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Aydin, Balikesir ve Izmir illerinde zeytin agaclarindaki viral
hastalik etmenlerinin tanilanmasi ve bulunma durumlarinin
belirlenmesi*

Serpil ERILMEZ®>  Semih ERKAN?

SUMMARY

The identification of virus diseases in olive trees in Aydin, Balikesir and izmir
provinces and the determination of their present status

The present study was carried out to determine the presence and prevalence of the viral
agents in olive production areas of Aydin, Balikesir and Izmir in 2009-2010. In 2009,
totally 293 samples were collected from Aydin (157) and Izmir (136) provinces. In 2010,
with collected 82 samples from Balikesir, the total sample number in the research has
reached to 375. To identify viral agents, the biological, serological and molecular methods
were applied to collected olive samples. DAS-ELISA method was used to detect Arabis
mosaic virus (ArMV), Cucumis mosaic virus (CMV), Cherry leafroll virus (CLRV) and
Strawberry latent ringspot virus (SLRSV). Also, the existence of 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) in the samples was
analysed by RT-PCR molecular method. The results of RT-PCR analyses showed that the
incidence of virus infection was 55.73%in total 375 olive samples from Aydin, Balikesir
and lzmir in 2009 and 2010. According to individual provinces, it was 22.66% in Aydin,
11.46 in Balikesir and 21.60% in Izmir. DAS-ELISA results revealed that infection rate of
ArMV was 12.8% in total samples and only 1 sample was found to be infected with
SLRSV while other tested viruses were not present. According to the data from RT-PCR
tests, infection rates in all tested samples were 22.93%, 9.60%, 10.66% and 9.06% for
ArMV, CMV, CLRV and SLRSV, respectively. Moreover, it was ascertained that 9
samples were infected by CMV + CLRV and 4 samples by ArMV + CLRV as mixed
infections. Other viruses including OLV-1, OLV-2, OLV-3, OLRSV and OLYaV were not
detected in all samples.
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OZET

Bu ¢aligma 2009 ve 2010 yillar1 arasinda Aydin, Balikesir ve Izmir illerinde yaygin olarak
zeytin yetistiricili§i yapilan tretim alanlarindaki viriis hastaliklarinin belirlenmesi ve
toplanan 6rneklerde viriislerin bulunma durumlariin ortaya konmasi amaciyla 2009 yilinda
Aydin (157) ve izmir (136) illerinden 293 6rnek, 2010 yilinda ise Balikesir ilinden 82 érnek
olmak iizere toplam 375 o&rnek alinarak yiiriitilmiistir. Zeytin orneklerindeki viral
etmenlerin tanilanmasi biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak yapilmistir.
Arabis mosaic virus (ArMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Cherry leafroll virus (CLRV)
ve Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) adli etmenlere ait tam kitleri kullanilarak,
ornekler DAS-ELISA yontemine gore testlenmistir. Bu viriislere ek olarak, 6rneklerde 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 varligt RT-PCR yontemi ile arastirilmigtir. RT-PCR sonuglari, 2009 ve 2010
yillarinda Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden toplanarak testlenen toplam 375 bitki
orneginde %>55.73 oraninda viral enfeksiyon bulundugunu ve bu oramin Aydin ilinde
%22.66, Balikesir ilinde %11.46 ve Izmir ilinde ise %21.60 diizeyinde oldugunu ortaya
koymustur. DAS-ELISA sonuglarma gore; orneklerin %12.80’inde ArMV ve sadece 1
ornekte ise SLRSV enfeksiyonunun var oldugu ve test edilen diger viriislerin ise
bulunmadigi saptanmustir. RT-PCR testi sonucunda, orneklerin %22.93’iinde ArMV,
%9.60’inda CMV, %10.66’sinda CLRV ve %9.06’sinda SLRSV enfeksiyonlarinin var
oldugu goriilmiistiir. Buna ek olarak, 9 6rnekte CMV+ CLRYV, 4 6rnekte ise ArtMV+CLRV
karisik enfeksiyon seklinde tespit edilirken, tiim orneklerde OLV-1, OLV-2, OLV-3,
OLRSYV ve OLYaV’nin bulunmadig belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Zeytin, viriis, DAS-ELISA, RT-PCR, biyolojik indeksleme
GIiRiS

Diinya iizerindeki iiretiminin biiyiikk bir kismu Akdeniz havzasindaki {ilkelerde
gergeklestirilen zeytin, Tiirkiye ekonomisinde de Gnemli yeri olan bir meyve
turtidiir. Zeytin Oleaceae familyasinda Olea europeae L. tiiriiniin Olea europeae
subsp. sativa alt tiirii icinde yer almaktadir. Ulkemizde halen yetistirilmekte olan
100'Gn {izerinde zeytin ¢esidi vardir. Bu anlamda, zeytinciligimiz gerek yabani
formlari, gerekse de kiiltiir ¢esitleri bakimindan ¢ok biiyiik bir zenginlige sahiptir
(Cavusoglu 1980).

Zeytin ve zeytinyagimin insan beslenmesindeki degeri, ekonomik 6nemi ve mutfak
kiiltiiriindeki ge¢misi, 8.000 yil gibi ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir (Oztiirk
2008). Son yillarda “Akdeniz beslenme tarzi” veya “Akdeniz diyeti” kavramu,
saglikli beslenme ve kalp hastaliklar1 yoniinden 6zellikle ele alinan bir beslenme
seklidir. Akdeniz beslenme tarzinda, bol miktarda tiiketilen zeytinyaginin insan
sagligia olumlu etkileri ¢cok fazladir (Demirci ve Boliikbasi 2003).

30°-40° enlemleri arasinda, %98’i kuzey yarim kiirede olmak iizere diinyada 37
iilkede ekonomik anlamda zeytin iiretimi yapilmaktadir. 9.4 milyon hektar diinya
zeytin tiretim alaninin %951 kuzeyde Akdeniz bolgesinde yer almaktadir. 2010 y1l1
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istatistiklerine gore yaklasik 20,6 milyon ton olan diinya dane zeytin {iretiminin
%98’ Akdeniz’e kiyisi olan Ispanya, Italya, Yunanistan, Tiirkiye, Tunus, Suriye,
Fas, Portekiz, Fransa ve Cezayir gibi onemli {iretici iilkelerden elde edilmektedir.
Bu iilkeler iiretim oranlarina gére siralandiginda, iiretimin %38’i Ispanya, %15
Italya, %9’u Yunanistan, %7’si Tiirkiye, %5°i Suriye ve %4’{i Tunus tarafindan
yapildig1 goriilmektedir (Anonymous 2010). Tiirkiye bu iilkeler icerisinde gerek
iretim ve gerekse zeytin alam1 bakimindan yillara gore degismekle birlikte
genellikle 5. sirada yer almaktadir.

2010 yili istatistiklerine gore, Tiirkiye’de 1.076.601 ton zeytin iretilmekte ve
iiretimin %46.45’1 Ege Bolgesi’nde, %26.42’si Marmara Bolgesi'nde, %24.23’1
Akdeniz Boélgesi’nde, %2.67’si Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde ve %0.23°1 ise
diger bolgelerde gerceklestirilmektedir.

