Kiti) plazmid purifikasyonu firmanin bildirdigi sekilde

gerceklestirilmis ve linearizasyonda kullanilmistir.
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3.2.5.8. DNA fragmentlerinin plazmide aktarilip aktarilmadiginin kontrol edilmesi

DNA fragmentinin plazmide aktarilip aktarilmadiginin kontrol edilmesi ig¢in
purifiye edilen rekombinant plazmid ekstraktlarindan bir kisim alinarak tasidiklari
fragmentleri ayiracak bicimde EcoRI enzimi ile enzimatik kesime maruz
birakilmislardir. Kontrol amacli ise iki ornege enzimatik kesim uygulanmamistir.
Ayrica kontrol amagli olarak enzimatik kesim uygulanmayan su kullanilmistir. DNA
tirtinleri %5°1lik denatiire edici olmayan (non denaturing) poliakrilamid jel (PAGE)’de
elektroforez yapilarak analiz edilmislerdir. PAGE jeli Laemmli (1970)’ye gore ( Cizelge
3.3.) verilen oranlar kullanilarak hazirlanmistir.

Cizelge 3.3.’teki miktarlardan olusan karisim dikey elektroforez tankinin iki
cam levha arasina dokiildiikten sonra tarak dikkatlice yerlestirilmis ve 30 dakika siire ile
oda sicakliginda polimerazyon igin bekletilmistir. Katilasan jelden tarak dikkatlice
alindiktan sonra ilk ¢ukura 2ul DNA markirt 3ul 6X yiikleme tamponu ve 3ul RNase
ari su ile kopiirtiilmeden karistirilarak yerlestirilmistir (Sekil 3.5.a.). PCR {iriinii DNA
ise 10ul hacimde alinarak 5Sul yiikleme tamponu ile karistirilarak jelin kalan ¢ukurlarina
yiiklenmistir. Dikey elektroforez tanki gii¢c kaynagina baglanarak 100 Voltta 60 dk siire
ile elektroforez edilmistir (Sekil 3.5.b.)

Cizelge 3.3. PAGE jeli bilesenlerine ait bilgiler. (Laemmli, 1970)

%1 Bis 3.9ml
%30 Acrylamide 5ml
1.5 M Tris, pH 6.7 3.75 ml
Destile su 10.5 ml
%210 Ammonium persulfate 150 pl
TEMED 5ul

Elektroforez islemi sonunda elde edilen jel uygun bir kap icerisinde 100 ml steril
saf su ve 30ul EtBr (0.5 pg/ml) soliisyonunda 20 dakika siireyle sallayici platform
tizerinde boyanmistir. Jel ethidium bromide (EtBr) ile boyanarak DNA goriiniir hale

getirilmistir (Sambrook ve ark., 1998). Boyama sonrasi jel, SYNGENE (Synoptipcs
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Ltd., Cambridge, GB) marka jel goriintiileme ve analiz sistemine yerlestirilerek resmi

goriintiilenmistir.

a)
Sekil 3.5. a. Dikey elektroforez tankina yiikleme, b. Elektroforez uygulamasi.

3.2.6. Riboprob sentezi

Plazmitin DNA fragmenti tasiylp tasimadigi kontrol edildikten sonra DNA
fragmenti tasiyan numunelerden biri segilerek riboprob sentezi asamasina gegilmistir.
Riboprob sentezi i¢in rekombinant plazmidin linerize edilmesi gerekmektedir. Uzerinde
DNA fragmenti bulunan sirkiiler plazmitlerin linearize edilmesi amac1 ile Sacll enzimi
ile kesim yapilmustir. Uretilecek digoxigenin ile isaretli RNA problarinin patojenin
genetik materyaline komplementer nitelikte olmasi son derece Onem tasimaktadir.
Hibridizasyon testinde patojenin genetik materyali ile problarin hibrit molekiiller
olusturabilmesi i¢in farkli yonde (polaritede) olmalari gerekmektedir. Sayet iiretilen
prob ve genom aynmi yonli olursa hibridizasyon testinde hibrit molekiiller
olugmayacaktir. Bu bakimdan viral genomun komplementeri olabilmesi bakimindan
Sacll enzimi ile kesim yapilmistir. Enzimatik kesim Cizelge 3.4.’te belirtilen sekilde
uygulanmigtir.

Kesim sonrasi linerize edilen rekombinant plazmidlerin saflastirilmasi igin
Zymo Clean DNA Concentration kiti ile firmanin bildirdigi sekilde uygulanarak enzim
ve diger komponentlerden arindirilmiglardir ve kullanilincaya kadar -20°C’de
saklanmiglardir.

Uygun bir kesim enzimi ile linearize edilen plazmid+DNA Roche firmasindan
temin edilen Dig-Labeling kit kullanilarak digoxigenin ile isaretli riboprob sentezi

gergeklestirilmistir. Bu amagla steril bir tiip icerisine 4 ul linearize purifiye plazmid, 2
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ul ANTP karigim (10mM GTP, 10mM CTP 10mM ATP, 6.5mM UTP ve 3.5mM Dig-
UTP) 1 ul SP6 RNA polimeraz enzimi ve 1 ul RNAse inhibitor ilave edilerek 1 saat 37
%C’de inkiibe edilmistir. Riboprob sentezi ¢alismasinda kitle beraber verilen
plazmid+DNA kontrolii de kullanilmistir. Transkripsiyon sonrasinda ApMV’ye karsi
spesifik riboproblar elde edilmistir.

Cizelge 3.4. Sacll ile kesim bilesenlerine ait bilgiler

Bilesenler : 1 6rnek igin :
Steril su 15.3 ul

BSA 0.2 ul
10XBuffer 2 ul

Plazmit DNAs1 2 ul

Sacll kesim enzimi 0.5l
Toplam hacim 20 pul

Kit ile saglanan plazmid+DNA kontroliine sentezlenen RNA probu
hibridizasyon testlerinde pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Hibridizasyon testlerinde
bu pozitif kontrole ek olarak ayni zamanda ApMV icermeyen negatif kontrol de

bulundurulmustur.

