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ABSTRACT

To compare the sensivity of different methods used to detect the agents of viral diseases in olive trees, totaly 375
samples of leaves, fruits and flowers were collected from olive trees in Aydin, Balikesir and Izmir provinces and for
further studies, 27 samples were selected from 375 ones as a one representative sample from each of counties in
these provinces. The existence of 9 viral agents in these samples was checked by RT-PCR while the detection of 4
viruses was done with DAS-ELISA. When the juice from the samples was inoculated to certain test plants, they did
not produce any symptoms. It was found that all samples were infected with the any of viruses entitled Arabis
mosaic virus (AtMV), Cherry leafroll virus (CLRV), Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) and Cucumis
mosaic virus (CMV) by RT-PCR while ArMV was present in only 5 samples in DAS-ELISA. Moreover, all samples
in this study were free from 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) by RT-PCR. The
results of RT-PCR showed that the samples from 3 trees having virus-like symptoms were infected with a virus and
on the contrary, 24 samples from the trees which were determined to be infected with viruses did not demonstrated
any virus symptoms. In conclusion, it was concluded that RT-PCR was the most sensitive method in the detection of
the viruses in olive trees at this moment and has the potential usage on the applications of quarantine and
certification programs in safety.
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OZET

Zeytin Agaclarindaki Viriis Hastahklarinin Tanilanmasinda Kullanilan Degisik
Yontemlerin Duyarhliklarimin Karsilastirilmasi

Zeytin agaglarindaki viral hastalik etmenlerin tanilanmasinda kullanilan farkli yontemlerin duyarlilik durumlarinin
karsilastirilmas1 amaciyla, Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden zeytin agaclarindan iizerinde yaprak, meyve ve ¢gicek
bulunan 375 adet geng siirgiin 6rnegi toplanmistir. Bu drneklerden adi gecen 3 ildeki her ilgeyi temsil edecek sekilde
27 drnek daha sonra yiiriitiilecek ¢alismalar igin segilmistir. Bu 6rneklerde 9 viriisiin bulunma durumu RT-PCR ve 4
virtistin varlig1 ise DAS-ELISA yontemleriyle arastirilmustir. Segilen orneklerden elde edilen ekstraktlar bazi test
bitkilerine inokule edildiklerinde, bu bitkilerde herhangi bir belirtinin olusmadig1 goriilmiistir. RT-PCR
calismalarinda, tiim O6rneklerin Arabis mosaic nepovirus (AtMV), Cherry leafroll nepovirus (CLRV), Strawberry
latent ringspot nepovirus (SLRSV) ve Cucumis mosaic cucumoviurs (CMV) adli virislerin birisi ile enfekteli
olduklar1 belirlenmis ve DAS-ELISA testlerinde ise yalnizca 5 drnekte ArMV enfeksiyonu oldugu bulunmustur.
Buna ilave olarak, tiim 6rneklerde Olive latent-1 virus (OLV-1), Olive latent-2 virus (OLV-2), Olive latent-3 virus
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(OLV-3), Olive latent ringspot virus (OLRSV) ve Olive leaf yellowing-associated virus (OLYaV) adl1 viriislerin
olmadig1 RT-PCR ile saptanmustir. Ayrica; RT-PCR sonuglarina gore, viriis benzeri belirtiler tasiyan 3 agagtan
alman orneklerin bir viriis ile enfekteli oldugu ve buna karsilik, viriis enfeksiyonu oldugu belirlenen 24 agaca ait
orneklerin ise herhangi bir viriis belirtisi tasimadig: tespit edilmistir. Sonug olarak, zeytin agaglarindaki viriislerin
tanilanmasinda en duyarli yontemin su anda RT-PCR oldugu ve bu yoOntemin karantina ve sertifikasyon
uygulamalarinda giivenli bigimde kullanim potansiyeline sahip oldugunu séylemek miimkiindiir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin, viriis, tanilama yontemi, RT-PCR, DAS-ELISA

GIRIS
Diinyadaki tretiminin biiylik bir kismmin Akdeniz havzasindaki iilkelerde yapildigt zeytin, Tirkiye
ekonomisinde de 6nemli yeri olan bir meyve tiiriidiir. Zeytin Oleaceae familyasinda Olea europeae L. tiiriiniin Olea
europeae subsp. sativa alt tiirii iginde yer almaktadir. Ulkemizde halen yetistirilmekte olan 100'{in iizerinde zeytin

cesidi vardir. Bu anlamda, zeytinciligimiz gerek yabani formlari, gerekse de kiiltiir ¢esitleri bakimindan ¢ok biiyiik
bir zenginlige sahiptir (Cavusoglu, 1980).

