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Tiirkiye’de Mardin Ili Zeytin Alanlarinda Bazi Viriislerin
Serolojik ve Molekiiler Tekniklerle Arastiriimasi’

Osman CiFCi*  Cigdem ULUBAS SERCE?

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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OZET

Gilineydogu Anadolu bolgesinde yer alan Mardin il ve ilgelerindeki zeytin agaglarindaki
bazi viriis hastaliklarimin durumunu aragtirmak amaciyla 2010 yilinda surveyler yapilmustir.
Virlis simptomu gosteren agaglardan ve viriislerin latent olarak tasindiklari g6z Oniine
almarak simptomsuz agaglardan da tesadiifi olarak toplam 170 siirgiin drnegi toplanmustir.
Alman o6rnekler Olive latent-1 virus (OLV-1, Zeytin latent-1 viriis), Olive latent-2 virus
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(OLV-2, Zeytin latent-2 viriisti), Cherry leaf roll virus (CLRV, Kiraz yaprak kivrilma
virlisii), Arabis mosaic virus (ArMV, Arabis mozaik viriis), Strawberry latent ringspot
virus (SLRSV, Cilek latent halkali leke viriisii), Olive latent ringspot virus (OLRSV, Zeytin
latent halkali leke viriisit) ve Cucumber mosaic virus (CMV, Hiyar mozaik viriisii), Olive
latent-3 virus (OLV-3, Zeytin latent-3 viriis)’iine kars1 testlere tabi tutulmustur. Toplanan
zeytin Orneklerine mevcut poliklonal antiserumlar kullanilarak (DAS-ELISA) serolojik
testler (CLRV, ArMV, SLRSV ve CMV) ve molekiiller metodlar (dsRNA, RT-PCR)
uygulanarak viriisler test edilmistir. DAS-ELISA ve PCR analizlerinde tiim 6rnekler negatif
olarak tespit edilirken, dsSRNA anlizlerinde 41 &rnekte, dsRNA profilleri tespit edilmistir.
Test edilen zeytin ornekleri aragtirilan viriisler agisindan temiz bulunurken, bu 6rneklerin
zeytin agaglarini enfekte ettigi bilinen diger viriisler acisindan da test edilmesi gerektigi
sonucuna ulastlmistir.

Anahtar Kelimeler: ELISA, dsSRNA, RT-PCR, Zeytin viriisleri
GIiRiS

Oleacea familyasinin bir iiyesi olan zeytin (Olea europaea L.) yiizyillarca 6nemini
yitirmemistir. 21. ylizyilin bitkisi olarak diisliniilen zeytin bitkisinin, tiim diinyada
yaklasik 900 milyon olan agagtan % 98’1 Akdeniz havzasinda yer almaktadir. Bir
Akdeniz {ilkesi olan iilkemizin neredeyse tim kiy1 bolgelerinde ve bazi mikro
klima 6zelligi gosteren alanlarda zeytine rastlanmaktadir (Sekil 1). Tiirkiye; diinya
zeytin yetistiricilik alan ve zeytin iiretiminde 5. sirada olup 8.261,993 dekar alanda
111.397.831°1 meyve veren, 45.757.988’1 de meyve vermeyen olmak {izere toplam
157.155.819 adet zeytin agaci bulunmaktadir. Tirkiye toplam zeytin dretimi
1.415.000 ton olarak gergeklesmistir. Caligmanin yapildigi Mardin ilinde 19,235
dekar alanda 252.030’u meyve veren 1.201.200’i ise meyve vermeyen yasta olan
toplam 1.453.230 zeytin agacindan 5.742 ton iiriin elde edilmektedir (Anonim,
2011).

Sekil 1. Tiirkiye’de zeytin yetistiriciligi yapilan alanlar (1. Ege, 2. Marmara, 3. Akdeniz, 4.
Gilineydogu Anadolu, 5. Karadeniz bolgeleri. (Numaralar bolgelerin agag sayisi ve
iiretim miktarlarina gére ¢oktan aza dogru verilmistir)

Zengin bir c¢esit potansiyeline sahip Tirkiye’de, yaglik ve sofralik olarak
degerlendirilmeye elverisli, degisik bolgelere ait 28 zeytin ¢esidinin yaygin olarak
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yetistiriciligi yapilmaktadir. Mardin’de Halhali (Derik), Aglis, Belluti, Hursuki,
Mavi ve Zoncuk, cesitleri uzun yillar yetistirilen yerel g¢esitlerdir. Bolgede
zeytincilik her gecen giin Onem kazanmakta ve yeni plantasyonlar
olusturulmaktadir. Bélgeye giren yabanci g¢esitler ise; Kilis, Nizip, Gemlik ve
Ayvalik ¢esitleridir (Anonim, 2012).

