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ÖZET 

 

 

MARDĠN ĠLĠ ZEYTĠN ALANLARINDA BAZI VĠRÜSLERĠN VARLIĞININ 

MOLEKÜLER TEKNĠKLERLE SAPTANMASI 

 

 

Güneydoğu Anadolu bölgesinde yer alan Mardin il ve ilçelerindeki zeytin 

ağaçlarından toplam 170 sürgün örneği alınmış ve alınan örnekler Olive latent-1 virus 

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

Cherry leaf roll virus (CLRV, Kiraz yaprak kıvrılma virüsü), Arabis mosaic virus 

(ArMV, Arabis mozayik virüs), Strawberry latent ringspot virus (SLRSV, Çilek latent 

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

virüsü) ve Cucumber mosaic virus (CMV, Hıyar mozayik virüsü)’üne karşı ELISA, Çift 

kollu RNA (dsRNA) analizi, dsRNA’dan PCR analizleri ve Revers transkripsiyon 

polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile test edilmiştir. ELISA ve PCR analizlerinde 

tüm örnekler negatif olarak tespit edilirken, dsRNA anlizlerinde 41 örnekte dsRNA 

profilleri tespit edilmiştir. Test edilen zeytin örnekleri araştırılan virüsler açısından 

sağlıklı bulunurken, zeytin ağaçlarını enfekte ettiği bilinen diğer virüs hastalıkları 

açısından da test edilmesi gerektiği sonucuna ulaşılmıştır.  
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ABSTRACT 

 

 

DETERMINATION OF PRESENCE OF SOME VIRUSES IN OLIVE 

ORCHARDS USING MOLECULAR TECHNIQUES IN MARDIN PROVINCE 

 

 

 

Totally 170 samples were collected from Mardin and its counties which were 

located in Souteastern Anatolia and they 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) and Cucumber mosaic virus (CMV) by ELISA, dsRNA, PCR analyses by 

using dsRNA products and RT-PCR. According to results of ELISA and RT-PCR 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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1.GİRİŞ 

 

 

Zeytin geçmiĢten günümüze birçok kültürde, birçok efsanede ve tek tanrılı üç büyük 

dinin kutsal kitaplarında yer alıyor olması nedeniyle diğer meyveler arasında özel bir yere 

koymuĢtur. Zeytin Nuh Tufanı efsanesinde vurgulanmıĢ daha sonraları Yunan mitolojisinde 

tanrılar tarafından insanlara verilen bir hediye olarak nitelendirilmiĢtir. Eski Mısır, Roma 

ve Yunan medeniyetlerinde zeytinyağına bazı ot ve çiçekler karıĢtırılıp ilaç ve kozmetik 

yapımında kullanılmıĢ ve olimpiyat oyunlarının herhangi bir dalında bir yarıĢmayı kazanan 

atlet zeytin yapraklarından yapılmıĢ bir taç ile onurlandırılmıĢtır. Tarihte zeytin dalı barıĢı, 

medeniyeti ve bereketi temsil etmiĢtir. Akdeniz insanının uzun ve sağlıklı yaĢamasını 300-

400 yıl ömür sürebilen ve bazı kaynaklarda 1000, hatta 3000 yaĢında ―Hayat ağacı‖ ya da 

―Ölmez ağaç‖ olarak adlandırılan zeytin ağaçlarından elde edilen ürünleri tüketmelerine 

bağlamıĢlardır. 

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

yitirmemiĢ ve 21. yüzyılın bitkisi olarak düĢünülen zeytin bitkisinin anavatanı olarak iki 

farklı görüĢ ortaya atılmıĢtır. En yaygın ve kabul gören görüĢ; Güneydoğu Anadolu 

Bölgesi‘ni de içine alan Yukarı Mezopotamya ve Güney Ön Asya‘da yer alan Mardin, 

Hatay, Suriye, Filistin ve Kıbrıs adasını içerisine alan bölge kabul edilmektedir. Dünya‘ya 

da Anadolu‘dan Akdeniz ülkelerine ve Dünya‘nın değiĢik yerlerine yayılmıĢtır. Diğer görüĢ 

ise; Mısır, Kuzey Afrika‘nın Atlas Dağları kesiminden yayıldığıdır. Ancak, orijini ne olursa 

olsun Kutsal zeytin ağacı; Akdeniz uygarlığının sembolüdür. Tüm dünyada yaklaĢık 900 

milyon ağaçtan % 98‘ i Akdeniz çanağında yer almaktadır. Bir Akdeniz ülkesi olan 

ülkemizin nerdeyse tüm kıyı bölgelerinde ve bazı mikro klima özelliği gösteren alanlarında 

zeytine rastlanmaktadır (ġekil 1.1). 

Zeytin türlerine bağlı olarak meyve ağırlığının % 20-30‘ u yağdan ibarettir. Nisan-

mayıs ayları arasında yeĢilimsi-beyaz renkli çiçekler açar, kıĢın yapraklarını dökmeyen bir 

meyvedir. Gövdeleri çok dallı bir ağaççık olan zeytinin meyvesi önceleri yeĢil, daha sonra 

mor ve siyah renge dönüĢürler. Killi, kireçli ve su geçirebilen topraklarda iyi yetiĢir. 

Engebeli ve yamaç, fakat ılık rüzgarlı yerleri sever. Zeytin ağacı, yaprağından çekirdeğine 
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çok değerlidir. Zeytin ağacı; yerine göre süs, yerine göre yiyecek, yerine göre yakacak 

olurken, günümüzde giderek artan bir Ģekilde, hastalıklara karĢı ilaç ve kozmetikte, temel 

madde olarak kullanılmaktadır. Zeytinin sağlığa faydaları ise; yapısı su, protein, yağ, 

selüloz, fosfor, kükürt, kalsiyum, klor, demir, bakır, manganez ve vitaminlerden meydana 

gelir. A, D, E ve K vitamini içeriği ile vücutta antioksidan etkisi gösterir, hücrelerin 

yenilenmesini hızlandırır. Zeytinyağı yaĢlanmayı genel olarak geciktirdiği gibi, 

yaĢlanmanın doku, organ ve beyin fonksiyonları üzerindeki etkisini de yavaĢlatır. Yüksek 

oranda doymamıĢ yağ içerdiğinden, kötü huylu kolesterol seviyesini düĢürürken, iyi huylu 

kolesterol seviyesine etki etmez ve kalp hastalıklarının oluĢmasını önler. Kemiklerin 

güçlenmesine katkıda bulunur. En kolay hazmedilen yağ olduğundan, tam anlamıyla mide 

dostudur. Yemeklerden önce içildiğinde mide çeperini kaplayıp, gastrit ve ülser gibi 

hastalıklara yakalanma riskini önler. Zeytinyağı, katı ve sıvı tüm yağlar arasında en kolay 

hazmedilen yağdır. Yeni doğmuĢ bebeklerin beyin geliĢimi için gerekli olan linoleik asit 

oranı zeytinyağında yüksek seviyede olduğundan, bebek bekleyen ve emzikli annelerin 

beslenmesi için en uygun yağdır. 

 

 

 

 

Şekil 1.1. Türkiye‘de zeytin yetiĢtiriciliği yapılan alanlar (1. Ege, 2. Marmara, 3. Akdeniz, 

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

üretim miktarlarına göre çoktan aza doğru verilmiĢtir.) 
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Zeytincilikte Ġspanya ve Ġtalya ülkeleri baĢta gelmektedir. Yunanistan, Fas, Türkiye, 

Suriye; Tunus, Mısır, Portekiz ve Cezayir diğer önemli zeytin üreticisi ülkelerdir. Türkiye; 

dünya zeytin yetiĢtiricilik alanı ve zeytin üretiminde 5. sıradadır. Dünyada zeytinin 

yetiĢtirildiği toplam alan 9.398,623 ha olup sırasıyla Ġspanya, Tunus, Ġtalya, Yunanistan, 

Türkiye, Fas ve Suriye takip etmektedir (ġekil 1.2.). Dünya zeytin üretim miktarı ise 

20.578,186 ton olup üretimde Ġspanya, Ġtalya, Yunanistan, Fas, Türkiye, Suriye ve Tunus 

olarak sıralanmaktadır (ġekil 1.3.) (Anonymous, 2010).  

Ülkemizde zeytincilik ağırlıklı olarak Ege, Marmara, Akdeniz, Güneydoğu Anadolu 

ve az da olsa Karadeniz bölgelerinde yapılmaktadır. Türkiye zeytin varlığı 8.261,993 dekar 

alanda 111.397.831‘i meyve veren, 45.757.988‘i de meyve vermeyen olmak üzere toplam 

157.155.819 adet zeytin ağacı bulunmaktadır. Türkiye toplam zeytin üretimi 1.415.000 ton 

olarak gerçekleĢmiĢtir. ÇalıĢmanın yapıldığı Mardin ilinde 19,235 dekar alanda 252.030‘u 

meyve veren 1.201.200‘i ise meyve vermeyen yaĢta olan toplam 1.453.230 zeytin 

ağacından 5.742 ton ürün elde edilmektedir (Anonim, 2011).  

 

 

 

Şekil 1.2. Zeytin üretiminin yapıldığı alanın ülkelere göre dağılımı (Anonymous, 2010). 
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Zengin bir çeĢit potansiyeline sahip Türkiye‘de, yağlık ve sofralık olarak 

değerlendirilmeye elveriĢli, değiĢik bölgelere ait 28 zeytin çeĢidinin yaygın olarak 

yetiĢtiriciliği yapılmaktadır. Mardin‘de Halhalı (Derik), AğliĢ, Belluti, Hursuki, Mavi ve 

Zoncuk, çeĢitleri uzun yıllardır yetiĢtirilen yerel çeĢitlerdir. Bölgede zeytincilik her geçen 

gün önem kazanmakta ve yeni plantasyonlar oluĢturulmaktadır. Bölgeye giren yabancı 

çeĢitler ise; Kilis, Nizip, Gemlik ve Ayvalık çeĢitleridir (Anonim, 2012).  

 

 

 

Şekil 1.3. Zeytin üretiminin ülkelere göre dağılımı (Anonymous, 2010) 

 

Dünyada ve Türkiye‘de yapılan çalıĢmalar neticesinde zeytinde birçok hastalık ve 

zararlı tespit edilmiĢtir. Türkiye‘de zeytinde yapılan çalıĢmalar neticesinde elde edilen 

veriler dikkate alındığında ülkemiz için ana zararlı ve hastalık olarak Zeytin sineği 

[Bactrocera oleae (Gmel.)] ve Zeytin halkalı leke hastalığı [Spilocaea oleagina (Cast) 

Hughes] olduğu görülmektedir. Bunun yanında, zeytindeki diğer zararlılar zeytin güvesi 

(Prays oleae Bern.), zeytin karakoĢnili (Saissetïa oleae Olivier ), zeytin kabuklu biti 

(Parlatoria oleae (Colvèe), zeytin pamuklubiti (Euphyllura olivina Costa.), zeytin çiçek 

sap sokanları (Calocoris trivialis Costa. ve C.annulus Costa.), zeytin kırlangıç böcekleri 
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(Agalmatium, flavescens Oliv. ve A.bilobunı Fieb.), zeytin kurdu (Coenorrhinus 

cribripennis Desb.), zeytin pamuklu koĢnili (Filippia oleae), zeytin fidan tırtılı (Palpita 

unionalis), zeytin kızıl kurdu (Lasioptera berlesiana) ve zeytin yara koĢnili (Pollinia 

pollini Costa)‘dır. Zeytinde önemli hastalıklar ise zeytin dal kanseri (Pseudomonas 

savastonoi pv. Savastonoii) Armillaria kök çürüklüğü hastalığı [Armillaria mellea (Vall.) 

Quel], zeytin solgunluğu (Verticillium dahliae Kleb), ve Rosellinia kök çürüklüğü hastalığı 

(Roselinia necatrix Prill.)‘dır. Zeytin bahçelerinde hastalık ve zararlılar dıĢında bitki su ve 

besinlerine ortak olan yabancı otlar, bazı durumlarda hastalık ve zararlılara konukçuluk 

yapmaları yönünden önemlidirler. Zeytin bahçelerinde sık olarak görülen yabancı otlar 

yabani yulaf (Avena spp.), tarla bromu (Bromus spp.), hakiki papatya (Matricaria 

chamomilla), kanyaĢ (Sorgum halepense), böğürtlen (Rubus spp.) (odunsu bitki), hait 

(Vitesagnus castus)‘tir. Hastalık zararlı ve yabancı otlar dıĢında zeytin ağaçlarında bitki 

besin elementi noksanlıkları virüs simptomları ile karıĢtırıldığı için önem arz etmektedir. 

En önemli bitki besin elementi noksanlıkları ise azot noksanlığı, fosfor noksanlığı, 

potasyum noksanlığı, kalsiyum noksanlığı, magnezyum noksanlığı, çinko noksanlığı ve bor 

noksanlıklarıdır.  

Zeytinde yukarıda bahsedilen hastalık, zararlı, yabancı ot ve bitki besin elementleri 

dıĢında, dünyada konukçusu zeytin olduğu bilinen fitoplazmalar; yıldız çiçeği sarılığı (aster 

yellows grup; Candidatus Phytoplasma asteris), karaağaç sarılığı (elm yellows grup; 

Candidatus Phytoplasma ulmi) ve X hastalığı (X disease)‘ dır. ġu ana kadar zeytinde 

spiroplazmalardan palamutlaĢma (stubborn; Spiroplasma citri) hastalığı tespit edilmiĢtir. 

Zeytinde saptanan virüsler ise; Strawberry latent ringspot virus (SLRSV, Çilek latent 

halkalı leke virüsü), Arabis mosaic virus (ArMV, Arabis mozayik virüs), Cherry leaf roll 

virus (CLRV, Kiraz yaprak kıvrılma virüsü), Cucumber mosaic virus (CMV, Hıyar 

mozayik virüsü), Tobacco mosaic virus (TMV, Tütün mozayik virüsü) olup konukçu dizisi 

geniĢ olan virüs etmenleridir. Zeytin ön adı ile baĢlayan ve konukçusu genellikle zeytin 

olan virüs hastalıkları ise Olive latent ringspot virus (OLRSV, Zeytin latent halkalı leke 

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

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

yellowing-associated virus (OVYaV, Zeytin damar sararması ile iliĢkili virüs), Olive yellow 
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mottling and decline associated virus (OYMDaV, Zeytin sarı beneklenme ve geriye ölümle 

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

associated virus (OLYaV, Zeytin yaprak sararması ile iliĢkili virüs) ve Tobacco necrosis 

virus-D (TNV-D, Tütün nekroz virüsü = Olive mild mosaic virus; OMMV, Zeytin ılımlı 

mozaik virüs)‘dir (Poggi Pollini et al, 1996; 2002).  

Viral hastalıklarla mücadelede kimyasalların kullanılamayıĢı ve özellikle çok yıllık 

bitkilerde virüs enfeksiyonlarının uzun yıllar bitkilerde zarar yapma durumu nedeniyle 

virüs hastalıkları önem arz etmektedir. Viral hastalıklarla mücadelede dolaylı yollar (vektör 

mücadelesi, yabancı ot kontrolü v.b) kullanılmakta olup en etkili korunma yolu ise temiz ve 

sertifikalı fidanlar ile bahçelerin tesis edilmesidir. Viral hastalıklardan ari olarak yapılacak 

üretimler verim ve kaliteyi artıracağı gibi ağaçların ekonomik ömürlerini uzatacaktır. 

