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OZET

AYDIN, BALIKESIR VE iZMiR iLLERINDE ZEYTIiN AGACLARINDAKI
VIRAL HASTALIK ETMENLERININ TANILANMASI, BULUNMA
DURUMLARININ BELIRLENMESI VE BAZI MEYVE KALITE
OZELLIKLERI UZERINE OLAN ETKILERININ ARASTIRILMASI

ERILMEZ, Serpil

Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal1
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Semih ERKAN
Aralik 2012, 79 sayfa

Bu calisma 2009 ve 2012 yillar1 arasinda Aydin, Balikesir ve Izmir illerinde
yaygin olarak zeytin yetistiriciligi yapilan iiretim alanlarindaki viriis hastaliklarinin
belirlenmesi, toplanan 6rneklerde viriislerin bulunma durumlarinin ortaya konmasi
ve viruslerin bazi meyve kalite 6zellikleri tizerine olan etkisinin arastirilmasi
amaciyla yiiriitiilmiistiir. 2009 yilinda Aydin (157) ve izmir (136) illerinden 293
ornek, 2010 yilinda ise Balikesir ilinden 82 6rnek olmak iizere, toplam 375 6rnek
alinmistir. Ayrica, bu {i¢ ildeki fidanliklardan her ilden 40 adet olmak {izere,

toplam 120 adet fidan 6rnegi alinmistir.

Zeytin Orneklerindeki viral etmenlerin tanilanmasi biyolojik, serolojik ve
molekiiler yontemler kullanilarak yapilmistir. Arabis mosaic nepovirus (ArMV),
Cucumber mosaic cucumovirus (CMV), Cherry leafroll nepovirus (CLRV) ve
Strawberry latent ringspot nepovirus (SLRSV) virlislerine ait tani Kkitleri
kullanilarak, 6rnekler DAS-ELISA yontemine gore testlenmistir. Bu viriislere ek
olarak, orneklerde Olive latent-1 virus (OLV-1), Olive latent-2 virus (OLV-
2),0live latent-3 virus (OLV-3), Olive latent ringspot virus (OLRSV) ve Olive leaf
yellowing-associatedvirus (OLYaV) adli viriislerin  varligt RT-PCR ile

arastirilmistir.

2009 ve 2010 yillarinda Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden toplanarak
testlenen toplam 375 bitki 6rneginde % 55.73 oraninda viral enfeksiyon oldugu
belirlenmistir. Aydin ilinde % 22.66, Balikesir ilinde % 11.46 ve Izmir ilinde %
21.60 oraninda viral enfeksiyon tespit edilmistir. Toplam 375 6rnekte DAS-ELISA
testi sonucunda % 13 oraninda viriis enfeksiyonu belirlenirken, RT-PCR sonucuna

gore drneklerde % 56 oraninda viral enfeksiyonu oldugu goriilmiistiir. DAS-ELISA
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sonuglarma gore; drneklerin % 12,80’inde ArMV ve sadece 1 ornekte ise SLRSV
enfeksiyonu bulundugu saptanmistir. RT-PCR testi sonucunda, 6rneklerin %
22,93’linde ArMV, % 9,60’inda CMV, % 10,66’sinda CLRV ve % 9,06’sinda
SLRSV enfeksiyonlarinin var oldugu belirlenmistir. Buna ¢k olarak, 9 ornekte
CMV+ CLRV, 4 ornekte ise ArMV+CLRV karisik enfeksiyon seklinde tespit

edilmistir.

Bazi meyve kalite 6zellikleri iizerine virlis enfeksiyonunun etkilerini
incelemek amaciyla, SLRSV ile enfekteli ve enfekteli olmayan zeytin agac¢larinin
bulundugu bahcede denemeler kurulmus ve Kkarsilastirma yapilmistir. Bu
denemelerde agag¢ basina meyve verimi, meyve agirligi ve meyve hacmi (meyve
eni+ meyve boy) gibi ozellikler karsilastirilmistir. Pomolojik analiz sonuglarina
gore, agac basina meyve verimi, meyve agirligi ve meyve hacmi agisindan
enfekteli olmayan ve enfekteli agaclar arasinda istatistiksel olarak 6nemli
farkliliklar oldugu bulunmustur. Belirtilen 6zelliklere iliskin degerlerin viriis ile

enfekteli olan agaglarda daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Anahtar sézcikler: Zeytin, virs, DAS-ELISA, RT-PCR, verim ve kalite
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION ON THE DETECTION OF VIRUS DISEASES IN
OLIVE TREES IN AYDIN, BALIKESIR AND IZMIR PROVINCES,
DETERMINATION OF THEIR PRESENT STATUS AND EFFECTS ON
SOME FRUIT QUALITY CHARACTERISTICS

ERILMEZ, Serpil

Ph. D. Thesis in Plant Protection
Supervisor: Prof.Dr. Semih ERKAN
December, 2012, 79 pages

The present study was carried out to determine the presence and prevalence
of the viral agents in olive production areas of Aydin, Balikesir and Izmir
provinces and examine their effects on some fruit quality characteristics in 2009-
2012. In 2009, totally 293 samples were collected from Aydin (157) and Izmir
(136) provinces. In 2010, with collected 82 samples from Balikesir, the total
sample number in the research has reached to 375. In addition, totally 120
samples were collected from the nurseries in the aforementioned provinces as 40

for each of them.

To identify viral agents, the biological, serological and molecular methods
were applied to collected olive samples. DAS-ELISA method was used to detect
Arabis mosaic nepovirus (ArMV), Cucumis mosaic cucumoviurs (CMV), Cherry
leafroll nepovirus (CLRV) and Strawberry latent ringspot nepovirus (SLRSV).
Also, the existence of Olive latent-1 virus (OLV-1), Olive latent-2 virus (OLV-2),
Olive latent-3 virus (OLV-3), Olive latent ringspot virus (OLRSV) and Olive leaf
yellowing-associated virus (OLYaV) in collected samples was researched by RT-
PCR molecular method.

The results from conducted tests showed that the incidence of virus
infection was 55.73 % in total 375 olive samples from Aydin, Balikesir and Izmir
between the years of 2009 and 2010. Infection rate was 22.66 % in Aydin, 11.46
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in Balikesir and 21.60 % in Izmir. The findings of DAS-ELISA and RT-PCR
assays indicated that the infection rates in total 375 samples were 13 % and 56 %,
respectively. DAS-ELISA results showed that infection rate of ArMV was 12.8 %
and only 1 sample was found to be infected with SLRSV. According to the data
from RT-PCR tests, infection rates in all tested samples were 22.93 %, 9.6 %,
1066 % and 9.06 % for ArMV, CMV, CLRV and SLRSV,
respectively.Moreover, it has been detected that 9 samples had infection of CMV
+ CLRV and 4 samples contained ArMV + CLRV as mixed infections.

In order to examine the viral infection effects on certain fruit quality
characteristics, SLRSV infected and non-infected olive trees were analyzed and
compared with a trial which was performed in olive plantations. The
characteristics such as fruit yield per tree, fruit weight and volume (fruit width +
fruit length) were considered in the trial. According to the results of pomological
analysis, it was found to be statistically significant differences between non-
infected and infected orchards from the stand point of fruit yield per tree, fruit
weight and volume. It was determined that the values of mentioned fruit

properties were lover in virus- infected trees in comparison to non-infected trees.

Key words: Olive, virus, DAS-ELISA, RT-PCR, yield and quality
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1. GIRIS

Diinya fizerindeki iretiminin biiyiik bir kismi Akdeniz havzasindaki
tilkelerde gergeklestirilen zeytin, Tlrkiye ekonomisinde de énemli yeri olan bir
meyve turudur. Zeytin Oleaceae familyasinda Olea europeae L. tirinin Olea
europeae subsp. sativa alt tiirii icinde yer almaktadir. Ulkemizde halen
yetistirilmekte olan 100'Un Gzerinde zeytin ¢esidi vardir. Bu anlamda,
zeytinciligimiz gerek yabani formlari, gerekse de kiiltiir ¢esitleri bakimindan ¢ok
biiyiik bir zenginlige sahiptir (Cavusoglu, 1980).

Zeytin ve zeytinyaginin insan beslenmesindeki degeri, ekonomik dnemi ve
mutfak kiiltiirtindeki gegmisi, 8.000 yil gibi ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir
(Oztiirk, 2008). Son yillarda “Akdeniz beslenme tarz1” veya “Akdeniz diyeti”
kavrami, saglikli beslenme ve kalp hastaliklar1 yoniinden 6zellikle ele alinan bir
beslenme seklidir. Bu beslenme tarziyla, Yunanistan’in bazi yorelerinde ve Giiney
Italya gibi zeytin yetistirilen bdlgelerde goriilen beslenme tarzi kastedilmektedir.
Akdeniz beslenme tarzinda, bol miktarda tliketilen zeytinyaginin insan sagligina
olumlu etkileri ¢ok fazladir (Demirci ve Boliikbasi, 2003).

Derinlere uzayan kokleri sayesinde kalkerli, cakilli, tashh ve kurak
topraklarda yetistirilmeye elverigli olan zeytin agaci i¢in en verimli ortam yazlari
sicak, kislar1 ise i1liman gegen iklimlerin bulundugu alanlardir. Ciinkii, zeytin
agaci 15181, giinesi ve 15°C’nin iistiindeki sicakliklari sever. Yillik ortalama 220
mm diizeyindeki yagis, zeytin agacinin verimli bir sekilde biiyiimesi icin yeterli
olmaktadir. Zeytin agac1 genellikle rakimi diisiik alanlarda yetisir. Ancak,
denizden 1000 metre yiikseklikte de zeytin tarimi yapilabilmektedir. Cali
gorliiniimiindeki zeytin agacinin yapraklarinin {ist yiizii koyu, alt yiizli ise glimiis
rengindedir. Yapraklar mikemmel bir diizen icinde dalin iki tarafindan karsilikli
olarak yer almaktadir. Ortalama 40-50 cm genisligindeki govde, ciirlimeye karsi
cok dayanmikhidir. Aga¢ yaslaninca, yamrulardan gelisen yeni uglar gdévdeyi
tazeler. Ortalama boyu 4-10 m olan zeytin agaci, bir yil bol, bir y1l az tirlin verir.
Cicek verme mevsimi kuzey yarim kiirede Nisan - Haziran aylar1 arasindadir.
Yesil zeytinler, Agustos ay1r sonundan Kasim ay1 basina kadar olan siire iginde
olgunlagir (Bakirlioglu, 2006).

Tarimsal anlamda zeytinin ilk yetistirilmeye basladigi yer, Suriye olarak
kabul edilmektedir. Arkeolog ve paleo-botanik¢ilerin  yapmis olduklari
arastirmalar ve elde edilen bulgular, M.O. VI. yiizyilda Suriye’de tarimsal
anlamda zeytin yetistiriciligi yapildigimi gostermektedir. Bu konuda degisik



fikirler 6ne surtlse de, genel kabul géren diisiince ilk tarimsal zeytin iiretiminin
Suriye’de yapildigi seklindedir. Sekil 1.1°de goriildiigii gibi, Suriye sinirlar
icerisinde yetistirilen zeytin, ii¢ kol iizerinden diinyaya yayilmstir. Irak ve Iran
tzerinden giden kol zamanla Pakistan ve Afganistan’a kadar uzanirken, ikinci kol
Suriye ve Misir tizerinden Akdeniz’e kiyisi olan iilkelere yayilmis ve en biiylik

iiciincii kol ise Bati Ege iizerinden Ege Adalari, Yunanistan, italya, Fransa

iizerinden Ispanya’ya ulasarak, Avrupa iizerindeki ilerlemesini tamamlamistir
(100C, 2012).

Sekil 1.1 Akdeniz havzasinda zeytin {iretim alanlarmin dagilimi (I00C, 2012)

Zeytin, ekonomik olarak diinyanin her yerinde yetismesi miimkiin olmayan
bir meyvedir. 30°-40° enlemleri arasinda, % 98’1 kuzey yarim kiirede olmak (izere
dunyada 37 Ulkede ekonomik anlamda zeytin tiretimi yapilmaktadir. 9.4 milyon
hektar diinya zeytin iiretim alaninin % 95’i kuzeyde Akdeniz bdlgesinde yer
almaktadir. 2010 yili istatistiklerine gére yaklasik 20,6 milyon ton olan diinya
dane zeytin tretiminin % 98’i Akdeniz’e kiyis1 olan Ispanya, Italya, Yunanistan,
Turkiye, Tunus, Suriye, Fas, Portekiz, Fransa ve Cezayir gibi 6nemli Gretici
tlkelerden elde edilmektedir. Bu iilkeler iiretim oranlarina goére siralandiginda,
iiretimin % 38’1 Ispanya, % 15°i Italya, % 9’u Yunanistan, % 7’si Turkiye, % 5’i
Suriye ve % 4’0 Tunus tarafindan yapildig1 goriilmektedir (FAOSTAT, 2010).
Tirkiye bu tilkeler igerisinde gerek iiretim ve gerekse zeytin alan1 bakimindan

genellikle 5. sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1  Diinya zeytin iiretimi ve zeytin liretim alanlarinin ilkelere gore

siralamas1 (FAOSTAT, 2010).

Ulkeler Zeytin Uretimi (ton) Ulkeler Zeytin Alam (ha)
Ispanya 8.014.000 Ispanya 2.092.800
italya 3.170.700 Tunus 1.645.100
Yunanistan 1.809.800 italya 1.190.800
Fas 1.483.510 Yunanistan 834.200
Turkiye 1.415.000 Turkiye 826.199
Suriye 960.400 Fas 735.400
Tunus 876.400 Suriye 647.500
Diger Ulkeler 2.848.376 Diger Ulkeler 1.426.624
Toplam 20.578.186 Toplam 9.398.623

2010 yili istatistiklerine gore (TUIK, 2010), Tiirkiye’de 159.473.907 adet
zeytin agacit mevcuttur. Bu agaclarin 115.569.647 adedi meyve veren yasta,
43.904.260 adedi ise meyve vermeyen yastadir. Bolgelerdeki agac sayisina
bakilacak olursa, toplamin % 50,22°1ik kism1 Ege Bolgesi’nde yer almaktadir. Ege
Bolgesi’ni Akdeniz Bodlgesi (% 25,50) ve Marmara Bolgesi (% 18,45) takip
etmektedir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2 Tiirkiye’de bdlgelere gore zeytin agag sayisi, orani ve tiretim miktari
degerleri (TUIK, 2010)
Bolgeler Agac Sayisi (Adet)

Agag Sayisina Toplam

Meyve Veren Vz/rlrenye\;?an Toplam Gore Bolge “ Z_ey_tin

Orani(%) Uretimi (ton)
Ege 62.199.954 | 17.892.977 | 80.092.931 50.22 500.065.00
Akdeniz 21.795.654 | 18.863.437 | 40.659.091 25.50 260.850.00
Marmara 26.676.625| 2.746.265| 29.422.890 18.45 284.458.00
Giineydogu 4.644.054 | 4.292.827 8.936.881 5.60 28.720.00
Karadeniz 227.37 39.465 266.835 0.17 2.297.90
Diger 25.99 69.289 95.279 0.06 211.00
Toplam 115.569.647 | 43.904.260 | 159.473.907 100.00 1.076.601.90

2010 yil istatistiklerine gore, Turkiye’de 1.076.601 ton zeytin Uretilmekte
tretimin % 46.45’i Ege Bolgesi’nde, % 26.42°si Marmara Bolgesi’nde, % 24.23’(
Akdeniz Bolgesi’nde, % 2.67’si Glineydogu Anadolu Bolgesi’nde ve % 0.23°0 ise
diger bolgelerde gerceklestirilmektedir (Sekil 1. 2).
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Sekil 1.2 Tirkiye’de bolgelere gore zeytin iiretim oranlar1 (TUIK, 2010)

Aydin, Izmir ve Balikesir illeri arasinda 2010 yili verilerine gore (TUIK,
2010) en fazla aga¢ sayist 23.616.070 ile Aydmn ilinde yer alirken bunu
18.346.660 ile izmir ili takip etmektedir. Afa¢ sayis1 olarak 11.353.617 ile
Balikesir ili son sirada yer alirken, verime bakildiginda bu il Izmir ilinden sonra 2.

sirada yer almaktadir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3  Aydin, Izmir, Balikesir illerinde zeytin aga¢ sayis1 ve (retim
miktarlar1 (TUIK, 2010)

ApSamadey |

Meyve Toplam Zeytin

Meyve Veren Vermeyen el Uretimi(ton)
Aydin 21.077.358 2.538.712 23.616.070 122.455
izmir 14.966.950 3.379.710 18.346.660 183.125
Balikesir 10.706.622 646.995 11.353.617 130.549

Zeytin llkemizde yaklasik 400.000 ailenin 6nemli gelir kaynagini
olusturmaktadir. Ozellikle kira¢ ve sulanmayan egimli alanlarda, gerek erozyonun
onlenmesinde ve gerekse diger alternatif bitkilere gore oransal olarak ekonomik
avantaji bakimindan vazge¢ilmez konumdadir. Bunun yani sira, zeytin son
yillarda bazi1 bolgelerde sulanabilir taban ve kir taban arazilerde de yogun girdi
kullanilan ileri tarim uygulamalar1 yoluyla, diger {irlinlerle rekabet edebilir diizeye

ulagmistir.



Ulkemiz zeytin yetistiriciligi gelismis olan iilkelerle kiyaslandiginda, daha
geleneksel bir yapiya sahip bulundugu goriilmektedir. Bu yapinin bir uzantisi
olarak, Kkiiltiirel uygulamalarin yeterince ve zamaninda gergeklestirilmemesi
nedeniyle, Griin verimi ve kalitesinde yetersizlikler gortlmekte, zeytinin genetik
yapisinda mevcut olan yillara gore degisen iiriin miktart da (periyodisitenin), bu
sartlardan olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu faktorler zeytinde verim, kalite ve

karlilik artisin1 sinirlamaktadir.

Turkiye ekonomisinde 6nemli bir yere sahip olan zeytinin Griin verimine,
kalitesine ve Omriiniin uzunluguna etki eden Onemli faktorlerden birisi de
hastaliklar ve zararhilardir. Ulkemizde bircok yerli zeytin cesitlerinin ¢ok eski
caglardan beri yetistirilmesi ve iilkemizin bu bitki i¢in gen kaynagi merkezi
konumunda olmasi bu bitkideki o6zellikle viriis hastaliklarinin incelenmesini
onemli kilmaktadir. Viriis, viroid ve fitoplazma gibi etmenlerin yol agtig1
hastaliklar agaglarin zayiflamasina ve Oliimiine, iriiniin kalite ve miktarinin
diismesine, as1 tutma ve koklenme oraninda azalmaya neden olabilmektedir
(Candresse et al., 1995). Zeytinlerde bugiine kadar saptanan ¢ok sayida viral
etmen ticari ¢esitlerde genellikle gozle goriilebilir belirtiler olusturmamakta,
ancak bu bitkiler {retim alanlar1 i¢in enfeksiyon kaynagi olarak Onem

tasimaktadirlar.

Zeytinde olas1 virlis hastaliklarina iligkin ilk rapor, 1938 yili gibi eski
tarihlere kadar gitmektedir (Pesante, 1938). O yillardan giiniimiize kadar zeytin
agacinin 9 cinse ait 15 viriise konukguluk ettigi ve degisik iilkelerde bulundugu

ortaya konulmus ve bu viriislere yonelik bilgiler Cizelge 1.4’te verilmistir.



Cizelge 1.4  Zeytin agaglarinda saptanan virtsler, ilk kayitlar1 ve cografik

dagilimlar
Viriis Ad1 Cins ik Kayit Cografik Dagihm
Strawberry latent ring spot virus Sadwavirus Italya ?S?)lzs}’;ol\r/}fsl?rz’
(SLRSV) Savino et al., (1979) Trkiye, A.B.D.
italva Italya, Portekiz,
Arabis mosaic virus (ArMV) Nepovirus Sav}ilno etal. (1979) Maisir, Turkiye,
A.B.D.
e
Cherry leaf roll virus (CLRV) [ Nepovirus Savino and Gallitelli, spafiya, ST
(1981) Libnan, Turkiye,
A.B.D.
Olive latent ring spot virus . Italya . .
(OLRSV) Nepovirus Savino et al., (1983) Italya, Portekiz
Italya Italya, Portekiz,

Cucumber mosaic virus (CMV)

Cucumovirus

Savino and Gallitelli,
(1983)

Ispanya, Trkiye,
A.B.D.

