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SUMMARY 

Research on the Presence of Some Viruses in Olive Orchards Using 

Serological and Molecular Techniques in Mardin Province of Turkey 

Surveys were performed in 2010 in order to investigate the presence of several virus 

diseases in olive trees grown in Mardin province and counties located in the Southeastern 

Anatolia. Totally 170 shoot samples were collected from trees showing virus symptoms and 

also collected randomly symptomless trees considering the possibility of virus presence 

latently. Olive plant samples were tested against Olive latent-1 virus (OLV-1), Olive latent-

2 virus (OLV-2), Cherry leaf roll virus (CLRV), Arabis mosaic virus (ArMV), Strawberry 

latent ringspot virus (SLRSV), Olive latent ringspot virus (OLRSV), Cucumber mosaic 

virus (CMV) and Olive latent-3 virus (OLV-3). To identify viral agents, the serological 

(DAS-ELISA) tests using available polyclonal antisera (SLRSV, ArMV, CLRV and 

CMV) and molecular methods (dsRNA, RT-PCR) were applied to collected olive samples. 

According to results of DAS-ELISA and PCR analysis, all samples were found negative 

whereas dsRNA profiles were observed in 41 samples. All tested samples were found free 

of tested viruses but it was concluded that they have to be tested against other known 

viruses of olives. 
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ÖZET 

Güneydoğu Anadolu bölgesinde yer alan Mardin il ve ilçelerindeki zeytin ağaçlarındaki 

bazı virüs hastalıklarının durumunu araĢtırmak amacıyla 2010 yılında surveyler yapılmıĢtır. 

Virüs simptomu gösteren ağaçlardan ve virüslerin latent olarak taĢındıkları göz önüne 

alınarak simptomsuz ağaçlardan da tesadüfi olarak toplam 170 sürgün örneği toplanmıĢtır. 

Alınan örnekler Olive latent-1 virus (OLV-1, Zeytin latent-1 virüs), Olive latent-2 virus 
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(OLV-2, Zeytin latent-2 virüsü), Cherry leaf roll virus (CLRV, Kiraz yaprak kıvrılma 

virüsü), Arabis mosaic virus (ArMV, Arabis mozaik virüs), Strawberry latent ringspot 

virus (SLRSV, Çilek latent halkalı leke virüsü), Olive latent ringspot virus (OLRSV, Zeytin 

latent halkalı leke virüsü) ve Cucumber mosaic virus (CMV, Hıyar mozaik virüsü), Olive 

latent-3 virus (OLV-3, Zeytin latent-3 virüs)‟üne karĢı testlere tabi tutulmuĢtur. Toplanan 

zeytin örneklerine  mevcut poliklonal antiserumlar kullanılarak (DAS-ELISA) serolojik 

testler (CLRV, ArMV, SLRSV ve CMV) ve moleküler metodlar (dsRNA, RT-PCR) 

uygulanarak virüsler test edilmiĢtir. DAS-ELISA ve PCR analizlerinde tüm örnekler negatif 

olarak tespit edilirken, dsRNA anlizlerinde 41 örnekte, dsRNA profilleri tespit edilmiĢtir. 

Test edilen zeytin örnekleri araĢtırılan virüsler açısından temiz bulunurken, bu örneklerin 

zeytin ağaçlarını enfekte ettiği bilinen diğer virüsler açısından da test edilmesi gerektiği 

sonucuna ulaĢılmıĢtır.  

Anahtar Kelimeler: ELISA, dsRNA, RT-PCR, Zeytin virüsleri  

GĠRĠġ 

Oleacea familyasının bir üyesi olan zeytin (Olea europaea L.) yüzyıllarca önemini 

yitirmemiĢtir. 21. yüzyılın bitkisi olarak düĢünülen zeytin bitkisinin, tüm dünyada 

yaklaĢık 900 milyon olan ağaçtan % 98‟i Akdeniz havzasında yer almaktadır. Bir 

Akdeniz ülkesi olan ülkemizin neredeyse tüm kıyı bölgelerinde ve bazı mikro 

klima özelliği gösteren alanlarda zeytine rastlanmaktadır (ġekil 1). Türkiye; dünya 

zeytin yetiĢtiricilik alanı ve zeytin üretiminde 5. sırada olup 8.261,993 dekar alanda 

111.397.831‟i meyve veren, 45.757.988‟i de meyve vermeyen olmak üzere toplam 

157.155.819 adet zeytin ağacı bulunmaktadır. Türkiye toplam zeytin üretimi 

1.415.000 ton olarak gerçekleĢmiĢtir. ÇalıĢmanın yapıldığı Mardin ilinde 19,235 

dekar alanda 252.030‟u meyve veren 1.201.200‟i ise meyve vermeyen yaĢta olan 

toplam 1.453.230 zeytin ağacından 5.742 ton ürün elde edilmektedir (Anonim, 

2011). 

 
ġekil 1. Türkiye‟de zeytin yetiĢtiriciliği yapılan alanlar (1. Ege, 2. Marmara, 3. Akdeniz, 4. 