Bu giine kadar zeytinde yapilan calismalar sonucunda saptanan viriisler;
Strawberry latent ringspot virus (SLRSV, Cilek latent halkali leke virtisii), Arabis
mosaic virus (ArMV, Arabis mozaik viriis), Cherry leaf roll virus (CLRV, Kiraz
yaprak kivrilma viriisii), Cucumber mosaic virus (CMV, Hiyar mozaik viriisii),
Tobacco mosaic virus (TMV, Tiitiin mozaik viriisii)’diir. Zeytin 6n ad1 ile baslayan
ve konukgusu genellikle zeytin olan viral etmenler ise Olive latent ringspot virus
(OLRSV, Zeytin latent halkali leke viriisii), Olive latent-1 virus (OLV-1, Zeytin
latent-1 viriis), Olive latent-2 virus (OLV-2, Zeytin latent-2 viriis), Olive latent-3
virus (OLV-3, Zeytin latent-3 viriis), Olive vein yellowing-associated virus
(OVYaV, Zeytin damar sararmasi ile iligkili viriis), Olive yellow mottling and
decline associated virus (OYMDaV, Zeytin sari beneklenme ve geriye Oliimle
iliskili viriis), Olive semilatent virus (OSLV, Zeytin yar1 latent viriis), Olive leaf
yellowing-associated virus (OLYaV, Zeytin yaprak sararmasi ile iligkili viriis) ve
Tobacco necrosis virus-D (TNV-D, Tiitiin nekroz viriisi = Olive mild mosaic
virus; OMMYV, Zeytin 1limli mozaik viriis)’dir (Poggi Pollini et al, 1996; 2002).

Viral hastaliklarla miicadelede kimyasallarin kullanilamayisi ve 6zellikle ¢cok yillik
bitkilerde viriis enfeksiyonlarimin uzun yillar bitkilerde zarar yapma durumu
nedeniyle viriis hastaliklar1 6nem arz etmektedir. Viral hastaliklarla miicadelede
dolayl1 yollar (vektor miicadelesi, yabanci ot kontrolii v.b) kullanilmakta olup en
etkili korunma yolu ise temiz ve sertifikali fidanlar ile bahgelerin tesis edilmesidir.
Viral hastaliklardan ari olarak yapilacak iiretimler verim ve kaliteyi artiracagi gibi
agaclarin ekonomik Omiirlerini uzatacaktir. Zeytin viriislerinin bir kismi sadece
sinirli sayida agagta bildirilmisken bir kismi da genis alanlarda bildirilmistir.
Zeytinde enfeksiyon yapan viriislerden OLV-1 zeytin disinda Tirkiye’de
turunggillerde, Japonya’da lalelerde ve son olarak da domatesde tespit edilmistir
(Martelli ve ark., 1996; Kanematsu ve ark., 2001; Hasiéw-Jaroszewska ve ark.,
2011). OLV-2 ise zeytin disinda gene otunda (castor bean) bulunmustur (Grieco ve
ark., 2002). Bunun disindaki zeytin (olive) 6n adiyla anilan viriisler hakkinda
(OLRSV, OVYaV, OSLV ve OLYaV) zeytin digindaki bitkilerde su ana kadar bir
kayda rastlanmamigtir. SLRSV, ArMV, CMV, TMV, TNV ve CLRV ¢ok genis
konuk¢u dizisine sahip ve yaygin olarak bulunan viriislerdir. Bu viriislerden
zeytinde en belirgin simptomlar1 SLRSV veritken verim kaybi1 ve kalite
bozukluklarina neden oldugu bildirilmistir. Zeytini enfekte eden viriislerin bazilar
toprak kokenli olarak (SLRSV, ArMV, TNV), bazilar1 bitkileri dogrudan (TMV),
tohumla (CLRV ve OLV-1), vektor boceklerden olan yaprak bitleri ile (CMV)
veya sadece vejetatif tiretim materyali ile bitkiler arasinda yayilmaktadirlar (OLV-
2 ve OLRSV). OLYaV’nin vektorii olarak unlubit ve psillidler rapor edilmis fakat
boceklerle yapilan tasima denemelerinde basari saglanamamustir.
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Zeytin virlslerinin gorsel teshisinde sadece SLRSV bazi simptom verirken
digerleri genellikle simptomsuzdur (latent) ancak bazi belirtiler virlis hastaliklari
ile iligkilendirilmistir. Zeytinde ArMV, CLRV ve OLYaV yaprak sararmasi, TMV
ve OSLV damar agilmasi ile iliskili bulunmustur. Zeytin viriislerinin teshisinde
simptomolojinin yaniltict olmasi, biyolojik indeksleme yontemi kullaniminda
uygun odunsu indikator bitkilerinin olmayis1 var olan otsu konukgulara yapilan
mekanik tagimalarda her zaman ayni sonucu vermemesi ve diisiik hassasiyette
olmasi bu hastaliklarin teshisini zorlagtirmaktadir. Glinlimiizde bitki virlislerinin
teshisinde yaygin olarak kullanilan teshis metotlarindan olan ELISA da ise;
Portekiz’de SLRSV ve CMV teshisinde basarili sonuglar alinmis, italya’da ise
TMV’nin teshisinde basarili olamamistir. Zeytin viriislerinde antiserumu bulunan
viriislerin teshisinde DAS-ELISA istikrarli sonuglar vermemekte bu da bitki
biinyesinde viriis konsantrasyonun ¢ok diisiik olmas1 veya bitkide bulunan toksik
maddelerden dolayr yanlis pozitif sonuglar verebilmekte ve hatali sonuglar
almmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle zeytin virislerinin teshisinde
Italya’da gelistirilen ve birgok iilkede denenen molekiiler yontemlerden ¢ift kollu
(ds-double strand)-RNA ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi yontemlerin
kullanilmasi gerektigi bildirilmistir. Zeytinde yapilan ds-RNA analizi sonucunda
elde edilen bantlarin bitkide viriisiin varliginin isareti oldugu ancak tek tek
viriislerin teshisi i¢in kullanilmasinin uygun olmadigi ve bu bantlarin yalniz viriis
enfeksiyonlart durumunda olusabilecegi ve zeytindeki caligmalarda rutin olarak
kullanilabilecegi farkli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Grieco ve ark., 2000;
Faggioli ve ark., 2002; Fadel ve ark., 2005; Al Abdullah ve ark., 2005).