Aydin, Izmir ve Balikesir illeri arasinda 2010 y1li verilerine gore (Anonim 2010)
en fazla agac sayisi 23.616.070 ile Aydin ilinde yer alirken bunu 18.346.660 ile
Izmir ili takip etmektedir. Agag sayisi olarak 11.353.617 ile Balikesir ili son sirada
yer alirken, iiretime bakildiginda ise diger iki il izmir ilinden sonraki sirada yer
almaktadir (Cizelge 1).

Tiirkiye ekonomisinde 6nemli bir yere sahip olan zeytinin iiriin verimine, kalitesine
ve Omriiniin uzunluguna etki eden Onemli faktorlerden birisi de hastaliklar ve
zararlilardir. Ulkemizde birgok yerli zeytin gesitlerinin cok eski ¢aglardan beri
yetistirilmesi ve tilkemizin bu bitki i¢in gen kaynagi merkezi konumunda olmasi bu
bitkideki 6zellikle viriis hastaliklarinin incelenmesini 6nemli kilmaktadir. Viriis,
viroid ve fitoplazma gibi etmenlerin yol acgtig1 hastaliklar agaglarin zayiflamasina
ve Oliimiine, iirliniin kalite ve miktarmin diismesine, asi tutma ve koklenme
oraninda azalmaya neden olabilmektedir (Candresse et al. 1995).

Cizelge 1. Aydin, Izmir, Balikesir illerinde zeytin agac sayis1 ve iiretim miktarlari

il Agac Sayisi (Adet) 'Ipplam Zeytin
Meyve Veren Meyve Vermeyen Toplam Uretimi (ton)
Aydin 21077 358 2538712 23616 070 122 455
Izmir 14 966 950 3379710 18 346 660 183 125
Balikesir 10 706 622 646 995 11 353 617 130 549
Toplam 46 750 930 6 565 417 53 316 347 436 129

Zeytin agaglar birgok virlis ve viriis benzeri etmenden etkilenmektedir. Diinyada
bugiine kadar yapilan ¢aligmalar sonucunda, zeytin agag¢larmin 9 cinse ait 15 farkl
viriisiin konukc¢usu oldugu saptanmistir. Zeytinde saptanan viriisler arasinda;
Strawberry latent ringspot virus (SLRSV, cilek latent halkali leke viriisii), Arabis
mosaic virus (ArMV, arabis mozaik viriisii), Cherry leaf roll virus (CLRV, kiraz
yaprak kivrilma virtisit), Cucumber mosaic virus (CMV, hiyar mozaik virisii),
Olive latent ringspot virus (OLRSV, zeytin latent halka leke viriisii), Olive latent-1
virus (OLV-1, zeytin latent-1 viriisii), Olive latent-2 virus (OLV-2, zeytin latent-2
viriisii), Olive vein yellowing-associated virus (OVYaV, zeytin damar sararmasi ile
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iliskili viriis), Olive yellow mottling and decline associated virus (OYMDaV,
zeytin sar1 beneklenme ve geriye dogru dliimle iligkili viriis), Tobacco mosaic virus
(TMV, titiin mozaik viriisii), Olive semilatent virus (OSLV, zeytin yari latent
viriisii), Olive leaf yellowing-associated virus (OLYaV, zeytin yaprak sararmasi ile
iliskili virtis), Tobacco necrosis virus-D (TNV-D, tiitiin nekroz viriisii), Olive mild
mosaic virus (OMMYV, zeytin 1limli mozaik viriisit) ve Olive latent-3 virus (OLV-3,
zeytin latent-3 viriisii) bulunmaktadir (Martelli 1999, Cardoso et al. 2005, Felix and
Clara 2006, Alabdullah et al. 2009, Caglayan et al. 2011)

Zeytin agaglarindaki viriislerin saptanmasi amactyla Tiirkiye’de cesitli arastirmalar
yapilmistir. Ege Bolgesi’nde Balikesir, Canakkale, Izmir ve Manisa illerindeki
zeytin agaglarinda ArMV, CLRV, SLRSV ve CMV enfeksiyonlarinin oldugu
DAS-ELISA ile saptanmigtir (Fidan ve Ertem 1995). Hatay ilinde yiiriitiilen
calismada (Tarla ve Caglayan 1998), bu yoredeki zeytin agaglarimin %47.7
oraninda SLRV, %46.1 oraninda CLRV ve %32.2 oraninda ise ArMYV ile enfekteli
oldugu DAS-ELISA yontemi ile saptanmis ve agaglarda OLRSV, OLV-1 ile OLV-
2 enfeksiyonlarina ise rastlanmamustir. Yapilan bu calisma sonuglari, daha sonra
Tiirkiye’de zeytin agaglarinda saptanan viriisler olarak diinya literatiiriine ilk kayit
olarak aktarilmustir (Caglayan et al. 2004). Balikesir, Bursa ve Aydin illerinde
yuriitilen bir arastirmada (Beler ve Agikgéz 2005), toplanan zeytin bitki
orneklerinde DAS-ELISA yontemi ile CMV, CLRV, ArMV ve SLRSV adl
viriislerin ve bunlarin karigik enfeksiyonlarmin var oldugu belirlenmigtir. Hatay
ilinde yapilan c¢aligmada, daha once turuncgillerden izole edilen OLV-1’niin
Tiirkiye’de zeytin agaclarinda da bulundugu RT-PCR yontemi ile ilk kez tespit
edilmistir (Ulubas Serce et al. 2007). Dogu Akdeniz Bolgesi illerinde (Hatay,
Adana, Kahramanmaras ve Osmaniye) resmi ve 6zel fidanliklardan ve ticari
bahgelerden alinan 414 6rnekten 2’sinde OLV-1 enfeksiyonu oldugu saptanmis ve
OLV-2 ise bulunamamistir (Yalgin ve ark. 2007). Dogu Akdeniz Bélgesi’nde
yiritilen diger bir arastirmada (Ulubas Serge ve ark. 2009), Hatay, Adana,
Osmaniye, Kahramanmaras ve Icel illerinden 552 zeytin agacindan ornekler
alinmig ve RT-PCR yontemi ile 141 agacin SLRSV ile enfekteli oldugu tespit
edilmistir.

Bu makalede izmir, Aydin ve Balikesir illerindeki zeytin agaglarinda enfeksiyon
olusturan ve sertifikasyon programlarinda testlenmesi dngoriillen SLRSV, ArMV,
CLRV, CMV, OLRSV, OLV-1, OLV-2, OLYaV ve OLV-3 adl viriislerin
biyolojik ve serolojik yontemlere ek olarak, daha duyarli ve giivenilir olan RT-PCR
yontemi ile tespit edilmesi ve viriislerin bulunma oranlarmin belirlenmesine
yonelik olarak yiiriitiilen ¢aligmalardan elde edilen bulgulardan s6z edilmektedir.