Güneydoğu Anadolu, 5. Karadeniz bölgeleri. (Numaralar bölgelerin ağaç sayısı ve 

üretim miktarlarına göre çoktan aza doğru verilmiĢtir) 

Zengin bir çeĢit potansiyeline sahip Türkiye‟de, yağlık ve sofralık olarak 

değerlendirilmeye elveriĢli, değiĢik bölgelere ait 28 zeytin çeĢidinin yaygın olarak 
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yetiĢtiriciliği yapılmaktadır. Mardin‟de Halhalı (Derik), AğliĢ, Belluti, Hursuki, 

Mavi ve Zoncuk, çeĢitleri uzun yıllar yetiĢtirilen yerel çeĢitlerdir. Bölgede 

zeytincilik her geçen gün önem kazanmakta ve yeni plantasyonlar 

oluĢturulmaktadır. Bölgeye giren yabancı çeĢitler ise; Kilis, Nizip, Gemlik ve 

Ayvalık çeĢitleridir (Anonim, 2012). 

Bu güne kadar zeytinde yapılan çalıĢmalar sonucunda saptanan virüsler; 

Strawberry latent ringspot virus (SLRSV, Çilek latent halkalı leke virüsü), Arabis 

mosaic virus (ArMV, Arabis mozaik virüs), Cherry leaf roll virus (CLRV, Kiraz 

yaprak kıvrılma virüsü), Cucumber mosaic virus (CMV, Hıyar mozaik virüsü), 

Tobacco mosaic virus (TMV, Tütün mozaik virüsü)‟dür. Zeytin ön adı ile baĢlayan 

ve konukçusu genellikle zeytin olan viral etmenler ise Olive latent ringspot virus 

(OLRSV, Zeytin latent halkalı leke virüsü), Olive latent-1 virus (OLV-1, Zeytin 

latent-1 virüs), Olive latent-2 virus (OLV-2, Zeytin latent-2 virüs), Olive latent-3 

virus (OLV-3, Zeytin latent-3 virüs), Olive vein yellowing-associated virus 

(OVYaV, Zeytin damar sararması ile iliĢkili virüs), Olive yellow mottling and 

decline associated virus (OYMDaV, Zeytin sarı beneklenme ve geriye ölümle 

iliĢkili virüs), Olive semilatent virus (OSLV, Zeytin yarı latent virüs), Olive leaf 

yellowing-associated virus (OLYaV, Zeytin yaprak sararması ile iliĢkili virüs) ve 

Tobacco necrosis virus-D (TNV-D, Tütün nekroz virüsü = Olive mild mosaic 

virus; OMMV, Zeytin ılımlı mozaik virüs)‟dir (Poggi Pollini et al, 1996; 2002).  

Viral hastalıklarla mücadelede kimyasalların kullanılamayıĢı ve özellikle çok yıllık 

bitkilerde virüs enfeksiyonlarının uzun yıllar bitkilerde zarar yapma durumu 

nedeniyle virüs hastalıkları önem arz etmektedir. Viral hastalıklarla mücadelede 

dolaylı yollar (vektör mücadelesi, yabancı ot kontrolü v.b) kullanılmakta olup en 

etkili korunma yolu ise temiz ve sertifikalı fidanlar ile bahçelerin tesis edilmesidir. 

Viral hastalıklardan ari olarak yapılacak üretimler verim ve kaliteyi artıracağı gibi 

ağaçların ekonomik ömürlerini uzatacaktır. Zeytin virüslerinin bir kısmı sadece 

sınırlı sayıda ağaçta bildirilmiĢken bir kısmı da geniĢ alanlarda bildirilmiĢtir. 

Zeytinde enfeksiyon yapan virüslerden OLV-1 zeytin dıĢında Türkiye‟de 

turunçgillerde, Japonya‟da   lalelerde ve son olarak da domatesde tespit edilmiĢtir 

(Martelli ve ark., 1996; Kanematsu ve ark., 2001; Hasiów-Jaroszewska ve ark., 

2011). OLV-2 ise zeytin dıĢında gene otunda (castor bean) bulunmuĢtur (Grieco ve 

ark., 2002). Bunun dıĢındaki zeytin (olive) ön adıyla anılan virüsler hakkında 

(OLRSV, OVYaV, OSLV ve OLYaV) zeytin dıĢındaki bitkilerde Ģu ana kadar bir 

kayda rastlanmamıĢtır. SLRSV, ArMV, CMV, TMV, TNV ve CLRV çok geniĢ 

konukçu dizisine sahip ve yaygın olarak bulunan virüslerdir. Bu virüslerden 

zeytinde en belirgin simptomları SLRSV verirken verim kaybı ve kalite 

bozukluklarına neden olduğu bildirilmiĢtir. Zeytini enfekte eden virüslerin bazıları 

toprak kökenli olarak (SLRSV, ArMV, TNV), bazıları bitkileri doğrudan (TMV), 

tohumla (CLRV ve OLV-1), vektör böceklerden olan yaprak bitleri ile (CMV) 

veya sadece vejetatif üretim materyali ile bitkiler arasında yayılmaktadırlar (OLV-