Zeytin, ekonomik olarak diinyanin her yerinde yetismesi miimkiin olmayan bir meyvedir. 30°-40° enlemler
arasinda, %98’i Kuzey Yarim Kiire’de, diinyada 37 iilkede ekonomik anlamda zeytin {iretimi yapilmaktadir. 9.8
milyon hektarlik diinya zeytin iiretim alaninin %95°i kuzeyde Akdeniz bolgesinde yer almaktadir. 2013 yili
istatistiklerine gore; yaklasik 20.6 milyon ton olan diinya dane zeytin {iretiminin % 98’lik kism1 Akdeniz Bolgesi’ne
kiyisi olan Ispanya, Yunanistan, italya, Tiirkiye, Misir, Cezayir, Suriye, Fas, ve Arjantin gibi énemli iiretici
iilkelerden elde edilmektedir. Tiirkiye bu iilkeler igerisinde gerek iiretim ve gerekse zeytin alan1 bakimindan yillara
gore degismekle birlikte genellikle 4. sirada yer almaktadir (FAOSTAT, 2013).

Tiirkiye’de 1.676. 000 ton zeytin {iretilmekte olup, tiretimin % 45’1 Ege, % 26’s1 Marmara, % 27°si Akdeniz
ve % 2’si Giineydogu Anadolu Bolgeleri’nde yapilmaktadir (TUIK, 2013).

Ulkemiz zeytin yetistiriciligi gelismis olan iilkelerle karsilastirildiginda, daha geleneksel bir yapiya sahip
oldugu goriilmektedir. Bu yapmin bir uzantist olarak, kiiltiirel uygulamalarin yeterince ve zamaninda
gerceklestirilmemesi nedeniyle, iiriin verimi ve kalitesinde azalmalar goriilmekte, zeytinin genetik yapisinda mevcut
olan ve yillara gore degisen iiriin miktar1 da (periyodisitenin), bu sartlardan olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu
faktorler zeytinde verim, kalite ve karlilik artigini sinirlamaktadir.

Tiirkiye ekonomisinde 6nemli bir yere sahip olan zeytinin iiriin verimine, kalitesine ve dmriiniin uzunluguna
etki eden 6nemli faktorlerden birisi de hastaliklar ve zararlilardir. Ulkemizde birgok yerli zeytin gesitlerinin ¢ok eski
caglardan beri yetistirilmesi ve iilkemizin bu bitki i¢cin gen kaynagi merkezi konumunda olmast bu bitkideki
Ozellikle viriis hastaliklarinin incelenmesini 6nemli hale getirmektedir. Viriis, viroid ve fitoplazma gibi etmenlerin
yol agtig1 hastaliklar agacglarin zayiflamasina, Sliimiine, iriiniin kalite ve miktarmin diismesine, as1 tutma ve
koklenme oraninda azalmalara neden olabilmektedir (Candresse ef al., 1995).

Zeytin agaclar1 birgok viriis ve virlis benzeri etmenden etkilenmektedir. Diinyada bugiine kadar yapilan
calismalar sonucunda, 9 cinse ait 15 farkl viriisiin zeytin agaglarinin konukgusu oldugu saptanmistir. Zeytinde tespit
edilen virtsler arasinda; Strawberry latent ringspot virus (SLRSV, Cilek Latent halkali leke virlisii), Arabis mosaic
virus (ArMV, Arabis mozaik viriisii), Cherry leaf roll virus (CLRV, Kiraz yaprak kivrilma viriisii), Cucumber
mosaic virus (CMV, Hiyar mozaik viriisti), Olive latent ringspot virus (OLRSV, Zeytin latent halka leke viriisii),
Olive latent-1 virus (OLV-1, Zeytin latent-1 viriisii), Olive latent-2 virus (OLV-2, Zeytin latent-2 viriisii), Olive vein
yellowing-associated virus (OVYaV, Zeytin damar sararmasi ile iliskili viriis), Olive yellow mottling and decline
associated virus (OYMDaV, Zeytin sar1 beneklenme ve geriye dogru oliimle iliskili virlis), Tobacco mosaic virus
(TMV, Tiitiin mozaik viriisii), Olive semilatent virus (OSLV, Zeytin yar1 latent viriisii), Olive leaf yellowing-
associated virus (OLYaV, Zeytin yaprak sararmasi ile iliskili viriis), Tobacco necrosis virus-D (TNV-D, Tiitiin
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nekroz viriisti), Olive mild mosaic virus (OMMV, Zeytin ilimli mozaik virlisii) ve Olive latent-3 virus (OLV-3,
Zeytin latent-3 viriisii) bulunmaktadir (Fidan ve Ertem, 1995; Tarla ve Caglayan, 1998; Martelli, 1999; Caglayan
etal., 2004; Ulubas Serce et al., 2007; Ulubas Serce ve ark. 2009; Cardoso et al., 2005; Felix and Clara, 2006;
Alabdullah et al., 2009; Caglayan ef al., 2011; Erilmez ve Erkan, 2014).