Zeytinde enfeksyion yapan virüslerin bir bitkiden diğerine nasıl geçtiği konusunda bazı 

araĢtırmalar var ise de henüz istenen düzeyde değildir. Bu çalıĢmalar virüsün doğadaki 

dağılımı ve yayılımını anlamamız bakımından önem arz etmektedir. Zeytin virüslerinin bir 

kısmı sadece sınırlı sayıda ağaçta bildirilmiĢken bir kısmı da geniĢ alanlarda bildirilmiĢtir. 

Zeytinde enfeksiyon yapan virüslerden OLV-1 zeytin dıĢında Türkiye ve Japonya‘da önce 

turunçgillerden sonra da lalelerde tespit edilmiĢtir (Martelli ve ark., 1996; Kanematsu ve 

ark., 2001). Bunun dıĢındaki zeytin (olive) ön adıyla anılan virüsler hakkında (OLRSV, 

OLV-2, OVYaV, OSLV ve OLYaV) zeytin dıĢındaki bitkilerde Ģu ana kadar bir kayda 

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

sahip ve yaygın olarak bulunan virüslerdir. Bu virüslerden zeytinde en belirgin simptomları 

SLRSV verirken verim kaybı ve kalite bozukluklarına neden olduğu bildirilmiĢtir. Zeytini 

enfekte eden virüslerin bazıları toprak kökenli olarak (SLRSV, ArMV, TNV), bazıları 

bitkileri doğrudan (TMV), tohumla (CLRV ve OLV-1), vektör böceklerden olan yaprak 

bitleri ile (CMV) veya sadece vejatatif üretim materyali ile bitkiler arasında 

yayılmaktadırlar (OLV-2 ve OLRSV). OLYaV‘nin vektörü olarak unlubit ve psillidler 

rapor edilmiĢ fakat yapılan böcek taĢıma denemelerinde baĢarı sağlanamamıĢtır.  

Zeytin virüslerinin görsel teĢhisinde sadece SLRSV bazı simptom verirken diğerleri 

genellikle simptomsuzdur (latent) ancak bazı belirtiler virüs hastalıkları ile 

iliĢkilendirilmiĢtir. Zeytinde ArMV, CLRV ve OLYaV yaprak sararması, TMV ve OSLV 
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damar açılması ile iliĢkili bulunmuĢtur. Zeytin virüslerinin teĢhisinde simptomolojinin 

yanıltıcı olması, biyolojik indeksleme yöntemi kullanımında uygun odunsu indikatör 

bitkilerinin olmayıĢı var olan otsu konukçulara yapılan mekanik taĢımalarda her zaman 

aynı sonucu vermemesi ve düĢük hassasiyette olması bu hastalıkların teĢhisini 

zorlaĢtırmaktadır. Günümüzde bitki virüslerinin teĢhisinde yaygın olarak kullanılan teĢhis 

metodlarından olan ELISA da ise; Portekiz‘de SLRSV ve CMV teĢhisinde baĢarılı sonuçlar 

alınmıĢ, Ġtalya‘da ise TMV‘nin teĢhisinde baĢarılı olamamıĢtır. Zeytin virüslerinde 

antiserumu bulunan virüslerin teĢhisinde DAS-ELISA istikrarlı sonuçlar vermemekte bu da 

bitki bünyesinde virüs konsantrasyonun çok düĢük olması veya bitkide bulunan toksik 

maddelerden dolayı yanlıĢ pozitif sonuçlar verebilmekte ve hatalı sonuçlar alınmasına 

neden olabilmektedir. Bu nedenle zeytin virüslerinin teĢhisinde Ġtalya‘da geliĢtirilen ve 

birçok ülkede denenen moleküler yöntemlerden çift kollu (ds-double strand)-RNA ve 

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi yöntemlerin kullanılması gerektiği bildirilmiĢtir. 

Zeytinde yapılan ds-RNA analizi sonucunda elde edilen bantların bitkide virüsün varlığının 

iĢareti olduğu ancak tek tek virüslerin teĢhisi için kullanılmasının uygun olmadığı ve bu 

bantların yalnız virüs enfeksiyonları durumunda oluĢabileceği ve zeytindeki çalıĢmalarda 

rutin olarak kullanılabileceği farklı araĢtırmacılar tarafından bildirilmiĢtir (Grieco ve ark., 

2000; Faggioli ve ark., 2002; Fadel ve ark., 2005; Al Abdullah ve ark., 2005). 

 Ülkemizde zeytin virüsleri ile ilgili Ege ve Doğu Akdeniz bölgelerinde birbirinden 

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

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

ark., 2004). Bu çalıĢmaların dıĢında 2008 yılında Doğu Akdeniz Bölgesinde zeytin 

örnekleri RT-PCR yöntemi analiz edilmiĢ ve OLV 1 virüsü saptanmıĢtır (Yalçın, 2008). 

Güneydoğu Anadolu bölgesinin zeytin yetiĢtiriciliğinin yoğun olarak yapıldığı 

Mardin ili zeytin alanlarında yapılan sörveyler neticesinde toplanan zeytin örneklerinde 

SLRSV, CLRV, ArMV, CMV, OLV-1, OLV-2 ve OLRSV‘ lerinin varlığı araĢtırılmıĢtır. 

Yapılan bu çalıĢmada toplanan örnekler serolojik yöntemlerden ELISA yöntemi, çift kollu 

(ds-double strand) RNA analizi, ds-RNA‘nın Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) analizleri 

ve toplam RNA‘nın Revers Transkripsiyon (RT)-PCR ile analiz edilmiĢ ve elde edilen 
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veriler ülkemizdeki zeytin virüs hastalıklarının durumu konusunda yapılan çalıĢmalara 

katkı sağlamıĢtır.  
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2.ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

 

Zeytin ağaçları virüs ve fitoplazmalar gibi sistemik hastalık oluĢturabilen 

patojenlerle ve etiyolojisi bilinmeyen hastalık ajanları ile enfekte olabilmektedir. Zeytin 

ağaçlarında etmeninin viral olması muhtemel hastalıkların ilk kaydı 1938‘lere yapılmıĢtır 

(Pasente 1938). Akdeniz mutfağının vazgeçilmezi olan zeytinyağının kaynağı olması 

nedeniyle ekonomik öneme sahip olan zeytin ağacında birçok virüs ve fitoplazma 

hastalıkları rapor edilmiĢtir. 

Zeytin ağaçlarının bir patojen ile enfeksiyon durumunda aĢağıdaki olasılıklar söz 

konusu olabilir: 1- Hastalık etmeni saptanamamıĢ olan hasta görünümlü bitkiler 2- Farklı 

virüslerin izole edildiği simptomsuz bitkiler, 3- Virüs veya fitoplazma ile enfekteli olup 

sararma ve meyve deformasyonları gibi vejetatif bozukluklar gösteren bitkiler. 

Zeytin bitkisinde ilk viral enfeksiyonun deneysel kanıtı 1976‘ da kaydedilmiĢtir. 

Ġtalya‘nın Tuskani bölgesinden simptom göstermeyen bir ağaçtan alınan polen taneleri 

yapılan bu deneyde kullanılmıĢtır (Paccini ve Cresti, 1977; Savino ve ark. 1979). Bu 

örnekten elde edilen virüs partikülleri SLRSV olarak tanımlanmıĢtır  (Marte ve ark., 1986). 

1980‘ lerden sonra zeytin ağaçlarından birçok farklı virüs izole edilmiĢtir. 

Ġtalya‘nın merkezi ve kuzeyindeki zeytin bahçelerinden 1996‘da ―Sarılık‖ ve ―Cadı 

süpürgesi‖ fitoplazmalarının neden olduğu belirtiler meyve ağaçlarında bildirilmiĢtir. 

Yaprak orta damarı dokusunda lokalize olan fitoplazmalar ile ilgili birçok çalıĢma 

yapılmıĢtır (Poggi Pollini ve ark 1996; Del Serrone ve ark.,1996). 

 

 

2.1. Etmeni Saptanamamış Hastalıklar 

 

 

Hastalık simptomları: Bu güne kadar zeytin ağaçlarında birçok hastalık simptomu 

belirlenmiĢtir.  
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1- Arjantin‘ deki zeytin endüstrisini etkileyen bazı hastalıkların neden olduğu 

simptomlar arasında bitki yaprağının rozetleĢmesi, yaprak üzerinde Ģerit Ģeklinde çizgiler, 

halka Ģeklinde benekler ve mozaik simptomlar gözlemlenmiĢtir. Ligustrum sinensis ile 

yapılan mekanik inokulasyonlarda rozetleĢme ve klorotik halkalı simptomlar ortaya 

çıkmıĢtır (Nicolini ve Travessi, 1950).  

2- Akdeniz ülkelerinde ve Italya‘ daki zeytin ağaçlarında rapor edilen en yaygın 

simptom yaprak deformasyonlarıdır. Enfekteli bitkilerden sağlam bitkilere inokulasyon 

denemeleri yapılmıĢ ve baĢarı sağlanmamıĢtır (Cifferi ve ark., 1953; Fogliani, 1953). 

Ancak tipik simptomlar L. luciduma yapılan denemelerde filizler üzerinde yaprak 

deformasyonları görülmüĢtür. Bu yaprak deformasyonlarının muhtemelen bir virüsten 

kaynaklandığı ancak bitkilere tekrar bulaĢtırmaların yapılamadığını ifade etmiĢlerdir (Corte 

ve ark. 1961). 

3- Orak yaprak simptomu zeytin ağaçlarında en çok rastlanan simptomlardandır. 

Olea europaea‘ya yapılan aĢılamalarda bir bitkiden diğerine geçtiği kanıtlanmıĢtır. Bununla 

beraber bu simptomlara neden olan ajan halen belirlenememiĢtir (Materlli, 1999). Orak 

yaprak ilk defa Kalifornya‘da belirlenmiĢ (Tomas 1958), daha sonra ġili, Portekiz, Ġsrail ve 

Yunanistan‘da (Waterworth ve Monroe, 1975; Barbara, 1993; Kyriokkopoulou,1996) rapor 

edilmiĢtir. Kyriakopoulou (1996)‘da hastalıklı yaprak ile verim arasında herhangi bir 

iliĢkinin olmadığını bildirmiĢtir. Herrera ve Madriago (1999)‘ da ġili‘deki zeytin 

ağaçlarında orak yaprak simptomları gösteren bitkilerde ds-RNA belirlemiĢlerdir. Aynı 

küçük RNA Peru‘daki zeytin ağaçlarında da belirlenmiĢtir.  

4- BulaĢıcı sarılık gösteren hastalık ilk olarak Ġtalya‘ nın merkezindeki Umbria‘da 

belirlenmiĢtir. Bu bulaĢıcı sarılık hastalık ağaçlarda üründe azalma ve yaprakların kısmen 

sarıya dönmesi Ģeklinde kendini göstermiĢtir. Bu hastalık yabani zeytin türlerine (O. 

eurepeae, var. oleaster) aĢılama yoluyla baĢarılı bir Ģekilde taĢınmıĢtır. Etmenin etiyolojisi 

ile ilgi bir bilgi henüz mevcut değildir.  

5- Spherosis hastalığı ilk olarak Ġsrail‘de belirlenmiĢ ve genellikle ‗Manzanillo‘ 

çeĢidinde rapor edilmiĢtir. Bu hastalığın yaygın simptomları cüceleĢme, düĢük verim, 

gövde ve dallar üzerinde küçük çıkıntılara neden olur. Spherosis hastalığı ‗Nabali‘ 

çeĢidinde simptomlarda azalma gözlemlenmiĢtir. AĢılama ve doğal olarak yayılan bir 
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hastalık olmasına rağmen epidemiyolojisi ve etiyolojisi bilinmemektedir (Lavee ve Tanne, 

1984).  

6- Kabuk çatlaması Ürdün‘ de yerel bir çeĢit olan ‗Navalli B‘ üzerinde 

belirlenmiĢtir. Hastalıktan etkilenen bitkilerde bodurlaĢma, çiçekte azalma ve yaprakların 

sarıya dönmesi Ģeklindedir. Ağaçların gövde kabukları anormal Ģekilde kalın, mantarımsı 

ve çatlak Ģeklindedir. Bu mantarlaĢma ve çatlama bütün gövde ve ana dalları sarabilir. 

TaĢıyıcı ajan halen belirlenmemiĢ ve aĢı yoluyla taĢıma denemeleri halen baĢarılı bir 

Ģekilde sonuçlanmamıĢtır (Martelli ve ark., 1995).  

7- Zeytin ağaçlarındaki farklı bozukluklar 1980‘lerden sonra rapor edilmeye 

baĢlanmıĢ sadece Spherosis‘te aĢı yoluyla taĢımada baĢarı sağlanmıĢtır. Ancak diğerinin aĢı 

ile taĢıma çalıĢmaları henüz yapılmamıĢtır. Bu hastalıklar meyvelerde tümsekleĢme, 

benekleĢme ve gövdede çatlaklar oluĢturur. Yunanistan‘daki meyvelerdeki Ģekil 

bozuklukları meyve yüzeyinde benekleĢme ve olgunlaĢmada gecikmeler olduğu rapor 

edilmiĢtir (Martelli ve ark., 2002a). Bu simptomlar henüz aĢı ile taĢınmamıĢ ancak bu 

simptomlar SLRSV ile iliĢkilendirilmiĢtir.  

Yunanistan‘daki zeytin meyvelerinde değiĢimler meyve yüzeyinde kahverengi 

lezyonlar, beyazımsı düz ĢiĢkinlikler, olgunlaĢmada problemler ve meyve çürümeleri olarak 

rapor edilmiĢtir (Martelli, 1999). Bu bozukluklar virüs simptomlarına benzerlikler gösterir 

fakat yapılan aĢılama denemelerinde aĢı ile henüz taĢındıkları belirlenememiĢtir 

(Kyriakopoulou, 1996) ancak bu simptomlar SLRSV ile iliĢkilendirilmiĢtir. 

 

 

2.2.Virüsten kaynaklanan şekil bozuklukları ve etiyolojisi bilinmeyen hastalık 

etmenlerinin neden olduğu hastalıklar 

 

 

Zeytin hastalıkları meyve, yaprak sararma kompleksi ile damar bantlaĢması ve 

damar açılması ile iliĢkilendirilmiĢtir (Martelli, 1999).  

1- Meyvelerde Ģekil bozukluğu Ġtalya (Marte ve ark. 1986), Portekiz, (Henriques ve 

ark., 1992), ve Türkiye‘de (Tarla ve Çağlayan, 1998) bildirilmiĢtir. Arazide yapılan 
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simptomolojik gözlemler sonucunda bu hastalık SLRSV olarak kabul edilmiĢtir. Ascolana 

tenera‘ ya yapılan aĢılamalar sonucunda simptomolojik olarak SLRSV teĢhis edilmiĢtir 

(Martelli 1999). SLRSV ile bulaĢık ağaçlarda deforme meyveler Ġspanya (Bertolini ve ark., 

1998) dıĢında simptomlar daha önce de gözlenmiĢtir (Savino ve ark  1979; Marte ve ark., 

1986; Henriques ve ark., 1992; Çağlayan ve ark., 2004). Meyve deformasyonları görülen 

ağaçlarda çoğunlukla yapraklarda kıvrılma, salkım benzeri oluĢumlar ve verim kayıpları ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (Faggiolli ve ark., 2002; Çağlayan ve ark., 2004). 