Ulkemizde zeytin viriisleri ile ilgili Ege ve Dogu Akdeniz bolgelerinde birbirinden
farkli dort ¢alisma yapilmis ve SLRSV, CLRV, CMV ve ArMV viriisleri DAS-
ELISA yontemi ile testlenmistir (Fidan ve Ertem, 1995; Tarla ve Caglayan, 1998;
Caglayan ve ark., 2004; Erilmez ve Erkan 2014). Bu c¢alismalarin disinda 2008
yilinda Dogu Akdeniz Bolgesinde zeytin ornekleri RT-PCR yontemi ile analiz
edilmig, CMV ve OLV- 1 viriisleri saptanmistir. (Yalgin, 2008). Ege bolgesinde
yapilan ¢alismada ise ArMV, CMV, CLRV, SLRSV, OLV-1, OLV-2, OLV-3,
OLRSV ve OLYaV adl viriislerin varligi RT-PCR ile arastirilmistir (Erilmez ve
Erkan 2014).

Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde de zeytin yetistiriciligi yogun olarak yapilmasina
ragmen simdiye kadar bu bolgedeki zeytin agaglarimin viriislerle enfeksiyon
durumlan arastirnlmamistir. Bu nedenle, bu bolgede zeytin yetistiriciliginin en
yogun yapildigi Mardin ili zeytin alanlarinda sérveyler diizenlenmis ve toplanan
zeytin Orneklerinde SLRSV, CLRV, ArMV, CMV, OLV-1, OLV-2, OLV-3 ve
OLRSV’nin varligr arastirilmis ve elde edilen veriler iilkemizde yetistirilen
zeytinlerdeki virlis hastaliklarmin durumu konusunda yapilan ¢alismalara katki
saglamistir.
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MATERYAL VE METOT

Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde zeytin yetistiricili§inin yogun olarak yapildig:
Mardin ili Merkez, Kiziltepe ve Derik ilcelerinde yer alan ticari ve ev zeytin
bahgelerinden alman siirgiin  ornekleri c¢alismada bitki materyali olarak
kullanilmustir. Viriislerin teshis ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilmak
iizere CLRV, OLRSV, SLRSV, OLV-1, OLV-2, OLV-3 ve negatif kontrol i¢in
zeytin silirglinleri Dr. Francesca Faggioli’den (Roma, Italya) ve Dr. Angelantonio
Minafra’dan (Bari, Italya) temin edilmistir. SLRSV, ArMV, CLRV ve CMV
pozitif kontrol 6rnekleri ayrica ELISA kitlerinden temin edilmistir.

Sorvey Calismalar: ve Bitki Materyalinin Temini

Gilineydogu Anadolu Bdlgesi’nde zeytin yetistiriciliginin yogun olarak yapildig
Mardin ili Merkez, Kiziltepe ve Derik ilgelerinde ticari ve ev zeytin bahgeleri 2010
yilinin Mart-Nisan aylarinda ziyaret edilmistir. Yapilan sorveyler sonucunda, viriis
simptomuna benzerlik gosteren agaglardan ve viriislerin latent olarak tasindiklar
g0z Oniine alinarak simptomsuz agac¢lardan da tesadiifi olarak bahgenin en az % 5
ini temsil edecek sekilde agacin etrafindan dolasilarak 2-3 yillik, 20-25 cm
uzunlugunda, 7-8 silirgiin alinmistir. Alinan siirgiinler plastik torbalara
etiketlenerek yerlestirilmis ve buz igeren kutularda niikleik asit izolasyonu
yapilincaya kadar saklanmak {izere laboratuvara tasinmistir (Faggioli ve ark., 2005;
Loconsole ve ark., 2010).