Italya, Urdiin,

. . . Italya 0
Olive latent virus 1 (OLV-1) Necrovirus . Turkiye, Misir,
Savino et al., (1983) L tibnan, A.B.D.
. . . Italya .
Olive latent virus 2 (OLV-2) Oleavirus Savino et al., (1984) Italya
. . . . Italya
alrll:/se (\gc\?/:\l/l;) wing associated Potexvirus Faggioli and Barba, Italya
(1995)
Olive yellow mottling and .
. . . . Italya .
decline associated virus Undetermined Savino et al., (1996) Italya
(OYMDaV) a
L . Italya .
Tobacco mosaic virus (TMV) Tobamovirus Triolo et al., (1996) Italya
Olive semilatent virus (OSLV) | Undetermined Italya Italya
Materazzi et al., (1996) 4
. . . halya . .
Qllve leaf yellowing associated Closterovirus | Sabanadzovic et al., It.?lya, Israil, Misir,
virus (OLYaV) Libnan, A.B.D.
(1999)
Tobacco necrosis virus (TNV) | Necrovirus Portekiz Portekiz
Félix and Clara, (2002).
Olive mild mosaic virus NECrovirus Portekiz Portekiz
(OMMV) Cardosa et al., (2004).
T o
Olive latent virus 3 (OLV-3) Tymovirus [ Alabdullah et al., Lo
(2009) Turkiye, Lubnan,

Yunanistan

Cizelge 1.4 incelendiginde, zeytin agaglarindaki viriislerin enfeksiyonlarinin

biiyiik bir kismimin, ilk kez Italya’da ortaya cikarildig: ve bu viriislerin genelde




Akdeniz bolgesindeki iilkelerde bulundugu géze ¢arpmaktadir.

Zeytin virlsleri agaglarda ¢ogu kez belirti vermeksizin latent olarak
bulunduklarindan, simptomla teshis yapmak c¢ogunlukla yaniltici olmaktadir.
CMV, TMV ve TNV gibi virisler genis bir konukg¢u dizisine sahiptir ve zeytinde
simptom olusturmadan bulunmaktadirlar. SLRSV, ArMV ve CLRV adli virisler
ise polifag, olup bunlar arasinda 6zellikle SLRSV, zeytinde 6nemli verim ve
kalite kayiplarina neden olmaktadir. Zeytin 6n ismi ile isimlendirilen OLRSV,
OLV-2, OLYaV, OSLV ve OVYaV sadece zeytinde saptanmis olup OLV-1
viriisii Tiirkiye ve Italya’da turuncgil, Japonya’da ise lale bitkilerinden izole
edilmistir (Martelli et al., 1996; Kanematsu et al., 2001).

Arazide gozlenen simptomlar bir¢ok bitki tlrinde virlis enfeksiyonu
olabilecegi konusunda ilk ipucunu vermektedir. Ancak, zeytin viriis hastaliklar
icin bunu sdylemek pek miimkiin degildir. Ciinkii, zeytin viriisleri az sayidaki
cesitte tipik belirtiler verirken (cv. Ascolana tenera), genellikle diger ¢esitlerde
latent olarak bulunmaktadir. En 6nemli konulardan birisi ise zeytinde hastalik
olusturan viriislerin liretim materyali ile tasinabilmesidir. Zeytin yetistiriciliginde
virlisten ari temiz {liretim materyalinin kullanilmasi, bu tasinmadan dolay1 ¢ok
onemlidir. Viral hastaliklardan temiz zeytin iiretim materyalinin elde edilebilmesi
oncelikle zeytinde gorilen viriis hastaliklarinin - en  uygun yontem ile

tanilanabilmesine baghdir.

Son yillarda DAS-ELISA yonteminin zeytin virlislerinin rutin ve duyarl
teshislerinde, agagtaki viriis konsantrasyonunun ¢ok diisiik olmasi ve zeytindeki
inhibitér maddelerin yogunlugu sebebiyle uygun bir teknik olmadigi pek ¢ok
caligmada belirtilmis ve zeytin virlislerinin teshis ¢alismalarinin  molekiiler

tekniklerle desteklenmesi gerektigi vurgulanmstir.

Bu calisma ile izmir, Aydin ve Balikesir illerindeki zeytin agaglarinda
enfeksiyon olusturan ve sertifikasyon programlarinda testlenmesi Ongoriilen
SLRSV, ArMV, CLRV, CMV, OLRSV, OLV-1,0LV-2 ve OLYaV adl
virilislerin biyoljik ve serolojik yontemlerin yani sira, daha duyarli ve giivenilir
yontemlerden RT-PCR ile saptanmasi, bulunma oranlarinin daha saglikli olarak
tespiti ve virUs ile enfekteli zeytin agaglarinin meyve verim ve kalitesi ile iligkili
analizlerin (aga¢ basmna meyve verimi, meyve agirhgi, meyve boyu, meyve eni)
yapilarak, bu virlislerin {ilkemiz zeytin yetistiriciliginde neden olabilecegi

ekonomik kayiplara yonelik bulgularin ortaya konulmasi amaglanmaistir.



2. LITERATUR BILDIiRiSLERI

Bu aragtirma ile ilgili 6nceki yillarda diinyada ve iilkemizde gerceklestirilen
caligmalar; zeytin agaclarinda bulunan viral etmenler konusunda yurutilen
arastirmalar, viral etmenlerin zeytin agaclarindaki simptomlar1 ve tasinma sekilleri
konusunda yapilan ¢aligmalar ve zeytin agaglarindaki viral etmenleri tanilamada
yararlanilan yontemler konusunda gerceklestirilen aragtirmalar belli bir siralamaya

gore ele alinmstir.

Zeytin agaglar1 bir¢ok viriis ve viriis benzeri etmenden etkilenmektedir.
Diinyada bugiine kadar yapilan c¢aligmalar sonucunda, zeytin agaclariin 9 cinse
ait 15 farkl virlise konukguluk ettigi saptanmistir (Grieco et al., 2002a). Zeytinde
saptanan viriisler arasinda; Strawberry latent ringspot sadwavirus (SLRSV, c¢ilek
latent halkali leke viriisii), Arabis mosaic nepovirus (ArMV, arabis mozaik viris),
Cherry leaf roll nepovirus (CLRV, kiraz yaprak kivrilma viriisii), Cucumber
mosaic cucumovirus (CMV, hiyar mozaik viriisii), Olive latent ringspot nepovirus
(OLRSV, zeytin latent halkali leke viriisii), Olive latent-1 necrovirus (OLV-1,
zeytin latent-1 virist), Olive latent-2 oleavirus (OLV-2, zeytin latent-2 virisi),
Olive vein yellowing-associated potexvirus (OVYaV, zeytin damar sararmasi ile
iligkili viriis), Olive yellow mottling and decline associated virus (OYMDaV,
zeytin sar1 beneklenme ve geriye dogru oliimle iliskili viriis), Tobacco mosaic
tobamovirus (TMV, titiin mozaik viriisu), Olive semilatent virus (OSLV, zeytin
yar1 latent viriis), Olive leaf yellowing-associated closterovirus (OLYaV, zeytin
yaprak sararmasi ile iligkili viriis), Tobacco necrosis necrovirus-D (TNV-D, titin
nekroz virlsi), Olive mild mosaic necrovirus (OMMV, zeytin 1limli mozaik
viriis) ve Olive latent-3 tymovirus (OLV-3, zeytin latent-3 viriisii) bulunmaktadir
(Martelli, 1999; Cardoso et al., 2005; Felix and Clara, 2006; Alabdullah et al.,
2009).

Zeytin agaglarinda saptanan virlislerden TNV ve OMMV disinda kalan
butiin viruslerin, ilk kayit edildigi iilke Italya’dir. Martelli et al. (1995) tarafindan
Urdiin’de yapilan ¢alismada OLV-1’in varlig1 saptanmustir. Yapilan bu ¢alismayla
zeytinde, italya disindaki bir iilkede OLV-1’in varlig1 ilk kez ortaya konmustur.



Zeytin viriisleri bitkide ¢ogu kez latent olarak bulundugu i¢in yalnizca
simptomlara bakarak teshis yapmak yaniltici olabilmektedir. CMV ve TMV gibi
viriislerin konukcu dizileri ¢cok genistir ve zeytinde latent olarak bulunmaktadirlar.
OLRSV, OLV-2, OVYaV, OSLV ve OLYaV gibi virtsler konukguya spesifik
olarak saptanmakila birlikte, son zamanlarda OLV-1 Tiirkiye ve italya’da turunggil
ve lale bitkilerinden izole edilmistir (Martelli et al., 1996; Kanematsu et al.,
2001).

Polonya’da yapilan ¢alismada ise, yapraklarinda nekrotik lekeler bulunan
domates bitkileri RT-PCR yontemine gore testlenmis ve domateste yeni bir OLV-
1 izolat1 saptanmistir. Biyolojik ve genetik ozellikleri ile Polonya CM1 irkinin
diger OLV-1 irkindan farkli oldugu belirtilmis ve domateste OLV-1’in varlig: ilk
kez ortaya konmustur (Borodynko et al., 2010).

Zeytinde saptanan virlislerden SLRSV’niin kii¢lik, armut sekilli burusuk
meyve olusumuna, cekirdeklerde sekil bozukluklarina (tiimsekli meyve) neden
olup, yapraklarda daralma ve bikiilmeye, bogum aralarinda kisalmaya,
stirglinlerde ¢alims1 biiylimeye ve iirlinde azalmaya yol actig1 bildirilmistir (Marte
et al.,, 1986). Ayrica, yaprak sararmasi kompleksi olarak adlandirilan hastalik

3

“damar sararmas1” (Faggioli and Barba, 1995), “yaprak sararmasi” ve “yaprak
beneklemesi ve geriye dogru 6liim” (Savino et al., 1996) olarak adlandirilan 3
farkli hastalik tarafindan olusturulmaktadir. Bu hastalik kompleksini karakterize
eden ozellikler zayif meyve olusumu ve yapraklarin parlak sari renkte olusudur.
Yaprak beneklenmesi ve geriye dogru Olim oldugunda ise yapraklarin
nekrozlagmasi ve yaygin yaprak dokiilmesi sonucunda geriye dogru 6liim goriiliir.
OVYaV damar sararmasi, OYMDaV ise yaprak beneklemesi ve geriye dogru
olim gosteren bitkilerde tespit edilmistir. Yaprak sararmasi simptomu gosteren

bitkilerden virlis izole edilememistir, ancak ayni1 ¢esidin saglikli bitkilerine

yapilan asilamalar sonucunda, yeniden ayni simptomlar elde edilmistir.

Zeytin viriislerinin epidemiyolojisi hakkinda ¢ok fazla bilgi mevcut degildir.
Dort virusiin toprak kaynakl viriis oldugu ve bunlarinda iki tanesinin (SLRSV ve
ArMV) nematodla, diger ikisinin ise (OLV-1 ve TMYV) dogrudan bitkilerin

birbirine temasi ile bir bitkiden digerine tasindigi bilinmektedir. Ancak, doga
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kosullarinda zeytinde bu tip tasinma mekanizmasinin nasil oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Diger konukgularinda yaprak bitleri ile tasiman CMV’nin
polenle tasinan CLRV’niin zeytinlerdeki epidemiyolojik davraniglart1 da kesin

olarak ortaya konulmamistir (Martelli, 1999).

CLRV ve OLV-1’in zeytinde tohumla tasinmasi konusunda yapilan bir
calismada, OLV-1’in 50 tohumun 41’inde (%82), CLRV’nin ise 50 tohumun
45’inde (%90) tasindigr belirlenmis ve etmenlerin tohumun integiimentlerinde ve

internal dokularinda tasindigini bildirmislerdir (Saponari et al., 2002).

Italya (Calabria ve Sicilya)’da Albanese et al. (2003), tek asamali RT-PCR
caligmalar1 ile Euphyllura olivina ve tiirii tam teshis edilemeyen Pseudococcus
cinsinde OLYaV’niin RNA dizilimini bulmuslardir. Arastirmalar vektorler disinda

bu virUsiin tohumla, koklerin temasi ve asiyla da tasindigini ortaya koymustur.

Bitki viriislerinin tanilanmasinda, birden fazla yontemden yararlanmak
gerekmektedir. Birden ¢ok yontemi kullanarak virlslerin tanilamasini yapmanin
daha dogru sonuglar elde edilmesine imkan sagladigi agiklanmaktadir (Valverde
etal., 1990).

Simptomatoloji hastaliklarin teshisinde Onemli asamalardan birisidir.
Belirtiler hastalik etmenin orijini hakkinda bilgi vermesinin yaninda, diger teshis
teknikleri i¢in de bir basamak olusturmaktadir. Zeytin agacglarinda simptom(lar)a
bakarak teshise gitmek bazen yaniltict olabilmektedir. Clnki, zeytin agaglarinda
dogal viriis enfeksiyonlarinin ¢ogu belirti vermemektedir. SLRSV bazi ¢esitlerde
(cv. Ascolana tenera) ¢ok belirgin simptom verirken, ayni virs belirtisiz
agaclardan alinan orneklerde de saptanmistir (Savino et al., 1979; Marte et al.,
1986). ArMV orak yaprak seklindeki belirti gosteren zayif gelismesi olan
agaclardan saptanirken, ayni zamanda hi¢bir simptom vermeyen agaglarda da
belirlenmistir. CLRV (Savino and Gallitellli, 1981) ve CMV (Savino and
Gallitelli, 1983) enfeksiyonlart goriiniiste tamamen simptomsuz agaglardan tespit
edilirken, TMV (cv. Leccino ¢esidinde) damar bantlasmasi ve ¢okme belirtisi

gosteren agaclardan saptanmustir (Triolo et al., 1996). Bu durum gbz onine
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alindiginda, zeytin viriislerinin teshisinde doga kosullarinda olusan belirtiler pek

kullanilmamaktadir.

Zeytin virlslerinin teshisi i¢in otsu test bitkilerine mekanik inokulasyon
yapilmas1 Savino and Gallitelli (1981) tarafindan gergeklestirilmistir. Arastiricilar,
otsu test bitkilerinde olusan belirtilerin nekroz, mozaik ve halka lekeler seklinde
oldugunu go6zlemistir. Konukgu test bitkilerinde olusan en Onemli belirtiler;
mozaik, nekrozlar ve halka lekelerdir (Savino and Gallitelli, 1981; Merciega et al.,
1996). Buna karsin, Martelli (1999) otsu test bitkilerine yapilan mekanik
inokulasyonun duyarliliginin diisiik oldugunu belirtmektedir. Ayni arastirici,
bircok odunsu bitkide bulunan virtsleri teshis etmede yararlanilan odunsu test
bitkilerinin heniiz zeytin viriisleri i¢in ayirt edici tiirlerin mevcut olmamasi

nedeniyle kullanilmasinin miimkiin olmadigini agiklamaktadir.

ELISA testininin zeytin virlislerinin teshisinde kullanilmasi tartigmalidir.
SLRSV, ArMV, CLRV ve CMV DAS-ELISA yontemi ile Portekiz ((Henriques et
al., 1992; Rei et al., 1993; Felix et al., 2002) ve Ispanya’da (Bertolini et al., 1998)
basarili bir sekilde teshis edilmistir. Portekiz’de zeytin yetistiriciliginin yapildigi
25 farkli alandan toplanan 222 &rnek, DAS-ELISA yontemi ile testlenmis ve bu
orneklerin % 10’u CMYV ile enfekteli bulunmus ve bazi 6rneklerde ise SLRSV
oldugu tespit edilmistir. Bu sekilde DAS-ELISA yoOntemi, zeytin agaglarinda
SLRSV ve CMV adl viriisleri teshis etmede kullanilmistir (Rei et al., 1993).
Martelli (1999) tarafindan italya’da yapilan ¢alismada SLRSV, ArMV, CMV ve
CLRV adli etmenlerin tanilanmasinda DAS-ELISA testinden sonu¢ elde
edilememistir. Triolo et al., (1996) zeytin dokularindan kismen saflagtirilmis
ekstraktlarda, TMV’nii DAS-ELISA ile ortaya koymuslar ancak DAS-ELISA
tekniginin zeytin viriislerinin rutin ve hassas teshislerinde viriis konsantrasyonu

cok diisiik oldugu icin, uygun bir teknik olmadigini belirtmislerdir.

Italya’da baslatilan sertifikasyon sisteminde, zeytin bitkisinde virislerin
saptanmasinda niikleik asit temelli tekniklerin mutlaka kullanilmasi1 gerektigi

belirtilmistir (Saponari and Savino, 2003).
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Zeytin virislerinin teshisinde, biyolojik ve serolojik yontemlerden daha
duyarli ve guvenilir olan molekiiler tekniklerin kullanilmasi gerekmektedir. Bu
molekiiler teknikler dsRNA analizi, digoxigen isaretli problar ile dot-blot
hibridizasyon ve Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
(tek agamal1 ve iki asamali RT-PCR, nested RT-PCR) yontemleridir (Grieco et al.,
2000).

ELISA yonteminin yani sira, dSRNA analizleri ve molekiiler hibridizasyon
yontemleride, zeytin viriislerinin teshisinde alternatif metotlar olarak énerilmistir
(Martelli et al., 1995; Grieco et al., 2000). dsRNA’lerin genc¢ sirginlerin
kabuklarindan yapilan kazima seklindeki preparasyonlarindan kolaylikla ekstrakte
edilebildigi (Grieco et al., 2000) ve bunlarin enfeksiyon i¢in 1yi marker olduklari,
ancak band orneklerinin tek tek viriislerin teshisi i¢in kolaylikla kullanilamadigi

belirlenmistir (Martelli et al., 1995; Sabanadzovic et al., 1999).

Molekdiler hibridizasyon (dot-blot) yontemi, zeytin viriislerinin teshisinde
giivenilir ve duyarli metot olarak Onerilmistir (Grieco et al., 2000). Ydntemin
guvenilir olmakla birlikte DAS-ELISA yonteminde oldugu gibi, viral RNA
konsantrasyonun diisiik olmasi nedeniyle uygulanmasinin zor oldugu

bildirilmistir.

Molekiler  hibridizasyon  yoénteminde de hedef viris RNA
konsantrasyonunun diigsiik olmasi durumunda DAS-ELISA yonteminde oldugu
gibi benzer zorluklarla karsilasilabilecegi ancak bazi viriisler i¢in kullanilabilecegi
aciklanmaktadir (Martelli, 1999). Viriise 6zgiil problar ile denatiire dsSRNA’nin
hibridizasyonu zeytini enfekte eden virlislerin molekiiler tanilanmasinda mevcut
yontemler arasinda guvenilir olarak kabul edilebilmektedir (Grieco et al. 1992;
2000).

Akdeniz havzasinda zeytin virlislerinin saptanmasina yonelik yapilan
calismada 10 iilkeden (italya, Yunanistan, Arnavutluk, Misir, Liibnan, ispanya,
Filistin, Malta, Tunus ve Kibris) 83 lokasyondan toplam 527 6rnek toplanmis ve
molekdler hibridizasyon testi sonucunda Orneklerde ArMV, CLRV, SLRV,
OLYaV ve OLV-1’in bulundugu saptanmistir (Saponari et al., 2002).
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RT-PCR zeytin viriislerinin tespit edilmesinde en yaygin kullanilan teshis
metotlarindan biridir. RT-PCR ile DNA’nin belirli boliimlerinin DNA polimeraz
enzimi ve sentetik oligoniikleotitler yardimi ile c¢ok sayida kopyasi
olusturulmaktadir (Kreuzer and Massey, 1996). Zeytinde bulunan sekiz virlsin
genomik dizisi Gzerinden 6zgul primer cgiftleri OLRSV (Alkowni et al., 2001),
OLV-1 (Grieco et al.,, 1996), OLV-2 (Grieco et al.,, 1995) ve OLYaV
(Sabanadzovic et al., 1999) Bari Universitesi’nde (Italya) dizayn edilmistir. Bu
primer giftleri basarili bir sekilde RT- PCR testlerinde kullanilmaktadir.

Suriye’de ds-RNA ve RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan sorvey
calismasinda 80 bahge dolasilmig ve toplam 300 6rnek SLRSV, ArMV, OLRSV,
CMV, OLYaV, OLV-1, OLV-2 adli viriislerin varlig1 i¢in testlenmistir. Testlenen
orneklerin % 51’inin bir veya birden fazla viriis ile enfekteli oldugu tesbit
edilmistir. CMV (% 22.7) en fazla saptanan viris olurken, bunu sirasiyla CLRV
(% 15), OLYaV (% 14.3) ve OLRSV (% 11.5) takip etmistir (Alabdullah et al.,
2005).