MATERYAL VE METOT

Calismanin materyalini; Aydin, Balikesir ve Izmir illeri zeytin iiretim alanlari ile
bu illerdeki fidanliklardan alinan yaprak-siirgiin ve meyve Ornekleri, test bitkileri
(Chenopodium amaranticolor Coste & Reyn, Chenopodium quinoa Quin., Datura
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stramonium L., Gomphrena globosa L., Nicotiana glutinosa L., Nicotiana tabacum
L. cvs. Samsun, Xanthi, Maden), zeytin virtislerine ait DAS-ELISA (Double
Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay) tani kitleri, primerler
ve molekiiler analiz kimyasal maddeleri ve cihazlar1 olusturmustur.

Survey Calismalari

Survey alanimi belirlemek icin Aydin, Balikesir ve Izmir illerinin Tarim il
Miidiirliiklerinden zeytin iiretim alanlarim1 ve miktarini belirten listeler ve veriler
temin edilmistir. Ornek sayisi, isgiici, zaman, mali durum ve orneklerin
degerlendirilmesi géz Oniine alindiginda, zeytin agaci sayisinin en fazla oldugu
ilgelerden 6rnekler alinmis ve 6rnek alinacak ilgeler belirlenirken, agag sayisinin
700000 {istiinde olmas1 dikkate alinmistir. Bu ilgelerden agac sayisinin en fazla
oldugu 3 kdy/mevki se¢ilmis, buralardan ise alt sinir1 500 agac olan, 4 bah¢eden
ornekler toplanmustir.

Yaprak-siirgiin 6rneklerini almak i¢in, illere gbre zeytin agacinin vejetasyon
donemi ve ¢esitler dikkate alinarak Nisan sonu Haziran aylar1 arasinda araziye
cikilmistir. 2009 yilinda izmir ilinden 136 6rnek, Aydin ilinden 157 6rnek almmus,
2010 yilinda Balikesir ilinden 82 6rnek toplanmustir. Adi gegen illerden toplam
olarak 375 6rnek alinmustir (Cizelge 2).

Ornekleme esnasinda oncelikle belirti gdsteren agaclar secilmis (bodurlasma,
calilagsma, siirglinlerde bogum aralarinin  kisalmasi, dallarda yassilagma,
deformasyonlar, yapraklarda nekrotik ve klorotik lekeler, orak seklinde yaprak
olusumu, yaprak uglarinda catallanma, yapraklarda yukariya dogru kivrilma,
meyvelerde deformasyon gibi belirtiler) ve viriislerin agaclarda latent olarak
bulunma durumlar1 goz Oniine alinarak simptomsuz agaclar da tesadiifi olarak
belirlenmistir (Bora ve Karaca. 1970). Her agacin dort yanindan yaprak drnekleri
ve lizerinde yaprak, cicek ya da meyve bulunan 20-25cm boyundaki siirgiinler
kesilerek alinmustir. Alinan yaprak ve siirgin Ornekleri plastik torbalara
etiketlenerek yerlestirilmig, laboratuvara getirilerek analizleri yapilincaya kadar
+4°C de buzdolabinda, molekiiler calismalarda kullanilacak materyal ise -80°C de
derin dondurucuda saklanmustir. Gezilen ve ornek alinan zeytin bahgelerinin yeri
ve mevkii belirlenmis, agaglarda nasil belirtiler goézlemlendigi kaydedilmis ve
gerekli durumlarda agaclarin ya da belirtili organlarin fotograflar cekilerek
kaydedilmistir. Ayrica, boya ile 6rnek alinan agaclarda numaralandirma yapilmis
ve GPS ile gerekli koordinatlar alinmustir.
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Cizelge 2. Aydin, Balikesir ve Izmir illerinde ilge bazinda toplanan érnek sayisi

lgeler Tarih Toplanan Ornek
Sayisi

Karacasu 13/05/09 12
Kuyucak 13/05/09 12
Nazilli 13/05/09 13
Sultanhisar 14/05/09 12
= Kosk 14/05/09 14
=, Bozdogan 14/05/09 14
< Kogarli 15/05/09 13
Karpuzlu 15/05/09 12
Cine 15/05/09 15
Soke 18/05/09 13
Germencik 18/05/09 13
Merkez 18/05/09 14
Toplam 157
Gomeg 27/04/10 13
= Ayvalik 28/04/10 14
'z Burhaniye 03/05/10 15
=< Edremit 12/05/10 14
s Havran 12/05/10 12
M Erdek 13/05/10 14
Toplam 82
Kemalpasa 17/04/09 12
Bayindir 20/04/09 13
Tire 20/04/09 22
Seferihisar 21/04/09 12
. Selguk 21/04/09 12
é Bergama 22/04/09 17
N Torbah 27/04/09 16
Odemis 27/04/09 14
Karaburun 30/04/09 18
Kemalpasa 17/04/09 12
Toplam 136
Genel Toplam 375

Serolojik Calismalar

Survey calismalart sonucu toplanan ornekler, Clark and Adams (1977), Clark
(1981) ve Erkan ve ark. (1992)’na gore bazi1 modifikasyonlar uygulanarak DAS-
ELISA ile test edilmis ve saglikli kontrolin 2 kati veya daha fazla diizeyde
absorbans degerine sahip olan ornekler enfekteli olarak dikkate alinmistir. Toplam
375 zeytin Ornegine, Cizelge 3’de gosterilen viral etmenler icin DAS-ELISA
testleri uygulanmstir.
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Cizelge 3. Zeytin aga¢ ve fidanlarindan alinan siirgiin 6rneklerinde serolojik ve molekiiler
yontemler ile testlenen viral etmenler

Test Yontemi

Serolojik Molekiiler
CLRV + +

ArMV +
SLRSV +
CMV +
OLV-1 -
OLV-2 -
OLV-3 -
OLRSV -
OLYaV -

Viral Etmenler

[+ |+ |+ |+ |+

Biyolojik calismalar

Biyolojik ¢aligsmalarda testlemeler igin kullanilan indikator bitkiler iklim odasinda
yetistirilmistir. Yetistirme ortami olarak kullanilan harg 1:1:1 toprak, giibre ve kum
karistmindan olugmustur. Test bitkilerinin tohumlar1 kiivetlere ekilmis ve tohum
ekimi yapilan test bitkileri 4000-6000 lix 151k siddeti, 16 saat/glin aydinlanma
periyodu ve 20-24°C sicakliga sahip olan iklim odasi kosullarinda yetistirilmistir
(Nogay 1983 Matthews 1991). Bitkiler belirli araliklarla insektisit ve fungisitlerle
ilaglanarak olusabilecek muhtemel hastaliklara ve zararlilara karst onlem
almmustir. Daha sonra uygun gelisme donemlerinde fideler kiigiik boy (10cm ¢apli)
saksilara sasirtilmigtir. Test bitkileri uygun gelisme donemlerine ulastiklar1 zaman
lg zeytin yaprak orneklerinden %0.1 sodyum siilfit igeren 0.01 M fosfat tamponu
(pH=7.0) + %2.5 Nicotin kullanilarak (1/5; g/ml) hazirlanan ekstraktlar,
belirlenmis test bitkilerine mekanik inokulasyon yontemi kullanilarak inokule
edilmistir. Inokulumun i¢ine enfeksiyon olusumunu kolaylastirmak amaci ile, celite
ilave edilmistir ve cam spatiil aracilif ile test bitkilerine inokulasyon yapilmistir.
Inokulasyondan 1-2 dakika sonra test bitkilerinin yapraklar1 ¢esme suyu ile
yikanmigtir. Bu bitkilerde belirti olusup olugmadigi, inokulasyon sonrasinda
gozlemlenmis ve olusan belirti tipleri degerlendirilerek, fotograflari ¢ekilmis ve
kaydedilmistir (Yorganct 1975, Savino and Gallitelli 1981, Matthews 1991).