2- Yaprak sarılık kompleksi üç farklı hastalığa karĢılık gelmektedir. Bu hastalıklar 

Zeytin yaprak damarı sarılığı (OVY) (Faggioli ve Barba, 1995) Zeytin yaprak sarılığı 

(OLY) ve Zeytin sarı benek hastalığı (OYMD)‘ dır (Savino ve ark. 1996). Kompleksin tipik 

simptomları zayıf meyve oluĢumları, yaprağın tamamen açık sarı renklenmesi, beneklenme, 

nekroz, yoğun yaprak dökümü ve geriye doğru ölümdür (Martelli, 1999). 

3- Damar bantlaĢması ve damar açılması ilk olarak Ġtalya‘da Toskana‘da 

kaydedilmiĢtir. Damar bantlaĢma simptomları yaprakta ana damar boyunca klorotikten 

sarıya doğru renk açılmaları, verim düĢüklüğü, Ģiddetli yaprak dökümü/azalmasıdır. Bu 

hastalık simptomlarını gösteren ağaçlardan aynı zamanda Tobacco necrosis virus (TNV) 

izole edilmiĢtir. Ancak hastalığın gerçek sebebi olduğuna dair kesin bir kanıt bulunmamıĢtır 

(Triolo ve ark. 1996). Damar açılması damarların oldukça az klorotik renk açılmalarıyla 

karakterize edilmektedir. Hastalıklı bitkilerden 28 nm boyutlarında izometrik partiküller 

izole edilmiĢ olup Olive semi latent virus (OSLV) olarak adlandırılmıĢtır. Bu virüs 

hastalığının etiyolojisi ile iliĢkisi ile ilgili ileri derecede bilgilere ulaĢılamamıĢtır (Materazzi 

ve ark., 1996; Martelli, 1999). 

4- Vejatatif bozukluklar çalı gibi geliĢim, cadısüpürgesi, kloroz, yaprakların 

sararması ve deformasyonu, çiçek dökümü, anormal sürgün geliĢimi ve sürgünlerde 1990 

yılında Ġtalya‘nın merkezi ve kuzeyinde bildirilmiĢtir. Bu bitkilerde Aster yellows (16S-IB), 

Elm yellows (16S-VA) ve Stolbur (16S-XIIA) gruplarına ait fitoplazmalar belirlenmiĢtir 

(Pasquini ve ark., 2000). Ġran (Ahangaran ve ark., 2006) ve Ġspanya‘daki (Font ve ark., 

1998) zeytin ağaçlarında fitoplazmaların hastalıkları simptomlarına benzer simptomların 

olduğu bildirilmiĢtir.  
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2.3.Zeytin ağaçlarında tespit edilen virüsler: 

 

 

Zeytin Ağaçlarında Tespit Edilen Virüslerin Coğrafik Dağılımı ve Taksonomik 

Durumu: 

 

 

Zeytin ağaçlarında Ģu ana kadar 8 cinse ait 14 virüs türü etmeni tanılanmıĢtır 

(Martelli ve ark. 1999; Felix ve Clara, 2002) (Çizelge 2.1.). Bunlara ilave olarak tanılaması 

kısmi olarak yapılan iki virüs türü (geçici olarak closterovirüs olarak sınıflandırılmuĢtır) 

zeytin doku extraktlarında tanılanmıĢtır (Martelli ve ark., 2002b). Tanımı yapılmıĢ virüsler 

Ģunlardır; Nepovirus olarak; Arabis mosaic virus (ArMV), Cherry leaf roll virus (CLRV) 

ve Olive latent ringspot virus (OLRSV),  Sadwavirus olarak Strawberry latent ringspot 

virus (SLRSV), Cucumovirus olarak Cucumber mosaic virus (CMV), Tobamovirus olarak 

Tobacco mosaic virus (TMV), Necrovirus olarak Olive latent virus 1 (OLV-1), Olive mild 

mosaic virus (OMMV), ve Tobacco necrosis virus (TNV), Oleavirus cinsine ait Olive 

latent virus 2 (OLV-2), Potexvirus olarak Olive vein yellowing associated virus (OVYaV), 

Clostreovirus olarak Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV),  Tymovirüs olarak 

Olive latent virus 3 (OLV-3) ve ikisi de tanılanmamıĢ cinse ait virüsler olan Olive yellow 

mottling and decline associated virus (OYMDaV) ve Olive semi latent virus (OSLV),‘ tür. 

Bazı virüsler iyi tanılanmıĢ olup çok sayıda ürünü enfekte ederler, diğerleri ise sadece 

zeytinlerde saptanmıĢtır. Kesin tanısı yapılan virüsler iki ana gruba ayrılabilirler: 1. Zeytin 

önadı ile adlandırılan virüsler 2. Diğer virüsler. 
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Çizelge 2.1. Zeytin ağaçlarında enfeksiyon yaptığı belirlenen virüs etmenlerinin sınıflandırılması, konukçuları ve tespit edildiği 

ülkeler 

Zeytin Ön Adiyla Başlayan Virüsler 

ve Kısaltmaları 

 

Familyası 

 

Cinsi 

 

Konukçuları 

 

Tespit Edildiği Ülkeler 

Olive latent virus 1 (OLV-1) Tombusviridae Necrovirus Zeytin, Lale, Turunçgil Italya, Ürdün, Portekiz, Mısır, ABD, 

Lübnan, Suriye, Türkiye 

Olive latent virus 2 (OLV-2) Bromoviridae Oleavirus Zeytin, Gene otu Italya, Suriye, Hırvatistan 

Olive latent virus 3 (OLV-3) Tymoviride Tymovirus Zeytin Italya, Portekiz, Lübnan, Suriye, Türkiye, 

Malta, Tunus, Yunanistan 

Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV) Closteroviridae Closterovirus Zeytin Italya, Suriye, Mısır, ABD, Lübnan, 

Hırvatistan 

Olive vein yellowing associated virus (OVYaV) - Potexvirüs Zeytin Italya 

Olive latent ringspot virus (OLRSV) Secoviridae Nepovirus Zeytin Italya, Suriye 

Olive yellow mottling and decline associated 

virus (OYMDaV) 

- TanımlanmamıĢ Zeytin Italya 

Olive semi latent virus (OSLV) - TanımlanmamıĢ Zeytin Italya 

Olive mild mosaic virus (OMMV)  Necrovirus Zeytin Portekiz 

 

Diğer Virüsler ve Kısaltmaları 

 

Familyası 

 

Cinsi 

 

Konukçuları 

 

Tespit Edildiği Ülkeler 

Arabis mosaic virus (ArMV) Secoviridae Nepovirus Zeytin, çilek vb., Ģerbetçiotu, 

asma, Ģeker pancarı, Sambucus 

nigra, kereviz, glayol, at turpu, 

marul 

Italya, Mısır, ABD, Türkiye, Suriye, 

Lübnan  

Cherry leaf roll virus (CLRV) Secoviridae Nepovirus Zeytin, Karaağaç, ceviz, kiraz, 

ravent 

Italya, Portekiz, Ġspanya, Mısır, ABD, 

Türkiye, Lübnan, Suriye,  

Cucumber mosaic virus (CMV) Bromoviridea Cucumovirus Zeytin, Hıyar ve diğerleri Italya, Mısır, ABD, Türkiye, Suriye, 

Lübnan,  

Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) Secoviridae Sadwavirus Zeytin, Çilek vb., asma, kiraz, 

erik, Ģeftali, , Sambucus nigra 

Italya, Portekiz, ispanya, Mısır, ABD, 

Türkiye, Lübnan, Suriye, Hırvatistan 

Tobacco mosaic virus (TMV) - Tobamovirus Zeytin, Tütün ve diğerleri Italya 

Tobacco necrosis virus (TNV) Tombusviridae Necrovirus Zeytin, Tütün, lale, fasulye, hıyar, 

patates, armut, elma, turunçgil, 

asma, 

Portekiz 
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2.3.1.  Zeytin önadı ile adlandırılan virüsler  

 

Zeytin ağaçlarının spesifik virüsleri olarak adlandırılabilir. Bu virüslerden lale ve 

turunçgilleri enfekte eden OLV-1 ve hint otu ve yabani fasulyede tespit edilen OLV-2 

bu adlandırmanın dıĢında kalır. Bu virüsler dıĢında kalan ve zeytin önadı ile adlandırılan 

virüslerin Ģimdiye kadar diğer konukçuları rapor edilmemiĢtir. 

 

 

2.3.1.1.Olive latent virus 1 (OLV-1)  

 

 

Tombusviridea familyasına ait olan bu virüs Necrovirus cinsinin bir üyesidir. 

Ġtalya (Gallitelli and Savino, 1985), Ürdün (Martelli ve ark., 1995), Portekiz (Felix ve 

Clara, 1998), Mısır, ABD (Saponari ve Savino, 2003), Lübnan (Fadel ve ark., 2005), 

Suriye (Al Abdullah ve ark., 2005) ve Türkiye‘de (Serce ve ark 2007) kayıt altına 

alınmıĢtır. Birkaç izolatı Türkiye‘de turunçgil ağaçları gibi oldukça farklı hastalık 

konukçularının yanısıra zayıf kalmıĢ zeytin ağaçlarında ve simptom göstermeyen 

ağaçlarda tanılanmıĢtır (Martelli ve ark., 1996), ayrıca Japonya‘da da lalede 

saptanmıĢtır  (Kanematsu ve ark., 2001). Elekron mikroskobu ile yapılan çalıĢmalarda 

OLV-1 virüsünün 30 nm çapında izometrik bir partiküle sahip olduğu belirlenmiĢtir 

(3.619 nükleotid ssRNA genomunun pozitif sensidir). Bu genomik RNA 5‘-3‘ 

doğrultusunda 23, 82, 8, 6 ve 30 kDa olan polipeptidini kodlayan 5‘ ucu açık okuyuma 

(ORFs) bölgesine sahiptir. ORF1 (23 kDa protein) ve ORF2 (82 kDa protein) her ikisi 

de virüsün çoğalmasında gereklidirler. ORF3 (8 kDa protein) ve ORF4 (6 kDa protein) 

uzun mesafelere yayılmadan ORF5 (30 kDa protein) kaplama protein olarak 

değerlendirilir. ORF4 hücreden hücreye ORF5 ise uzun mesafelerde bitkileri enfekte 

etmekle görevlidir (Pantaleo ve ark.,1999). Zeytinde tohumla bulaĢan ve doku 

naklederek geçen bu virüs %82 oranında rapor edilmiĢtir. 

 

 

 

2.3.1.2.Olive latent virus 2 (OLV-2)  



 16 

 

 

Bromoviridea familyasının Oleavirus cinsinin monotipik bir üyesidir. OLV-2 

güney Ġtalya‘da Apulia da simptomsuz zeytin ağaçlarından mekanik inokulasyon yolu 

ile izole edilmiĢtir (Savino ve ark., 1984). Daha sonra Suriye‘de (Al Abdullah ve ark., 

2005) ve Hırvatistan‘da (Bjelis ve ark., 2007) tarafından tanımlanmıĢtır. OLV-2‘nin 

konukçu spektrumu sadece zeytin ağaçları ile sınırlı değildir. Castor beans (Ricinus 

communis L.) bitkisinde damarlarda açık sarı renkte ağımsı görünüm ve yapraklarda 

beneklenmeler olarak Yunanistan‘da tanılanmıĢtır (Grieco ve ark., 2002). OLV-2 

küresel Ģeklinde olan Alfalfa mosaic virus (AMV)‘üne benzer, küreselden çubuksuya 

değiĢen partiküllere sahiptir, ssRNA genomu poliadenilli değildir, pozitif anlamlı ve üç 

parçalıdır (Grieco ve Martelli, 1997). Virionlar dört büyük parçalı RNA molekülüne 

sahiptirler. RNA1 (3126 nt) ve RNA2 (2734 nt) tek gen taĢıyan moleküllerdir ve 

replikasyondan sorumlu proteinleri kodlarlar. RNA3 (2438 nt) iki gen taĢıyan bir 

moleküldür ve 36.5 kDa hareket ağırlığındaki hareket proteini (MP) ile 20 kDa 

ağırlığındaki viral protein kılıfı (CP)‘nı kodlar. RNA3‘le RNA4 (2078 nt) birliktedir ve 

fonksiyonu belirlenmemiĢtir. Bir subgenomik RNA (1042 nt) enfekteli bitkilerde 

oluĢturulmakta fakat kılıf ile çevrelenmemiĢtir (Grieco ve ark., 1995;1996; Martelli ve 

Grieco, 1997). 

 

 

2.3.1.3.Olive latent-3 virus (OLV-3) 

 

 

RT-PCR ve dot-blot hibridizasyon yöntemleri ile Tymoviridae familyasına bağlı 

yeni keĢfedilen zeytin virüsü OLV-3‘ün tanılanmasında baĢarılı bir Ģekilde 

kullanılmaktadır. OLV-3‘ün coğrafik dağılıĢını belirlemek için 8 farklı Akdeniz 

ülkesinden 224 zeytin örneği toplanmıĢ ve yukarıda bahsedilen iki yönteme göre 

testlenmiĢtir. RT-PCR yöntemine göre OLV-3 virüsü sörvey yapılan bütün ülkelerde 

(ortalama bulaĢık oranı %30.4, %17 ile Portekiz %56 Türkiye) belirlenmiĢtir. 68 

örneğin 12‘sinde RT-PCR‘da OLV-3 bulunurken dot-blot hibridizasyon yönteminde 

RNA konsantrasyonunun düĢük olmasından dolayı belirlemede baĢarısız olmuĢtur. 
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Heterojen özelliğe sahip 11 farklı bölgeden alınan bulaĢık örneklerin 68‘ine RdRp 

bölgesine bağlı SSCP analizi yapılmıĢtır. Yapılan RdRP‘nin nükleotid dizilimlerinin 

bilgisayar analizinde izolatlar arasında %5 ile %17 arasında değiĢim olduğu 

görülmüĢtür. Yapılan sekans analizinde, üç farklı grubup içerisinde coğrafik orijin 

açısından bir fark bulunmamıĢtır. Yapılan çalıĢmalar sonucunda Akdeniz havzasında en 

yaygın zeytin virüsünün OLV-3 olduğu görülmüĢtür (Al Abdullah ve ark., 2009).  

