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OZET

MARDIN iLi ZEYTIN ALANLARINDA BAZI VIRUSLERIN VARLIGININ
MOLEKULER TEKNIiKLERLE SAPTANMASI

Gilineydogu Anadolu bdlgesinde yer alan Mardin il ve ilgelerindeki zeytin
agaclarindan toplam 170 siirgiin 6rnegi alinmis ve alinan ornekler Olive latent-1 virus
(OLV-1, Zeytin latent-1 viriis), Olive latent-2 virus (OLV-2, Zeytin latent-2 virisii),
Cherry leaf roll virus (CLRV, Kiraz yaprak kivrilma viriisii), Arabis mosaic virus
(ArMV, Arabis mozayik virlis), Strawberry latent ringspot virus (SLRSV, Cilek latent
halkali leke virlsii), Olive latent ringspot virus (OLRSV, Zeytin latent halkali leke
viriisii) ve Cucumber mosaic virus (CMV, Hiyar mozayik virlisii)’line kars1t ELISA, Cift
kollu RNA (dsRNA) analizi, dsSRNA’dan PCR analizleri ve Revers transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile test edilmistir. ELISA ve PCR analizlerinde
tim Ornekler negatif olarak tespit edilirken, dSRNA anlizlerinde 41 6rnekte dsRNA
profilleri tespit edilmistir. Test edilen zeytin Ornekleri arastirilan viriisler agisindan
saglikli bulunurken, zeytin agaclarin1 enfekte ettigi bilinen diger virlis hastaliklar
acisindan da test edilmesi gerektigi sonucuna ulasilmistir.

2012, 80 Sayfa

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



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 dsSRNA 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.

Key Words: ELISA, dsRNA, RT-PCR, Olive, Virus
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1.GIRIS

Zeytin gegmisten gliniimiize birgok kiiltlirde, birgok efsanede ve tek tanrili ii¢ biiytlik
dinin kutsal kitaplarinda yer aliyor olmasi nedeniyle diger meyveler arasinda 6zel bir yere
koymustur. Zeytin Nuh Tufan1 efsanesinde vurgulanmis daha sonralar1 Yunan mitolojisinde
tanrilar tarafindan insanlara verilen bir hediye olarak nitelendirilmistir. Eski Misir, Roma
ve Yunan medeniyetlerinde zeytinyagina bazi ot ve ¢icekler karistirilip ilag ve kozmetik
yapiminda kullanilmis ve olimpiyat oyunlariin herhangi bir dalinda bir yarigsmay1 kazanan
atlet zeytin yapraklarindan yapilmis bir tag ile onurlandirilmistir. Tarihte zeytin dali barisi,
medeniyeti ve bereketi temsil etmistir. Akdeniz insaninin uzun ve saglikli yagsamasini 300-
400 y1l 6miir siirebilen ve baz1 kaynaklarda 1000, hatta 3000 yasinda “Hayat agac1” ya da
“Olmez agag¢” olarak adlandirilan zeytin agaglarindan elde edilen iiriinleri tiiketmelerine
baglamislardir.

Oleacea familyasinin bir iiyesi olan zeytin (Olea europaea L.) yiizyillarca dnemini
yitirmemis ve 21. yiizyilin bitkisi olarak diisiiniilen zeytin bitkisinin anavatani olarak iki
farkli goriis ortaya atilmistir. En yaygin ve kabul goren goriis; Gilineydogu Anadolu
Bolgesi’ni de igine alan Yukari Mezopotamya ve Giiney On Asya’da yer alan Mardin,
Hatay, Suriye, Filistin ve Kibris adasini igerisine alan bolge kabul edilmektedir. Diinya’ya
da Anadolu’dan Akdeniz iilkelerine ve Diinya’nin degisik yerlerine yayilmistir. Diger goriis
ise; Misir, Kuzey Afrika’nin Atlas Daglari kesiminden yayildigidir. Ancak, orijini ne olursa
olsun Kutsal zeytin agaci; Akdeniz uygarliginin semboliidiir. Tiim diinyada yaklasik 900
milyon agactan % 98’ 1 Akdeniz ¢anaginda yer almaktadir. Bir Akdeniz {ilkesi olan
tilkemizin nerdeyse tiim kiy1 bolgelerinde ve bazi mikro klima 6zelligi gosteren alanlarinda
zeytine rastlanmaktadir (Sekil 1.1).

Zeytin tiirlerine bagl olarak meyve agirliginin % 20-30” u yagdan ibarettir. Nisan-
mayis aylar1 arasinda yesilimsi-beyaz renkli gigekler acar, kisin yapraklarii dokmeyen bir
meyvedir. Govdeleri ¢ok dall1 bir agaccik olan zeytinin meyvesi onceleri yesil, daha sonra
mor ve siyah renge doniisiirler. Killi, kiregli ve su gegirebilen topraklarda iyi yetisir.

Engebeli ve yamag, fakat 1lik riizgarli yerleri sever. Zeytin agaci, yapragindan ¢ekirdegine



cok degerlidir. Zeytin agaci; yerine gore siis, yerine gore yiyecek, yerine gore yakacak
olurken, giinlimiizde giderek artan bir sekilde, hastaliklara karsi ilag ve kozmetikte, temel
madde olarak kullanilmaktadir. Zeytinin sagliga faydalar1 ise; yapisi su, protein, yag,
seliiloz, fosfor, kiikiirt, kalsiyum, klor, demir, bakir, manganez ve vitaminlerden meydana
gelir. A, D, E ve K vitamini icerigi ile viicutta antioksidan etkisi gosterir, hiicrelerin
yenilenmesini hizlandirir. Zeytinyagr yaslanmayr genel olarak geciktirdigi gibi,
yaslanmanin doku, organ ve beyin fonksiyonlar1 iizerindeki etkisini de yavaslatir. Yiiksek
oranda doymamis yag igerdiginden, kotii huylu kolesterol seviyesini diigiiriicken, iyi huylu
kolesterol seviyesine etki etmez ve kalp hastaliklarinin olugmasini Onler. Kemiklerin
giiclenmesine katkida bulunur. En kolay hazmedilen yag oldugundan, tam anlamiyla mide
dostudur. Yemeklerden oOnce igildiginde mide c¢eperini kaplayip, gastrit ve ilser gibi
hastaliklara yakalanma riskini onler. Zeytinyagi, kat1 ve sivi tiim yaglar arasinda en kolay
hazmedilen yagdir. Yeni dogmus bebeklerin beyin gelisimi igin gerekli olan linoleik asit
orani zeytinyaginda yiiksek seviyede oldugundan, bebek bekleyen ve emzikli annelerin

beslenmesi i¢in en uygun yagdir.

Sekil 1.1. Tiirkiye’de zeytin yetistiriciligi yapilan alanlar (1. Ege, 2. Marmara, 3. Akdeniz,
4 Gilineydogu Anadolu, 5. Karadeniz bolgeleri. Numaralar bolgelerin agag sayisi ve
iiretim miktarlarina gore ¢coktan aza dogru verilmistir.)



Zeytincilikte Ispanya ve Italya iilkeleri basta gelmektedir. Yunanistan, Fas, Tiirkiye,
Suriye; Tunus, Misir, Portekiz ve Cezayir diger 6nemli zeytin iireticisi lilkelerdir. Tiirkiye;
diinya zeytin yetistiricilik alan1 ve zeytin lretiminde 5. siradadir. Diinyada zeytinin
yetistirildigi toplam alan 9.398,623 ha olup sirasiyla Ispanya, Tunus, Italya, Yunanistan,
Tiirkiye, Fas ve Suriye takip etmektedir (Sekil 1.2.). Diinya zeytin iiretim miktar1 ise
20.578,186 ton olup iiretimde Ispanya, Italya, Yunanistan, Fas, Tiirkiye, Suriye ve Tunus
olarak siralanmaktadir (Sekil 1.3.) (Anonymous, 2010).

Ulkemizde zeytincilik agirlikli olarak Ege, Marmara, Akdeniz, Giineydogu Anadolu
ve az da olsa Karadeniz bdlgelerinde yapilmaktadir. Tiirkiye zeytin varlig1 8.261,993 dekar
alanda 111.397.831°1 meyve veren, 45.757.988’1 de meyve vermeyen olmak iizere toplam
157.155.819 adet zeytin agact bulunmaktadir. Tiirkiye toplam zeytin iiretimi 1.415.000 ton
olarak gerceklesmistir. Calismanin yapildigi Mardin ilinde 19,235 dekar alanda 252.030’u
meyve veren 1.201.200°i ise meyve vermeyen yasta olan toplam 1.453.230 zeytin
agacindan 5.742 ton iirlin elde edilmektedir (Anonim, 2011).

Sekil 1.2. Zeytin tiretiminin yapildig1 alanin tilkelere gore dagilimi (Anonymous, 2010).



Zengin bir c¢esit potansiyeline sahip Tirkiye’de, yaglik ve sofralik olarak
degerlendirilmeye elverisli, degisik bdolgelere ait 28 zeytin c¢esidinin yaygin olarak
yetistiriciligi yapilmaktadir. Mardin’de Halhali (Derik), Aglis, Belluti, Hursuki, Mavi ve
Zoncuk, cesitleri uzun yillardir yetistirilen yerel gesitlerdir. Bolgede zeytincilik her gegen
giin 6nem kazanmakta ve yeni plantasyonlar olusturulmaktadir. Bolgeye giren yabanci

cesitler ise; Kilis, Nizip, Gemlik ve Ayvalik ¢esitleridir (Anonim, 2012).
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Sekil 1.3. Zeytin tiretiminin tilkelere gore dagilimi (Anonymous, 2010)

Diinyada ve Tiirkiye’de yapilan ¢alismalar neticesinde zeytinde birgok hastalik ve
zararl tespit edilmistir. Tiirkiye’de zeytinde yapilan ¢aligmalar neticesinde elde edilen
veriler dikkate alindiginda iilkemiz i¢in ana zararli ve hastalik olarak Zeytin sinegi
[Bactrocera oleae (Gmel.)] ve Zeytin halkali leke hastaligi [Spilocaea oleagina (Cast)
Hughes] oldugu goriilmektedir. Bunun yaninda, zeytindeki diger zararhilar zeytin giivesi
(Prays oleae Bern.), zeytin karakosnili (Saissetia oleae Olivier ), zeytin kabuklu biti
(Parlatoria oleae (Colvée), zeytin pamuklubiti (Euphyllura olivina Costa.), zeytin gigek

sap sokanlar1 (Calocoris trivialis Costa. ve C.annulus Costa.), zeytin kirlangi¢ bocekleri



(Agalmatium, flavescens Oliv. ve A.bilobuni Fieb.), zeytin kurdu (Coenorrhinus
cribripennis Desb.), zeytin pamuklu kosnili (Filippia oleae), zeytin fidan tirtili (Palpita
unionalis), zeytin kizil kurdu (Lasioptera berlesiana) ve zeytin yara kosnili (Pollinia
pollini Costa)’dir. Zeytinde Onemli hastaliklar ise zeytin dal kanseri (Pseudomonas
savastonoi pv. Savastonoii) Armillaria kok ¢iirikligii hastaligir [Armillaria mellea (Vall.)
Quel], zeytin solgunlugu (Verticillium dahliae Kleb), ve Rosellinia kok ¢iirtikliigii hastalig
(Roselinia necatrix Prill.)’dir. Zeytin bahgelerinde hastalik ve zararlilar disinda bitki su ve
besinlerine ortak olan yabanci otlar, bazi durumlarda hastalik ve zararlilara konuk¢uluk
yapmalar1 yoniinden onemlidirler. Zeytin bahgelerinde sik olarak goriilen yabanci otlar
yabani yulaf (Avena spp.), tarla bromu (Bromus spp.), hakiki papatya (Matricaria
chamomilla), kanyas (Sorgum halepense), bogiirtlen (Rubus spp.) (odunsu bitki), hait
(Vitesagnus castus)’tir. Hastalik zararli ve yabanci otlar disinda zeytin agaglarinda bitki
besin elementi noksanliklar1 viriis simptomlar ile karistirildigi icin 6nem arz etmektedir.
En oOnemli bitki besin elementi noksanliklar1 ise azot noksanligi, fosfor noksanligi,
potasyum noksanligi, kalsiyum noksanligi, magnezyum noksanligi, ¢inko noksanlig1 ve bor
noksanliklaridir.

Zeytinde yukarida bahsedilen hastalik, zararli, yabanci ot ve bitki besin elementleri
disinda, diinyada konukgusu zeytin oldugu bilinen fitoplazmalar; yildiz ¢igegi sarilig1 (aster
yellows grup; Candidatus Phytoplasma asteris), karaaga¢ sariligi (elm yellows grup;
Candidatus Phytoplasma ulmi) ve X hastalig1 (X disease)’ dir. Su ana kadar zeytinde
spiroplazmalardan palamutlagsma (stubborn; Spiroplasma citri) hastalig1 tespit edilmistir.
Zeytinde saptanan viriisler ise; Strawberry latent ringspot virus (SLRSV, Cilek latent
halkali leke viriisii), Arabis mosaic virus (ArMV, Arabis mozayik viriis), Cherry leaf roll
virus (CLRYV, Kiraz yaprak kivrilma viriisii), Cucumber mosaic virus (CMV, Hiyar
mozayik viriisii), Tobacco mosaic virus (TMV, Tiitiin mozayik viriisii) olup konukgu dizisi
genis olan virlis etmenleridir. Zeytin 6n adi ile baslayan ve konukgusu genellikle zeytin
olan viriis hastaliklar1 ise Olive latent ringspot virus (OLRSV, Zeytin latent halkali leke
viriisii), Olive latent-1 virus (OLV-1, Zeytin latent-1 viriis), Olive latent-2 virus (OLV-2,
Zeytin latent-2 viriis), Olive latent-3 virus (OLV-3, Zeytin latent-3 viriis), Olive vein

yellowing-associated virus (OVYaV, Zeytin damar sararmasi ile iliskili viriis), Olive yellow



mottling and decline associated virus (OYMDaV, Zeytin sar1 beneklenme ve geriye 6liimle
iligkili viriis), Olive semilatent virus (OSLV, Zeytin yari latent viriis), Olive leaf yellowing-
associated virus (OLYaV, Zeytin yaprak sararmasi ile iligkili viriis) ve Tobacco necrosis
virus-D (TNV-D, Tiitiin nekroz viriisii = Olive mild mosaic virus; OMMYV, Zeytin 1liml
mozaik viriis)’dir (Poggi Pollini et al, 1996; 2002).