Molekiiler ¢calismalar
Toplam RNA izolasyonu

RNA ekstraksiyonunda kullanilan tiim malzemeler, yapisina uygun olarak
ekstrakte edilmistir. Her izolat i¢in yaklasik 0.2g 6rnek (yaprak+siirgiin kazima)
10ml %1 mercapto-ethanol igeren ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi varliginda steril
ornek posetleri iginde homojenize edilmistir. Tiipler 1siticida 70°C 10 dakika
inkube edildikten sonra, 5 dakika buzda bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler 14.000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis, ist stvidan 300ul alinarak, yeni tiiplere
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aktarilmigtir. Tiiplere 150ul ethanol, 300ul 6M Nal, 50ul silika siispansiyonu
eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inkubasyona birakilmistir. Tiipler 6000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra, {ist siv1 atilarak tiipiin i¢inde kalan silika
partikiillerinin yikanmasi i¢in, 500ul yikama tampon ¢ozeltisi eklenmis ve sonra
tiipler 6000 rpm’de santrifiij edilmistir. Yikama islemi iki kere yapilmistir.
Yikamadan sonra silika partikiilleri igeren tiiplere 150ul RNAse’dan ari steril su
eklenmistir. 70°C’de 4 dakika 1siticida inkube edilen tiipler 13000 rpm’de 3 dakika
santrifij edilmistir. Tiipiin st kismindaki sividan 145pl alinarak, yeni tiiplere
aktarilmis ve RNA ekstraksiyonu tamamlanmustir. Ornekler cDNA sentez ve PCR
uygulamalar1 yapilicaya kadar -80°C’de derin dondurucuda saklanmistir (Foissac
et al. 2001).

Komplementer DNA (cDNA) sentezi

RNA ekstraksiyonu yapilmis olan 6rneklere komplementer DNA (cDNA) sentezi
gergeklestirilmistir. 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
ng total RNA, 1ul oligo (dT) primer konulmus ve DEPC su ile 12ul’ye
tamamlanmustir. 65°C’de 5 dakika inkubasyon uygulandiktan sonra, tiipler buz
tizerine konulmus ve iglerine sirasiyla 4pul 5X reaction buffer, 1ul Ribolock
Ribonuclease inhibitor, 2ul 10mM dNTP mix eklenmistir. Kisa siireli santrifiij (3-5
saniye) uygulandiktan sonra 25°C’de 5 dakika inkubasyon uygulanmistir ve
tiiplerin icine 1 M-MuLV reverse transcriptase eklenerek, toplam 20 pl hacme
ulagilmistir. Karisim daha sonra 42°C’de 60 dakika ve 70°C’de 5 dakika
inkubasyon uygulanarak, cDNA sentez asamasi tamamlanmstir.

RT-PCR yontemi

PCR islemi Fermentas firmasinin Onerdigi prosediire goére 50 upl hacimde
yapilmistir. Cizelge 4’de verilen spesifik primerler ile RT-PCR testleri
gergeklestirilmistir. Steril PCR tiiplerine 25ul 2x PCR master mix, 1ul primerl, 1
ul primer 2. 2pl cDNA ve 21 pl nuclease free su eklenmistir. Tiipler PCR cihazina
yerlestirilerek test edilecek virlis icin spesifik olan program uygulanmistir
(Candresse et al., 1995). Tiim islemler boyunca eldiven kullanilmis ve herhangi bir
kontaminasyon olasiligin1 belirlemek i¢in de niikleik asit eklemeden sadece
karisimin yer aldigi bir tiipte (kontrol), PCR programinda c¢ogaltma islemine
almmustir,

Agaroz jel elektroforez yontemi

Agaroz jel 100ml 1X TAE tamponu igine 1.5g agaroz konulup, mikrodalga firinda
3.5 dakika tutularak hazirlanmistir. Agaroz jel hazirlanmasinda ve elektroforez
kosumunda kullanilan 1X TAE tamponu, stok 50 X TAE tamponunun seyreltilmesi
ile elde edilmistir. Stok TAE 50X tamponu; 40mM Tris-acetate (pH 8), 57.1 ml
Glacial Acetic Acid, 100ml 0.5 M EDTA (pH 8)’den olugmaktadir. Bu karigim
1000 mI’ye tamamlanarak stok soliisyon olusturulmustur.
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Cizelge 4. RT-PCR testlerinde kullanilan primerler, baz uzunluklar1 ve sicaklik dongiileri

Hedef Baz
Viriis / Primer Dizilimi Uzunlugu PCR Déngiileri
Primer 8
ArMV-5A TACTATAAGAAACCGCTCCC 1 X (95°C 3 dk.)
ArMV-3A CATCAAAACTCATAACCCAC 302 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Grieco et al., 2000) 1 X (72°C 7dk.)
ArMV-F TTGGCCCAGATATAGCGTAAAAAT 1X(94°C 2 dk.)
AMV-R CAGCGGATTGGGAGTTCGT 519 bp 35 X (94°C 30sn. / 50 °C 45sn. / 72°C 60sn)
(MacKenzie et al., 1997) 1 X (72°C 5dk.)
CMV-CPN5 ACTCTTAACCACCCAACCTT 1 X (95°C 3 dk.)
CMV-CPN3 AACATAGCAGAGATGGCGG 280 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Faggioli et al., 2005) 1X (72°C 7dk.)
CMV-F GCCGTAAGCTGGATGGACAA 1X(94°C 2 dk.)
CMV-R TATGATAAGAAGCTTGTTTCGCG 499 bp 35 X (94°C 30sn. / 50 °C 45sn. / 72°C 60sn)
(Youssef et al., 2010) 1X (72°C 5dk.)
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)
(Faggioli et al., 2005) 1 X (72°C 7dk.)
CLRV-5 TGGCGACCGTGTAACGGCA 1 X (95°C 3 dk.)
CLRV-3 GTCGGAAAGATTACGTAAAAGG 416 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Faggioli et al., 2005) 1X (72°C 7dk.)
OLRSV-R1 GATTGCCAAGGAATATGCTG 1 X (95°C 3 dk.)
OLRSV-R? CTCCCAACAAATGATTGCTG 356 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Faggioli et al., 2005) 1 X (72°C 7dk.)
OLYaV-H ACTACTTTCGCGCAGAGACG 1 X (95°C 3 dk.)
OLYav-C CCCAAAGACCATTGACTGTGAC 346 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Faggioli et al., 2005) 1 X (72°C 7dk.)
oLYaV-F GGGACGGTTACGGTCGAGAGG 1 X (95°C 3 dk.)
OLYaV-R CGAAGAGAGCGGCTGAAGGCTC 383 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Sabanadzovic et al., 1999) 1X (72°C 7dk.)
OLV1-HA ACACAGAAATCATAAGTGCC 1 X (95°C 3 dk.)
OLV1-CA CCATAGCACCATCATACC 299 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Faggioli et al., 2005) 1 X (72°C 7dk.)
OLV2-H GAAGGTGGCTCGCCTAGAG 1 X (95°C 3 dk.)
OLV2-C GCCAGGAGTTTGAGCTTTG 206 bp 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Faggioli et al., 2005) 1 X (72°C 7dk.)
OLV3-E CCCGTTGAGCAAGTTGTCTTCC 1 X (94°C 2 dk.)
OLV3-R GCAGTGGCTGGAGAGCATGGAG 176 bp 35 X (94°C 30sn. / 58 °C 45sn. / 72°C 20 sn)
(Alabdullah et al., 2009) 1 X (72°C 5dk.)