2 ve OLRSV). OLYaV‟nin vektörü olarak unlubit ve psillidler rapor edilmiĢ fakat 

böceklerle yapılan taĢıma denemelerinde baĢarı sağlanamamıĢtır.  
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Zeytin virüslerinin görsel teĢhisinde sadece SLRSV bazı simptom verirken 

diğerleri genellikle simptomsuzdur (latent) ancak bazı belirtiler virüs hastalıkları 

ile iliĢkilendirilmiĢtir. Zeytinde ArMV, CLRV ve OLYaV yaprak sararması, TMV 

ve OSLV damar açılması ile iliĢkili bulunmuĢtur. Zeytin virüslerinin teĢhisinde 

simptomolojinin yanıltıcı olması, biyolojik indeksleme yöntemi kullanımında 

uygun odunsu indikatör bitkilerinin olmayıĢı var olan otsu konukçulara yapılan 

mekanik taĢımalarda her zaman aynı sonucu vermemesi ve düĢük hassasiyette 

olması bu hastalıkların teĢhisini zorlaĢtırmaktadır. Günümüzde bitki virüslerinin 

teĢhisinde yaygın olarak kullanılan teĢhis metotlarından olan ELISA da ise; 

Portekiz‟de SLRSV ve CMV teĢhisinde baĢarılı sonuçlar alınmıĢ, Ġtalya‟da ise 

TMV‟nin teĢhisinde baĢarılı olamamıĢtır. Zeytin virüslerinde antiserumu bulunan 

virüslerin teĢhisinde DAS-ELISA istikrarlı sonuçlar vermemekte bu da bitki 

bünyesinde virüs konsantrasyonun çok düĢük olması veya bitkide bulunan toksik 

maddelerden dolayı yanlıĢ pozitif sonuçlar verebilmekte ve hatalı sonuçlar 

alınmasına neden olabilmektedir. Bu nedenle zeytin virüslerinin teĢhisinde 

Ġtalya‟da geliĢtirilen ve birçok ülkede denenen moleküler yöntemlerden çift kollu 

(ds-double strand)-RNA ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi yöntemlerin 

kullanılması gerektiği bildirilmiĢtir. Zeytinde yapılan ds-RNA analizi sonucunda 

elde edilen bantların bitkide virüsün varlığının iĢareti olduğu ancak tek tek 

virüslerin teĢhisi için kullanılmasının uygun olmadığı ve bu bantların yalnız virüs 

enfeksiyonları durumunda oluĢabileceği ve zeytindeki çalıĢmalarda rutin olarak 

kullanılabileceği farklı araĢtırmacılar tarafından bildirilmiĢtir (Grieco ve ark., 2000; 

Faggioli ve ark., 2002; Fadel ve ark., 2005; Al Abdullah ve ark., 2005). 

Ülkemizde zeytin virüsleri ile ilgili Ege ve Doğu Akdeniz bölgelerinde birbirinden 

farklı dört çalıĢma yapılmıĢ ve SLRSV, CLRV, CMV ve ArMV virüsleri DAS-

ELISA yöntemi ile testlenmiĢtir (Fidan ve Ertem, 1995; Tarla ve Çağlayan, 1998; 

Çağlayan ve ark., 2004; Erilmez ve Erkan 2014). Bu çalıĢmaların dıĢında 2008 

yılında Doğu Akdeniz Bölgesinde zeytin örnekleri RT-PCR yöntemi ile analiz 

edilmiĢ, CMV ve OLV- 1 virüsleri saptanmıĢtır. (Yalçın, 2008). Ege bölgesinde 

yapılan çalıĢmada ise ArMV, CMV, CLRV, SLRSV, OLV-1, OLV-2, OLV-3, 

OLRSV ve OLYaV adlı virüslerin varlığı RT-PCR ile araĢtırılmıĢtır (Erilmez ve 

Erkan 2014).   

Güneydoğu Anadolu Bölgesi‟nde de zeytin yetiĢtiriciliği yoğun olarak yapılmasına 

rağmen Ģimdiye kadar bu bölgedeki zeytin ağaçlarının virüslerle enfeksiyon 

durumları araĢtırılmamıĢtır. Bu nedenle, bu bölgede zeytin yetiĢtiriciliğinin en 

yoğun yapıldığı Mardin ili zeytin alanlarında sörveyler düzenlenmiĢ ve toplanan 

zeytin örneklerinde SLRSV, CLRV, ArMV, CMV, OLV-1, OLV-2, OLV-3 ve 

OLRSV‟nin varlığı araĢtırılmıĢ ve elde edilen veriler ülkemizde yetiĢtirilen 

zeytinlerdeki virüs hastalıklarının durumu konusunda yapılan çalıĢmalara katkı 

sağlamıĢtır.  
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MATERYAL VE METOT 

Güneydoğu Anadolu Bölgesi‟nde zeytin yetiĢtiriciliğinin yoğun olarak yapıldığı 

Mardin ili Merkez, Kızıltepe ve Derik ilçelerinde yer alan ticari ve ev zeytin 

bahçelerinden alınan sürgün örnekleri çalıĢmada bitki materyali olarak 

kullanılmıĢtır. Virüslerin teĢhis çalıĢmalarında pozitif kontrol olarak kullanılmak 

üzere CLRV, OLRSV, SLRSV, OLV-1, OLV-2, OLV-3 ve negatif kontrol için 

zeytin sürgünleri Dr. Francesca Faggioli‟den (Roma, Italya) ve Dr. Angelantonio 

Minafra‟dan (Bari, Italya) temin edilmiĢtir. SLRSV, ArMV, CLRV ve CMV 

pozitif kontrol örnekleri ayrıca ELISA kitlerinden temin edilmiĢtir. 