Viral hastaliklarla miicadelede kimyasallarin kullanilamayis1 ve 6zellikle ¢ok yillik
bitkilerde viriis enfeksiyonlarinin uzun yillar bitkilerde zarar yapma durumu nedeniyle
viriis hastaliklar1 6nem arz etmektedir. Viral hastaliklarla miicadelede dolayli yollar (vektor
miicadelesi, yabanci ot kontrolii v.b) kullanilmakta olup en etkili korunma yolu ise temiz ve
sertifikali fidanlar ile bahgelerin tesis edilmesidir. Viral hastaliklardan ari olarak yapilacak
tretimler verim ve kaliteyi artiracagi gibi agaglarin ekonomik Omiirlerini uzatacaktir.
Zeytinde enfeksyion yapan viriislerin bir bitkiden digerine nasil gectigi konusunda bazi
arastirmalar var ise de heniiz istenen diizeyde degildir. Bu ¢aligmalar viriisiin dogadaki
dagilimi ve yayilimini anlamamiz bakimindan 6nem arz etmektedir. Zeytin viriislerinin bir
kism1 sadece sinirli sayida agagta bildirilmisken bir kism1 da genis alanlarda bildirilmistir.
Zeytinde enfeksiyon yapan viriislerden OLV-1 zeytin disinda Tiirkiye ve Japonya’da 6nce
turunggillerden sonra da lalelerde tespit edilmistir (Martelli ve ark., 1996; Kanematsu ve
ark., 2001). Bunun disindaki zeytin (olive) on adiyla anilan viriisler hakkinda (OLRSV,
OLV-2, OVYaV, OSLV ve OLYaV) zeytin disindaki bitkilerde su ana kadar bir kayda
rastlanmamistir. SLRSV, AtMV, CMV, TMV, TNV ve CLRV c¢ok genis konuk¢u dizisine
sahip ve yaygin olarak bulunan viriislerdir. Bu viriislerden zeytinde en belirgin simptomlar1
SLRSV verirken verim kayb1 ve kalite bozukluklarina neden oldugu bildirilmistir. Zeytini
enfekte eden virlislerin bazilar1 toprak kokenli olarak (SLRSV, ArMV, TNV), bazilari
bitkileri dogrudan (TMV), tohumla (CLRV ve OLV-1), vektor boceklerden olan yaprak
bitleri ile (CMV) veya sadece vejatatif iiretim materyali ile bitkiler arasinda
yayilmaktadirlar (OLV-2 ve OLRSV). OLYaV’nin vektorii olarak unlubit ve psillidler
rapor edilmig fakat yapilan bocek tasima denemelerinde basar1 saglanamamaistir.

Zeytin viriislerinin gorsel teshisinde sadece SLRSV bazi simptom verirken digerleri
genellikle simptomsuzdur (latent) ancak baz1 belirtiler virlis hastaliklar1 ile

iliskilendirilmistir. Zeytinde ArMV, CLRV ve OLYaV yaprak sararmasi, TMV ve OSLV



damar acilmasi ile iligkili bulunmustur. Zeytin viriislerinin teshisinde simptomolojinin
yaniltict olmasi, biyolojik indeksleme yontemi kullaniminda uygun odunsu indikator
bitkilerinin olmayis1 var olan otsu konukgulara yapilan mekanik tasimalarda her zaman
ayni sonucu vermemesi ve disiik hassasiyette olmasi bu hastaliklarin teshisini
zorlagtirmaktadir. Giinlimiizde bitki virlislerinin teshisinde yaygin olarak kullanilan teshis
metodlarindan olan ELISA da ise; Portekiz’de SLRSV ve CMV teshisinde basarili sonuglar
alimmis, Italya’da ise TMV’nin teshisinde basarili olamamistir. Zeytin viriislerinde
antiserumu bulunan viriislerin teshisinde DAS-ELISA istikrarli sonug¢lar vermemekte bu da
bitki biinyesinde viriis konsantrasyonun ¢ok diisiik olmasi veya bitkide bulunan toksik
maddelerden dolayr yanlis pozitif sonuglar verebilmekte ve hatali sonuglar alinmasina
neden olabilmektedir. Bu nedenle zeytin viriislerinin teshisinde Italya’da gelistirilen ve
birgok tilkede denenen molekiiler yontemlerden ¢ift kollu (ds-double strand)-RNA ve
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi yontemlerin kullanilmas: gerektigi bildirilmistir.
Zeytinde yapilan ds-RNA analizi sonucunda elde edilen bantlarin bitkide viriistin varliginin
isareti oldugu ancak tek tek viriislerin teshisi i¢in kullanilmasinin uygun olmadigi ve bu
bantlarin yalniz viriis enfeksiyonlar1 durumunda olusabilecegi ve zeytindeki ¢aligmalarda
rutin olarak kullanilabilecegi farkli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Grieco ve ark.,
2000; Faggioli ve ark., 2002; Fadel ve ark., 2005; Al Abdullah ve ark., 2005).

Ulkemizde zeytin viriisleri ile ilgili Ege ve Dogu Akdeniz bolgelerinde birbirinden
farkli iic calisma yapilmis ve SLRSV, CLRV, CMV ve ArMV viriisleri DAS-ELISA
yontemi ile testlenmistir (Fidan ve Ertem, 1995; Tarla ve Caglayan, 1998; Caglayan ve
ark., 2004). Bu calismalarin disinda 2008 yilinda Dogu Akdeniz Bdlgesinde zeytin
ornekleri RT-PCR yontemi analiz edilmis ve OLV 1 viriisii saptanmistir (Yalcin, 2008).

Gilineydogu Anadolu bdlgesinin zeytin yetistiriciliginin yogun olarak yapildig:
Mardin ili zeytin alanlarinda yapilan sorveyler neticesinde toplanan zeytin 6rneklerinde
SLRSV, CLRV, ArMV, CMV, OLV-1, OLV-2 ve OLRSV’ lerinin varlig1 arastirilmistir.
Yapilan bu ¢alismada toplanan 6rnekler serolojik yontemlerden ELISA yontemi, ¢ift kollu
(ds-double strand) RNA analizi, ds-RNA’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) analizleri
ve toplam RNA’nin Revers Transkripsiyon (RT)-PCR ile analiz edilmis ve elde edilen



veriler lilkemizdeki zeytin virlis hastaliklarinin durumu konusunda yapilan caligmalara

katki saglamigtir.



2.ONCEKI CALISMALAR

Zeytin agaclar1 viris ve fitoplazmalar gibi sistemik hastalik olusturabilen
patojenlerle ve etiyolojisi bilinmeyen hastalik ajanlar1 ile enfekte olabilmektedir. Zeytin
agaclarinda etmeninin viral olmast muhtemel hastaliklarin ilk kaydi 1938’lere yapilmistir
(Pasente 1938). Akdeniz mutfaginin vazgecilmezi olan zeytinyaginin kaynagi olmasi
nedeniyle ekonomik ©neme sahip olan zeytin agacinda bir¢cok viriis ve fitoplazma
hastaliklar1 rapor edilmistir.

Zeytin agaclarinin bir patojen ile enfeksiyon durumunda asagidaki olasiliklar s6z
konusu olabilir: 1- Hastalik etmeni saptanamamis olan hasta goriiniimlii bitkiler 2- Farkli
virtislerin izole edildigi simptomsuz bitkiler, 3- Virilis veya fitoplazma ile enfekteli olup
sararma ve meyve deformasyonlari gibi vejetatif bozukluklar gosteren bitkiler.

Zeytin bitkisinde ilk viral enfeksiyonun deneysel kaniti 1976’ da kaydedilmistir.
Italya’min Tuskani bolgesinden simptom gdstermeyen bir agagtan alman polen taneleri
yapilan bu deneyde kullanilmistir (Paccini ve Cresti, 1977; Savino ve ark. 1979). Bu
ornekten elde edilen viriis partikiilleri SLRSV olarak tanimlanmistir (Marte ve ark., 1986).
1980’ lerden sonra zeytin agaclarindan birgok farkli viriis izole edilmistir.

Italya’nin merkezi ve kuzeyindeki zeytin bahgelerinden 1996°da “Sarilik” ve “Cadi
stiplirgesi” fitoplazmalarinin neden oldugu belirtiler meyve agaglarinda bildirilmistir.
Yaprak orta damari dokusunda lokalize olan fitoplazmalar ile ilgili bir¢ok ¢alisma

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

2.1. Etmeni Saptanamamis Hastalhiklar

Hastalik simptomlari: Bu giine kadar zeytin agaglarinda bir¢ok hastalik simptomu

belirlenmistir.
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1- Arjantin’ deki zeytin endiistrisini etkileyen bazi hastaliklarin neden oldugu
simptomlar arasinda bitki yapraginin rozetlesmesi, yaprak tizerinde serit seklinde ¢izgiler,
halka seklinde benekler ve mozaik simptomlar gézlemlenmistir. Ligustrum sinensis ile
yapilan mekanik inokulasyonlarda rozetlesme ve klorotik halkali simptomlar ortaya
cikmistir (Nicolini ve Travessi, 1950).

2- Akdeniz tilkelerinde ve Italya’ daki zeytin agaclarinda rapor edilen en yaygin
simptom yaprak deformasyonlaridir. Enfekteli bitkilerden saglam bitkilere inokulasyon
denemeleri yapilmis ve basar1 saglanmamistir (Cifferi ve ark., 1953; Fogliani, 1953).
Ancak tipik simptomlar L. luciduma yapilan denemelerde filizler {izerinde yaprak
deformasyonlar1 goriilmiistiir. Bu yaprak deformasyonlarimin muhtemelen bir viriisten
kaynaklandig1 ancak bitkilere tekrar bulastirmalarin yapilamadigini ifade etmislerdir (Corte
ve ark. 1961).

3- Orak yaprak simptomu zeytin agaglarinda en ¢ok rastlanan simptomlardandir.
Olea europaea’ya yapilan asilamalarda bir bitkiden digerine gectigi kanitlanmistir. Bununla
beraber bu simptomlara neden olan ajan halen belirlenememistir (Materlli, 1999). Orak
yaprak ilk defa Kalifornya’da belirlenmis (Tomas 1958), daha sonra Sili, Portekiz, Israil ve
Yunanistan’da (Waterworth ve Monroe, 1975; Barbara, 1993; Kyriokkopoulou,1996) rapor
edilmistir. Kyriakopoulou (1996)’da hastalikli yaprak ile verim arasinda herhangi bir
iligkinin olmadigmi bildirmistir. Herrera ve Madriago (1999)’ da Sili’deki zeytin
agaclarinda orak yaprak simptomlar1 gosteren bitkilerde ds-RNA belirlemislerdir. Aym
kiigiik RNA Peru’daki zeytin agaclarinda da belirlenmistir.

4- Bulasict sarilik gdsteren hastalik ilk olarak italya’ nin merkezindeki Umbria’da
belirlenmistir. Bu bulasici sarilik hastalik agaglarda iiriinde azalma ve yapraklarin kismen
sartya donmesi seklinde kendini gostermistir. Bu hastalik yabani zeytin tiirlerine (O.
eurepeae, var. oleaster) asilama yoluyla basarili bir sekilde tasinmistir. Etmenin etiyolojisi
ile ilgi bir bilgi heniiz mevcut degildir.

5- Spherosis hastalig1 ilk olarak Israil’de belirlenmis ve genellikle ‘Manzanillo’
cesidinde rapor edilmistir. Bu hastaligin yaygin simptomlar ciicelesme, diigiik verim,
govde ve dallar iizerinde kiicliik ¢ikintilara neden olur. Spherosis hastaligi ‘Nabali’

cesidinde simptomlarda azalma goézlemlenmistir. Asillama ve dogal olarak yayilan bir



11

hastalik olmasina ragmen epidemiyolojisi ve etiyolojisi bilinmemektedir (Lavee ve Tanne,
1984).

6- Kabuk catlamasi Urdiin® de yerel bir cesit olan ‘Navalli B’ {izerinde
belirlenmistir. Hastaliktan etkilenen bitkilerde bodurlagsma, ¢icekte azalma ve yapraklarin
sartya donmesi seklindedir. Agaclarin gévde kabuklari anormal sekilde kalin, mantarimsi
ve catlak seklindedir. Bu mantarlasma ve catlama biitiin govde ve ana dallar1 sarabilir.
Tasiyict ajan halen belirlenmemis ve asi yoluyla tasima denemeleri halen basarili bir
sekilde sonuglanmamustir (Martelli ve ark., 1995).

7- Zeytin agaglarindaki farklt bozukluklar 1980’lerden sonra rapor edilmeye
baslanmig sadece Spherosis’te as1 yoluyla tasimada basar1 saglanmistir. Ancak digerinin ast
ile tasima c¢aligmalar1 heniiz yapilmamistir. Bu hastaliklar meyvelerde tiimseklesme,
beneklesme ve govdede catlaklar olusturur. Yunanistan’daki meyvelerdeki sekil
bozukluklari meyve yiizeyinde beneklesme ve olgunlasmada gecikmeler oldugu rapor
edilmistir (Martelli ve ark., 2002a). Bu simptomlar heniiz as1 ile taginmamig ancak bu
simptomlar SLRSV ile iliskilendirilmistir.

Yunanistan’daki zeytin meyvelerinde degisimler meyve yiizeyinde kahverengi
lezyonlar, beyazimsi diiz siskinlikler, olgunlasmada problemler ve meyve ¢iirtimeleri olarak
rapor edilmistir (Martelli, 1999). Bu bozukluklar viriis simptomlarina benzerlikler gosterir
fakat yapilan asilama denemelerinde as1 ile heniiz tasindiklar1 belirlenememistir

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

2.2.Viriisten kaynaklanan sekil bozukluklar ve etiyolojisi bilinmeyen hastalik

etmenlerinin neden oldugu hastahklar

Zeytin hastaliklart meyve, yaprak sararma kompleksi ile damar bantlasmasi ve
damar ag¢ilmasi ile iliskilendirilmistir (Martelli, 1999).