3.2.7. Molekiiler hibridizasyon yontemi ile ApMV’nin hassas teshisinin yapilmasi

Bitkisel materyallerdeki ApMV’nin saptanmasinda uygulanan molekiiler
hibridizasyon testi Pallas ve ark.,, (1998)’'na gore asagida anlatildigi sekilde
yiiriitilmistiir. Van ilinde yapilan surveylerde toplanmis elma bitkisi érneklerinin silica
yontemi ile ekstrakte edilen RNA’lar1 dot blot aparati icerisine yerlestirilen pozitif
yikli naylon membrana 100mM NaOH ve 5mM EDTA’dan olusan denatiirasyon
soliisyonu ile vakum altinda islenmislerdir (Sekil 3.6.) Bir par¢a membran ile membran
biiyiikliigiinde kesilen iki adet 3M Whatman kurutma kagidi permabiliteyi arttirmak i¢in
2X kuvvetindeki SSC soliisyonuna (Ek 4) daldirilarak islatilmistir. Hibridizasyon
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aparatina Once kurutma kagidi sonra membran yerlestirilmis ve aparat sikica
kapatilmistir. Ote yandan yeni hazirlanmus steril eppendorf tiiplerinde esit miktarlarda
denaturasyon soliisyonu ile ekstrakte edilen total RNA (her biri 40’ar pl) konmus 5 dk
siire ile oda sicakliginda denatiire edilmistir. Ornekler aparattaki membrana
denatiirasyon soliisyasyonuda dahil olmak {izere 80ul olarak islenmistir. Ornekler
membrana iglenirken es zamanli olarak 6rnek numaralari bilgisayar ¢iktist bir ¢izelgeye
kaydedilmistir. Denaturasyonu durdurmak gerektiginde tiip buza daldirmistir. Membran
daha sonra 5 dk siire ile crosslinker cihazinda UV’ye maruz birakilmistir. UV
uygulamasi ile niikleik asitlerin membrana tutunmalar1 saglanmistir Bu halde membran

oda sicakliginda testler gergeklestirilinceye kadar muhafaza edilebilmistir.

Sekil 3.6. Elmalardan ekstrakte edilen RNA’nin dot blot aparat1 ile pozitif yiiklii naylon
membrana denatiire edilerek islenmesi.

Bir par¢a membran ile membran biiyiikliigiinde kesilen iki adet 3M Whatman
kurutma kagidi permabiliteyi arttirmak i¢in 2X kuvvetindeki SSC soliisyonuna (Ek 4)
daldirilarak 1slatilmistir. Hibridizasyon aparatina once kurutma kagidi sonra membran
yerlestirilmis ve aparat sikica kapatilmistir. Ote yandan yeni hazirlanmis steril
eppendorf tliplerinde esit miktarlarda denaturasyon soliisyonu ile ekstrakte edilen total

RNA (her biri 40’ar pl) konmus 5 dk siire ile oda sicakliginda denatiire edilmistir.
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Ornekler aparattaki membrana denatiirasyon soliisyasyonuda dahil olmak iizere 80ul
olarak islenmistir. Ornekler membrana islenirken es zamanl olarak drnek numaralar
bilgisayar ¢iktis1 bir ¢izelgeye kaydedilmistir. Denaturasyonu durdurmak gerektiginde
tiip buza daldirmistir. Membran daha sonra 5 dk siire ile crosslinker cihazinda UV’ye
maruz birakilmistir. UV uygulamasi ile niikleik asitlerin membrana tutunmalari
saglanmistir Bu halde membran oda sicakliginda testler gerceklestirilinceye kadar

muhafaza edilebilmistir.
3.2.7.1. On hibridizasyon

Hibridizasyon firin1 56°C’ye ayarlanmistir. Membran ve membrandan biraz daha
biiyiik olan mesh hibridizasyon sisesine yerlestirmeden 6nce 2X SSC solusyonu (EK 1)
ile 1slatilmistir (Sekil 3.7.a.). Daha sonra membran mesh ile beraber rulo yapilarak
(Sekil 3.7. b) hibridizasyon sisesi igerisine yerlestirilmis (Sekil 3.7.c.) pre-hibridizasyon
soliisyonu (Ek 4) ile (50 sz’ye 5-10ml soliisyon gelecek sekilde) 56°C’de 1-2 saat
stireyle hibridizasyon firminda doner vaziyette yikanarak oOn hibridizasyon

gerceklestirilmistir.

a) »\\"” b)

Sekil 3.7. a. On hibridizasyon i¢in mesh’in 2X SSC soliisyonu ile 1slatiimasi, b.
Membranla beraber rulo haline getirilmesi, c. Hibridizasyon sisesine
yerlestirilmesi.

3.2.7.2. Hibridizasyon

On hibridizasyondan sonra; 5-10ul isaretli prob 500ul hibridizasyon soliisyonu
ile karigtirilmis ve tiip igerisindeki karisim 2 dk siire ile 70°C’de denatiire edilerek sise
igerisindeki hibridizasyon soliisyonuna mikro pipetle eklenmistir. Burada prob

slispansiyonunu  membrana  piiskiirtiilmeden direk hibridizasyon soliisyonuna
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karistirilmistir. Ayrica hibridizasyon sisesinde herhangi bir sizint1 olup olmadigi kontrol
edilmistir RNA probu uygulamas: 56 °C’de bir gece hibridizasyon firminda doner
vaziyette gergeklestirilmistir (Sekil 3.8.a., b.).

Sekil 3.8. RNA probu uygulamasi sonras1 56 °C’de hibridizasyon firminda inkiibasyon
uygulanmasi; a. Prob ilavesi, b. Hibridizasyon firininda doner vaziyette
inkiibasyon.

3.2.7.3. Yikama ve Rnase A ile muamele

Membran ertesi glin fazla RNA problarinin uzaklastirmasi i¢in oda sicakliginda
2 kez 10’ar dk siire ile % 0.1 SDS igeren 2X SSC 50ml yikama tamponu 1 (Washing
solution 1) ile yikanmis ve daha sonra 0.1X SSC ve 0.1 SDS igeren yikama tamponu 2
(Washing solution 2) ile 68°C’de 15 dakika hibridizasyon firminda yikanmustir. Bu
yikama 6ncesinde yikamada kullanilan soliisyon benmaride 68 °C’ye 1sitilmistir.