Arazide gozlenen simptomlar birgok bitki tiirlinde viriis enfeksiyonu olabilecegi konusunda ilk ipucunu
vermektedir. Ancak, zeytin viriis hastaliklar1 i¢in bunu séylemek 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 virtislerin {iretim materyali ile tagiabilmesidir. Zeytin
yetistiriciliginde viriisten ari temiz {iretim materyalinin kullanilmasi, bu taginmadan dolay1 ¢ok onemlidir. Viral
hastaliklardan temiz zeytin {liretim materyalinin elde edilebilmesi dncelikle zeytinde goriilen viriis hastaliklarmin en
uygun yontem ile tanilanabilmesine baglidir.

Agactaki virlis konsantrasyonunun ¢ok diisiik olmasi ve zeytindeki inhibitdr maddelerin yogunlugu
sebebiyle, son yillarda DAS-ELISA yonteminin zeytin virislerinin rutin ve duyarl teshislerinde, uygun bir tespit
olmadig1 pek ¢ok calismada belirtilmis ve zeytin viriislerinin teshis c¢alismalarinin molekiiler tekniklerle
dogrulanmasi gerektigi vurgulanmistir (Triolo et al., 1996; EPPO, 2006).

Viriis hastaliklarindan korunmada en 6nemli yol saglikli ve temiz liretim materyali kullanilmasidir. Bitkilerde
bulunan viriislerin belirlenmesi bu hastaliklara karsi alinabilecek Onlemlerin temelini olusturmaktadir. Bu
diisiinceden hareketle, bu caligma ile zeytin agaglarinda enfeksiyon olusturan SLRSV, ArMV, CLRV, CMV,
OLRSV, OLV-1, OLV-2 ve OLYaV, OLV-3 adl viriislerin saptanabilmesi i¢in simptomatoloji, test bitkilerine
inokulasyon, DAS-ELISA ve RT-PCR yontemlerinden yararlanilmistir. Ayrica, sozii edilen yontemlerin viriisleri
saptamadaki basar1 oranlar1 degerlendirilmistir.

MATERYAL VE METOT
MATERYAL

Calismanin ana materyalini; Aydin, Balikesir ve Izmir illeri zeytin iiretim alanlaridan alinan yaprak, meyve
ve ¢igek tagiyan geng zeytin siirgiin Ornekleri, test bitkileri (Chenopodium amaranticolor Coste & Reyn,
Chenopodium quinoa Quin, Datura stramonium L., Gomphrena globosa L., Nicotiana glutinosa L., Nicotiana
tabacum L. cv. Samsun, Xanthi, Maden), zeytin viriislerine ait ELISA tam kitleri (Bioreba AG, Reinach,
Switzerland), primerler ve molekiiler test ¢alismalarinda kullanilan sarf malzemeler ve cihazlari olusturmustur.