Sörvey ÇalıĢmaları ve Bitki Materyalinin Temini 

Güneydoğu Anadolu Bölgesi‟nde zeytin yetiĢtiriciliğinin yoğun olarak yapıldığı 

Mardin ili Merkez, Kızıltepe ve Derik ilçelerinde ticari ve ev zeytin bahçeleri 2010 

yılının Mart-Nisan aylarında ziyaret edilmiĢtir. Yapılan sörveyler sonucunda, virüs 

simptomuna benzerlik gösteren ağaçlardan ve virüslerin latent olarak taĢındıkları 

göz önüne alınarak simptomsuz ağaçlardan da tesadüfi olarak bahçenin en az % 5 

ini temsil edecek Ģekilde ağacın etrafından dolaĢılarak 2-3 yıllık, 20–25 cm 

uzunluğunda, 7–8 sürgün alınmıĢtır. Alınan sürgünler plastik torbalara 

etiketlenerek yerleĢtirilmiĢ ve buz içeren kutularda nükleik asit izolasyonu 

yapılıncaya kadar saklanmak üzere laboratuvara taĢınmıĢtır (Faggioli ve ark., 2005; 

Loconsole ve ark., 2010).  

Araziden alınan ve bitki materyali olarak kullanılacak olan sürgünlerin kabuk 

kısımları kazınarak floem dokuları alınmıĢ ve derhal sıvı azot yardımıyla ezilmiĢtir. 

Toz haline getirilen bitki materyalinin erimesine izin vermeden, dsRNA ve toplam 

nükleik asit izolasyonu yapılıncaya kadar -80°C‟de muhafaza edilmiĢtir. 

Serolojik Yöntemler 

Survey çalıĢmaları sonucunda ilkbaharda zeytin bitkilerinden alınan sürgünlerdeki 

virüslerin araĢtırılmasında önce serolojik testler yapılmıĢtır. Zeytin örnekleri 

SLRSV, ArMV, CLRV ve CMV virüsleri için DAS-ELISA (Double-antibody 

sandwich-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) ‟ya tabi tutulmuĢtur. 

Antiserumlar kit halinde alınmıĢ (LOEWE, Almanya) firmanın önerdiği yönteme 

göre testler gerçekleĢtirilmiĢtir. Sonuçlar E Max Precision Microplate Reader 

cihazı kullanılarak 405 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 

değerlendirilmiĢtir. Testlerde kitte yer alan negatif örneğin iki katı absorbans 

değeri veren örnekler pozitif olarak değerlendirilmiĢtir (Clark ve Adams, 1977). 

Moleküler Yöntemler 

dsRNA izolasyonu ve elektroforez iĢlemi:  

dsRNA izolasyonu Walia ve ark (2009)‟a göre yapılmıĢtır. Bu amaçla 15 gr sıvı 

azot yardımıyla ezilmiĢ bitki örneği 300 ml‟lik santrifüj tüplerine alınmıĢtır. 

Tüplere 45 ml 2xSTE, 17,5 ml %10 SDS, 1 ml bentonit ve 1 ml β-mercapto 

ethanol eklenmiĢtir. 5 dakika oda sıcaklığında karıĢtırıldıktan sonra 17,5 ml 2xSTE 
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ile doyurulmuĢ fenol eklenmiĢtir. Üzerine 17,5 ml kloroform: izoamilalkol (24:1) 

eklenmiĢ ve 45 dakika oda sıcaklığında karıĢtırılmıĢtır. Daha sonra 20 dakika oda 

sıcaklığında 8.500 rpm‟de santrifüj edilmiĢ ve üsteki sıvı steril mezürlere alınmıĢ 

(~60ml), daha önceden hazırlanmıĢ olan 1.5 ml CF11 selüloz (1 gr/10 gr doku ) ve 

13,25 ml saf ethanol bulunan santrifüj tüpüne dökülmüĢ ve 2xSTE ile 

dengelenmiĢtir. 1 saat oda sıcaklığında karıĢtırıldıktan sonra 15 dakika oda 

sıcaklığında 8.500 rpm‟de santrifüj edilmiĢtir. Üstteki sıvı uzaklaĢtırılmıĢ ve 

selüloz %17 ethanol-1xSTE tamponu ile yeniden süspanse edilmiĢtir. 10 dakika 

oda sıcaklığında 8.500 rpm‟de santrifüj edilmiĢ, üstteki sıvı pipetlenerek 

boĢaltılmıĢtır. Selüloz yeniden %17 ethanol-1xSTE ile sulandırılmıĢ ve 10 dakika 

oda sıcaklığında 8.500 rpm‟de santrifüj edilmiĢtir. Bu aĢamadan sonra selüloz 

yeniden 50-100 ml %17 ethanol-1xSTE ile süspanse edilmiĢtir. Mira-cloth diski ile 

kapatılmıĢ kolona selüloz karıĢımı dökülmüĢ ve selüloz kolonu aynı yıkama 

tamponu ile 5-6 kez yıkanmıĢtır. 1 ml 1xSTE kolona eklenmiĢ ve sonra 5 ml 4 kez 

1xSTE kolona dökülmüĢtür. Kolonun altından ~20 ml ds-RNA solüsyonu 50 ml„lik 

falkon tüplere toplanmıĢtır. 25 ml soğuk saf alkol (2,5 hacim ethanol) ve 1 ml 

NaOAc‟tan (0,1 hacim) eklenerek -20 °C„de tüm gece bekletilmiĢtir. 35 dakika 

+4°C„de 9000 rpm„de santrifuj edildikten sonra pellet alkol ile yıkanmıĢ ve 8 μl TE 

tamponunda çözülerek -80°C‟de saklanmıĢtır.  

dsRNA izolasyonu sonucu elde edilen ürünlerin görsel hale getirilmesi amacıyla, 

reaksiyondan sonra ürünlerle %1,2 agaroz jelde elektroforez iĢlemi yapılmıĢtır. 