Membranlar daha sonra Rnase A (10ul Rnase A +100ml 2X SSC) enzimi ile 30
dk muamele edilmistir. Bu uygulama ile tek iplikli biitiin RNA’lar yok edilmistir. Bu da
membran lizerinde geriye sadece hibridize olmus RNA’larin kalmasini saglamistir.
Ortamdaki fazla RNAse enzimini uzaklastirmak amaciyla membran 2X SSC soliisyonu
ile 5 dakika daha yikanmistir. RNAse ile muamelede kullanilan yikama kabini bagka

calismalar i¢in kullanilmamustir.
3.2.7.4. Bloklama ve anti-dig antikorlar ile reaksiyon

Membran steril bir kap icerisinde % 0,3 Tween-20 iceren 50 ml Tampon 1
(Buffer 1) ile 5 dk siire ile yikanmigtir. Bu arada 100 ml Tampon 2 (Buffer 2) Ek4’te
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bildirilen bilesenler ile hazirlanmis ve 10ml’si bir sonraki agsamada kullanilmak {izere
bir kenara ayrilmistir.

Membran 90ml Tampon 2 ile 1 saat siiresince oda sicakliginda yikanmistir. Kitle
(Roche) beraber saglanan antikorlar 1:10000 oraninda Tampon 2 igerisinde siispanse
edilmistir ( 1 mikrolitre antikor 10 ml tampon 2’ye eklenmistir ). Membran antikor ile
yaklagik 30dk, oda sicakliginda muamele edilmistir. Bu islem hibridizasyon sisesi
icerisinde gergeklestirilmistir. Membran %0,3 Tween-20 iceren 50ml 1X kuvvetindeki

Buffer 1 ile 15°ser dk siire ile 2 defa yikanmustir.

3.2.7.5. Kimyasal 1s1ma (chemiluminescence) ve otoradyografi ile teshis

Membran 1X kuvvetindeki Tampon-3 (Buffer-3: 10X: 1M Tris-HCI pH 9.5, 1M
NaCl, 500 mM MgCl,)’te 2dk bekletilmistir. Her membran i¢in 1ml Tampon-3’e ihtiyag
duyulmustur.

10 ul CSPD (Roche)’yi 1ml Tampon 3’te siispanse edilmistir. Laboratuar
tezgahi lizerine plastik bir film koselerinden yapistirarak gerilmistir (Sekil 3.9.a.).
CSPD igeren 1ml Tampon 3 plastik film tizerine bosaltilarak steril bir pens yardimu ile

memranin her iki ylizeyi bu soliisyon iizerinde ters diiz edilerek muamele edilmistir

(Sekil 3.9.b.).

a) b)

Sekil 3.9. CSPD uygulamasi; a. plastik filmin koselerinden yapistirarak gerilmesi, b.
CSPD igeren tamponun muamele edilmesi.
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Membran birka¢ dakikalik muameleden sonra plastik bir filme sarilarak (Sekil
3.10.) 37°C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Karanlik bir odada membran 151k gegirmeyen
bir klasor (exposure castette) icerisine yerlestirilmis ve lizerine rontgen filmi konularak

yaklasik 30 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

Sekil 3.10. CSPD ile muamele géren membranlarin plastik filme sarilmasi.

Siire bitiminde film karanlik odada ¢ikartilarak film ebadindan daha biiyiik bir
kaptaki gelistirme soliisyonu (developing solution)’nda 2-3dk bekletilmistir. Film baska
bir kaptaki musluk suyunda daldirip ¢ikartildiktan sonra sabitleme soliisyonu (fixing
solution)’nda 2-3 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda film musluk suyunda yikanarak

aydinlik bir ortamda incelenmistir.

3.2.8. ApMV’ye ait kilif protein geninin klonlanmasi ve dizilenmesi

ApMV-Malatya izolatlarina (Malatya 2 ve 6) ait kilif protein geninin her iki
ucuna dizayn edilen ve biinyelerinde Hindlll ve Pstl kesim bolgelerini igeren spesifik
primerler (ApMV-HindIlI-F-5’-CAGTAAGCTTATCGTCTGCAAGTACTGCAAT-3’
ApMV-Pstl-R-5’- CAGTCTGCAGTCATAATTCTAACAAATC-3) ile kilif protein
geninin tamami RT-PCR ile ¢ogaltilmis ve pSPT18 vektoriinde (Roche Inc.) Bolim
3.2.5’te belirtilen sekilde klonlanmistir. Elde edilen rekombinant plazmidlerin dizileme

islemi ise tek yonlii olarak IONTEK AS (istanbul)’ye yaptirilmistir.



4. BULGULAR

4.1. ApMV’ye Kars1 En lIyi Ekstraksiyon Yonteminin Belirlenmesi

ApMV’iine karst en iyi RNA ekstraksiyon yonteminin belirlenmesi i¢in Silika
Yontemi, Sitrat Tamponu Yontemi ve Qiagen Kiti yontemi olmak iizere ii¢ farklh
ekstraksiyon ydntemi uygulanarak karsilastirilmistir (Sekil 4.1.). Bu amagla Y.Y.U.
Bitki Koruma Boliimii uygulama ve arastirma arazisindeki ApMV ile infekteli elma
bitkisinden alinan yaprak orneklerine ii¢ fakli ekstraksiyon yontemi uygulanarak,
hibridizasyon testine tabi tutulmuslardir. Hibridizasyon testinde en basarili sonug ise

Sekil 4.1.”de goriildiigii tizere silika yakalama yonteminde elde edilmistir.

Qiagen Kiti Sitrat Tamponu  Silika Yakalama
A A A Seyreltme
«— 11
“— 120
< 150

<+—  Negatif Kontrol

<«— Pozitif Kontrol

Sekil 4.1. Hibridizasyon testi ile Qiagen Kkiti, Sitrat tamponu ve Silika yontemlerinin
ApMV’yi teshis etmedeki etkinliginin aragtirilmasi.

Saflastirilan ApMV RNA'lar viriisii tespit etme hassasiyetini belirlemek igin dot
blot hibridizasyon testi i¢in pozitif yiiklii naylon membrana uygulanirken seyreltmeler
(1:1, 1:20, 1:50) yapilmistir. Elde edilen sonuglara dogrultusunda silika yakamla
yontemi kullanilarak elde edilen RNA ekstraktlarindaki viral RNA’y1 tespit etme
hassasiyetinin 1:20 sulandirma oranina kadar daha etkin oldugu tespit edilmistir. Testte
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kullanilan problar Sekil 4.1.de goriildiigi tizere saglikli yaprak ornekleri ile herhangi
bir reaksiyon gostermemis sadece seyreltilmis RNA oOrnekleri ile spesifik olarak
hibridize olmuslardir. Ticari bir RNA ekstraksiyon Kiti (QIAGEN KITI) ve sitrat
tamponu yontemleri ile higbir hibridizasyon sinyali gériilmemistir. Bu sonuglar 1s1ginda
survey calismalari dogrultusunda toplanan elma oOrneklerine uygulanan RNA

ekstraksiyonunda silika yakalama yontemi kullanilmistir.

