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Bu calisma 2009 ve 2012 yillari arasinda Aydin, Balikesir ve Izmir illerinde yaygin olarak zeytin yetistiriciligi yapilan
iretim alanlarindaki fidanliklarda viriis hastaliklarinin belirlenmesi, toplanan 6rneklerde viriislerin bulunma durumlarinin
ortaya konmasi amaciyla yiiriitiilmiistiir. Aydin, Balikesir ve Izmir illerindeki fidanliklardan her ilden 40 adet olmak
iizere, toplam 120 adet fidan 6rnegi alinmistir. Zeytin 6rneklerindeki viral etmenlerin tanilanmasi molekiiler yontemler
kullanilarak yapilmstir. Arabis mosaic virus (ArMV), cucumber mosaic virus (CMV), cherry leafroll virus (CLRV) ve
strawberry latent ringspot virus (SLRSV), olive latent-1 virus (OLV-1), olive latent-2 virus (OLV-2), olive latent-3 virus
(OLV-3), olive latent ringspot virus (OLRSV) ve olive leaf yellowing-associated virus (OLYaV) adli viriislerin varhigi
RT-PCR ile arastirilmigtir. Alinan fidan 6rneklerinde yapilan analizler sonucunda; Aydin ilinde %32.5, Balikesir ilinde
%45 ve Izmir ilinde %35 oranlarinda viriis enfeksiyonu oldugu tespit edilmistir. Toplanan &rneklerin izmir ilinde %27.5
CMV ve %7.5 AtMV, Aydn ilinde %20 CMV ve %12.5 ArMV, Balikesir ilinde ise %30 CMV ve %15 oranlarinda
ArMV ile enfekteli oldugu belirlenmistir. Fidanliklardan alinan 6rneklerde CLRV, SLRSV, OLV-1, OLV-2, OLRSV,
OLYaV ve OLV-3 adl viriislerin enfeksiyonunun olmadig1 analizler sonucunda ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Zeytin, viriis hastaliklar1, RT-PCR

DIAGNOSIS AND DETERMINATION OF VIRAL DISEASE AGENTS IN OLIVE SAPLINGS IN AYDIN,
BALIKESIR AND IZMIR PROVINCES

ABSTRACT

This study was carried out in order to determine the viral agents in the nurseries in the olive growing production areas in
Aydin, Balikesir and Izmir provinces between 2010 and. A total of 120 samples, 40 from each province, were collected
from the nurseries in Aydin, Balikesir and izmir provinces. Molecular methods were applied to identify viral agents in
collected olive samples. Arabis mosaic virus (ArMV), cucumis mosaic virus (CMV), cherry leaf roll virus (CLRV),
strawberry latent ringspot nepovirus (SLRSV), olive latent-1 virus (OLV-1), olive latent-2 virus (OLV-2), olive latent-3
virus (OLV-3), olive latent ringspot virus (OLRSV) and olive leaf yellowing-associated virus (OLYaV) searched by RT-
PCR molecular method. As a result of molecular analyzes; It was determined that there was 32.5%, 45% and 35% virus
infection in Aydin, Balikesir and Izmir provinces, respectively. It was determined that the collected samples were infected
with 27.5% CMV and 7.5% ArMV in Izmir, 20% CMV and 12.5% ArMYV in Aydn, 30% CMV and 15% ArMV in
Balikesir. As a result of the analysis, it was revealed that the viruses CLRV, SLRSV, OLV-1, OLV-2, OLRSV, OLYaV
and OLV-3 were not found to infected in the samples taken from the nurseries.
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kastedilmektedir. Akdeniz beslenme tarzinda, bol
miktarda tiiketilen zeytinyaginin insan sagligina

GIRIS

Zeytin ve zeytinyagmin insan beslenmesindeki
degeri, ekonomik ©6nemi ve mutfak kiltiiriindeki
gecmisi, 8.000 yil gibi ¢ok eski tarihlere
dayanmaktadir [30]. Son yillarda “Akdeniz beslenme
tarz1” veya “Akdeniz diyeti” kavrami, saglikl
beslenme ve kalp hastaliklar1 yoniinden 6zellikle ele
alinan bir beslenme seklidir. Bu beslenme tarziyla,
Yunanistan’in bazi yérelerinde ve Giiney Italya gibi
zeytin yetistirilen bolgelerde goriilen beslenme tarzi
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olumlu etkileri ¢ok fazladir [11].

Diinya zeytin iiretim alanlar1 yaklagik 10 milyon
hektar diizeyindedir. Zeytin iiretim alanlarinin biiyiik
cogunlugu Akdeniz iilkelerindedir. Zeytin tiretiminde
onemli iilkeler; Ispanya, Italya, Yunanistan, Tiirkiye
ve Tunus’tur. Tirkiye zeytin iiretimi 2019 yilina
kadar artis egilimi gostermistir. Bunun en dnemli
nedenlerinden birisi, yillara gore zeytin iretim
alanlarindaki artistir. Son yillarda yeni zeytin bahgesi
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tesisi ve sertifikali zeytin fidan1 destekleriyle zeytin
iiretim alanlar1 artis gostermistir. TUIK Bitkisel
Uretim Istatistiklerine gore 2020 yilinda zeytin
tiretimi 1.32 milyon ton olarak gergeklesmistir [39]
Zeytin ve zeytinyagi iretimi daha c¢ok Ege ve
Marmara bolgesinde yapilmaktadir. Aydm, Izmir,
Mugla, Balikesir, Manisa, Canakkale, Hatay ve
Mersin iiretimin gerceklestigi baslica illerimizdir [4].