Akdeniz Bolgesi’nde 8 iilkeyi (Italya, Suriye, Malta, Tunus, Portekiz,
Turkiye, Lubnan ve Yunanistan) kapsayan calismada RT-PCR ve dot blot
hibridizasyon yontemleri kullanilarak Olive latent-3 virus’un varligina bakilmistir.
8 Akdeniz {ilkesinden Ornekler alinmis ve yapilan analizler sonucunda, bu
ulkelerin timinde farkli oranlarda OLV-3 enfeksiyonu tespit edilmistir. En
yiiksek enfeksiyon orani Tirkiye (% 56), Yunanistan (% 42), Tunus (% 40) ve
Italya (% 30)’da saptanmistir (Alabdullah et al., 2009).

Italya’da reverse transcription nested polymerase chain reaction (RT-n-
PCR) gelistirilmis ve dogal olarak enfekte olmus zeytinlerden alinan celiklerde
ArMV, CLRV, OLV-1, OLV-2, OLRV ve SLRV adli etmenlerin saptanmasinda
kullanilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda nested RT-PCR yonteminin
klasik RT-PCR yontemine gore daha hassas ve glvenilir oldugu sonucuna
vartlmistir (Pantaleo et al., 2001).

Liibnan’da zeytin viriislerinin dagilimi ve varligt konusunda RT-PCR

yontemiyle yapilan bir ¢alismada, bitkiler OLYaV (% 23.7), OLV-1 (% 8.3),
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CLRV (% 2), ArMV (% 0.3) ve SLRV (% 0.3) oranlarinda enfekteli bulunmustur
(Fadel et al., 2005).

Faggioli et al.(2005), zeytinde yaygin olarak bulunan sekiz viriisiin (ArMV,
CLRV, CMV, OLYaV, OLRSV, OLV-1, OLV-2 ve SLRSV) tan1 ve teshisini
yapmak amaciyla tek asamali RT-PCR teknigini kullanmiglardir. Italya’da zeytin
alanlarindan topladiklari 345 6rnegin % 32.8’ini enfekteli olarak bulmuslardir. Bu
orneklerden % 20.9’unun OLYaV, % 7.8’inin SLRSV ve % 4.9’unun CLRYV ile
enfekteli oldugunu bildirmislerdir. italya’nin giineyinde en yaygin viriis olarak

OLYaV’nii saptamiglardir.

Portekiz’de OLV-1’in turuncgil ve lalelerden elde edilen izolatlarla
benzerliklerini saptamak amaciyla yapilan karakterizasyon g¢alismasinda OLV-
1’in turuncgil izolat1 ile % 95 oraninda benzerlik gosterdigini ortaya konmustur.
Ayrica, OLV-1’in rutin ve hassas teshisinde PCR ve dot blot hibridizasyon
tekniklerinin giivenle kullanilabilecegini bildirmislerdir (Felix et al., 2007).

Arnavutluk’un en 6nemli zeytin yetistiriciliginin yapildig1 alanlardan alinan
50 drnek ArMV, CLRV, SLRSV, OLV-1, OLYaV, CMV, OLV-2 ve TNV-D’ne
kars1 spesifik primerler kullanilarak tek asamali RT-PCR yontemi ile testlenmis
ve sonucta, Orneklerde SLRSV ve OLYaV disindaki viriisler saptanamamistir
(Luigi et al., 2009).

Tunus’ta ana damizlik parsellerden 19 farkli ¢esitten toplanan 175 zeytin
ornegi, RT-PCR yontemi ile ArMmV, CLRV, CMV, OLRSV, OLV-1, OLV-2,
OLYaV ve SLRSV spesifik primerleri kullanilarak testlenmistir. PCR sonucu
negatif ¢ikan Orneklere, dSRNA ve mekanik inokulasyon testleri uygulanmistir.
RT-PCR sonucunda, agaglarin % 86’ sinin en az bir viriis ile enfekteli oldugu
bulunmustur. PCR sonucu negatif ¢ikan 24 6rnegin 3 tanesinde, dSRNA analizi
sonucunda bant elde edilmistir. Orneklerde en yiilksek oranda OLYaV (%49.1)
bulundugu saptanirken, bunu sirastyla OLV-1 (% 34.3), CMV (% 25.7), OLRSV
(% 16.6), CLRV (% 13.1), SLRSV (% 7.4) ve OLV-2 (% 6.9) enfeksiyonlari
izlemistir (El Air et al., 2010).
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Misir’da, tek asamali RT-PCR yontemi ile zeytinde yaygin olarak bulunan
sekiz virlis hastaligimin (CMV, OLRSV, OLV-1, OLV-2, OLYaV, SLRSV,
CLRV ve ArMV) varlig: tespit edilmeye c¢alisilmistir. Toplanan 300 6rnek RT-
PCR yontemine goére analiz edilmis ve en yiikksek oranda CMV (% 24.7)
saptanmistir. Bu virtisii sirastyla OLRSV (% 6.7), OLV-1 (% 5.7), CLRV (% 4.7),
OLV-2 (% 2.7), SLRSV (% 2.3), OLYaV (% 1.3) ve ArMV (% 0.7) izlemistir
(Youssef et al., 2010).

Italya’da tek asamali RT-PCR yontemi ve farkli primer setleri kullanilarak,
9 laboratuarda laboratuarlar arast uyum testi yapilmistir. Her laboratuarda aym
ornekler, ayn1 primer setleri ve ayni ekstraksiyon metotlar1 kullanilarak, zeytin
virlislerinin  teshis metotlar1 oturtulmaya calisilmistir. Yapilan arastirma
sonucunda, zeytin viriislerinin rutin ve hassas teshisinde tek asamali RT-PCR
yonteminin kolaylikla kullanilabilecegini belirtmislerdir. Ayrica, tek asamali RT-
PCR protokoll ilk kez TNV ve OMMYV i¢in basarili bir sekilde kullanilmigtir
(Laconsole et al., 2010).

Hirvatistan’da  yerel koleksiyon bahcelerinden  belirtili  ve  belirti
gostermeyen agaclardan alinan 25 6rnek, RT-PCR yontemine gore testlenmistir.
OLYaV, CLRV, SLRSV, ArMV, OLV-1, CMV, OLV-2 ve TNV-D’ye karsi
testlenmis ve 25 Ornegin 6 tanesi CLRV ile enfekteli bulunmustur. Enfekteli
bitkilerin  hepsinin  meyvelerinde = deformasyonlar, yapraklarinda ise

deformasyonlar ve sararmalarin oldugu bildirilmistir (Luigi et al., 2011).

Faggioli et al. (2002), Italya’da =zeytin agaclarimin yapraklarinda
SLRSV’niin teshisi i¢in, tek asamali RT-PCR protokoliinii gelistirmisler ve tek
asamal1 RT-PCR protokoliiniin ¢ok hizli ve hassas oldugunu ve zeytin agaglarinda
cok fazla ornekteki SLRSV’niin teshisi i¢in kullanilabilecegini belirlemislerdir.
Ispanya’da Bertolini et al.(2001), zeytin agaclarinda yaptiklar1 multiplex RT-PCR
calismalan ile CMV, CLRV, SLRSV, ArMV, OLV-1 ve OLV-2 adli viriisleri
tespit etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, bu yontemin sertifikasyon
programlarinda rutin olarak kullanilabilecegini ortaya koymuslardir. Zeytin
virlslerinin teshisinde alternatif metot olarak ELISA yonteminin yani sira, dSSRNA

analizleri ve molekiler hibridizasyon yontemleri de Onerilmistir. Ayrica,
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ilkbaharda toplanan 6rneklerin sonbaharda toplanan 6rneklere gore daha iyi sonug
verdigini belirtmislerdir (Grieco et al., 2000).

Hirvatistan’da Frantoio ve Ascolana tenera gesitlerinden elde edilen sizma
zeytinyaginin kalitesine, miktara ve kimyasal 6zelliklerine CLRV niin etkisini
saptamak amaciyla bir ¢alisma yapilmistir. CLRV ile enfekteli zeytinlerde,
saglikli olanlara gore yag miktar1 ve olgunluk indeksi oldukca diisiik ¢ikmuistir.
Enfekteli agaglarin meyvelerinden elde edilen yagin Kasp ve Kazo degerleri diisiik,
toplam fenolik bilesik igeriginin ise ¢ok yiiksek oldugu bildirilmistir (Godena et
al., 2012).

Zeytin agaclarindaki viriislerin saptanmasi amaciyla Tiirkiye’de de birgok
aragtirma yapilmistir. Ulkemizde Ege Bélgesi’nde Balikesir, Canakkale, Izmir ve
Manisa illerindeki zeytin agaclarinda DAS-ELISA testi sonucunda ArMV, CLRV,
SLRSV ve CMV enfeksiyonlarinin oldugu saptanmistir (Fidan ve Ertem, 1995).
Tarla ve Caglayan (1998), tarafindan Hatay ilinde yurutilen ¢alisma ile bu yorede
yetistirilen zeytin agaglarinin DAS-ELISA yontemine gore % 47.7 oraninda
SLRYV, % 46.1 oraninda CLRV ve % 32.2 oraninda ise ArMV ile enfekteli oldugu
saptanmis ve agaclarda OLRSV, OLV-1 ile OLV-2’ye rastlanmamigtir. Yapilan
bu ¢alisma sonuglari, daha sonra Tiirkiye’ de zeytin agaclarinda saptanan viriisler
olarak diinya literatiiriine ilk kayit olarak aktarilmistir (Caglayan ve ark., 2004).
Baska bir calisma ise, Balikesir, Bursa ve Aydin illerinde yliriitiilmiistiir. Yine bu
illerden toplanan drneklerden DAS-ELISA testi sonucunda CMV, CLRV, ArMV
ve SLRSV viriisleri ve bunlarin karigik enfeksiyonlari tespit edilmistir (Beler ve
Acikgoz, 2005). Hatay ilinde yapilan ¢alismada, daha 6nce turunggillerden izole
edilen OLV-1 RT-PCR yontemi ile testlenmis ve Tiirkiye’de zeytin agaglarinda
ilk kez tespit edilmistir. Yore, konu ve materyal yoniinden benzer olan diger bir
caligma, Dogu Akdeniz Bolgesi illerindeki (Hatay, Adana, Kahramanmaras ve
Osmaniye) kamu fidanligi, 6zel fidanliklar ve ticari bahgelerde yiiriitiilmiistiir. Bu
bahgelerden alinan 414 6rnek, OLV-1 ile OLV-2’ye karsi testlenmistir. Yapilan
analiz sonucunda 2 drnekte OLV-1 saptanmis, OLV-2 tespit edilmemistir (Ulubas
Serge et al., 2007; Yalgin vd., 2007).

Dogu Akdeniz Boélgesi’nde zeytin agaclarinda SLRSV’niin saptanmasina
yonelik ¢calismada, Hatay, Adana, Osmaniye, Kahramanmaras, igel illerinden 552
zeytin Ornegi alinmis ve RT-PCR yontemi ile test edilmistir. Yapilan testler
sonucunda, 141 agacin SLRSV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir (Ulubas Serge
vd., 2009).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Arastirmada Kullamilan Materyal
3.1.1 Bitkisel drnekler

Calismanin  materyalini; Aydmn, Balikesir ve Izmir illeri zeytin Uretim
alanlarindan viriis hastaliklar1 belirtileri gosteren ve virusler ile enfekteli
olduklarindan slphe edilen agaglardan alinan yaprak-sirgin ornekleri ile bu

illerdeki fidanliklardan alinan fidan 6rnekleri olusturmustur.

3.1.2 Test bitkileri

Survey c¢alismalar1 sonucu, zeytin liretim alanlarindan alinan 6rneklerdeki
virlislerin biyolojik tanilarim1 gerceklestirmek amaciyla kullanilan otsu test
(indikator) bitkileri, bu bitkilerin bilimsel ve Tiirk¢e adlar, c¢alismada
kullanildiklar1 gelisme donemleri Cizelge 3.1’de verilmistir (Marte et al., 1986).
Test bitkileri Ege Universitesi Ziraat Fakiltesi Bitki Koruma Bolumi Viroloji

iklim odasi ve serasinda yetistirilmistir.

Cizelge 3.1 Biyolojik testlerde kullanilan test bitkileri ve kullanildiklari donemler

Bilimsel Ad1 Tiirkce Ad1  Familya Donem
Chenopodium amaranticolor Coste & Reyn. Kaz ayag1 Chenopodiaceae 6 yaprakli devre
Chenopodium quinoa Quin Akkaz ayag1 Chenopodiaceae 6 yaprakli devre
Datura stramonium L. Seytan elmast Solanaceae 2-4 yaprakli devre
Gomphrena globosa L. Hanim diigmesi ~ Amaranthaceae 4-8 yaprakli devre
Nicotiana glutinosa L. Tatun Solanaceae 4 yaprakli devre
Nicotiana tabacum L. cv. Samsun, Xanthi, Titin Solanaceae

Maden 4 yaprakli devre
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3.1.3 Serolojik testlerde kullanilan materyal

Calismada serolojik test yontemi olarak uygulanan DAS-ELISA testleri
ticari olarak temin edilen tan1 kitleri ve reagentleri (antiserumlar, pozitif ve negatif
ornekler ile kaplama, ekstraksiyon, konjugat, substrat ve yikama ¢ozeltileri), Elisa
tabaklari, Elisa okuyucusu, otomatik pipetler, pipet uclart ve saf su kullanilarak
yapilmistir. DAS-ELISA testlerinde, Bioreba AG (Isvicre) firmasina ait ticari tani
kitleri kullanilmistir. DAS-ELISA testlerinde kullanilan soliisyon ve ¢ozeltiler, 96

cukurlu mikroplateler (Nunc F96 Maxisorp), yine ayni firmadan temin edilmistir.

Test sonuglarinin degerlendirilmesinde 405 nm dalga boyunda okuma yapan

EMax Precision Microplate marka ELISA okuyucusundan yararlanilmistir.

3.1.4 PCR testlerinde kullamilan materyal

3.1.4.1 Total niikleik asit ekstraksivonu asamasinda Kkullanilan
materyal

RNA ekstraksiyonu sirasinda steril havan ve havan eli, tampon ¢ozeltiler,
ependorf tiipleri, ayarlanabilir mikro pipetler ve pipet uglari, Sigma D37520
marka santrifuj, c¢ozeltiler, ETG MBT 250 marka 1sitici ve -80°C’ye kadar
sogutma kapasitesine sahip derin dondurucu kullanilmisti. TNA ekstraksiyonu

calismalarinda kullanilan kimyasallar Ek 1’de gosterilmistir.

3.1.4.2 cDNA sentezi asamasinda kullanilan materyal

Daha 6nce hazirlanmis olan TNA ornekleri, Fermantas marka cDNA sentez
kiti, 1sitici, ¢alkalayict (Heidolph Unimax 2010) ve inkubator (Binder) materyal

olarak kullanilmistir.

3.1.4.3 PCR testlerinde kullanilan materyal

Eppendorf marka thermocycler, sollisyonlar, c¢ozeltiler, viral etmenlere
spesifik primerler ve Eppondorf marka PCR tiipleri materyal olarak kullanilmigtr.
RT-PCR testlerinde kullanilan primerler, baz uzunluklar1 ve kullanilan sicaklik

dongiileri Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2 RT-PCR testlerinde kullanilan primerler, baz uzunluklar1 ve sicaklik

donguleri

Hgd__ef . e Baz L

Vn_’us/ Primer Dizilimi Uzunlugu PCR Déngdleri

Primer

ArMV-5A TACTATAAGAAACCGCTCCC 302 bp 1 X (95°C 3 dk.)

ArMV-3A CATCAAAACTCATAACCCAC 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Grieco et al., 2000) 1 X (72°C 7dk.)

ArMV-F TTGGCCCAGATATAGCGTAAAAAT 519 bp 1 X (94°C 2 dk.)

ArMV-R CAGCGGATTGGGAGTTCGT 35 X (94°C 30sn. / 50 °C 45sn. / 72°C 60sn)
(MacKenzie et al., 1997) 1 X (72°C 5dk.)

CMV-CPN5 ACTCTTAACCACCCAACCTT 280 bp 1 X (95°C 3 dk.)

CMV-CPN3 AACATAGCAGAGATGGCGG 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Faggioli et al., 2005) 1 X (72°C 7dk.)

CMV-F GCCGTAAGCTGGATGGACAA 499 bp 1 X (94°C 2 dk.)

CMV-R TATGATAAGAAGCTTGTTTCGCG 35 X (94°C 30sn. / 50 °C 45sn. / 72°C 60sn)
(Youssef et al., 2010) 1 X (72°C 5dk.)

SLRSV-5D CCCTTGGTTACTTTTACCTCCTCATTGTCC | 293 bp 1 X (95°C 3 dk.)

SLRSV-3D AGGCTCAAGAAAACACAC 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Faggioli et al., 2005) 1 X (72°C 7dk.)

CLRV-5 TGGCGACCGTGTAACGGCA 416 bp 1 X (95°C 3 dk.)

CLRV-3 GTCGGAAAGATTACGTAAAAGG 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Faggioli et al., 2005) 1 X (72°C 7dk.)

OLRSV-R1 GATTGCCAAGGAATATGCTG 356 bp 1 X (95°C 3 dk.)

OLRSV-R2 CTCCCAACAAATGATTGCTG 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Faggioli et al., 2005) 1 X (72°C 7dk.)

OLYaV-H ACTACTTTCGCGCAGAGACG 346 bp 1 X (95°C 3 dk.)

OLYaV-C CCCAAAGACCATTGACTGTGAC 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Faggioli et al., 2005) 1 X (72°C 7dk.)

OLYaV-F GGGACGGTTACGGTCGAGAGG 383 bp 1 X (95°C 3 dk.)

OLYaV-R CGAAGAGAGCGGCTGAAGGCTC 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Sabanadzovic et al., 1999) 1 X (72°C 7dk.)

OLV1-HA ACACAGAAATCATAAGTGCC 299 bp 1 X (95°C 3 dk.)

OLV1-CA CCATAGCACCATCATACC 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Faggioli et al., 2005) 1 X (72°C 7dk.)

OLV1-F CTCACCCATCGTTGTGTGG 747 bp 1 X (95°C 3 dk.)

OLV1-R CACCCCACCAAATGGC 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Grieco et al., 2000) 1 X (72°C 7dk.)

OLV2-H GAAGGTGGCTCGCCTAGAG 206 bp 1 X (95°C 3 dk.)

OoLVv2-C GCCAGGAGTTTGAGCTTTG 35 X (94°C 30sn. / 55 °C 45sn. / 72°C 45 sn)
(Faggioli et al., 2005) 1 X (72°C 7dk.)

OLV3-F CCCGTTGAGCAAGTTGTCTTCC 176 bp 1 X (94°C 2 dk.)

OLV3-R GCAGTGGCTGGAGAGCATGGAG 35 X (94°C 30sn. / 58 °C 45sn. / 72°C 20 sn)

(Alabdullah et al., 2009)

1 X (72°C 5dk.)
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3.1.4.4 Cogaltilmis PCR iiriinlerinin analizinde kullanilan materyal

Hoefer Scientific marka jel elektroforez diizenegi, orneklerin ve jellerin
hazirlanmasinda ve boyanmasinda kullanilan kimyasallar, ¢ozeltiler ve DNA
marker1 materyal olarak kullanilmistir. Tiim jellerin fotograflart ETX-20.M marka
jel goriintiileme cihazinda ¢ekilmistir.

3.1.5 Meyve verim ve kalite analizlerinde kullanilan materyal

Virlis saptanan agaglarda, meyve verim ve Kkalite analizlerini yapmak

amaciyla alinan meyve 6rnekleri bu boliimiin ana materyalini olusturmustur.

3.1.6 Caliymada kullanilan diger materyaller

Arastirma kapsaminda; Bioreba AG 6rnek ezme makinasi, mikrodalga firin,
Sigma mikrosantrifuj, Sartorius hassas terazi, Scotsman buz makinasi, Heidolph
Unimax 2010 calkalayici, Binder inkubator, Memmert marka etuv, Agimatic
manyetik karistirici, Heidolp tlip karistirici, Crison GLP 22 pH metre ve Sigma
marka santrifiij tez calismasinin g¢esitli asamalarinda kullanilmistir.