Araziden alinan ve bitki materyali olarak kullamilacak olan siirgiinlerin kabuk
kisimlar1 kazinarak floem dokular1 alinmis ve derhal sivi azot yardimiyla ezilmistir.
Toz haline getirilen bitki materyalinin erimesine izin vermeden, dsRNA ve toplam
niikleik asit izolasyonu yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

Serolojik Yontemler

Survey calismalar1 sonucunda ilkbaharda zeytin bitkilerinden alinan siirgiinlerdeki
viriislerin aragtirllmasinda 6nce serolojik testler yapilmistir. Zeytin Ornekleri
SLRSV, ArMV, CLRV ve CMV viriisleri i¢in DAS-ELISA (Double-antibody
sandwich-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) ’ya tabi tutulmustur.
Antiserumlar kit halinde alinmis (LOEWE, Almanya) firmanin 6nerdigi yonteme
gore testler gerceklestirilmistir. Sonuglar E Max Precision Microplate Reader
cihazi kullanilarak 405 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
degerlendirilmistir. Testlerde kitte yer alan negatif 6rnegin iki kati absorbans
degeri veren drnekler pozitif olarak degerlendirilmistir (Clark ve Adams, 1977).

Molekiiler Yontemler
dsRNA izolasyonu ve elektroforez islemi:

dsRNA izolasyonu Walia ve ark (2009)’a gore yapilmistir. Bu amagla 15 gr sivi
azot yardimyla ezilmis bitki 6rnegi 300 ml’lik santriflij tliplerine almmustir.
Tiplere 45 ml 2xSTE, 17,5 ml %10 SDS, 1 ml bentonit ve 1 ml B-mercapto
ethanol eklenmistir. 5 dakika oda sicakliginda karistirildiktan sonra 17,5 ml 2xSTE
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ile doyurulmus fenol eklenmistir. Uzerine 17,5 ml kloroform: izoamilalkol (24:1)
eklenmis ve 45 dakika oda sicakliginda karistirilmistir. Daha sonra 20 dakika oda
sicakliginda 8.500 rpm’de santrifiij edilmis ve {isteki sivi steril meziirlere alinmig
(~60ml), daha 6nceden hazirlanmis olan 1.5 ml CF11 seliiloz (1 gr/10 gr doku ) ve
13,25 ml saf ethanol bulunan santrifiij tiipiine dokiilmiis ve 2xSTE ile
dengelenmistir. 1 saat oda sicakliginda karistirildiktan sonra 15 dakika oda
sicakliginda 8.500 rpm’de santrifiij edilmistir. Ustteki sivi uzaklastirilmis ve
seliiloz %17 ethanol-1xSTE tamponu ile yeniden siispanse edilmistir. 10 dakika
oda sicakliginda 8.500 rpm’de santrifiij edilmis, Tstteki sivi pipetlenerek
bosaltilmigtir. Seliiloz yeniden %17 ethanol-1xSTE ile sulandirilmig ve 10 dakika
oda sicakliginda 8.500 rpm’de santrifiij edilmistir. Bu asamadan sonra seliilloz
yeniden 50-100 ml %17 ethanol-1xSTE ile stispanse edilmistir. Mira-cloth diski ile
kapatilmis kolona seliiloz karisimi dokiilmiis ve selilloz kolonu ayni yikama
tamponu ile 5-6 kez yikanmigtir. 1 ml 1xSTE kolona eklenmis ve sonra 5 ml 4 kez
1xSTE kolona dokiilmiistiir. Kolonun altindan ~20 ml ds-RNA soliisyonu 50 ml‘lik
falkon tiiplere toplanmustir. 25 ml soguk saf alkol (2,5 hacim ethanol) ve 1 ml
NaOAc’tan (0,1 hacim) eklenerek -20 °C‘de tiim gece bekletilmistir. 35 dakika
+4°C*de 9000 rpm‘de santrifuj edildikten sonra pellet alkol ile yikanmig ve 8 ul TE
tamponunda ¢dziilerek -80°C’de saklanmustir.

dsRNA izolasyonu sonucu elde edilen iiriinlerin gorsel hale getirilmesi amaciyla,
reaksiyondan sonra iiriinlerle %1,2 agaroz jelde elektroforez islemi yapilmistir.
Elektroforez 1XxTAE ortaminda yapilmis, aynit ortam jelin hazirlanmasinda da
kullanilmigtir. Jele 3 pl yiikleme ortami ile birlikte 12 ul yiiklenen ds-RNA
{iriinleri, 200 V’da 1 saat siireyle elektroforeze tabi tutulmustur. islem bittikten
sonra jel 1 mg/ml etidyum bromid igeren IXxTAE ortaminda 5-10 dakika
bekletilerek boyanmistir. Daha sonra UV transilliimiinatérde sonuglar gézlenerek
jel goriintiileme cihazinda fotograflari ¢ekilmistir.