Elektroforez 1xTAE ortamında yapılmıĢ, aynı ortam jelin hazırlanmasında da 

kullanılmıĢtır. Jele 3 μl yükleme ortamı ile birlikte 12 μl yüklenen ds-RNA 

ürünleri, 200 V‟da 1 saat süreyle elektroforeze tabi tutulmuĢtur. ĠĢlem bittikten 

sonra jel 1 mg/ml etidyum bromid içeren 1xTAE ortamında 5-10 dakika 

bekletilerek boyanmıĢtır. Daha sonra UV transillümünatörde sonuçlar gözlenerek 

jel görüntüleme cihazında fotoğrafları çekilmiĢtir.  

Toplam RNA Ġzolasyonu:  

Toplam RNA izolasyonu Faggioli ve ark. (2005)‟na göre yapılmıĢtır. Bu amaçla, 

zeytin ağaçlarından toplam RNA izolasyonu RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, 

GmbH, Germany) ile firmanın önerdiği yöntemler doğrultusunda yapılmıĢtır  

cDNA elde edilmesi:  

PCR analizleri için dsRNA ve DNA örneklerinden önce komplementer DNA 

(cDNA) sentezi sağlanmıĢtır. cDNA sentezi kit yardımıyla yapılmıĢ, alındığı 

firmanın.(MBI Fermentas, GmbH Germany) protokolüne göre gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Polymerase Chain Reaction (PCR):  

PCR iĢlemi cDNA ve virüse spesifik primer çiftleri kullanılarak yapılmıĢtır. PCR 

iĢleminde kullanılan virüs spesifik primer çiftleri Çizelge 1‟de verilmiĢtir. PCR 

reaksiyon karıĢımı hacmi toplam 25 μl‟dir. Tek bir reaksiyon karıĢımında 2 μl 

cDNA, 0,6 μM virüs spesifik primer çifti, 0,6 μM dNTP, 1,5 mM MgCl2, 1X 

reaksiyon ortamı ve 0,625 Unite Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas, GmbH, 
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Germany) yer almıĢtır. Amplifikasyon için PCR cihazı 1 döngü 94 °C‟de 3 dakika 

ve 35 döngü, 94 °C‟de 30 saniye, 55 °C„de 45 saniye, 72 °C‟de 45 saniye, son 

olarak 72 °C‟de 7 dakika olarak programlanmıĢtır. OLV-3 virüsüne spesifik primer 

çiftleri için annealing sıcaklığı 58 olarak uygulanmıĢtır. 

PCR Sonuçlarının Değerlendirilmesi:  

PCR ürünlerinin görsel hale getirilmesi amacıyla, reaksiyondan sonra ürünler %1-

1,5 agaroz jelde elektroforez iĢlemi 1xTAE ortamında yapılmıĢ, 1 mg/ml etidyum 

bromid (EtBr) ortamında bekletilerek boyanmıĢtır. Daha sonra UV 

transillümünatörde sonuçlar gözlenerek jel görüntüleme cihazında fotoğrafları 

çekilmiĢtir. 

Çizelge 1. Zeytin ağaçlarında enfeksiyon yapan virüslerin PCR analizlerinde kullanılan 

primer çiftlerinin nükleotid dizilimleri (Faggioli ve ark., 2005) 

Virüs 
Amplikon 

uzunluğu (bp) 
Primer dizilimi (5’-3’) 

Anealing 
Sıcaklığı (°C) 

SLRSV-5D 
SLRSV-3D 

293 
CCCTTGGTTACTTTTACCTCCTCATT
GTCC 
AGGCTCAAGAAAACACAC 

55 

ArMV-5A 
ArMV-3A 

302 
TACTATAAGAAACCGCTCCC 
CATCAAAACTCATAACCCAC 

55 

CLRV-5 
CLRV-3 

416 
TGGCGACCGTGTAACGGCA 
GTCGGAAAGATTACGTAAAAGG 

55 

CMV-CPN5 
CMV-CPN3 

280 
ACTCTTAACCACCCAACCTT 
AACATAGCAGAGATGGCGG 

55 

OLRSV-R1 
OLRSV-R2 

356 
GATTGCCAAGGAATATGCTG 
CTCCCAACAAATGATTGCTG 

55 

OLV1-HA 
OLV1-CA 

299 
ACACAGAAATCATAAGTGCC 
CCATAGCACCATCATACC 

55 

OLV2-H 
OLV2-C 

206 
GAAGGTGGCTCGCCTAGAG 
GCCAGGAGTTTGAGCTTTG 

55 

OLV3F 
OLV3R 

176 
CCCGTTGAGCAAGTTGTCTTCC 
GCAGTGGCTGGAGAGCATGGAG 

58 

BULGULAR VE TARTIġMA  

Mardin ilinin 3 ilçesinde gerçekleĢtirilen sörveyler sırasında toplam 35 bahçe 

ziyaret edilmiĢ ve 170 adet zeytin örneği toplanmıĢtır (Çizelge 2). Toplanan 

örneklerin %80‟i genç ağaçlar (2-10 yıllık), %20‟si yaĢlı ağaçlardan (10 ve üstü) 

oluĢmuĢtur  

Çizelge 2. 2010 yılı Mardin ilinde incelenen bahçe ve alınan örnek sayıları  

Ġlçeler Bahçe sayısı Test edilen örnek sayısı 

-Merkez 

-Kızıltepe  

-Derik  

5 25 

13 49 

17 96 

Toplam 35 170 
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Serolojik Testler (DAS-ELISA) 