3.2’ YOntem
3.2.1 Survey yontemi

3.2.1.1 Ornekleme verlerinin saptanmasi

Yapilan surveyin amaci, ¢alisma alanindaki 3 ilde zeytin yetistiriciligi
yapilan alanlarda zeytin agaclarinda bulunan viral etmenleri Saptayabilmek
amaciyla, zeytin agaclarindan yaprak-sirgun 6rneklerinin alinmasi ve gerekli
analizler sonucu, viriis saptanan agaglarda verim ve meyve kalitesine yonelik
analizlerin yapilabilmesi amaciyla enfekteli agaglarin belirlenmesidir.

Survey alanmi belirlemek igin Aydi, Balikesir ve Izmir illerinin Tarim 1l
Miidiirliiklerinden zeytin {iretim alanlarin1 ve miktarini belirten listeler ve veriler
temin edilmistir. Ornek sayis1, isgiicli, zaman ve 6rneklerin degerlendirilmesi goz
Oniine alindiginda, zeytin agaci sayisinin en fazla oldugu ilgelerden ornekler
almmistir. Ornek alinacak ilgeler belirlenirken, agac¢ sayisimin 700000 iistiinde
olmasi dikkate alinmistir (Cizelge 3.3). Karaburun ilgesinde aga¢ sayisi 700000
altinda olmasina ragmen Izmir ilinin farkli bir yoniinde oldugundan bu ilgeden de
ornek almmustir. Bu ilgelerden aga¢ sayisinin en fazla oldugu 3 kdéy/mevki
secilmis, buralardan ise alt sinir1 500 agac olan, 4 bahgeden Ornekler toplanmustir.



21

Cizelge 3.3 Aydin, Balikesir ve Izmir illerinde zeytin agaci sayisina gore
ornekleme yapilan ilgeler

Tlgeler Toplam Agac Sayis
(Sofralik+Yaghk)

Buca 91900

Bornova 77600

Gilizelbahce 73300

Gaziemir 18300

Balcova 15000

Kargiyaka 14400

Narlidere 10500

Konak 9000

Cigli 220

Merkez Toplam 310220

Bayindir 3280500

Kemalpasa 1329000

-;: Torbal 1165400
£ Selcuk 991000
- Bergama 964000
Tire 825600

Odemis 814500

Seferihisar 742200

Aliaga 741900

Urla 597950

Menderes 578450

Karaburun 501350

Dikili 491500

Kiraz 252900

Foca 251640

Beydag 233000

Kinik 177250

Menemen 161200

Cesme 140600

TOPLAM 14239940

Bozdogan 3315600

Cine 2971000

Merkez 2537050

Kocarh 2220450

Sultanhisar 1780939

Germencik 1521420

Soke 1492340

= Karpuziu 1424250
"a Karacasu 1075000
<« Kosk 1009500
Kuyucak 958850

Nazilli 836000

Yenipazar 684500

Incirliova 681100

Didim 454000

Kusadasi 435200

Buharkent 112000

TOPLAM 23509199

Edremit 3000000

Burhaniye 1950000

R Ayvahk 1757000
g GOmec 1140000
é Havran 900000
= Erdek 884000
=) Bandirma 280000
Marmara 115000

TOPLAM 10026300
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3.2.1.2 Orneklerin alinmasi

Yaprak-strgun orneklerini almak icin, illere gore zeytin vejetasyon donemi
ve gesitler dikkate alinarak Nisan sonu Haziran aylar1 arasinda araziye ¢ikilmstir.
2009 yilinda Izmir ilinden 136 &rnek, Aydm ilinden 157 6rnek almmis, 2010
yilinda Balikesir ilinden 82 6rnek toplanmistir. Adi gegen illerden toplam 375
ornek alinmstir (Cizelge 3.4).

Omekleme esnasinda oncelikle belirti gosteren agaglar  segilmis
(bodurlagsma, c¢alilasma, siirgiinlerde bogum aralarinin kisalmasi, dallarda
yassilasma, deformasyonlar, yapraklarda nekrotik ve klorotik lekeler, orak
seklinde yaprak olusumu, yaprak uclarinda catallanma, yapraklarda yukariya
dogru kivrilma, meyvelerde deformasyon gibi belirtiler) ve virGslerin latent olarak
tasindiklar1 g6z Oniine alinarak simptomsuz agaglar da tesadiifi olarak
belirlenmistir (Bora ve Karaca., 1970). Her agacin dort yanindan yaprak drnekleri
ve Uzerinde yaprak, cicek ya da meyve bulunan 20-25 cm boyundaki strgunler
kesilerek alinmistir. Alinan siirgiinler, plastik torbalara etiketlenerek
yerlestirilmis, laboratuvara getirilerek analizleri yapilincaya kadar +4°C'de
buzdolabinda, molekiiler ¢alismalarda kullanilacak materyal -80°C'de derin
dondurucuda saklanmigtir. Gezilen ve 6rnek alinan zeytin bahgeleri kaydedilerek,
yeri ve mevkii belirtilmis, agaglarda nasil belirtiler gozlemlendigi kaydedilmis ve
gerekli durumlarda agaclarin ya da belirtili organlarin fotograflari cekilerek
kaydedilmistir. Ayrica, boya ile 6rnek alinan agaglarda numaralandirma yapilmis

ve GPS ile gerekli koordinatlar alinmistir.

Cizelge 3.4 Izmir, Aydin ve Balikesir illerinde ilge bazinda toplanan rnek sayisi

iiceler Tarih Toplanan Ornek Sayisi

Kemalpasa 17/04/09 12

Bayindir 20/04/09 13

. Tire 20/04/09 22
E Seferihisar 21/04/09 12
N Selguk 21/04/09 12
Bergama 22/04/09 17

Torbali 27/04/09 16

Odemis 27/04/09 14

Karaburun 30/04/09 18

TOPLAM 136
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Cizelge 3.4 (devam)

ilceler Tarih Toplanan Ornek Sayisi

Karacasu 13/05/09 12
Kuyucak 13/05/09 12
Nazilli 13/05/09 13
Sultanhisar 14/05/09 12
= Kosk 14/05/09 14
= Bozdogan 14/05/09 14
<? Kogarl 15/05/09 13
Karpuzlu 15/05/09 12
Cine 15/05/09 15
Stke 18/05/09 13
Germencik 18/05/09 13
Merkez 18/05/09 14

TOPLAM 157
Gomeg 27/04/10 13
o Ayvalk 28/04/10 14
'z Burhaniye 03/05/10 15
= Edremit 12/05/10 14
= Havran 12/05/10 12
R Erdek 13/05/10 14

TOPLAM 82

GENEL TOPLAM 375

3.2.2 Fidan orneklerinin alinmasi ve muhafazasi

Fidan 6rnekleri Cizelge 3.5°de gériildiigii {izere Aydimn, Balikesir ve Izmir
illerine ait fidanliklardan alinmistir. Fidan 6rnekleri alinirken her ilde 8 fidanliga
gidilip 5 adet 6rnek alinmistir. Toplam 120 adet fidan 6rnegi alinarak, fidanlik

kayitlar1 tutulmus ve alinan 6rnekler tiil seraya konmustur (Sekil 3.1).

Cizelge 3.5 izmir, Aydin ve Balikesir illerinde fidanliklardan alinan 6rnek sayilar

Fidanhklar~ Toplanan Ornek Sayisi

Izmirl

[zmir2

Izmir3

Izmir

[zmir4

Izmir5

Izmir6

[zmir7

gjojorjorjoror ool

Izmir8

N
o

il Toplam
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Cizelge 3.5 (devam)

Fidanhklar Toplanan Ornek Sayisi
Aydinl 5
Aydin2
Aydin3
Aydin4
Aydin5
Aydin6
Aydin7
Aydin8
il Toplam
Balikesirl
Balikesir2
Balikesir3
Balikesir4
Balikesird
Balikesir6
Balikesir7
Balikesir8
11 Toplam 40

Genel Toplam 120
* Fidanliklar iller bazinda kodlanarak verilmistir.

Aydin

grlojoiforfor|ol| ol

o
o

Balikesir

grjororjorjorjor|ol|ol

Sekil 3.1 Tul sera igerisinde bulunan fidanlarin gériniim

3.2.3 Biyolojik testler

3.2.3.1 Test bitkilerinin vetistirilmesi

Biyolojik testler i¢in kullanilan test bitkileri, iklim odasinda yetistirilmistir.
Yetistirme ortami olarak kullanilan harg 1:1:1 toprak, glibre ve kum karisimindan
olusmustur. Test bitkilerinin tohumlar1 kiivetlere ekilmis ve tohum ekimi yapilan
test bitkileri 4000-6000 liix 151k siddeti, 16 saat/giin aydinlanma periyodu ve 20-
24 °C sicakliga sahip olan iklim odas1 kosullarinda yetistirilmistir (Nogay, 1983;
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Matthews, 1991). Bitkiler belirli araliklarla insektisit ve fungisitlerle ilaglanarak
olusabilecek muhtemel hastaliklara ve zararlilara karsi onlem alinmistir. Daha
sonra uygun gelisme donemlerinde fideler kii¢iik boy (10 cm capli) saksilara
sasirtilmistir ve belli sureler sonrasinda inokule edilmistir (Sekil 3.2).

3.2.3.2 Test bitkilerinin mekanik olarak inokulasyonu

Test bitkileri uygun gelisme dénemlerine ulastiklar1 zaman 1g zeytin yaprak
orneklerinden % 0.1 sodyum sulfit iceren 0,01 M fosfat tamponu (pH=7.0) +% 2.5
Nicotinkullanilarak (1/5; g/ml) hazirlanan ekstraktlar, belirlenmis test bitkilerine
mekanik inokulasyon ydntemi kullanilarak inokule edilmistir. Inokulumun igine
enfeksiyon olusumunu kolaylastirmak amaci ile, celite ilave edilmistir ve cam
spatlil aracilig1 ile test bitkilerine inokulasyon yapilmustir. Inokulasyondan 1-2
dakika sonra test bitkilerinin yapraklar1 ¢esme suyu ile yikanmustir. Bu bitkilerde
belirti olusup olusmadigi, inokulasyon sonrasinda gézlemlenmis ve olusan belirti
tipleri degerlendirilerek, fotograflar1 ¢ekilmis ve kaydedilmistir (Yorganci, 1975;
Savino and Gallitelli, 1981; Matthews, 1991).

Sekil 3.2 iklim odasinda yetistirilen test bitkilerinin gorintimu

3.2.4 Serolojik test yontemi (DAS-ELISA)

Viral etmenlerin belirlenmesi amaci1 ile zeytin agaglarindan toplanan
orneklere, serolojik yontemlerden DAS-ELISA testi uygulanmistir. Bu testlerde



26

toplam 375 zeytin 6rnegine, Cizelge 3.6’da gosterilen viral etmenler i¢cin DAS-
ELISA testleri uygulanmistir (Sekil 3.3).

DAS-ELISA testlerinin uygulanmasi1 asagida belirtilen asamalarin
izlenmesiyle gerceklestirilmistir (Clark and Adams, 1977; Erkan vd., 1995):

1. ELISA tabaklarimin her bir ¢ukuruna (Bioreba firmasi ticari kitleri),
kaplama tamponunda 1:1000 oraninda seyreltilmis olan IgG’den 200 pl eklenerek
37°C’de 4 saat inkube edilmesi.

2. ELISA tabaklarinin yikama tamponu ile yikanarak, 3 dakika beklenmesi

ve bu islemin 4 kez tekrarlanmasi.

3. Ekstraksiyon tamponu ile hazirlanan tohum ornekleri, pozitif ve negatif
kontrollerin her bir cukura 200 pl olacak miktarda eklenerek, 4°C’de bir gece

inkube edilmesi.

4. ELISA tabaklarinin ikinci agsamada agiklandigi sekilde tekrar yikanmasi.

5. Konjuge edilmis IgG, konjuge tamponu igerisinde 1:1000 oraninda
seyreltilip her bir gukura 200 pl eklenerek, 37 °C’de 4 saat inkube edilmesi.

6. ELISA tabaklarinin ikinci asamada agiklandigi sekilde tekrar yikanmasi.

7. Substrat ¢ozeltisine Img/ml olacak sekilde substrat (paranitrofenilfosfat)

her bir gukura 200 pl konularak, oda sicakliginda inkube edilmesi.

Sonuglar FElisa reader cihazi kullanilarak 405 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Orneklerde, saglikli kontroliin 2 kat
olan absorbans degerleri enfekteli olarak degerlendirilmistir (Martelli and
Galitelli, 1985; Rei et al., 1993; Erkan vd., 1995).



Sekil 3.3 Zeytin drneklerine uygulanan DAS-ELISA testinin gorunimu

Cizelge 3.6 Zeytin siurgin ve fidan o6rneklerinde serolojik ve molekuler

yontemler ile testlenen viral etmenler.

Test Yontemi

Viral Etmenler

Serolojik

Molekdler

CLRV

+

ArMvV

SLRSV

CMV

+
+
+

OLV-1

OLV-2

OLRSV

OLYaV

OLV-3

|||+ |+ ]+

3.2.5 Molekuler yontemler

3.2.5.1 Yaprak ve siirgiin 6rneklerinin kullanim icin hazirlanmasi

DAS-ELISA testi sonucunda enfekteli ¢ikan ornekler ve test sonucunda

enfeksiyon oldugu tespit edilemeyen o6rnekler,

RT-PCR ¢alismalari

icin

ayrilmigtir. Ayrilan bu O6rneklerden, 0.5 g yaprak, 0.5 g sirginden kazima

yapilmis ve sivi azotla muamele edilmistir (Sekil 3.4). Eppendorf tiipler i¢inde toz
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haline getirilen doku pargalari, RT-PCR ¢alismalarinda kullanilmak tizere -80°C
derin dondurucuya konmustur (Faggioli et al., 2005).

Sekil 3.4 Yaprak ve slrgilin drneklerine sivi azot uygulanmasi

3.2.5.2 Total Nukleik Asit (TNA) ekstraksiyonu

TNA ekstraksiyonunda kullanilan tiim malzemeler, yapisina uygun olarak
ekstrakte edilmistir. Her izolat i¢in yaklasik 0,2 g 6rnek (yaprak+siirgiin kazima)
10 ml % 1 mercapto-ethanol igeren ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi varliginda steril
ornek posetleri i¢inde homojenize edilmistir. Tiipler 1siticida 70 °C 10 dakika
inkube edildikten sonra, 5 dakika buzda bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler 14000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis, iist sividan 300 pl alinarak, yeni tiiplere
aktarilmigtir. Tiiplere 150 ul ethanol, 300 pl 6M Nal, 50 pl silika stispansiyonu
eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inkubasyona birakilmistir. Tiipler 6000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra, iist sivi atilmis tiiplin i¢inde kalan
silika partikiillerinin yikanmasi i¢in, 500 pl yikama tampon ¢ozeltisi eklenmistir.
Bu islemden sonra tiipler 6000 rpm’de santrifiij edilmistir. Yikama iglemi iki kere
yapilmistir. Yikamadan sonra silika partikiilleri igceren tiiplere 150 ul RNAse’dan
ari steril su eklenmistir. 70°C’de 4 dakika 1siticida inkube edilen tiipler 13000
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rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Tiipiin iist kisminda kalan sividan 145pul
almarak, yeni tiiplere aktarilmis ve TNA ekstraksiyonu tamamlanmistir. Ornekler
cDNA sentez ve PCR uygulamalari yapilincaya kadar -80°C’de derin
dondurucuda saklanmistir (Foissac et al., 2001).

3.2.5.3 Komplementer DNA (cDNA) sentezi

TNA ekstraksiyonu yapilmis olan orneklere komplementer DNA (cDNA)
sentezi gerceklestirilmistir. Bu amacgla Fermentas firmasindan temin edilen cDNA
sentez kitleri kullanilmis ve firmanin belirttigi prosediir dogrultusunda cDNA

sentezleri gergeklestirilmistir.

Bu yonteme gore ilk olarak eppendorf tiplerin icerisine 0,1-5 g total RNA,
1 ul oligo (dT) primer konulmus ve DEPC su ile 12 ul’ye tamamlanmstir.
65°C’de 5 dakika inkubasyon uygulandiktan sonra, tiipler buz {izerine konulmus
ve i¢lerine sirasiyla 4 ul 5X reaction buffer, 1 ul Ribolock Ribonuclease inhibitor,
2 ul 10mM dNTP mix eklenmistir. Kisa siireli santrifiij (3-5 saniye) uygulandiktan
sonra 25°C’de 5 dakika inkubasyon uygulanmistir ve tuplerin icine 1 M-MuLV
reverse transcriptase eklenerek, toplam 20 pl hacme ulagilmistir. Karisim daha
sonra 42°C’de 60 dakika ve 70 °C’de 5 dakika inkubasyon uygulanarak, cDNA

sentez asamasi tamamlanmistir(Sekil 3.6).

3.2.5.4 RT-PCR ybontemi

PCR islemi Fermentas firmasimin onerdigi prosediire gore 50 pl hacimde
yapilmistir. Cizelge 3.2°de verilen spesifik primerler ile RT-PCR testleri
gerceklestirilmistir.

Steril PCR tuplerine 25 pl 2x PCR master mix, 1 pl primerl, 1 pl primer 2,
2 pl cDNA ve 21 pl nuclease free su eklenmistir. Tiipler PCR cihazina
yerlestirilerek test edilecek virlis i¢in spesifik olan program uygulanmistir
(Candresse et al., 1995). Tim islemler boyunca eldiven kullanilmis ve herhangi
bir kontaminasyon olasiligin1 belirlemek i¢in de niikleik asit eklemeden sadece
karistmin yer aldigi bir tiipte (kontrol), PCR programinda g¢ogaltma islemine

alimmustr.
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3.2.5.5 Agaroz Jel Elektroforez yontemi

Agaroz jel 100 ml 1X TAE tamponu icine 1,59 agaroz konulup, mikrodalga
firinda 3.5 dakika tutularak hazirlanmistir.

Agaroz jel hazirlanmasinda ve elektroforez kosumunda kullanilan 1X TAE
tamponu, stok 50 X TAE tamponunun seyreltilmesi ile elde edilmistir. Stok TAE
50X tamponu; 40mM Tris-acetate (pH 8), 57.1 ml Glacial Acetic Acid, 100 ml 0.5
M EDTA (pH 8)’den olusmaktadir. Bu karisim 1000 ml’ye tamamlanarak stok
soliisyon olusturulmustur. Stok ¢ozeltiden 20 ml alinarak, distile H,O ile 1000

ml’ye tamamlanmis ve 1X TAE konsantrasyon hazirlanmistir.
Elektroforez kosumu, 100 V’da, yatay diizenekte 60 dakika siireyle ve 1X
TAE ¢ozeltisi igerisinde uygulanmistir. Jel yiikleme yapilmadan once, 6rneklere

(10 pl 6rnege) 2 pl yiikleme tamponu eklenmistir (Sekil 3.5).

3.2.5.6 Jel Goriintiileme Cihazinda PCR sonuclarinin degerlendirilmesi

Ethidium bromide ile boyanan jel, ETX-20.M marka Jel Dokiimantasyon ve
Analiz Sistemi ile fotografi ¢ekilerek kayit edilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 RT- PCR iiriinlerinin elektroforez agsamalar1 a) PCR {iriinlerinin agar jele yiiklenmesi
b) Jele konulan iiriinlerin 100 V’ da kosumu c) Ethidium bromide uygulamasi d) Jel
dokumantasyon sisteminde goruntilenmesi
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RT-PCR

N 02 g of olive

—_ ] P —————————
The targeted viral RNA

= ENA ﬁ
MMLV kP

Incubation
——————

At42°C for 1h

Sekil 3.6 RT-PCR yonteminin sematik olarak gosterilmesi (Alabdullah et al., 2005) .

