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OZET

Ulkemiz elma ve findik iiretimini kisitlayan en dnemli etmenlerden biri de Elma mozaik ilarviriisii (4pple mosaic
ilarvirus; ApMV)’dur. Etmenin tiretim materyali ile tasinmasi, iilkemizde yumusak ¢ekirdekli, findik ve yag giili
plantasyonlarinda giderek yayilmasina neden olmaktadir. Ele alinan bu ¢aligma kapsaminda iilkemiz findik ve elma
ekim alanlarinda, hastaliga ait izolatlar toplanmis ve patojenin varligi, DAS-ELISA ve RT-PCR c¢alismalar ile
ortaya konmustur. 2008 ve 2009 yillarinda Ukrayna’nin elma iiretim alanlarinda 6rnekleme yapilmis ve toplanan
bu izolatlar, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii’nde koleksiyondaki ApMV izolatlar1 ile
karsilastirilmistir. Enfekteli 6rneklerden total RNA izolasyonu, silika yontemi kullanilarak yapilmis ve RT-PCR’da
262 bp uzunlugunda PCR iiriinii elde edilmistir. Tiim PCR firlinleri, Hinf I, BamH I, Ava I, EcoR I, Ssp I, Rsa I,
Hind III, Hinc II enzimleri enzimatik kesime maruz birakilmis ve bunlardan sadece Ava I, BamH I, Hinf I, Sspl
enzimleri ile kesim saglanmistir. Yapilan analiz sonucunda Tiirk izolatlarinin 9 genotipe ayrildig: tespit edilmistir.
Yapilan analiz sonucunda Tiirk izolatlarinin degisken olduklari, buna karsilik Ukrayna elma izolatlarinin oldukga
benzer olduklari belirlenmigtir. Her iki iilkeye ait elma izolatlar1 baz dizileri karsilastirildiginda ise oldukga benzer
olduklari saptanmistir.

JOURNAL OF AGRICULTURAL SCIENCES 17 (2011) 95-104

Anahtar sozciikler: Elma Mozaik Ilarviriis; Tiirkiye; Ukrayna

Molecular Characterization of Apple mosaic virus in Turkish and
Ukrainian Isolates

ARTICLE INFO

Research Article — Crop Production

Corresponding author: Filiz ERTUNC, e-mail: ertunc@agri.ankara.edu.tr, Tel: +90(312) 596 11 17
Received: 22 May 2010, Received in revised form: 17 May 2011, Accepted: 19 July 2011

ABSTRACT

TARIM BiLIMLERi DERGISi

One of the most important factors that limit the production of apple and hazelnut in Turkey is Apple mosaic
ilarvirus (ApMV). The patogen is easily distributed with vegetative plant materials and it is gradually spreading in
both pome fruits, hazelnut and oil rose plantations in Turkey Apple mosaic virus isolates were collected from
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mainly apple and hazelnut grown areas and presence of the pathogen was detected by DAS-ELISA and RT-PCR
amplification. Surveys were conducted to apple plantations of Ukraine during the years 2008-2009 and ApMV
infected samples were collected. These isolates were compared with the isolates maintained at Ankara University,
Faculty of Agriculture, Department of Plant Protection. Silica method was applied for total RNA isolation and 262
bp long PCR products were obtained in RT-PCR tests. All of the isolates were subjected to enzymatic cleavage by
Hinf'I, BamH I, Ava I, EcoR I, Ssp 1, Rsa I, Hind IlI, Hinc II restriction enzymes and only with Ava I, BamH I,
Hinf I, Ssp I enzymes cuttings were accomplished and phylogenetic analysis was performed. Phylogenetic
analysis result showed that Turkish isolates of ApMV were composed of 9 and Ukrainian apple isolates were
composed of 6 genotypes. When sequence data of apple isolates of both countries were compared, homology in

sequences were detected.

Keywords: Apple mosaic ilarvirus; Turkey; Ukraine

1. Giris

Ulkemiz giderek artan niifusu nedeniyle modern
ve entansif liretim yolarini1 aramakta, bu nedenle
de siirekli olarak yeni varyeteler ve {riinler,
marketlerde yerini almaktadir. Son yillarda
ihracatimizda da Onem arz etmesi nedeniyle
meyvecilik  alaninda  reform  niteliginde
uygulamalara ge¢ilmis, damla sulamanin ve
is¢iligi azaltan bodur meyve ¢esitlerinin
yayilmasi, meyve {iretim alanlarinin artmasina
neden olmustur.