Tiirkiye ekonomisinde 6nemli bir yere sahip olan
zeytinin lirlin  verimine, kalitesine ve Omriiniin
uzunluguna etki eden 6nemli faktorlerden birisi de
hastaliklar ve zararhlardir. Ulkemizde birgok yerli
zeytin  gesitlerinin  ¢ok eski ¢aglardan beri
yetistirilmesi ve iilkemizin bu bitki i¢in gen kaynagi
merkezi konumunda olmasi bu bitkideki o6zellikle
viris  hastaliklarinin ~ incelenmesini  Onemli
kilmaktadir. Virlis, viroid ve fitoplazma gibi
etmenlerin  yol agtigi  hastaliklar  agaclarin
zayiflamasina ve Oliimiine, {riiniin kalite ve
miktarinin diismesine, as1 tutma ve koklenme
oraninda azalmaya neden olabilmektedir [9].
Zeytinlerde bugiine kadar saptanan ¢ok sayida viral
etmen ticari cesitlerde genellikle gozle goriilebilir
belirtiler olusturmamakta, ancak bu bitkiler iretim
alanlart icin enfeksiyon kaynagi olarak Onem
tagimaktadirlar.

Zeytinde olas1 virts hastaliklarina iliskin ilk rapor,
1938 yil1 gibi eski tarihlere kadar gitmektedir [31]. O
yillardan giiniimiize kadar zeytin agacinin 9 cinse ait
15 virise konukculuk ettigi ve degisik iilkelerde
bulundugu ortaya konulmus ve bu viriislere yonelik
bilgiler Cizelge 1°de verilmistir.

Zeytin virlsleri agaglarda c¢ogu kez belirti
vermeksizin  latent  olarak  bulunduklarindan,
simptomla teshis yapmak c¢ogunlukla yaniltici
olmaktadir. CMV, TMV ve TNV gibi viriisler genis
bir konukgu dizisine sahiptir ve zeytinde belirti
olusturmadan bulunmaktadirlar. SLRSV, ArMV ve
CLRYV adh viriisler ise polifag olup bunlar arasinda
ozellikle SLRSV, zeytinde onemli verim ve kalite
kayiplarina neden olmaktadir. Zeytin 6n ismi ile
isimlendirilen OLRSV, OLV-2, OLYaV, OSLV ve
OVYaV sadece zeytinde saptanmis olup OLV-1
viriisii zeytin disinda Tiirkiye ve Italya’da turunggil,
Japonya’da ise lale bitkilerinde tespit edilmistir [20,
27, 23].

Arazide gozlenen simptomlar birgok bitki tlirlinde
viriis enfeksiyonu olabilecegi konusunda ilk ipucunu
vermektedir. Ancak, zeytin viriis hastaliklar1 igin
bunu sdylemek pek miimkiin degildir. Ciinkii zeytin
viriisleri az sayidaki ¢esitte tipik belirtiler verirken
(cv. Ascolana tenera), genellikle diger cesitlerde
latent olarak bulunmaktadir. En 6nemli konulardan
birisi ise zeytinde hastalik olusturan virtslerin tiretim
materyali ile taginabilmesidir. Zeytin
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yetistiriciliginde  virlisten ari temiz {retim
materyalinin kullanilmasi, bu tasinmadan dolay1 ¢ok
onemlidir. Viral hastaliklardan temiz zeytin iiretim
materyalinin elde edilebilmesi Oncelikle zeytinde
goriilen viriis hastaliklarinin en uygun yontem ile
tanilanabilmesine baglidir.

Cizelge 1. Zeytin agaclarinda saptanan viriisler, ilk
kayitlar1 ve cografik dagilimlar
Table 1. Viruses detected in olive trees, their first