Toplam 170 adet zeytin örneği SLRSV, ArMV, CLRV ve CMV virüsleri için 

DAS-ELISA‟ya tabi tutulmuĢtur. ELISA testlerinde tüm virüsler için pozitif 

kontrol örnekler reaksiyon verirken, test edilen örneklerin hepsinde negatif kontrol 

örnekte okunan absorbans değerlerinin iki katı elde edilmemiĢtir. Bu sonuca göre 

test edilen zeytin örnekleri DAS-ELISA yöntemine göre test edilen virüsler 

açısından negatif olarak değerlendirilmiĢtir.  

dsRNA analizleri 

Zeytin örneklerinin floem dokularıyla elde edilen örneklerin elektroforetik 

analizleri sonucunda incelenen170 örnekten 41 adedinde dsRNA profilleri 

görülmüĢtür (ġekil 2).  Elde edilen dsRNA profillerinin çoğunluğu zayıf 

görünümlü olmuĢtur. Bu profiller 10 gr bitki dokusundan elde edilmesine rağmen, 

dsRNA konsantrasyonunun bitkilerde oldukça düĢük olduğunu ortaya koymaktadır. 

Bu profiller içerisinde birden fazla dsRNA içeren olduğu gibi tek dsRNA içerenler 

de mevcuttur. Kullanılan Lambda DNA EcoRI/HindIII DNA markörünün 15.000-

20.000 bp seviyesine yakın olan band en büyük fragment olup 37 örnekte 

bulunmuĢtur. Bu fragmentin dıĢında örneklerde 8 örnekte 5000 bp seviyesinde, 7 

örnekte 2000 bp seviyesinde bandlar tespit edilmiĢtir.  

 

ġekil 2. Zeytin dallarının kortikal dokularının kullanıldığı dsRNA analizi sonucu elde 

edilen elektroforetik oluĢumlar. 176 nolu örnek negatif kontrol. M Lambda DNA 

EcoRI/HindIII DNA ladder (MBI Fermentas, Almanya).  
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Sabanadzovic ve ark. (1999) yaptıkları çalıĢmada Olive leaf yellowing-associated 

virus (OLYaV)‟da 15.000 bp seviyesinde dsRNA profilleri tespit ettiklerini 

bildirmiĢlerdir. AraĢtırılan örneklerde tespit edilen 15.000 bp seviyesindeki band 

bu virüsle iliĢkili olabilir. Ancak, bu çalıĢma kapsamında adı geçen virüs pozitif 

kontrol bulunamaması nedeniyle örneklerde araĢtırılmamıĢtır.  

dsRNA örnekleriyle PCR analizleri:  

dsRNA analizinde 41 örnekte belirlenen profillerin çalıĢma kapsamında araĢtırılan 

virüs etmenleri ile olan iliĢkisini belirlemek amacıyla tüm dsRNA örnekleri 

araĢtırılan virüsler açısından PCR iĢlemine tabi tutulmuĢtur. dsRNA‟dan 

cDNA‟ların sentezlenmesiyle gerçekleĢtirilen PCR iĢlemlerinde test edilen 7 virüse 

karĢı örneklerde reaksiyon veren olmamıĢ, hepsinin bu virüsler açısından negatif 

olduğu tespit edilmiĢtir. Tüm testlerde pozitif kontrollerde beklenen seviyelerde 

fragment elde edilirken örneklerde elde edilmemiĢtir. Zeytin ağaçlarında bu 

çalıĢma kapsamında araĢtırılan virüs hastalıklarının dıĢında OVYaV, OYMDaV, 

TMV, OSLV, OLYaV TNV-D=OMMV gibi virüs enfeksiyonları da bildirilmiĢtir 

(Poggi Pollini ve ark, 1996; 2002). dsRNA profillerinde gözlenen bantların bu 

virüs etmenleriyle veya henüz tespit edilmemiĢ virüs etmenleriyle iliĢkili 

olabileceği düĢünülebilir. 

Toplam RNA örnekleriyle PCR analizleri:  

Zeytin virüslerinin bitki dokusunda konsantrasyonlarının çok düĢük olduğu ve ağaç 

bünyesinde düzensiz dağılım gösterdiği (Bertolini ve ark, 1998; 2001; Martelli, 

1999) bildirilmiĢtir. Bu nedenle, RNA ekstraksiyonları yapılırken sekiz adet 1-2 

yıllık zeytin sürgünlerinin gövdesindeki floem dokularından kazıma yöntemi ile 1 

gr doku alınmıĢ ve sıvı azotta ezilmiĢtir, içerisinden 0.1 gr‟ı ekstraksiyonda 

kullanılmıĢtır. Zeytin virüslerinin testinde kullanılan Qiagen ekstraksiyon kiti en iyi 

sonuç veren ve pratik bir yöntem olarak önerilmiĢtir (Faggioli ve ark., 2005). Bu 

kitin kullanılamadığı durumlarda silika yönteminin (Rott ve Jelkmann, 2001) de iyi 

sonuç verdiği bildirilmiĢtir (Alabdullah ve ark., 2009; Loconsole ve ark., 2010). 

