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Amasya ve Tokat illerinde yetistirilen eriklerde Elma mozaik
viriis (Apple mosaic virus, ApMYV)’ii enfeksiyonu ve yayginhgi

Kemal DEGIRMENCI! Birol AKBAS!

SUMMARY

Infection and distribution of Apple mosaic virus (ApMV) on cultivating plum
in Amasya and Tokat provinces

This work was conducted in plum orchards of Amasya and Tokat provinces in the year
between 2008-2010. The aim of the study was to determine the current status of European
plum line pattern disease caused by Apple mosaic virus (ApMV) in these provinces. Plum
trees were examined in all surveyed fruit orchards of the provinces. A total of 549 plum
samples were collected and tested by DAS-ELISA and RT-PCR against the cusal agent
Apple mosaic virus. In DAS-ELISA tests, ApMV was detected only in Prunus cerasifera
cv. Siit erigi among all collected plum varaites. The prevalence of the disease in cv. Siit
erigi. was 46.1 % and 16.6 % in the surveyed plantations of Amasya and Tokat,
respectively. The RT-PCR results were confirmed the ELISA test results.
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OZET

Bu calisma Amasya ve Tokat illerinde 2008-2010 yillar1 arasinda Erik bahgelerinde
yiriitiilmiistiir. Calismada Amasya ve Tokat illerindeki erik plantasyonlarinda European
plum line pattern hastaliginin etmeni olan Elma Mozaik viriisii (Apple mosaic virus,
ApMV)’iin tespiti ve yayginligi arastirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda erik bahgeleri ve
diger meyve plantasyonlart dolasilmig ve erik agaclart makroskobik olarak incelenmistir.
Uc yil siireyle yapilan siirveylerde 549 erik 6rnegi toplanmistir. Toplanan 6rnekler
laboratuar ¢aligmalarinda DAS-ELISA ve RT-PCR test metotlar1 ile Apple mosaic virus’
iine kargi test edilmistir. DAS-ELISA testi sonucunda sadece Siit eriklerinden toplanan
orneklerde bu hastaliga neden olan viriis saptanmistir. Amasya ve Tokat illerinde siit erigi
agaclarinda hastalifin yayginlik oranin sirasiyla %46.1 ve %16.6 oldugu saptanmistir.
ELISA test sonuglarina paralel olarak yiiriitilen RT-PCR testlerinde European plum line
pattern hastaligina neden olan ApMV2nin varlig1 molekiiler olarak da dogrulanmustir.

Anahtar kelimeler: ApMV, erik, ELISA, RT-PCR
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GIRIS