1- Meyvelerde sekil bozuklugu Italya (Marte ve ark. 1986), Portekiz, (Henriques ve
ark., 1992), ve Tirkiye’de (Tarla ve Caglayan, 1998) bildirilmistir. Arazide yapilan
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simptomolojik gézlemler sonucunda bu hastalik SLRSV olarak kabul edilmistir. Ascolana
tenera’ ya yapilan asilamalar sonucunda simptomolojik olarak SLRSV teshis edilmistir
(Martelli 1999). SLRSV ile bulasik agaglarda deforme meyveler ispanya (Bertolini ve ark.,
1998) disinda simptomlar daha 6nce de gozlenmistir (Savino ve ark 1979; Marte ve ark.,
1986; Henriques ve ark., 1992; Caglayan ve ark., 2004). Meyve deformasyonlar1 goriilen
agaclarda ¢cogunlukla yapraklarda kivrilma, salkim benzeri olusumlar ve verim kayiplari ile
iliskilendirilmistir (Faggiolli ve ark., 2002; Caglayan ve ark., 2004).

2- Yaprak sarilik kompleksi {i¢ farkli hastalifa karsilik gelmektedir. Bu hastaliklar
Zeytin yaprak daman sariligi (OVY) (Faggioli ve Barba, 1995) Zeytin yaprak sariligi
(OLY) ve Zeytin sar1 benek hastaligi (OYMD)’ dir (Savino ve ark. 1996). Kompleksin tipik
simptomlar1 zayif meyve olusumlari, yapragin tamamen agik sar1 renklenmesi, beneklenme,
nekroz, yogun yaprak dokiimii ve geriye dogru 6liimdiir (Martelli, 1999).

3- Damar bantlasmasi ve damar agilmasi ilk olarak italya’da Toskana’da
kaydedilmistir. Damar bantlagsma simptomlar1 yaprakta ana damar boyunca klorotikten
sartya dogru renk agilmalari, verim diisiikliigli, siddetli yaprak dokiimii/azalmasidir. Bu
hastalik simptomlarini gdsteren agaglardan ayni zamanda Tobacco necrosis virus (TNV)
izole edilmistir. Ancak hastaligin gercek sebebi olduguna dair kesin bir kanit bulunmamistir
(Triolo ve ark. 1996). Damar agilmas1 damarlarin olduk¢a az klorotik renk acilmalariyla
karakterize edilmektedir. Hastalikl1 bitkilerden 28 nm boyutlarinda izometrik partikiiller
izole edilmis olup Olive semi latent virus (OSLV) olarak adlandirilmistir. Bu viriis
hastaliginin etiyolojisi ile iliskisi ile ilgili ileri derecede bilgilere ulagilamamistir (Materazzi
ve ark., 1996; Martelli, 1999).

4- Vejatatif bozukluklar cali gibi gelisim, cadisiipiirgesi, kloroz, yapraklarin
sararmast ve deformasyonu, ¢icek dokiimii, anormal siirglin gelisimi ve siirgiinlerde 1990
yilinda italya’nim merkezi ve kuzeyinde bildirilmistir. Bu bitkilerde Aster yellows (16S-1B),
Elm yellows (16S-VA) ve Stolbur (16S-XIIA) gruplarina ait fitoplazmalar belirlenmistir
(Pasquini ve ark., 2000). Iran (Ahangaran ve ark., 2006) ve Ispanya’daki (Font ve ark.,
1998) zeytin agaclarinda fitoplazmalarin hastaliklar1 simptomlarina benzer simptomlarin

oldugu bildirilmistir.
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2.3.Zeytin agaclarinda tespit edilen viriisler:

Zeytin Agaclarinda Tespit Edilen Viriislerin Cografik Dagilimi ve Taksonomik

Durumu:

Zeytin agaclarinda su ana kadar 8 cinse ait 14 virlis tlirli etmeni tanilanmistir
(Martelli ve ark. 1999; Felix ve Clara, 2002) (Cizelge 2.1.). Bunlara ilave olarak tanilamasi
kismi olarak yapilan iki viriis tiirii (gegici olarak closteroviriis olarak siniflandirilmustir)
zeytin doku extraktlarinda tanilanmistir (Martelli ve ark., 2002b). Tanim1 yapilmis viriisler
sunlardir; 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 (OMMYV), 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), Tymoviriis olarak
Olive latent virus 3 (OLV-3) ve ikisi de tanilanmamis cinse ait viriisler olan Olive yellow
mottling and decline associated virus (OYMDaV) ve Olive semi latent virus (OSLV),’ tiir.
Bazi virlisler iyi tanilanmis olup ¢ok sayida {irlinii enfekte ederler, digerleri ise sadece
zeytinlerde saptanmistir. Kesin tanisi yapilan viriisler iki ana gruba ayrilabilirler: 1. Zeytin

onadi ile adlandirilan viriisler 2. Diger viriisler.
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Cizelge 2.1. Zeytin agaclarinda enfeksiyon yaptigi belirlenen viriis etmenlerinin siiflandirilmasi, konukgular ve tespit edildigi

ulkeler

Zeytin On Adiyla Baslayan Viriisler

ve Kisaltmalar: Familyast Cinsi Konukgulari Tespit Edildigi Ulkeler
Olive latent virus 1 (OLV-1) Tombusviridae Necrovirus Zeytin, Lale, Turunggil Italya, Urdiin, Portekiz, Misir, ABD,
Liibnan, Suriye, Tiirkiye
Olive latent virus 2 (OLV-2) Bromoviridae Oleavirus Zeytin, Gene otu Italya, Suriye, Hirvatistan
Olive latent virus 3 (OLV-3) Tymoviride Tymovirus Zeytin Italya, Portekiz, Liibnan, Suriye, Tiirkiye,
Malta, Tunus, Yunanistan
Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV)  Closteroviridae Closterovirus Zeytin Italya, Suriye, Misir, ABD, Liibnan,
Hirvatistan
Olive vein yellowing associated virus (OVYaV) - Potexviriis Zeytin Italya
Olive latent ringspot virus (OLRSV) Secoviridae Nepovirus Zeytin Italya, Suriye
Olive yellow mottling and decline associated - Tanimlanmamis ~ Zeytin Italya
virus (OYMDaV)
Olive semi latent virus (OSLV) - Tanimlanmamis ~ Zeytin Italya
Olive mild mosaic virus (OMMYV) Necrovirus Zeytin Portekiz
Diger Viriisler ve Kisaltmalar: Familyasi Cinsi Konukcular: Tespit Edildigi Ulkeler
Arabis mosaic virus (ArMV) Secoviridae Nepovirus Zeytin, ¢ilek vb., serbetgiotu, Italya, Misir, ABD, Tiirkiye, Suriye,
asma, seker pancari, Sambucus Liibnan
nigra, kereviz, glayol, at turpu,
marul
Cherry leaf roll virus (CLRV) Secoviridae Nepovirus Zeytin, Karaagag, ceviz, kiraz, Italya, Portekiz, Ispanya, Misir, ABD,

Cucumber mosaic virus (CMV)
Strawberry latent ringspot virus (SLRSV)

Tobacco mosaic virus (TMV)
Tobacco necrosis virus (TNV)

Bromoviridea

Secoviridae

Tombusviridae

Cucumovirus

Sadwavirus

Tobamovirus
Necrovirus

ravent
Zeytin, Hiyar ve digerleri

Zeytin, Cilek vb., asma, kiraz,
erik, seftali, , Sambucus nigra
Zeytin, Tiitiin ve digerleri

Zeytin, Titiin, lale, fasulye, hiyar,
patates, armut, elma, turunggil,
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2.3.1. Zeytin 6nadi ile adlandirilan viriisler

Zeytin agaglarimin spesifik viriisleri olarak adlandirilabilir. Bu virlislerden lale ve
turunggilleri enfekte eden OLV-1 ve hint otu ve yabani fasulyede tespit edilen OLV-2
bu adlandirmanin disinda kalir. Bu viriisler diginda kalan ve zeytin 6nadi ile adlandirilan

viriislerin simdiye kadar diger konukgular1 rapor edilmemistir.

2.3.1.1.0live latent virus 1 (OLV-1)

Tombusviridea familyasina ait olan bu viriis Necrovirus cinsinin bir {yesidir.
Italya (Gallitelli and Savino, 1985), Urdiin (Martelli ve ark., 1995), Portekiz (Felix ve
Clara, 1998), Misir, ABD (Saponari ve Savino, 2003), Liibnan (Fadel ve ark., 2005),
Suriye (Al Abdullah ve ark., 2005) ve Tiirkiye’de (Serce ve ark 2007) kayit altina
alimmistir. Birkag izolat1 Tirkiye’de turuncgil agaclari gibi oldukca farkli hastalik
konukgularmin yanisira zayif kalmis zeytin agaglarinda ve simptom gdstermeyen
agaclarda tanilanmistir (Martelli ve ark., 1996), ayrica Japonya’da da lalede
saptanmistir (Kanematsu ve ark., 2001). Elekron mikroskobu ile yapilan ¢aligmalarda
OLV-1 virilistiniin 30 nm capinda izometrik bir partikiile sahip oldugu belirlenmistir
(3.619 niikleotid ssRNA genomunun pozitif sensidir). Bu genomik RNA 5°-3°
dogrultusunda 23, 82, 8, 6 ve 30 kDa olan polipeptidini kodlayan 5’ ucu acik okuyuma
(ORFs) bolgesine sahiptir. ORF1 (23 kDa protein) ve ORF2 (82 kDa protein) her ikisi
de viriisiin ¢ogalmasinda gereklidirler. ORF3 (8 kDa protein) ve ORF4 (6 kDa protein)
uzun mesafelere yayillmadan ORF5 (30 kDa protein) kaplama protein olarak
degerlendirilir. ORF4 hiicreden hiicreye ORFS ise uzun mesafelerde bitkileri enfekte
etmekle gorevlidir (Pantaleo ve ark.,1999). Zeytinde tohumla bulasan ve doku

naklederek gecen bu viriis %82 oraninda rapor edilmistir.

2.3.1.2.0live latent virus 2 (OLV-2)
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Bromoviridea familyasinin Oleavirus cinsinin monotipik bir iiyesidir. OLV-2
giiney Italya’da Apulia da simptomsuz zeytin agaclarindan mekanik inokulasyon yolu
ile izole edilmistir (Savino ve ark., 1984). Daha sonra Suriye’de (Al Abdullah ve ark.,
2005) ve Hirvatistan’da (Bjelis ve ark., 2007) tarafindan tanimlanmistir. OLV-2’nin
konuk¢u spektrumu sadece zeytin agaglar1 ile smirli degildir. Castor beans (Ricinus
communis L.) bitkisinde damarlarda agik sar1 renkte agimsi goriiniim ve yapraklarda
beneklenmeler olarak Yunanistan’da tanilanmistir (Grieco ve ark., 2002). OLV-2
kiiresel seklinde olan Alfalfa mosaic virus (AMV)’line benzer, kiireselden ¢ubuksuya
degisen partikiillere sahiptir, ssSRNA genomu poliadenilli degildir, pozitif anlaml1 ve ii¢
pargalidir (Grieco ve Martelli, 1997). Virionlar dort biiyiik par¢ali RNA molekiiliine
sahiptirler. RNA1 (3126 nt) ve RNA2 (2734 nt) tek gen tasiyan molekiillerdir ve
replikasyondan sorumlu proteinleri kodlarlar. RNA3 (2438 nt) iki gen tasiyan bir
molekiildiir ve 36.5 kDa hareket agirligindaki hareket proteini (MP) ile 20 kDa
agirligindaki viral protein kilift (CP)’n1 kodlar. RNA3’le RNA4 (2078 nt) birliktedir ve
fonksiyonu belirlenmemistir. Bir subgenomik RNA (1042 nt) enfekteli bitkilerde
olusturulmakta fakat kilif ile ¢evrelenmemistir (Grieco ve ark., 1995;1996; Martelli ve
Grieco, 1997).

2.3.1.3.0live latent-3 virus (OLV-3)

RT-PCR ve dot-blot hibridizasyon yontemleri ile Tymoviridae familyasina bagl
yeni kesfedilen =zeytin virlisi OLV-3’lin tamilanmasinda basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. OLV-3’lin cografik dagilisinm1 belirlemek icin 8 farkli Akdeniz
tilkesinden 224 zeytin Ornegi toplanmis ve yukarida bahsedilen iki yonteme gore
testlenmistir. RT-PCR yontemine goére OLV-3 viriisli sérvey yapilan biitlin iilkelerde
(ortalama bulasik oranm1 %30.4, %17 ile Portekiz %56 Tirkiye) belirlenmistir. 68
ornegin 12’sinde RT-PCR’da OLV-3 bulunurken dot-blot hibridizasyon yonteminde

RNA konsantrasyonunun diisiik olmasindan dolay1r belirlemede basarisiz olmustur.
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Heterojen Ozellige sahip 11 farkli bolgeden alinan bulasik Orneklerin 68’ine RdRp
bolgesine bagli SSCP analizi yapilmistir. Yapilan RdRP’nin niikleotid dizilimlerinin
bilgisayar analizinde izolatlar arasinda %5 ile %17 arasinda degisim oldugu
gorilmistlir. Yapilan sekans analizinde, ii¢ farkli grubup icerisinde cografik orijin
acisindan bir fark bulunmamistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda Akdeniz havzasinda en

yaygin zeytin virlisiiniin OLV-3 oldugu goriilmiistiir (Al Abdullah ve ark., 2009).

2.3.1.4.0live latent ringspot virus (OLRSV)

Secoviridae familyasinda yer alan Nepoviriis cinsine ait bir viriistiir. Bu viriis ilk
olarak Italya’nin merkezi olan Lazio’da simptom géstermeyen zeytin agaclarindan izole
edilmistir (Savino ve ark., 1983) ve daha sonra Suriye’de rapor edilmistir (Al Abdullah
ve ark., 2005). OLRSV =zeytin agacinda gizli (latent) olarak bulunur yapilan
caligmalarda indikator bitkilerde teshise uygun olan bu viriise hassas olan C. quinoa ve
C. amaranticolor’da lezyonlar ve G. globosa’da ise yapraklarda sekil bozukluklar1 ve
kirmizi renkli lokal lezyonlar gosterir. Bu virlis mekanik olarak ve as1 yolu ile
tasinmaktadir. OLRSV 28 nm uzunlugunda olan izometrik parcalara sahiptir. Iki
bolimlii ssSRNA genomuna (1.4x10° (RNA2) ve 2.65x10° (RNAL)) sahiptir.
OLRSV’nin RNA2’sinin baz dizisi tamamen belirlenmistir (Alkowni ve ark., 2001).
RNA2 3969 nt uzunlugundadir ve poliproteinin N-terminal bolgesinde oldugu

varsayilan MP’ler ve C-terminal’de yerlesmis CP sistron’a sahip olan tek ORF igerir.