4.2. Molekiiler Hibridizasyon Yontemi ile ApMV’nin Surveyi

Survey ¢alismalarinda elma bahgeleri ve fidanliklarda 11.000 den fazla elma
agaci bireysel olarak incelenmis ve rastgele 481 6rnek toplanmistir. Van ilinde gézlem
yapilan bahgelerdeki agaglarin, simptomatolojik olarak homojen ve saglikli oldugu
gozlemlenmis herhangi bir hastalik belirtisine rastlanilmamistir. Ancak, Malatya
ilindeki bir bahgede hastalik belirtilerine rastlanmistir. Siddetli etkilenen agaglarin
yapraklarinda mozaik belirtileri gozlemlenmistir (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. Malatya ilindeki bir bahgede ApMV’den siddetli etkilenen agaglarin
yapraklarinda gozlemlenen mozaik belirtileri.

Bu calismada Van ve Malatya illerinde yetistiriciligi yapilan elma agaclarinda
molekiiler teshis yontemleri ile ApMV taramasi yapilmistir. Van Ilinde 2010 yilinda
toplanan elma yaprak oOrneklerinde MH ve RT-PCR teknikleri uygulanmistir.
Calismada, Malatya ilinden 2011 yilinda toplanan ornekler icin ise sadece RT-PCR

teknigi uygulanmistir. Van ilindeki meyve bahgelerinden ve ticari alanlardan (Cizelge
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4.1.) toplam 440 elma yaprak 6rnegi toplanilmis ve dot blot molekiiler hibridizasyon

yontemiyle test edilmistir.

Cizelge 4.1. Dot blot molekiiler hibridizasyon ve RT-PCR testleriyle belirlenen, Van ve
Malatya illerinde ApMV goriilme sikligi. MH ve/veya RT-PCR ile test
edilen ornekler “+” simgesiyle gosterilmistir.

Test edilen elma Ornekleri

il Bahge Sayis1  Testlenen/Enfekteli MH RT-PCR infeksiyon (%)

Malatya 5 41/4 + 9,7
Van 22 440/0 + +* 0
Toplam 27 481/4 0,8

*= toplanan orneklerin 5%’ine RT-PCR testi yapilmustir.

Genel olarak herhangi bir viral belirti gostermeyen elma yaprak orneklerinin
higbirinden hibridizasyon sinyali elde edilmemistir. Pozitif hibridizasyon sinyalleri
sadece ApMV ile enfekteli pozitif kontrol bitki orneklerinden (Yiizinci Yil
Universitesi Arastirma ve Uygulama Arazisindeki elma bitkisinde devam ettirilen

ApMYV izolati ile kitle saglanan pozitif kontroller Sekil 4.3.) elde edilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

<«— ApMYV poz.

<+«— ApMYV poz.

<«— Neg. Kont.
<+— Neg. Kont.
<«— Kt pozitif
<«—Kit pozitif

T QH g awm

Sekil 4.3. Dot blot molekiiler hibridizasyon testi ile testlenen elma numunelerinin
hi¢birinde ApMV infeksiyonuna rastlanmamistir. A12 ve C12 ApMV pozitif
kontrol, G12 ve H12 Kit pozitif kontrol, E12 ve F12 negatif kontrol.
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4.3. ApMYV Izolatlarinin Molekiiler Klonlamasi, Dizilenmesi ve Filogenetik Analiz

Secilen iki ApMV (ApMV-G ve ApMV-M) izolatina ait kilif protein (CP)
genlerinin tamami ugtan uca gen spesifik dizayn edilen primerler yardimi ile pSPT18
vektoriinde klonlanmis ve dizilemeleri gergeklestirilmistir. Her iki izolata ait CP geninin
672 bp uzunlugunda oldugu ve 224 amino asit rezidiisiinii kodladig: tespit edilmistir. CP
geninin karsilastirilmasini ve soy agaci olusturulmasini igeren filogenetik analiz
Neighbour-Joining (Saitou ve Nei 1987) ve UPGMA yontemleri ile elde edilmistir. Gen
Bankasinda BLAST analizi ile yapilan karsilastirmada en yiiksek benzerligin her iki
Malatya izolatt (Gen Bankasi erisim numarasi: JX155668 ve JX155669) arasinda
oldugunu, bu da bu viriislerin her iki agaci infekteleyen ayni izolat olabilecegini
gostermistir.

Genetik karsilagtirma Tiirk izolatinin CP gen bdlgesinin diinyaki farkli diger
ApMYV izolatlarmin gen dizileriyle yakindan iliskili oldugunu gdstermistir. Ozellikle,
ApMV-G ve M izolati CP dokuz Hint izolatinin ilgili ApMV geni % 96 oraninda daha
yiiksek bir yiizde ile homoloji gdstermistir. Ikili karsilastirmalar da ise niikleotid dizileri
% 99-88 arasinda degisen benzerlik gostermistir. ApMV Tiirk izolatlarinin Diinya’daki
diger ApMV 1izolatlar1 ile CP amino asit dizisi karsilastirilmistir. Amino asit dizileri
karsilastirilma sonucunda % 98-87 arasinda degisen benzerlikler gostermistir.

CP amino asit dizileri temel alinarak izolatlarin filogenetik iliskileri arasinda
benzer bir dizilis gozlemlenmistir. Filogenetik aga¢ lizerindeki iki dalda niikleotid
(Sekil 4.4.a.) ve amino asit (sekil 4.4.b) dizilerinin Neighbor joining yontemine gore
yapilan gruplandirmalar agik¢a goriilmiistiir. ki agacin topolojisi Sekil 4.4.a. ve b.'de

goriildiigl gibi ¢ok benzerdir.