METOT
Orneklerin alinmasi

Yaprak-siirgiin 6rneklerini almak igin, illere gore zeytin vejetasyon donemi ve gesitler dikkate alinarak 2010
ve 2011 yillarinda Nisan sonu ile Haziran aylar1 arasinda araziye gikilmistir. izmir ilinden 136, Aydin ilinden 157 ve
Balikesir ilinden 82 olmak iizere toplam 375 Ornek toplanmistir.  Tanmilama yontemlerinin duyarliliini
karsilastirmak igin, bu 6rneklerden her 3 ilde drnekleme yapilan ilgeleri temsil edecek sekilde bir adet olmak iizere
27 ornek secilmistir. Ornekleme esnasinda oncelikle belirti gosteren agaclar secilmis (bodurlasma, calilasma,
stirgiinlerde bogum aralarinin kisalmasi, dallarda yassilagma, deformasyonlar, yapraklarda nekrotik ve klorotik
lekeler, orak seklinde yaprak olusumu, yaprak uclarinda catallanma, yapraklarda yukariya dogru kivrilma,
meyvelerde deformasyon gibi belirtiler) ve viriislerin latent olarak bulunabildikleri géz 6niine alinarak simptomsuz
agaclar da tesadiifi olarak belirlenmistir (Bora ve Karaca., 1970). Her agacin dort yanindan yaprak ornekleri ve
iizerinde yaprak, ¢igcek ya da meyve bulunan 20-25 cm boyundaki siirgiinler kesilerek alinmistir. Alinan siirgiinler,
etiketlenerek plastik torbalara yerlestirilmistir. Laboratuvara getirilen 6rnekler analizleri yapilincaya kadar +4°C de,
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molekiiler ¢alismalarda kullanilacak materyal ise-80°C de saklanmustir. Gezilen ve 6rnek alman zeytin bahgelerine
ait bilgiler (yeri, mevkii) ile agaglarda gozlenen belirtiler kaydedilmis ve fotograflar ¢ekilmistir.

Biyolojik Testler

Mekanik inokulasyon c¢alismalarinda otsu test (indikator) bitkilerinden, Chenopodium amaranticolor
Coste&Reyn. (6 yaprakli devre), C. quinoa Quin. (6 yaprakli devre), Datura stramonium L. (2 yaprakl devre),
Gomphrena globosa L. (4-8 yaprakli devre), Nicotiana glutinosa L. (4 yaprakli devre), N. tabacum L. cv. Samsun (4
yapraklt devre), N. tabacum L. Cv. Xanthi (4 yaprakli devre), N. tabacum L. cv. Maden (4 yaprakli devre)
kullanmilmistir (Marte et al., 1986). Biyolojik testler i¢cin kullanilan test bitkileri iklim odasinda yetistirilmistir.
Yetistirme ortami olarak kullanilan harg toprak, giibre ve kum (1:1:1) karigtmindan olugmustur. Test bitkilerinin
tohumlari kiivetlere ekilmis ve tohum ekimi yapilan test bitkileri 4000-6000 liix 151k siddeti, 16 saat/giin aydinlanma
periyodu ve 20-24° C sicaklia sahip olan iklim odasi kosullarinda yetistirilmistir (Nogay, 1983; Matthews, 1991).
Test bitkileri uygun gelisme donemlerine ulastiklar1 zaman yaprak 6rneklerinden %0.1 sodyum siilfit igeren 0,01 M
fosfat tamponu (pH=7.0) kullanilarak (1/5; g/v) hazirlanan ekstraktlar, test bitkilerine mekanik inokulasyon yontemi
ile inokule edilmistir. Inokulumun igine enfeksiyon olusumunu kolaylastirmak amaci ile celite ilave edilmis ve cam
spatiil inokulasyon yardimiyla yapilmustir. inokulasyondan 1-2 dakika sonra test bitkilerinin yapraklari gesme suyu
ile ytkanmustir. Inokulasyondan sonra, test bitkilerinde belirti olusup olusmadig1 periyodik olarak gdzlemlenmis ve
olusan belirti tipleri degerlendirilerek, fotograflar1 ¢ekilmis ve kaydedilmistir (Yorganci, 1975; Savino and Gallitelli,
1981; Nogay, 1983; Matthews, 1991).

Serolojik test yontemi (DAS-ELISA)

Viral etmenlerin belirlenmesi amaci ile zeytin agaglarindan toplanan Orneklere, DAS-ELISA testi
uygulanmustir. Toplam 27 adet zeytin 6rnegi, Cizelge 1’de gosterilen viral etmenler acisindan DAS-ELISA yontemi
ile testlenmisitir.