Sert cekirdekli meyve iiretimi iilkemiz igin énemli bir gelir kaynagidir. Ulkemizde
yaklasik 53.573.000 adet sert ¢ekirdekli meyve agacindan, 2.040.853 ton meyve
iretimi yapilmaktadir. Bu liretim igerisinde 7.750.000 adet aga¢ varligi ve 248.736
ton meyve iiretimi ile erik onemli bir yere sahiptir. Amasya ve Tokat illeri yaklasik
160.000 agac sayist ve 7.000 ton erik iiretimleri ile iilkemizde onemli 6l¢iide
iiretim yapan iller arasindadir (Anonim 2008). Ulkemizde yetistirilen ¢ok sayida
erik ¢esidi bulunmaktadir. Bu erik g¢esitlerinden biri, Amasya ve Tokat illerinde
yetistirilen ve Siit Erigi olarak isimlendirilen, Prunus ceresifera tiiriine ait yerel bir
erik ¢esididir. P. ceresifera genel olarak Avrupa ve Amerika’da myrobolan erigi
olarak isimlendirilmekte ve ana¢ olarak kullanilmaktadir. P. ceresifera degisik
iklim ve toprak sartlarina uyabilen bir erik tiriidiir (Karamiirsel ve ark. 2009).
Amasya ve Tokat illerinde diger erik c¢esitleri kapama bahge tarzinda
yetistirilmelerine ragmen, siit erigi kapama bahce tarzindan daha cok, ev
bahgelerinde ve diger kapama bahgelerin kenarlarinda yetistirilmektedir. Sert
cekirdekli meyve agaglarinda fungal, bakteriyel ve viral etmenlerden kaynaklanan
¢ok sayida hastalik bulunmaktadir. Bu hastaliklar igerisinde viriis hastaliklari, ciddi
verim kayiplarina neden olmalar1 ve kimyasal miicadelelerinin olmamasi nedeniyle
onemli bir yere sahiptir. Sert ¢ekirdekli meyve agaclarinda zarar yapan en 6nemli
virlis hastaliklari, Plum pox virus (PPV), Prune dwarf virus (PDV), Prunus
necrotic ringspot virus (PNRSV), Apple mosaic virus (ApMV) ve Apple chloratic
leafspot virus (ACLSV) olarak bilinmektedir. Bu viral etmenlerden ApMV,
eriklerde European plum line pattern hastaligina neden olmaktadir (Desvignes
1999, Nemeth 1986, Uyemoto and Scott 1992,). ApMV Bromoviridae familyasina
ait Ilarviriis cinsinde altgrup 3 igerisinde yer alan ve odunsu bitkilerde enfeksiyon
yapan en onemli virlislerden biridir. ApMV 19 familyada 65 tiirde enfeksiyon
yapmaktadir. Bu tiirlerden betula (Betula sp.), findik (Corylus avellana), ¢ilek
(Fragaria spp.), karaaga¢ (Humulus lupulus), yaban elmas: (Malus sylvestris),
elma (Malus pumila), kayis1 (Prunus armeniaca), kiraz (Prunus avium), badem
(Prunus dulcis), frenk tiziimii (Ribes rubrum), ahududu (Rubus sp), bitkileri
ApMV’ nin hassas konukgular1 arasindadir (Petrzik 2005, Rybicki 1995). ApMV”’
nin degisik konukgularda meydana getirdigi hastaliklar Birch line pattern virus,
Birch ringspot virus, Dutch plum line pattern virus, European plum line pattern
virus, Hop A virus, Hop C virus, Horsechestnut yellow mosaic virus, Mild apple
mosaic virus, Mountain ash variegation virus, Rose mosaic virus, and Severe apple
mosaic virus gibi farkli isimlerle isimlendirilmektedir (Sanches- Navarro and
Pallas 1994). ApMV’ nin bilinen herhangi bir vektorii bulunmamasiin yaninda,
mekanik olarak, as1 ve vejetatif liretim materyali ile tasinmaktadir (Dhingra 1972,
Fulton 1983, Hunter et al. 1958, Petrzik 2005). ApMV biitiin diinyada ¢ok yillik
bitkilerdeki en yaygin viriislerin baginda yer almaktadir. Ulkemizde de 6zellikle
son yillarda yapilan caligmalarda meyve plantasyonlarindaki en yaygin viriis
hastaliklarin basinda geldigi goriilmektedir (Akbas et al. 2004, Akbas and
Degirmenci 2009, Arli-Sokmen et al. 2005, Ertung et al. 2009, Sipahioglu ve ark.
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2001). ApMV’ nin findiklarda %1542, bademlerde %25, elmalarda %20 iiriin
kayiplarina neden oldugu ayrica asili elma fidanlarinda g6z olusumunda ve
biiylimede durgunluga neden oldugu bildirilmektedir (Akbas and Degirmenci 2009,
Aramburu and Rovira 1995, Barbara 1988, Martelli and Savino 1997, Rebandel et
al. 1979).

ApMV viriisiinlin eriklerde neden oldugu European plum line pattern hastaligi
iilkemizde ilk defa Akbas and Degirmenci (2010) tarafindan yapilan ¢alismada
Amasya ve Tokat illerinde yerel bir erik ¢esidi olan Siit eriginde rapor edilmistir.
Bu calismada, bu hastaligin Amasya ve Tokat illerinde erik alanlarindaki
enfeksiyon durumunun ortaya konmasi ile birlikte diger erik cesitlerinde de olup
olmadiginin arastirilmasi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Amasya ve Tokat illerindeki erik bahcelerinden toplanan 6rnekler ¢alismanin ana
materyalini olusturmustur. ApMV’ nin varligini saptamada kullanilan DAS-ELISA
kitleri (Agdia, Inc., Elkhart, IN) ve diger serolojik ve molekiiler sarf malzemeler
calismanin diger materyalini olusturmustur.