Stok ¢6zeltiden 20ml alinarak, distile H,O ile 1000ml’ye tamamlanmis ve 1X TAE
konsantrasyon hazirlanmistir. Elektroforez kosumu, 100 V’da, yatay diizenekte 60
dakika siireyle ve 1X TAE c¢ozeltisi icerisinde uygulanmustir. Jel yiikleme
yapilmadan 6nce, 6rneklere (10ul 6rnege) 2ul yiikleme tamponu eklenmistir.

Jel goriintiileme cihazinda PCR sonuglariin degerlendirilmesi

Ethidium bromide ile boyanan jel, ETX-20.M marka Jel Dokiimantasyon ve Analiz
Sistemi ile fotografi ¢ekilerek kayit edilmistir.
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SONUCLAR
Arazi gozlemleri

2009 yilinda Aydin ve Izmir illerinde, 2010 yilinda Balikesir ilinde yapilan
surveyler sonucunda, zeytin bahgelerinde virlis belirtisi goriilen ve belirti
goriilmeyen agaclardan &rneklemeler yapilmistir. Ornekleme yapilirken, agaglar
once simptomatolojik agidan incelenmis ve goriilen belirtilerin viral etmenlerden
kaynaklanabileceginin yani sira diger patojenler ya da etkenler tarafindan
olusturulabilecegi de goz oOnilinde tutulmustur. Ayrica, hi¢ belirti gostermeyen ve
saglikli bir goriinlime sahip olan agaclarda da viriis enfeksiyonu olabildigi, daha
sonra yapilan testler sonucunda gdzlemlenmistir. Surveyler sirasinda incelenen
agaclarda ve alman bitki Orneklerinde, bazi viral enfeksiyonlarin olabilecegi
sliphesini yaratan, yapraklarda sekil bozulmalari, orak yaprak olusumu,
yapraklarda renk degisimi ve mozaik, meyvelerde sekil bozuklugu ve agaglarda ise
zayif siirgiin olusumu, c¢alilasma vb. belirtiler oldugu dikkati ¢ekmistir (Sekil 1).

Biyolojik Testlerin Sonugclar:

Yapilan DAS-ELISA ve RT-PCR calismalarinin bulgularina gore, viriis(ler) ile
enfekteli olduklart belirlenen zeytin &rnekleri grup olarak siniflandirilmis ve her
grubu temsil edecek sayida ornekler secilerek bu zeytin Ornekleri ile biyolojik
testler yuriitiilmistiir. Zeytin viriislerinin birgogunun teshisinde otsu test bitkilerine
mekanik inokulasyon duyarlilig1 pek fazla olmamasina ragmen halen kullanilan bir
yontemdir. Bu ¢alismada, DAS-ELISA ve RT-PCR calismalarinda bazi viriislerle
(ArMV, CMV, CLRV ve SLRSV) enfekteli olan 6rnekler gruplandirilarak,
bunlardan segilen 6rneklerden 6 farkli test bitkisine (Chenopodium amaranticolor,
C. quinoa, Datura stramonium, Gomphrena globosa, Nicotiana tabacum cv. xanthi
ve N. glutinosa) mekanik olarak inokule edilmistir. Ancak, yapilan inokulasyonlar
sonucunda test bitkilerinde herhangi bir belirtinin meydana gelmedigi goriilmiistiir.

Serolojik Testlerin Sonuclari

Zeytin viriislerinin saptanmasi amaciyla Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden
toplanan 6rnekler DAS-ELISA yontemi ile ArtMV, CMV, CLRV ve SLRSV adli
etmenlere ait tan1 kitleri kullanilarak testlenmis ve elde edilen sonucglar Cizelge
5°de gosterilmistir. Buna gére, 2009 yilinda Aydin ilinden 157 ve Izmir ilinden 136
olmak iizere toplam 293 adet 6rnek toplanmis, 2010 yilinda ise Balikesir ilinden 82
adet Ornek almarak, toplam 375 Ornek serolojik yontemle (DAS-ELISA) test
edilmistir.
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Sekil 1. Survey caligmalari sirasinda zeytin agaglarinda gorillen bazi belirtiler.
a) Yapraklarda sekil bozulmalar1 ve orak yaprak olusumu. b) Yapraklarda renk
degisikligi. ¢) Yapraklarda mozaik d) Meyvelerde sekil bozuklugu.
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Cizelge 5. Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden toplanan bitki 6rneklerinde DAS-ELISA
yontemine gore virlislerin bulunma durumu

] ) Alman Ornek Viriis Ad1
1 Iigeler Sayisi/Enfekteli ArMV | emv | cLrv | SLRsv
Ornek Sayisi
Karacasu 12/2 2 -- -- _
Kuyucak 12/0 -- - - -
Nazilli 13/0 - - - -
Sultanhisar 12/3 3 - - -
Kosk 14/0 - - - -
g | Bozdogan 14/3 2 -- - 1
B, | Kogarli 13/0 - - - -
< [ Karpuzlu 12/1 1 - - -
Cine 15/1 1 -- -- -
Soke 13/2 2 - - -
Germencik 13/1 1 -- - -
Merkez 14/4 4 -- -- -
Toplam 157/17 16 -- -- 1
Gomeg 13/0 -- - - -
Ayvalik 14/0 -- -- - -
% Burhaniye 15/0 -- -- - -
= Edremit 14/0 - - - -
& | Havran 12/0 - - - -
Erdek 14/0 -- - - -
Toplam 82/0 -- - - -
Kemalpasa 12/3 3 -- - -
Bayindir 13/2 2 - - -
Tire 22/7 7 -- -- -
Seferihisar 12/3 3 -- - -
‘g Selcuk 12/3 3 - - -
S Bergama 17/4 4 -- - -
Torbali 16/3 3 -- -- -
Odemis 14/2 2 -- - -
Karaburun 18/5 5 -- - -
Toplam 136/32 32 -- -- -
Genel Toplam 375/49 48 - - 1