 

 

2.3.1.4.Olive latent ringspot virus (OLRSV)  

 

 

Secoviridae familyasında yer alan Nepovirüs cinsine ait bir virüstür. Bu virüs ilk 

olarak Ġtalya‘nın merkezi olan Lazio‘da simptom göstermeyen zeytin ağaçlarından izole 

edilmiĢtir (Savino ve ark., 1983) ve daha sonra Suriye‘de rapor edilmiĢtir (Al Abdullah 

ve ark., 2005). OLRSV zeytin ağacında gizli (latent) olarak bulunur yapılan 

çalıĢmalarda indikatör bitkilerde teĢhise uygun olan bu virüse hassas olan C. quinoa ve 

C. amaranticolor‘da lezyonlar ve G. globosa‘da ise yapraklarda Ģekil bozuklukları ve 

kırmızı renkli lokal lezyonlar gösterir. Bu virüs mekanik olarak ve aĢı yolu ile 

taĢınmaktadır. OLRSV 28 nm uzunluğunda olan izometrik parçalara sahiptir. Ġki 

bölümlü ssRNA genomuna (1.4x10
6
 (RNA2) ve 2.65x10

6
 (RNA1)) sahiptir. 

OLRSV‘nin RNA2‘sinin baz dizisi tamamen belirlenmiĢtir (Alkowni ve ark., 2001). 

RNA2 3969 nt uzunluğundadır ve poliproteinin N-terminal bölgesinde olduğu 

varsayılan MP‘ler ve C-terminal‘de yerleĢmiĢ CP sistron‘a sahip olan tek ORF içerir. 

 

 

2.3.1.5.Olive vein yellowing associated virus (OVYaV) 

 

 

Ġlk olarak Roma yakınlarındaki çeĢidi bilinmeyen bir zeytin ağacından izole 

edilmiĢtir (Faggioli ve Barba, 1995). Ribaldi tarafından bildirilen bulaĢıcı sarılığa 

benzer damar sararması, verimde azalma gibi belirtiler gösterir (Ribaldi, 1959). 520 nm 

uzunluğunda ve 12 nm uzunluğundaki boyutlarda uzun veya kıvrımlı partiküllere sahip 
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olan potexvirus cinsinin üyesi olarak sınıflandırıldığı bildirilmiĢtir. Antiserum 1:1024 

homolog titresi vermiĢtir ve IEM testlerinde sırasıyla 1/10 ve 1/256 sulandırma yapılan 

PVX ve papaya mozaik virüs ile serolojik iliĢki sergilemiĢtir.  

 

 

2.3.1.6.Olive yellow mottling and decline associated virus (OYMDaV)  

 

 

Ġtalya‘da Nostrana‘da kaydedilmiĢtir (Savino ve ark 1996). OYMDaV kıvrımlı 

iplik Ģeklinde 800 nm boyutunda particilerle sahiptir. Yapılan inokulasyanlarda sınırlı 

sayıda bitkide OYMD hastalığına benzer simptomlar göstermiĢtir. Elektroforetik 

analizlerde tüm örneklerde komplex ds-RNA Ģekillerinin varlığı gözlenmiĢtir. 

 

 

2.3.1.7.Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV)  

 

 

Filogenetik analizlerin belirlenebilmesi için birçok bilgiye ihtiyaç 

duyulduğundan dolayı Closteroviridae familyasına atanmıĢ bir virüstür. Ġlk olarak bu 

hastalık Ġtalya‘da tanılanması yapılmıĢtır (Savino ve ark., 1996) ve Ġtalya‘nın yerel 

zeytin çeĢitlerden olan ‗Biancolilla‘da ağaçlarındaki yapraklarındaki açık sarıya dönen 

renk açılmaları ile özdeĢleĢtirilmiĢtir. Bu çeĢide yapılan aĢılamalarda Zeytin yaprak 

sarılığı (OLY) hastalık simptomları elde edilmiĢtir. Fakat otsu bitkilere yapılan mekanik 

inokulasyanlarda baĢarı sağlanamamıĢtır. Virionların gözlenmesi çalıĢmalarında baĢarılı 

sağlanamasa da zeytin yaprak sararması ile iliĢkili virüs olarak adlandırılmıĢtır. OLY ile 

enfekteli bitkilerden yapılan ds-RNA analizlerinde bol miktarda kompleks ds-RNA‘ları 

içerdiği görülmüĢtür (Savino ve ark., 1996). (Yapılan ds-RNA analizlerinde 

Closterovirüs cinsinin bazı türlerine ait benzer bant profillerini içerdiğini göstermiĢtir 

(Sabanadzovic ve ark., 1999). Closterovirüs familyası üyelerinin HSP70 genine ait RT-

PCR testlerinde dejenere primerler kullanıldığında 600 nükleotid uzunluğunda DNA 

bantları elde edilmiĢtir (Sabanadzovic ve ark., 1999). Bu elde edilen DNA parçasının 

baz dizi analizinde 611 nükleotidden oluĢan 203 aminoaside sahip bir proteini kodladığı 
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belirlenmiĢtir. Bu proteinin yapılan filogenetik analizlerinde ise Closterovirus ve 

Crinivirüs‘ün HSP70 polipeptidine olan benzerliğin %30 olduğu tespit edilmiĢtir. 

OLYaV zeytin virüsleri arasında en yaygın virüs olarak tespit edilmiĢtir (Faggioli ve 

ark., 2005), Güney Ġtalya‘daki zeytin plantasyonlarının %60‘ından fazlasını enfekte 

ettiği ve yüksek düzeylerde Mısır, ABD (Saponari ve ark., 2003), Lübnan (Fadel ve 

ark., 2005), Suriye (Al Abdullah ve ark,. 2005), ve Hırvatistan (Bjelis ve ark., 

2007)‘dan bildirilmiĢtir. Yüksek bulaĢıklığın muhtemelen zeytin psilası Euphyllura 

olivina (Costa) ve Pseudococcus cinsine bağlı tür tanımı yapılmamıĢ böceklerden 

kaynaklandığını bildirmiĢtir (Sabanazdovic ve ark., 1999). 

 

 

2.3.1.8.Olive semi latent virus (OSLV) 

 

 

ġimdiye kadar yapılan çalıĢmalarda bu virüsün cinsi belirlenememiĢtir. Enfekteli 

dokularda yapılan çalıĢmalarda 28 nm çapında olan izometrik partiküllere sahip olduğu 

gözlemlenmiĢtir (Materazzi ve ark., 1996). Bu virüsün simptoları yaprak damarlarındaki 

hafif renk değiĢimleridir. Bu virus ile yapılan mekanik taĢıma denemelerinde baĢarılı bir 

Ģekilde taĢınmıĢtır. Fakat virüsün etiyolojik iliĢkisi hakkında yeterli bilgi mevcut 

değildir (Martelli, 1999). 

 

 

2.3.1.9.Olive mild mozaik mosaic virus (OMMV)  

 

 

TNV ile benzer özellikler gösteren bu virüs partikülü ilk olarak mekanik taĢıma 

yoluyla yapılan taĢımalardan sonra TNV‘nin teĢhisinde de kullanılan geniĢ spektrumlu 

ELISA antiserumu ile yapılan testlemeler de pozitif sonuç vermiĢ ilk olarak zeytinde 

kaydedilmiĢ ve TNV ile benzer özellikler göstermektedir (Felix ve Clara 2002). Bir 

izolat ile fazla çalıĢılmıĢtır, izolatın CP geni sekanslanmıĢ ve aminoasit secansları 

%82.2‘ lik yüksek benzerlik oranıyla TNV-D ile benzerlik göstermiĢ ve bu durum onun 

bir TNV-D türü olarak da tanılanmasına neden olmuĢtur (Cardoso ve ark., 2004). 
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Bununla birlikte bu izolatın RdRp ile yapılan genomik karekterizasyonunda Tobacco 

necrosis A (TNV-A) ile % 90.7, OLV-1 ile %91.2, TNV-D ile %33.6 ve TNV-DH ile 

%34.5‘lik benzerlik göstererek etmenin necrovirüs cinsine ait yeni bir virüs olduğu ve 

olive mild mozaik virüs olarak adlandırıldığını bildirmiĢtir (Cardoso ve ark., 2005). 

 

 

2.3.2. Diğer virüsler:  

 

 

2.3.2.1.Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) 

 

 

Secoviridae familyası Sadwavirus cinsindendir. GeniĢ bir yayılma alanı ve geniĢ 

bir konukçu dizisine sahiptir. Çilek ve ahududunda latent bir Ģekilde bulunur fakat bazı 

çeĢitlerde beneklenme ve bodurlaĢma Ģeklinde geliĢme geriliği olarak kendini 

göstermektedir. Diğer konukçu bitkiler; frenküzümü, kırmızı frenküzümü, kiraz, üzüm, 

Ģeftali, zeytin ve siyah mürver (Sambucus nigra)’dir. SLRSV genellikle Avrupa‘da 

bulunur diğer kıtalarda yayılımı azdır. Avrupa ülkeleri dıĢında Ġsrail, Kanada, ABD, 

Avusturalya ve Yeni Zelanda‘da rapor edilmiĢtir. Zeytin ağaçlarında SLRSV ilk kez 

1979 yılında merkez Ġtalya‘daki cv Corregiolo‘ da izole edilmiĢtir (Savino ve ark., 

1979). Merkez Italya‘nın Ascoli Viceno yakılarında 1980 yıllarında sofralık bir zeytin 

çeĢidinde Ģiddetli bazı simptomlar tespit edilmiĢ bu simptomları gösteren ağaçların 

yaprak, kök ve çiçeklerinden tekrarlı bir Ģekilde izolasyonlar gerçekleĢtirilmiĢ ve otsu 

indikatör bitkilere taĢıma denemeleri baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir (Marte ve 

ark., 1986). SLRSV 30 nm çapında izometrik partiküllere ve iki tek kollu RNA (ds-

RNA)‘dan oluĢan bir genoma sahiptir. Birçok konukçusunda tohumla ve vektör 

nematod (Xiphinema diversicaudatum) ve aĢı yolu ile taĢınmaktadır (Cooper, 1986). 

Ġtalya‘da Zeytindeki bazı simptomlar SLRSV ile iliĢkilendirilmiĢtir (Ferreti ve ark., 

2002). Ġtalya‘daki zeytin çeĢidinden ‗Raggiola‘ ve ‗Frantoio‘ morfolojik bakımından 

farklılık gösterse de genetik analizlerde (amplified fragmant length polymorphism; 

AFLP) bu iki çeĢidin yüksek oranda benzerlik gösterdiği ortaya konulmuĢtur. Raggiola 

çeĢidindeki meyveleri ve yapraklarının Ģekilleri SLRSV simptomlarına benzer 
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simptomlar verdiği için bu çeĢit SLRSV açısından RT-PCR ile testlenmiĢ ve sonuçta 

pozitif bulunmuĢtur. Bu kayıtlar ileri sürmüĢtür ki SLRSV, Raggiola ve Frantoio 

çeĢitleri arasında agronomik ve morfolojik farklılıklara neden olmuĢtur (Ferreti ve ark., 

2002). SLRSV Portekiz‘de (Henriques ve ark., 1992), Ġspanya‘da (Bertolini ve 

ark.,1998), Mısır ve ABD‘de (Saponari ve Savino, 2003), Türkiye‘de (Çağlayan ve ark., 

2004), Lübnan‘da (Fadel et al., 2005) Suriye‘de (Al Abdullah et al., 2005) ve 

Hırvatistan‘da (Bjelis ve ark., 2007) arazi örneklerine yapılan DAS-ELISA analizleri ile 

pozitif sonuç alınırken Ġtalya‘da testlenen tüm örnekler bu virüs açısından negatif 

bulunmuĢtur. 

 

 

2.3.2.2.Cherry leaf roll virus (CLRV) 

 

 

Secoviridae familyasının Nepovirus cinsinin bir üyesidir. Zarfsız olan bu virüs 

(nonenveloped), çok yüzlüdür (icosahedral). Bu virüs 28 nm çapında partiküllere 

sahiptir genetik materyal iki parçalı doğrusal pozitif anlamlı ssRNA‘ya sahiptir ve 

RNA2‘nin 3‘ ucunda 1,5 kb uzunluğunda kodlanmayan bölge mevcuttur (Gentkow ve 

ark., 2005). CLRV ilk olarak Ulmus americana (American karaağacı), Prunus avium 

(kiraz) ve Juglans regia (ceviz)‘de rapor edilmiĢtir ve daha sonra genellikle diĢbudak ve 

huĢ ağacında, kirazda, mürver ve cevizde dallarında yaprak geliĢiminin yavaĢlaması, 

yaprakta klorotik çizgililer ve dalların ya da tüm ağacın geriye doğru ölümleri Ģeklinde 

simptomlar bildirilmiĢtir (Hamacher ve Giersiepen, 1989; Hamacher ve Quadt, 1991; 

Rebenstorf ve ark., 2006), fakat CLRV zeytin ağaçlarında latent olarak bulunmaktadır 

(Savino ve Galitelli, 1981). Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda CLRV‘nin tohumla 

taĢındığı ispatlanmıĢ ve tohum kaynaklı enfeksiyonlar %41 olarak rapor edilmiĢtir 

(Saponari ve ark., 2002). Dünyada yapılan çalıĢmalarda CLRV‘nin geniĢ alanlarda 

Ġtalya, Portekiz ve Ġspanya (Martelli ve ark., 1999); Türkiye (Çağlayan ve ark., 2004); 

Mısır ve ABD (Saponari ve Savino, 2003), Suriye (Al Abdullah ve ark., 2005) ve 

Lübnan (Fadel ve ark., 2005)‘dan rapor edilmiĢtir. 
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2.3.2.3.Arabis mosaic virus (ArMV) 

 

 

Secoviridae familyasına Nepovirus cinsine mensuptur. Çok geniĢ konukçu dizini 

sahiptir ve vektör nematodlar (Xiphinema diversicaudatum) ile taĢınan bu virüs 

polihedral viral partiküllere sahiptir. Bu virüsün bir çok konukçusu mevcut olup baĢlıca 

önemli konukçuları çilek, Ģerbetçiotu, asma (Vitis spp.), ahududu (Rubus idaeus), 

Rheum spp., siyah mürver, Ģeker pancarı, kereviz, glayol, atturpu ve maruldur. Bu 

virüsün meydana getirdiği en yaygın simptomlar yapraklarda beneklenme ve 

lekelenmeler, bodurlaĢma ve deformasyonlardır. Bu virüsün simptomları konukçu 

bitkideki yoğunluğuna bağlıdır virüs izolatına, bitki çeĢidine ve mevsime göre 

değiĢikliler göstermektedir.  Bu virüs zeytinde gibi bir çok bitkideki enfeksiyonu 

latenttir ve bitkiler hiçbir simptom göstermezler (Martelli ve ark., 2002a). Virüs aynı 

zamanda Ġtalya (Savino ve ark., 1979), Mısır ve ABD (Saponari ve Savino, 2003); 

Türkiye (Çağlayan ve ark., 2004), Suriye (Al Abdullah ve ark., 2005) ve Lübnan (Fadel 

ve ark., 2005)‘da zeytinlerde de rapor edilmiĢtir. 

 

 

 

 

2.3.2.4.Cucumber mosaic virus (CMV)  

 

 

Bromoviridea familyasının Cucumovirus cinsine bağlı bir türdür. Ġlk kez 

simptomsuz bir zeytin ağacından Savino ve Galitelli (1983) tarafından izole edilmiĢtir. 