AraĢtırıcılar diğer yöntemlerle ekstraksiyonların virüs testinde sorun yarattığını ve 

yanlıĢ negatif sonuçlar verdiğini ifade etmiĢtir.  

Toplam RNA‟dan gerçekleĢtirilen PCR iĢlemlerinde test edilen 8 virüse karĢı 

örneklerde reaksiyon veren olmamıĢ, hepsinin bu virüsler açısından negatif olduğu 

bu yöntemle de tespit edilmiĢtir. Tüm testlerde pozitif kontrollerde beklenen 

seviyelerde fragment elde edilirken su kontrolden elde edilmemiĢtir  

Dünyada yapılan ilk çalıĢmalarda CMV‟nin zeytin ağaçlarında sınırlı yayılması 

gözlenirken, son yıllarda daha geniĢ alanlardan; %22.7 oranında Suriye‟de (Al 

Abdullah ve ark., 2005), %37,7 oranında Kaliforniya‟da (Al Rwahnih ve ark., 

2011), %25.7 oranında Tunus‟ta (El Air ve ark., 2011) ve %24.7 oranı ile Mısır‟da 

(Youssef ve ark.,2010) bildirilmiĢtir. Ülkemizde ELISA testi ile Ege bölgesinde 

yapılan bir çalıĢmada; zeytinde CMV enfeksiyonu bir çalıĢmada %24, diğer bir 
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çalıĢmada ise % 9,6 olarak bildirilmiĢtir (Fidan ve Ertem, 1995; Erilmez ve Erkan 

2014).  

OLV-1 ilk olarak Güney Ġtalya‟nın Apulia kentinde siptomsuz bir zeytin ağacından 

mekanik inokulasyonla izole edilmiĢtir (Galitelli ve Savino, 1985). Yıllarca virüs 

sadece Avrupa‟nın Akdeniz bölgelerinde sınırlı kalmıĢken 1995 yılında Ürdün‟de 

zayıf zeytin ağaçlarında tespit edilmiĢtir (Martelli ve ark., 1995). Daha sonra 

%34.3 oranında Tunus‟ta (El Air ve ark., 2011) ve %5.7 oranında Mısır‟da 

(Youssef ve ark.,2010) bildirilmiĢtir. Ülkemiz Doğu Akdeniz bölgesinde zeytinde 

yapılan bir çalıĢmada OLV-1 tespit edilmiĢ ve bu izolatların turunçgillerden elde 

edilen izolat ile homoloji gösterdiği tespit edilmiĢtir (UlubaĢ Serçe ve ark., 2007). 

OLV-2 ilk olarak Ġtalya‟da tespit edilmiĢ ve herhangi bir yayılma tespit 

edilmemiĢtir (Savino ve ark., 1984) ancak son yıllarda yapılan çalıĢmalar 

sonucunda %2 oranında Suriye‟de (Al Abdullah ve ark., 2005), Hırvatistan‟da 

(Bjelis ve ark., 2007) %6.9 oranı ile Tunus‟ta (El Aır ve ark., 2011) ve %2.7 oranı 

ile Mısır‟da (Youssef ve ark.,2010) bildirilmiĢtir. Ülkemizde ise Doğu Akdeniz ve 

Ege bölgelerinde bu virüs araĢtırılmıĢ ancak tespit edilmemiĢtir (Yalçın, 2008; 

Erilmez ve Erkan 2014), ülkemizde bu çalıĢmaların dıĢında bir kayıt 

bulunmamaktadır. 

OLRSV ilk kez Ġtalya‟da zeytinde tespit edilmiĢ (Savino ve ark., 1983) daha 

sonraları RT-PCR yönteminin geliĢtirilmesi ile yapılan analizler sonucunda %11.5 

oranında Suriye‟de (Al Abdullah ve ark., 2005), %16.6 oranında Tunus‟ta (El Aır 

ve ark., 2011) ve %6.7 oranında Mısır‟dan (Youssef ve ark.,2010) bildirilmiĢtir. 

Yapılan son çalıĢmalar ile bu virüsün de daha geniĢ alanlara yayıldığı 

görülmektedir. 

Türkiye‟de DAS-ELISA yöntemi ile yapılan bir çalıĢmada zeytinde CLRV 

enfeksiyonu %23, PCR ile yapılan çalıĢmada %10,66 oranında bildirilmiĢtir 

(Çağlayan ve ark., 2004; Erilmez ve Erkan 2014). RT-PCR yöntemi kullanılarak 

yapılan bazı çalıĢmalar neticesinde %15 oranında Suriye‟de (Al Abdullah, 2005), 

%2 oranında Lübnan‟da (Fadel ve ark., 2005), %4.9 oranında Ġtalya‟da (Faggioli 

ve ark., 2005), %13.1 oranında Tunus‟ta (El Air ve ark., 2011), %4.7 oranında 

Mısır‟da (Youssef ve ark.,2010) ve Hırvatistan‟dan 25 simptomlu örneğin 6‟sında 

(Luigi ve ark.2011) bildirilmiĢtir. CLRV zeytinlerde simptom vermezken zeytin 

ağaçlarında ekonomik kayba yol açtığına dair bir kayıt yoktur.  