30

7sp FN435315
FN435314

1008 AMU15608
—

1GQ131805-1
73} AY542545.1

AY542543-1
Josp FNA35315.1

g AF473594-1
AF4735911
, 100} HQ609550-1
r{ $ HQ609546-1
FJ752493-1
HM163158-1
$78319-1

100, +FN435314-1

, AY125977-1

100, ~+GU939610-1

. AM430197-1
0, AMQCOATPA-1

190 L * JX155668-1
b HM245751-1
JE AMU15608-1
o AY854050-1
JX155670 -

ol -
JX155669 JX155669-1

a ) 1,500 b) 2,000

qt '+ AY125977
AF548367
24 AY542545
aEI\Y542543
GQ131805

JX155668

Sekil 4.4. Kilif protein geni baz alinarak ApMV-G ve M isolatlar ile cografik olarak
farkli ApMV izolatlarinin Neighbor-joining yontemine gore olusturulan
dendogramlar1 Karsilastirmada kullanilan izolatlar Cizelge 4.2°de verilmistir.
Dendogram 100 tekerriirlii olarak elde edilmistir; a. niicleotit dendogrami b.
amino asit dendogrami

Toplam 672 olan bp uzunlugundaki ApMV-G izolat1 ile ApMV-M izolatlarinin
633-634 niikleotidleri arasinda Sekil 4.5.'te gosterildigi gibi ApMV-M izolati Guanin

yerine Adenin bazi bulunmakta ve bir niikleotidin farklilik gosterdigi saptanmastir.

560 580 600
| | |
Jx155668 ECEBTTTECE BcBTccTclEc HEECTETTTE TcHccCEATTT cTEEcTCHTE soo
Jx155669 EcHETTTECE BcBrccTclc EEEcTETTTE TcHcccHTTT cTEEcTCHTH 00
620 640
|
Jx155668 HECHGTCHGT II-I-GI cERAATASE: TECEAATCTTE TAETTATEGHE 650
Jx155669 HEcHcTcHcT THEEAEBEACT cEAAERTAEEc: TERAATCTTE TAETTATEGHE 650
660
|
Jx155668 EcEEcETITC TTECERTTEAT cH 672
Jx155669 EcEEcETTTc TTEcERTTAT cH 672

Sekil 4.5. ApMV-G (JX155668) ve ApMV-M (JX155669) izolatlarina ait CP gen
bolgesinde niikleotid degisikligi iceren bolge. Sekildeki ok niikleotid
degisikliginin oldugu bolgeyi gostermektedir.

UPGMA metoduna gore 100 tekerriirlii olarak olusturulan evrimsel filogenetik
agaclar Sekil 4.6’da goriilmektedir. Olusturulan agaglarda Tirk ApMV izolatlar
Almanya, Brezilya, Hindistan, Litvanya ve diger Tirk izolatlar1 ile gruplanmislardir.
Buda izolatlar arasinda cografik olarak bir iliski olmadigin1 gostermektedir. Yapilan
analizler 672 niikleotid uzunlugundaki her iki ApMV izolatinin (ApMV-G ve M)
yaklagik sirastyla 25.6 kDa ve 25.3 kDa biiyiikliigiindeki kilif proteinlerini kodladigini
ortaya koymustur.
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Sekil 4.6.a.,b. UPGMA yontemine gore Tiirk ApMV izolatlariin diger ApMV izolatlar
ile evrimsel iligkisini gosteren filogenetik agaclar. Dendogram 100 tekerriirlii
olusturulmustur. Bu analizde kullanilan izolatlar Cizelge 4.2.’de verilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bir¢ok kiiltiir bitkisi yetistiriciligi i¢in Tiirkiye olduk¢a uygun ekolojik kosullara
sahip olup, diger kiiltiir bitkilerinin yan1 sira ticari olarak énemli 6l¢lide meyve liretimi
yapilmaktadir. Ulkemizin farkli ekolojik kosullara sahip bolgelerinde ¢ok sayida
meyvenin iiretimi yapilmakta, hemen her bolgede elma yetistiriciligi yapilmaktadir.
Diinya’da 2.89 milyon ton iiretim miktar1 ile {i¢lincli sirada yer aldigimiz (Anonim,
2012) ve iilkemizde oldukga genis alanlarda yetistiriciligi yapilan elma; gerek beslenme
anlaminda gerekse ticari olarak oldukc¢a 6nemli bir iiriindiir.

Bugiine kadar elma yetistiriciliginde ¢ogu latent olmak {izere 43 viriis ve viriis
benzeri hastalik etmeni tespit edilmistir (Birisik ve ark., 2009). Bitki viriis
hastaliklarinin uygun yontemlerle teshis edilmesi ve virlislerin tanimlanmasi
miicadelede stratejilerinin  dogru belirlenmesi, kayiplarin en diisiik seviyeye
diisiirebilmesi agisindan oldukca biliylikk bir 6nem arz etmektedir. Bitki virlis
hastaliklarinin teshisinde PCR, Elisa, Molekiiler Hibridizasyon vb. gibi bircok test
yontemi kullanilmaktadir. Ozellikle molekiiler ¢alismalarda hangi teshis ydntemi
kullanilirsa kullanilsin teshisteki ilk 6nemli adim RNA ekstraksiyonudur. Ancak uygun
ve dogru sekilde yapilmis bir RNA ekstraksiyonu ile basarili sonuglar alinmast miimkiin
olacaktir.

Hastalikli bitki orneklerinin viral RNA'larin1 ¢ikarmak igin g¢esitli RNA
ekstraksiyon yontemleri kullanilmaktadir. Ayrica, kaliteli RNA ekstraksiyonu i¢in son
on y1l icinde ¢ok sayida ticari kit piyasada yer almistir. Ancak bitki 6rneklerinde bu
yontemlerin ve Kkitlerin dot blot molekiiler hibridizasyonu ile ApMV teshisinde
etkinliginin degerlendirilmesi icin hi¢bir ¢calisma yapilmamistir. Bu ¢alismada dot blot
molekiiler hibridizasyon yontemi ile elma drneklerinde ApMV teshisini optimize etmek
icin farkli RNA hazirlama yontemleri (ticari kit dahil) karsilastinlmistir. Silika
yakalama RNA ekstraksiyon yontemi toplam RNA ¢ikarma ve dot blot hibridizasyon
tarafindan ApMV tespiti i¢in en iyi sonucu gostermistir. Yakin bir ¢alismada, ¢esitli
patojenlerin RT-PCR (Sipahioglu ve ark., 2007) tarafindan saptamasinda RNA
ekstraksiyonunda silika yakalama yontemi ile toplam RNA i¢inde en yogun verdigini