Cizelge 1. Zeytin siirglin ve fidan 6rneklerinde serolojik ve molekiiler yontemler ile testlenen viral etmenler

Viral Etmenler AKronim Test Yontemi
DAS-ELISA RT-PCR

Cherry leafroll nepovirus CLRV + +
Arabis mosaic nepovirus ArMV + +
Strawberry latent ringspot sadwavirus SLRSV + +
Cucumber mosaic cucumovirus CMV + +
Olive latent-1 necrovirus OLV-1 +
Olive latent-2 oleavirus OLV-2 +
Olive latent ringspot nepovirus OLRSV - +
Olive leaf yellowing associated closterovirus OLYaV - +
Olive latent-3 tymovirus OLV-3 +

+: DAS-ELISA ve RT-PCR yontemi ile testlenen etmebnler -: DAS-ELISA yontemi ile testlenemeyen etmenler

DAS-ELISA testlerinin uygulanmasi Clark ve Adams (1977) ve Erkan ve ark. (1995)’a gore yapilmustir.
Buna gore ELISA tabaklarinin her bir ¢ukuruna kaplama tamponunda 1:1000 oraninda seyreltilmis olan IgG’den
200 pl eklenerek 37°C’de 4 saat inkube edilmistir. Ardindan, ELISA tabaklari yikama tamponu ile yikanarak 3
dakika beklenmis ve bu islem 4 kez tekrarlanmigtir. Ekstraksiyon tamponu ile 1/10 (g/ml) oraninda seyreltilerek
hazirlanan siirgiin+yaprak 6rnekleri, pozitif ve negatif kontrollerin her bir ¢ukura 200 pl olacak miktarda eklenerek
4°C’de bir gece inkube edilmesinden sonra, yukarida anlatildigi sekilde tekrar yikama yapilmigtir. Yikama
isleminden sonra ise konjuge edilmis IgG, konjugat tamponu igerisinde 1:1000 oraninda seyreltilip her bir ¢ukura
200 pl eklenerek 37 °C’de 4 saat inkube edilmis, ayn1 sekilde yikama yapilmis ve substrat ¢6zeltisine 1mg/ml olacak
sekilde substrat her bir gukura 200 pl konularak oda sicakliginda inkube edilmistir. Sonuglar ELISA reader cihazi ile
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405 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir (Erkan ve ark., 1995). Kontroliin absorbans
degerinin 2 kat1 ve daha iistiinde olan 6rnekler enfekteli olarak degerlendirilmistir.

Molekiiler Test Yontemi (RT-PCR)

DAS-ELISA testi sonucunda virtis(ler) ile enfekteli olduklar1 belirlenen 6rnekler ile viriis enfeksiyonu olmadigi
tespit edilen 6rnekler, RT-PCR c¢aligmalarinda kullanilmistir. Bu 6rneklerden, 0.5 g yaprak, 0.5 g siirglinden kazima
yapilmig ve sivi azotla muamele edilmistir. Eppendorf tiipler iginde toz haline getirilen doku pargalari, RT-PCR
calismalarinda kullamlmak iizere -80°C derin dondurucuya konmustur (Faggioli et al., 2005).

Her izolat igin yaklasik 0,2 g 6rnek (yaprak+siirgiin kazima) 10 ml % 1 mercapto-ethanol iceren ekstraksiyon
tampon ¢ozeltisi varhiginda steril 6rnek ezme posetleri i¢inde homojenize edilmistir. Tiipler 1siticida 70 °C 10 dakika
inkube edildikten sonra, 5 dakika buzda bekletilmistir. Daha sonra ornekler 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmis, tist sividan 300 pl alinarak, yeni tiiplere aktarilmistir. Tiiplere 150 pl 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, {ist sivi atilmis tiipiin ig¢inde kalan silika partikiillerinin yikanmasi igin, 500 pl yikama tampon
¢ozeltisi eklenmigtir. Bu islemden sonra tiipler 6000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Yikama islemi iki kere
yapilmigtir. Yikamadan sonra silika partikiilleri igeren tiiplere 150 pl RNAse’dan ari steril su eklenmistir. 70°C’de 4
dakika 1siticida inkube edilen tiipler 13000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Tiipiin {ist kisminda kalan sividan
145ul almarak, yeni tiiplere aktarilmis ve TNA ekstraksiyonu tamamlanmistir. Ornekler ¢cDNA sentez ve PCR
uygulamalar1 yapilincaya kadar -80°C’de derin dondurucuda saklanmustir (Foissac et al., 2001).