Cizelge 5’de goriildiigii lizere, Aydn ilinden 157 6rnek toplanmis ve Srneklerin
%10.82’sinde viriis enfeksiyonunun bulundugu belirlenmistir. Bu 06rneklerin
%10.19’unda ArMV oldugu saptanirken, sadece %0.63’tinde SLRSV oldugu tespit
edilmistir. 2010 yilinda Balikesir ilinden toplanan 82 adet zeytin 6rnegi ile AtMV,
CMV, CLRV ve SLRSV adli etmenlerin varligi yoniinden yapilan testlerde, bu
ilden toplanan drneklerde viriis enfeksiyonu olmadigi belirlenmistir. DAS-ELISA
testi sonucunda 2009 yilinda Izmir ilinde toplanan 136 &rnegin %23.52’sinde
ArMYV enfeksiyonu oldugu saptanmuigstir.
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Genel bir degerlendirme yapildiginda; 2009 ve 2010 yillarinda adi gegen g ilden
toplanan 375 adet zeytin bitkisi 6rneginden %12.8’inin ArMV ile enfekteli oldugu
tespit edilmis ve 1 ornekte ise SLRSV’niin bulundugu saptanmistir. DAS-ELISA
testleri sonucunda Aydm ilinde ArtMV ve SLRSV, izmir ilinde sadece ArMV adli
viriislerin bulundugu, Balikesir ilinde toplanan 6rneklerde ise testlenen dort viriisiin
enfeksiyonunun olmadig: belirlenmistir (Sekil 2).

* Toplam drnek

* Saglikh érnek

™ Enfekteli 6rnek

17
-

Balikesir

Sekil 2. DAS-ELISA yontemine gore Aydin, Balikesir ve Izmir illerinde toplam
ornek, viriis ile enfekteli ve saglikli 6rnek miktari.

Molekiiler Testlerin Sonuglari

Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden toplanan 375 6rnek 9 viriise ait spesifik
primerler kullanilarak RT-PCR ydntemine gore testlenmistir. Testlenen 6rneklerin
iller bazinda molekiiler test sonuglart Cizelge 6’da gosterilmistir.

Cizelge 6’da gorildiigii tizere, Aydin ilinden toplanan 6rneklerle yapilan RT-PCR
testi sonuglarina gore Orneklerde %54.14 oraninda virlis enfeksiyonu oldugu
belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda, ArMV (%21.01) en yaygin viral etmen
olarak saptanirken, bunu sirasiyla CMV (%11.46), CLRV (%9.55) ve SLRSV
(%8.28) izlemistir. 6 Ornekte ise CMV ve CLRV’niin birlikte bulundugu
belirlenmistir. Balikesir ilinden alinan Orneklerde %52.43 oraninda virlis
enfeksiyonu oldugu goriilmektedir. Yapilan analizler sonucunda alinan 6rneklerde
ArMV, CMV, CLRV ve SLRSV enfeksiyonlarmin bulundugu saptanmistir.
Ayrica, bu ildeki Orneklerde ArMV ve CLRV’niin %4.87 oraninda karigik
enfeksiyon seklinde bulundugu belirlenmistir. En yaygin virlis olarak CLRV
(%24.39) saptanmis olup bunu sirasiyla SLRSV (%12.19), CMV (%7.31) ve
ATMV (%3.65) izlemistir. izmir ilinden alinan 6rneklerde RT-PCR yontemi ile
yapilan analiz sonuglarina gore, %59.05 oraninda viriis enfeksiyonu oldugu
belirlenmistir.
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Cizelge 6. Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden toplanan bitki drneklerinde viriislerin RT-
PCR yo6ntemine gore bulunma durumu.

Viriis Adi

. ' Alman Ornek 32 o
1 Iiceler Sz.l.ylsl/Enfekteli > > > 5) ; ; ; ;. i) E o>,,
Ornek Sayisi % S 5 5 Ss %é >3 E > >
< | O |0 | »n ||Kxd|O|]O|O| 0O |O
Karacasu 12/9 5 1 2 1 2 | | - | = || =] =] =1]-x=
Kuyucak 12/6 11 -T2 2 1 «-T]<-]=-1]-=-1]-1-=
Nazilli 13/6 203 -T2l -T=-T-=-T=7=T7-=
Sultanhisar 12/8 4 21111 =1 =T=7T=]=12=17-=
Kosk 14/4 2 2| - ] - <1111 —<1-=
= |Bozdogan 14/12 5 3 2 2 A
S, | Kogarli 13/6 213 = === <7T=
< [Karpuzlu 12/8 42— 21 1| <= - =
Cine 15/4 1 -1 211 -] <« -] ]—<1-=
Soke 13/6 31 21 -] <] =]l 1]=1-2=1-=
Germencik 13/4 2 -l 111 ] = = ]=]=]=12="1--
Merkez 14/12 6 | 2 -T2 12 < ]=-]-=-1]=1-2="1-=
Toplam 157/85 33/18/151131 6 | - |- -] - |-
Gomeg 13/5 — = 3 = 2 ] ] -
g Ayvalik 14/8 ~ 1152 -] ]=-]=]=1=1-=
'z |Burhaniye 15/7 111213 -] - 1|-=-]-]-]-171-
= Edremit 14/8 - 11|42 - 1 |- - -] - |-
& |Havran 12/6 N N D D e
Erdek 14/9 -- 1 5 2 -- N R e e
Toplam 82/43 3 6 |20 10| -- 4 || -] -] - | -
Kemalpasa 12/6 32 -] -1 |- -=-|-=-=-]-=1-
Bayindir 13/9 53 -] 1] -] - ]-~-]-=1]-=]-1-
Tire 22/16 ml 2112 -1 —-]=]=]-=7]-=71-
Seferihisar 12/7 5 | - | =1 2 <= <= —=]=<]=1-2=1-=-
£ | Selguk 12/8 521 [ [ =] -]=]=]-1-1-
A | Bergama 17/9 4 |11 2 1 | = [ =] =] =] == |-
Torbali 16/8 5111 -11 1 | = [ =] =] =] == |-
Odemis 14/6 R = T U U [ [ U S
Karaburun 18/12 7111212 | - =]=]=1]2=1-=-
Toplam 136/81 501215 12| 3 | - |~ —-|-1] - ]-

Genel Toplam 375/209 86 |36 (40 (34| 9 | 4

Orneklerde ArMV, CMV, CLRV ve SLRSV adli viriislerin bulundugu tespit
edilmistir. Izmir ilinde zeytin agaclarinda ArMV (%36.76) en yaygin viral etmen

olarak belirlenirken,

bunu sirasiyla CMV (%8.82), SLRSV (%8.08) ve CLRV

(%3.67) izlemistir. Ayrica toplanan Orneklerde CMV ve CLRV’niin %2.21
oraninda karigik enfeksiyon seklinde bulundugu belirlenmistir. Bu {i¢ ilden alinan
orneklerde OLV-1, OLV-2, OLRSV, OLYaV ve OLV-3 enfeksiyonu olmadig:
belirlenmistir.
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» Toplam Ornek

85 82
2 = Saglikli Ornek
® Enfekteli Grnek
39 i

Aydin Balikesir

Sekil 3. RT-PCR yontemine gére Aydin, Balikesir ve izmir illerinde toplam 6rnek,
viriis ile enfekteli ve saglikli 6rnek miktari.