Toplam RNA izolasyonu:

Toplam RNA izolasyonu Faggioli ve ark. (2005)’na gore yapilmistir. Bu amagla,
zeytin agaclarindan toplam RNA izolasyonu RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN,
GmbH, Germany) ile firmanin 6nerdigi yontemler dogrultusunda yapilmistir

cDNA elde edilmesi:

PCR analizleri i¢in dsSRNA ve DNA Orneklerinden dnce komplementer DNA
(cDNA) sentezi saglanmistir. cDNA sentezi kit yardimiyla yapilmig, alindigi
firmanin.(MBI Fermentas, GmbH Germany) protokoliine gore gerceklestirilmistir.

Polymerase Chain Reaction (PCR):

PCR islemi cDNA ve viriise spesifik primer ¢iftleri kullanilarak yapilmigtir. PCR
isleminde kullamlan viriis spesifik primer ciftleri Cizelge 1’de verilmistir. PCR
reaksiyon karistmi hacmi toplam 25 pl’dir. Tek bir reaksiyon karisiminda 2 pl
c¢DNA, 0,6 uM viriis spesifik primer ¢ifti, 0,6 uM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 1X
reaksiyon ortam ve 0,625 Unite Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas, GmbH,
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Germany) yer almistir. Amplifikasyon i¢in PCR cihaz1 1 déngii 94 °C’de 3 dakika
ve 35 dongii, 94 °C’de 30 saniye, 55 °C‘de 45 saniye, 72 °C’de 45 saniye, son
olarak 72 °C’de 7 dakika olarak programlanmistir. OLV-3 viriisiine spesifik primer
ciftleri i¢in annealing sicakligi 58 olarak uygulanmustir.

PCR Sonug¢larinin Degerlendirilmesi:

PCR firiinlerinin gorsel hale getirilmesi amaciyla, reaksiyondan sonra tiriinler %1-

1,5 agaroz jelde elektroforez islemi 1xTAE ortaminda yapilmis, 1 mg/ml etidyum

bromid (EtBr) ortaminda bekletilerek boyanmistir. Daha sonra UV

transilliimiinatorde sonuglar gozlenerek jel goriintileme cihazinda fotograflari

cekilmistir.

Cizelge 1. Zeytin agaclarinda enfeksiyon yapan viriislerin PCR analizlerinde kullanilan
primer ciftlerinin niikleotid dizilimleri (Faggioli ve ark., 2005)

. . Amplikon . ey Anealing
Viriis uzunlugu (bp) Primer dizilimi (5°-3°) Sicakh (°C)

SLRSV-5D 203 glj_(ég;TGGTTACTTTTACCTCCTCATT 5
SLRSV-3D

AGGCTCAAGAAAACACAC
ArMV-5A 302 TACTATAAGAAACCGCTCCC 55
ArMV-3A CATCAAAACTCATAACCCAC
CLRV-5 416 TGGCGACCGTGTAACGGCA 55
CLRV-3 GTCGGAAAGATTACGTAAAAGG
CMV-CPN5 280 ACTCTTAACCACCCAACCTT 55
CMV-CPN3 AACATAGCAGAGATGGCGG
OLRSV-R1 356 GATTGCCAAGGAATATGCTG 55
OLRSV-R2 CTCCCAACAAATGATTGCTG
OLV1-HA 299 ACACAGAAATCATAAGTGCC 55
OLV1-CA CCATAGCACCATCATACC
OLV2-H 206 GAAGGTGGCTCGCCTAGAG 55
OLV2-C GCCAGGAGTTTGAGCTTTG
OLV3F 176 CCCGTTGAGCAAGTTGTCTTCC 58
OLV3R GCAGTGGCTGGAGAGCATGGAG

BULGULAR VE TARTISMA

Mardin ilinin 3 ilgesinde gerceklestirilen sorveyler sirasinda toplam 35 bahge
ziyaret edilmis ve 170 adet zeytin Ornegi toplanmistir (Cizelge 2). Toplanan
orneklerin %80’1 geng agaclar (2-10 yillik), %20’si yash agaglardan (10 ve iistii)
olugmustur

Cizelge 2. 2010 y1l1 Mardin ilinde incelenen bahge ve alinan drnek sayilari

ilceler Bahce sayisi Test edilen drnek sayisi
-Merkez 5 25
-Kiziltepe 13 49
-Derik 17 96
Toplam 35 170
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Serolojik Testler (DAS-ELISA)