2.3.1.5.0live vein yellowing associated virus (OVYaV)

Ik olarak Roma yakinlarindaki gesidi bilinmeyen bir zeytin agacindan izole
edilmistir (Faggioli ve Barba, 1995). Ribaldi tarafindan bildirilen bulasic1 sariliga
benzer damar sararmasi, verimde azalma gibi belirtiler gosterir (Ribaldi, 1959). 520 nm

uzunlugunda ve 12 nm uzunlugundaki boyutlarda uzun veya kivriml partikiillere sahip
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olan potexvirus cinsinin iiyesi olarak siniflandirildigr bildirilmistir. Antiserum 1:1024
homolog titresi vermistir ve IEM testlerinde sirasiyla 1/10 ve 1/256 sulandirma yapilan

PVX ve papaya mozaik viriis ile serolojik iliski sergilemistir.

2.3.1.6.0live yellow mottling and decline associated virus (OYMDaV)

Italya’da Nostrana’da kaydedilmistir (Savino ve ark 1996). OYMDaV kivrimli
iplik seklinde 800 nm boyutunda particilerle sahiptir. Yapilan inokulasyanlarda simirl
sayida bitkide OYMD hastaligina benzer simptomlar gostermistir. Elektroforetik

analizlerde tiim 6rneklerde komplex ds-RNA sekillerinin varligi gézlenmistir.

2.3.1.7.0live leaf yellowing associated virus (OLYaV)

Filogenetik  analizlerin  belirlenebilmesi  i¢in  birgok  bilgiye ihtiyag
duyuldugundan dolay1 Closteroviridae familyasina atanmis bir viriistiir. ilk olarak bu
hastalik Italya’da tanilanmasi yapilmigtir (Savino ve ark., 1996) ve italya’nmn yerel
zeytin g¢esitlerden olan ‘Biancolilla’da agaglarindaki yapraklarindaki agik sariya donen
renk ag¢ilmalari ile 6zdeslestirilmistir. Bu ¢eside yapilan asilamalarda Zeytin yaprak
sarilig1 (OLY) hastalik simptomlari elde edilmistir. Fakat otsu bitkilere yapilan mekanik
inokulasyanlarda basar1 saglanamamistir. Virionlarin gozlenmesi ¢alismalarinda basarili
saglanamasa da zeytin yaprak sararmasi ile iligkili viriis olarak adlandirilmistir. OLY ile
enfekteli bitkilerden yapilan ds-RNA analizlerinde bol miktarda kompleks ds-RNA’lar1
icerdigi goriilmistir (Savino ve ark.,, 1996). (Yapilan ds-RNA analizlerinde
Closteroviriis cinsinin baz tiirlerine ait benzer bant profillerini icerdigini gostermistir
(Sabanadzovic ve ark., 1999). Closteroviriis familyas1 tiyelerinin HSP70 genine ait RT-
PCR testlerinde dejenere primerler kullanildiginda 600 niikleotid uzunlugunda DNA
bantlar1 elde edilmistir (Sabanadzovic ve ark., 1999). Bu elde edilen DNA parg¢asinin

baz dizi analizinde 611 niikleotidden olusan 203 aminoaside sahip bir proteini kodladig1
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belirlenmistir. Bu proteinin yapilan filogenetik analizlerinde ise Closterovirus ve
Criniviriis’in HSP70 polipeptidine olan benzerligin %30 oldugu tespit edilmistir.
OLYaV zeytin viriisleri arasinda en yaygin viriis olarak tespit edilmistir (Faggioli ve
ark., 2005), Giiney Italya’daki zeytin plantasyonlarinin %60’mndan fazlasmni enfekte
ettigi ve yliksek diizeylerde Misir, ABD (Saponari ve ark., 2003), Liibnan (Fadel ve
ark., 2005), Suriye (Al Abdullah ve ark,. 2005), ve Hirvatistan (Bjelis ve ark.,
2007)’dan bildirilmistir. Yiiksek bulasikligin muhtemelen zeytin psilasi Euphyllura
olivina (Costa) ve Pseudococcus cinsine bagli tiir tanimi yapilmamis boceklerden

kaynaklandigini bildirmistir (Sabanazdovic ve ark., 1999).

2.3.1.8.0live semi latent virus (OSLV)

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda bu viriisiin cinsi belirlenememistir. Enfekteli
dokularda yapilan ¢alismalarda 28 nm c¢apinda olan izometrik partikiillere sahip oldugu
gozlemlenmistir (Materazzi ve ark., 1996). Bu viriisiin simptolar1 yaprak damarlarindaki
hafif renk degisimleridir. Bu virus ile yapilan mekanik tasima denemelerinde basarili bir
sekilde taginmistir. Fakat virlisiin etiyolojik iligskisi hakkinda yeterli bilgi mevcut

degildir (Martelli, 1999).

2.3.1.9.0live mild mozaik mosaic virus (OMMYV)

TNV ile benzer 6zellikler gosteren bu viriis partikiilii ilk olarak mekanik tagima
yoluyla yapilan tasimalardan sonra TNV’ nin teshisinde de kullanilan genis spektrumlu
ELISA antiserumu ile yapilan testlemeler de pozitif sonu¢ vermis ilk olarak zeytinde
kaydedilmis ve TNV ile benzer ozellikler gostermektedir (Felix ve Clara 2002). Bir
izolat ile fazla calisilmistir, izolatin CP geni sekanslanmis ve aminoasit secanslari
%82.2” lik yiiksek benzerlik oraniyla TNV-D ile benzerlik géstermis ve bu durum onun

bir TNV-D tiirii olarak da tanilanmasina neden olmustur (Cardoso ve ark., 2004).
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Bununla birlikte bu izolatin RdRp ile yapilan 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 gostererek etmenin necroviriis cinsine ait yeni bir viriis oldugu ve

olive mild mozaik viriis olarak adlandirildigini bildirmistir (Cardoso ve ark., 2005).

2.3.2. Diger viriisler:

2.3.2.1.Strawberry latent ringspot virus (SLRSV)

Secoviridae familyasi: Sadwavirus cinsindendir. Genis bir yayilma alani ve genis
bir konukcu dizisine sahiptir. Cilek ve ahududunda latent bir sekilde bulunur fakat bazi
cesitlerde beneklenme ve bodurlasma seklinde gelisme geriligi olarak kendini
gostermektedir. Diger konukgu bitkiler; frenkiiziimii, kirmizi frenkiizimi, kiraz, tiziim,
seftali, zeytin ve siyah miirver (Sambucus nigra)'dir. SLRSV genellikle Avrupa’da
bulunur diger kitalarda yayilimi azdir. Avrupa iilkeleri disinda Israil, Kanada, ABD,
Avusturalya ve Yeni Zelanda’da rapor edilmistir. Zeytin agaglarinda SLRSV ilk kez
1979 yilinda merkez Italya’daki cv Corregiolo’ da izole edilmistir (Savino ve ark.,
1979). Merkez Italya’nin Ascoli Viceno yakilarinda 1980 yillarinda sofralik bir zeytin
cesidinde siddetli bazi simptomlar tespit edilmis bu simptomlar1 gosteren agaglarin
yaprak, kok ve ciceklerinden tekrarli bir sekilde izolasyonlar gergeklestirilmis ve otsu
indikator bitkilere tasima denemeleri basarili bir sekilde gerceklestirilmistir (Marte ve
ark., 1986). SLRSV 30 nm ¢apinda izometrik partikiillere ve iki tek kollu RNA (ds-
RNA)’dan olusan bir genoma sahiptir. Bircok konukc¢usunda tohumla ve vektor
nematod (Xiphinema diversicaudatum) ve as1 yolu ile tasinmaktadir (Cooper, 1986).
Italya’da Zeytindeki bazi simptomlar SLRSV ile iliskilendirilmistir (Ferreti ve ark.,
2002). italya’daki zeytin cesidinden ‘Raggiola’ ve ‘Frantoio’ morfolojik bakimindan
farklilik gosterse de genetik analizlerde (amplified fragmant length polymorphism;
AFLP) bu iki ¢esidin yiiksek oranda benzerlik gosterdigi ortaya konulmustur. Raggiola

cesidindeki meyveleri ve yapraklarimin sekilleri SLRSV simptomlarma benzer
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simptomlar verdigi i¢in bu ¢esit SLRSV agisindan RT-PCR ile testlenmis ve sonugta
pozitif bulunmustur. Bu kayitlar ileri stirmiistiir ki SLRSV, Raggiola ve Frantoio
cesitleri arasinda agronomik ve morfolojik farkliliklara neden olmustur (Ferreti ve ark.,
2002). SLRSV Portekiz’de (Henriques ve ark., 1992), Ispanya’da (Bertolini ve
ark.,1998), Misir ve ABD’de (Saponari ve Savino, 2003), Tiirkiye’de (Caglayan ve ark.,
2004), Liibnan’da (Fadel et al., 2005) Suriye’de (Al Abdullah et al., 2005) ve
Hirvatistan’da (Bjelis ve ark., 2007) arazi 6rneklerine yapilan DAS-ELISA analizleri ile
pozitif sonu¢ alinirken Italya’da testlenen tiim ornekler bu viriis agisindan negatif

bulunmustur.

2.3.2.2.Cherry leaf roll virus (CLRV)

Secoviridae familyasinin Nepovirus cinsinin bir {iyesidir. Zarfsiz olan bu viriis
(nonenveloped), cok yiizliidiir (icosahedral). Bu viriis 28 nm capinda partikiillere
sahiptir genetik materyal iki parcali dogrusal pozitif anlamli ssRNA’ya sahiptir ve
RNA2’nin 3’ ucunda 1,5 kb uzunlugunda kodlanmayan bolge mevcuttur (Gentkow ve
ark., 2005). CLRV ilk olarak Ulmus americana (American karaagaci), Prunus avium
(kiraz) ve Juglans regia (ceviz)’de rapor edilmistir ve daha sonra genellikle disbudak ve
hus agacinda, kirazda, miirver ve cevizde dallarinda yaprak gelisiminin yavaglamasi,
yaprakta klorotik cizgililer ve dallarin ya da tiim agacin geriye dogru dliimleri seklinde
simptomlar bildirilmistir (Hamacher ve Giersiepen, 1989; Hamacher ve Quadt, 1991;
Rebenstorf ve ark., 2006), fakat CLRV zeytin agaclarinda latent olarak bulunmaktadir
(Savino ve Galitelli, 1981). Son yillarda yapilan c¢alismalarda CLRV’nin tohumla
tasindigl ispatlanmis ve tohum kaynakli enfeksiyonlar %41 olarak rapor edilmistir
(Saponari ve ark., 2002). Diinyada yapilan ¢alismalarda CLRV’nin genis alanlarda
Italya, Portekiz ve Ispanya (Martelli ve ark., 1999); Tiirkiye (Caglayan ve ark., 2004);
Misir ve ABD (Saponari ve Savino, 2003), Suriye (Al Abdullah ve ark., 2005) ve
Liibnan (Fadel ve ark., 2005)’dan rapor edilmistir.
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2.3.2.3.Arabis mosaic virus (ArMV)

Secoviridae familyasina Nepovirus cinsine mensuptur. Cok genis konukgu dizini
sahiptir ve vektor nematodlar (Xiphinema diversicaudatum) ile tasinan bu viriis
polihedral viral partikiillere sahiptir. Bu viriisiin bir ¢ok konuk¢usu mevcut olup baslica
onemli konukgular1 ¢ilek, serbetciotu, asma (Vitis spp.), ahududu (Rubus idaeus),
Rheum spp., siyah miirver, seker pancari, kereviz, glayol, atturpu ve maruldur. Bu
viriisiin meydana getirdigi en yaygm simptomlar yapraklarda beneklenme ve
lekelenmeler, bodurlasma ve deformasyonlardir. Bu virlisiin simptomlart konukc¢u
bitkideki yogunluguna baghdir viriis izolatina, bitki ¢esidine ve mevsime gore
degisikliler gostermektedir. Bu viriis zeytinde gibi bir ¢ok bitkideki enfeksiyonu
latenttir ve bitkiler hi¢bir simptom gostermezler (Martelli ve ark., 2002a). Viriis ayni
zamanda talya (Savino ve ark., 1979), Misir ve ABD (Saponari ve Savino, 2003);
Tiirkiye (Caglayan ve ark., 2004), Suriye (Al Abdullah ve ark., 2005) ve Liibnan (Fadel
ve ark., 2005)’da zeytinlerde de rapor edilmistir.

2.3.2.4.Cucumber mosaic virus (CMV)

Bromoviridea familyasimin Cucumovirus cinsine baglh bir tiirdiir. Ik kez
simptomsuz bir zeytin agacindan Savino ve Galitelli (1983) tarafindan izole edilmistir.
Rei ve ark. (1983) bu etmeni bulasik zeytin agacindan SLRSV ile birlikte olarak izole
etmislerdir. Zeytin agaglarinda CMV etmeni Ispanya’ da (Bertolloni ve ark., 1998),
Tiirkiye’ de (Caglayan ve ark. 2004), Suriye’ de (Al Abdullah ve ark., 2005) ve
Hirvatistan’ da (Bjelis ve ark., 2007) tespit edilmistir.



23

2.3.2.5.Tobacco mosaic virus (TMV)

Tobamovirus cinsine ait bir tiirdiir. Damar bantlasmasi, damarlar boyunca renk
acilmasi, siddetli yaprak dokiilmesi ve geriye dogru 6liim belirtileri gosteren hastalikli
zeytin agacindan izole edilmistir (Triolo ve ark., 1996). TMV’ nin bu belirtilerin ger¢cek

nedeni olduguna dair gercek bir kanit yoktur.

2.3.2.6.Tobacco necrosis virus (TNV)

OMMYV paragrafina goére TNV-D’ nin zeytin agaglarindan izole edilen
viriislerden olduguna dair kesin bir kanit yoktur, her ne kadar son veriler bu tiirlerin
zeytin agacglarinda var oldugunu isaret etse de (son olarak Cardoso ve ark gen bankasina
zeytin agaclarindan izole edilen TNV-D’ nin tiim genomunu kayit etmislerdir, izolat

numarasi FJ666328).