Molekiiler testlerin sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde; 2009 ve 2010
yillarinda adi gegen i¢ ilden toplanan 375 adet zeytin bitkisi 6rneginde RT-PCR
analizleri sonucunda%55.73 oraninda viriis enfeksiyonu oldugu goriilmektedir.
Viral etmenler agisindan bakilacak olursa orneklerde %22.93 oraninda ArMV,
%9.60 oraninda CMV, %10.66 oraninda CLRV ve %9.06 oraninda SLRSV
enfeksiyonu bulundugu ortaya konmustur. Ayrica, %2.4 oraninda CMV ile
CLRV’niin ve %1.06 oraninda ArMV ile CLRV niin birlikte karisik enfeksiyonlar
olusturdugu belirlenmistir. Toplanan 375 o6rnekte RT-PCR testleri sonucunda
OLV-1, OLV-2, OLRSV, OLYaV ve OLV-3 adl viriislerin olmadig1 saptanmistir
(Sekil 3).

RT-PCR ¢alismalarinda, viriislere 6zgii primer ¢iftleri kullanilarak CLRV, ArMV,
SLRSV ve CMYV adl viriislere ait DNA bantlar1 elde edilmistir. Aydin, Balikesir
ve Izmir illerinden zeytin bahgelerinden alman orneklerle yapilan molekiiler
calismalar sonucunda, CLRYV i¢in 416 bp, ArMV igin 302 bp, SLRSV i¢in 293 ve
CMV i¢in 280 bp uzunlugunda spesifik DNA bantlari tespit edilmis olup, buna
karsin OLV-1, OLV-2, OLV-3, OLYaV ve OLRSV adh viriislerin spesifik
primerleri ile yapilan RT-PCR c¢aligmalarinda ilgili etmenlere yonelik DNA
bantlarinin olusumu ise gézlenmemistir (Sekil 4,5,6,7).
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Sekil 4. CLRV igin uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintiileme sisteminde
¢ekilmis goriiniimii. L: 100bp DNA ladder; 1,2,5,8,10: CLRV ile enfekteli pozitif
ornekler N: Negatif kontrol; W: su kontrol

Sekil 5. ArMV i¢in uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintiileme sisteminde
¢ekilmis goriiniimid. L: 100bp DNA ladder; 1,2,3,4,5,6,7:ArMV ile enfekteli
pozitif 6rnekler; W: su kontrol
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Sekil 6. SLRSV i¢in uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintiileme sisteminde
¢ekilmis gériintimii. L: 100bp DNA ladder; 2,9,10,11,14,16: SLRSV ile enfekteli
pozitif drnekler; W: su kontrol

Sekil 7. CMV i¢in uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintiileme sisteminde
¢ekilmis goriiniimii. L: 100bp DNA ladder; 2,3,6,7,8: CMV ile enfekteli pozitif
ornekler N: Negatif kontrol; W: su kontrol

TARTISMA VE KANI

Yiiriitilen bu c¢alisma ile, zeytin yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi Aydin,
Balikesir ve Izmir illerinde zeytin agaclarindaki viral etmenlerin simptomatolojik,
biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemler ile tanilanmasi ve bu etmenlerin
bulunma durumlarimin belirlenmesi gergeklestirilmistir.

Aragtirma i¢in toplanan 6rneklerin simptomatolojik agidan incelenmesi sonucunda,
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baz1 viral enfeksiyonlarin olabilecegi izlenimi uyandiran yapraklarda sekil
bozulmalari, orak yaprak olusumu, renk degisimi ve mozaik, meyvelerde sekil
bozuklugu ve agacglarda zayif siirgiin olusumu, ¢alilasma vb. belirtilerin bulundugu
dikkati ¢cekmistir (Sekil 1). Zeytinde saptanan viriislerden SLRSV’niin kiigiik,
armut sekilli burusuk meyve olusumuna, c¢ekirdeklerde sekil bozukluklarma
(timsekli meyve) neden olup, yapraklarda daralma ve biikiilmeye, bogum
aralarinda kisalmaya, siirglinlerde ¢alimsi biiyiimeye ve {iriinde azalmaya yol ac¢tig1
bildirilmistir (Marte et al. 1986). Ayrica, yaprak sararmasi kompleksi olarak
adlandirilan hastalik “damar sararmasi” (Faggioli and Barba 1995), “yaprak
sararmast” ve “yaprak beneklenmesi ve geriye dogru 6liim” (Savino et al. 1996)
olarak adlandirilan 3 farkli hastalik tarafindan olusturulmaktadir. Bu hastalik
kompleksini karakterize eden 6zellikler zayif meyve olusumu, yapraklarin parlak
sar1 renkte olusudur. Yaprak beneklenmesi ve geriye dogru 6liim oldugunda ise,
yapraklarin nekrozlagmasi ve yaygin yaprak dokiilmesi sonucunda geriye dogru
Olim goriiliir. OVYaV damar sararmasi, OYMDaV ise yaprak beneklemesi ve
geriye dogru Olim gosteren bitkilerde tespit edilmistir. Bu belirtileri gosteren
zeytin Ornekleri ile yapilan biyolojik, serolojik ve molekiiler testlerin ardindan;
anormalliklerin viral etmenlerden kaynakli olabilecegi gibi, diger patojenler ya da
etkenler tarafindan da olusturulabilecegi sonucuna varilmistir. SLRSV bazi
cesitlerde (Ascolana tenera) ¢ok belirgin simptom verirken, ayni viriis belirtisiz
agaclardan alinan o6rneklerde de saptanmustir (Savino et al. 1979; Marte et al.
1986). ArMV orak yaprak seklindeki belirti gosteren zayif gelismesi olan agaclarda
saptanirken, ayni zamanda hi¢bir simptom vermeyen agaglarda da belirlenmistir.
CLRV (Savino and Gallitellli 1981) ile CMV (Savino and Gallitelli 1983)
goriiniigte tamamen simptomsuz olan agaclarda ve TMV ise Leccino ¢esidinde
damar bantlagmasi ve ¢okme belirtisi gosteren agaglarda bulunmustur (Triolo et al.
1996). Simptomatolojik olarak herhangi bir belirti gostermeyen ve goriiniiste
saglikli olarak degerlendirilen zeytin orneklerinde de viriis enfeksiyonlarmin
olabilecegi, yapilan laboratuar analizleri sonucunda goriilmiigtiir. Nitekim, bu
sonuclar ele alindiginda saptanan virisler ile zeytin agaglarinda bulunan belirtiler
karsilastirildiginda, aralarinda tam bir iligki kurulamamustir. Ayrica, bu ¢alisma ile
bolgemizde zaman zaman zeytin meyvelerinde sikayet konusu olan sekil
bozuklugu belirtilerinin tek basina virlislerden kaynaklanmadigi da belirlenmis
olmaktadir. Diinyada yapilan caligmalar incelendiginde de, zeytin viriislerinin
¢ogunun hi¢ simptom gdstermeyen agaglarda saptandigi belirtilmektedir (Savino et
al. 1979 ve 1983, Savino and Gallitelli 1981 ve 1983, Martelli and Gallitelli 1985
Marte et al. 1986, Merciega et al. 1996, Triolo et al. 1996).