2007 yili verilerine goére dinya da ve
tilkemizde en fazla yetistirilen yumusak ¢ekirdekli
meyve tiirii elmadir. Ulkemiz 2,266,437 tonluk
elma iiretimi ile Cin, USA ve Iran’dan sonra 4.
sirada olup, diinya elma iiretiminin de % 3.4 i
ilkemizde gergeklesmektedir. Elmada iilkemizde
elde edilen verim degerleri ise 20 ton ha™ olup bu
deger 13.65 ton ha olan diinya ortalamasinin ¢ok
iizerindedir. Ulkemizde baslica yetistirilen elma
cesitleri sirasiyla Starking, Golden Delicious,
Granny Smith ve Amasya’dir (Kdksal et al 2010).

Diinya findik tretiminde iilkemiz 1. sirada
olup, 499,000 ton iretimle, diinya findik
ihtiyacmin % 61.5 u ilkemizde gerceklesmis
bulunmaktadir. Findik verimimiz ise, 1,247.5 kg
ha' olarak gergeklesmis olup; bu deger 1,329.8 kg
ha” olan diinya ortalamasinin altinda bir degerdir.
Uretilen elmanin 2006 yili verilerine gore, 8,586
tonu ihrag edilirken, tiretilen findigimizin 124,204
tonu i¢ findik olarak ihra¢ edilmekte ve iilke
ekonomisine 741,761,000 dolar katma deger
saglanmaktadir (Koksal et al 2010).

© Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Yurdumuzda yumusak  ¢ekirdekli, sert
¢ekirdekli ve yag giilii liretiminde problem olan
viral etmenlerden biri de Elma mozaik ilarviriisii
(Apple mosaic ilarvirus: ApMV )’ dur (Ulubas &
Ertunc 2003; Caglayan et al 2003; Giimiis et al
2008; Yardimer & Culal 2009). ApMV
Bromoviridae familyasi, llarvirus cinsi iginde
yer almakta olup, [Zlarvirus cinsi, serolojik
karakterlerine gore 3 alt gruba  ayrilmustir.
ApMV, llarvirus cinsinin altgrup 3’tinde yer
almaktadir. Etmen vejetatif olarak {iretim
materyali, budama, as1 gozii ve polen ile
yayilmakta ve iiriinde azalmaya neden olmaktadir.
Dogal konukgulari elma, giil, findik, at kestanesi,
ahududu, bogirtlen, serbetci otu ve tiim sert
¢ekirdekliler olup bunlar {izerinde sistemik
mozaik, halkali lekeler, beneklenme seklinde
belirtiler olusturmakta ayrica latent olarak
kalabilmektedir (Brunt et al 1996). Virus
mekaniksel olarak, as1 ve koklerin birbiri ile
temasi ile tasinmakta, tohum ile tasinmamaktadir,

partikiilleri ~ yuvarlak  olup, 25-29 nm
boyutlarindadir. Genomu ss RNA olup 3
pargalidir. Virus partikiili i¢inde bir adet

subgenomik mRNA tespit edilmis olup (RNA 4),
bu dizilimin Ortii proteini (coat protein-CP)
geninden sorumlu oldugu belirlenmistir (Brunt et
al 1996). RNA 1 ve RNA 2’nin sekanslart Shiel &
Berger (2000), RNA 3’iin sekansi Shiel et al
(1995), RNA 4’ iin sekans1 Alrefai et al (1994),
Sanchez-Navarro & Pallas (1994) tarafindan
tamamlanmuistir. RNAL, 3476  niikleotid
uzunlugunda biiyiik ORF (Open Reading Frame-
Agik Okuma Alani); RNA 2, 2979 niikleotid
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uzunlugunda tek ORF (Shiel & Berger 2000);
RNA 3, 2056 niikleotid uzunlugunda ve 2 ORF
kodlar. flk ORF hareket (putative movement)
proteini, 2. ise ortii proteini (CP) kodlar ve ayrica
subgenomik mRNA olugturarak (RNA 4) CP’nin
devamimi olusturur. RNA 4, 885 niikleotid
uzunlugundadir. Etmenin Ortii proteini 25.056
dalton biyiikligiindedir. Ilarviruslarda CP’nin,
RNA’nin  korunmasinda ve  enfeksiyonun
baslamasinda 6nemli rol oynadigi saptanmustir
(Sanchez-Navarro & Palas 1997). Avusturalya’ da

serbetci  otu lizerinde saptanmis  bulunan
larviruslar iizerinde yapilan bir ¢aligmada,
ApMV’nin  Prunus necrotic ringspot virus

(PNRSV) izolatlarindan oldukca farkli oldugu
saptanmistir (Sanchez-Navarro & Palas 1997).
ApMV’nin diger Bromoviridae familyas1 tiyeleri
ile  benzerliklerinin  olmadig1  belirlenmistir
(Alrefai et al 1994). ApMV izolatlari ile yapilan
caligmalara  gore, etmenin sekanslarinin
birbirinden oldukg¢a farkli dizilimde olduklari
belirlenmistir ( Alrefai et al 1994; Guo et al 1995;
Shiel et al 1995).