Toplam 170 adet zeytin 6rnegi SLRSV, ArMV, CLRV ve CMYV viriisleri igin
DAS-ELISA’ya tabi tutulmustur. ELISA testlerinde tiim virlisler i¢in pozitif
kontrol 6rnekler reaksiyon verirken, test edilen drneklerin hepsinde negatif kontrol
ornekte okunan absorbans degerlerinin iki kat1 elde edilmemistir. Bu sonuca gore
test edilen zeytin Ornekleri DAS-ELISA yontemine gore test edilen viriisler
agisindan negatif olarak degerlendirilmistir.

dsRNA analizleri

Zeytin Orneklerinin floem dokulariyla elde edilen oOrneklerin elektroforetik
analizleri sonucunda incelenen170 ornekten 41 adedinde dsRNA profilleri
goriilmiistiir (Sekil 2). Elde edilen dsRNA profillerinin ¢ogunlugu zayif
goriiniimli olmustur. Bu profiller 10 gr bitki dokusundan elde edilmesine ragmen,
dsRNA konsantrasyonunun bitkilerde oldukea diisiik oldugunu ortaya koymaktadir.
Bu profiller igerisinde birden fazla dsSRNA igeren oldugu gibi tek dsRNA igerenler
de mevcuttur. Kullanilan Lambda DNA EcoRI/HindIIl DNA markériiniin 15.000-
20.000 bp seviyesine yakin olan band en biiylik fragment olup 37 oOrnekte
bulunmustur. Bu fragmentin disinda 6rneklerde 8 drnekte 5000 bp seviyesinde, 7
ornekte 2000 bp seviyesinde bandlar tespit edilmistir.
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Sekil 2. Zeytin dallarinin kortikal dokularmin kullanildigi dsRNA analizi sonucu elde
edilen elektroforetik olusumlar. 176 nolu 6rnek negatif kontrol. M Lambda DNA
EcoRI/Hindlll DNA ladder (MBI Fermentas, Almanya).
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Sabanadzovic ve ark. (1999) yaptiklar ¢alismada Olive leaf yellowing-associated
virus (OLYaV)’da 15.000 bp seviyesinde dsRNA profilleri tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Arastirilan 6rneklerde tespit edilen 15.000 bp seviyesindeki band
bu virtisle iliskili olabilir. Ancak, bu ¢alisma kapsaminda adi gegen viriis pozitif
kontrol bulunamamas1 nedeniyle 6rneklerde arastirilmamustir.

dsRNA ornekleriyle PCR analizleri:

dsRNA analizinde 41 6rnekte belirlenen profillerin ¢aligma kapsaminda arastirilan
viriis etmenleri ile olan iligkisini belirlemek amaciyla tiim dsRNA o6rnekleri
arastirilan  virlisler acisindan PCR islemine tabi tutulmustur. dsRNA’dan
cDNA’larin sentezlenmesiyle gerceklestirilen PCR islemlerinde test edilen 7 viriise
kars1 orneklerde reaksiyon veren olmamis, hepsinin bu viriisler agisindan negatif
oldugu tespit edilmistir. Tiim testlerde pozitif kontrollerde beklenen seviyelerde
fragment elde edilirken oOrneklerde elde edilmemistir. Zeytin agaglarinda bu
calisma kapsaminda arastirilan viriis hastaliklarinin disinda OVYaV, OYMDaV,
TMV, OSLV, OLYaV TNV-D=OMMYV gibi viriis enfeksiyonlar1 da bildirilmistir
(Poggi Pollini ve ark, 1996; 2002). dsRNA profillerinde gbzlenen bantlarin bu
virlis etmenleriyle veya heniiz tespit edilmemis viriis etmenleriyle iligkili
olabilecegi disiiniilebilir.

Toplam RNA o6rnekleriyle PCR analizleri:

Zeytin virtslerinin bitki dokusunda konsantrasyonlarimin ¢ok diisiik oldugu ve agac
biinyesinde diizensiz dagilim gosterdigi (Bertolini ve ark, 1998; 2001; Martelli,
1999) bildirilmistir. Bu nedenle, RNA ekstraksiyonlar1 yapilirken sekiz adet 1-2
yillik zeytin siirglinlerinin gévdesindeki floem dokularindan kazima yontemi ile 1
gr doku almmis ve sivi azotta ezilmistir, igerisinden 0.1 gr’i ekstraksiyonda
kullanilmistir. Zeytin viriislerinin testinde kullanilan Qiagen ekstraksiyon kiti en iyi
sonu¢ veren ve pratik bir yontem olarak onerilmistir (Faggioli ve ark., 2005). Bu
kitin kullanilamadigi durumlarda silika yonteminin (Rott ve Jelkmann, 2001) de iyi
sonu¢ verdigi bildirilmistir (Alabdullah ve ark., 2009; Loconsole ve ark., 2010).
Aragstiricilar diger yontemlerle ekstraksiyonlarin viriis testinde sorun yarattigini ve
yanlis negatif sonuglar verdigini ifade etmistir.