records and geographical distributions
Viriis adi Cins ml(:hglt Cg%f;};gﬁ |gcl :Im
Virus name Genus record distribution
. . Italya, Portekiz
Strawberry latent ring - Italya ; ’ ?
: Sadwavirus Ispanya, Misr,
spot virus (SLRSV) [33] Tiirkiye, ABD
Arabis mosaic virus NeDovirus Italya | Italya, Portekiz,
(ArMV) P [33] |Misir, Tiirkiye, ABD
Italya, Portekiz,
Cherry leaf roll virus - ftalya Ispanya, Mistr,
(CLRV) Nepovirus | “rag] | Liibnan, Tiirkiye,
ABD
Olive latent ring spot . Italya . .
virus (OLRSV) Nepovirus [35] Italya, Portekiz
Cucumber mosaic virus . italya [talya, PO{tek.lZ’
(CMV) Cucumovirus [35] Ispanya, Tiirkiye,
ABD
. . . Italya, Urdiin,
Ollve(g:f\r}t_f)lrus 1 Necrovirus Iigle}ia Tiirkiye, Mistr,
Liibnan, ABD
Olive latent virus 2 . Italya .
(OLV-2) Oleavirus 137] Italya
Olive vein yellowing :
associated virus Potexvirus lﬁlgia ftalya
(OVYaV)
Olive yellow mottling and italva )
decline associated virus |Undetermined [351] Italya
(OYMDaV)
Tobacco mosaic virus . Italya ;
(TMV) Tobamovirus [40] Italya
Olive semilatent virus - Italya :
(OSLV) Undetermined [27] Italya
Olive leaf yellowing Closterovirus Italya | Italya, Israil, Musr,
associated virus (OLYaV) [15] Liibnan, ABD
Tobacco necrosis virus - Portekiz .
(TNV) Necrovirus [17] Portekiz
Olive mild mosaic virus Necrovirus Portekiz Portekiz
(OMMV) [9]
] Italya, Suriye, Malta,
Olive latent virus 3 Tvmovirus Italya | Tunus, Portekiz,
(OLV-3) Y [2] | Tirkiye, Liibnan,
Yunanistan

Son yillarda DAS-ELISA yonteminin zeytin
viriislerinin rutin ve duyarli teshislerinde, agagtaki
viriis konsantrasyonunun ¢ok diisik olmasi ve
zeytindeki inhibitor maddelerin yogunlugu sebebiyle
uygun bir teknik olmadigi pek c¢ok caligmada
belirtilmis ve zeytin virlslerinin teshis ¢alismalarimin
molekiiler tekniklerle desteklenmesi gerektigi
vurgulanmistir.

Bu calisma ile Izmir, Aydin ve Balikesir
illerindeki zeytin fidanlarinda enfeksiyon olusturan
ve sertifikasyon  programlarinda  testlenmesi
ongoriilen SLRSV, ArMV, CLRV, CMV, OLRSV,
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OLV-1, OLV-2 ve OLYaV adl viriislerin duyarli ve
giivenilir yontemlerden RT-PCR ile saptanmasi,
bulunma durumlarinin tespiti ve bu viriislerin
iilkemiz zeytin yetistiriciliinde neden olabilecegi
ekonomik kayiplara yonelik bulgularin ortaya
konulmas1 amaclanmustir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Calismanin materyalini Aydin, Balikesir ve Izmir
illerinden  alman  fidan  Ornekleri, hastalik
etmenlerinin tanisi i¢in kullanilan referans izolatlar
(Dr. Francesco Faggioli’den Roma, Italya temin
edilmistir), =~ RT-PCR  (molekiiller  tanilama)
yonteminde kullanilan spesifik primerler RT-PCR
master mix (thermo scientific), g¢esitli kimyasallar,
laboratuvar malzemeleri ve cihazlar olusturmustur.

Metot

1. Fidan Orneklerinin Alinmas: ve Muhafazast

Fidan 6rnekleri Aydin, Balikesir ve Izmir illerine
ait fidanliklardan alinmistir. Fidan 6rnekleri alinirken
her ilde 8 fidanliga gidilip 5 adet 6rnek alinmustir.
Toplam 120 adet fidan Ornegi alinarak, fidanlik
kayitlart tutulmus ve alinan ornekler tiil seraya
konmustur.

2. Laboratuvar Calismalar

*Yaprak ve siirgiin orneklerinin kullanmim igin
hazirlanmasi: RT-PCR  caligmalar1 i¢in fidan
orneklerinden, 0.5 g yaprak, 0.5 g siirgiinden kazima
yapilmis ve sivi azotla muamele edilmistir.
Eppendorf tiipler iginde toz haline getirilen doku
parcalari, RT-PCR c¢aligsmalarinda kullanilmak tizere
-80°C derin dondurucuya konmustur [14]

*Total Niikleik Asit (TNA) ekstraksiyonu: TNA
ekstraksiyonunda  kullanmilan tim  malzemeler,
yapisina uygun olarak ekstrakte edilmistir. Her izolat
icin yaklagik 0.2 g 6rnek (yaprak + siirglin kazima) 10
ml %1 mercapto-ethanol i¢eren ekstraksiyon tampon
cozeltisi varhiginda steril Grnek posetleri iginde
homojenize edilmistir. Tipler 1siticida 70°C 10
dakika inkube edildikten sonra, 5 dakika buzda
bekletilmistir. Daha sonra drnekler 14000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmis, tist sividan 300 ul alinarak,
yeni tiiplere aktarilmistir. Tiiplere 150 pl ethanol, 300
pl 6 M Nal, 50 pl silika siispansiyonu eklenerek 10
dakika oda sicakliginda inkubasyona birakilmistir.
Tipler 6000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten
sonra, ist sivi atilmig tiipiin iginde kalan silika
partikiillerinin yikanmasi i¢in, 500 ul yikama tampon
¢ozeltisi eklenmistir. Bu islemden sonra tiipler 6000

rpm’de santrifiij edilmistir. Yikama islemi iki kere
yapilmistir. Yikamadan sonra silika partikiilleri
iceren tiiplere 150 ul RNAse’dan ari steril su
eklenmistir. 70°C’de 4 dakika 1siticida inkube edilen
tiipler 13000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.
Tipiin iist kisminda kalan sividan 145 pl almarak,
yeni tiliplere aktarilmis ve TNA ekstraksiyonu
tamamlanmustir. Ornekler ¢cDNA sentez ve PCR
uygulamalar1 yapilincaya kadar -80°C’de derin
dondurucuda saklanmistir [19].