Ulkemizde findik ekim alanlarindaki viral
enfeksiyonlar tizerindeki ilk caligmalar, Akbas et
al (2004) tarafindan yapilmis olup, bu ¢alismada
Bati Karadeniz Bolgesinden toplanan virlis
enfekteli izolatlart PNRSV ve ApMV agisindan
serolojik teste tabi tutulmus ve bazi izolatlarin
sadece ApMYV ile iliskili oldugu tespit edilmistir.
Etmenin varligi itilkemizde kiraz (Giimis et al
2005), Rubus canescens (Yabani bogiirtlen)
(Sokmen et al 2008), elma (Caglayan et al 2003;
Akbas & Ilhan 2005; Yilmaz et al 2006; Yardimci
et al 2006; Dursunoglu & Ertung 2008) Isparta
yag giiliinde (Yardimci & Culal 2009) DAS-
ELISA yontemi ile belirlenmistir. Etmenin
yurdumuzda ilk kez molekiiler olarak RT-PCR
yontemi ile saptanmasi Ulubas & Ertung (2003)
tarafindan gerceklestirilmistir.

Elma mozaik virusiiniin direkt olarak dormant
findik dokularindan saptanmasi iizerinde herhangi
bir yayin bulunmamaktadir. S6kmen (2008) birer
adet findik ve elma izolatim1 fasulye bitkisine
aktarmis ve bu bitkilerden RNA izolasyonu
yaparak, etmeni RT-PCR ile saptamigtir. Akbas &

Degirmenci (2010), c¢igek ve findik meyve
dokularindan RNA izolasyonu yapmis ve etmeni
RT-PCR ile molekiiler olarak belirlemislerdir.

Hastaligin diinyada findik ekim alanlarindaki
yaygmligi ve durumu hakkindaki yayinlar
siirhdir. Polonya’da yapilan bir arasgtirmada 45
Corylus avellana (adi findik) ve dort Tirk findik
¢esidi ApMV yoniinden incelenmis ve yapilan
ELISA testleri sonucunda sadece iki ¢esitte etmen
saptanmis, ayrica geng¢ yapraklarin orta ve yaslt
yapraklara kiyasla daha iyi sonu¢ verdigi
bildirilmistir (Piskornik et al 2002). Diger bazi
arastiricilar ise, Polonya’da sicakliklarin artigi ile
belirtilerin maskelendigini belirtmisler ve findikta
survey i¢in uygun dénemin mayis ay1 oldugunu ve
bitkideki baslica belirtilerin halkali lekeler ve sar1
renkli mese yapragi formu  oldugunu
bildirmislerdir (Kobylko & Nowak 2006). Fransa’
da yapilan bir aragtirmada findik bitkilerinde
ApMV enfeksiyonunun findigin gdvde capy,
meyve biyikligli ve iriin miktarinda 6nemli
Olciide verim diisiikligiine neden oldugu
belirlenmistir (Gentit et al 2009). Ulkemizde ise
Bati Karadeniz Bolgesindeki findik
plantasyonlarinda  yapilan  bir  arastirmada,
hastaligin % 28.2 oraninda verim diisiikliigline
neden oldugu saptanmistir (Akbas & Degirmenci
2009).

Etmenin ortii protein bolgeleri dizilimlerine ait
veriler NCBI gen bankasinda, ¢ok sayida olmakla
birlikte, yayinlanmis eserler oldukca az sayidadir.
Elde edilen sekanslarin diger Bromoviridae
dyeleri ile karsilastirilmalart  yapildiginda,
bunlarin higbir benzer yonlerinin olmadig1
belirlenmistir (Alrefai et al 1994; Guo et al 1995).
Ulkemizden de Malatya iline ait bir elma
izolatinin, RNAI1, RNA 2 ve RNA 3’iin tim
genom sekanslart NCBI gen bankasinda yer
almaktadir (Oksiiz et al 2009). Bu calisma ile
iilkemiz tariminda bu denli 6neme sahip olan elma
ve findik plantasyonlarinda sorun olan ve
dogrudan verimi etkileyen ApMV’nun tilkemiz ve
Ukrayna izolatlar1 toplanmis, ortli protein dizilim
bolgesine gore RT-PCR ile tanilart yapilmis,
genom dizilimleri birbirleri ile karsilastirilarak
benzerlikler ortaya ¢ikarilmistir.
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2. Materyal ve Yontem