2.4.Zeytin Agaclarindaki Fitoplazmalar:

Fitoplazmalar Mollicutes smifi igerisinde yer alirlar. Fitoplazmalarin
siniflandirilmasi 16S rRNA gen dizilimi ve RFLP analizleri ile miimkiindiir. Bu temelde
zeytin agacglarindaki fitoplazmalar 16S-1B, 16S-VA ve 16S-XII (stolbur grubu) olarak
siiflandirilmistir  (Pasquini ve ark., 2000). italya’da 1995 yilunda yapilan ilk
fitoplazma kaydindan sonra zeytin yaprak bozuklugu belirtileri ve fitoplazmalar
arasinda ki ilsikiyi destekleyen bazi caligmalar yaymlanmistir (Font ve ark. 1998;

Pasquini ve ark., 2000; Ahangaran ve ark. 2006).
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2.5.Zeytin Agaclarindaki Fitoplazma ve Viriislerin Epidemiyolojisi ve

Tasinmasi:

Cogu zeytin agaci viriislerinin epidemiyolojisi hala bilinmemektedir. Her ne
kadar bazilar1 toprak kokenli olsa bile (SLRSV, ArMV ve TNV) digerleri OLV- 2 ve
OLRSYV asilama ve mekanik inokulasyon yardimiyla, CMV yaprak bitleri vasitasiyla,
CLRV ve OLV-1 (Saponari ve ark., 2002a) tohum ve mekanik olarak tasinabilmektedir.
Bunun yam sira arazi kosullar altinda viriis tasinma mekanizmasi hakkinda ¢ok sinirli
bilgi mevcuttur. OLYaV ile enfekteli bir zeytin agaci ile beslenen psilid ve unlubitler
bildirilmistir (Sabanadzovic ve ark., 1999) ancak ilk nakil girisimleri olumsuz oldugu
i¢in viriisiin vektorii olarak bu bocekleri kabul etmek icin ¢ok erkendir.

Bu viriislerin tamaminin enfekteli zeytin agaclarina vejatatif tiretim materyali ile
yayildigi diisiiniilmektedir. Son zamanlarda zeytinlerin ¢ogaltilabilmesi iizerine SLRSV
ve OLYaV nin olas1 etkileri rapor edilmistir. Ozellikle OLYaV ile enfekteli Carolea
cesidi ve SLRSV ile enfekteli Frantoio Raggiola ¢esidinin kdklenme ve asilama
performanslar1 arastirilmistir. Deneysel caligmalar her iki viriisiin de asilama ve kok
kaynasma Tlzerine bir etkisinin olmadigini gostermistir. Asilama basarisindaki
kaydadeger basarisizlik muhtemelen enfekteli  bitkilerin  su  ihtiyaglarini
kargilayamamasindan dolayr sadece sicaklik stresi boyunca gozlemlenmistir. Bu
caligmalar zeytin viriislerinin bazilarinin nasil yayildigimi anlamamiza yardim
etmektedir. Dogal kosullar altinda ¢ok ayrintili epidemiyolojik ¢alismalar olmadan bu
virlislerin yayilmasi ve bu yayilmanin tam olarak anlasilabilmesi imkansizdir.

Zeytin fitoplazmalariin yayilmasi ve epidemiyolojisi ile ilgili yeterli bilgi
yoktur. Gergekte her ne kadar bu alandaki gozlemler tasiyic1 bocek vektorlerinin varlig
hipotezine sahipse de bitki simptomolojisi ve fitoplazmalarda zayif bir yayilmanin altim
cizse de fitoplazmalarin yayilmasinda boceklerin rolii ile ilgili heniiz herhangi bir kanit

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

2.6.Zeytin Agaclarindaki Viriis ve Fitoplazmalarin Tespiti:

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

ve OLRSYV gibi diger viriislerin tanisinda otsu indikatdr bitkilerine tasima denemeleri ve
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poliklonal antiserumlar kullanilmasina ragmen (Savino ve ark.,, 1979) zeytin
agaclarindaki diger virlislerin tanilanmasinda bu yontemler olumlu sonug
vermemektedir .

Sorveyler boyunca viriisle bulasik zeytin agaglarinin teshisi ve tanilanmasindaki
zorluk, serolojik testlerin giivenirsizligi, biyolojik indeksleme denemeleri i¢in gerekli
odunsu bitkilerin olmayis1 ve hastalik simptomlarinin eksikliginden kaynaklanmaktadir.
Biitin bu faktorler zeytin agaclari dokusundaki oksidantlarin ve tanenlerin
bulunusundan dolayr ELISA’da ve indeksleme denemelerinde zorluk ¢ikarmaktadir
(Martelli., 1999; Bertoloni ve ark., 2001b). Bununla birlikte SLRSV’nin tanisinda
ELISA’nin kullanilmasi ile ilgili baz1 kayitlar bulunmaktadir (Henriques ve ark., 1992;
Caglayan ve ark., 2004).

Son yillarda wviriislerin belirlenmesi i¢in molekiiler teshis tekniklerinin
uygulanmasi (ds-RNA, molekiiler hibridizasyon ve RT-PCR) geleneksel belirleme
yontemlerinden daha fazla 6n plana ¢ikmaktadir. Bu kapsamda farkli molekiiler
yontemler (RT-PCR, nested RT-PCR ve multiplex one step RT-PCR) gelistirilmistir
(Grieco ve ark., 2000; Bertolini ve ark., 2001a,2003; Panteleo ve ark., 2001; Faggiolli
ve ark.,2002,2005). Bu tekniklerin giivenirligi farkli cografik bolgelerde yapilan
sorveyler ile zeytin virlislerinin dagilis1 lizerindeki arastirmalarin sayisini artirmistir
(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 Agaclarindaki Viriis ve Fitoplazmalarin Kontrolii

Zeytin agaclar1 igin ¢esitli sertifikasyon programlar1 ltalya, Portekiz ve
Ispanya’da baslamistir. Saglikli secim ve bitki koruma 6nlemleri hem uluslararasi hem
i¢ piyasa icin viriis testi yapilmis bitki materyali liretmek ve viriislerin yayillmasini
onlemede tek stratejidir. Zeytin agaglarindaki latent virlis enfeksiyonlarinin yaygin
olmasindan dolay1 gozle yapilan kontroller giivenilir degildir ve arazi gozlemleri hassas

ve giivenilir labaratuar testleri ile desteklenmelidir.
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Vejatatif cogaltma materyalleri ile hizla yayilabilen viriislerin eleminasyonu igin
kullanilan 1sitma, meristem ug kiiltiir, mikro asilama gibi yontemler zeytinlerde de
kullanilmaktadir. Bu konuda bazi basarili sonuglar italya’dan rapor edilmistir (Bottalico
ve ark. 2002). Is1 uygulamasi ve meristem ug Kkiiltiiri ile CLRV zeytin agaglarindan
basarili bir sekilde elemine edilmistir.

Fitoplazma hastaliklarindan korunmak icin en iyi strateji, dayanikli bitkilerin
gelistirilmesi ve tanimlanmasidir. Fitoplazma hastalik simptomlari, belirli bazi sinif
antibiyotiklerin uygulanmasi ile geciktirilip veya durdurmasina ragmen bu yaklasim
genellikle pratik degildir. Bir sikadellid olan Hyalestes spp’ nin agik alanda zeytin
fitoplazma hastaligini tasidig: stiphelidir. Vektor boceklerin kontrolii igin en etkili arag
fiziksel yontemler ile onlar1 engellemektir (ya perdeleme kullanilmasi ya da bitki
yiizeyinde bazi kaplama minerallerin kullanilmasi). Yeni metotlar da muhtemelen
genetik modifikasyonlar ¢ergcevesinde zorunlu olacaktir ki, bu da fitoplazmalarin bitki
icerisinde ¢ogalmasini engelleyecek ya da populasyonunu azaltacak yonde olacaktir

(Weintraub, 2007)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali / Survey Calismalari

Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde zeytin yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi
Mardin ili Merkez, Kiziltepe ve Derik ilgelerinde yer alan ticari ve ev zeytin
bahgelerinden alinan siirglin 6rnekleri ¢calismada bitki materyali olarak kullanilmistir.
Tan1 testlerinde pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere CLRV, OLRSV, SLRSV,
OLV-1 ve OLV-2 ve negatif kontrol igin zeytin siirgiinleri Dr. Francesca Faggioli’den
(Roma, Italya) ve Dr. Angelantonio Minafra’dan (Bari, Italya) temin edilmistir. SLRSV,
ArMV, CLRV ve CMV pozitif kontrol 6rnekleri ayrica ELISA kitlerinden temin

edilmistir.

3.1.2. Test edilen virus etmenleri

Toplanan bitki materyalleri 7 farkl viriise kars1 test edilmistir. Bunlar:

- Strawberry latent ringspot virus (SLRSV, Cilek latent halkali leke viriisii),
- Arabis mosaic virus (ArMV, Arabis mozayik viriis),

- Cherry leaf roll virus (CLRV, Kiraz yaprak kivrilma viriisii),

- Cucumber mosaic virus (CMV, Hiyar mozayik viriisii),

- Olive latent ringspot virus (OLRSV, Zeytin latent halkali leke viriisii),

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

- Olive latent-2 virus (OLV-2, Zeytin latent-2 viriis)’diir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Survey Calismalar ve Bitki Materyalinin Temini

Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde zeytin yetistiricili§inin yogun olarak yapildigi
Mardin ili Merkez, Kiziltepe ve Derik il¢elerinde ticari ve ev zeytin bahgeleri 2010
yilinin Mart-Nisan aylarinda ziyaret edilmistir. Yapilan sorveyler sonucunda, viriis
simptomu gosteren agaclardan ve viriislerin latent olarak tasindiklar1 g6z 6niine alinarak
simptomsuz agaclardan da tesadiifi olarak bahg¢enin en az % 5 ini temsil edecek sekilde
agacin etrafindan dolasilarak 2-3 yillik, 20-25 cm uzunlugunda, 7-8 siirgiin alinmistir.
Alnan siirglinler plastik torbalara etiketlenerek yerlestirilmis ve buz igeren kutularda
niikleik asit izolasyonu yapilincaya kadar saklanmak iizere laboratuvara taginmistir
(Faggioli ve ark., 2005; Loconsole ve ark., 2010).

Araziden alinan ve bitki materyali olarak kullanilacak olan siirgiinlerin kabuk
kisimlar1 kazinarak alinmis ve derhal sivi azot yardimiyla ezilmistir. Toz haline getirilen
bitki materyalinin erimesine izin vermeden, ¢ift kollu RNA (dsRNA) ve toplam niikleik

asit izolasyonu yapilincaya kadar -80°C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Serolojik Yontemler (DAS-ELISA)

Sorvey caligmalar1 sonucunda ilkbaharda zeytin bitkilerinden alinan siirgiinlerdeki
virlislerin arastirilmasinda once serolojik testler yapilmistir. Zeytin 6rnekleri SLRSV,
ArMV, CLRV ve CMV viriisleri i¢in DAS-ELISA’ya tabi tutulmustur. Antiserumlar kit
halinde alinmis (LOEWE, Almanya) firmanin Onerdigi yOnteme gore testler
gerceklestirilmistir. Buna gore, kaplama tamponu (Ek 1) ile IgG 1:200 oraninda
sulandirilarak ELISA plakalarinin kuyucuklarina her kuyucukta 100 pl olacak sekilde
yiklenmis ve 4 saat 37C°’de inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda yikama

tamponu (Ek 1) ile ELISA plakalar {i¢ kez yikandiktan sonra zeytinlerin siirgiinlerinin
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floem kazmtilarindan 1:10 oraninda (1 gr 6rnek: 10 ml tampon) hazirlanan 6rnekler
kuyucuklara 100 pl, iki tekerriirlii olarak yiiklenmistir. Tiim gece +4C°’de tutulan
plakalar yikama tamponu ile 5 kez yikandiktan sonra 1:200 oraninda konjugat tamponu
(Ek 1) ile hazirlanmis antibadi-alkalin fosfat-konjugattan 100 pl eklenerek kaplanmustir.
Plakalar 4 saat 37C°’de inkiibasyona birakilmis ve li¢ kez yikama tamponu ile
yikandiktan sonra substrat olan 1 mg/ml oraninda hazirlanmis paranitrofenil fosfat
substrati eklenmistir (EK 1). 1-2 saat inkiibasyon sonrasinda olusan renk degisimleri
ELISA okuyucusunda okunmustur.

Sonuglar E Max Precision Microplate Reader cihazi kullanilarak 405 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Orneklerde saglikli kontroliin 2
kat1 olan absorbans degerleri enfekteli olarak degerlendirilmistir (Clark ve Adams,

1977).

3.2.3. Molekiiler Calismalar

3.2.3.1. Cift kollu RNA (dsRNA) izolasyonu ve elektroforez islemi

Cift kollu RNA (dsRNA) izolasyonu Walia ve ark (2009)’a gore yapilmistir. Cift
kollu RNA (dsRNA) izolasyonu asagidaki sekilde gerceklestirilmistir:

e Zeytin agacimnin degisik siirgiinlerinden kazinan 15 gr 6rnek sivi azot yardimiyla
ezilmis ve 300 mI’lik santrifiyj tiiplerine alinmistir. Tiiplere 45 ml 2xSTE, 17,5
ml %10 SDS, 1 ml bentonit ve 1 ml B-mercapto ethanol eklenmistir (Ek 2).

e 5 dakika oda sicakliginda galkalayicida 250 devir/dakika karistirilmistir.

e 17,5 ml 2xSTE ile doyurulmus fenol eklenmistir.

e Uzerine 17,5 ml kloroform: izoamilalkol (24:1) eklenmistir.

e 45 dakika oda sicakliginda galkalayicida 250 devir/dakika karistirilmisgtir.

e 20 dakika oda sicakliginda 8.500 rpm’de santrifiij edilmistir.
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Usteki sivi pipetlenerek steril meziirlere almmis (~60ml), daha &nceden
hazirlanmis olan 1.5 ml CF11 seliiloz (1 gr/10 gr doku ) ve 13,25 ml saf ethanol
bulunan santrifiij tiiptine dokiilmiis ve 2xSTE ile dengelenmistir.

1 saat oda sicakliginda ¢alkalayicida 200 devir/dakika karistirilmistir.

15 dakika oda sicakliginda 8.500 rpm’de santrifiij edilmistir.

Ustteki sivi dokiilerek uzaklastirilmis ancak ¢okelti yerinden oynayacak olursa
uistteki siviy1 pipetlenerek bosaltilmistir.

Seliiloz santrifilij tiipiinde tamponu ile yeniden siispanse edilmistir (yikama
tamponu: %17 ethanol-1xSTE 50-100 ml). Tiip yavasca calkalanmistir.