Rei ve ark. (1983) bu etmeni bulaĢık zeytin ağacından SLRSV ile birlikte olarak izole 

etmiĢlerdir. Zeytin ağaçlarında CMV etmeni Ġspanya‘ da (Bertolloni ve ark., 1998), 

Türkiye‘ de (Çağlayan ve ark. 2004), Suriye‘ de (Al Abdullah ve ark., 2005) ve 

Hırvatistan‘ da (Bjelis ve ark., 2007) tespit edilmiĢtir. 
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2.3.2.5.Tobacco mosaic virus (TMV)  

 

 

Tobamovirus cinsine ait bir türdür. Damar bantlaĢması, damarlar boyunca renk 

açılması, Ģiddetli yaprak dökülmesi ve geriye doğru ölüm belirtileri gösteren hastalıklı 

zeytin ağacından izole edilmiĢtir (Triolo ve ark., 1996). TMV‘ nin bu belirtilerin gerçek 

nedeni olduğuna dair gerçek bir kanıt yoktur. 

 

 

2.3.2.6.Tobacco necrosis virus (TNV)  

 

 

OMMV paragrafına göre TNV-D‘ nin zeytin ağaçlarından izole edilen 

virüslerden olduğuna dair kesin bir kanıt yoktur, her ne kadar son veriler bu türlerin 

zeytin ağaçlarında var olduğunu iĢaret etse de (son olarak Cardoso ve ark gen bankasına 

zeytin ağaçlarından izole edilen TNV-D‘ nin tüm genomunu kayıt etmiĢlerdir, izolat 

numarası FJ666328). 

 

 

 

2.4.Zeytin Ağaçlarındaki Fitoplazmalar: 

 

 

Fitoplazmalar Mollicutes sınıfı içerisinde yer alırlar. Fitoplazmaların 

sınıflandırılması 16S rRNA gen dizilimi ve RFLP analizleri ile mümkündür. Bu temelde 

zeytin ağaçlarındaki fitoplazmalar 16S-IB, 16S-VA ve 16S-XII (stolbur grubu) olarak 

sınıflandırılmıĢtır (Pasquini ve ark., 2000). Ġtalya‘da 1995 yılıunda yapılan ilk 

fitoplazma kaydından sonra zeytin yaprak bozukluğu belirtileri ve fitoplazmalar 

arasında ki ilĢikiyi destekleyen bazı çalıĢmalar yayınlanmıĢtır (Font ve ark. 1998; 

Pasquini ve ark., 2000; Ahangaran ve ark. 2006). 
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2.5.Zeytin Ağaçlarındaki Fitoplazma ve Virüslerin Epidemiyolojisi ve 

Taşınması: 

 

Çoğu zeytin ağacı virüslerinin epidemiyolojisi hala bilinmemektedir. Her ne 

kadar bazıları toprak kökenli olsa bile (SLRSV, ArMV ve TNV) diğerleri OLV- 2 ve 

OLRSV aĢılama ve mekanik inokulasyon yardımıyla, CMV yaprak bitleri vasıtasıyla, 

CLRV ve OLV-1 (Saponari ve ark., 2002a) tohum ve mekanik olarak taĢınabilmektedir. 

Bunun yanı sıra arazi koĢullar altında virüs taĢınma mekanizması hakkında çok sınırlı 

bilgi mevcuttur. OLYaV ile enfekteli bir zeytin ağacı ile beslenen psilid ve unlubitler 

bildirilmiĢtir (Sabanadzovic ve ark., 1999) ancak ilk nakil giriĢimleri olumsuz olduğu 

için virüsün vektörü olarak bu böcekleri kabul etmek için çok erkendir.  

Bu virüslerin tamamının enfekteli zeytin ağaçlarına vejatatif üretim materyali ile 

yayıldığı düĢünülmektedir. Son zamanlarda zeytinlerin çoğaltılabilmesi üzerine SLRSV 

ve OLYaV nin olası etkileri rapor edilmiĢtir. Özellikle OLYaV ile enfekteli Carolea 

çeĢidi ve SLRSV ile enfekteli Frantoio Raggiola çeĢidinin köklenme ve aĢılama 

performansları araĢtırılmıĢtır. Deneysel çalıĢmalar her iki virüsün de aĢılama ve kök 

kaynaĢma üzerine bir etkisinin olmadığını göstermiĢtir. AĢılama baĢarısındaki 

kaydadeğer baĢarısızlık muhtemelen enfekteli bitkilerin su ihtiyaçlarını 

karĢılayamamasından dolayı sadece sıcaklık stresi boyunca gözlemlenmiĢtir. Bu 

çalıĢmalar zeytin virüslerinin bazılarının nasıl yayıldığını anlamamıza yardım 

etmektedir. Doğal koĢullar altında çok ayrıntılı epidemiyolojik çalıĢmalar olmadan bu 

virüslerin yayılması ve bu yayılmanın tam olarak anlaĢılabilmesi imkansızdır. 

Zeytin fitoplazmalarının yayılması ve epidemiyolojisi ile ilgili yeterli bilgi 

yoktur. Gerçekte her ne kadar bu alandaki gözlemler taĢıyıcı böcek vektörlerinin varlığı 

hipotezine sahipse de bitki simptomolojisi ve fitoplazmalarda zayıf bir yayılmanın altını 

çizse de fitoplazmaların yayılmasında böceklerin rolü ile ilgili henüz herhangi bir kanıt 

bildirilmemiĢtir. (Del Serrone ve ark., 1996). 

 

2.6.Zeytin Ağaçlarındaki Virüs ve Fitoplazmaların Tespiti: 

 

Zeytinde enfeksiyon yapan nepovirüslerin (SLRSV ve ArMV) ve CLRV, CMV 

ve OLRSV gibi diğer virüslerin tanısında otsu indikatör bitkilerine taĢıma denemeleri ve 
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poliklonal antiserumlar kullanılmasına rağmen (Savino ve ark., 1979) zeytin 

ağaçlarındaki diğer virüslerin tanılanmasında bu yöntemler olumlu sonuç 

vermemektedir .  

Sörveyler boyunca virüsle bulaĢık zeytin ağaçlarının teĢhisi ve tanılanmasındaki 

zorluk, serolojik testlerin güvenirsizliği, biyolojik indeksleme denemeleri için gerekli 

odunsu bitkilerin olmayıĢı ve hastalık simptomlarının eksikliğinden kaynaklanmaktadır. 

Bütün bu faktörler zeytin ağaçları dokusundaki oksidantların ve tanenlerin 

bulunuĢundan dolayı ELISA‘da ve indeksleme denemelerinde zorluk çıkarmaktadır 

(Martelli., 1999; Bertoloni ve ark., 2001b). Bununla birlikte SLRSV‘nin tanısında 

ELISA‘nın kullanılması ile ilgili bazı kayıtlar bulunmaktadır (Henriques ve ark., 1992; 

Çağlayan ve ark., 2004). 

Son yıllarda virüslerin belirlenmesi için moleküler teĢhis tekniklerinin 

uygulanması (ds-RNA, moleküler hibridizasyon ve RT-PCR) geleneksel belirleme 

yöntemlerinden daha fazla ön plana çıkmaktadır. Bu kapsamda farklı moleküler 

yöntemler (RT-PCR, nested RT-PCR ve multiplex one step RT-PCR) geliĢtirilmiĢtir 

(Grieco ve ark., 2000; Bertolini ve ark., 2001a,2003; Panteleo ve ark., 2001; Faggiolli 

ve ark.,2002,2005). Bu tekniklerin güvenirliği farklı coğrafik bölgelerde yapılan 

sörveyler ile zeytin virüslerinin dağılıĢı üzerindeki araĢtırmaların sayısını artırmıĢtır 

(Bertolini ve ark., 2001a,2001b; Faggiolli ve ark.,2002,2005; Saponari ve ark., 2002b; 

Albanese ve ark., 2003; Al Abdullah ve ark., 2005; Fadel ve ark., 2005; Bjelis ve ark., 

2007). 

 

2.7.Zeytin Ağaçlarındaki Virüs ve Fitoplazmaların Kontrolü  

 

 

Zeytin ağaçları için çeĢitli sertifikasyon programları Ġtalya, Portekiz ve 

Ġspanya‘da baĢlamıĢtır. Sağlıklı seçim ve bitki koruma önlemleri hem uluslararası hem 

iç piyasa için virüs testi yapılmıĢ bitki materyali üretmek ve virüslerin yayılmasını 

önlemede tek stratejidir. Zeytin ağaçlarındaki latent virüs enfeksiyonlarının yaygın 

olmasından dolayı gözle yapılan kontroller güvenilir değildir ve arazi gözlemleri hassas 

ve güvenilir labaratuar testleri ile desteklenmelidir.  
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Vejatatif çoğaltma materyalleri ile hızla yayılabilen virüslerin eleminasyonu için 

kullanılan ısıtma, meristem uç kültür, mikro aĢılama gibi yöntemler zeytinlerde de 

kullanılmaktadır. Bu konuda bazı baĢarılı sonuçlar Ġtalya‘dan rapor edilmiĢtir (Bottalico 

ve ark. 2002). Isı uygulaması ve meristem uç kültürü ile CLRV zeytin ağaçlarından 

baĢarılı bir Ģekilde elemine edilmiĢtir. 

Fitoplazma hastalıklarından korunmak için en iyi strateji, dayanıklı bitkilerin 

geliĢtirilmesi ve tanımlanmasıdır. Fitoplazma hastalık simptomları, belirli bazı sınıf 

antibiyotiklerin uygulanması ile geciktirilip veya durdurmasına rağmen bu yaklaĢım 

genellikle pratik değildir. Bir sikadellid olan Hyalestes spp’ nin açık alanda zeytin 

fitoplazma hastalığını taĢıdığı Ģüphelidir. Vektör böceklerin kontrolü için en etkili araç 

fiziksel yöntemler ile onları engellemektir (ya perdeleme kullanılması ya da bitki 

yüzeyinde bazı kaplama minerallerin kullanılması). Yeni metotlar da muhtemelen 

genetik modifikasyonlar çerçevesinde zorunlu olacaktır ki, bu da fitoplazmaların bitki 

içerisinde çoğalmasını engelleyecek ya da populasyonunu azaltacak yönde olacaktır 

(Weintraub, 2007) 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Materyal 

 

 

3.1.1. Bitki Materyali / Survey Çalışmaları 

 

 

Güneydoğu Anadolu Bölgesi’nde zeytin yetiştiriciliğinin yoğun olarak yapıldığı 

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

bahçelerinden alınan sürgün örnekleri çalışmada bitki materyali olarak kullanılmıştır. 

Tanı testlerinde pozitif kontrol olarak kullanılmak üzere CLRV, OLRSV, SLRSV, 

OLV-1 ve OLV-2 ve negatif kontrol için zeytin sürgünleri Dr. Francesca Faggioli’den 

(Roma, Italya) ve Dr. Angelantonio Minafra’dan (Bari, Italya) temin edilmiştir. SLRSV, 

ArMV, CLRV ve CMV pozitif kontrol örnekleri ayrıca ELISA kitlerinden temin 

edilmiştir. 

 

 

3.1.2. Test edilen virus etmenleri  

 

 

Toplanan bitki materyalleri 7 farklı virüse karşı test edilmiştir. Bunlar:  

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

- Arabis mosaic virus (ArMV, Arabis mozayik virüs), 

- Cherry leaf roll virus (CLRV, Kiraz yaprak kıvrılma virüsü), 

- Cucumber mosaic virus (CMV, Hıyar mozayik virüsü), 

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

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

- Olive latent-2 virus (OLV-2, Zeytin latent-2 virüs)‘dür. 
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3.2. Yöntem 

 

 

3.2.1. Survey Çalışmaları ve Bitki Materyalinin Temini 

 

 

Güneydoğu Anadolu Bölgesi’nde zeytin yetiştiriciliğinin yoğun olarak yapıldığı 

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

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

simptomu gösteren ağaçlardan ve virüslerin latent olarak taşındıkları göz önüne alınarak 

simptomsuz ağaçlardan da tesadüfi olarak bahçenin en az % 5 ini temsil edecek şekilde 

ağacın etrafından dolaşılarak 2-3 yıllık, 20–25 cm uzunluğunda, 7–8 sürgün alınmıştır. 

Alınan sürgünler plastik torbalara etiketlenerek yerleştirilmiş ve buz içeren kutularda 

nükleik asit izolasyonu yapılıncaya kadar saklanmak üzere laboratuvara taşınmıştır 

(Faggioli ve ark., 2005; Loconsole ve ark., 2010).  

Araziden alınan ve bitki materyali olarak kullanılacak olan sürgünlerin kabuk 

kısımları kazınarak alınmış ve derhal sıvı azot yardımıyla ezilmiştir. Toz haline getirilen 

bitki materyalinin erimesine izin vermeden, çift kollu RNA (dsRNA) ve toplam nükleik 

asit izolasyonu yapılıncaya kadar -80°C’ de muhafaza edilmiştir. 

 

 

3.2.2. Serolojik Yöntemler (DAS-ELISA) 

 

 

Sörvey çalışmaları sonucunda ilkbaharda zeytin bitkilerinden alınan sürgünlerdeki 

virüslerin araştırılmasında önce serolojik testler yapılmıştır. Zeytin örnekleri SLRSV, 

ArMV, CLRV ve CMV virüsleri için DAS-ELISA’ya tabi tutulmuştur. Antiserumlar kit 

halinde alınmış (LOEWE, Almanya) firmanın önerdiği yönteme göre testler 

gerçekleştirilmiştir. Buna göre, kaplama tamponu (Ek 1) ile IgG 1:200 oranında 

sulandırılarak ELISA plakalarının kuyucuklarına her kuyucukta 100 l olacak şekilde 

yüklenmiş ve 4 saat 37C ’de inkübasyona bırakılmıştır. Bu süre sonunda yıkama 

tamponu (Ek 1) ile ELISA plakaları üç kez yıkandıktan sonra zeytinlerin sürgünlerinin 
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floem kazıntılarından 1:10 oranında (1 gr örnek: 10 ml tampon) hazırlanan örnekler 

kuyucuklara 100 l, iki tekerrürlü olarak yüklenmiştir. Tüm gece +4C ’de tutulan 

plakalar yıkama tamponu ile 5 kez yıkandıktan sonra 1:200 oranında konjugat tamponu 

(Ek 1) ile hazırlanmış antibadi-alkalin fosfat-konjugattan 100 l eklenerek kaplanmıştır. 

Plakalar 4 saat 37C ’de inkübasyona bırakılmış ve üç kez yıkama tamponu ile 

yıkandıktan sonra substrat olan 1 mg/ml oranında hazırlanmış paranitrofenil fosfat 

substratı eklenmiştir (Ek 1). 1-2 saat inkübasyon sonrasında oluşan renk değişimleri 

ELISA okuyucusunda okunmuştur.  

Sonuçlar E Max Precision Microplate Reader cihazı kullanılarak 405 nm dalga 

boyunda spektrofotometrik olarak değerlendirilmiştir. Örneklerde sağlıklı kontrolün 2 

katı olan absorbans değerleri enfekteli olarak değerlendirilmiştir (Clark ve Adams, 

1977). 