Siirvey cahismalari: Amasya ve Tokat illerinde 2008-2010 yillar1 arasinda erik
bahgelerinden sistematik Ornek alma yontemine gore O6rnek toplanmustir. Erik
agaclar oncelikle makroskobik olarak degerlendirilmis ve her bahgeden en az 1
ornek alinmigtir. Daha Once bu bolgede bu hastalik sadece Siit eriklerinde
saptandigindan dolayi, Ornek toplama sirasinda bu erik ¢esitleri miimkiin
oldugunca kontrol edilmeye calisilmis ve bunlardan toplanan 6rnekler ayri olarak
degerlendirilmistir. Ornekler ApMV belirtisi gdsteren agaclarn  yam sira
gostermeyen agaglardan da bahgeyi ve bolgeyi temsil edecek sekilde alinmustir.

Serolojik ¢alismalar:Toplanan 6rnekler polietilen torbalara koyularak buz kutusu
icerisinde laboratuara getirildikten sonra ApMV’ ye karst DAS-ELISA yontemi ile
antiserumun temin edildigi firmanin (Agdia, Inc., Elkhart, IN) protokoliine gore
testlenmistir.

Molekiiler cahismalar: Hastalik belirtisi gosteren ve gostermeyen erik
cesitlerinden bazilar1 RT-PCR ile molekiiler testlere tabi tutulmustur. RT-PCR
metodunda total RNA ekstraksiyonu Foissac et al. (2001)’a goére yapilmustir.
Ekstraksiyonda protokole uygun olarak 100 mg taze yaprak oOrnekleri
kullanilmistir. PCR amplifikasyonunu etmen viriisiin kilif protein geni {izereinde

262 bp uzunlugundaki bir alani cogaltan 5’-
ATCCGAGTGAACAGTCTATCCTCTAA-3’ (forward) ve 5’-
GTAACTCACTCGTTATCACGTACAA-3’ (reverse) primerleri ile

gergeklestirilmistir (Menzel ve ark. 2002). PCR karigimi ve amplifikasyonu yapilan
ufak modifikasyonlarla Menzel et al. (2002)’a gore uygulanmistir. Buna gore steril
PCR tiipline 2.5 pl 10X reaksiyon buffer (200 mM Tris-HCL, pH:8.4, 500 mM
KCD), 0.75 pl MgCl, (25mM), 0.25ul ANTP her primerden 0.5 pl, 0.2 pul Tag DNA
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polimeraz (Fermantase) 17.8 pul RNase ari su eklenerek toplam hacim 25 pl olarak
gerceklestirilmistir. PCR amplifikasyonu 37 °C de 50 dk, 94 °C de 3 dk, 94 °C de
30 sn, 58 °C de 30 sn, 72 °C de 1 dk 35 dongii ve 72 °C de 10 dk programina gore
yapilmistir. Elde edilen PCR firiinleri %1.5° lik agaroz jel elektroforezde
kosturulmus ve etidium bromid’de boyanarak UV 1gikta goriintiilenmistir (Menzel
et al. 2002).

SONUCLAR

Arazi gozlemleri: Amasya ve Tokat illerinde 2008-2010 yillar1 arasinda yapilan
stirveylerde bolgeye ait yerel erik cesidi olan Siit eriginde yapraklarda klorotik
halkali lekeler, c¢izgiler ve mese yapragi formunda viriislerin sebep oldugu
hastaliklardan kaynaklanabilecek belirtiler gézlenmistir (Sekil 1, Sekil 2). Diger
erik ¢esitlerinde bu tip belirtiler gozlenmemistir.

Sekil 1. European plum line pattern hastaliginin erik yapraklarinda olusturdugu klorotik
halkal1 lekeler.

S
k yapraklarinda olusturdugu klorotik

Sekil 2. European plum line pattern hastaliginin eri
¢izgi ve mese yapragi formu.

DAS-ELISA sonuclari: Yapilan DAS-ELISA testlerinde erik agaclarindaki bu

belirtilere ApMV’ nin neden oldugu tespit edilmistir. Yapilan testlerde her iki ilden

toplanan 549 6rnekten 27 tanesi ApMYV ile bulasik bulunmustur. ApMYV ile bulasik

orneklerin tamami belirti gosteren Siit erigi Orneklerinden olmustur. Yayginlik
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oraninin bu yillar arasinda Amasya ilindeki Sit eriklerinde (%46.1) Tokat iline
(%16.6) gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ad1 gegen illerde genel erik
populasyonu i¢inde ise hastaligin yayginlik orani sirasiyla %6.8 ve %1.5 olarak
bulunmustur (Cizelge 1).