TNA ekstraksiyonu yapilmis olan 6rneklere komplementer DNA (cDNA) sentezi gergeklestirilmistir. Bu
amagla Fermentas firmasindan temin edilen ¢cDNA sentez kitleri firmanin belirttigi prosediir dogrultusunda
kullanilarak cDNA sentezleri ger¢eklestirilmistir. Bu yonteme gore ilk olarak eppendorf tiiplerin igerisine 0,1-5 pg
total RNA, 1 ul oligo (dT) primer konulmus ve DEPC su ile 12 pl’ye tamamlanmistir. 65°C’de 5 dakika
inkubasyonun ardindan, tiipler buz {izerine birakilmis ve i¢lerine sirasiyla 4 pl 5X reaction buffer, 1 pl Ribolock
Ribonuclease inhibitor, 2 ul 10mM dNTP mix eklenmistir. Kisa siireli santrifiij (3-5 saniye) uygulandiktan sonra
25°C’de 5 dakika inkubasyona birakilmis ve tiiplerin i¢ine 1 M-MLV reverse transcriptase eklenerek, toplam 20 pl
hacme ulasilmistir. Karigim daha sonra 42°C’de 60 dakika ve 70 °C’de 5 dakika inkubasyon uygulanarak, cDNA
sentez agsamasi tamamlanmustir.

PCR islemi Fermentas firmasinin 6nerdigi prosediire gore 50 pl hacimde yapilmistir. Cizelge 2’de verilen
spesifik primerler ile RT-PCR testleri gergeklestirilmistir. Steril PCR tiiplerine 25 ul 2x PCR master mix, 1 ul
primerl, 1 pl primer 2, 2 pl cDNA ve 21 pl nuclease free su eklenmistir. Tiipler PCR cihazina yerlestirilerek test
edilecek virlis igin spesifik olan program kullanilmistir (Candresse et al., 1995). Tim islemler boyunca
kontaminasyon olasiligini dnlemek i¢in eldiven kullanilmigtir. Ayrica, niikleik asit eklemeden sadece karigimin yer
aldig1 bir tiipte (kontrol), PCR programinda ¢ogaltma islemine alinmistir. Son olarak, PCR cihazinda ¢ogaltilan
iiriinler 100 V’da 60 dk siireyle elektroforeze tabi tutulmug ve ethidium bromide ile boyanarak ETX-20.M marka Jel
Dokiimantasyon ve Analiz Sistemi ile fotografi ¢ekilerek kaydedilmistir.
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Cizelge 2. RT-PCR testlerinde kullanilan primerler, baz uzunluklar ve sicaklik dongiileri

He.def Viriis / Primer Dizilimi Baz - PCR Dongiileri

Primer Uzunlugu

ArMV-5A TACTATAAGAAACCGCTCCC 302 bp 1X(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.)

CMV-CPNS5 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) 1X (72°C 7dk.)

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 1X(95°C 3 dk.)

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

OLRSV-RI GATTGCCAAGGAATATGCTG 356 bp 1X(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-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) 1X (72°C 7dk.)

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

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

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

OLV2-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 1X(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.)

SONUCLAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada, degisik 6rneklere ait test sonuglari dikkate alinarak uygulanan 3 farkli viriis tanilama yontemleri
arasinda karsilastirma yapilmistir. Aydin, Balikesir ve Izmir illerinden 6rnekleme yapilan ilgelerden temsili olarak
birer drnek se¢ilmis ve bu Srnekler iizerinden viriis tanilama yontemlerinin karsilagtirilmali sonuglart ve basari
oranlart Cizelge 3’de verilmistir. Surveyler sirasinda incelenen agaglarda ve alinan bitki 6rneklerinde, bazi viral
enfeksiyonlarin olabilecegi siiphesi gosteren yapraklarda sekil bozulmalari, orak yaprak olusumu, yapraklarda renk
degisimi, mozaik, meyvelerde sekil bozuklugu ile agaglarda zayif siirgiin olusumu, ¢alilasma vb. belirtiler oldugu
gozlenmistir (Sekil 1,2 ve 3). Bu belirtileri gdsteren zeytin 6rnekleri ile yapilan biyolojik, serolojik ve molekiiler
testlerin ardindan; anormalliklerin viral etmenlerden kaynakli olabilecegi gibi, diger patojenler ya da etkenler
tarafindan da olusturulabilecegi sonucuna vartlmistir. Simptomatolojik olarak herhangi bir belirti gdstermeyen ve
goriiniiste saglikli olarak degerlendirilen zeytin orneklerinde de virlis enfeksiyonlarinin olabilecegi, yapilan
laboratuar analizleri sonucunda goriilmiistiir. Cizelge 3’de goriildiigii lizere analizi yapilan 27 6rnegin 3’{inde belirti
gbzlenmis ve viral etmen saptanmistir. 24 Ornekte ise higbir belirti gozlenmemekle birlikte, hepsinde viriis
enfeksiyonu oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar ele alindiginda saptanan viriisler ile zeytin agaglarinda bulunan
belirtiler karsilastirildiginda, aralarinda tam bir iliski kurulamamistir. Ayrica bu ¢alisma ile bolgemizde zaman
zaman zeytin meyvelerinde sikayet konusu olan sekil bozuklugu belirtilerinin tek basina viriislerden
kaynaklanmadig1 da belirlenmis olmaktadir. Diinyada yapilan ¢alismalar incelendiginde de, zeytin viriislerinin
bircogunun hi¢ simptom gostermeyen agaclardan saptandigi belirtilmektedir. SLRSV bazi cesitlerde (Ascolana
tenera) ¢ok belirgin simptom verirken, ayn1 viriis belirtisiz agaglardan alinan 6rneklerde de saptanmustir (Savino et