2.1. Arastirma materyalinin temini

Bu arastirmanin materyalini Ukrayna’ da 2008-
2009 yillarinda toplanan ApMYV bulasik elma giil
ve Berberis thunbergii (Kirmizi Berberis)
ornekleri ile boliimiimiiz Viroloji laboratuvarinda
bulunan ApMYV ile bulasik 14 adet elma ve 44
adet findik O6rnegi olusturmustur. Ayrica Yeni
Zelanda’dan temin edilen 2 adet ApMV ile
bulasik dormant elma 6rnegi de aragtirmaya dahil
edilmistir. Findik izolatlar1 basta Giresun olmak
iizere, Diizce, Adapazari, Samsun, Ordu ve
Trabzon illerinden, elma izolatlar1 ise Ankara,
Antalya (Korkuteli), Tokat, Bursa, Nevsehir,
Konya, Nigde ve Isparta (Egirdir) illerinden temin
edilmistir.

2.2. DAS-ELISA yontemi

DAS-ELISA Yontemi Clark ve Adams (1977)’a
gore standart yontem kullanilmak suretiyle
uygulanmistir. Ornekler, PBS-TPO (0.02M PBS,
%0.05 oraninda Tween-20 ve % 0.05 oraninda
PVP 40000 igeren) iginde 1/10 oraninda
sulandirilarak ezilmis ve 5000 rpm’de 10 dakika
santrifuj edildikten sonra denemeye alinmiglardir.
ELISA testinde Agdia firmasina ait antiserum Kkiti
ve pozitif ve negatif kontroller kullanilmis ve
firmanin o6nerdigi olgiide sulandirma yapilarak,
denemeler gergeklestirilmistir.

2.3. Toplam RNA izolasyon yontemleri
2.3.1. Elma ve giil 6rnekleri icin RNA izolasyonu

Elma 6rnekleri igin RNA izolasyonu Menzel et al
(2002)’a gore yapilmistir. Bu amagla 100 mg
yaprak, 1m/ ezme tamponu (6M guanidine
hidroklorid, 0.2M sodyum asetat pH:5.2, 25mM
EDTA, 1M potasyum asetat, %2.5 PVP-40) i¢inde
ezilmistir. 500 pl’lik homojenat, 1.5 m/’lik
eppendorf tiiplerine alinarak, 100pn/ SDS (%10)
ilave edilmigtir. Karigim, 70°C’de ara ara
karistirilarak 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra
5 dakika buzda bekletilerek, 13 000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Ust stvinm 300ul si
yeni bir tiipe alinarak, iizerine 300/ 6M sodium
iodide ¢ozeltisi, 150 pl etanol ve 25 u/ (pH: 2)
silika (1g m/') ilave edilmistir. Tip oda
sicakliginda ara ara karistirilarak  inkiibe

edildikten sonra 1 dakika 6000 rpm’de santrifiij
edilmis, tst sivi alinmig ve dipte kalan ¢okelek
500u/ yikama tamponu (10mM Tris-HCI pH:7.5,
0.05mM EDTA, 50mM NaCl ve %50 etanol) ile
¢Ozdiiriilerek yikama islemi gerceklestirilmistir.
Cokelek 100 p/ TE bufferinda (10mM Tris-HCl
pH: 7.5, 0.1 mM EDTA) ¢6ziilmiis ve 70°C’de 4
dakika inkiibe edilmistir. 13,000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra list sivi yeni bir tiipe
aliarak elde edilen RNA’lar, -20°C’de analize
kadar muhafaza edilmistir.