 

 

3.2.3. Moleküler Çalışmalar 

 

 

3.2.3.1. Çift kollu RNA (dsRNA) izolasyonu ve elektroforez işlemi 

 

 

Çift kollu RNA (dsRNA) izolasyonu Walia ve ark (2009)‘a göre yapılmıştır. Çift 

kollu RNA (dsRNA) izolasyonu aşağıdaki şekilde gerçekleştirilmiştir: 

 Zeytin ağacının değişik sürgünlerinden kazınan 15 gr örnek sıvı azot yardımıyla 

ezilmiş ve 300 ml’lik santrifüj tüplerine alınmıştır. Tüplere 45 ml 2xSTE, 17,5 

ml %10 SDS, 1 ml bentonit ve 1 ml β-mercapto ethanol eklenmiĢtir (Ek 2). 

 5 dakika oda sıcaklığında çalkalayıcıda 250 devir/dakika karıştırılmıştır. 

 17,5 ml 2xSTE ile doyurulmuĢ fenol eklenmiĢtir.  

 Üzerine 17,5 ml kloroform: izoamilalkol (24:1) eklenmiĢtir.  

 45 dakika oda sıcaklığında çalkalayıcıda 250 devir/dakika karıştırılmıştır. 

 20 dakika oda sıcaklığında 8.500 rpm’de santrifüj edilmiştir.  
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 Üsteki sıvı pipetlenerek steril mezürlere alınmış (~60ml), daha önceden 

hazırlanmış olan 1.5 ml CF11 selüloz (1 gr/10 gr doku ) ve 13,25 ml saf ethanol 

bulunan santrifüj tüpüne dökülmüş ve 2xSTE ile dengelenmiştir.  

 1 saat oda sıcaklığında çalkalayıcıda 200 devir/dakika karıştırılmıştır.  

 15 dakika oda sıcaklığında 8.500 rpm’de santrifüj edilmiştir.  

 Üstteki sıvı dökülerek uzaklaştırılmış ancak çökelti yerinden oynayacak olursa 

üstteki sıvıyı pipetlenerek boşaltılmıştır.  

 Selüloz santrifüj tüpünde tamponu ile yeniden süspanse edilmiştir (yıkama 

tamponu: %17 ethanol-1xSTE 50-100 ml). Tüp yavaşça çalkalanmıştır.  

 10 dakika oda sıcaklığında 8.500 rpm’de santrifüj edilmiştir.  

 Üstteki sıvı pipetlenerek iyice boşaltılmıştır. Selüloz yeniden 50-100 ml %17 

ethanol-1xSTE ile sulandırılmıştır. 

 10 dakika oda sıcaklığında 8.500 rpm’de santrifüj edilmiştir (Selüloz hala yeşil 

ise üçüncü yıkama yapılır, ancak bu aşamada selüloz çökeltisi kaybolabilir ).  

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

cloth diski ile kapatılmış şırıngaya selüloz karışımı dökülmüştür.  

 Selüloz kolonu aynı yıkama tamponu ile 5-6 kez yıkanmış (60-400 ml ile 

selülozun koyu rengi gidene kadar). Selülozun ideal rengi kremdir. 

 1 ml 1xSTE kolona eklenmiĢ ve sonra 5 ml 4 kez 1xSTE kolona dökülmüĢtür. 

Son damla düĢtükten sonra piston ile hafifçe bastırılmıĢ, kolonun altından ~20 

ml ds-RNA solüsyonu 50 ml‘lik falkon tüplere toplanmıĢtır ve 10‘ar ml‘lik iki 

ayrı falkon tüpe bölünmüĢtür. 

 25 ml soğuk saf alkol (2,5 hacim ethanol) ve 1 ml NaOAc’tan (0,1 hacim) 

eklenmiştir (Ek 2). 

 -20 °C‘de tüm gece bekletilmiĢtir. 

 35 dakika +4°C‘de 9000 rpm‘de santrifuj edilmiĢtir.  

 Üstteki sıvı çökelti oynatılmadan yavaşça dökülerek uzaklaştırılmıştır (çökelti 

yerinden oynayacak olursa 5 dakika daha santrifüj edilmiştir).  

 Çökelti yaklaĢık 1 saat oda sıcaklığında veya 37°C ‗de kurutulmuĢtur.  

 Çökelti 1 ml soğuk (+4°C) TE buffer ile süspanse edilmiş ve kısa bir vortex 

yapılmıştır (Ek 2). 

 4 dakika 4°C‘de 6000 rpm‘de santrifüj edilmiĢtir.  
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 Üstte toplanan dsRNA içeren sıvı her tüpe 400-420 µl olacak şekilde eppendorf 

tüplere aktarılmıştır.  

 Tüplere 1 ml soğuk (-20°C) saf alkol (2,5 hacim) ve 40 µl NaOAc (0,1 hacim) 

eklenmiştir.  

 -20 °C‘de tüm gece veya -70 °C‘de 2 saat inkübasyona bırakılmıştır.  

 20 dakika +4°C‘de 15000 rpm‘de santrifüj edilmiĢ ve tüpün üst kısmında 

toplanan sıvı dökülerek uzaklaştırılmıştır.  

 %70 ‗lik soğuk (-20°C) ethanolden 500 µl eklenmiş ve 4 dakika 4 °C’de 14000 

rpmde santrifüj edilmiştir.  

 Tüplerin üst kısmında toplanan sıvı dökülmüş ve tüpler peçeteye ters 

çevrilmiştir.  

 14000 rpm‘de kısa bir santrifüj yapılmış ve dipte toplanan sıvı pipetlenerek 

uzaklaştırılmıştır.  

 Oda koĢullarında veya 37°C‘de 15-20 dakika dsRNA çökeltisi kurutulmuĢtur.  

 Her tüpe 8 µl TE tamponu eklenmiĢ ve ds-RNA çökeltisi eritilmiĢtir (Ek 2). 

 Ependorf tüp içinde toplanan dsRNA solüsyonu, jel elektroforez iĢlemi 

yapılıncaya kadar -80 °C‘de muhafaza edilmiĢtir.  

 

ds-RNA izolasyonu sonucu elde edilen ürünlerin görsel hale getirilmesi 

amacıyla, reaksiyondan sonra ürünlerle %1,2 agaroz jelde elektroforez işlemi 

yapılmıştır. Elektroforez 1xTAE (Ek 3) ortamında yapılmış, aynı ortam jelin 

hazırlanmasında da kullanılmıştır. Jele 3 μl yükleme ortamı (Ek 3) ile birlikte 12 μl 

yüklenen ds-RNA ürünleri, 200 V‘da 1 saat süreyle elektroforeze tabi tutulmuĢtur. 

ĠĢlem bittikten sonra jel 1 mg/ml etidyum bromid (EtBr) (Ek 3) içeren 1xTAE 

ortamında 5-10 dakika bekletilerek boyanmıĢtır. Daha sonra UV transillümünatörde 

sonuçlar gözlenerek jel görüntüleme cihazında fotoğrafları çekilmiĢtir.  
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3.2.3.2. Toplam RNA Ġzolasyonu  

 

 

Toplam RNA izolasyonu Faggioli ve ark. (2005)‘na göre yapılmıştır. Bu amaçla, 

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

Germany) ile firmanın önerdiği yöntemler doğrultusunda yapılmıştır (Şekil 3.1). 

Ekstraksiyon aşağıdaki şekilde gerçekleştirilmiştir: 

 Zeytin ağacının değişik sürgünlerinden kazınan 1 gr örnek sıvı azot 

yardımıyla ezilmiş ve bundan 0,1 gr alınarak 1,5 ml’lik ependorf tüplere 

alınmıştır.  

 Tüplere 450 μl RLT tampon çözeltisi eklenmiĢ ve girdap karıĢtırıcıda 

karıĢtırılmıĢtır. N0T: Kullanımdan hemen önce RLT tampona β-

mercaptoethanol eklenir.  

 Karışım mor renkli kolonlara aktarılmış ve 15.000 rpm’de 2 dakika santrifüj 

edilmiştir.  

 Bitki artıklarının toplandığı kolon atılmış ve alt kısımda toplama tüpünde 

biriken 400 μl sıvı faz alınarak yeni 1,5 ml‘ lik ependorf tüplere aktarılmıĢ, 

üzerine 200 μl %96‘lık ethanol eklenmiĢtir. 

 Karışım pembe kolonlara aktarılmış ve 10.000 rpm’de 15 saniye santrifüj 

edilmiştir. 

 Kolonun alt kısmında toplama tüpünde biriken sıvı dökülerek uzaklaştırılmış 

ve kolon tekrar aynı toplama tüpü içine yerleştirilmiştir. 

 Kolona 700 μl RW1 tamponu eklenmiĢ ve 10.000 rpm‘de 15 saniye santrifüj 

edilmiĢtir. 

 Kolonun alt kısmındaki toplama tüpünde toplanan sıvı dökülmüş ve kolon 

yine aynı tüp üzerine yerleştirilmiştir. 

 Kolona 500 μl RPE tamponu eklenmiĢ ve 10.000 rpm‘de 15 saniye santrifüj 

edilmiĢtir. 

 Önceki iki aĢama aynen bir kez daha tekrar edilmiĢtir. 

 Kolon yeni bir toplama tüpü içine alınmıştır ve 10.000 rpm’de 1 dakika 

santrifüj edilerek kolon içerisindeki tüm sıvının uzaklaşması sağlanmıştır. 
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 Toplama tüpü atılmış ve kolon RNA’nın toplanacağı yeni 1,5 ml’lik 

ependorf tüp içine yerleştirilmiştir. 

 Kolona 50 μl RNase içermeyen su eklenmiĢtir ve 10.000 rpm‘de 1 dakika 

santrifüj edilmiĢtir. 

 Kolon atılmış ve ependorf içinde toplanan 50 μl RNA solüsyonu, testler 

yapılıncaya kadar -80°C’de muhafaza edilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.1. RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Germany) ile bitki dokularından 

toplam RNA ekstraksiyonunun Ģematik anlatımı. 
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3.2.3.3. ds-RNA ile yapılan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 

 

PCR analizleri için dsRNA örneklerinden önce komplementer DNA (cDNA) 

sentezi sağlanmıĢtır. cDNA sentezi gerçekleĢtirmek için her bir örnek için 4 μl ds-RNA 

veya RNA, 1 μl random hegzamer primer (0,2 g/ l) konulmuĢ ve RNase‘dan ari su ile 

12,5 μl‘ye tamamlanmıĢtır. 94 
o
C‘de 5 dakika inkubasyon uygulandıktan sonra tüpler 

buz içerisine 1-2 dk bırakılmıĢ ve üzerine ters trankripsiyon karıĢımı (1X reaksiyon 

tamponu, 10 unite Ribolock Ribonuclease inhibitor, 1 mM dNTP mix, 200 unite M-

MuLV reverse transcriptase) eklenerek toplam 20 μl hacime ulaĢılmıĢtır. Kısa süreli 

santrifüj uygulandıktan sonra 25 
o
C’de 10 dakika, 42 

o
C’de 60 dakika ve 70 

o
C’de 10 

dakika inkubasyon uygulanarak cDNA sentez aşaması tamamlanmıştır. 

PCR iĢlemi Faggioli ve ark (2005)‘na göre bir adımda değil cDNA‘dan PCR 

iĢlemi uygulanarak yapıĢmıĢtır. Her bir reaksiyon karıĢımı toplam 25 μl‘den oluĢmuĢtur 

(Çizelge 3.1).  Tek bir reaksiyon karıĢımında 2 μl cDNA, 0,6 mM virüs spesifik primer 

çifti (Çizelge 3.2), 0,6 mM dNTP, 1,5 mM MgCl2, 1X reaksiyon ortamı ve 0,625 U Taq 

DNA polimeraz (MBI Fermentas, GmbH, Germany) ile hazırlanmıĢtır. Amplifikasyon 

için PCR cihazı 1 döngü 94 °C‘de 3 dakika ve 35 döngü, 94 °C‘de 30 saniye, 55 °C‘de 

45 saniye, 72 °C‘de 45 saniye, son olarak 72 °C‘de 7 dakika olarak programlanmıĢtır. 

 

 

3.2.3.4. Toplam RNA ile Reverse Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

(RT-PCR; Reverse Transcription –Polymerase Chain Reaction) 

 

 

RT ve PCR tek, kesintisiz bir yöntemle (ġekil 3.2) Faggioli ve ark. (2002)‘na 

göre yapılmıĢtır. Her bir reaksiyon karıĢımı toplam 25 μl‘den oluĢmuĢtur (Çizelge 3.1). 

Tek bir reaksiyon karıĢımında cDNA yerine 1-2 μl RNA (1-2 g), 0,6 mM virüs 

spesifik primer çifti (Çizelge 3.2), 0,6 mM dNTP, 1,5 mM MgCl2, 1X reaksiyon ortamı, 

0,625 U Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas, GmbH, Germany) ve revers 

transkripsiyon için 20 U RNase inhibitörü (MBI Fermentas, GmbH, Germany) ve 20 U 

M-MuLV revers transkriptaz enzimi (MBI Fermentas, GmbH, Germany) ile 
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hazırlanmıĢtır. Amplifikasyon için PCR cihazı 1 döngü 94 °C‘de 3 dakika ve 35 döngü, 

94 °C‘de 30 saniye, 55 °C‘de 45 saniye, 72 °C‘de 45 saniye, son olarak 72 °C‘de 7 

dakika olarak programlanmıĢtır. 

 

 

 

 

Şekil 3.2. Revers Trankripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)‘nun Ģematik 

ifadesi 
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Çizelge 3.1. PCR reaksiyon karışımının içerikleri ve konsantrasyonları 

 

Ġçerik  Ambalaj 

konsantrasyonu 
1Xreaksiyon 

(25 μl) 
Son 

konsantrasyon 

Steril d2H2O - 16 μl - 

PCR buffer 10X 2,5 μl 1X 

MgCl2 25 mM 1,5 μl 1,5 mM 

dNTP‘s 10 mM 1,0 μl 0,6 mM 

Primerler (Forward/reverse) 20 M 1+1 μl 0,8 M 

Taq polymerase 5 U/ μl 0.125 μl 0,625 U 

cDNA - 2 μl - 

 

 

3.2.3.5. PCR Sonuçlarının Değerlendirilmesi: Agaroz Jel Elektroforezi 

 

 

PCR ürünlerinin görsel hale getirilmesi amacıyla, reaksiyondan sonra 

ürünler %1-1,5 agaroz jelde elektroforez işlemi yapılmıştır. Elektroforez 1xTAE (Ek 

3).ortamında yapılmış, aynı ortam jelin hazırlanmasında da kullanılmıştır. Jele 2 μl 

yükleme ortamı (6X; 15 ml için 75 mg bromophenol blue, 75 mg xylene cyanol, 18 g 

gliserol, 6 ml 50xTAE) (Ek 3) ile birlikte 10 μl yüklenen PCR ürünleri, 110 V‘da 40 

dakika süreyle elektroforeze tabi tutulmuĢtur. ĠĢlem bittikten sonra jel 1 mg/ml etidyum 

bromid (EtBr) (Ek 3). içeren 1XTAE ortamında 5-10 dakika bekletilerek boyanmıĢtır. 