3.2.6 Meyve kalite analizleri

Meyve verim ve kalitesi ile ilgili analizlerin yapilabilmesi i¢in meyve
orneklerinin alindig1 agaglar besin elementi yoniiyle toprak analizlerinin yapildigi
bahgelerden secilmistir. Ornek alinan bahgelerdeki agaglarin tek bir viriis ile
enfekteli olmasina, karisik enfeksiyon olmamasina dikkat edilmistir. Bu amagla,
Ayvalik c¢esidi oldugu belirlenen ve sadece SLRSV ile enfekteli agaclarin
bulundugu farkl iki bahgeden meyve 6rnekleri toplanmistir. Her iki bahceden de
tek viriis ile enfekteli birer agactan ve viriis saptanmayan birer agactan ornekler
alinmistir. Agac basina meyve verimini belirlemek amaciyla 6rnek alinmadan
once her iki agacin biitiin meyveleri hasat edilmis ve tartilmistir. Meyve agirligini
belirlemek icin tek bir viriis ile enfekteli aga¢ ve saglikli agacgtan tesadiife bagh
olarak her birinden alinan 50’ser adet meyvenin hassas terazide tartilmasi sonucu,
elde edilen ortalama agirliklarinin karsilastirilmasi ile yapilmistir (Sekil 3.7).
Proje 6nerisinde meyve kalite kriterlerinde belirlenmesi planlanan meyve boyu ve
meyve eni kriterleri ise Zeytincilik Arastirma Istasyonu konu uzmanlarimin dnerisi
ile meyve hacmi olarak degistirilmistir. Virlis saptanan ve virlis saptanmayan
agaclardan tesadiife bagli olarak alinan 50’ser meyvenin meziir iginde belli
miktarda bulunan suya 10’ar adet atilmasi ile arttirdigi su miktar1 belirlenmistir
(Kaya ve Tekintas, 2006).
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Elde edilen bulgulara SPSS 15.0 Istatistik Programinda Duncan g¢oklu
karsilagtirma testi uygulanmis, hastalikli ve saglikli agaglardan alinan meyvelerin

hacim ve agirlik olarak farkliliklar ortaya konulmustur (Miran, 2002).

Sekil 3.7 Meyve kalite analizleri ile ilgili ¢aligmalarin gesitli asamalari
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4. BULGULAR

4.1 Bitki Orneklerinde Gozlenen Belirtiler

2009 yilinda Aydin ve izmir illerinde, 2010 yilinda Balikesir ilinde yapilan
surveyler sonucunda, bdlgeyi temsil edebilecek olan bahceler belirlenmistir. Bu
bahcelerden viris belirtisi gorilen ve belirti gorilmeyen agaglardan drneklemeler
yapilmigtir.  Ornekleme yapilirken, agaglar once Simptomatolojik acidan
incelenmis ve goriilen belirtilerin viral etmenlerden kaynaklanabileceginin yan
sira diger patojenler ya da etkenler tarafindan olusturulabilecegi de g6z Onlinde
tutulmustur. Ayrica, hi¢ belirti gostermeyen ve saglikli bir goriiniime sahip olan
agaclarda da virlis enfeksiyonu olabildigi, daha sonra yapilan testler sonucunda
gozlemlenmistir. Surveyler sirasinda incelenen agaglarda ve alinan bitki
orneklerinde, bazi viral enfeksiyonlarin olabilecegi siiphesini yaratan yapraklarda
sekil bozulmalari, orak yaprak olusumu, yapraklarda renk degisimi ve mozaik,
meyvelerde sekil bozuklugu ve agaglarda ise zayif siirgiin olusumu, ¢alilagma vb.
belirtiler oldugu dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.1).

4.2 Biyolojik Testlerin Sonuglari

Yapilan DAS-ELISA ve RT-PCR c¢alismalarinin bulgularina gore, virus(ler)
ile enfekteli olduklar1 belirlenen zeytin 6rnekleri grup olarak siiflandirilmis ve
her grubu temsil edecek sayida 6rnekler segilerek bu zeytin 6rnekleri ile biyolojik
testler ylriitiilmustiir. Zeytin viriislerinin birgogunun teshisinde otsu test
bitkilerine mekanik inokulasyon duyarliligi pek fazla olmamasina ragmen halen
kullanilan bir yontemdir. Bu ¢alismada, DAS-ELISA ve RT-PCR ¢alismalarinda
baz1 virtslerle (ArMV, CMV, CLRV ve SLRSV) enfekteli olan &rnekler
gruplandirilarak, bunlardan secilen Orneklerden 6 farkli test bitkisine
(Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Datura stramonium, Gomphrena
globosa, Nicotiana tabacum cv. Xanthi ve N. glutinosa) mekanik olarak inokule
edilmistir. Ancak, yapilan inokulasyonlar sonucunda test bitkilerinde herhangi bir

belirtinin meydana gelmedigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.1 Survey caligmalari sirasinda zeytin agaglarinda gorllen baz1 belirtiler A) Yapraklarda
sekil bozulmalar1 ve orak yaprak olusumu B) Yapraklarda renk degisikligi C)
Yapraklarda mozaik D) Meyvelerde sekil bozuklugu
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4.3 Serolojik Testlerin Sonuclari

Zeytin viruslerinin saptanmas1 amaciyla Aydin, Balikesir ve izmir illerinden
toplanan 6rnekler DAS-ELISA yontemi ile ArtMV, CMV, CLRV ve SLRSV adli
etmenlere ait tami kitleri kullanilarak testlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge
4.1, 4.2 ve 4.3’de gosterilmistir. Buna gore, 2009 yilinda Aydin ilinden 157 ve
Izmir ilinden 136 olmak (izere toplam 293 adet 6rnek toplanmis, 2010 yilinda ise

Balikesir ilinden 82 adet 6rnek alinarak, tiimii serolojik yontemle test edilmistir.

Cizelge 4.1 2009 yilinda Aydin ili ve ilgelerinden toplanan bitki Grneklerinde
DAS-ELISA ybntemine gore virtslerin bulunma durumu.

Alman Ornek Viriis Ad1
il ilceler Sayisi/Enfekteli
Ornek Sayist ArmMmv CMV CLRV SLRSV
Karacasu 12/2 2
Kuyucak 12/0
Nazilli 13/0
Sultanhisar 12/3 3
Kosk 14/0
Bozdogan 14/3 2 - -- 1
Aydm Kogarl 13/0
Karpuzlu 12/1 1
Cine 15/1 1
Soke 13/2 2
Germencik 13/1 1
Merkez 14/4 4
Toplam 157/17 16 - -- 1

Cizelge 4.1°de goriildiigii lizere, Aydin ilinden 157 6rnek toplanmis ve bu
orneklerin % 10.82’sinde viriis enfeksiyonu oldugu belirlenmistir. Bu 6rneklerin
% 10.19’unda ArMV oldugu saptanirken, sadece % 0.63’tinde SLRSV bulundugu
tespit edilmistir. Yapilan analiz sonucunda aliman 6rneklerde CMV ve CLRV
enfeksiyonunun olmadig1 saptanmstir. Ilgeler bazinda bakildiginda, en fazla viriis
enfeksiyonu Merkez, Bozdogan ve Sultanhisar ilgelerinde saptanmis, buna karsin
Kuyucak, Nazilli, Kosk ve Kocgarli ilgelerinde viral enfeksiyon olmadigi

belirlenmistir.
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Cizelge 4.2 2010 yilinda Balikesir ili ve ilgelerinden toplanan bitki
orneklerinde DAS-ELISA yontemine go6re viruslerin bulunma
durumu.
Alman Ornek Viriis Adi
il ilceler Sayisi/Enfekteli

. ArMV cMV CLRV | SLRSV
Ornek Sayisi

GOmeg 13/0

Ayvalik 14/0

Burhaniye 15/0

Balikesir i

Edremit 14/0

Havran 12/0

Erdek 14/0

Toplam 82/0

2010 yilinda Balikesir ilinden toplanan 82 adet zeytin 6rnegi ArMV, CMV,
CLRV ve SLRSV adli etmenlere ait tani kitleri ile DAS-ELISA yodntemine gore

testlenmigtir. Virlis varligi yoniinden yapilan testlemlerde bu ilden toplanan

orneklerde viriis enfeksiyonu olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.3 2009 yilinda Izmir ili ve ilgelerinden toplanan bitki érneklerinde
DAS-ELISA ybntemine gore virtslerin bulunma durumu.
il Tigeler Sl:;’l:;?/l]::l?fle‘lliz(li Viris Ad
Ornek Saysi ArMV CMV CLRV SLRSV
Kemalpasa 12/3 3
Bayindir 13/2 2
Tire 22[7 7
Seferihisar 12/3 3
fzmir [ Selcuk 1213 3
Bergama 17/4 4
Torbali 16/3 3
Odemis 14/2 2
Karaburun 18/5 5
Toplam 136/32 32

DAS-ELISA testi sonucunda 2009 yilinda Izmir ilinde toplanan 136 drnegin

% 23.52’sinde ArMV enfeksiyonu oldugu saptanmustir. Orneklerde yapilan

analizler sonucunda CMV, CLRV ve SLRSV enfeksiyonlarin olmadig1 tespit
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edilmistir. Ilgeler ele alindiginda; Tire, Karaburun ve Bergama ilcelerinde en
yiiksek diizeyde viriis enfeksiyonu bulundugu tespit edilirken Bayindir ve Odemis

ilgelerinde viriis enfeksiyonu daha diisiik olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Genel bir degerlendirme yapildiginda; 2009 ve 2010 yillarinda ad1 gegen i
ilden toplanan 375 adet zeytin bitkisi 6rneginden % 12.8’inin ArMV ile enfekteli
oldugu tespit edilmis ve 1 drnekte ise SLRSV’niin bulundugu saptanmistir. Aydin
ilinde toplam 157 adet 6rnekte % 10.82 oraninda ve Izmir ilinde toplam 136 adet
ornekte % 23.52 oraninda virlis enfeksiyonu oldugu ortaya konmustur. DAS-
ELISA testleri sonucunda Aydin ilinde ArMV ve SLRSV, Izmir ilinde sadece
ArMYV adli viriislerin bulundugu, Balikesir ilinde toplanan 6rneklerde ise testlenen

dort viriisiin enfeksiyonunun olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.2).

* Toplam ornek

* Saghkh 6rnek

™ Enfekteli ornek

17

Balikesir

Sekil 4.2 Aydin, Balikesir ve izmir illerinde toplam 6rnek, virts ile enfekteli ve saglikli

ornek miktari.
4.4 Molekuler Testlerin Sonuclar:
4.4.1 Zeytin bahcelerinden toplanan érneklerin sonuc¢lari

Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden toplanan 375 drnek 9 viriise ait spesifik
primerler kullanilarak, RT-PCR yoOntemine gore testlenmistir. Testlenen
orneklerin iller bazinda molekiiler test sonuglar1 Cizelge 4.4, 4.5 ve 4.6 ile Sekil
4.3, 4.4 ve 4.5’te gosterilmistir. RT-PCR c¢alismalarinda, viriislere 6zgli primer
cgiftleri kullanilarak CLRV, ArMV, SLRSV ve CMV adl viriislere ait DNA
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bantlar1 elde edilmistir. Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden zeytin bahgelerinden
alinan 6rneklerle yapilan molekiler diizeydeki galismalar sonucunda, CLRV i¢in
416 bp, ArMV icin 302 bp, SLRSV i¢in 293 ve CMV icin 280 bp uzunlugunda
spesifik DNA bantlar1 tespit edilmis olup, buna karsin OLV-1, OLV-2, OLV-3,
OLYaV ve OLRSV adh viriislerin spesifik primerleri ile yapilan RT-PCR
caligmalarinda ilgili etmenlere yonelik DNA bantlarinin  olusumu ise
gbzlenmemistir (Sekil 4.8- 4.17).

Cizelge 4.4 2009 yilinda Aydin ili ve ilgelerinden toplanan bitki Grneklerinde
virtslerin RT-PCR yodntemine gore bulunma durumu.

Viriis Ad1
] ] Alman Ornek S
n ligeler Sayisi/Enfekteli &
Ornek Sayist E > |2 é g 79 é E i
2|3|d|d|3|3|3|3|3]|53
Karacasu 12/9 5 2 2
Kuyucak 12/6 1 1 2 2 -
Nazilli 13/6 2 | 3 1 -
Sultanhisar 12/8 2 1 1 -
Kosk 14/4 2 2 -
Bozdogan 14/12 5 3 2 2 -
Aydin oo 13/6 2 | 1|3 -
Karpuzlu 12/8 4 2 1 1 -
Cine 15/4 1 2 1 -
Soke 13/6 3 2 1 -
Germencik 13/4 2 1 1 -
Merkez 14/12 6 2 2 2 -
Toplam 157/85 3318 (15|13 | 6 | - | - | --

Cizelge 4.4’de goriildiigi gibi, Aydin ilinden toplanan 6rneklerle yapilan
RT-PCR testi sonuglarina gore 6rneklerde % 54.14 oraninda viriis enfeksiyonu
oldugu belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda, ArMV (% 21.01) en yaygin
viris etmeni olarak saptanirken, bunu sirasiyla CMV (% 11.46), CLRV (% 9.55)
ve SLRSV (% 8.28) izlemistir. 6 Ornekte ise CMV ve CLRV’niin birlikte
bulundugu belirlenmistir. Bu ilden alinan 6rneklerde OLV-1, OLV-2, OLRSV,
OLYaV ve OLV-3 enfeksiyonu belirlenmemistir (Sekil 4.3). Ilgelere gore viriis
enfeksiyonu bulunma durumu degerlendirildiginde, Merkez, Bozdogan ve
Karacasu ilk ii¢ siray1r almaktadir. Kosk, Cine ve Germencik ilcelerinde viris
enfeksiyonu sayisi daha diisiik tespit edilmistir.



39

&
5
m
1
5]
(4]
E
c
=
>
@

Sekil 4.3 Aydin ilinde RT-PCR yontemine gore testlenen Orneklerde virislerin bulunma

durumlari.

Cizelge 4.5 2010 yilinda Balikesir ili ve ilgelerinden toplanan bitki 6rneklerinde
virtslerin RT-PCR yodntemine gore bulunma durumu.

Viriis Adi

Alman Ornek S

il ilgeler Sayisi/Enfekteli g
. > > > ¥ - N > > o
Ornek Sayisi S % & % % g 3 g g 3
<|o0o|O|®»|<|O|O0|DO|DO|O
Gomeg 13/5 - -3 -2 - -] - -] -
Ayvalik 14/8 -1 5 | 2 | -] | | =11 -
. | Burhaniye 15/7 1123 [-]-=-]-=-1-=-1-1-

Balikesir i

Edremit 14/8 -l 1141221 -1]-1]-=-1=1-
Havran 12/6 2l 2122 |-—-]-1]-=-1-=1-71-
Erdek 14/9 -l 1|52 |1 |-—-]-1]-]=-1-
Toplam 82/43 3|6 2010 4 | - |- |-]|-]-

Cizelge 4.5 incelendiginde, Balikesir ilinden alinan orneklerde % 52.43
oraninda virlis enfeksiyonu oldugu goriilmektedir. Yapilan analizler sonucunda
alian orneklerde ArMV, CMV, CLRV ve SLRSV enfeksiyonlarinin bulundugu
saptanmistir. Ayrica, bu ildeki 6rneklerde ArMV ve CLRV niin % 4.87 oraninda
karisik enfeksiyon seklinde bulundugu belirlenmistir. En yaygin virls olarak
CLRV (% 24.39) saptanmis olup bunu sirastyla SLRSV (% 12.19), CMV (%
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7.31) ve ArMV (% 3.65) izlemistir. Testlenen oOrneklerde OLV-1, OLV-2,
OLRSV, OLYaV ve OLV-3 enfeksiyonu tespit edilememistir (Sekil 4.4).
Balikesir ilinde viriis enfeksiyonu sayisi ilgelere gore degerlendirildiginde, en
yiiksek virlis enfeksiyonu bulunan ilgelerin Erdek, Edremit ve Ayvalik ilgelerinde

oldugu, Gomeg ilgesinde ise daha diislik oranda viriis enfeksiyonu belirlenmistir.
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Sekil 4.4  Balikesir ilinde RT-PCR yontemine gore testlenen orneklerde virlslerin bulunma

durumu.

Cizelge 4.6 2009 yilinda Izmir il ve ilgelerinden toplanan bitki orneklerinde
virtslerin RT-PCR yodntemine gore bulunma durumu.

Viriis Ad1

. . Alman (")rnek. %
S I - v ANHHEEEEHEHE
< ] ] n (@] (o] (e} (o] (o] (e}
Kemalpasa 12/6 3 2 | - - 1 I N U
Bayindir 13/9 5 3| -1 - N U R
Tire 22/16 1] 21 FUR IR B B R
Seferihisar 1217 5 |12 [N N R R B
Izmir | Selcuk 12/8 5 [ 2111 — [ -] -—-1-=-1=1--=
Bergama 17/9 4 1 (1] 2 1 R R .
Torbali 16/8 5 1|11 1 I U A A
Odemis 14/6 5 | - | - 1] —- | - |~ ]—-]-1-=
Karaburun 18/12 7 1121 2 - N I N R
Toplam 136/81 50 {12 | 5 |11 3 o B T S
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Cizelge 4.6’da bulunan veriler incelendiginde, izmir ilinden alman
orneklerde RT-PCR yontemi ile yapilan analiz sonuglarmma gore, % 59.05
oraninda viriis enfeksiyonu oldugu belirlenmistir. Orneklerde ArMV, CMV,
CLRYV ve SLRSV adl viriislerin bulundugu tespit edilmistir. Testlenen 6rneklerde
OLV-1, OLV-2, OLRSV, OLYaV ve OLV-3 enfeksiyonu belirlenmemistir. Izmir
ilinde zeytin agaclarinda ArMV (% 36.76) en yaygin viral etmen olarak
belirlenirken, bunu sirastyla CMV (% 8.82), SLRSV (% 8.08) ve CLRV (% 3.67)
izlemistir. Ayrica toplanan orneklerde CMV ve CLRV’niin % 2.21 oraninda
karisik enfeksiyon seklinde bulundugu belirlenmistir (Sekil 4.5). izmir ilinde Tire
ve Karaburun ilgelerinde en yiiksek viriis enfeksiyonunun oldugu saptanirken
Odemis ve Kemalpasa ilgelerinde diger ilgelere oranla daha diisiik viriis

enfeksiyonunun oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.5 Izmir ilinde RT-PCR y6ntemine gore testlenen érneklerde viriislerin bulunma durumu.

Molekiiler testler sonucunu genel olarak degerlendirildiginde; 2009 ve 2010
yillarinda adi1 gecen ti¢ ilden toplanan 375 adet zeytin bitkisi 6rneginde RT-PCR
analizleri sonucunda% 55.73 oraninda viriis enfeksiyonu oldugu goriilmektedir.
Aydin ilinden toplanan 157 adet ornekte % 54.14 oraninda, Balikesir ilinden
alman 82 adet 6rnekte % 52.43 oraninda, Izmir ilinden alinan 136 adet 6rnekte %
59.05 oraninda virls enfeksiyonu bulundugu tespit edilmistir. Viral etmenler
agisindan bakilacak olursa % 22.93 oraninda ArMV, % 9.6 oraninda CMV, %
10.66 oraninda CLRV ve % 9.06 oraninda SLRSV enfeksiyonu oldugu ortaya
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konmustur. % 2.4 oraninda CMV ile CLRV’lin ve % 1.06 oraninda ArMV ile
CLRV’1in birlikte karisik enfeksiyonlar olusturdugu belirlenmistir. Toplanan 375
ornekte RT-PCR testleri sonucunda OLV-1, OLV-2, OLRSV, OLYaV ve OLV-3

adl1 virtislerin olmadig1 saptanmustir (Sekil 4.6).

* Toplam Grnek
* Saghkli Ornek

= Enfekteli Ornek

39 43

Balikesir

Sekil 4.6 Aydin, Balikesir ve Izmir illerinde toplam &rnek, virGs ile enfekteli ve saglikli

ornek miktari.
4.4.2 Fidanhklardan alinan 6rneklerin sonu¢lari

Aydn, Balikesir ve izmir illerine ait fidanliklardan alman toplam 120 adet
fidan Orneginin yalnizca RT-PCR yontemi kullanilarak analizleri yapilmistir.
Alinan fidan orneklerinde yapilan analizler sonucunda; Aydin ilinde % 32.5,
Balikesir ilinde ise % 45 ve Izmir ilinde % 35 oranlarinda viriis enfeksiyonu
oldugu tespit edilmistir. Viral etmenler yoniinden bakildigi zaman; toplanan
orneklerde Izmir ilinde % 27.5 CMV ve % 7.5 AtMV, Aydin ilinde % 20 CMV
ve % 12.5 ArMV, Balikesir ilinde ise % 30 CMV ve % 15 oranlarinda ArMV adli
etmenlerin bulundugu belirlenmistir. Fidanliklardan alinan 6rneklerde CLRV,
SLRSV, OLV-1, OLV-2, OLRSV, OLYaV ve OLV-3 adli viriislerin
enfeksiyonunun olmadigi analizler sonucunda ortaya konmustur (Cizelge 4.7 ve
Sekil 4.7). Molekiler analizlerde Cizelge 3.6’da verilen spesifik primerler
kullanilarak ArMV i¢in 302 bp, CMV i¢in 280 bp uzunlugunda DNA bantlari elde

edilmistir.
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Cizelge 4.7 2011 yilinda Aydin, Balikesir ve Izmir illerinde fidanliklardan alian
orneklerde RT-PCR ydntemine gore virlslerin bulunma durumu.