Toplam RNA’dan gerceklestirilen PCR islemlerinde test edilen 8 viriise karst
orneklerde reaksiyon veren olmamis, hepsinin bu viriisler agisindan negatif oldugu
bu yontemle de tespit edilmistir. Tim testlerde pozitif kontrollerde beklenen
seviyelerde fragment elde edilirken su kontrolden elde edilmemistir

Diinyada yapilan ilk ¢alismalarda CMV’nin zeytin agaglarinda sinirli yayilmasi
gozlenirken, son yillarda daha genis alanlardan; %?22.7 oraninda Suriye’de (Al
Abdullah ve ark., 2005), %37,7 oraninda Kaliforniya’da (Al Rwahnih ve ark.,
2011), %25.7 oraninda Tunus’ta (El Air ve ark., 2011) ve %24.7 orani ile Misir’da
(Youssef ve ark.,2010) bildirilmistir. Ulkemizde ELISA testi ile Ege bdlgesinde
yapilan bir caligmada; zeytinde CMV enfeksiyonu bir ¢alismada %24, diger bir
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calismada ise % 9,6 olarak bildirilmistir (Fidan ve Ertem, 1995; Erilmez ve Erkan
2014).

OLV-1 ilk olarak Giiney Italya’nin Apulia kentinde siptomsuz bir zeytin agacindan
mekanik inokulasyonla izole edilmistir (Galitelli ve Savino, 1985). Yillarca virtis
sadece Avrupa’nin Akdeniz bolgelerinde siirli kalmisken 1995 yilinda Urdiin’de
zaylf zeytin agaclarinda tespit edilmistir (Martelli ve ark., 1995). Daha sonra
%34.3 oraninda Tunus’ta (El Air ve ark.,, 2011) ve %5.7 oraninda Misir’da
(Youssef ve ark.,2010) bildirilmistir. Ulkemiz Dogu Akdeniz bdlgesinde zeytinde
yapilan bir ¢calisgmada OLV-1 tespit edilmis ve bu izolatlarin turunggillerden elde
edilen izolat ile homoloji gosterdigi tespit edilmistir (Ulubag Serce ve ark., 2007).

OLV-2 ilk olarak Italya’da tespit edilmis ve herhangi bir yayilma tespit
edilmemistir (Savino ve ark.,, 1984) ancak son yillarda yapilan ¢aligmalar
sonucunda %2 oraninda Suriye’de (Al Abdullah ve ark., 2005), Hirvatistan’da
(Bjelis ve ark., 2007) %6.9 orani ile Tunus’ta (El Air ve ark., 2011) ve %2.7 orani
ile Misir’da (Youssef ve ark.,2010) bildirilmistir. Ulkemizde ise Dogu Akdeniz ve
Ege bolgelerinde bu viriis arastirilmis ancak tespit edilmemistir (Yalgin, 2008;
Erilmez ve Erkan 2014), ilkemizde bu g¢alismalarin disginda bir kayit
bulunmamaktadir.

OLRSV ilk kez Italya’da zeytinde tespit edilmis (Savino ve ark., 1983) daha
sonralart RT-PCR yoOnteminin gelistirilmesi ile yapilan analizler sonucunda %11.5
oraninda Suriye’de (Al Abdullah ve ark., 2005), %16.6 oraninda Tunus’ta (EI Air
ve ark., 2011) ve %6.7 oraninda Misir’dan (Youssef ve ark.,2010) bildirilmistir.
Yapilan son ¢aligmalar ile bu virlisin de daha genis alanlara yayildig1
goriilmektedir.

Tiirkiye’de DAS-ELISA yontemi ile yapilan bir c¢alismada zeytinde CLRV
enfeksiyonu %23, PCR ile yapilan ¢alismada %10,66 oraninda bildirilmistir
(Caglayan ve ark., 2004; Erilmez ve Erkan 2014). RT-PCR yontemi kullanilarak
yapilan bazi c¢alismalar neticesinde %15 oraninda Suriye’de (Al Abdullah, 2005),
%?2 oramnda Liibnan’da (Fadel ve ark., 2005), %4.9 oraninda Italya’da (Faggioli
ve ark., 2005), %13.1 oraninda Tunus’ta (El Air ve ark., 2011), %4.7 oraninda
Misir’da (Youssef ve ark.,2010) ve Hirvatistan’dan 25 simptomlu 6rnegin 6’sinda
(Luigi ve ark.2011) bildirilmistir. CLRV zeytinlerde simptom vermezken zeytin
agaclarinda ekonomik kayba yol actigina dair bir kayit yoktur.