*Komplementer DNA (cDNA) sentezi: TNA
ekstraksiyonu yapilmis olan 6rneklere komplementer
DNA (cDNA) sentezi gerceklestirilmistir. Bu amagla
Fermentas firmasindan temin edilen cDNA sentez
kitleri kullanilmis ve firmanin belirttigi prosediir
dogrultusunda cDNA sentezleri gerceklestirilmistir.

Bu yonteme gore ilk olarak eppendorf tiiplerin
igerisine 0.1-5 ug total RNA, 1 ul oligo (dT) primer
konulmug ve DEPC su ile 12 pl’ye tamamlanmustir.
65°C’de 5 dakika inkubasyon uygulandiktan sonra,
tiipler buz tizerine konulmus ve iglerine sirasiyla 4 ul
5X reaction buffer, 1 pl Ribolock Ribonuclease
inhibitor, 2 pul 10 mM dNTP mix eklenmistir. Kisa
stireli santrifiij (3-5 saniye) uygulandiktan sonra
25°C’de 5 dakika inkubasyon uygulanmistir ve
tiplerin igcine 1 M-MuLV reverse transcriptase
eklenerek, toplam 20 ul hacme ulasilmistir. Karisim
daha sonra 42°C’de 60 dakika ve 70°C’de 5 dakika
inkubasyon uygulanarak, cDNA sentez asamasi
tamamlanmustir.

*RT-PCR yontemi: PCR islemi Fermentas
firmasimin 6nerdigi prosediire gére 50 pl hacimde
yapilmistir. Cizelge 2’de verilen spesifik primerler ile
RT-PCR testleri gergeklestirilmigtir.

Steril PCR tiiplerine 25 pl 2x PCR master mix, 1
pl primerl, 1 pl primer2, 2 pl cDNA ve 21 pl
nuclease free su eklenmistir. Tiipler PCR cihazina
yerlestirilerek test edilecek virlis i¢in spesifik olan
program uygulanmistir. Tim iglemler boyunca
eldiven kullanilmis ve herhangi bir kontaminasyon
olasiligini belirlemek i¢in de niikleik asit eklemeden
sadece karigtmin yer aldig: bir tiipte (kontrol), PCR
programinda ¢ogaltma islemine alinmistir.

*Agaroz jel elektroforez yontemi: Agaroz jel 100
ml 1X TAE tamponu igine 1.5 g agaroz konulup,

mikrodalga  firmda 3.5  dakika  tutularak
hazirlanmustir.
Agaroz jel hazirlanmasinda ve elektroforez

kosumunda kullanilan 1X TAE tamponu, stok 50X
TAE tamponunun seyreltilmesi ile elde edilmistir.
Stok TAE 50X tamponu; 40 mM Tris-acetate (pH 8),
57.1 ml Glacial Acetic Acid, 100 ml 0.5 M EDTA
(pH 8)’den olusmaktadir. Bu karigim 1000 ml’ye
tamamlanarak stok soliisyon olusturulmustur. Stok
¢oOzeltiden 20 ml alinarak, distile H20 ile 1000 ml’ye
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tamamlanmis ve 1X TAE
hazirlanmustir.

Elektroforez kosumu, 100 V’da, yatay diizenekte
60 dakika siireyle ve 1X TAE c¢ozeltisi igerisinde
uygulanmistir. Jel yiikleme yapilmadan once,
orneklere (10 pl 6rnege) 2 pl yiikleme tamponu
eklenmisgtir.

oJel goriintiileme cihazinda PCR sonuglarinin
degerlendirilmesi: Ethidium bromide ile boyanan jel,
ETX-20.M marka Jel Dokiimantasyon ve Analiz

Sistemi ile fotografi gekilerek kayit edilmistir.

konsantrasyon

BULGULAR

Molekiiler Testlerin Sonu¢lar:
Aydin, Balikesir ve Izmir illerine ait
fidanliklardan alinan toplam 120 adet fidan 6rneginin

yalmizca RT-PCR yontemi kullanilarak analizleri
yapilmistir. Alinan fidan Orneklerinde yapilan
analizler sonucunda; Aydin ilinde %32.5, Balikesir
ilinde ise %45 ve Izmir ilinde %35 oranlarinda viriis
enfeksiyonu oldugu tespit edilmistir. Viral etmenler
yoniinden bakildig1 zaman; toplanan rneklerde Izmir
ilinde %27.5 CMV ve %7.5 ArMV, Aydin ilinde %20
CMV ve %12.5 ArMV, Balikesir ilinde ise %30
CMV ve %15 oranlarinda ArMV adli etmenlerin
bulundugu belirlenmistir. Fidanliklardan alinan
orneklerde CLRV, SLRSV, OLV-1l, OLV-2,
OLRSV, OLYaV ve OLV-3 adli wvirtslerin
enfeksiyonunun olmadig1 analizler sonucunda ortaya
konmustur (Cizelge 3 ve Sekil 1). Molekiiler
analizlerde Cizelge 2’de verilen spesifik primerler
kullanilarak ArMV i¢in 302 bp, CMV i¢in 280 bp
uzunlugunda DNA bantlar elde edilmistir (Sekil 2,
3).