gostermistir. Loconsole ark. (2009), narenciye psorosis virlis (CPsV) ve narenciye
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renklilik viriis (CVV) saptanmasi i¢in ii¢ farklt RNA ekstraksiyon yontemini narenciye
orneklerinde karsilastirmigtir. Her iki virlisiin de saptanmasinda en iyi hibridizasyon
sinyallerini silika yakalama yontemi ile elde etmislerdir. Erglin ve ark. (2013),
enginarda Artichoke latent viriis (ArLV)’tiniin RT-PCR ile saptanmasinda 4 farkli
ekstraksiyon yontemini karsilastirmis en etkili toplam RNA sinyallerini silika yakalama
yontemi ve ticari kit ile elde etmislerdir. Akbas ve Degirmenci (2010), findikta
ApMV’nin RT-PCR ile saptanmasi i¢in 5 farkli ekstraksiyon yontemini kullanmis, en
elverisli sonucu silika yakalama yontemi ile elde etmislerdir. Yapilan caligmalarda
silika yakalama yonteminin diger RNA ekstraksiyon yontemlerinden daha iistiin
sonuglar vermesinin bundan sonra yapilacak olan arastirmalarda goz Oniinde
bulundurulmasi gereken bir husus oldugu diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada Dogu Anadolu'da Van ve Malatya illerindeki elma bahgelerinde
yapilan survey ile ApMV hastalik oraninin tespiti i¢in 6nemli Ol¢iide bir tablo ortaya
konulmustur. Van ilinde yiiriitiilen olduk¢a genis kapsamli aragtirmaya ragmen Survey
esnasinda elma agaclarinda herhangi bir hastalik belirtisi goriilmemis ve ApMV test
orneklerinin higbirinde ApMV etmenine rastlanilmamistir. Malatya ili ticari meyve
bahgeleri ve fidanliklarindaki elma 6rneklerinde ise hastalik belirtileri gézlemlenerek,
disiik diizeyde (% 9) ApMV infeksiyonu PCR ile tespit edilmistir. Malatya ilinde
elmada ApMV varligi daha 6nce de (Elibiiyiik ve Erdiller, 1998) bildirilmistir. Elma’da
ApMV etmeninin Malatya ilinde goriiliip Van ilinde tespit edilmemesinin nedeni
bilinmemektedir. Tirkiye'nin diger bolgelerinde raporlanan elma infeksiyonu
karsilastirildiginda, Karadeniz, Akdeniz ve Marmara Bolgeleri % 29 (Dursunoglu ve
Ertung, 2008), Giiney Dogu Marmara Bolgesi % 15 (Uzunogullar1 ve Ilbagi, 2009),
Dogu Akdeniz Bolgesinde yaklasik % 10 (Caglayan ve ark., 2006) ve i¢ Anadolu
Bolgesi ise % 68 (Akbas ve ilhan, 2005) olarak tespit edilmistir. Van ilinde
goriilmemesi ticari elma yetistiriciligi i¢in bolgede ¢ok biiyiik bir avantaj olup, saglikli
cesitler bu durumu muhtemelen diger iilkelerden bulasma materyallerinin ithalatinin
yapilmamasina bor¢ludur. Ancak, Malatya ilinde ApMV infeksiyon varligi ve diger
illerden temin edilen sertifikasiz fidanlarin kullanimi, Van ilinde yetistirilen elmalar i¢in
potansiyel bir tehdit olusturmaktadir.

Van Gida Tarim ve Hayvancilik Il Miidiirliigii verilerine gére Van ili elma

tiretim miktar1 7.391 ton olup sinir ticareti kapsaminda elma ithalati da yapilmaktadir.
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Van ili smir ticareti kapsaminda 2014 yilinda Iran’dan 51.261 kg elma ithalati
gerceklesmistir (T. Sahinbas, 2014, sozli goriisme). Bu durum ilimizde elmanin ticari
olarak mevcut iiretim miktarinin {izerinde bir pazara sahip oldugunu gostermektedir.
Yapilan ¢alisma sonucunda elma yetistiriciligindeki ApMV infeksiyonlarin ¢ok diistik
oranda tespit edilmesi ¢ok biiyiik avantaj olarak degerlendirilmektedir.

Calismada Malatya'dan toplanan elma orneklerinde PCR ile teshis edilen iki
Tirk ApMV izolatinin diinya ¢apindaki dagilimimi saptamak amaciyla CP Bolgesi
niikleotid dizisi tespit ve analiz edilmistir. Bu viriis izolatinin kilif proteinlerinin
filogenetik analizi ile dogal konak¢1 araligina gore gruplanmis diistinmek miimkiindiir.
Hem de daha 6nce bildirilen bu izolat ile % 88 homolog dizileridir. iki Tiirk ApMV
izolatt (JX155668 ve JX155669) Hint izolatina daha benzerdir. Iki Tirk APMV
izolatinin tam CP dizilerinin dizi analizi, her iki virilis izolatinin, yakindan ortak bir
kaynak gostererek, genomlar1 iginde, birbirleriyle akraba oldugunu gdstermistir. Iki
izolat arasinda sadece % 1 niikleotid sapma tespit edilmistir.

Filogenetik agac¢ olusturmak ig¢in tam CP genom karsilastirma yaklasimi
kullanilmistir. Filogenetik analiz temelinde ApMV izolatlarinin niikleotid ve amino asit
dizisi iki ayr1 grup olusturma egilimi gostermistir. Her ne kadar bazi tutarsizliklar
goriilebilse de, hem niikleotid hem de amino asit aga¢ topolojisinde uyusma
bulunmustur. Bootstrap degerleri lehine bu giiglii bulgular vardir. Benzer bulgular
Ertung ve ark. (2011) tarafindan da tespit edilmistir. Filogenetik analize dayali olarak
Tiirkiye ve Ukrayna ApMV izolatlart iki ana grupta (Tirkiye ve Ukrayna)
goriilmektedir. Ayni sekilde, Almanya’da Prunus mahaleb’ den izole edilen ApMV
kilif proteinin amino asit dizist ABD elma izolatlarindan farkli bulunmustur (Alrefai ve
ark, 1994; Shiel ve ark., 1995). Lakshmi ve ark. (2011), yaptiklar1 bir ¢alismada CP baz
uzunlugu 223 amino asit olan ApMV Hint elma izolatinin filogenetik analiz ile Cek
Cumhuriyeti armut izolatina % 98 oraninda, Kore ApMV izolatt (elma) ve diger
konukgu izolatlarina ise % 95 oraninda benzerlik gostermistir. Ayni sekilde Feretti ve
ark. (2010), yaptiklar1 bir aragtirmada filogenetik analiz ile ApMV Hint elma izolatinin
Kore izolat1 ile en yiiksek oranda (% 92-99) homoloji gosterdigini diger konakgi
izolatlar1 ile karsilastirildiginda ise Cek armut izolatina % 92-98 bir benzerlik

gosterdigini saptamislardir. Yapilan calisma sonucunda yerli ApMV izolatlarinin
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stabilite gosterdigi ve diinyadaki diger izolatlara yiiksek diizeyde benzerlik gosterdigi
ortaya konulmustur.