Daha sonra UV transillümünatörde sonuçlar gözlenerek jel görüntüleme cihazında 

fotoğrafları çekilmiĢtir. 
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Çizelge 3.2. Zeytin ağaçlarında enfeksiyon yapan virüslerin PCR analizlerinde 

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

 

Virüs 

 

Amplikon 

uzunluğu (bp) 

Primer dizilimi (5’-3’) 

OLV1-HA 

OLV1-CA 

299 ACA CAG AAA TCA TAA GTG CC 

CCA TAG CAC CAT CAT ACC 

SLRSV-5D 

SLRSV-3D 

293 CCC TTG GTT ACT TTT ACC TCC TCA TTG TCC 

AGG CTC AAG AAA ACA CAC 

ArMV-5A 

ArMV-3A 

302 TAC TAT AAG AAA CCG CTC CC 

CAT CAA AAC TCA TAA CCC AC 

CLRV-5 

CLRV-3 

416 TGG CGA CCG TGT AAC GGC A 

GTC GGA AAG ATT ACG TAA AAG G 

CMV-CPN5 

CMV-CPN3 

280 ACT CTT AAC CAC CCA ACC TT 

AAC ATA GCA GAG ATG GCG G 

OLRSV-R1 

OLRSV-R2 

356 GAT TGC CAA GGA ATA TGC TG 

CTC CCA ACA AAT GAT TGC TG 

OLV2-H 

OLV2-C 

206 GAA GGT GGC TCG CCT AGA G 

GCC AGG AGT TTG AGC TTT G 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

 

4.1. Arazi çalışmaları ve gözlenen simptomlar 

 

 

Mardin ilinin 3 ilçesinden zeytin örnekleri toplanmıĢtır (Çizelge 4.1). Sörveyler 

sırasında toplam 35 bahçe ziyaret edilmiĢ ve 170 adet zeytin örneği toplanmıĢtır. 

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

üstü) oluĢmuĢtur (ġekil 4.1, 4.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.1. Mardin ili Derik ilçesindeki eski bahçelerin bulunduğu vadiden genel 

görünüm.  

 

Yapılan sörveylerde zeytin ağaçlarının büyük bölümünde herhangi bir simptom 

görülmezken en çok karĢılaĢılan simptomlar yapraklarda deformasyonlar, yaprak 

kenarlarının dıĢa doğru kaĢık gibi kıvrılması, yaprak burulması ve klorotik halkalı 

lekeler Ģeklinde olmuĢtur (ġekil 4.3). Virüs enfeksiyonları tespit edilen zeytin 

ağaçlarında genellikle herhangi bir simptom gözlenmediği, bu enfeksiyonların latent 

olarak bulunduğu bildirilmiĢtir (Martelli, 1999; Faggioli ve ark., 2005; Loconsole ve 

ark., 2010). Ancak, SLRSV çilek ve diğer konukçularında genellikle latent olarak 
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bulunsa da, zeytin yapraklarında Ģiddetli daralma ve kıvrılmalara, meyvelerde 

deformasyona ve verim azalmasına neden olduğu gözlenmiĢtir (Faggioli ve ark., 2002; 

Çağlayan ve ark., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.2. Mardin ilinde A) YaĢlı ağaç B) Genç ağaç ve C) Dara antik kent bölgesindeki 

yaklaĢık 10-30 yıllık zeytin ağaçları 

 

 

 

 

A B 

C 
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Şekil 4.3. Zeytin ağaçlarında virüs enfeksiyonları ile iliĢkili olabilecek, en yaygın 

simptomlar A) yaprak burulması, B) yaprak kenarlarının dıĢa doğru kaĢık gibi 

kıvrılması, C, D, E) yapraklarda deformasyonlar, E, F) yapraklarda klorotik 

halkalı lekeler 

 

 

 

 

 

A 
B 

D C D 

E F 
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Çizelge 4.1. Mardin ilinden toplanan zeytin örneği ve ilçelere göre örnek miktarları 

 

İl-ilçeler Bahçe sayısı Test edilen örnek sayısı 

-Mardin Merkez 

-Kızıltepe  

-Derik  

5 25 

13 49 

17 91 

Toplam 35 170 

 

 

4.2. Serolojik Testler (DAS-ELISA) 

 

 

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

DAS-ELISA’ya tabi tutulmuştur. ELISA testlerinde tüm virüsler için pozitif kontrol 

örnekler reaksiyon verirken, test edilen örneklerin hepsinde negatif kontrol örnekte 

okunan absorbans değerlerinin iki katı elde edilmemiştir. Bu sonuca göre testlenen 

zeytin örnekleri DAS-ELISA yöntemine göre testlenen virüsler açısından negatif olarak 

değerlendirilmiştir.  

 

 

4.3. Çift kollu RNA (dsRNA) analizleri 

Zeytin örneklerinin kortikal dokularından elde edilen dsRNA‘ların elektroforetik 

analizleri sonucunda 170 örnekten 41 adedinde dsRNA profilleri görülmüĢtür (ġekil 4.4, 

4.5).  Elde edilen dsRNA bandlarının çoğunluğu zayıf görünümlü olmuĢtur. Bu profiller 

10 gr bitki dokusundan elde edilmesine rağmen, dsRNA konsantrasyonunun bitkilerde 

oldukça düĢük olduğunu ortaya koymaktadır. Bu profiller içerisinde birden fazla 

dsRNA içeren olduğu gibi tek dsRNA içerenler de mevcuttur. Kullanılan Lambda DNA 

EcoRI/HindIII DNA markörünün 15.000-20.000 bp seviyesine yakın olan band en 

büyük fragment olup 37 örnekte bulunmuĢtur. Bu fragmentin dıĢında örneklerde 8 

örnekte 5000 bp seviyesinde, 7 örnekte 2000 bp seviyesinde bandlar tespit edilmiĢtir. 

Sabanadzovic ve ark. (1999) yaptıkları çalıĢmada Olive leaf yellowing-associated virus 

(OLYaV)‘da 15.000 bp seviyesinde dsRNA profilleri tespit ettiklerini bildirmiĢlerdir. 
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AraĢtırılan örneklerde tespit edilen 15.000 bp seviyesindeki band bu virüsle iliĢkili 

olabilir. Ancak, bu çalıĢma kapsamında bu virüs örneklerde araĢtırılmamıĢtır. Bunun 

dıĢında zeytin ağaçlarında enfeksiyon yaptığı bilinmeyen virüsler olabileceği de göz 

önünde bulundurulursa elde edilen dsRNA profillerinin bu virüslerle de iliĢkili 

olabileceği düĢünülebilir. Nitekim son yıllarda, zeytinlerde Tymoviridae familyasından 

Olive latent virus-3 (OLV-3) tanımlanmıĢtır (Al Abdullah ve ark., 2009). 

 

 

4.4. Çift kollu RNA (dsRNA) örnekleriyle PCR analizleri 

 

 

dsRNA analizinde 41 örnekte belirlenen profillerin hangi virüse ait olduğunu 

belirlemek amacıyla tüm dsRNA örnekleri araĢtırılan virüsler açısından PCR iĢlemine 

tabi tutulmuĢtur. dsRNA‘dan cDNA‘ların sentezlenmesiyle gerçekleĢtirilen PCR 

iĢlemlerinde test edilen 7 virüse karĢı örneklerde reaksiyon veren olmamıĢ, hepsinin bu 

virüsler açısından negatif olduğu tespit edilmiĢtir. Tüm testlerde pozitif kontrollerde 

beklenen seviyelerde fragment elde edilirken kontrolde de elde edilmemiĢtir (ġekil 4.6, 

4.7, 4.8). zeytin ağaçlarında bu çalıĢma kapsamında araĢtırılan virüs hastalıklarının 

dıĢında Olive vein yellowing-associated virus (OVYaV), Olive yellow mottling and 

decline associated virus (OYMDaV), Tobacco mosaic virus (TMV), Olive semilatent 

virus (OSLV), Olive leaf yellowing-associated virus (OLYaV) ve Tobacco necrosis 

virus-D (TNV-D= Olive mild mosaic virus; OMMV) gibi virüs enfeksiyonları da 

bildirilmiĢtir (Poggi Pollini et al, 1996; 2002). dsRNA profillerinde gözlenen bantların 

bu virüs etmenleriyle iliĢkili olabileceği düĢünülebilir. 
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Şekil 4.4. Zeytin dallarının kortikal dokularının kullanıldığı dsRNA analizi sonucu elde 

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

EcoRI/HindIII DNA ladder (MBI Fermentas, Almanya) 
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Şekil 4.5. Zeytin dallarının kortikal dokularının kullanıldığı dsRNA analizi sonucu elde 

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

EcoRI/HindIII DNA ladder (MBI Fermentas, Almanya).  
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Şekil 4.6. dsRNA örnekleriyle gerçekleĢtirilen PCR analizlerinin sonuçları. +K pozitif 

kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas, 

Almanya) 
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Şekil 4.7. dsRNA örnekleriyle gerçekleĢtirilen PCR analizlerinin sonuçları. +K pozitif 

kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas, 

Almanya) 
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Şekil 4.8. dsRNA örnekleriyle gerçekleĢtirilen PCR analizlerinin sonuçları. +K pozitif 

kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas, 

Almanya) 

 

 

4.4. Toplam RNA örnekleriyle PCR analizleri 

 

 

Zeytin virüslerinin bitki dokusunda konsantrasyonlarının çok düĢük olduğu ve 

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

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

zeytin sürgünlerinin gövdesindeki floem dokularından kazıma yöntemi ile 1 gr doku 

alınmıĢ ve sıvı azotta ezilmiĢtir, içerisinden 0.1 gr‘ı ekstraksiyonda kullanılmıĢtır. 

Zeytin virüslerinin testinde kullanılan Qiagen ekstraksiyon kiti en iyi sonuç 

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

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

verdiği bildirilmiĢtir (Al Abdullah ve ark., 2009; Loconsole ve ark., 2010). AraĢtırıcılar 

diğer yöntemlerle ekstraksiyonların virüs testinde sorun yarattığını ve yanlıĢ negatif 

sonuçlar verdiğini ifade etmiĢtir. 

Mardin ili zeytin alanlarından toplanan örnekler ile RT-PCR çalıĢmalarına 

baĢlamadan önce, pozitif olduğu bilinen zeytin örnekleri kullanılarak laboratuarda 

sistem kurma çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bu amaçla pozitif zeytin sürgünleri ve ELISA kiti 

liyofilize pozitif örneklerinden Qiagen ekstraksiyon kiti kullanılarak toplam RNA 
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ekstraksiyonu yapıldı. Pozitif örnekler ile yapılan RT-PCR analizleri sonucunda; CMV 

(280 bp), CLRV (416 bp), SLRSV (293 bp), ArMV (302 bp), OLV-1 (299 bp), OLV-2 

(206 bp) ve OLRSV için (356 bp), beklenen spesifik DNA bant uzunlıkları görülmüĢtür 

(ġekil 4.9). 

Daha önce yapılan çalıĢmalarda RNA ekstraksiyonlarından doğrudan RT-PCR 

ve 1/10 sulandırılarak yapılan RT-PCR çalıĢmaları arasında fark görülmemiĢtir (Yalçın, 

2008). Bu nedenle yapılan RT-PCR çalıĢmalarında RNA sulandırılmadan tek aĢamalı 

PCR Ģeklinde gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Toplam RNA‘dan gerçekleĢtirilen PCR iĢlemlerinde test edilen 7 virüse karĢı 

örneklerde reaksiyon veren olmamıĢ, hepsinin bu virüsler açısından negatif olduğu bu 

yöntemle de tespit edilmiĢtir (ġekil 4.10, 4.11, 4.12, 4.13.). Tüm testlerde pozitif 

kontrollerde beklenen seviyelerde fragment elde edilirken su kontrolden elde 

edilmemiĢtir  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9. AraĢtırılan virüslerle enfekteli zeytin dokuları ile RT-PCR sistem kurma 

çalıĢmaları. M: Markır (MBI Fermentas (GmbH, Almanya) 100 bp DNA ladder, 

1: CMV pozitif kontrol (280 bp), 2: CLRV pozitif kontrol (416 bp), 3: SLRSV 

pozitif kontrol (293 bp), 4: ArMV pozitif kontrol (302 bp), 5: OLV-1 pozitif 

kontrol (299 bp), 6: OLV-2 pozitif kontrol (206 bp), 7: OLRSV pozitif örnekler 

(356 bp), W: su kontrol 
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Dünyada yapılan çalıĢmalar sonucunda zeytinde ilk CMV enfeksiyonları 

Ġtalya‘dan (Savino ve Galitelli, 1983) daha sonra Portekiz (Rei ve ark., 1993) ve 

Ġspanya‘dan (Bertolini ve ark., 2001a) bildirilmiĢtir. Yapılan ilk çalıĢmalarda CMV 

zeytin ağaçlarında sınırlı yayılma gözterirken, son yıllarda daha geniĢ alanlardan; %22.7 

oranında Süriye‘de (Al Abdullah ve ark., 2005), %37,7 oranında Californya‘da (Al 

Rwahnıh ve ark., 2011), %25.7 oranında Tunus‘ta (El Aır ve ark., 2011) ve %24.7 oranı 

ile Mısır‘dan (Youssef ve ark.,2010) bildirilmiĢtir. Ülkemizde ELISA testi ile Ege 

bölgesinde yapılan eski bir çalıĢmada; zeytinde CMV enfeksiyonu yaprakta %24, 

çiçekte ise %21.9 olarak bildirilmiĢtir (Fidan ve Ertem, 1995). Çok geniĢ bir konukçu 

dizisine sahip olan bu virüs 60‘tan fazla afit türü (Acyrthosiphon pisum, Aphis 

craccivora ve Myzus persicae vb.) ile non-persistent taĢınabilinmektedir. Bu virüs 

vejatatif üretim materyalleri olan aĢı, aĢı gözü, aĢı kalemi, tohum v.b yollar ile 

taĢınabildiği bildirmiĢtir.  

 

 

 

 

Şekil 4.10. Toplam RNA‘dan gerçekleĢtirilen PCR analizlerinin sonuçları. +K pozitif 

kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas, 

Almanya). 
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Şekil 4.11. Toplam RNA‘dan gerçekleĢtirilen PCR analizlerinin sonuçları. +K pozitif 

kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas, 

Almanya). 
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Şekil 4.12. Toplam RNA‘dan gerçekleĢtirilen PCR analizlerinin sonuçları. +K pozitif 

kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas, 

Almanya). 
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Şekil 4.13. Toplam RNA‘dan gerçekleĢtirilen PCR analizlerinin sonuçları. +K pozitif 

kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas, 

Almanya) 

 

 

 

OLV-1 ilk olarak Güney İtalya’nın Apulia kentinde siptomsuz bir zeytin 

ağacından mekanik inokulasyonla izole edilmiştir (Galitelli ve Savino, 1985). Diğer 

OLV-1 enfeksiyonu 1998 yılında Felix ve Clara tarafından Portekiz’de zeytin 

meyvelerinden elde edilen ekstraktlarla inokule edilen simptomlu Nicotiana bentamiana 

bitkilerinden kaydedilmiştir (Felix ve ark., 2005). Yıllarca virüs sadece Avrupa’nın 

Akdeniz bölgelerinde sınırlı kalmışken 1995 yılında Ürdün’de zayıf zeytin ağaçlarında 

tespit edilmiştir (Martelli ve ark., 1995). Daha sonra %34.3 oranında Tunus‘ta (El Aır 
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ve ark., 2011) ve %5.7 oranında Mısır‘dan (Youssef ve ark.,2010) bildirilmiĢtir. 