Cizelge 2. RT-PCR testlerinde kullanilan primerler, baz uzunluklar1 ve sicaklik dongiileri
Table 2. Primers, base lengths, and temperature cycles used in RT-PCR tests

Hedef Viriis/Primer Primer Dizilimi Baz Uzunlugu PCR Déngiileri
Target Virus/Primer Primer Sequence Base Length PCR Cycles

ArMV-5A TACTATAAGAAACCGCTCCC 1X (95°C 3 dK))
ATMV-3A CATCAAAACTCATAACCCAC 302 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)

[21] 1 X (72°C 7dk.)

CMV-CPN5 ACTCTTAACCACCCAACCTT 1X (95°C 3 dk))
CMV-GPN3 AACATAGCAGAGATGGCGG 280 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)

[16] 1 X (72°C 7dk.)

SLRSV-5D CCCTTGGTTACTTTTACCTCCTCATTGTCC 1 X (95°C 3 dk.)
SLRSV-3D AGGCTCAAGAAAACACAC 293 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)

[16] 1 X (72°C 7dk.)

CLRV-5 TGGCGACCGTGTAACGGCA 1X (95°C 3 dk))
CLRV-3 GTCGGAAAGATTACGTAAAAGG 416 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)

[16] 1 X (72°C 7dk.)

OLRSV-R1 GATTGCCAAGGAATATGCTG 1X (95°C 3 dk))
OLRSV-R? CTCCCAACAAATGATTGCTG 356 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)

[16] 1 X (72°C 7dk.)

OLYaV-H ACTACTTTCGCGCAGAGACG 1X (95°C 3dk))
OLYaV-C CCCAAAGACCATTGACTGTGAC 346 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)

[16] 1 X (72°C 7dk.)

OLVI-HA ACACAGAAATCATAAGTGCC 1X (95°C 3 dk.)
OLVI-CA CCATAGCACCATCATACC 299 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)

[16] 1 X (72°C 7dk.)

OLV2-H GAAGGTGGCTCGCCTAGAG 1X (95°C 3 dk.)
OLV2-C GCCAGGAGTTTGAGCTTTG 206 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)

[16] 1 X (72°C 7dk.)

OLV3-F CCCGTTGAGCAAGTTGTCTTCC 1X (94°C 2 dk.)
OLV3-R GCAGTGGCTGGAGAGCATGGAG 176 bp 35 X (94°C 30sn. / 58 °C 45sn. / 72°C 20 sn)

[2] 1 X (72°C 5dk.)

TARTISMA

Diinya iizerindeki {iiretiminin biiyiik bir kism
Akdeniz havzasindaki iilkelerde gergeklestirilen
zeytin, lilkemiz ekonomisinde de 6nemli yeri olan bir
meyve tilirlidiir. Akdeniz iklim kusaginda olan
Tirkiye son derece uygun ekolojik kosullara sahip
olmasi nedeniyle, zeytin iiretimi tilkemiz tarimini
onemli Olciide etkilemektedir.

Pek ¢ok kiiltiir bitkisinde oldugu gibi, zeytin ve
zeytinyagl iretimini simirlayan bir¢ok zararli ve
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hastalik mevcuttur. Viriislerin kiiltiir bitkilerine
verdigi zararlarla ilgili pek ¢cok kayit bulunmaktadir.
Ancak, iilkemizde hangi virilisiin, hangi bitkide ne
kadar zarara sebep oldugu, bu zararlarin verim ve
kaliteye olan etkisi ve ekonomik analizi ile ilgili
veriler, heniiz yeterince mevcut degildir. Zeytin
viriislerinin verim ve kalite {izerine etkilerini arastiran
calismalar iilkemizde ve diinya literatiirinde de
SLRSV disinda son derece smirhidir. Baz
arastiricilarin yapmis oldugu denemeler sonucunda,
yaprak ve meyvelerde hastalik simptomu gosteren
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agaclardan alman as1  ¢ubuklarinin  simptom
gostermeyenlerden alinanlara oranla daha diisiik
seviyede koklenme yetenegine sahip olduklarini
bildirmislerdir [32]. SLRSV’niin cv. Ascolana tenera
cesidinde yapraklarda daralma, biikiilme, ¢alilagma
ve {irlin azalmasina sebep oldugu belirtilmektedir
[26]. CLRV’niin Avrupa’da ceviz yetistiriciliginde
ekonomik zarar neden oldugu, son yillarda
Amerika’da kiraz agaglarinda iiriin azalmasina neden
oldugu bildirilmistir [10].