ArMV ilk olarak Ġtalya (Martelli, 1999) ve Ġspanya‟da (Bertoloni ve ark., 2001a) 

zeytinde enfeksiyon yaptığı bildirilmiĢtir. Daha sonra yapılan çalıĢmalarda ise; 

Türkiye‟de DAS-ELISA testi ile %7.1 oranında  (Çağlayan ve ark., 2004), RT-

PCR ile %22,93 oranında (Erilmez ve Erkan 2014), Suriye‟de %0.7 (Al Abdullah 

ve ark., 2005), %0.3 oranında Lübnan‟da (Fadel ve ark., 2005) ve son olarak %0.7 

oranında Mısır‟daki (Youssef ve ark.,2010) zeytin ağaçlarında enfeksiyon yaptığı 

rapor edilmiĢtir.  
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Çok geniĢ bir konukçu dizisine ve hızlı yayılma alanı olan SLRSV ilk kez 1979 

yılında Ġtalya‟da tespit edilmiĢ ve daha sonraları RT-PCR ile Portekiz‟de 

(Henriques ve ark., 1992; Rei ve ark., 1993), Ġspanya‟da (Bertolini ve ark.,1998) ve 

Türkiye‟de DAS-ELISA ile %33,2 (Çağlayan ve ark., 2004) ve PCR ile %9,6 

(Erilmez ve Erkan 2014) oranında araziden alınan zeytin örneklerinde teĢhis 

edilmiĢtir. Ġtalya‟da (Martelli, 1999) SLRSV teĢhis çalıĢmalarında DAS-ELISA ile 

baĢarı sağlamamıĢ ve DAS-ELISA testi ile pozitif sonuçlar veren zeytin örnekleri 

dsRNA analizleri ve PCR esaslı metotlar ile test edildiğinde DAS-ELISA testinin 

hatalı pozitif sonuçlar verdiği ileri sürülmüĢtür (Bertolini ve ark., 1998). Son 

yıllarda geliĢen moleküler teknikler (RT-PCR) kullanılarak yapılan sörvey 

çalıĢmalarında %5.7 oranında Suriye‟de (Al Abdullah ve ark., 2005), %0.3 

oranında Lübnan‟da (Fadel ve ark., 2005), %7.4 oranında Tunus‟ta (El Air ve ark., 

2011) ve %2.3 oranında  Mısır‟dan (Youssef ve ark.,2010) SLRSV enfeksiyonları 

tespit edilmiĢtir.  

Vejetatif olarak çoğaltılan diğer bitkiler gibi zeytinler de çoğaltma materyalinde 

bulunabilen pek çok patojenden (virüs, bakteri ve fungus) etkilenir ve bu yolla yeni 

bitkilere geçerek yayılabilir. Bu durum ağaçların ürün kalitesini ve verimi olumsuz 

yönde etkiler. Yeni bahçelerin temiz üretim materyali ile oluĢturulması ileride 

alınacak ürünün kalitesi ve tesisin ekonomik ömrü bakımından çok önemlidir. 

Sağlıklı zeytin üretim materyali sağlama konusunda bazı Avrupa ülkelerinde 

(Ġtalya, Ġspanya ve Portekiz) virüs ve fitoplazmalar gibi tedavisi olmayan hastalık 

etmenlerinin yayılımını engellemek amacı ile çeĢitli sertifikasyon çalıĢmalarına 

baĢlanmıĢtır.  

Yurdumuzda her geçen gün zeytin yetiĢtiriciliği yapılan alanlar artmakta fakat 

zeytin üretimi yapılan alanlarda bu virüslerin varlığı, verim ve kaliteye etkileri 

hakkında yeterli çalıĢma bulunmamaktadır. Bu nedenle zeytin virüslerinin 

yetiĢtiricilik yapılan alanlarda enfeksiyon durumlarının belirlemesi, fidanlıkların 

virüsler açısından taranması virüslerin yayılımında önem arz etmektedir.  

Yapılan bu çalıĢmada Mardin ilinde yetiĢtirilen zeytin ağaçları SLRSV, CLRV, 

ArMV, CMV, OLRSV, OLV-1 ve OLV-2 virüsleri açısından serolojik ve 

moleküler yöntemlerle test edilmiĢ ve test edilen örneklerin bu virüsler açısından 

negatif olduğu dört ayrı test ve analiz yöntemi ile tespit edilmiĢtir. dsRNA yöntemi 

ile elde edilen dsRNA profillerinin hangi virüsler tarafından oluĢturabileceğinin 

daha ileri çalıĢmalarla araĢtırılması gereklidir. Bu nedenle, mevcut örneklerin 

TMV, TNV, OVYaV, OYMDaV, OSLV, OLYaV, OMMV virüslerine karĢı da test 

edilmesi gerekmektedir. Mardin ilinde yetiĢtirilen zeytin ağaçlarında yürütülen bu 

çalıĢma ile, bu bölgedeki zeytin ağaçlarında virüs hastalıklarının bulunma 

durumları hakkında ilk veriler elde edilmiĢtir.  
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