Zeytin virilislerinin teshisinde test bitkilerine mekanik inokulasyon c¢aligmalari
Savino and Gallitelli (1981) tarafindan kullanilmigtir. Bir kisim test bitkisinde
(C. amaranticolor, C. quinoa, N. glutinosa ve N. tabacum) olusan belirtiler mozaik,
nekrozlar ve halka lekelerdir (Savino and Gallitelli 1981, Merciega et al. 1996).
Zeytinde saptanan virlislerin yapay olarak test bitkilerine inokule edilmesi
durumunda ¢ogunlukla test bitkilerinde belirti ¢ikmadigi goriilmiistiir. ArMV,
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SLRSV, CMV ve CLRV gibi viriislerin zeytin digindaki bitkilerden test bitkisine
kolaylikla taginabildigi, ancak zeytinden bu viriisleri izole etmenin daha zor oldugu
belirtilmektedir (Brunt et al. 1996). Karsilagilan bu zorluklar ise; zeytin 6zsuyunda
viriis partikiillerinin diisiik konsantrasyonda olmasi, bitki igerisinde virislerin
diizensiz dagilimi ve zeytin 6zsuyunda bulunan inhibitorlerin viriisiin enfekte etme
ozelligini engellemesi seklinde agiklanmaktadir (Alabdullah et al. 2005).

Bitki viriislerinin tanilanmasinda genellikle birden fazla yontemden yararlanmak
gerekmektedir. Birden ¢ok yontemi kullanarak tanilama yapmak daha dogru
sonuglara ulagmak i¢in gereklidir (Valverde et al. 1990). Bu arastirma kapsaminda
toplam 375 agactan alinan 6rneklerde DAS-ELISA testi sonucuna gore %12.8’inin
ArMYV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Yapilan analiz sonucunda 1 6rnekte ise
SLRSV’niin bulundugu belirlenmistir. Aydin ilinde toplam 157 adet Ornekte
%10.82 oraninda ve Izmir ilinde toplam 136 adet &rnekte %23.52 oraninda viriis
enfeksiyonu oldugu ortaya konmustur. DAS-ELISA testi sonucunda Aydin ilinde
ArMV ve SLRSV, Izmir ilinde sadece ArMV adli viriislerin bulundugu, Balikesir
ilinde ise higbir etmenin olmadigi saptanmustir. DAS- ELISA testi sonucunda
orneklerin higbirisinde CMV ve CLRV enfeksiyonu olmadigi belirlenmistir. Buna
karsin iilkemizde Ege Bélgesi’nde Balikesir, Canakkale, Izmir ve Manisa
illerindeki zeytin agaglarinda DAS-ELISA testi sonucunda ArMV, CLRV, SLRSV
ve CMV enfeksiyonlarinin oldugu saptanmistir (Fidan ve Ertem, 1995). Benzer
calisma Dogu Akdeniz Bolgesi’nde Hatay ilinde yapilmistir. Arastirma yoresinde
toplam 180 agactan Ornek alinmis 86 adedinde (%47.77) SLRSV, 83 adedinde
(%46.11) CLRV ve 58 adedinde (%32.22) ArMV tespit edilmistir. Ayni
bahgelerden alinan 76 6rnekte OLV-1, OLV-2 ve OLRSV tespit edilmemistir
(Tarla ve Caglayan 1998). Baska bir ¢alisma ise Balikesir, Bursa ve Aydin illerinde
yuriitiilmiis ve bu illerden toplanan 6rneklerde DAS-ELISA testi sonucunda CMV,
CLRV, ArMV ve SLRSV virlisleri ve bunlarin karisik enfeksiyonlar1 tespit
edilmistir (Beler ve Ag¢ikgdz 2005).

Zeytin viriislerinin tespit edilmesinde en yaygin kullanilan teshis metotlarindan biri
RT-PCR yo6ntemidir. RT-PCR ile DNA’nin belirli boliimlerinin DNA polimeraz
enzimi ve sentetik oligoniikleotitler yardimi ile ¢ok sayida kopyasi
olusturulmaktadir (Kreuzer and Massey 1996). Zeytin viriislerinin tespit
edilmesinde, DAS-ELISA yonteminin duyarliligimin diigsiik olmasit nedeniyle
Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden toplanan 375 6rnek 9 viriise ait spesifik
primerler kullanilarak, RT-PCR yoOntemine gore testlenmistir. RT-PCR
calismalarinda virlislere 6zgii primer ¢iftleri kullanilarak CLRV, ArMV, SLRSV
ve CMV adli viriislere ait DNA bantlar1 elde edilmistir, buna kargin OLV-1, OLV-
2, OLV-3, OLYaV ve OLRSV’niin spesifik primerleri ile yapilan RT-PCR
caligmalarinda, ilgili etmenlere yonelik DNA bantlarmin  olusumu ise
gozlenmemistir. Benzer ¢calisma Dogu Akdeniz Bolgesi illerinden (Hatay, Adana,
Kahramanmaras, Osmaniye) kamu fidanligi, 6zel fidanliklar ve ticari bahgelerde
yiritilmistir. Bu bahgelerden alinan drneklerde RT-PCR yontemi ile yapilan
analizler sonucunda OLV-1 ve SLRSV saptanmistir (Ulubas Serce et al. 2007;
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2009, Yalgin ve ark. 2007).Calismamizda kullandigimiz primer ¢iftleri ¢esitli
arastirmalarda RT-PCR testlerinde basarili bir sekilde kullanilmistir (Grieco et al.
2000, Faggioli et al. 2005).

2009 ve 2010 yillar1 arasmnda Aydin, Balikesir ve Izmir illerinde yiiriitiilen bu
calisma ile, zeytinlerde enfeksiyon yapan viriisler ve bu viriislerin bulunma
durumlar1 belirlenmistir. Arastirma siiresince biyolojik, serolojik ve molekiiler
yontemler ile test edilen 375 bitki érneginde DAS-ELISA ve RT-PCR yontemi ile
yapilan analizler sonucunda %55.73 oraninda viral enfeksiyonlar oldugu ortaya
konmustur. Ulkemiz i¢in ekonomik yénden 6nemi olan zeytin agaclarindan alin
orneklerde, viriislerin tek baglarina mevcut olmalarinin yaninda, bazi 6rneklerde
karisik enfeksiyonlar olusturdugu tespit edilmistir. Ulkemizde zeytin viriis
hastaliklarinin saptanmasi iizerinde fazla ¢alisma olmadigindan ve zeytin bitkisinin
viriis hastaliklarinin simptomsuz tasiyicist oldugundan, iilkemiz fidanliklarinin ve
bu fidanliklarin tesisinde kullanilan anaglarin viriis hastaliklar1 agisindan
incelenmesi, hastaliklarla enfekteli olanlarin tespiti ve mevcut viriis hastaliklarinin
tanilarinin yapilmast ve bdylece viriis hastaliklariyla etkili bir sekilde miicadele
yoluna gidilmesi gerekmektedir.
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