Toplanan Ornek Enfekteli Ornek Sayisi
Fidanlklar* Sz.l.Y151/Enfekteli § § é (2 ; ; é E c~>p
Ornek Sayisi o 3 d - 6‘ C_DI 6| C_DI 6'
Aydm 1 5 -- 1] - - -]-1=-1-1 -
Aydm 2 5 -- I I U D
Aydm 3 5 A e
= | Aydin4 5 16 AW - -] - -] -] -1 -
E‘ Aydm 5 5 - I I L
Aydin 6 5 [ 7. R IR IR R R R
Aydin 7 5 2¢ SR U U U N N
Aydin 8 5 1 [AM] - -] - -] -1 -1 -
il Toplanm 40/13 8 5 | - | - | - | — | — | - —
Balikesir 1 5 15 26 - - - - - -1 -
Balikesir 2 5 3P [N NS U R B R
Balikesir 3 5 - A - - - -] =] -] -
= | Balikesir 4 5 N e
&f Balikesir 5 5 A 1P - - -] -7 -71T=-7T -
§ Balikesir 6 5 2T IR ToN I I L U R I
Balikesir 7 5 AT o - - - =1 =1 =
Balikesir 8 5 - IR R D -
il Toplam 40/18 12 6 | - | - | == | - | - | -- -
Izmir 1 5 16 | - - -] -1 -7 -
Izmir 2 5 - AT [ - -1 -1 =
Izmir 3 5 AT S I R R R R I R
Izmir 4 5 2C | - - -] -1 -7 -
E Izmir 5 5 16 | - - -] -1 -7 -
- [zmir 6 5 AE 16 - [ -T-1T -
[zmir 7 5 -- N R R B I I I
[zmir 8 5 a5 I R R R U IR I
il Toplanm 40/14 11 3| - | - | -] - - -1 —=
Genel Toplam 120/45 31 (14| - | - | - | | | -] --

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

* Saghkh drnek
14

.

® Enfekteli 6rnek

Balikesir

Sekil 4.7 Aydimn, Balikesir ve Izmir illerindeki fidanliklardan alnan 6rneklerde viriislerin
bulunma durumu.

S 4 gs ‘ ,»,§J9 10 11 12!

Q*Q

Sekil 4.8 Zeytin 6rneklerinden elde edilen nikleik asitlerin (TNA) jel goruntileme sisteminde
¢ekilmig goriinuma. L: 100bp DNA ladder; 1-12: Total niikleik asit izolasyonu yapilmig
ornekler
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Sekil 4.9 CLRV i¢in uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintileme sisteminde
¢ekilmig gortiniimii. L: 100bp DNA ladder; 1,2,5,8,10: CLRV ile enfekteli pozitif
ornekler N: Negatif kontrol; W: su kontrol

Sekil 4.10 ArMV igin uygulanmig olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintileme sisteminde
¢ekilmis goriiniimii. L: 100bp DNA ladder; 1,2,3,4,5,6,7:ArMV ile enfekteli pozitif
ornekler; W: su kontrol



46

T
—
o]
W
I
L
N
~]
=]
\O
—
o
—
—

tn
(=]
(=}

T

100 b

[
[u—y
18]
—
W
—
I
—
h
-y
N

L
(=]
(=]

(=
=]
[=]

%

Sekil 4.11 SLRSV igin uygulanmig olan RT-PCR testi sonucunun jel gorintiileme sisteminde
¢ekilmig goriiniimii. L: 100bp DNA ladder; 2,9,10,11,14,16: SLRSV ile enfekteli
pozitif 6rnekler; W: su kontrol

L 1 2 34546 7 8 9 1081812 +

SR

Sekil 4.12 SLRSV etmenine karsi RT-PCR yontemi ile saglikli olarak tespit edilen zeytin
orneklerinin jel gortintiileme sisteminde ¢ekilmis gériiniimii L: 100bp DNA ladder; 1-
12: érnekler; +: Pozitif kontrol
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Sekil 4.13 CMV igin uygulanmig olan RT-PCR testi sonucunun jel goruntiileme sisteminde
¢ekilmis goriinimii. L: 100bp DNA ladder; 2,3,6,7,8: CMV ile enfekteli pozitif

ornekler N: Negatif kontrol; W: su kontrol

Sekil 4.14 OLYaV etmenine karst RT-PCR yontemi ile saglikli olarak tespit edilen zeytin
orneklerinin jel goriintiileme sisteminde ¢ekilmis goriiniimii. L: 100bp DNA

ladder; 1-5: 6rnekler; +: Pozitif kontrol
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Y5 6y 7Y S )10 411 312

Sekil 4.15 OLV-1 etmenine karsi RT-PCR yontemi ile saglikli olarak tespit edilen zeytin
orneklerinin jel goriintiileme sisteminde ¢ekilmis goriinimi. L: 100bp DNA ladder; 1-
12: 6rnekler

L1 234 56 7 8 9 1011121314 +

1 2 3 4 56 7 8-9"0sbl=d-13..14 '+

Sekil 4.16 OLRSV etmenine karsi RT-PCR ydntemi ile saglikli olarak tespit edilen zeytin
orneklerinin jel goriintiileme sisteminde ¢ekilmis goriiniimii
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Sekil 4.17 OLV-2 etmenine karsi RT-PCR yontemi ile saglikli olarak tespit edilen zeytin
orneklerinin jel goriintiileme sisteminde ¢ekilmis gortiniimii

4.5 Kullanilan Tanillama Yontemlerinin Duyarhhklarinin
Karsilastirilmasi

Degisik orneklere ait deneme sonuglarindan baz alinarak uygulanan viriis
tanilama yontemleri arasinda karsilastirma yapilmistir. Aydin, Balikesir ve Izmir
illerinden 6rnekleme yapilan ilgelerden temsili olarak birer 6rnek secilmis ve bu
ornekler (zerinden kullanilan viriis tanilama yontemlerinin karsilagtirilmali
sonuglar1 ve basart oranlart Cizelge 4.8’de verilmistir. RT-PCR sonucunda
enfekteli ¢ikan 27 adet 6rnegin, yalnizca 5 adedi DAS-ELISA sonucuna gore
enfekteli olarak belirlenmistir. Bu orneklerin test bitkilerine inokulasyonu
sonucunda beklenen belirtiler elde edilmemistir. Simptomlar géz Oniine
alindiginda simptom belirlenen 3 6rnekte RT-PCR sonucunda viriis enfeksiyonu
oldugu ortaya konmustur. Viral enfeksiyon belirlenen 24 6rnekte virlis benzeri

belirtiye rastlanmamuistir.
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Cizelge 4.8 Virls tanilama yontemlerinin karsilastirilmali sonuglart

- DAS- Test Bitkilerine | .. ..
No Ornek No. RT-PCR ELISA inokulasyon Simptomatoloji

1 | Bozdogan 9 + (CLRV) - - -

2 | Cine 10 + (SLRSV) - - -
3 Merkez 29 + (CMV+CLRV) - - X
4 | Kogarli 4 + (CMV) - - -
5 | Sultanhisar 15 | + (ArMV) + (ArMV) - -
6 Germencik 9 + (ArMV) + (ArMV) - -

7 | Soke9 + (CMV) - - -
8 Karpuzlu 3 + (SLRSV) - - -
9 Karacasu 6 + (CMV) - - -
10 | Kosk 7 + (CMV) - -
11 | Kuyucak 4 + (SLRSV) - - -
12 | Nazilli 3 + (CLRV) - -

13 | Edremit 4 + (CLRV) - - -
14 | Burhaniye 5 + (SLRSV) - - -
15 | Ayvalik 3 + (CLRV) - - X
16 | Gomec¢ 5 + (CLRV) - - -
17 | Havran 1 + (ArMV) - - -
18 | Erdek 15 + (SLRSV) - - -
19 | Bayindir 5 + (CMV) - - -
20 | Kemalpasa 1 + (ArMV) - - -
21 | Torbali 15 + (ArMV) + (ArMV) - -
22 | Selcuk 6 + (CMV) - - -
23 | Bergama 15 + (SLRSV) - - -
24 | Tire21 + (CLRV) - - X
25 | Odemis 9 + (ArMV) - - -
24 | Seferihisar 2 + (ArMV) + (ArMV) - -
27 | Karaburun 10 | + (ArMV) + (ArMV) - -
Viral Etmenleri 27127 5/27 0/27 327

Saptama Oranlarn (% 100.00) (% 18.51) (% 0.00) (% 11.11)

+: Viral enfeksiyon tespit edilen 6rnek X: Belirti gosteren 6rnek (Yapraklarda renk degigmeleri)

4.6 Kullamlan Tanilama Yontemlerinin  Sonu¢larmmin  Birlikte
Degerlendirilmesi

Zeytin agaglarinda gorsel olarak yapilan simptom incelemesinin bulgulari
ile biyolojik, serolojik ve molekiiller yoOntemlerin sonuglart birlikte
degerlendirildiginde; arastirma kapsaminda Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden
toplanarak testlenen toplam 375 bitki 6rneginde DAS-ELISA ve RT-PCR testi
sonucunda % 55.73 oraninda viral enfeksiyon oldugu belirlenmistir. Her iki analiz
yontemine gore alinan 6rneklerde Aydin ilinde % 22.66, Balikesir ilinde % 11.46
ve Izmir ilinde % 21.60 oraninda viral enfeksiyon oldugu tespit edilmistir. DAS-
ELISA testi sonucunda; toplanan 375 o6rnekte % 13.06 oraninda viriis enfeksiyonu
bulundugu belirlenirken, RT-PCR sonucuna goére alinan orneklerin % 55.73

oraninda viriislerle enfekteli olduklart saptanmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 49 Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden alinanzeytin &rneklerinde
kullanilan tanilama yontemlerine gore enfekteli ve sagliklt 6rnek

sayilart.
iller Ornek Sayisi

RT-PCR

Balikesir 43
izmir

Genel Toplam 209

375

Ay o

DAS-ELISA testi sonuglarina gore Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden
toplanan 375 adet drnekte % 12.8’inde ArMV bulundugu saptanirken, sadece 1
ornekte ise SLRSV oldugu saptanmistir. RT-PCR analizi sonucunda, érneklerin %
22.93’iinde ArMV, % 9.6’sinda CMV, % 10.66’sinda CLRV, % 9.06’sinda
SLRSV enfeksiyonun var oldugu belirlenmistir. 9 6rnekte CMV+ CLRYV, 4
ornekte ise ArMV+CLRYV karisik enfeksiyon seklinde tespit edilmistir. Yapilan
analizler sonucunda 6rneklerin tamaminda OLV-1, OLV-2, OLRSV, OLYaV ve
OLV-3 adli etmenlerin bulunmadigr belirlenmistir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.18-
4.19).

Cizelge 4.10 Zeytin o6rneklerinde DAS-ELISA ve RT-PCR yontemine gore
belirlenen viral etmenler ve bulunma durumlari.

Viral Etmenler

ArMv

CLRV

CMV+CLRV

OLV-1

OLRSV

OLV-3
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12.80%

0.27%

HArMV
ECMV
i CLRV
M SLRSV

M Saghkh

DAS-ELISA

Sekil 4.18 Zeytin 6rneklerinde DAS-ELISA yontemine gore saptanan virtsler ve bulunma
durumlart.

M ArMV
HCMY

M CLRV

M SLRSV

M CMV+CLRV
M ArMV+CLRV
HOLV-1

M OLV-2

M OLYaV

H OLRSV

M OLV-3

M Saghkl

2.40%

RT-PCR

Sekil 4.19 Zeytin érneklerinde RT-PCR yontemine gore saptanan viriisler ve bulunma durumlari.

4.7 Meyve Verim ve Kalite Analizlerine Ait Bulgular

Agac basina verim ve meyve Kkalite analizlerine yonelik yapilan
calismalarda, SLRSV ile enfekteli Ayvalik ¢esidinin bulundugu bahgelerden
ornekler alinmistir. Bu deneme alanlarinin se¢iminde ayni bahge icerisinde hem

tek bir viriis ile enfekteli ve saglikli agaglarin tespit edilmesi, hemde lokasyon
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olarak bahgeler arasinda fark olmamasi etkili olmustur. Virls enfeksiyonu olan
zeytin bahgelerinde pomolojik analizlerden aga¢ basi verim, meyve agirligi ve
meyve hacmi (meyve eni+meyve boyu) analizleri sonucunda, aga¢ basina verim,
meyve agirhi§i ve meyve hacmi agisindan ortalamalar arasindaki fark istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur. Bu verilere ait varyans analiz tablosu Cizelge 4.11 ve

4.12°de, istatistiki gruplandirmalar ise Cizelge 4.13’te verilmistir.

Cizelge 4.11 Meyve agirliklarina ait varyans analiz tablosu.

Agirhk ISareler Sd Rareler F Anlamhihk
toplamm ortalamasi

Gruplar arasi 1521,000 1 1521,000 21,021 0,000

Grup igi 1013,000 14 72,357

Toplam 2534,000 15

* Onemli %5 alfa seviyesinde

Cizelge 4.12 Meyve hacmine ait varyans analiz tablosu.

Kareler Kareler

Hacim Sd F Anlamhhk
toplamm ortalamasi

Grup ici 1415,875 14 101,134
Toplam 2995,938 15

* Onemli %5 alfa seviyesinde

Cizelge 4.13 Viris saptanan ve viriis saptanmayan agaglarda meyvelerin agirlik,

hacim ve verimlerinin karsilastirilmasi.

< . . Hacim
Bahce  Agaclarin Enfeksiyon Agirhk Ortalamast Verim (kg)
No Durumu Ortalamasi (g)
(ml)

1 Viriis saptanan 107,71b° 107,5¢ 179

Virlis saptanmayan 131,127a 131,25a 218

2 Viriis saptanan 108,487b 109,75bc 118

Viriis saptanmayan 124,222a 125,75ab 157

* Farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak dnemlidir.
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Cizelge 4.13°de verilen verilere gore; agirlik acisindan bakildiginda, 1
numarali bahgede virlis saptanan agag ile virlis saptanmayan aga¢ arasinda fark
oldugu goriilmektedir. Agirlik agisindan 2 numarali bahgeye bakildiginda yine
viris saptanan ve virlis saptanmayan agaglarin meyve agirliklar1 arasinda fark
belirlenmigtir. Bu veriler 1s181nda, viriis saptanan agaglarin meyve agirliklarinin

virilis saptanmayan agaglara oranla azaldig dikkati cekmektedir.

Ayni bahgelerde hacim agisindan bakilacak olursa, 1 numarali bahgede viriis
saptanan ve viriis saptanmayan agaclar arasinda fark oldugu belirlenmistir. 2
numarali bahgede hacimsel olarak benzerlik oldugu gorilmektedir. Her iki
bah¢ede de viriis tespit edilen agaglarin meyvelerinde, hacim olarak bir azalma

oldugu tespit edilmistir.

Agac basina verime bakildiginda, 1 numarali bahgede viriis saptanan agacta
verim 179 kg tespit edilirken, saglikli olan agacta verim 218 kg olarak
belirlenmistir. 2 numarali1 bahgede tek basina viriis saptanan agagta verim 118 kg
olarak belirlenirken, saglikli olan agagta verim 157 kg olarak saptanmistir. Agag
basina verim ile ilgili degerler dikkate alindiginda, viriis saptanan agaclarda
yaklasik olarak % 18 ile % 25 oranlarinda bir verim azalmasi oldugu dikkati
cekmektedir.
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5. TARTISMA

Diinya iizerindeki tiiretiminin biiyilk bir kismi Akdeniz havzasindaki
tilkelerde gergeklestirilen zeytin, tlkemiz ekonomisinde de dénemli yeri olan bir
meyve tlridur. Akdeniz iklim kusaginda olan Tiirkiye son derece uygun ekolojik
kosullara sahip olmasi nedeniyle, zeytin iiretimi iilkemiz tarimini 6nemli 6l¢iide
etkilemektedir.

Pek cok kiiltiir bitkisinde oldugu gibi, zeytin ve zeytinyagi iiretimini
sinirlayan bircok zararli ve hastalik mevcuttur. Ulkemizde ozellikle zeytin
zararlilar1 konusunda ¢ok sayida bilimsel arastirmalar yapilmis olmasina ragmen,
viriis hastaliklar1 konusunda yapilan ¢alisma sayis1 fazla degildir. Uriiniin kalite
ve miktarinda kayiplara neden oldugu bilinen virlis hastaliklar1 ile miicadelede en
onemli esas hastaligin tanisinin dogru konmasidir. Bu amagla arazide gézlemlere
ve simptomlara bakilarak, konulan tanilar laboratuarda yapilacak testler ile
mutlaka dogrulanmalidir. Ciinkii, ayn1 viral etmen birden fazla konuk¢uyu enfekte
etmekte ve her birinde farkli tipte belirti olusturabilmektedir. Ayrica, bircok virls
etmeni de bitki fenolojisine bakildiginda, belirti olusturmadan latent olarak bitkide
bulunabilmektedir. Surveyler sirasinda bu gibi latent enfeksiyonlar, dogru tam

konulmasini zorlastirici faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Ydrltilen bu tez c¢alismasi ile, zeytin yetistiriciliginin yaygin olarak
yapildig1 Aydin, Balikesir ve Izmir illerinde zeytin agaglarindaki viral etmenlerin
simptomatolojik, biyolojik, serolojik ve molekiiler yontemler ile tanilanmasi ve bu
etmenlerin bulunma durumlarinin belirlenmesi gerceklestirilmistir. Calismanin
ikinci asamasinda ise belirli kriterler géz oniinde bulundurularak, secilen enfekteli
baz1 zeytin agaclarinin meyve verim ve kalitesi ile iligkili analizleri (aga¢ bagina
meyve verimi, meyve agirligi, meyve boyu, meyve eni) yapilmis, bu viriislerin
iilkemiz zeytin yetistiriciliginde meydana getirdigi ekonomik kayiplarin ortaya

konulmasina ¢alisiimistir.

Aragtirma i¢in toplanan Orneklerin simptomatolojik a¢idan incelenmesi
sonucunda, bazi viral enfeksiyonlarin olabilecegi izlenimi uyandiran yapraklarda
sekil bozulmalari, orak yaprak olusumu, renk degisimi ve mozaik, meyvelerde
sekil bozuklugu ve agaglarda zayif siirgiin olusumu, ¢alilasma vb. belirtilerin
bulundugu dikkati ¢ekmistir (Bkz. Sekil 4.1). Zeytinde saptanan virlslerden
SLRSV’niin kiiciik, armut sekilli burusuk meyve olusumuna, ¢ekirdeklerde sekil
bozukluklarina (tiimsekli meyve) neden olup, yapraklarda daralma ve bikilmeye,

bogum aralarinda kisalmaya, siirgiinlerde ¢alimsi biiylimeye ve iirlinde azalmaya
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yol actig1 bildirilmistir (Marte et al., 1986). Ayrica, yaprak sararmasi kompleksi
olarak adlandirilan hastalik “damar sararmasi” (Faggioli and Barba, 1995),
“yaprak sararmasi” ve “yaprak beneklenmesi ve geriye dogru 6liim” (Savino et
al., 1996) olarak adlandirilan 3 farkli hastalik tarafindan olusturulmaktadir. Bu
hastalik kompleksini karakterize eden Ozellikler zayif meyve olusumu,
yapraklarin parlak sar1 renkte olusudur. Yaprak beneklenmesi ve geriye dogru
olim oldugunda ise, yapraklarin nekrozlasmasi ve yaygin yaprak dokilmesi
sonucunda geriye dogru 6liim goriilir. OVYaV damar sararmasi, OYMDaV ise
yaprak beneklemesi ve geriye dogru 6liim gosteren bitkilerde tespit edilmistir. Bu
belirtileri gdsteren zeytin Ornekleri ile yapilan biyolojik, serolojik ve molekiiler
testlerin ardindan; anormalliklerin viral etmenlerden kaynakli olabilecegi gibi,
diger patojenler ya da etkenler tarafindan da olusturulabilecegi sonucuna
varilmistir. SLRSV baz1 ¢esitlerde (Ascolana tenera) cok belirgin simptom
verirken, ayni viriis belirtisiz agaclardan alinan 6rneklerde de saptanmistir (Savino
et al., 1979; Marte et al., 1986). ArMV orak yaprak seklindeki belirti gosteren
zaylf gelismesi olan agaglarda saptanirken, aym1 zamanda higbir simptom
vermeyen agaglarda da belirlenmistir. CLRV (Savino and Gallitellli, 1981) ve
CMV (Savino and Gallitelli, 1983) goriiniiste tamamen simptomsuz agaglardan
saptanirken, TMV (cv. Leccino ¢esidinde) damar bantlasmasi ve ¢okme belirtisi
gosteren agaglardan saptanmustir (Triolo et al., 1996). Simptomatolojik olarak
herhangi bir belirti gdstermeyen ve goriiniliste saglikli olarak degerlendirilen
zeytin orneklerinde de virlis enfeksiyonlarin olabilecegi, yapilan laboratuar
analizleri sonucunda goriilmiistiir. Cizelge 4.8’de goriildiigii tizere analizi yapilan
27 ornegin 3 adetinde belirti kaydedilmis ve viral etmen saptanmistir. 24 6rnekte
ise higbir belirti kaydedilmemesine ragmen tamaminda viriis enfeksiyonu oldugu
tespit edilmistir. Nitekim, bu sonuglar ele alindiginda saptanan viriisler ile zeytin
agaclarinda bulunan belirtiler karsilagtirildiginda, aralarinda tam bir iligki
kurulamamistir. Ayrica bu c¢alisma ile bolgemizde zaman zaman zeytin
meyvelerinde sikayet konusu olan sekil bozuklugu belirtilerinin tek bagina
virlislerden kaynaklanmadigi da belirlenmis olmaktadir. Diinyada Yyapilan
caligmalar incelendiginde de, zeytin virlslerinin bir ¢ogunun hi¢ simptom
gOstermeyen agaglardan saptandigi belirtilmektedir (Savino et al., 1979; Savino
and Gallitelli, 1981; 1983; Savino et al., 1983; Gallitelli and Savino, 1985;
Martelli and Gallitelli, 1985; Marte et al., 1986; Merciega et al., 1996; Triolo et
al., 1996).