Bu c¢alisma, Tirkiye'de 1liman iklim meyveciliginde gelecekteki ApMV
arastirmalar1 i¢in bir temel saglamistir. Sonuglar ile Van ilinde elma yetistiriciliginde
ApMYV infeksiyonlarinin olmadig1 agikca ortaya konmustur. Bu nedenle, Van ve komsu
illerde i¢ karantinaya dahil hastalik ve zararlilar listesinde (Anonim 2007) yer alan
ApMV’nin girisini 6nlemek i¢in ¢aba gosterilmelidir. Malatya ilinde ApMV bulasan
alanlarda goriilme oranini kontrol altinda tutmak ve diger sehirlere yayilmasini 6nlemek
amactyla iyi bir i¢ karantina yoOnetimi uygulanmasi gerekmektedir. Bulagmalarin
engellenmesi i¢in virlisten ari ve sertifikali {iretim materyallerinin kullanilmasi
Onerilmektedir. Ayrica bundan sonra yapilacak olan arastirmalarda ApMV’nin
molekiiler hibridizasyon yontemi ile teshisinde silika yakalama yonteminin RNA

ekstraksiyonunda tercih edilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
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EKLER

Ek 1. Total RNA Ekstraksiyonunda Kullamilan Tampon Cozeltiler

1.1. Grinding buffer (ekstraksiyon tampon c¢ozeltisi)
50 ml hacimde hazirlanacak olan ¢6zelti i¢in asagida miktarlar1 verilen

kimyasallar steril su igersinde ¢ozdiiriiliir ve kullanim siiresince 4 °C’de saklanir.

o Guanidine Thiocyante 4M 23.649r/50ml
e NaOAc (pH 5.2) 0.2M 1.36 gr/50 mi
e EDTA 25mM 0.465 gr/50 ml
e KOAC 1.0M 4.9 gr/ 50 ml
e PVP-40 %2.5 wt/vol  1.25 gr/50ml

e %1 2-ME (Mercaptoethanol)*

*= Mercapto ethanol ekstraksiyon esnasinda eklenmelidir.

1.2. Nal (sodyum iyodid) soliisyonu
40 ml steril saf su igerisinde asagida belirtilen miktardaki kimyasallar
cozdiirtilerek saf su ile 50 ml’ye tamamlanir. Otoklav ile steril edilir. Calisma siiresince
4 °C’de saklanir.
e Na,SO3 0.75gr
e Nal (Sigma S8379) 36 gr

1.3. Washing buffer (yikama tampon cozeltisi)

Asagida belirtilen bilesimler eklendikten (EtOH disindakiler) sonra saf su ile
100 ml’ye tamamlanir. Daha sonra % 50 oraninda Ethanol i¢cerecek sekilde yani 100 ml
saf ethanol eklenerek 200 ml’ye tamamlanir. Ethanol eklemeden once otoklav ile

sterilize edilir ve 4 °C’de saklanir.

e Tris-HCI, pH 7.5(1M) 10.0 mM
e EDTA (5M) 0.5 mM
e NaCl (0.5 M) 50.0 mM

e EtOH % 50
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1.4. Silika siispansiyonunun hazirlanmasi (pH: 2.0)

Bir meziir kabindaki 500 ml saf su igersine 60 gr silika (Sigma % 12 S5631)
konulurak ve karistirilir 24 saat beklenir. 470 ml {ist siv1 atilir (list stvinin % 90°1) ve
500 ml’ye tamamlanir iyice karistirilir. 5 saat bekletilir ve 440 ml {ist s1v1 (list stvinin %
85°1) atilarak geriye kalan 60 ml bulama¢ HCI ile pH’1 2.0 ayarlanir. Otoklav edilir ve

1siktan etkilenmemesi i¢in alimiinyum folyo ile sarilarak oda sicakliginda saklanir.
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Ek2. Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Tampon Cozeltiler

2.1. 50X TAE kosum tamponu stok soliisyon
Asagida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre suda c¢ozdiiriildiikten sonra

otoklavda steril edilerek oda sicakliginda saklanir.

o Tris-bace (C4H1:NO3) pH 8.0 242 gr
o Glacial Acetic acid (CH3COOH) 57.1gr
o 0.5 MEDTA (C10H14N208Na2.2H20) 100 ml

2.2. 1X TAE kosum tamponunun hazirlanmasi
50X TAE stok soliisyondan 10 ml alinarak steril saf su ile 500 ml’ye

tamamlanarak kullanilir.
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Ek 3. Klonlama Calismasinda Kullamlan Besi Ortamlarimin ve Kompetan Bakteri

Hiicrelerinin Hazirlanmasi

3.1. Sivi LB ortami toplam 1 litre (competent hucreler icin)

4x250 ml erlenler icinde NaCl icermeyen ortam hazirlanir. Elektroporasyon
isleminde ortamda tuz olacagindan buraya eklenmiyor. Eklenirse elektroporation da tuz
iyonu konsantrasyonu fazlalasacagindan kivilcim olusabilir ve buda bakteriler agisindan
sakincalidir.

o 10 g Bacto tryptone (Fisher BioReagents BP1421 5009)

e  5gBacto yeast

3.2. Kat1 LB ortami 1 litre
e 10 g Bacto tryptone
e 5 g Bacto yeast extract
e 5gNaCl

3.3. Kompetan bakteri hiicrelerinin hazirlanmasi.

a) -80 °C’deki Escherichia coli bakterisinin JM109 irki Laura Bertani (LB) ortamina
ekilir. Bakteri 37 °C’ de bir gece inkiibe edildikden sonra gelisen kolonilerden steril
kiirdan yardimut ile tek koloni segilerek ve 10 ml sivi LB besi ortamina ekim yapilir.

b) Bakteriyi 10 ml” lik sivi LB ortaminda bir gece 250 rpm’ de 37 °C’de cogaltilir.

c) Elde edilen saf klon bakteri ertesi giin 1 litre sivi LB ortamina ekilir ve 250 rpm’ de
37 0C’ de cogalmaya birakilir. Optik bakteri yogunlugu (OD) 0.6—0.9 araliginda
oluncaya kadar (spektrofotometrede diizenli Ol¢limler yapilarak) bakteri ¢ogaltimina
devam edilir.

d) Bu araliga ulastiginda bakteriyi 30dk siire ile buza daldirarak iireme durdurulur.

e) Bakteri siispansiyonu falkon tiiplerde dengelendikten sonra 6.000 rpm de 15 dk
santrifiij edilir. Supernatant1 atilarak ve pelleti buzda bekletilen steril soguk su ile
yeniden siispanse edilir.