Cizelge 1. Siirvey alanlarindan toplanan 6rnekler ve hastaliin yayginlik oranlart

Toplam |Siit eriklerindeki| Genel

Diger erik | Bulasik ornek yayginlik oran1 | yayginhk

Dller | Siit erigi cesitleri | 6rnek sayisi

sayisi (%) orani (%)
Amasya 52 299 24 351 46,1 6,8
Tokat 18 180 3 198 16,6 15

RT-PCR Sonuclari: Yapilan RT-PCR calismalarinda, hastaliga neden olan
ApMV’nin amplifikasyonu hastalik belirtisi gosteren drneklerden saglanmistir. RT-
PCR amplifikasyonu sonucunda, 262bp de bant elde edilmistir Hastalik belirtisi
gostermeyen siit erikleri ile diger erik cesitlerinde herhangi bir sonu¢ alinmamigtir
(Sekil 3).

1000 bp

500 bp

262 bp

100 bp

Sekil 3. DAS-ELISA testinde pozitif ve negatif reaksiyon veren ApMV ile infekteli
numunelerin RT-PCR testi ile dogrulanmasi. M. Marker, 1.ve 2 ApMV belirtisi
gostermeyen erikler, 3, 4, 5 ve 6 ApMYV ile bulasik Siit erigi.

TARTISMA VE KANI

Amasya ve Tokat illerinde 2008-2010 yillar1 arasinda yapilan siirveylerde, ayni
kiiltiirel islemlerin uygulandig1 erik plantasyonlarinda viriis belirtisine benzer
belirtilerin siit eriklerinde goriiliirken diger erik c¢esitlerinde goriilmemesi dikkat
cekici bulunmustur. Goézlemler neticesinde bu hastalik belirtilerinin biitiin erik
cesitlerinde goriilmedigi, sadece siit eriklerini hastalandirdigi ya da diger erik
cesitlerinde latent olarak kaldigi kanaatine varilmistir.

Yapilan DAS-ELISA testlerinde erik agaclarindaki bu belirtilere ApMV’ nin neden
oldugu tespit edilmistir. Enfeksiyonun ¢alismanin yapildigi yillar arasinda Amasya
ilinde Tokat iline gore hem siit eriklerinde (%46.1) hem de genel erik
plantasyonunda (%6.8) daha yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir. DAS-ELISA
testi sonucunda bulagik bulunan 6rneklerin hepsi viriis belirtisi gosteren Siit erigi
¢esidine ait 6rnekler olmustur. Bu sonuglar makroskobik gozlemlerle paralel olarak
ApMV enfeksiyonunun bu illerde genel olarak sadece Siit erigi cesitlerinde
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bulundugunu gostermektedir. Nemeth (1986) tarafindan yapilan calismada da
ApMV’ ye karsi erik ¢esitlerinin farkli reaksiyonlar verdigi rapor edilmistir. Ayrica
DAS-ELISA testi sonuglarinda ApMV belirtisi gdsteren Siit erigi orneklerinin
pozitif, ApMV belirtisi gdostermeyen siit eriklerine ve diger erik gesitlerine ait
orneklerin negatif sonu¢ vermesi, ApMV’ nin hastalik belirtisi gostermeyen bu
agaclarda latent olarak bulunmadig1 ya da toplanan 6rneklerde teshis edilebilecek
konsantrasyonda olmadigi kanaati olusturmustur.

RT-PCR calismalarindan alinan sonuglarla DAS-ELISA sonuglart dogrulanmustir.
Yapilan c¢aligmada makroskobik gozlemler, DAS-ELISA sonuglar1 ve RT-PCR
sonugclar paralellik gdstermistir.

European plum line pattern hastaligimin ekonomik anlamda Onemli bir erik
hastaligi olmasina (Nemeth 1986) ragmen, Amasya ve Tokat illerinde siit
eriklerinin kapama bahge tarzindan daha ¢ok, bahge kenarlarinda yetistirilmesi bu
viriisiin bu illerde erik yetistiriciligini ve liretimini ekonomik anlamda olumsuz
etkileme sansini zayiflatmaktadir. Bilinen vektorii bulunmayan ApMV’ nin bulagik
olmayan meyve plantasyonlarina yayilmasiin kiiltiirel islemler sirasinda alinacak
bazi tedbirlerle engellenebilecegi diisiiniilmektedir.
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