10 dakika oda sicakliginda 8.500 rpm’de santrifiij edilmistir.

Ustteki siv1 pipetlenerek iyice bosaltilmistir. Seliiloz yeniden 50-100 ml %17
ethanol-1xSTE ile sulandirilmistir.

10 dakika oda sicakliginda 8.500 rpm’de santrifiij edilmistir (Seliiloz hala yesil
ise liciincii yikama yapilir, ancak bu agamada seliiloz ¢okeltisi kaybolabilir ).
Seliiloz yeniden 50-100 ml %17 ethanol-1xSTE ile siispanse edilmistir. Mira-
cloth diski ile kapatilmis siringaya seliiloz karigimi dokilmistiir.

Seliiloz kolonu ayni yikama tamponu ile 5-6 kez yikanmis (60-400 ml ile
seliilozun koyu rengi gidene kadar). Seliillozun ideal rengi kremdir.

1 ml 1XSTE kolona eklenmis ve sonra 5 ml 4 kez 1XxSTE kolona dokiilmiistiir.
Son damla diistiikten sonra piston ile hafif¢e bastirilmis, kolonun altindan ~20
ml ds-RNA soliisyonu 50 ml’lik falkon tiiplere toplanmistir ve 10’ar ml’lik iki
ayr1 falkon tiipe boliinmiistiir.

25 ml soguk saf alkol (2,5 hacim ethanol) ve 1 ml NaOAc’tan (0,1 hacim)
eklenmistir (Ek 2).

-20 °C’de tiim gece bekletilmistir.

35 dakika +4°C’de 9000 rpm’de santrifuj edilmistir.

Ustteki s1v1 ¢okelti oynatilmadan yavasca dokiilerek uzaklastirilmistir (¢okelti
yerinden oynayacak olursa 5 dakika daha santrifiij edilmistir).

Cokelti yaklasik 1 saat oda sicakliginda veya 37°C ‘de kurutulmustur.

Cokelti 1 ml soguk (+4°C) TE buffer ile slispanse edilmis ve kisa bir vortex
yapilmistir (EK 2).

4 dakika 4°C’de 6000 rpm’de santrifiij edilmistir.
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e Ustte toplanan dsRNA iceren s1v1 her tiipe 400-420 pl olacak sekilde eppendorf
tiiplere aktarilmstir.

e Tiiplere 1 ml soguk (-20°C) saf alkol (2,5 hacim) ve 40 ul NaOAc (0,1 hacim)
eklenmistir.

e -20°C’de tiim gece veya -70 °C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir.

e 20 dakika +4°C’de 15000 rpm’de santrifiij edilmis ve tiipiin {ist kisminda
toplanan s1v1 dokiilerek uzaklastirilmistir.

o %70 ‘lik soguk (-20°C) ethanolden 500 pl eklenmis ve 4 dakika 4 °C’de 14000
rpmde santrifiij edilmistir.

e Tiplerin iist kisminda toplanan sivi dokiilmiis ve tiipler pegeteye ters
cevrilmistir.

e 14000 rpm’de kisa bir santrifiij yapilmis ve dipte toplanan sivi pipetlenerek
uzaklagtirilmastir.

e (Oda kosullarinda veya 37°C’de 15-20 dakika dsRNA ¢okeltisi kurutulmustur.

e Her tiipe 8 ul TE tamponu eklenmis ve ds-RNA ¢okeltisi eritilmistir (EK 2).

e Ependorf tiip icinde toplanan dsRNA soliisyonu, jel elektroforez islemi

yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

ds-RNA izolasyonu sonucu elde edilen {riinlerin goérsel hale getirilmesi
amaciyla, reaksiyondan sonra friinlerle %1,2 agaroz jelde elektroforez islemi
yaptlmistir. Elektroforez 1xTAE (Ek 3) ortaminda yapilmig, ayni ortam jelin
hazirlanmasinda da kullanilmistir. Jele 3 pl yiikleme ortami (EK 3) ile birlikte 12 ul
yiiklenen ds-RNA iirtinleri, 200 V’da 1 saat siireyle elektroforeze tabi tutulmustur.
Islem bittikten sonra jel 1 mg/ml etidyum bromid (EtBr) (Ek 3) iceren 1xTAE
ortaminda 5-10 dakika bekletilerek boyanmistir. Daha sonra UV transilliimiinatorde

sonuglar gézlenerek jel goriintiileme cihazinda fotograflar1 ¢ekilmistir.
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3.2.3.2. Toplam RNA izolasyonu

Toplam RNA izolasyonu Faggioli ve ark. (2005)’na gore yapilmistir. Bu amagla,

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

Germany) ile firmanin Onerdigi yontemler dogrultusunda yapilmistir (Sekil 3.1).

Ekstraksiyon asagidaki sekilde gerceklestirilmistir:

Zeytin agacimin degisik siirglinlerinden kazmman 1 gr Ornek sivi azot
yardimiyla ezilmis ve bundan 0,1 gr almarak 1,5 ml’lik ependorf tiiplere
alinmustir.

Tiiplere 450 pul RLT tampon c¢ozeltisi eklenmis ve girdap karistiricida
kanigtirllmigtir.  NOT: Kullanimdan hemen once RLT tampona -
mercaptoethanol eklenir.

Karisim mor renkli kolonlara aktarilmis ve 15.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edilmistir.

Bitki artiklarinin toplandigi kolon atilmis ve alt kisimda toplama tiiplinde
biriken 400 pl sivi faz aliarak yeni 1,5 ml’ lik ependorf tiiplere aktarilmas,
tizerine 200 pl %96’lik ethanol eklenmistir.

Karisim pembe kolonlara aktarilmis ve 10.000 rpm’de 15 saniye santrifii
edilmistir.

Kolonun alt kisminda toplama tiipiinde biriken sivi dokiilerek uzaklastirilmig
ve kolon tekrar ayni toplama tiipii i¢ine yerlestirilmistir.

Kolona 700 pul RW1 tamponu eklenmis ve 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edilmistir.

Kolonun alt kismindaki toplama tiipiinde toplanan sivi dokiilmiis ve kolon
yine ayn1 tiip lizerine yerlestirilmistir.

Kolona 500 pl RPE tamponu eklenmis ve 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edilmistir.

Onceki iki asama aynen bir kez daha tekrar edilmistir.

Kolon yeni bir toplama tiipii i¢cine almmistir ve 10.000 rpm’de 1 dakika

santrifiij edilerek kolon igerisindeki tiim sivinin uzaklagmasi saglanmistir.
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e Toplama tiipti atilmis ve kolon RNA’nin toplanacagi yeni 1,5 ml’lik
ependorf tiip i¢ine yerlestirilmistir.

e Kolona 50 ul RNase igermeyen su eklenmistir ve 10.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmistir.

e Kolon atilmis ve ependorf i¢inde toplanan 50 ul RNA soliisyonu, testler

yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

RNeasy Bitki
Mini Kit Yontemi

Bitki Materyali

Ezme ve

I. parcalama
.

1l | Mavi kolon ile
filtrasyon
»

'

I l Etanol eklemesi

Toplam RNA'mn
| tutunmas:
! utunn I

T

Toplam RMA

3 kez yikama

=
RNA'nin eppendorf

bt
b5 liipte toplanmasi

Toplam RNA

Sekil 3.1. RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Germany) ile bitki dokularindan
toplam RNA ekstraksiyonunun sematik anlatima.
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3.2.3.3. ds-RNA ile yapilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR analizleri i¢in dsRNA oOrneklerinden 6nce komplementer DNA (cDNA)
sentezi saglanmistir. cDNA sentezi gergeklestirmek i¢in her bir 6rnek i¢in 4 pl ds-RNA
veya RNA, 1 ul random hegzamer primer (0,2 pg/pl) konulmus ve RNase’dan ari su ile
12,5 ul’ye tamamlanmistir. 94 °C’de 5 dakika inkubasyon uygulandiktan sonra tiipler
buz igerisine 1-2 dk birakilmis ve iizerine ters trankripsiyon karisimi (1X reaksiyon
tamponu, 10 unite Ribolock Ribonuclease inhibitor, 1 mM dNTP mix, 200 unite M-
MuLV reverse transcriptase) eklenerek toplam 20 pl hacime ulasilmistir. Kisa siireli
santrifiij uygulandiktan sonra 25 °C’de 10 dakika, 42 °C’de 60 dakika ve 70 °C’de 10
dakika inkubasyon uygulanarak cDNA sentez agamasi tamamlanmuistir.

PCR islemi Faggioli ve ark (2005)’na gore bir adimda degil cDNA’dan PCR
islemi uygulanarak yapismistir. Her bir reaksiyon karisimi toplam 25 pl’den olugsmustur
(Cizelge 3.1). Tek bir reaksiyon karisiminda 2 pl cDNA, 0,6 mM virtlis spesifik primer
cifti (Cizelge 3.2), 0,6 mM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 1X reaksiyon ortami1 ve 0,625 U Taq
DNA polimeraz (MBI Fermentas, GmbH, Germany) ile hazirlanmistir. Amplifikasyon
icin PCR cihaz1 1 dongii 94 °C’de 3 dakika ve 35 dongii, 94 °C’de 30 saniye, 55 °C’de
45 saniye, 72 °C’de 45 saniye, son olarak 72 °C’de 7 dakika olarak programlanmistir.

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 yontemle (Sekil 3.2) Faggioli ve ark. (2002)’na
gore yapilmistir. Her bir reaksiyon karigimi toplam 25 pl’den olusmustur (Cizelge 3.1).
Tek bir reaksiyon karistminda cDNA yerine 1-2 pul RNA (1-2 pg), 0,6 mM viriis
spesifik primer ¢ifti (Cizelge 3.2), 0,6 mM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 1X reaksiyon ortami,
0,625 U Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas, GmbH, Germany) ve revers
transkripsiyon i¢in 20 U RNase inhibitorii (MBI Fermentas, GmbH, Germany) ve 20 U

M-MuLV revers transkriptaz enzimi (MBI Fermentas, GmbH, Germany) ile
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hazirlanmistir. Amplifikasyon i¢in PCR cihazi 1 dongii 94 °C’de 3 dakika ve 35 dongii,
94 °C’de 30 saniye, 55 °C’de 45 saniye, 72 °C’de 45 saniye, son olarak 72 °C’de 7

dakika olarak programlanmistir.

Toplam RNA

Reakstyon ortarm

dNTP's (dATP, dGTP, dCTP, dTTF)

MgCl;

Primer ifh

M-MLV reverse transcriptase

Termostabl DNA polimeraz (Tag P olimeraz)

3 5'’H3
O
*3}{& Hedef ENA 4 RIA-cDNA hibrit Hedef cDNA
-":‘r“ : ' '
34 ; 5
5 = 5! : Y 5 ¢l
? Denaturasyon (34-96°C) i Denatirasyon (94-96°C) E J
3' d 3! i 5! 3' 5'
5 '
t - 5' I 3, 5! 3
E Amnealing F i
E (Primenin baglanmasy, 42 DC) 3 . . calg o
i L (Primetlerin baglanmasy, 55 C)
3!2"1 :
3k 5 3 &'
S'E 3 5 3
tDNA senteri ( 42°C) I] Extention (70-72°C) B E
3F 5 3 3
S'E ¥ 5 ¥
RNA-cDNA tibriti E Cift iphlesikl DNA'un senten E %
3! .: 5, 3r 5!
1. Déng 2 Dongii 3 Dongn —

Sekil 3.2. Revers Trankripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)’nun sematik
ifadesi
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Cizelge 3.1. PCR reaksiyon karisiminin igerikleri ve konsantrasyonlari

Icerik Ambalaj 1Xreaksiyon  Son
konsantrasyonu (25 ul) konsantrasyon

Steril d;H,0O - 16 ul -

PCR buffer 10X 2,5 ul 1X

MgCl, 25 mM 1,5 ul 1,5mM
dNTP’s 10 mM 1,0 wl 0,6 mM
Primerler (Forward/reverse) 20 uM 1+1 ul 0,8 uM

Taq polymerase 50/ ul 0.125 ul 0,625 U

cDNA - 2 ul -

3.2.3.5. PCR Sonuglarmin Degerlendirilmesi: Agaroz Jel Elektroforezi

PCR drlinlerinin gorsel hale getirilmesi amaciyla, reaksiyondan sonra
tirlinler %1-1,5 agaroz jelde elektroforez islemi yapilmistir. Elektroforez IXTAE (Ek
3).ortaminda yapilmis, ayn1 ortam jelin hazirlanmasinda da kullanilmistir. Jele 2 pl
yiikleme ortami (6X; 15 ml i¢in 75 mg bromophenol blue, 75 mg xylene cyanol, 18 g
gliserol, 6 ml SOXTAE) (Ek 3) ile birlikte 10 pl yiiklenen PCR iiriinleri, 110 V’da 40
dakika siireyle elektroforeze tabi tutulmustur. Islem bittikten sonra jel 1 mg/ml etidyum
bromid (EtBr) (Ek 3). igeren 1XTAE ortaminda 5-10 dakika bekletilerek boyanmuistir.
Daha sonra UV transilliimiinatorde sonuglar gozlenerek jel goriintiileme cihazinda

fotograflar1 ¢ekilmistir.
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Cizelge 3.2. Zeytin agaglarinda enfeksiyon yapan viriislerin PCR analizlerinde
kullanilan primer ¢iftlerinin niikleotid dizilimleri (Faggioli ve ark., 2005)

Viriis Amplikon Primer dizilimi (5°-3”)
uzunlugu (bp)
OLV1-HA 299 ACA CAG AAATCATAAGTGCC
OLV1-CA CCA TAG CAC CAT CAT ACC
SLRSV-5D 293 CCCTTGGTTACTTTTACCTCCTCATTGTCC
SLRSV-3D AGG CTC AAG AAA ACA CAC
ArMV-5A 302 TAC TAT AAG AAACCG CTC CC
ArMV-3A CAT CAAAACTCATAACCCAC
CLRV-5 416 TGG CGACCG TGT AACGGC A
CLRV-3 GTC GGA AAG ATT ACG TAAAAGG
CMV-CPN5 280 ACT CTT AACCACCCAACCTT
CMV-CPN3 AAC ATA GCA GAG ATGGCG G
OLRSV-R1 356 GAT TGC CAAGGA ATATGC TG
OLRSV-R2 CTC CCAACA AATGATTGC TG
OLV2-H 206 GAA GGT GGC TCG CCT AGA G
OoLVv2-C GCC AGGAGTTTGAGCTTTG
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arazi calismalari ve gozlenen simptomlar

Mardin ilinin 3 ilgesinden zeytin ornekleri toplanmistir (Cizelge 4.1). Sorveyler
sirasinda toplam 35 bahge ziyaret edilmis ve 170 adet zeytin Ornegi toplanmustir.
Toplanan 6rneklerin %80°1 gen¢ agaclar (2-10 yillik), %20’si yash agaglardan (10 ve
iistil) olusmustur (Sekil 4.1, 4.2).