) Tipler 6.000 rpm” de 15 dk santrifiij edilir. Cokeltiyi 5-10 ml soguk su ile resuspanse
edilir. Tipleri dengeleyerek 6.000 rpm’ de tekrar santrifuj edilir. Santrifiij sonrasi {ist

s1v1 atilir.
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g) Tiiplere 20 ml %10 liik soguk glycerol ile resuspanse edildikten sonra 6.000 rpm’ de
15 dk santrifiij edilerek iist stv1 atilir. Pellet halindeki bakteri yaklasik 2-3 ml %10’luk
glycerol ile sulandirilir. Elde edilen siispansiyon 100’er mikrolitrelik sivilar halinde

0.5ml’lik tiiplere taksim edilerek -80 OC “de saklanr.
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Ek 4. Dot Blot Hibridizasyon Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

4.1. Denaturasyon soliisyonu

EDTA (0.5 M) 5mM 10 pl/1ml
NaOH (2 M) 100 mM 50 ul /1ml
Distilled sterile water 940 ul /1 ml
4.2. SSC 20X

NaCl 3M 175.32¢g/ 11
Na-Citrate pH7.0 0.3M 88.23g/11
Otoklav edilir.

4.3. Bloklama stok soliisyonu
%10 Blocking reagent (w/v) Buffer 1 i¢inde ¢oziindiiriiliir, otoklav edilir ve
4°C’de saklanir. 400ml hazirlamak i¢in 40 gr Bloklama reagent bufferl icerisinde

¢Oziindiirtliir.

4.4. %10 SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)

50g SDS’in tizeri 500 ml steril suyla tamamlanir.

4.5. On hibridizasyon tamponu (prehybridization solution) (taze hazirlanir)

Formamide (son konsantrasyon %50) 10 ml /20 ml
SSC(20X) 6 ml/20 ml
Blocking solution 4ml/20ml
NaLS 10% 200 pl /20 ml
SDS 10% 40 pl /20 ml

4.6. Yikama tamponu 1 (washing buffer 1) (taze hazirlanir)

SSC 20X 100ml /11
SDS 10% 10mi/11
Distilled Sterile water 890ml /11
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4.7. Yikama tamponu 2 (washing buffer 2)
SSC 20X
SDS 10%

Distilled Sterile water

4.8. Kimyasal 1s1mada kullanilan tamponlar

4.8.1. Tampon 1 10X (Buffer 1 10X) (pH: 7.5)
Maleic acid 1M

NaCl 15M
pH NaOH pelletleri ile ayarlanir ve otoklav

edilir. pH 7.0’den kiiglik ise maleic asit

¢Oziinmez.

4.8.2. Tampon 2 (Buffer 2) (Blocking buffer)
Buffer 1 10X
Steril su

Blocking stock solution 1%

4.8.3. Tampon 3 (Buffer 3)

Tris-HCI (pH 9.5) 100 mM
NaCl 100 mM
MqCl, 50 mM

Tris-HCI nin pH’s1 9.5 e ayarlanir daha
sonra NaCl ve MgCl, ilave edilir,
steril su ile 500 ml ye tamamlanir,

otaklav edilerek kullanilir.

4.8.4. Yikama tamponu (washing buffer)
Buffer 1 10X

Steril destile su

Tween-20 0.3%

Sml/11
10ml/11
985ml/11

58 g /500 ml
43.85 g /500 ml

25 ml /250 ml
200 ml / 250 ml
25 ml /250 ml

7.88 gr/500mi
2.92gr/500ml
0,476/500ml

50 ml / 500ml
450 ml / 500ml
1.5 ml /500ml
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4.8.5. Substrat
CDPD star 1:100 oraninda Tampon 3 (buffer 3) i¢erisinde sulandirilir (10 ul substrat 1
ml buffer3’e karistirilir).
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0Z GECMIS

Van ilinde 1980 yilinda diinyaya geldi. Ilkdgrenimini Van’da 1986-1994
yilllarinda tamamladi. Orta 6grenimini ise Tarim ve Koyisleri Bakanligi Siirt Ev
Ekonomisi Meslek Lisesinde 1998 yilinda tamamlayarak Ev Ekonomisi Teknisyeni
unvan: aldi. Tarim ve K®oyisleri Bakanhign Eskisehir 11 Kontrol Laboratuvar
Midiirligiine 2000 yilinda agiktan atanarak Teknisyen olarak goreve basladi. 2003
yilinda kendi istegi ile Van il Kontrol Laboratuvar Miidiirliigiine naklen atamasi
yapilarak gorevine burada devam etti. 2002-2004 yilllar1 arasinda Anadolu Universitesi
Tarim On Lisans Programini tamamlayarak Tarim Teknikeri unvani aldi. 2004-2008
yillar1 arasinda Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii nden
mezun olarak Ziraat Miihendisi unvani aldi. Calisma hayatinin Laboratuarlarda gegen
ilk 10 yilinda; Gida ve Yem Analizleri konusunda gorev yaptiktan sonra 2010 yilinda
kendi istegi ile Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhig Van il Miidiirliigi’ne naklen
atanarak Gida ve Yem Subesi’nde Miihendis (Gida Denetcisi) olarak goreve basladi.
TMMOB Van Ziraat Miihendisleri Odasi’nda Yoénetim Kurulu Uye’si olarak 1 yil
stireyle (2010-2011) gorev yapti. Gida Denetgisi olarak calistigi Gida ve Yem
Subesi’nde Aralik 2014°den itibaren Sube Miidiirii (vekaleten) olarak gorev

yapmaktadir.