Zeytin agacglarinda CLRV niin ekonomik 6énemine
iligskin bir kayit olmamasina ragmen, bu konuda yeni
bir calisma Hirvatistan’da yapilmistir. Frantoio ve
Ascolana tenera c¢esitlerinden elde edilen sizma
zeytinyaginin  kalitesine, miktarina ve kimyasal
ozelliklerine CLRV niin etkisini saptamak amaciyla
bir c¢aligma yapilmigtir. CLRV ile enfekteli
zeytinlerde, saglikli olanlara gdre yag miktar1 ve
olgunluk indeksi oldukga diisiik ¢ikmustir. Enfekteli
agaclarin meyvelerinden elde edilen yagin K. ve
K270 degerleri diisiik, toplam fenolik bilesik i¢eriginin
ise ¢ok yiiksek oldugu bildirilmistir [22].

Uriiniin kalite ve miktarinda kayiplara neden
oldugu bilinen viriis hastaliklar1 ile miicadelede en
onemli esas hastaligin tanisinin dogru konmasidir. Bu
amacla arazide gézlemlere ve simptomlara bakilarak,
konulan tanilar laboratuvarda yapilacak testler ile
mutlaka dogrulanmalidir. Ciinkii ayni viral etmen
birden fazla konukcuyu enfekte etmekte ve her

birinde farkli tipte belirti olusturabilmektedir.
Zeytinde saptanan viriislerden SLRSV’niin kiigiik,
armut  sekilli  burusuk meyve  olusumuna,

cekirdeklerde sekil bozukluklarina (tlimsekli meyve)
neden olup, yapraklarda daralma ve biikiilmeye,
bogum aralarinda kisalmaya, siirgiinlerde g¢alimsi
bliyimeye ve iirinde azalmaya yol actig1
bildirilmistir [26]. SLRSV bazi ¢esitlerde (Ascolana
tenera) ¢ok belirgin simptom verirken, ayni viriis
belirtisiz  agaglardan  alinan  Orneklerde  de
saptanmistir [33; 26]. ArMV orak yaprak seklindeki
belirti gosteren zayif gelismesi olan agaglarda
saptanirken, ayn1 zamanda higbir simptom vermeyen
agaclarda da belirlenmistir. CLRV [33] ve CMV [34]
gorlinliste  tamamen  simptomsuz  agag¢lardan
saptanirken, TMV (cv. Leccino ¢esidinde) damar
bantlagmas1 ve ¢okme belirtisi gosteren agaclardan
saptanmistir [40]. Bu ¢aligmalar degerlendirildiginde
bir¢ok virlis etmeni de bitki fenolojisine bakildiginda,
belirti  olusturmadan  latent olarak  bitkide
bulunabilmektedir. Surveyler sirasinda bu gibi latent
enfeksiyonlar, dogru tan1 konulmasini zorlastirici
faktorler olarak karsimiza ¢cikmaktadir.

50 B Toplam 6rnek ~ ®Saglikli 6rnek  m Enfekteli 6rnek
40 40 40
40
27 26

30 29 .
20 13 14

0

Aydm Balikesir zmir
Sekil 1. Aydmn, Balikesir ve Izmir illerindeki

fidanliklardan alinan Orneklerde viriislerin
bulunma durumu

Figure 1. The presence of viruses in samples taken
from nurseries in Aydin, Balikesir and Izmir
provinces

Sekil 2. ArMV i¢in uygulanmis olan RT-PCR testi
sonucunun jel goriintileme  sisteminde
cekilmis goriiniimii. L: 100 bp DNA ladder;
1,2,3,45,6,7:. ArMV ile enfekteli pozitif
ornekler; W: su kontrol

Figure 2. The view of the RT-PCR test result for
ArMV taken on the gel imaging system. L: 100
bp DNA ladder; 1,2,3,4,5,6,7: Positive samples
with ArMV; W: water control

6 78y 9 N W

Sekil 3. CMV i¢in uygulanmis olan RT-PCR testi

sonucunun jel goriintiileme  sisteminde
cekilmis goriintimii. L: 100 bp DNA ladder;
2,3,6,7,8: CMV ile enfekteli pozitif 6rnekler N:
Negatif kontrol; W: su kontrol

Figure 3. The view of the RT-PCR test result for CMV
taken on the gel imaging system. L: 100 bp
DNA ladder; 2,3,6,7,8: Positive samples with
CMV N: Negative control; W: water control
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Cizelge 3. 2011 yilinda Aydm, Balikesir ve Izmir illerinde fidanliklardan alman &rneklerde RT-PCR

yontemine gore viriislerin bulunma durumu

Table 3. The presence of viruses according to RT-PCR method in samples taken from nurseries in Aydin,

Balikesir and Izmir provinces in 2011

il Fidanliklar* Toplanan 6rnek sayisi/enfekteli 6rnek sayisi Enfekteli 6rnek sayisi
Provincel Nurseries* Number of samples collected/number of Number of infected samples
infected samples CMV | ArMV | CLRV |SLRSV|OLV-1|OLV-2 |OLRSV|OLYaV|OLV-3