Sekil 4.1. Mardin ili Derik ilgesindeki eski bahgelerin bulundugu vadiden genel

gorunum.

Yapilan sorveylerde zeytin agaclarinin biiylik boliimiinde herhangi bir simptom
goriilmezken en cok karsilasilan simptomlar yapraklarda deformasyonlar, yaprak
kenarlarinin disa dogru kasik gibi kivrilmasi, yaprak burulmasi ve klorotik halkali
lekeler seklinde olmustur (Sekil 4.3). Viriis enfeksiyonlari tespit edilen zeytin
agaclarinda genellikle herhangi bir simptom gozlenmedigi, bu enfeksiyonlarin latent
olarak bulundugu bildirilmistir (Martelli, 1999; Faggioli ve ark., 2005; Loconsole ve
ark., 2010). Ancak, SLRSV g¢ilek ve diger konukgularinda genellikle latent olarak
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bulunsa da, zeytin yapraklarinda siddetli daralma ve kivrilmalara, meyvelerde

deformasyona ve verim azalmasina neden oldugu gozlenmistir (Faggioli ve ark., 2002;

Caglayan ve ark., 2006).

Sekil 4.2. Mardin ilinde A) Yash aga¢ B) Geng agac ve C) Dara antik kent bolgesindeki
yaklasik 10-30 yillik zeytin agaclari
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Sekil 4.3. Zeytin agaglarinda viriis enfeksiyonlar1 ile iliskili olabilecek, en yaygin
simptomlar A) yaprak burulmasi, B) yaprak kenarlarinin disa dogru kasik gibi
kivrilmasi, C, D, E) yapraklarda deformasyonlar, E, F) yapraklarda klorotik
halkali lekeler
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Cizelge 4.1. Mardin ilinden toplanan zeytin 6rnegi ve ilgelere gore drnek miktarlar

Il-ilceler Bahge sayis1  Test edilen 6rnek sayisi
-Mardin Merkez 5 25
-Kiziltepe 13 49
-Derik 17 91
Toplam 35 170

4.2. Serolojik Testler (DAS-ELISA)

Toplam 170 adet zeytin 6rneklegi SLRSV, ArMV, CLRV ve CMV viriisleri igin
DAS-ELISA’ya tabi tutulmustur. ELISA testlerinde tiim viriisler i¢in pozitif kontrol
ornekler reaksiyon verirken, test edilen Orneklerin hepsinde negatif kontrol Grnekte
okunan absorbans degerlerinin iki kati elde edilmemistir. Bu sonuca gore testlenen
zeytin ornekleri DAS-ELISA yontemine gore testlenen viriisler agisindan negatif olarak

degerlendirilmistir.

4.3. Cift kollu RNA (dsRNA) analizleri

Zeytin orneklerinin kortikal dokularindan elde edilen dsRNA’larin elektroforetik
analizleri sonucunda 170 6rnekten 41 adedinde dsRNA profilleri gortilmiistiir (Sekil 4.4,
4.5). Elde edilen dsRNA bandlarinin ¢ogunlugu zayif goriiniimlii olmustur. Bu profiller
10 gr bitki dokusundan elde edilmesine ragmen, dsRNA konsantrasyonunun bitkilerde
oldukca diisiik oldugunu ortaya koymaktadir. Bu profiller igerisinde birden fazla
dsRNA igeren oldugu gibi tek dsRNA icerenler de mevcuttur. Kullanilan Lambda DNA
EcoRI/HindIIl DNA markoériiniin 15.000-20.000 bp seviyesine yakin olan band en
bliylik fragment olup 37 ornekte bulunmustur. Bu fragmentin disinda 6rneklerde 8
ornekte 5000 bp seviyesinde, 7 drnekte 2000 bp seviyesinde bandlar tespit edilmistir.
Sabanadzovic ve ark. (1999) yaptiklar1 ¢alismada Olive leaf yellowing-associated virus
(OLYaV)’da 15.000 bp seviyesinde dsRNA profilleri tespit ettiklerini bildirmislerdir.
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Arastirilan Orneklerde tespit edilen 15.000 bp seviyesindeki band bu viriisle iliskili
olabilir. Ancak, bu calisma kapsaminda bu viriis 6rneklerde arastirilmamistir. Bunun
disinda zeytin agaclarinda enfeksiyon yaptigi bilinmeyen viriisler olabilecegi de goz
oniinde bulundurulursa elde edilen dsRNA profillerinin bu viriislerle de iligkili
olabilecegi disiiniilebilir. Nitekim son yillarda, zeytinlerde Tymoviridae familyasindan
Olive latent virus-3 (OLV-3) tanimlanmigtir (Al Abdullah ve ark., 2009).

4.4. Cift kollu RNA (dsRNA) ornekleriyle PCR analizleri

dsRNA analizinde 41 Ornekte belirlenen profillerin hangi viriise ait oldugunu
belirlemek amaciyla tim dsRNA o6rnekleri arastirilan viriisler agisindan PCR iglemine
tabi tutulmustur. dsRNA’dan cDNA’larin sentezlenmesiyle gerceklestirilen PCR
islemlerinde test edilen 7 viriise kars1 orneklerde reaksiyon veren olmamis, hepsinin bu
viriisler agisindan negatif oldugu tespit edilmistir. Tiim testlerde pozitif kontrollerde
beklenen seviyelerde fragment elde edilirken kontrolde de elde edilmemistir (Sekil 4.6,
4.7, 4.8). zeytin agaglarinda bu c¢aligma kapsaminda arastirilan viriis hastaliklarinin
disinda 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; OMMYV) gibi viriis enfeksiyonlart da
bildirilmistir (Poggi Pollini et al, 1996; 2002). dsRNA profillerinde gozlenen bantlarin

bu viriis etmenleriyle iliskili olabilecegi diisiiniilebilir.
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Sekil 4.4. Zeytin dallarmin kortikal dokularmin kullanildigi dsRNA analizi sonucu elde
edilen elektroforetik olusumlar. 176 nolu 6rnek negatif kontrol. M Lambda DNA
EcoRI/Hindlll DNA ladder (MBI Fermentas, Almanya)
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Sekil 4.5. Zeytin dallarinin kortikal dokularinin kullanildigi dsRNA analizi sonucu elde
edilen elektroforetik olusumlar. 176 nolu 6rnek negatif kontrol. M Lambda DNA
EcoRI/HindllIl DNA ladder (MBI Fermentas, Almanya).
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Sekil 4.6. dsRNA ornekleriyle gerceklestirilen PCR analizlerinin sonuglari. +K pozitif
kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas,
Almanya)
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Sekil 4.7. dsRNA ornekleriyle gerceklestirilen PCR analizlerinin sonuglari. +K pozitif
kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas,
Almanya)
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Sekil 4.8. dsRNA ornekleriyle gerceklestirilen PCR analizlerinin sonuglari. +K pozitif
kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas,
Almanya)

4.4. Toplam RNA ornekleriyle PCR analizleri

Zeytin virislerinin bitki dokusunda konsantrasyonlarinin ¢ok diisiik oldugu ve
agac bilinyesinde diizensiz dagilim gosterdigi (Bertolini ve ark, 1998; 2001a; Martelli,
1999) bildirilmistir. Bu nedenle, RNA ekstraksiyonlar1 yapilirken sekiz adet 1-2 yillik
zeytin siirglinlerinin gévdesindeki floem dokularindan kazima yontemi ile 1 gr doku
alinmis ve sivi azotta ezilmistir, igerisinden 0.1 gr’1 ekstraksiyonda kullanilmistir.

Zeytin virlslerinin testinde kullanilan Qiagen ekstraksiyon kiti en iy1 sonug
veren ve pratik bir yontem olarak oOnerilmistir (Faggioli ve ark., 2005). Bu kitin
kullanilamadig1 durumlarda silika yonteminin (Rott ve Jelkmann, 2001) de iyi sonug
verdigi bildirilmistir (Al Abdullah ve ark., 2009; Loconsole ve ark., 2010). Arastiricilar
diger yontemlerle ekstraksiyonlarin virlis testinde sorun yarattigini ve yanlis negatif
sonuglar verdigini ifade etmistir.

Mardin ili zeytin alanlarindan toplanan Ornekler ile RT-PCR ¢aligmalarina
baslamadan Once, pozitif oldugu bilinen zeytin Ornekleri kullanilarak laboratuarda
sistem kurma caligmalar1 yapilmistir. Bu amagla pozitif zeytin siirgiinleri ve ELISA kiti

liyofilize pozitif orneklerinden Qiagen ekstraksiyon kiti kullanilarak toplam RNA
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ekstraksiyonu yapildi. Pozitif 6rnekler ile yapilan 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 OLRSYV ig¢in (356 bp), beklenen spesifik DNA bant uzunliklart goriilmiistiir
(Sekil 4.9).

Daha once yapilan ¢aligmalarda RNA ekstraksiyonlarindan dogrudan RT-PCR
ve 1/10 sulandirilarak yapilan RT-PCR calismalar1 arasinda fark goriillmemistir (Yalgin,
2008). Bu nedenle yapilan RT-PCR c¢alismalarinda RNA sulandirilmadan tek asamali
PCR seklinde gergeklestirilmistir.

Toplam RNA’dan gergeklestirilen PCR islemlerinde test edilen 7 virilise karsi
orneklerde reaksiyon veren olmamisg, hepsinin bu viriisler agisindan negatif oldugu bu
yontemle de tespit edilmistir (Sekil 4.10, 4.11, 4.12, 4.13.). Tim testlerde pozitif
kontrollerde beklenen seviyelerde fragment elde edilirken su kontrolden elde

edilmemistir

Sekil 4.9. Arastirilan virtislerle enfekteli zeytin dokulari ile RT-PCR sistem kurma
caligmalari. M: Markir (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 6rnekler
(356 bp), W: su kontrol
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Diinyada yapilan calismalar sonucunda zeytinde ilk CMV enfeksiyonlari
Italya’dan (Savino ve Galitelli, 1983) daha sonra Portekiz (Rei ve ark., 1993) ve
Ispanya’dan (Bertolini ve ark., 2001a) bildirilmistir. Yapilan ilk calismalarda CMV
zeytin agaglarinda sinirh yayilma gozterirken, son yillarda daha genis alanlardan; %22.7
oraninda Siiriye’de (Al Abdullah ve ark., 2005), %37,7 oraninda Californya’da (Al
Rwahnith ve ark., 2011), %25.7 oraninda Tunus’ta (El Air ve ark., 2011) ve %24.7 oranm
ile Misir’dan (Youssef ve ark.,2010) bildirilmistir. Ulkemizde ELISA testi ile Ege
bolgesinde yapilan eski bir calismada; zeytinde CMV enfeksiyonu yaprakta %24,
cigekte ise %21.9 olarak bildirilmistir (Fidan ve Ertem, 1995). Cok genis bir konukgu
dizisine sahip olan bu virlis 60’tan fazla afit tirti (Acyrthosiphon pisum, Aphis
craccivora ve Myzus persicae vb.) ile non-persistent tasinabilinmektedir. Bu viriis
vejatatif liretim materyalleri olan asi1, as1 gozii, as1 kalemi, tohum v.b yollar ile

tasiabildigi bildirmistir.

Sekil 4.10. Toplam RNA’dan gerceklestirilen PCR analizlerinin sonuglari. +K pozitif
kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas,
Almanya).
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Sekil 4.11. Toplam RNA’dan gergeklestirilen PCR analizlerinin sonuglari. +K pozitif
kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas,
Almanya).
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Sekil 4.12. Toplam RNA’dan gergeklestirilen PCR analizlerinin sonuglari. +K pozitif
kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas,
Almanya).
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Sekil 4.13. Toplam RNA’dan gergeklestirilen PCR analizlerinin sonuglari. +K pozitif
kontrol, -K negatif kontrol, DNA ladder DNA ladder mix (MBI Fermentas,
Almanya)

OLV-1 ilk olarak Giiney italya’min Apulia kentinde siptomsuz bir zeytin
agacindan mekanik inokulasyonla izole edilmistir (Galitelli ve Savino, 1985). Diger
OLV-1 enfeksiyonu 1998 yilinda Felix ve Clara tarafindan Portekiz’de zeytin
meyvelerinden elde edilen ekstraktlarla inokule edilen simptomlu Nicotiana bentamiana
bitkilerinden kaydedilmistir (Felix ve ark., 2005). Yillarca viriis sadece Avrupa’nin
Akdeniz bolgelerinde sinirli kalmisken 1995 yilinda Urdiin’de zayif zeytin agaclarinda
tespit edilmistir (Martelli ve ark., 1995). Daha sonra %34.3 oraninda Tunus’ta (El Air
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ve ark., 2011) ve %5.7 oraninda Misir’dan (Youssef ve ark.,2010) bildirilmistir.
Ulkemiz Dogu Akdeniz bdlgesinde zeytinde yapilan bir ¢alismada OLV-1 tespit edilmis
ve bu izolatlarin turunggillerden elde edilen izolat ile homoloji gosterdigi tespit
edilmistir (Yalgin, 2008).

OLV-2 ilk olarak italya’da tespit edilmis ve herhangi bir yayilma tespit
edilmemisti (Savino ve ark.,, 1984) ancak son yillarda yapilan ¢alismlarda
sonucunda %2 oraninda Suriye’de (Al Abdullah ve ark., 2005), Hirvatistan’da (Bjelis
ve ark., 2007) %6.9 orani ile Tunus’ta (El Air ve ark., 2011) ve %2.7 orani ile Misir’dan
(Youssef ve ark.,2010) bildirilmistir. Bromoviridae familyasinin Oleavirus cinsinin
monotipik bir tiirli olan OLV-2 son yillarda yapilan ¢aligmalar ile akdeniz havzasinda
yayilimi artmigstir. Yunanistan’da yapilan bir ¢alismada OLV-2’nin zeytinden farkli bir
konukgu olan gene otunda bildirilmistir (Grieco ve ark., 2002). Ulkemizde ise Dogu
Akdeniz bolgesinde bu viriis arastirilmis ancak tespit edilmemistir (Yalgin, 2008),
tilkemizde bu ¢aligmanin disinda bir kayit bulunmamaktadir.