Zeytin  virlislerinin  teshisinde test bitkilerine mekanik inokulasyon

caligmalar1 Savino and Gallitelli (1981) tarafindan kullanilmistir. Konukgu test
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bitkilerinde (C. amaranticolor, C. quinoa, N. glutinosa ve N. tabacum) olusan
belirtiler mozaik, nekrozlar ve halka lekelerdir (Savino and Gallitelli, 1981;
Merciega et al., 1996). Laboratuar analizleri sonucunda pozitif ¢ikan 6rnekler test
bitkilerine mekanik olarak inokule edilmistir. Zeytinde saptanan viriislerin yapay
olarak test bitkilerine bulastirma calismalar1 sonucunda test bitkilerinde belirti
c¢ikmadigr goriilmistir. ArMV, SLRSV, CMV ve CLRV gibi virislerin zeytin
disindaki bitkilerden test bitkisine kolaylikla tasinabildigi, ancak zeytinden bu
virlisleri izole etmenin daha zor oldugu belirtilmektedir (Brunt et al., 1996).
Kargilagilan bu zorluklar ise; zeytin 6zsuyunda viriis partikiillerinin diisiik
konsantrasyonda olmasi, bitki igerisinde virlislerin diizensiz dagilimi, zeytin
O0zsuyunda bulunan inhibitorlerin, viriisiin enfekte etme 6zelligini engellemesi
seklinde agiklanmaktadir (Alabdullah et al., 2005).

Bitki viriislerinin tanilanmasinda genellikle birden fazla yodntemden
yararlanmak gerekmektedir. Birden cok yontemi kullanarak tanilama yapmak
daha dogru sonuglara ulasmak i¢in gereklidir (Valverde et al., 1990). Bu arastirma
kapsaminda toplam 375 agactan alinan 6rneklerde DAS-ELISA testi sonucuna
gore % 12.8’inin ArMV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Yapilan analiz
sonucunda 1 oOrnekte ise SLRSV’niin bulundugu belirlenmistir. Aydin ilinde
toplam 157 adet ornekte % 10.82 oraninda ve Izmir ilinde toplam 136 adet
Ornekte % 23.52 oraninda viriis enfeksiyonu oldugu ortaya konmustur. DAS-
ELISA testi sonucunda Aydin ilinde ArMV ve SLRSV, Izmir ilinde sadece ArMV
adli wviriislerin bulundugu, Balikesir ilinde ise higbir etmenin olmadigi
saptanmistir (Bkz. Cizelge 4.1, 4.2, 4.3 ve Sekil 4.2). DAS- ELISA testi
sonucunda Orneklerin higbirisinde CMV ve CLRV enfeksiyonu olmadigi
belirlenmistir. Buna karsin Ulkemizde Ege Bolgesi’nde Balikesir, Canakkale,
[zmir ve Manisa illerindeki zeytin agaglarinda DAS-ELISA testi sonucunda
ArMV, CLRV, SLRSV ve CMV enfeksiyonlarinin oldugu saptanmistir (Fidan ve
Ertem, 1995). Benzer c¢alisma Dogu Akdeniz Bolgesi’nde Hatay ilinde
yapilmigtir. Aragtirma yoresinde toplam 180 agagtan 6rnek alinmis 86 adedinde
(% 47.77) SLRSV, 83 adedinde (% 46.11) CLRV ve 58 adedinde (% 32.22)
ArMV tespit edilmistir. Ayn1 bahgelerden alinan 76 6rnekte OLV-1, OLV-2 ve
OLRSYV tespit edilmemistir (Tarla ve Caglayan, 1998). Baska bir calisma ise
Balikesir, Bursa ve Aydin illerinde yiiriitiilmiistiir. Yine bu illerden toplanan
orneklerden DAS-ELISA testi sonucunda CMV, CLRV, ArMV ve SLRSV
virlisleri ve bunlarin karisik enfeksiyonlar1 tespit edilmistir (Beler ve Ac¢ikgoz.,
2005).
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Zeytin  viriislerinin  tespit edilmesinde en yaygin kullanilan teshis
metotlarindan biri RT-PCR yontemidir. RT-PCR ile DNA’nn belirli bélumlerinin
DNA polimeraz enzimi ve sentetik oligoniikleotitler yardimi ile ¢ok sayida
kopyasi olusturulmaktadir (Kreuzer and Massey, 1996). Zeytin viruslerinin tespit
edilmesinde, DAS-ELISA yo6nteminin duyarliligimin diisiik olmasi nedeniyle
Aydm, Balikesir ve Izmir illerinden toplanan 375 6rnek 9 viriise ait spesifik
primerler kullanilarak, RT-PCR yontemine gore testlenmistir. RT-PCR
calismalarinda viriislere 6zgii primer giftleri kullanilarak CLRV, ArMV, SLRSV
ve CMV adl viriislere ait DNA bantlar1 elde edilmistir, buna karsin OLV-1,
OLV-2, OLV-3, OLYaV ve OLRSV ’niin spesifik primerleri ile yapilan RT-PCR
calismalarinda, ilgili etmenlere yonelik DNA bantlarinin  olusumu ise
gbozlenmemistir. Calismamizda kullandigimiz primer giftleri ¢esitli arastirmalarda
RT-PCR testlerinde basarili bir sekilde kullanilmistir (Grieco et al., 2000, Faggioli
et al., 2005).

Arastirma kapsaminda Aydin ilinden toplanan 6rneklerde RT-PCR testi
sonuclarina gore % 54.14 oraninda viriis enfeksiyonu oldugu belirlenmistir.
Yapilan analiz sonucunda, ArMV (% 21.01) en yaygin viriis olarak saptanirken,
bunu sirastyla CMV (% 11.46), CLRV (% 9.55) ve SLRSV (% 8.28) izlemis ve 6
ornekte ise CMV ve CLRV’ niin birlikte bulundugu belirlenmistir (Bkz. Cizelge
4.4 ve Sekil 4.3).

Balikesir ilinde toplam 82 6rnekte % 52.43 oraninda viriis enfeksiyonu
oldugu goriilmektedir. Yapilan analizler sonucunda aliman orneklerde ArMV,
CMV, CLRV ve SLRSV enfeksiyonlarimin bulundugu saptanmistir. Ayrica,
orneklerde ArMV ve CLRV’niin % 4.87 oraninda karisik enfeksiyon seklinde
bulundugu belirlenmistir. En yaygin viriis olarak Balikesir ilinde CLRV (%24.39)
saptanmis olup bunu sirastyla SLRSV (% 12.19), CMV (% 7.31) ve AtMV (%
3.65) izlemistir (Bkz. Cizelge 4.5 ve Sekil 4.4).

[zmir ilinden alman orneklerde RT-PCR yoOntemi ile yapilan analiz
sonuclarina gore % 59.05 oraninda viriis enfeksiyonu oldugu belirlenmistir.
Orneklerde ArMV, CMV, CLRV ve SLRSV adli viriislerin bulundugu tespit
edilmistir. Testlenen o6rneklerde OLV-1, OLV-2, OLRSV, OLYaV ve OLV-3
enfeksiyonu belirlenmemistir. Izmir ilinde zeytin agaclarinda ArMV (% 36.76) en
yaygin viral etmen olarak belirlenirken, bunu sirastyla CMV (% 8.82), SLRSV (%
8.08) ve CLRV (% 3.67) izlemistir. Ayrica toplanan orneklerde CMV ve
CLRV’nun % 2,21 oraninda karisik enfeksiyon seklinde bulundugu belirlenmistir
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(Bkz. Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5). Benzer ¢alisma Dogu Akdeniz Bolgesi illerinden
(Hatay, Adana, Kahramanmaras, Osmaniye) kamu fidanligi, 6zel fidanliklar ve
ticari bahgelerde yiiriitilmiistir. Bu bahgelerden alinan orneklerde RT-PCR
yontemi ile yapilan analizler sonucunda OLV-1 ve SLRSV saptanmistir (Ulubag
Serce et al., 2007; 2009, Yalcin vd., 2007).

Ulkemizde zeytin viriislerinin saptanmasma yonelik c¢alismalar sinirh
sayidadir. Diger iilkelerde yapilan ¢alismalarda saptanan etmenler yodninden
paralellik bulunmaktadir. Faggioli et al. (2002), Italya’da zeytin agaglarinin
yapraklarinda SLRSV’niin teshisi i¢in RT-PCR protokoliinii gelistirmisler ve
kullanmiglardir. RT-PCR protokoliiniin ¢ok hizli ve hassas oldugunu ve zeytin
agaclarinda c¢ok fazla Ornekteki SLRSV’niin teshisi i¢in kullanilabilecegini
belirlemislerdir. Ispanya’da Bertolini et al. (2001), zeytin agaclarinda yaptiklari
RT-PCR c¢alismalan ile CMV, CLRV, SLRSV, ArMV, OLV-1 ve OLV-2 adl
virlisleri tespit etmiglerdir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda bu ydntemin

sertifikasyon programlarinda rutin olarak kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.

ArMV bu c¢alisma kapsaminda, DAS-ELISA ve RT-PCR analizleri
sonucunda test edilen toplam 375 zeytin 6rneginin % 10.13’linde tespit edilmistir.
ArMV’niin zeytinlerdeki varlig1 Italya ve Ispanya’dan bildirilmis, Tirkiye’de
DAS-ELISA ile % 7.1, RT-PCR ile Suriye’de % 0.7 ve Libnan’da % 0.3
oraninda enfeksiyon yaptigi rapor edilmistir (Martelli, 1999; Bertoloni et al.,
2001; Caglayan ve ark., 2004; Alabdullah et al., 2005; Fadel et al., 2005).
ArMV’nin genis bir konukc¢u dizisi olmasina ragmen, diger iilkelerde yapilan
caligmalarda zeytinlerde yayginligi oldukca diisiik iken bu calismada Balikesir

disinda Aydin ve Izmir’de en fazla saptanan bir viriis oldugu gériilmektedir.

Genis konukcu dizisine sahip olan CMV, zeytinde de yapilan c¢aligmalarla
belirlenmistir. Test edilen toplam 375 zeytin orneginden, % 9.6’sinda CMV
virlisli tespit edilmistir. Tiirkiye’de Ege Bolgesi’nde yapilan calismada CMV
enfeksiyonlar1 zeytin yapraklarindan ELISA testleri sonucunda % 24 oraninda
bildirilirken, zeytinin ciceklerinden yapilan analizlerde % 21.9 oraninda saptanigi
bildirilmistir (Fidan ve Ertem, 1995). Zeytin agacinda CMV enfeksiyonlari ilk
olarak Italya daha sonra Ispanya ve Portekiz gibi iilkelerden rapor edilmistir
(Savino and Galitelli, 1983; Bertolini et al., 2001; Rei et al., 1993). Etmen zeytin
agaclarinda yayilma gostermezken, son yillarda Suriye’de CMV enfeksiyon orani
% 22.7 olarak bildirilmistir (Alabdullah et al., 2005). CMV otsu konukgularinda
60’dan fazla afit tir( (Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora ve Myzus persicae
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vb.) ile non-persistent sekilde ve mekanik yolla ve tohumla tasinabilmektedir.
Ancak, zeytin agaglarinda CMV enfeksiyonunun etiyolojisi ve epidemiyolojisi

tam olarak anlagilabilmis degildir ve bu konuda kaynak bulunmamaktadir.

Zeytin - agaglarinda CLRV  enfeksiyonlari, Turkiye’de DAS-ELISA
yontemine gore % 23 oraninda (Caglayan et al., 2004), RT-PCR yontemine gore
Suriye’de % 15 (Alabdullah, 2005), Libnan’da % 2 (Fadel et al., 2005) ve
Italya’da % 4.9 (Faggioli et al., 2005) oraninda enfeksiyona sebep oldugu
bildirilmistir. Yapilan bu calisma kapsaminda test edilen 375 Ornegin %
10,66’sinda CLRV saptanmistir. CLRV’niin zeytin agaglarinda genel olarak latent
bulundugu belirtilmektedir.

Cok genis bir konukgu dizisi ve yayilma alan1 olan SLRSV, ilk kez 1979
yilinda Italya’da tespit edilmis ve daha sonralart RT-PCR ile Portekiz’de
(Henriques et al., 1992; Rei et al., 1993), Ispanya’da (Bertolini et al.,1998) ve
DAS-ELISA ile Tiirkiye’de (Caglayan et al., 2004) arazi Orneklerinde teshis
edilmistir. Itlaya’”da SLRSV, DAS-ELISA yontemi ile tespit edilememistir
(Martelli, 1999). Zeytin materyallerinin dsRNA analizleri ve PCR esasli metotlar
ile test edildiginde DAS-ELISA ile elde edilen pozitif sonuglari onaylayamadigi
icin DAS-ELISA’nin bazi hatali pozitif reaksiyonlar verdigi ileri siirtilmiistiir
(Bertolini et al., 1998). Son yillarda RT-PCR yontemi survey c¢alismalarinda
kullanilmis ve Suriye’de SLRSV % 5.7 (Alabdullah et al., 2005), Libnan’da %
0.3 (Fadel et al., 2005) oraninda SLRSV enfeksiyonlar1 tespit edilmistir. Bu
calisma kapsaminda kullanilan primer ciftleri ile Aydin, Balikesir ve Izmir
illerinde toplam 375 6rnegin % 9,33’linde SLRSV enfeksiyonu oldugu tespit

edilmistir.

Toplam 375 adet zeytin 6rneginin RT-PCR testleri sonucunda 6rneklerde.
OLV-1’in olmadig1 tespit edilmistir. Zeytin viriislerinden OLV-1’in, gen
bankasinda kayitli 3 izolati bulunmaktadir. OLV-1 virlsi ilk olarak Italya’da
zeytin agaclarinda tespit edilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda Tirkiye’de
ve Italya’da turunggillerden, Japonya’da ise lalelerden izole edilmistir (Martelli et
al., 1996; Kanematsu et al., 2001). Hatay ilinde zeytin viriisleri konusunda yapilan
calismada daha Once turuncgillerden izole edilen OLV-1 RT-PCR yoéntemi ile
testlenmis ve Tirkiye’ de zeytin agaclarinda ilk kez tespit edilmistir (Ulubag
Serge et al., 2007; Yalgin vd., 2007).
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OLV-2 ilk kez italya’da tespit edilmis (Savino et al., 1984) ve yayilma
gOstermemistir (Faggioli et al., 2005), ancak Suriye’de yayilabilmis (Alabdullah
et al., 2005) ve % 2 oraninda OLV-2 enfeksiyonu tespit edilmistir (Fadel et al.,
2005). Yapilan bu ¢alismada, test edilen 375 zeytin 6rneginde OLV-2 primerleri
ile yapilan RT-PCR analizleri sonucunda 6rneklerde bu etmen belirlenmemistir.
OLV-2 Bromoviridae familyasinin Oleavirus cinsinin monotipik bir turidar ve
yaygin olarak bulunmamaktadir. Son yillarda Yunanaistan ve italya’da zeytinden
farkli bir konuk¢u olan Ricinus communis bitkisinde bulundugu bildirilmistir
(Grieco et al., 2002b; Parella et al., 2007).

OLRSV yapilan bu calisma kapsaminda, test edilen zeytin 6rneklerinde
tespit edilmemistir. Bu viriis ilk kez zeytinde Italya’da tespit edilmis (Savino et
al., 1983) ve daha sonralari ise RT-PCR ile yapilan testler sonucunda, Suriye’de
zeytin agaclarinda % 11.5 oranminda (Alabdullah et al., 2005) bulundugu
bildirilmistir. Bu kayitlarin disinda, zeytin agaglarinda OLRSV enfeksiyonu
kaydedilmemistir.

OLYaV ilk olarak italya’da kaydedilmistir (Savino et al., 1996), son yillarda
Suriye’de % 14.3 oraninda (Alabdullah et al., 2005) ve Liibnan’da % 23.6 (Fadel
et al., 2005) oraninda enfeksiyon yaptigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda,
Italya’dan getirtilen (Dr. Francesco Faggioli) pozitif kontroller ve OLYaV ait
spesifik primerlerle yapilan ¢alisma sonucunda pozitif kontrol ¢alismis, ancak

orneklerimizde viriis tespit edilmemistir.

Proje calismalarmin yiiriitiilmesi sirasinda zeytinde yeni bir viral etmen
saptandigi, literatlr taramalar1 sonucunda ortaya c¢ikmustir. OLV-3 Akdeniz
Bolgesi’nde 8 iilkeyi (italya, Suriye, Malta, Tunus, Portekiz, Tiirkiye, Liibnan,
Yunanistan) kapsayan ¢alismada RT-PCR yontemi ile yapilan analizler sonucunda
bu iilkelerin hepsinde farkli oranlarda bulundugu tespit edilmistir. En yiksek
enfeksiyon oraninin Turkiye (% 56), Yunanistan (% 42), Tunus (% 40) ve Italya
(% 30) belirlenmistir (Alabdullah et al., 2009). Yapilan bu ¢alisma Turkiye’de %
56 oraninda bir enfeksiyon oldugunu gosterdigi i¢in OLV-3’de tez ¢alismalarina
dahil edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda OLV-3 spesifik primerleri ile yapilan
RT-PCR analizleri sonucund,a elimizde bulunan orneklerde bu virlsiin varlhig

tespit edilmemistir.

Aydm, Balikesir ve izmir illerine ait fidanliklarindan alinan 120 adet fidan

orneklerinde yapilan analizler sonucunda; Aydin ilinde % 32.5, Balikesir ilinde
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ise % 45 ve Izmir ilinde % 35 oranlarinda viriis enfeksiyonu oldugu tespit
edilmistir. Toplanan drneklerde Izmir ilinde % 27.5 CMV ve % 7.5 ArMV, Aydin
ilinde % 20 CMV ve % 12.5 ArMV, Balikesir ilinde ise % 30 CMV ve % 15
oranlarinda ArMV adli etmenlerin bulundugu belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.7 ve
Sekil 4.7). Beler ve Acikgdz (2005) tarafindan yiiriitiilen calismada, Balikesir,
Bursa ve Aydin illerine ait fidanliklardan alinan 6rneklerde CMV, CLRV, ArMV
ve SLRSV viriisleri ve bunlarin karisik enfeksiyonlar1 tespit edilmistir. Zeytin
fidanlar1 viriis hastaliklarinin dnemli bir tasiyicisidir. Orneklerin  alinmasi
esnasinda yapilan degerlendirme ve laboratuar analizleri sonucglarina gore
iilkemizde zeytin fidan1 liretimi yapilan yerlerde, zeytin fidani iireticilerinin fidan
tiretiminde kullandiklar1 gelikleri agaglardan alirken hastaliklarla ilgili bilingli bir
secim yapmadiklar1 gézlenmistir. Boylece agacglarda varolan fungal, bakteriyel ve
viral etmenleri celikler vasitasiyla fidanliklara buradan da fidan satiglariyla bagka
alanlara ve bolgelere tasimaktadirlar. Bilindigi gibi zeytin, viriis hastaliklarinin
simptomsuz tasiyicisidir ve zeytindeki viral etmenler iiretim materyali ile
tasinmaktadir (Barba, 1993).