Ülkemiz Doğu Akdeniz bölgesinde zeytinde yapılan bir çalıĢmada OLV-1 tespit edilmiĢ 

ve bu izolatların turunçgillerden elde edilen izolat ile homoloji gösterdiği tespit 

edilmiĢtir (Yalçın, 2008). 

OLV-2 ilk olarak italya‘da tespit edilmiĢ ve herhangi bir yayılma tespit 

edilmemiĢti (Savino ve ark., 1984) ancak son yıllarda yapılan çalıĢmlarda 

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

ve ark., 2007) %6.9 oranı ile Tunus‘ta (El Aır ve ark., 2011) ve %2.7 oranı ile Mısır‘dan 

(Youssef ve ark.,2010) bildirilmiĢtir. Bromoviridae familyasının Oleavirus cinsinin 

monotipik bir türü olan OLV-2 son yıllarda yapılan çalıĢmalar ile akdeniz havzasında 

yayılımı artmıĢtır. Yunanistan‘da yapılan bir çalıĢmada OLV-2‘nin zeytinden farklı bir 

konukçu olan gene otunda bildirilmiĢtir (Grieco ve ark., 2002). Ülkemizde ise Doğu 

Akdeniz bölgesinde bu virüs araĢtırılmıĢ ancak tespit edilmemiĢtir (Yalçın, 2008), 

ülkemizde bu çalıĢmanın dıĢında bir kayıt bulunmamaktadır. 

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

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

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

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

son çalıĢmalar ile bu virüsün daha geniĢ alanlara yayıldığı görülmektedir. 

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

enfeksiyonu %23 oranında (Çağlayan ve ark., 2004) bildirilmiĢtir. RT-PCR yöntemi 

kullanılarak yapılan bazı çalıĢmalar neticesinde  %15 oranında Suriye‘de (Al Abdullah, 

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

ve ark., 2005), %13.1 oranında Tunus‘ta (El Aır ve ark., 2011), %4.7 oranında Mısır‘da 

(Youssef ve ark.,2010) ve Hırvatistan‘dan 25 simptomlu örneğin 6‘sında (Luıgı ve 

ark.2011) bildirilmiĢtir. CLRV zeytinlerde simptom vermezken zeytin ağaçlarında 

ekonomik kayba yol açtığına dair bir kayıt yoktur.  

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

zeytinde enfeksiyon yaptığı bildirilmiĢtir. Daha sonra yapılan çalıĢmalarda ise; DAS-

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

Suriye‘de %0.7 (Al Abdullah ve ark., 2005), %0.3 oranında Lübnan‘da (Fadel ve ark., 

2005) ve son olarak %0.7 oranında Mısır‘daki (Youssef ve ark.,2010) zeytin ağaçlarında 
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enfeksiyon yaptığı rapor edilmiĢtir. ArMV‘nin geniĢ bir konukçu dizisi sahip olmasına 

rağmen yapılan çalıĢmalarda oldukça düĢük seviyede kaldığı görülmektedir. ArMV‘nin 

zeytin ağaçlarında çok az rastlanma sebebi; bu virüsün düğer konukçularının zeytin 

bahçelerinde bulunmadığından dolayı bu virüs az yayılım gösterdiği kanısıa varılmıĢtır. 

Bu virüs zeytin ağaçlarına enfekteli üretim materyali vasıtası ile bulaĢtığı 

düĢünülmektedir.  

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

yılında Ġtalya‘da tespit edilmiĢ ve daha sonraları RT-PCR ile Portekiz‘de (Henriques ve 

ark., 1992; Rei ve ark., 1993), Ġspanya‘da (Bertolini ve ark.,1998) ve DAS-ELISA ile 

Türkiye‘de (Çağlayan ve ark., 2004) araziden alınan zeytin örneklerinde teĢhis 

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

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

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

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

geliĢen moleküler teknikler (RT-PCR) kullanılarak yapılan sörvey çalıĢmalarında %5.7 

oranında Suriye‘de (Al Abdullah ve ark., 2005), %0.3 oranında Lübnan‘da (Fadel ve 

ark., 2005), %7.4 oranında Tunus‘ta (El Aır ve ark., 2011) ve  %2.3 oranında  Mısır‘dan 

(Youssef ve ark.,2010) SLRSV enfeksiyonları tespit edilmiĢtir.  
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5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

 

Vejetatif olarak çoğaltılan diğer bitkiler gibi zeytinler de çoğaltma materyalinde 

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

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

yönde etkiler. Yeni bahçelerin temiz üretim materyali ile oluĢturulması ileride alınacak 

ürünün kalitesi ve tesisin ekonomik ömrü bakımından çok önemlidir.  

Sağlıklı zeytin üretim materyali sağlama konusunda bazı Avrupa ülkelerinde 

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

etmenlerinin yayılımını engellemek amacı ile çeĢitli sertifikasyon çalıĢmalarına 

baĢlanmıĢtır. Viral hastalıklarla enfekteli bitkilerden sağlam üretim materyali elde 

etmek oldukca zordur. Ancak farklı yöntemler kullanarak (örneğin; ısı terapisi, 

meristem ucu kültürü, mikro aĢılama yöntemleri) virüsten ari üretim materyali üretmek 

imkansız değildir. Ġtalya‘da yapılan bazı baĢarılı  çalıĢmalarda CLRV ve OLYaV‘nin ısı 

uygulaması ve sürgün ucu kültürü yöntemleri kullanılarak elemine edildiği bildirilmiĢtir 

(Bottalico ve ark., 2002). Zeytinde enfeksiyon yaptığı belirlenen virüslerin bazıları 

örneğin; SLRSV, ArMV ve TNV gibi virüsler toprak kökenlidir. TMV gibi bazı virüsler 

doğrudan veya CMV gibi vektör böcekler aracılığıyla veya vejatatif üretim materyalleri 

yoluyla, CLRV ve OLV-1 gibi bazı virüsler de tohumla taĢınarak yayılırlar. Bu bilgiler 

dıĢında arazi koĢullarında zeytin virüslerinin epidemiyolojisi ve zeytin ağaçlarındaki 

virüslerin ekonomik açıdan önemleri hakkında yapılan bir araĢtırma olmadığı için 

virüslerin bitkilerde meydana getirdiği verim ve kaliteye etkileri üzerinde herhangi bir 

bilgi mevcut değildir. 

Yurdumuzda her geçen gün zeytin yetiĢtiriciliği yapılan alanlar artmakta fakat 

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

yeterli çalıĢma bulunmamaktadır. Bu nedenle zeytin virüslerinin yetiĢtiricilik yapılan 

alanlarda enfeksiyon durumlarının belirlemesi, fidanlıkların virüsler açısından taranması 

virüslerin yayılımında önem arz etmektedir.  

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

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

yöntemlerle test edilmiĢ ve test edilen örneklerin bu virüsler açısından negatif olduğu 
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dört ayrı test ve analiz yöntemi ile tespit edilmiĢtir. dsRNA yöntemi ile elde edilen 

dsRNA profillerinin hangi virüsler tarafından oluĢturabileceğinin daha ileri çalıĢmalarla 

araĢtırılması gereklidir. Bu nedenle, mevcut örneklerin TMV, TNV, OVYaV, 

OYMDaV, OSLV, OLYaV, OMMV, OLV-3 virüslerine karĢı da test edilmesi 

gerekmektedir.  

Mardin ilinde yetiĢtirilen zeytin ağaçlarında yürütülen bu çalıĢma ile bu 

bölgedeki zeytin ağaçlarının sağlık durumları hakkında ilk veriler elde edilmiĢtir. Bu 

çalıĢmanın daha geniĢ alanlarda, zeytinde enfeksiyon yaptığı bilinen tüm virüs 

etmenlerine karĢı araĢtırılacağı projelerle devam ettirilmesi önerilmektedir.  
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EKLER 

 

 

EK 1. ELISA TESTİNDE KULLANILAN TAMPON ÇÖZELTİLER 

 

 

1. Fosfat Tamponu Salin (Phosphate Buffered Saline-PBS) pH: 7.4 

 

 

NaCl     8.0 g 

KH2PO4      0.2 g 

Na2HPO4 12 H2O veya   2.9 g 

Na2HPO4 7H2O    2.3 g 

Na2HPO4 2H2O    1.44 g 

Na2HPO4 (Susuz)    1.15 g 

KCl     0.2 g 

NaN3      0.2 g 

 

Yukarıda verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH‘sı 0.1 NaOH veya 0.1 N 

HCl ile ayarlanmıĢ ve 4 ºC‘de saklanmıĢtır. Bu tampon çözelti 5 veya 10 kat konsantre 

olarak stok çözelti Ģeklinde hazırlanıp saklanabilir ve gerekli olduğunda aynı oranda 

sulandırılıp kullanılabilir. 

 

 

2. Kaplama Tamponu (Coating Buffer) pH: 9.6 

 

 

Na2CO3      1.59 g 

NaHCO3     2.93 g 

NaN3      0.2 g 

Yukarıda verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH‘sı ayarlanmıĢ ve 4 ºC‘de 

saklanmıĢtır. Ancak her kullanımda pH kontrol edilmiĢtir. 
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3. Yıkama Tamponu (Washing Buffer) 

 

 

1 litre PBS tamponuna 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazırlanmıĢtır. 

 

 

4. Örnek Tamponu (Sample Buffer) 

 

 

1 litre tampon çözeltisi içerisine 20 g (%2) Polyvinylpyrolidone 40.000 (PVP-40) 

ilaveedilerek hazırlanmıĢtır (1 ay içerisinde kullanılmak üzere 4 ºC‘de saklanabilir). 

 

 

5. Enzim Konjugat Tamponu (Enzyme Conjugate Buffer) 

 

 

1 litre örnek tamponu içine 2 g (%2) Ovalbumin (egg albumin) ilave edilerek 

hazırlanmıĢtır (1 ay içerisinde kullanılmak üzere 4 ºC‘de saklanabilir). 

 

 

6. Substrat Tamponu (Substrat Buffer) pH: 9.8 

 

 

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su içerisine ilave edilir. Sonra 0.2 g NaN3 

eklenir ve HCl ile pH 9.8‘e ayarlanarak 1 litreye tamamlanır (karanlıkta 4 ºC‘de 

saklanabilir ancak kullanılmadan önce pH kontrol edilmelidir). 
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EK 2 ds-RNA ANALİZLERİNDE KULLANILAN TAMPON ÇÖZELTİLER 

 

 

1. % 0.1 DEPC (diethylpyrocarbonate) Uygulanmış Su Hazırlanışı 1000 ml 

 

 

% 0.1 DEPC‘ li su için 1 lt suya 1 ml DEPC eklenir. Ġyice karıĢtırılır. Tüm gece 

bekletildiktilir. Otoklav edildikten sonra kullanılır. 

 

 

2. 0.1M BENTONİTE Hazırlanışı (45 mg/ml konsantrasyonda) 100 ml 

 

 

KH2PO4      1.36 gr 

Bentonit     4.50 gr 

 

Kimyasalları tartıktan sonra 100 ml ye tamamlanır. Ġçerisine % 0.1 DEPC 

eklenir (100 μl / 100ml için). Manyetik karıĢtırıcı ile tüm gece karıĢtırılır. Otoklav 

edilir. 

 

 

3. TE Buffer Hazırlanışı 7.5 pH 100 ml 

 

 

10 mM Tris     0.121 gr 

1 mM EDTA     0.0372 gr 

 

% 0.1 DEPC uygulanmıĢ su ile 100 ml tamamlanır. pH 7.5‘ e ayarlanır otoklav 

edildikten sonra kullanılır. 
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10X STE Stok Solüsyonu Hazırlanışı pH 7.4 1000 ml 

 

 

1 M NaCl     58.8 gr/lt 

0.5 M Tris     60.5 gr/lt 

0.01 M EDTA    3.72 gr/lt 

 

900 ml % 0.1 DEPC uygulanmıĢ suda eritilir. pH 7.4‘ e HCl (saf) ile 

ayarlandıktan sonra 1000 ml‘ ye tamamlanır. Otoklav edildikten sonra kullanılır. 

 

 

4. 3 M NaOAc Hazırlanışı pH 5.5 100 ml 

 

 

40.81 gr NaoAc 80 ml % 0.1 DEPC uygulanmıĢ suda eritilir. pH 5.5‘ e glacial 

acetik asid ile ayarlanır.100 ml‘ ye tamamlanır. Otoklav edildikten sonra kullanılır.  

 

 

5. % 10 SDS Hazırlanışı 1000 ml 

 

 

Sodium dodecyl sulfate   100 gr  

 

1 lt‘ Distile suda eritir ve kullanılır. 
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6.  ds-RNA Analizleri İçin 2XSTE ile Doyurulmuş Fenol Hazırlama  

 

 

— 0.1 Hydroxyquiaoline fenole eklenir. (1kg fenol için 1 gr) 

— 1:1 oranında steril % 0.1 DEPC uygulanmıĢ su ile koyu renkli ĢiĢede çalkalanır.  

— 4 saat veya tüm gece beklet.  

— Ertesi gün iki faz olmuĢ olur, üstteki sıvı fazı uzaklaĢtır ( yüzeyde 1 cm 

yüksekliğinde su kalabilir. Hepsini uzaklaĢtırmaya gerek yok).  

— UzaklaĢtıran sıvı miktarını belirle ve eĢit hacimde 2XSTE fenole eklenir.  

— ġiddetle karıĢtırılır ve 2 saat veya tüm gece beklet  

— Üstteki sıvı fazı uzaklaĢtır (yüzeyde 1 cm yüksekliğinde su kalabilir. Hepsini 

uzaklaĢtırmaya gerek yok).  

— UzaklaĢtıran sıvı miktarını belirle ve eĢit hacimde 2XSTE fenole eklenir.  

— 2 saat veya tüm gece beklet. Üstteki sıvıyı uzaklaĢtır ve fenolü +4 ºC‘de 

muhafaza edilir. 
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EK 3. PCR ANALİZLERİNDE KULLANILAN TAMPON ÇÖZELTİLER 

 

 

1. 50 X TAE 100 ml stok için 

 

 

Trizma base      24.2 

0.5 M EDTA pH 8.0     10 ml 

0.6 glacial acetic acide    5.71 ml 

 

Otoklav edilir, oda sıcaklığında saklanır. 

 

 

2. Yükleme Ortamı 15 ml 6X stok için 

 

 

Bromophenol blue     150 mg 

Glycerol      18 g 

50X TAE      6 ml 

 

-20ºC‘de saklanır. 

 

 

3. Ethidium Bromide Solüsyonu 1 mg/ml 200 ml stok için 

 

 

1X TAE      200 ml  

Ethidium Bromide    200 μl (son konsantrasyon 1 mg/ml)  

 

Koyu renkli bir kap içinde karanlık ortamda oda sıcaklığında saklanır. 5-10 

defayakadar aynı solüsyon kullanılabilir. Daha sonraki kullanımlar için tazelenmelidir. 

 