2.3.2. Findik ve Berberis drnekleri icin RNA
izolasyonu

Findik ve Berberis Orneklerinden RNA
izolasyonu, Rott & Jelkman (2001)’a gore
yapilmigtir. Bu amagla 300 mg dal kabuk dokusu,
3 m/ ezme tamponu ( 4M guanidine thiosiyanat,
0.2 M sodyum asetat pH: 5.2, 25mM EDTA, 1 M
potasyum asetat, %2.5 PVP-40) icinde ezilmis,
tiilbentten siiziilmiis ve elde edilen 6zsudan 500/,
1.5 m/’lik tlipe alinarak tizerine 100ul SDS (%10),
5wl 2-mercaptoethanol ilave edilmistir. Karigim,
70°C’de ara ara karigtirllarak 10 dakika
bekletilmistir. Daha sonra 5 dakika buzda
bekletilerek, 13,000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Ust sivinin 300u/ si yeni bir tiipe
almarak, {izerine 300ul 6M  sodiumiodid
soliisyonu, 150u/ etanol ve 25u/ (pH: 2) silika (1g
m/ ") ilave edilmistir. Tiip oda sicakhiginda ara ara
karigtirilarak inkiibe edildikten sonra 1 dakika
6000 rpm’de santrifiij edilmis, tst sivi alinmig ve
dipte kalan c¢okelek 500p/ yikama tamponu
(10mM Tris-HCI pH:7.5, 0.05SmM EDTA, 50mM
NaCl ve %50 ethanol) ile ¢ozdiiriilerek yikama
islemi gerceklestirilmistir. Cokelek 100 p/ TE
bufferinda (10mM Tris-HC1 pH: 7.5, 0.1 mM
EDTA) ¢ozilmiis ve 70°C’de 4 dakika inkiibe
edilmistir. 13,000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra {ist siv1 yeni bir tiipe alinarak elde
edilen RNA’lar -20°C’de analize kadar muhafaza
edilmistir.

2.4. Primer ve RT-PCR uygulamasi

PCR amplifikasyonunda, tek asamali RT-PCR
uygulanmustir. Laboratuvar kosullarinda modifiye
edilen PCR karisimi ile ApMV nin Ortii protein
gen bolgesine spesifik olan ve 262 Dbp
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biiyiikliiglinde bir bolgeyi cogaltan primer cifti
kullanilmis ve bu primere gére PCR dongiileri
uygulanmistir (Menzel et al 2002). PCR karigimu:
Oligo (dT) primerler (alt ve st sira) 1 u/ (20 pmol
ul), dNTP: 1.5 pl, 10X Taq buffer: 2.5 ul,
MMLV-RT (Fermentas): 0.4 u, RNase inhibitor
(Promega): 0.1 u, MgCl,: 1.5 pl, Tag DNA
polymerase (Fermentas): 1 u, RNase-free su: 15.7
ul, RNA 6rnegi: 2 pl. Reaksiyon toplam hacmi ise
25 wldir. Aragtirmada kullanilan primer gifti,
Sense: 5’-ATC CGA GTG AAC AGT CTA TCC
TCT AA-3’ Antisense: 5’-GTA ACT CAC TCG
TTA TCA CGT ACA A-3" olup, uygulanan
termal cycling programi ise 42°C’de 30 dakika
(RT asamasi), 95°C’de 15 dakika, 34 dongi
94°C’de 30 saniye 62°C’de 30saniye 72°C’de 1
dakika olarak uygulanmig ve 72°C’de 7 dakika
olarak tamamlanmistir. Tiim RT-PCR firiinleri %
1 lik agarose jelde, 1 saat 100 V elektrik akiminda
elektroforeze tabi tutulmus ve islemi takiben 0.5
ug m/"! EtBr ¢ozeltisinde boyanmuslardir.

2.5. Rekstriiksiyon endoniikleaz enzimleri ile
kesim

RT-PCR uygulamasinda elde edilen iiriinler Hinf
I, BamH I, Ava I, EcoR I, Ssp I, Rsa I, Hind III,
Hinc Il enzimleri ile enzimatik kesime tabi
tutulmuslardir. Bu amagla 8 p/ PCR iiriinii, 0.5 p/
enzim ve 1 m/ enzim bufferi bir PCR tiipii iginde
karigtirtlmis ve 37°C de gece boyu inkiibe
edilmistir. Kesim iriinleri %6 lik poliakrilamid
dikey jelde (16 m/ ddH,O, 4 ml Akriamid-
Bisacrylamid, 400 p/ 50X TAE, 20 p/ TEMED,
200pul Amonyum persulfat) 100 V’da 2.5 saat
elektroforeze tabi tutulmus ve sonrasinda EtBr ile
boyanmiglardir. Enzimatik kesim sonucu olusan

bantlar  kaydedilerek,  filogenetik  analiz
yapilmistir.  Filogenetik analizde Jaccord’s
similarity index programme of Numerical

Taxonomy and Multivariate Analysis System,
Version 2  programindan  (Rohlf  1998)
yararlanilmistir.

2.6. Genom dizilimlerinin ortaya ¢ikarilmasi

Elde edilen PCR iiriinlerinin genom sekanslar1
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisiinde
gerceklestirilmistir. Tiim PCR {iriinleri burada bir
kez daha PCR amplifikasyonuna alinmis, elde

edilen PCR iriini jelde kosturulmus ve iriin
jelden kesilip alinarak Promega Wizard gel and
PCR clean up kiti ile temizlenmis ve Beckmann-
Coultier sekans cihazina uygulanmustir.