OLRSV ilk kez Italya’da zeytinde tespit edilmis (Savino ve ark., 1983) daha
sonralar1 RT-PCR yonteminin gelistirilmesi ile yapilan analizler sonucunda %11.5
oraninda Suriye’de (Al Abdullah ve ark., 2005), %16.6 oraninda Tunus’ta (El Air ve
ark., 2011) ve %6.7 oraninda Misir’dan (Youssef ve ark.,2010) bildirilmistir. Yapilan
son ¢aligmalar ile bu viriisiin daha genis alanlara yayildig1 goriilmektedir.

Tiirkiye’de DAS-ELISA yontemi ile yapilan bir calismada zeytinde CLRV
enfeksiyonu %23 oraninda (Caglayan ve ark., 2004) bildirilmistir. RT-PCR yontemi
kullanilarak yapilan bazi1 ¢alismalar neticesinde %15 oraninda Suriye’de (Al Abdullah,
2005), %2 oraninda Liibnan’da (Fadel ve ark., 2005), %4.9 oraninda Italya’da (Faggioli
ve ark., 2005), %13.1 oraninda Tunus’ta (El Air ve ark., 2011), %4.7 oraninda Misir’da
(Youssef ve ark.,2010) ve Hirvatistan’dan 25 simptomlu 6rnegin 6’sinda (Luigt ve
ark.2011) bildirilmistir. CLRV zeytinlerde simptom vermezken zeytin agaclarinda
ekonomik kayba yol agtigina dair bir kayit yoktur.

ArMV ilk olarak Italya (Martelli, 1999) ve ispanya’da (Bertoloni ve ark., 2001a)
zeytinde enfeksiyon yaptigi bildirilmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda ise; DAS-
ELISA testi ile %7.1 oraninda Tirkiye’de (Caglayan ve ark., 2004), RT-PCR ile
Suriye’de %0.7 (Al Abdullah ve ark., 2005), %0.3 oraninda Liibnan’da (Fadel ve ark.,
2005) ve son olarak %0.7 oraninda Misir’daki (Youssef ve ark.,2010) zeytin agag¢larinda



54

enfeksiyon yaptig1 rapor edilmistir. ArMV’nin genis bir konukgu dizisi sahip olmasina
ragmen yapilan ¢alismalarda oldukea diisiik seviyede kaldigi goriilmektedir. ArMV’nin
zeytin agaclarinda ¢ok az rastlanma sebebi; bu viriisiin diiger konukgularinin zeytin
bahgelerinde bulunmadigindan dolay1 bu viriis az yayilim gosterdigi kanisia varilmistir.
Bu virlis zeytin agaclarina enfekteli iretim materyali vasitasi ile bulastig
distiniilmektedir.

Cok genis bir konukc¢u dizisine ve hizli yayilma alani olan SLRSV ilk kez 1979
yilinda Italya’da tespit edilmis ve daha sonralar1 RT-PCR ile Portekiz’de (Henriques ve
ark., 1992; Rei ve ark., 1993), ispanya’da (Bertolini ve ark.,1998) ve DAS-ELISA ile
Tiirkiye’de (Caglayan ve ark., 2004) araziden alinan zeytin Orneklerinde teshis
edilmistir. italya’da (Martelli, 1999) SLRSV teshis calismalarinda DAS-ELISA ile
basar1 saglamamis ve DAS-ELISA testi ile pozitif sonuglar veren Zeytin ornekleri
dsRNA analizleri ve PCR esasli metotlar ile test edildiginde DAS-ELISA testitinin
hatal1 pozitif sonuglar verdigi ileri siiriilmiistiir (Bertolini ve ark., 1998). Son yillarda
gelisen molekiiler teknikler (RT-PCR) kullanilarak yapilan soérvey ¢aligmalarinda %5.7
oraninda Suriye’de (Al Abdullah ve ark., 2005), %0.3 oraninda Liibnan’da (Fadel ve
ark., 2005), %7.4 oraninda Tunus’ta (El Air ve ark., 2011) ve %2.3 oraninda Misir’dan
(Youssef ve ark.,2010) SLRSV enfeksiyonlar1 tespit edilmistir.



55

5. SONUCLAR VE ONERILER

Vejetatif olarak cogaltilan diger bitkiler gibi zeytinler de ¢ogaltma materyalinde
bulunabilen pek ¢ok patojenden (viriis, bakteri ve fungus) etkilenir ve bu yolla yeni
bitkilere gegerek yayilabilir. Bu durum agaglarin {iriin kalitesini ve verimi olumsuz
yonde etkiler. Yeni bahgelerin temiz iiretim materyali ile olusturulmasi ileride alinacak
tirliniin kalitesi ve tesisin ekonomik 6mrii bakimindan ¢ok 6nemlidir.

Saglikli zeytin iiretim materyali saglama konusunda bazi Avrupa iilkelerinde
(Italya, Ispanya ve Portekiz) viriis ve fitoplazmalar gibi tedavisi olmayan hastalik
etmenlerinin yayilimin1 engellemek amaci ile g¢esitli sertifikasyon ¢alismalarina
baslanmigtir. Viral hastaliklarla enfekteli bitkilerden saglam iiretim materyali elde
etmek oldukca zordur. Ancak farkli yontemler kullanarak (6rnegin; 1s1 terapisi,
meristem ucu kiiltiirii, mikro asilama yontemleri) viriisten ari liretim materyali tiretmek
imkansiz degildir. Italya’da yapilan bazi basarili ¢aligmalarda CLRV ve OLYaV nin 1s1
uygulamasi ve siirglin ucu kiiltiirli yontemleri kullanilarak elemine edildigi bildirilmistir
(Bottalico ve ark., 2002). Zeytinde enfeksiyon yaptigi belirlenen viriislerin bazilari
ornegin; SLRSV, ArMV ve TNV gibi viriisler toprak kokenlidir. TMV gibi baz1 viriisler
dogrudan veya CMV gibi vektor bocekler araciligiyla veya vejatatif iiretim materyalleri
yoluyla, CLRV ve OLV-1 gibi baz1 viriisler de tohumla taginarak yayilirlar. Bu bilgiler
disinda arazi kosullarinda zeytin viriislerinin epidemiyolojisi ve zeytin agacglarindaki
viriislerin ekonomik agidan 6nemleri hakkinda yapilan bir arastirma olmadig1 i¢in
virlislerin bitkilerde meydana getirdigi verim ve kaliteye etkileri tizerinde herhangi bir
bilgi mevcut degildir.

Yurdumuzda her gecen giin zeytin yetistiriciligi yapilan alanlar artmakta fakat
zeytin Uretimi yapilan alanlarda bu viriislerin varligi, verim ve kaliteye etkileri hakkinda
yeterli ¢aligma bulunmamaktadir. Bu nedenle zeytin viriislerinin yetistiricilik yapilan
alanlarda enfeksiyon durumlarinin belirlemesi, fidanliklarin virtisler agisindan taranmasi
viriislerin yayiliminda 6nem arz etmektedir.

Yapilan bu ¢alismada Mardin ilinde yetistirilen zeytin agacglar1 SLRSV, CLRYV,
ArMV, CMV, OLRSV, OLV-1 ve OLV-2 viriisleri agisindan serolojik ve molekiiler

yontemlerle test edilmis ve test edilen 6rneklerin bu viriisler agisindan negatif oldugu
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dort ayr test ve analiz yontemi ile tespit edilmistir. dSRNA yontemi ile elde edilen
dsRNA profillerinin hangi viriisler tarafindan olusturabileceginin daha ileri calismalarla
arastirtlmas1 gereklidir. Bu nedenle, mevcut Orneklerin TMV, TNV, OVYaV,
OYMDaV, OSLV, OLYaV, OMMV, OLV-3 viriislerine karsi da test edilmesi
gerekmektedir.

Mardin ilinde yetistirilen zeytin agaglarinda yiiriitilen bu ¢alisma ile bu
bolgedeki zeytin agaglarinin saglik durumlar1 hakkinda ilk veriler elde edilmistir. Bu
caligmanin daha genis alanlarda, zeytinde enfeksiyon yaptigi bilinen tim viriis

etmenlerine karsi aragtirilacagi projelerle devam ettirilmesi onerilmektedir.
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EKLER

EK 1. ELISA TESTINDE KULLANILAN TAMPON COZELTIiLER

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

NaCl 8.0¢
KH,PO, 0.2¢
Na,HPO, 12 H,0 veya 2949
Na,HPO,4 7H,0 2349
Na,HPO, 2H,0 144 ¢
Na;HPO, (Susuz) 1.15¢
KCI 0.2¢
NaN3 029

Yukarida verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 0.1 NaOH veya 0.1 N
HCl ile ayarlanmis ve 4 °C’de saklanmistir. Bu tampon ¢6zelti 5 veya 10 kat konsantre
olarak stok ¢ozelti seklinde hazirlanip saklanabilir ve gerekli oldugunda ayni oranda

sulandirilip kullanilabilir.

2. Kaplama Tamponu (Coating Buffer) pH: 9.6

Na,COs 159 g
NaHCO; 293¢
NaN3; 0.2 g

Yukarida verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 ayarlanmis ve 4 °C’de

saklanmistir. Ancak her kullanimda pH kontrol edilmistir.
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3. Yikama Tamponu (Washing Buffer)

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

4. Ornek Tamponu (Sample Buffer)

1 litre tampon ¢ozeltisi igerisine 20 g (%2) Polyvinylpyrolidone 40.000 (PVP-40)

ilaveedilerek hazirlanmustir (1 ay igerisinde kullanilmak tizere 4 °C’de saklanabilir).

5. Enzim Konjugat Tamponu (Enzyme Conjugate Buffer)

1 litre 6rnek tamponu igine 2 g (%2) Ovalbumin (egg albumin) ilave edilerek

hazirlanmistir (1 ay icerisinde kullanilmak {izere 4 °C’de saklanabilir).

6. Substrat Tamponu (Substrat Buffer) pH: 9.8

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su igerisine ilave edilir. Sonra 0.2 g NaN3
eklenir ve HCl ile pH 9.8’e ayarlanarak 1 litreye tamamlanir (karanlikta 4 °C’de

saklanabilir ancak kullanilmadan 6nce pH kontrol edilmelidir).



67

EK 2 ds-RNA ANALIiZLERINDE KULLANILAN TAMPON COZELTIiLER

1. % 0.1 DEPC (diethylpyrocarbonate) Uygulanms Su Hazirlanmis1 1000 ml

% 0.1 DEPC’ li su icin 1 1t suya 1 ml DEPC eklenir. lyice karistirilir. Tiim gece
bekletildiktilir. Otoklav edildikten sonra kullanilir.

2. 0.1M BENTONITE Hazirlamis1 (45 mg/ml konsantrasyonda) 100 ml

KH,PO4 1.36 gr

Bentonit 450 gr

Kimyasallar1 tartiktan sonra 100 ml ye tamamlanir. Igerisine % 0.1 DEPC

eklenir (100 pl / 100ml i¢in). Manyetik karistirici ile tiim gece karistirilir. Otoklav
edilir.

3. TE Buffer Hazirlams1 7.5 pH 100 ml

10 mM Tris 0.121 gr
1 mMEDTA 0.0372 gr

% 0.1 DEPC uygulanmis su ile 100 ml tamamlanir. pH 7.5” e ayarlanir otoklav

edildikten sonra kullanilir.
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10X STE Stok Soliisyonu Hazirlamis1 pH 7.4 1000 ml

1 M NaCl 58.8 gr/lt
0.5M Tris 60.5 gr/lt
0.01 M EDTA 3.72 gr/lt

900 ml % 0.1 DEPC uygulanmis suda eritilir. pH 7.4’ e HCI (saf) ile

ayarlandiktan sonra 1000 ml’ ye tamamlanir. Otoklav edildikten sonra kullanilir.

4. 3 M NaOAc Hazirlamisi pH 5.5 100 ml

40.81 gr NaoAc 80 ml % 0.1 DEPC uygulanmis suda eritilir. pH 5.5’ e glacial

acetik asid ile ayarlanir.100 ml’ ye tamamlanir. Otoklav edildikten sonra kullanilir.

5. % 10 SDS Hazirlamis1 1000 ml

Sodium dodecyl sulfate 100 gr

1 It’ Distile suda eritir ve kullanilir.
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6. ds-RNA Analizleri icin 2XSTE ile Doyurulmus Fenol Hazirlama

— 0.1 Hydroxyquiaoline fenole eklenir. (1kg fenol i¢in 1 gr)

— 1:1 oraninda steril % 0.1 DEPC uygulanmis su ile koyu renkli sisede ¢alkalanir.

— 4 saat veya tiim gece beklet.

— Ertesi giin iki faz olmus olur, istteki sivi fazi uzaklastir ( yiizeyde 1 cm
yiiksekliginde su kalabilir. Hepsini uzaklastirmaya gerek yok).

— Uzaklagtiran s1vi miktarini belirle ve esit hacimde 2XSTE fenole eklenir.

— Siddetle karistirilir ve 2 saat veya tiim gece beklet

— Ustteki sivi fazi uzaklastir (yiizeyde 1 ¢cm yiiksekliginde su kalabilir. Hepsini
uzaklagtirmaya gerek yok).

— Uzaklastiran s1vi miktarini belirle ve esit hacimde 2XSTE fenole eklenir.

— 2 saat veya tiim gece beklet. Ustteki siviyr uzaklastir ve fenolii +4 °C’de

muhafaza edilir.
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EK 3. PCR ANALIZLERINDE KULLANILAN TAMPON COZELTILER

1. 50 X TAE 100 ml stok i¢in

Trizma base 24.2
0.5M EDTA pH 8.0 10 ml
0.6 glacial acetic acide 571 ml

Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.

2. Yiikleme Ortamm 15 ml 6X stok igin

Bromophenol blue 150 mg
Glycerol 18 ¢g
50X TAE 6 ml

-20°C’de saklanuir.

3. Ethidium Bromide Soliisyonu 1 mg/ml 200 ml stok i¢in

IX TAE 200 ml
Ethidium Bromide 200 pl (son konsantrasyon 1 mg/ml)

Koyu renkli bir kap icinde karanlik ortamda oda sicakliginda saklanir. 5-10

defayakadar ayni soliisyon kullanilabilir. Daha sonraki kullanimlar i¢in tazelenmelidir.