S. ERILMEZ, S ERKAN.

al., 1979; Marte et al., 1986). ArMV orak yaprak seklindeki belirti gosteren zayif gelismesi olan agaglarda
saptanirken, ayni zamanda higbir simptom vermeyen agaclarda 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 agaclardan saptanmistir (Triolo et al., 1996).

Sekil 2. Yapraklarda mozaik ve sararma

Sekil 3. Meyvelerde sekil bozuklugu

Yapilan DAS-ELISA ve RT-PCR ¢aligmalarinin bulgularma gore, viriis(ler) ile enfekteli olduklari belirlenen
zeytin ornekleri grup olarak smiflandirilmis ve her grubu temsil edecek sayida 6rnekler segilerek bu zeytin 6rnekleri
ile biyolojik testler yiritilmistir. Zeytin viriislerinin birgogunun teshisinde otsu test bitkilerine mekanik
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inokulasyon duyarlilig1 pek fazla olmamasina ragmen halen kullanilan bir yontemdir. Bu ¢alismada, DAS-ELISA ve
RT-PCR ¢alismalarinda bazi viriislerle (ArMV, CMV, CLRV ve SLRSV) enfekteli olan 6rnekler gruplandirilarak,
bunlardan segilen 6rneklerden 6 farkl: 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 (Cizelge
3). ArMV, SLRSV, CMV ve CLRYV gibi viriislerin zeytin digindaki bitkilerden test bitkisine kolaylikla tagmabildigi,
ancak zeytinden bu viriisleri izole etmenin daha zor oldugu belirtilmektedir (Brunt et al., 1996). Karsilagilan bu
zorluklar ise; zeytin 0zsuyunda viriis partikiillerinin diisiik konsantrasyonda olmasi, bitki igerisinde viriislerin
diizensiz dagilimi, zeytin 6zsuyunda bulunan inhibitorlerin, viriisiin enfekte etme 6zelligini engellemesi seklinde
aciklanmaktadir (Alabdullah et al., 2005).

Cizelge 3. Viriis tanilama yontemlerinin karsilastirilmali sonuglari

Test Bitkilerine

No Ornek No. RT-PCR DAS-ELISA . Simptomatoloji
Inokulasyon
1 Bozdogan 9 + (CLRV) - - -
2 Cine 10 + (SLRSV) - - -
3 Merkez 29 +(CMV+CLRYV) - - X
4 Kogarl1 4 +(CMV) - - -
5 Sultanhisar 15 + (ArMV) + (ArMV) - -
6 Germencik 9 + (ArMV) + (ArMV) - -
7 Soke 9 +(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 Gomeg 5 + (CLRV) - - -
17 Havran 1 + (ArMV) - - -
18  Erdek 15 + (SLRSV) - - -
19 Bayndir 5 +(CMV) - - -
20 Kemalpasa 1 + (ArMV) - - -
21 Torbal1 15 + (ArMV) + (ArMV) - -
22 Selguk 6 +(CMV) - - -
23 Bergama 15 + (SLRSV) - - -
24 Tire 21 + (CLRV) - - X
25 Odemis 9 + (ArMV) - - -
24 Seferihisar 2 + (ArMV) + (ArMV) - -
27 Karaburun 10 + (ArMV) + (ArMV) - -
Viral Enfeksiyonlar: 27/27 527 0/27 3/27
Saptama Oranlari (% 100.00) (% 18.51) (% 0.00) (% 11.11)