ArMV ilk olarak Italya (Martelli, 1999) ve Ispanya’da (Bertoloni ve ark., 2001a)
zeytinde enfeksiyon yaptigi bildirilmistir. Daha sonra yapilan g¢aligmalarda ise;
Tiirkiye’de DAS-ELISA testi ile %7.1 oraninda (Caglayan ve ark., 2004), RT-
PCR ile %22,93 oraninda (Erilmez ve Erkan 2014), Suriye’de %0.7 (Al Abdullah
ve ark., 2005), %0.3 oraninda Liibnan’da (Fadel ve ark., 2005) ve son olarak %0.7
oraninda Misir’daki (Youssef ve ark.,2010) zeytin agaglarinda enfeksiyon yaptigi
rapor edilmistir.
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Cok genis bir konukcu dizisine ve hizli yayilma alan1 olan SLRSV ilk kez 1979
yilinda Italya’da tespit edilmis ve daha sonralari RT-PCR ile Portekiz’de
(Henriques ve ark., 1992; Rei ve ark., 1993), ispanya’da (Bertolini ve ark.,1998) ve
Tiirkiye’de DAS-ELISA ile %33,2 (Caglayan ve ark., 2004) ve PCR ile %9,6
(Erilmez ve Erkan 2014) oraninda araziden alinan zeytin Orneklerinde teshis
edilmistir. italya’da (Martelli, 1999) SLRSV teshis calismalarinda DAS-ELISA ile
basar1 saglamamis ve DAS-ELISA testi ile pozitif sonuglar veren zeytin drnekleri
dsRNA analizleri ve PCR esasli metotlar ile test edildiginde DAS-ELISA testinin
hatali pozitif sonuglar verdigi ileri siiriilmistiir (Bertolini ve ark., 1998). Son
yillarda gelisen molekiiler teknikler (RT-PCR) kullanilarak yapilan sorvey
calismalarinda %5.7 oraninda Suriye’de (Al Abdullah ve ark., 2005), %0.3
oraninda Liibnan’da (Fadel ve ark., 2005), %7.4 oraninda Tunus’ta (EI Air ve ark.,
2011) ve %2.3 oraninda Misir’dan (Youssef ve ark.,2010) SLRSV enfeksiyonlari
tespit edilmistir.

Vejetatif olarak ¢ogaltilan diger bitkiler gibi zeytinler de ¢ogaltma materyalinde
bulunabilen pek cok patojenden (viriis, bakteri ve fungus) etkilenir ve bu yolla yeni
bitkilere gegerek yayilabilir. Bu durum agaglarin iiriin kalitesini ve verimi olumsuz
yonde etkiler. Yeni bahgelerin temiz iiretim materyali ile olusturulmasi ileride
alinacak iriiniin kalitesi ve tesisin ekonomik 6mrii bakimindan ¢ok 6nemlidir.
Sagliklt zeytin iiretim materyali saglama konusunda bazi Avrupa iilkelerinde
(italya, Ispanya ve Portekiz) viriis ve fitoplazmalar gibi tedavisi olmayan hastalik
etmenlerinin yayillimin1 engellemek amaci ile ¢esitli sertifikasyon calismalarina
baslanmustir.

Yurdumuzda her gegen giin zeytin yetistiriciligi yapilan alanlar artmakta fakat
zeytin Uretimi yapilan alanlarda bu virlislerin varligi, verim ve kaliteye etkileri
hakkinda yeterli c¢aligma bulunmamaktadir. Bu nedenle zeytin viriislerinin
yetistiricilik yapilan alanlarda enfeksiyon durumlarinin belirlemesi, fidanliklarin
viriisler agisindan taranmasi viriislerin yayiliminda énem arz etmektedir.

Yapilan bu ¢aligmada Mardin ilinde yetistirilen zeytin agaglart SLRSV, CLRV,
ArMV, CMV, OLRSV, OLV-1 ve OLV-2 viriisleri a¢isindan serolojik ve
molekiiler yontemlerle test edilmis ve test edilen drneklerin bu viriisler agisindan
negatif oldugu dort ayr1 test ve analiz yontemi ile tespit edilmistir. dSRNA yontemi
ile elde edilen dsRNA profillerinin hangi viriisler tarafindan olusturabileceginin
daha ileri ¢aligmalarla arastirilmasi gereklidir. Bu nedenle, mevcut orneklerin
TMV, TNV, OVYaV, OYMDaV, OSLV, OLYaV, OMMYV viriislerine kars1 da test
edilmesi gerekmektedir. Mardin ilinde yetistirilen zeytin agaglarinda yiiriitiilen bu
calisma ile, bu bolgedeki zeytin agaglarinda viriis hastaliklarinin  bulunma
durumlari hakkinda ilk veriler elde edilmistir.
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