Aydin 1 5 - 1G - - - - - - -

Aydin 2 5 - -- - - - - - -

Aydin 3 5 3M - - - - - - _

= Aydin 4 5 1G 1w - - - - - -

2, Aydin 5 5 - - - _ - — — —

< Aydin 6 5 1M 2G - - - - - -

Aydin 7 5 2G - - - - - - -

Aydin 8 5 1G 1M - - - - - -

1l Toplami 40/13 8 5 = - - - — —

Balikesir 1 5 1A 2G - - - - - -

Balikesir 2 5 3D - - - - - - -

Balikesir 3 5 -- 1A - - - - - -

'E Balikesir 4 5 1A - - - - - _ _

= Balikesir 5 5 3A 1D - - - - _ _

EE Balikesir 6 5 2A.G 1A - - - - _ _

Balikesir 7 5 2D,A | 1G - - - - - -

Balikesir 8 5 - - - - - - - -

1l Toplami 40/18 12 6 - - - - - -

fzmir 1 5 1G - - - - - - _

Izmir 2 5 - 2A - - — _ - —

Izmir 3 5 3A.G -- - - - - - -

= [zmir 4 5 2G - _ _ — — —

g Izmir 5 5 1G - - - - - _ _

. [zmir 6 5 2AG | 1G - = = = — —

Izmir 7 5 - - = = - - ~ ~

Izmir 8 5 2A,G - - - - - - -

1l Toplan 40/14 11 3 - - - — - -

Genel Toplam 120/45 31 14 - - - - - - -

*Fidanliklar iller bazinda kodlanarak verilmistir. A: Ayvalik G: Gemlik D: Domat M: Memecik W: Manzanilla

Zeytin virlslerinin tespit edilmesinde en yaygin  Ag¢ikgdoz [6] tarafindan yiiriitiilen c¢aligmada,

kullanilan  teshis metotlarindan biri RT-PCR
yontemidir. RT-PCR ile DNA’nin  belirli
bolimlerinin DNA polimeraz enzimi ve sentetik
oligoniikleotitler yardimi ile c¢ok sayida kopyasi
olusturulmaktadir [24]. Uygun antiserum ve ELISA
yontemlerinin zeytin viriisleri i¢in mevcut olmadigi,
zeytin dokularindaki virlis konsantrasyonunun c¢ok
diisiik olmas1 nedeniyle ELISA ile test edilmesinin
giivenilir olmadigi, molekiiler yontemlerden ds-RNA
ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi
yontemlerle test edilmesi gerektigi bildirilmistir [3].
Zeytin virdslerinin tespit edilmesinde, DAS-ELISA
yonteminin duyarliliginin diisiik olmasi nedeniyle
Aydin, Balikesir ve Izmir Aydin, Balikesir ve izmir
illerinden toplanan 120 adet fidan 6rnegi 9 viriise ait
spesifik primerler kullanilarak, RT-PCR yontemine
gore testlenmistir. Yapilan analizler sonucunda;
Aydin ilinde %32.5, Balikesir ilinde ise %45 ve Izmir
ilinde %35 oranlarinda viriis enfeksiyonu oldugu
tespit edilmistir. Toplanan 6rneklerde Izmir ilinde
%27.5 CMV ve %7.5 AtMV, Aydmn ilinde %20 CMV
ve %12.5 ArMV, Balikesir ilinde ise %30 CMV ve
%15 oranlarinda ArMV adli etmenlerin bulundugu
belirlenmistir (Cizelge 3 ve Sekil 1). Beler ve

12

Balikesir, Bursa ve Aydin illerine ait fidanliklardan
aliman orneklerde CMV, CLRV, ArMV ve SLRSV
viriisleri ve bunlarin karisik enfeksiyonlari tespit
edilmistir. Zeytin fidanlar1 virlis hastaliklarinin
onemli bir tasiyicisidir.  Orneklerin  alinmasi
esnasinda yapilan degerlendirme ve laboratuvar
analizleri sonuglarina gore ililkemizde zeytin fidani
iiretimi yapilan yerlerde, zeytin fidani ireticilerinin
fidan tretiminde kullandiklar1 gelikleri agacglardan
alirken hastaliklarla ilgili bilingli bir segim
yapmadiklar1 gézlenmistir. Bilindigi gibi zeytin virlis
hastaliklar1 bazi ¢esitlerde belirti verse de gogunlukla
latent olarak bulundugu ic¢in etmenler {iretim
materyali ile tasinabilmektedir. [5]. Boylece
agaclarda var olan fungal, bakteriyel ve viral
etmenleri celikler vasitasiyla fidanliklara buradan da
fidan satiglariyla baska alanlara ve bolgelere
tasinmaktadirlar.

Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden zeytin
bahgelerinden ve fidanliklardan alman orneklerle
yapilan molekiiler diizeydeki ¢aligmalar sonucunda
CLRV, ArMV, SLRSV ve CMV i¢in elde edilen baz
uzunlugu degerlerinin (Sekil 2 ve 3) daha dnce Italya
ve Misir’da benzer primer giftleri kullanilarak
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yiriitiilen arastirmalardakine [6, 25, 44] uyumlu
olduklar1 goriillmiistiir.