3. Bulgular ve Tartisma

2008-2009  yillarinda  Ukrayna-Kiev’  de
gerceklestirilen sorveylerde 18 adet elma, 3 adet
giill, 2 Berberis thunbergii, 3 girgen, 1 findik
olmak {izere toplam 27 adet bitki Ornegi
toplanmustir. Bitki orneklerinin iizerlerindeki
hakim belirti sistemik mozaik seklinde olup
hastaligin  elmalardaki belirtisi  Sekil 1’de
gosterilmektedir. Ukrayna’da enfeksiyon yoresel
elma  ¢esitlerinde  (Pgonagolol  (L1T2-2),
Champion (L5T2-7), Vruchka (L4T2-1)) tespit
edilmesine karsilik, Tiirkiye’de ise entansif {iretim
bolgelerinden olusan arastirma bolgesinde sadece
son yillarinda ekim alanmi hizla gelisen Granny
Smith elma c¢esidinde saptanmustir. aha Daha
once yapilan bir ¢alismada, lilkemizdeki farkli
elma g¢esitlerinde var oldugu bildirilmesine
karsilik (Akbas & Iilhan 2005), bu ¢alismada
sadece G. Smith c¢esidinde mevcut ve yaygin
oldugu belirlenmistir. Arastirma bdlgesinde ekimi
yapilan diger elma tiirlerinde (Starking, Golden
Delicious ve Fuji) hastalik  belirtilerine
rastlanmamis ve bunlardan ornekleme
yaptlmamigtir. Hastalik ayrica tiim Karadeniz
bolgesi boyunca yer alan findik ekim alanlarinda
mevcuttur.

Sekil 1-Elma mozaik viriisii’niin elmadaki
sistemik mozaik seklindeki belirtisi

Figure 1-Systemic mosaic symptoms of Apple mosaic
virus on apple
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ELISA testi sonucunda, Ukrayna elma
orneklerinden, 18 elma 6rneginin 6’s1, 2 Berberis
thunbergii 6rneginin her ikisi ve 3 giil 6rneginin
1’i ApMV antiserumuna karst pozitif reaksiyon
olustururken, 3 girgen ve 1 findik Grneginin
hi¢birinde pozitif reaksiyon elde edilmemistir.
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma Bo6liimii laboratuarinda ise Tiirk izolatlar1
olarak 14 adet elma ve 44 adet findik izolati
mevcut bulunmaktadir. Tim Tiirk izolatlar
ApMV antiserumuna karst  pozitif sonug
vermislerdir.

Yapilan 6n denemelerde, her iki RNA
izolasyon yontemi de, secilen izolatlara
uygulanmis ve RNA konsantrasyonunun daha
yiiksek olmasi nedeniyle, Tiirk ve Ukrayna elma
ve giil drneklerinde Menzel et al (2002)’a gore
yapraktan, Berberis  thunbergii ve findik
bitkilerinden ise Rott & Jelkman (2001)’a gore,
taze siirgiin kabuk dokusundan RNA izolasyonu
yapilmis ve ApMV ortli protein gen bolgesine
gore Menzel et al (2002)’in primeri ve
laboratuvarimizda gelistirdigimiz PCR karigimi
ile RT-PCR testine tabii tutulmuslardir. Orijinal
karisim uygulandiginda (Menzel et al 2002) zayif

3000bp—>
1000 bp—>

500bp>

bantlar, tarafimizdan  gelistirilen  karisim
uygulandiginda ise daha belirgin ve kuvvetli
bantlar elde edilmistir. flk arastirmalarda, findik
yapraklarinda yogun olarak bulunan tanen ve
diger polifenoller ile polisakkaritler nedeniyle her
iki  yonteme  gore, yapraktan  yapilan
izolasyonlarda yeterli oranda RNA izole
edilmemis ancak geng siirgiin kabuk dokusuna
Rott & Jelkman (2001) yontemi uygulandiginda
ise PCR i¢in yeterli RNA’lar elde edilmistir.
Serolojik olarak etmene kars1 pozitif reaksiyon
gosteren tiim izolatlarla, RT-PCR analizinde de
amplifikasyon  gerceklesmis ve 262  bp
biiylikligiinde bantlar elde edilmistir (Sekil 2).
Restriksiyon endonukleaz enzimleri ile kesimde,
Hinf I, BamH I, Ava I, SSp I enzimleri, RT-PCR
driinlerini  kesmis, diger enzimlerle bir sonug
almamamustir.  Yapilan filogenetik analizde ise
Tiirk izolatlar1 9 genotipe ayrilirken, Ukrayna
elma izolatlarinin 6 genotip’te toplandigi, 4 elma
izolatinin birbirine olduk¢a benzer olup aymn
genotipte yer aldigi ve Ukrayna giil ve Berberis
izolatlarinin elma izolatlarindan farkli olup ayri
genotiplerde yer aldiklar1 goriilmiistiir.