Aydn, Balikesir ve Izmir illerinden zeytin bahgelerinden ve fidanliklardan
aliman Orneklerle yapilan molekiiler diizeydeki caligmalar sonucunda CLRV,
ArMV, SLRSV ve CMV igin elde edilen baz uzunlugu degerlerinin (Bkz. Sekil
4.9,4.10,4.11,4.13) daha once italya ve Misir’da benzer primer ¢iftleri kullanilarak
yiiriitillen arastirmalardakine (Faggioli et al.,, 2005; Laconsole et al., 2010;
Youssef et al., 2010) uyumlu olduklar1 goriilmiistiir.

Calismanin yiritildigi tg¢ ilde, Cizelge 3.2°de goriilen ilceleri temsil
edecek sekilde her ilgeden birer 6rnek alinarak, toplam 27 ornekte kullanilan
tanilama yontemlerinin duyarhiligl karsilastirilmistir. Degisik 6rneklerin deneme
sonuglarindan baz almarak yapilan karsilastirmalarda, tanilama yontemleri
arasinda RT-PCR yontemi, zeytin Orneklerinin tanilanmasinda daha basarili
bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.8). RT-PCR sonucunda enfekteli ¢ikan 27 adet
ornekte DAS-ELISA testi sonucuna gore yalnizca % 18.51 oraninda enfeksiyon
oldugu belirlenmistir. Bu Orneklerin test bitkilerine inokulasyonu sonucunda
beklenen belirtiler elde edilmemistir. Bu durum zeytinde bulunan viriislerin diisiik
konsantrasyonda bulunmasi nedeniyle yeterli miktarda partikiiliin test bitkisine
ulasamadig1 kanisin1 olusturmaktadir. Ayrica, test bitkisinde bulunan bazi
maddelerin enfeksiyonu engellemis olabilecegi de diisiiniilmektedir. Ele alinan 27
Oornegin 3 tanesinde simptom belirlenmis ve RT-PCR sonucunda viris
enfeksiyonu oldugu ortaya konmustur. Viral enfeksiyon belirlenen 24 drnekte
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virs benzeri belirtiye rastlanmamustir. Bir¢ok bitki tiirlinde simptomlar viriis
enfeksiyonlarinin varligi konusunda ilk kaniti vermektedir. Yalniz zeytin i¢in
bunu sdylemek pek miimkiin degildir. Dogal enfeksiyonlarin ¢ogu simptomsuz
(latent) oldugu ya da bu virUslerin belirli gesitlerde simptom verirken baska
cesitlerde latent olarak bulundugu belirtilmektedir (Martelli, 1999). Bu calisma
kapsaminda alinan orneklerde bulunan viriislerle belirtiler arasinda tam bir
baglanti kurulamamistir. Alinan ¢ogu Ornekte belirti olmamasina ragmen, diger

analizler sonunda ¢ogunda viriis saptanmustir.

Aydn, Balikesir ve Izmir illerinden toplanan 375 6rnegin DAS-ELISA testi
sonuclarina gére % 12.8’inde ArMV bulundugu saptanirken, sadece 1 ornekte
SLRSV saptanmistir. RT-PCR analizi sonucunda drneklerin %22.93’iinde ArMV,
% 9.6’sinda CMV, % 10.66’sinda CLRV, % 9.06’sinda SLRSV enfeksiyonun var
oldugu belirlenmistir. 9 6rnekte CMV+ CLRV, 4 o6rnekte ise ArMV+CLRV
karisik enfeksiyon seklinde tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.10 ve Sekil 4.18-
4.19). Bu sonuglar dogrultusunda bakildiginda, RT-PCR yontemin DAS-ELISA
yonteminden daha duyarli oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde yapilan
caligmalarda da RT-PCR yonteminin duyarlilik ve gilivenirlilik yoniinden DAS-
ELISA’dan daha iyi bir yontem oldugu belirtilmektedir. Zeytin agaglarinda
SLRSV, CMV, CLRV ve ArMV gibi viriisler, Portekiz ve italya’da DAS-ELISA
yontemi ile basarili bir sekilde saptanirken, Italya’da bu yontemden basarili
sonuclar alinamamistir. Zeytin dokularindan kismen aritilmis ekstraktlarda TMV
DAS-ELISA ile ortaya koyulmus, ancak klasik DAS-ELISA tekniginin zeytin
virlislerinin rutin ve hassas teshislerinde ornekteki viriis konsantrasyonu g¢ok
diisiik oldugu igin, uygun bir teknik olmadigini belirtmislerdir (Triolo et al.,1996).
Son olarak uygun antiserum (tani kiti) sayisinin az olmasi nedeniyle DAS-ELISA
yonteminin zeytinde saptanan viriislerin ¢ogu i¢in uygulanma durumu pek fazla
olmamaktadir. Ayrica, fenolik madde igerigi yiiksek olan zeytin dokularinin DAS-
ELISA ile test edilmesinin givenilir bulunmadigi belirtilerek, testlemelerde
dsRNA ve PCR gibi molekiiler yontemlerin kullanilmasi gerekliligi ifade
edilmektedir (Henriques et al., 1992; Rei et al., 1993; Félix et al., 2002; Bertolini
et al., 1998; Martelli, 1999; Martelli et al., 1996; Martelli, 1999; Grieco et al.,
2000; Faggioli et al., 2005; Bertolini et al., 2001) .

Virtslerin  kiltir bitkilerine verdigi zararlarla ilgili pek ¢ok kayit
bulunmaktadir. Ancak, Ulkemizde hangi virslin, hangi bitkide ne kadar zarara
sebep oldugu, bu zararlarin verim ve kaliteye olan etkisi ve ekonomik analizi ile
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ilgili veriler, heniiz yeterince mevcut degildir. Zeytin virlslerinin verim ve kalite
tizerine etkilerini arastiran calismalar lilkemizde hi¢ yapilmadigi gibi diinya
literatiirtinde de SLRSV disinda son derece sinirlidir. Baz1 arastiricilarin yapmis
oldugu denemeler sonucunda, yaprak ve meyvelerde hastalik simptomu gosteren
agaclardan alman as1 ¢ubuklarinin simptom gostermeyenlerden alinanlara oranla
daha diisiik seviyede koklenme yetenegine sahip olduklarini bildirmislerdir (Rei et
al.,, 1993). SLRSV’nlin cv. Ascolana tenera cesidinde yapraklarda daralma,
biikiilme, c¢alilasma ve iirlin azalmasina sebep oldugu belirtilmektedir (Marte et
al., 1986; Rebenstorf et al., 2006). CLRV’niin Avrupa’da ceviz yetistiriciliginde
ekonomik zarar neden oldugu, son yillarda Amerika’da kiraz agaglarinda iiriin

azalmasina neden oldugu bildirilmistir (Caglayan et al., 2007).

Zeytin agaclarinda CLRV’niin ekonomik Onemine iliskin bir kayit
olmamasina ragmen, bu konuda yeni bir ¢alisma Hirvatistan’da yapilmistir.
Frantoio ve Ascolana tenera ¢esitlerinden elde edilen sizma zeytinyaginin
kalitesine, miktaria ve kimyasal ozelliklerine CLRV’niin etkisini saptamak
amaciyla bir calisma yapilmistir. CLRV ile enfekteli zeytinlerde, saglikli olanlara
gore yag miktar1 ve olgunluk indeksi oldukea diisiik ¢cikmistir. Enfekteli agaglarin
meyvelerinden elde edilen yagin Kys, ve Kz degerleri diisiik, toplam fenolik

bilesik igeriginin ise ¢ok yiiksek oldugu bildirilmistir (Godena et al., 2012).

Bu ¢alisma kapsaminda yapilan verim ve meyve kalite analizlerinde; agac
basina verim 1. bahgede tek basina SLRSV ile enfekteli agacta 179 kg tespit
edilirken, kontroldeki agag basi verim ise 218 kg olarak belirlenmistir. 2. bahcede
tek basmma SLRSV ile enfekteli agacta verim 118 kg olarak belirlenirken,
kontroldeki aga¢ basina verim 157 kg olarak saptanmistir. Meyve agirliginda, her
iki bahgede de viriis saptanan ve viriis saptanmayan agaglar arasinda agirlik
acisindan fark belirlenmistir. Meyve hacminde, yine her iki bahcede de virls
saptanan ve viriis saptanmayan zeytinlerde hacim acgisindan fark oldugu
belirlenmistir. Bu calisma olgun bitkilerde ve sadece bir yillik verilerle
degerlendirilmis olup, viriis enfekteli ve saglikli bitkiler arasinda fark oldugu
goriilmiistiir. Bunun en Onemli sebebinin virlis enfeksiyonlarmin ¢ok yillik
bitkilerin verim ve kalitesine uzun yillar sonra belirgin etki yapmasi oldugu
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, viriis enfeksiyonlarinin bitkilerde verim kalite ve

gelisme lizerine etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilacak caligmalarin, gelisme
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doneminde olan bitkilerle ve 5-10 wyillik doénemler halinde yapilmasi
gerekmektedir.

Aragtiricilarin elde ettigi bulgulara gore, genelde viriis hastaliklarinin meyve
verim ve kalitesine, morfolojik olarak bazi1 farkliliklara neden oldugu
bildirilmistir. Ancak, viriislerin verim ve Xkaliteye etkileriyle ilgili yapilacak
caligmalarin, fidan doneminden itibaren enfekte edilecek virtslerin gozlenmesine
dayanarak planlanmasiyla elde edilecek sonuclarin daha saglikli olacag
belirtilmektedir. Viriis hastaliklarinin etkilerinin belirlenmesinde, ancak meyve
agaclarindaki verim ve kalite kriterlerindeki degisikliklerin, uzun yillar etkileri
belirlenerek, daha net verilerin ortaya konulacagi ifade edilmistir (Kaymak vd.
2012).
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6. SONUC ve ONERILER

2009 ve 2012 yillar1 arasinda Aydin, Balikesir ve Izmir illerinde ve bu illere
ait fidanliklarda yiiriitiilen bu ¢alisma ile, zeytinlerde enfeksiyon yapan virisler ve
bu virtslerin bulunma durumlart belirlenmistir. Elde edilen veriler ile zeytin
tireticiligi agisindan 6nemli bir potansiyele sahip bu ii¢ ilde, zeytin agaglarindaki

viral etmenlerin son durumu ortaya konulmaya caligilmistir.

Arastirmanin ilk boluminde, elde edilen sonuclara gore; UGlkemiz igin
ekonomik yonden 6nemi olan zeytin agaglarindan alin 6rneklerde, viriislerin tek
baslarina mevcut olmalarmin yaninda, bazi orneklerde karisik enfeksiyonlar
olusturdugu tespit edilmistir. Arastirma siiresince biyolojik, serolojik ve
molekiiler yontemler ile test edilen 375 bitki 6rneginde DAS-ELISA ve RT-PCR
yontemi ile yapilan analizler sonucunda % 55.73 oraninda viral enfeksiyonlar
oldugu ortaya konmustur. Aydin, Balikesir ve Izmir illerinde fidanliklardan alian
120 fidan 6rneginde ise, % 37 oraninda enfeksiyon oldugu belirlenmistir. Viral
etmenlerin fidanlhiklarda saptanmasiyla, agaglarda bulunan etmenlerin ¢elikler
vasitastyla fidanliklara ve buradan ise fidan satisiyla diger alanlara ve bolgelere

taginabildigi gézlenmistir.

Tiim zeytin viriislerine karsi teshis amaciyla kullanilan antiserumlarin
bulunmamasi ve agagta Vviriis konsantrasyonunun diisiik olmasi nedenleriyle DAS-
ELISA’nin zeytin viriislerinin teshisinde giivenilir olmadig1 ¢esitli arastiricilar
tarafindan bildirilmistir. RT-PCR testlerinin, 06zellikle zeytin virUslerinin
tanilamasinda duyarli ve giivenli bir yontem oldugu belirlenmistir. ELISA testleri
ile saptanmayan enfeksiyonlarin RT-PCR yontemi ile tanilanmasi, bu molekiiler
yontemin etkinligini vurgulamaktadir. Cok diisiik orandaki enfeksiyonlarin hizl
ve giivenilir bir sekilde saptanabilmesi i¢cin, RT-PCR gibi duyarli yontemlerin
kullanilmas1 gerekmektedir. Boylece, fidan iiretiminde ve ithalatinda alinacak
Onlemler ile viriisten ari fidanlarin {ireticiler tarafindan kullanilmas1 saglanacak ve

bodylece zeytin iiretiminde verim ve kaliteyi artirmak miimkiin olacaktir.

Calismanin ikinci boliimiinde, zeytin virtslerini verim ve kaliteye etkisi
konusundaki parametreler incelenmistir. Bu amagla yapilan alan denemelerinde
virilis saptanan agac¢larda hem verimde, hem de meyve kalitesinde azalma oldugu

istatistiki analizlerle ortaya konmustur.
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Bu sonuglardan yola ¢ikarak;

e Zeytin agaglart ortalama 100 yil sire ile ekonomik olarak verim
verebildiginden, yeni bir bahge kurarken virlisten ari temiz Uretim
materyali ile bahgeyi tesis etmek, verim ve Kaliteyi arttiracagindan
ureticilere saglikli ve temiz fidan temininin saglanmasi bu konuda

yapilacak ¢aligmalarin baginda gelmelidir.

e Ulkemizde zeytin viriis hastaliklarinin saptanmasi iizerinde fazla ¢aligma
olmadigindan ve zeytin bitkisinin viriis hastaliklarinin  simptomsuz
tastyicist oldugundan, tilkemiz fidanliklarinin ve bu fidanliklarin tesisinde
kullanilan anaglarin viriis hastaliklar1 agisindan incelenmesi, hastaliklarla
enfekteli olanlarin tespiti ve mevcut viriis hastaliklarinin tanilarinin
yapilmasi ve bdylece virlis hastaliklartyla etkili bir sekilde mdicadele
yoluna gidilmesi gerekmektedir.

e Yapilan bu calisma ile, gerek zeytin bahgelerinde gerekse fidanliklarda
viral etmenlerin yiiksek dizeyde gortlmesi, bolgede viriis hastaliklarinin
potansiyel tehlikesini ortaya koymaktadir. Bu nedenle zeytinde viriissiiz
Uretim materyali elde etmek icin fidanlardan degil, fidanlar yerine temin
edildigi  damizliklardan alinacak olan  orneklere ilgili  testler
uygulanmalidir. Yapilacak testlerden sonra, virilissiiz oldugu belirlenen
damizliklar se¢ilmeli ve bu damizliklardan fidan Gretilmelidir.

e Uygun antiserum (tani kiti) sayisinin az olmasi nedeniyle DAS-ELISA
yonteminin zeytinde saptanan virtislerin ¢ogu i¢in uygulanma durumu pek
fazla olmamaktadir. Ayrica, fenoloik madde igeriginin yiiksek olmasi ve
agacta viriis konsantrasyonunun diisiik olmasi gibi nedenlerle DAS-ELISA
yonteminin zeytin virlislerinin teshisinde gilivenilir olmadig1 belirtilerek,
testlemelerde dsSRNA ve PCR gibi molekiiler yontemlerin kullanilmasi
gerekliligi, c¢esitli arastiricilar tarafindan ifade edilmektedir. Yapilan bu
calisma ile RT-PCR’in DAS-ELISA yonteminden daha guvenilir ve etkili
oldugu bir kez daha belirlenmistir. Bu sonuglar, zeytin agaglarinda viral
etmenlerin saptanmasinda, DAS-ELISA yonteminin yeterli olmadigini
daha hassas bir yontem olan RT-PCR kulanilmasi gerekliligini bir kez
daha ortaya koymustur.

e Zeytin viriislerinin bazilar1 toprak kokenli (SLRSV, ArMV, TNV)
olmasina ragmen, bazilar1 ya temasla (TMV) ya da tohumla (CLRV ve
OLV-1), yaprak biti ile (CMV) veya as1 yoluyla yayilmaktadir. Bununla
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birlikte, arazi kosularinda zeytin virlislerinin tasinma mekanizmasi
hakkinda sinirli bilgi mevcut olup, viriislerin agacin genelinde herhangi bir
ekonomik oneme sahip olup olmadigina dair, simdiye dek yapilan kesin
bir arastirma bulunmamaktadir. Calismalarin bu yone dogru kaydirilmasi
gerekmektedir.

Viriisiin yayilmasinda vejetatif ¢ogaltim materyallerinin yani sira vektorler
ve vektorlere ara konukguluk yapan yabanci otlarda etkili olmaktadir.
Virls enfeksiyonlariyla kimyasal miicadele miimkiin olmadigindan, etkili
kontrol yontemleri ‘koruyucu 6nlemler’ iizerine dayanmaktadir. Mevcut
viriis inokulum kaynaklar1 yok edilmeli, arazi igerisinde etkili miicadele

yontemleri gelistirilmeli ve uygun kiltirel uygulamalar kullanilmalidir.

Zeytin agaclar1 konusunda ltalya, Ispanya ve Portekiz’de ulusal ve uluslar
arast marketlere viriisten ari liretim materyali saglama ve viriis yayilimini
engelleme amaciyla ¢esitli sertifikasyon programlar1 baslatilmistir. Bu
nedenle Tlrkiye’de de sertifikali ve virlis etmenlerinden ari temiz Uretim
materyalinin elde edilmesini saglayacak temel tekniklerin ortaya konmasi
ve zeytin fidan sertifikasyonunun yeniden go6zden gecirilmesi
gerekmektedir.

Viriislerin meyve agaglarinda verime ve kaliteye etkileriyle ilgili yapilacak
caligmalarin uzun ve zahmetli olmasi bu konuda calisma yapan arastirici
sayisim kisitlamaktadir. Ulkemizde bu konuda calisma yapan virolog ve
agronomistlerin meyve verimi, meyve Kkalitesi ve depo kosullarina
dayaniklilik Gzerine olumsuz etkisi olabilecek bu hastaliklarin, butin
meyve tlrlerinde ve anaclarinda daha detayl: olarak arastirma yapmasi
ve micadelesine yonelik bulgular elde edilmesine ihtiya¢ vardir.

Cok willik agaclarda verim ve kaliteyi etkileyen pek c¢ok cevresel ve
yetistiricilik faktoriiniin olmasi, virtislerin etkisini tespit etmemizi
zorlastirmaktadir. Viriis hastaliklarinin etkilerinin belirlenmesinde, ancak
meyve agaclarindaki verim ve kalite kriterlerindeki degisikliklerin, uzun
yillar etkilerinin belirlenerek, daha net ortaya konulacagi kanaatine

varilmuistir.
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Silika partikul (Sigma

12% S5631)

12 %

Mezuriin igine 6 g silica
ve ardindanda 50 ml’ye
kadar saf su konulur.
Meziiriin agz1 parafilm ile
iyice sarilir ve tamamen
¢ozlinene kadar
calkalanir.

I gin bu sekilde
bekletilir.

1 giin sonra sivi kisim
atilir. (yaklagik 47 ml)
Meziiriin alt kisminda kati
kisim ve 1-2 ml sivi
kaliyor. Bu kisim tekrar
saf su ile 50 ml’ye
tamamlanir.

1 gin daha beklenir ve
ayni sekilde 1 gln sonra
stvi kisim atilir (44 ml).
Kalan kati kisim ve 1-2
ml  sivi kisim  iyice
tamamen ¢6ziinene kadar
karigtirilip bir kapa alinir.
HCL ile pH 2ye
ayarlanir.  Otoklav ile
sterilize edilir. Karanlikta
oda sicakliginda saklanir.

Washing
buffer 1x

Tris-HCI, pH7.5 (1 M)

EDTA (5 M)

NaCl (0.5 M)

Ethanol

10.0 mM
0.5 mM
50.0 mM
50 %

Etanol eklemeden Once
otoklav ile sterilize edilir.
4°C’de saklanir.
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