ArMV bu calisma kapsaminda, DAS-ELISA ve
RT-PCR analizleri sonucunda test edilen toplam 120
zeytin fidan 6rneginin %11.6’sinda tespit edilmistir.
ArMV’niin  zeytinlerdeki ~ varhigi  Italya ve
Ispanya’dan bildirilmis, Tiirkiye’de DAS-ELISA ile
%7.1, RT-PCR ile Suriye’de %0.7 ve Liibnan’da
%0.3 oraninda enfeksiyon yaptigi rapor edilmistir
[28, 7,10, 1, 13].

Genis konukgu dizisine sahip olan CMV, zeytinde
de yapilan calismalarla belirlenmistir. Test edilen
toplam 120 6rnekten, %25.8’inde CMV viriisii tespit
edilmistir. Tiirkiye’de Ege Bolgesi’nde yapilan
calisgmada CMV enfeksiyonlar1 zeytin yapraklarindan
ELISA testleri sonucunda %24 oraninda bildirilirken,
zeytinin ¢iceklerinden yapilan analizlerde %?21.9
oraninda saptandigr Dbildirilmistir [18]. Zeytin
agacinda CMV enfeksiyonlar1 ilk olarak italya daha
sonra Ispanya ve Portekiz gibi iilkelerden rapor
edilmigtir [35, 7, 32]. Etmen zeytin agaglarinda
yayilma gostermezken, son yillarda Suriye’de CMV
enfeksiyon orami %22.7 olarak bildirilmistir [1].
CMYV otsu konukgularinda 60°dan fazla afit tiiri
(Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora ve Myzus
persicae vb.) ile non-persistent sekilde ve mekanik
yolla ve tohumla tasinabilmektedir. Ancak, zeytin
agaclarinda CMV enfeksiyonunun etiyolojisi ve
epidemiyolojisi tam olarak anlagilabilmis degildir ve
bu konuda kaynak bulunmamaktadir.

Zeytin virlslerinin tespit edilmesinde en yaygin
kullanilan teshis metotlarindan biri RT-PCR
yontemidir. RT-PCR  ile  DNA’nin  belirli
boliimlerinin DNA polimeraz enzimi ve sentetik
oligoniikleotitler yardimi ile ¢ok sayida kopyasi
olugturulmaktadir [24]. Zeytin viriislerinin tespit
edilmesinde, DAS-ELISA yonteminin duyarliliginin
diisiik olmas1 nedeniyle Aydin, Balikesir ve izmir
illerinden toplanan 375 6mek 9 viriise ait spesifik
primerler kullanilarak, RT-PCR yo0ntemine gore
testlenmistir. RT-PCR calismalarinda viriislere 6zgii
primer giftleri kullanilarak CLRV, ArMV, SLRSV ve
CMYV adl viriislere ait DNA bantlar1 elde edilmistir,
buna karsin OLV-1, OLV-2, OLV-3, OLYaV ve
OLRSV’nin spesifik primerleri ile yapilan RT-PCR
caligmalarinda, ilgili etmenlere yonelik DNA
bantlarinin olusumu ise gézlenmemistir [12]. Benzer
calisma Dogu Akdeniz Bdlgesi illerinden (Hatay,
Adana, Kahramanmarag, Osmaniye) kamu fidanligi,
0zel fidanliklar ve ticari bahgelerde yliriitiilmiistiir.
Bu bahgelerden alinan 6rneklerde RT-PCR yontemi
ile yapilan analizler sonucunda OLV-1 ve SLRSV
saptanmustir ~ [41, 42, 43]. Calismamizda
kullandigimiz primer ¢iftleri ¢esitli arastirmalarda

RT-PCR testlerinde basaril bir sekilde kullanilmigtir
[21, 16].

2009 ve 2012 yillar1 arasinda Aydin, Balikesir ve
Izmir illerine ait fidanliklarda yapilan bu galisma ile,
zeytin fidanlarinda enfeksiyon yapan viriisler ve bu
virislerin ~ bulunma  durumlar1  belirlenmistir.
Arastirma siiresince molekiiler yontemler ile test
edilen 120 bitki 6rneginde RT-PCR yontemi ile
yapilan analizler sonucunda %37.5 oraninda viral
enfeksiyonlar oldugu ortaya konmustur. Ulkemiz i¢in
ekonomik yonden 6nemi olan zeytin fidanlarindan
alin Orneklerde, viriislerin tek baslarina mevcut
olmalarinin yaninda, bazi Orneklerde karigik
enfeksiyonlar  olusturdugu  tespit  edilmistir.
Ulkemizde zeytin viriis hastaliklarinin saptanmasi
iizerinde fazla calisma olmadigindan ve zeytin
bitkisinin  viriis  hastaliklarinin  ¢ogu  zaman
simptomsuz  tasiyicist  oldugundan, iilkemiz
fidanliklarinin ve bu fidanliklarin tesisinde kullanilan
anaclarin viriis hastaliklar1 agisindan incelenmesi,
hastaliklarla enfekteli olanlarin tespiti ve mevcut
viriis hastaliklarinin tanilarinin yapilmasi ve boylece
viriis hastaliklariyla etkili bir sekilde miicadele
yoluna gidilmesi gerekmektedir.
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