Sekil 2-Tiirk ve Ukrayna izolatlarina ait RT-PCR iiriinlerinin elektroforez jel goriintiisii 1: Ukrayna
Berberis thunbergii izolat1, 2: Ukrayna B. thunbergii izolati, 3: Ukrayna giil izolat1 , 4: Ukrayna elma
izolat1 (Vnucka), S: Tiirk elma izolati (Granny Smith), 6:Saghklh elma, W: Su kontrol, M: Markér, (

Fermentas 100bp plus )

Figure 2-Electroforetic gel of RT-PCR amplicons of Turkish and Ukranian isolates 1: Ukraine Berberis
thunbergii isolate, 2: Ukraine B. thunbergii isolate, 3: Ukraine rose isolate , 4: Ukraine apple isolate
(Vnucka), 5: Turkish apple isolate (Granny Smith), 6: healty apple, W: Water control, M: Marker

(Fermentas 100bp plus )
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Sekil 3-Tiirk ve Ukrayna Elma mozaik viriisii izolatlarina ait dendogram
Figure 3-Dendogram of Turkish and Ukranian Apple mosaic virus isolates

1: Diizce (findik)

2: Adapazari-Kocaali (findik)

3: Adapazar1 —Hendek (findik)

4: Adapazar1 —Hendek(find1ik)

7: Giresun FAE (Cavcava) (findik)

11: Isparta-Egirdir BKAE (elma)

12: Isparta-Gelendost (elma)

5: Adapazari-Ferizli (findik)

04: Ordu 4 (findik)

8: Giresun FAE (findik)

13: Nevsehir (elma)

Ukr8: Ukrainan 8 (elma)

113: Tokat (elma)

Ak8: Antalya—Korkuteli (elma)

03: Ordu 3 (findik)

6: Giresun FAE (Fosa) (findik)

10: Isparta-Egirdir BKAE (elma)

112: Isparta-Gelendost (elma)

9: Giresun-Bulancak (findik)

16: New Zeland isolate (elma)
Ukr10:Ukrainan Champion 15.t2.7(elma)
Ukr16:Ukrainan Horticultural enst(elma)
Ukr13:Ukrainan Pinava 15.t2.49(elma)
Ukr11:Ukrainan Unuchka 15.t2.36(elma)
Ukr14:Ukrainan Horticultural enst(elma)
Ukr15:Ukrainan Rootstock parsel(elma)
17: New Zeland isolate (elma)

Ukr12: B. thunbergii atropurpurea

Ukr21: Ukrainan rose isolate
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Score = 388 bits (210), Expect=7e-113

Identities = 214/216 (99%), Gaps = 0/216 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1

TGGAGGATTACGATGAGAGTAATCCGAAAGGTCCGAATCCGATGGACCGAAAGGGTTTCA 60

Sbhjct 167

TGGAGGATTACGATGAGAGTAATCCGAAAGGTCCGAATCCGATGGACCGAAAGGGTTTCA

Query 61

AAAAGGACCAACCGAGAGGTTGGCAGTGGGAAGCCCCTCCAAACACAACTTTTGATGACT

226

120

Sbjct 227

AAAAGGACCAACCGAGAGGTTGGCAGTGGGAAGCCCCTCCAAACACAACTTTTGATGACT

Query 121

286

TCGTGAGGAAGTTTAGGTTGGTGTTGGAGTTTAAGACGAATTTCGCCGCTGGTGCGAAAG 180
RN RN RN RN RN NN RN NN RN RNy

i
Shjct 287

TCGTGAGGAAGTTTAGGTTGGTATTGGAGTTTAAGACGAATTTCGCCGCTGGCGCGAAAG 346

Query 181 TCTTTATGAGGGATTTGTACGTGATAACGAGTGAGT 216

RN RNyl
Sbjct 347 TCTTTATGAGGGATTTGTACGTGATAACGAGTGAGT 382

Sekil 4-Tiirk izolati (Isparta-Egirdir) sekansi ile Ukrayna Elma izolatinin Blast analizi
Figure 4-Blast analysis of Turkish (Isparta-Egirdir) and Ukranian apple isolates

Yeni Zelanda izolatlar1 ise farkli bir genotip
olarak godzlenmistir (Sekil 3). Tirk ApMV
izolatlarindan elma ve findik izolatlar1 aym
genotiplerde yer almaktadir. NCBI web sitesinde
ApMYV Ukrayna izolat1 FJ752493.1 kodu ile, Tiirk
ApMV izolatlar1 ise GU 939596-GU 939610
kodlari ile yer almaktadir. Ukrayna ve Tiirk elma
izolatlarina ait sekanslar birbirleri ile NCBI’ da
Blast analizi ile karsilastirildiklarinda, birbirlerine
%99 oraninda benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. Ancak bizim 143 ve onlarn 309.,
bizim 173. ve onlarin 339. nukleotidlerinde
mutasyonlar mevcuttur (Sekil 4).

Ele alman bu c¢alisma ile iilkemizde ve
Ukrayna’da, basta elma olmak iizere g¢esitli

iriinlerde sorun olan ApMV enfeksiyonunun
molekiiler olarak tanimlar1 yapilmis ve elde edilen
sekans dizileri birbiri ile kargilagtirildiginda her
iki diziliminde birbiri ile benzer olduklar
belirlenmistir. Yurdumuzda elma mozaik virus
hastaliginin ELISA ve RT-PCR yontemi ile tanisi
cesitli arastiricilar tarafindan basari ile yapilmis
(Caglayan et al 2003; Gilimiis et al 2005; S6kmen
et al 2008; Akbas & Ilhan 2005; Yilmaz et al
2006; Yardimci et al 2006; Dursunoglu & Ertung
2008; Yardimcr & Culal 2009), hastaligin ilk
olarak RT-PCR yontemi ile saptanmast ise Ulubas
& Ertung (2003) tarafindan gergeklestirilmistir.
Ancak ele alman bu arastirma ile ApMV
etmeninin molekiiler olarak tanisinin yani sira
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findk ve elma izolatlarinda  molekiiler
karakterizasyonu da yapilmis bulunmakta ve Tiirk
izolatlari, Ukrayna izolatlar1 ile karsilastirilarak
genomdaki farklilik, tek niikleotid polimorfizm
seklinde ortaya konulmaktadir. Ortaya konan bu
bulgular 1s18inda, o6zellikle her iki ilkenin
karantina servisleri tarafindan da rahatlikla
kullanilacak olan, ApMV’nin hizli ve giivenilir bir
sekilde, vegetasyonun her doneminde tespitine
yonelik yontemler belirlenmis olmaktadir.

4. Sonuclar

Sonug olarak, Elma mozaik virusu Tirkiye ve
Ukrayna izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu
yapilmigtir. Etmen ilkemizde elma (Granny
smith), findik ve yag giiliinde yaygindir. RNA
izolasyonunda elma orneklerinde Menzel et al
(2002) yontemi, Berberis, giil ve findikta ise Rott
& Jelkman (2001) yontemi daha basarili sonuglar
vermistir. RT-PCR’ da, tim RNA 6rnekleri,
Menzel’in primeri ile affinite gostermis ve
amplifiye olmuslardir. Amplifikasyon sonucunda,
262 bp biiyiikligiinde bantlar elde edilmistir. Tim
amplifikasyon {riinleri, Hinf I, BamH I, Ava I, Ssp
1, EcoR I, Rsa I, Hind IIl, Hinc II enzimleri ile
enzimatik kesime tabi tutulmuslardir. RT-PCR
iriinleri, Hinf I, BamH I, Ava I, Ssp I enzimleri ile
kesime maruz kalmis, diger enzimlerle bir sonug
elde edilememistir. Gergeklestirilen bu arastirma
ile Tiirk izolatlari, Ukrayna izolatlar1 ile
karsilastirilarak genomdaki farkliliklar, ortaya
konulmaktadir. Yapilan Blast analizinde, her iki
iilke izolatlarinin birbirine olduk¢a benzer
olduklar1 ve %99 oraninda birbirine benzedikleri
saptanmustir. Ortaya konan bu bulgular 1s18inda,
ozellikle her iki {ilkenin karantina servisleri
tarafinda da rahathikla kullanilacak olan,
ApMV’nin hizli ve giivenilir bir sekilde,
vegetasyonun her doneminde tespitine yonelik
yontemler belirlenmis olmaktadir.

Tesekkiir

Bu aragtirmay1 1070323 kodlu Tiirkiye-Ukrayna
Ikili isbirligi projesi ¢ercevesinde destekleyen
TUBITAK a tesekkiir ederiz.
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