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

Bitki viriislerinin tanilanmasinda genellikle birden fazla yontemden yararlanmak gerekmektedir. Birden ¢ok
yontemi kullanarak tanilama yapmak daha dogru sonuglara ulagmak i¢in gereklidir (Valverde et al., 1990). Bu
aragtirma kapsaminda yapilan DAS-ELISA testi sonucunda, 27 o6rnegin yalnizca 5’inde ArMV enfeksiyonu
saptanmistir. RT-PCR analizleri sonucunda ise, AtMV, CLRV, SLRSV ve CMYV ile enfekteli olarak tespit edilmistir
ve yontem tanilamada %100 oraninda bir basar1 saglamistir.(Cizelge 3; Sekil 4). Testlenen 6rneklerde OLV-1,
OLV-2, OLRSV, OLYaV ve OLV-3 enfeksiyonu tespit edilememistir. Zeytin agaglarinda SLRSV, CMV, CLRV ve
ArMV gibi viriisler, Portekiz ve italya’da DAS-ELISA yontemi ile basarili bir sekilde saptanirken, italya’da bu
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yontemden basarili sonuglar alinamamistir. Zeytin dokularindan kismen aritilmig ekstraktlarda TMV DAS-ELISA
ile tespit edilmis, ancak klasik DAS-ELISA tekniginin zeytin viriislerinin rutin ve hassas teshislerinde ornekteki
viriis konsantrasyonu ¢ok diisiik oldugu i¢in, 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 giivenilir bulunmadigi belirtilerek, testlemelerde dsSRNA ve PCR gibi
molekiiler yontemlerin kullanilmas: 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; Grieco et al., 2000; Faggioli et al., 2005;
Bertolini et al., 2001) .
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Sekil 4. Zeytin orneklerine uygulanan bazi PCR testlerinin jel goriintiileme cihazinda ¢ekilmis fotograflar: (A) CMV i¢in uygulanmis olan RT-
PCR testi sonucunun jel goriintiisii (B) SLRSV igin uygulanmig olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintiisii (C) CLRV igin
uygulanmis olan RT-PCR testi sonucunun jel goriintiisii (D) ArMV igin uygulanmus olan RT-PCR testi sonucunun jel gériintiisii

Sonug olarak, ¢alismanin yiiriitiildiigii ti¢ ilde, Cizelge 3’de goriilen ilgeleri temsil edecek sekilde her ilgeden
birer 6rnek alinarak, toplam 27 Ornekte kullanilan tanilama yontemlerinin  duyarliligin ve giivenirliligi
karsilastirilmigtir. Degisik Orneklerin deneme sonuglarindan baz alinarak yapilan karsilastirmalarda, tanilama
yontemleri arasinda RT-PCR yontemi, zeytin drneklerinin tanilanmasinda duyarlilik ve giivenirlilik bakimindan
daha basarili bulunmustur. RT-PCR sonucunda enfekteli ¢ikan 27 adet 6rnekte DAS-ELISA testi sonucuna gore
yalnizca % 18.51 oraninda enfeksiyon oldugu belirlenmistir. Bu drneklerin test bitkilerine inokulasyonu sonucunda
beklenen belirtiler elde edilmemistir. Bu durum zeytinde bulunan viriislerin diisiikk konsantrasyonda bulunmasi
nedeniyle yeterli miktarda partikiiliin test bitkisine ulasamadigi, bitki igerisinde viriislerin diizensiz dagilimi ve
zeytin 6zsuyunda bulunan inhibitorlerin, viriisiin enfekte etme 6zelligini engellemesi seklinde agiklanmaktadir
(Alabdullah et al., 2005).

Ele alinan 27 6rnegin 3 tanesinde simptom belirlenmis ve RT-PCR sonucunda viriis enfeksiyonu oldugu
ortaya konmustur. Viral enfeksiyon belirlenen 24 6rnekte viriis benzeri belirtiye rastlanmamustir. Birgok bitki
tirlinde simptomlar viriis enfeksiyonlarmin varligi konusunda ilk kaniti vermektedir. Yalniz zeytin igin bunu
sOylemek pek miimkiin degildir. Dogal enfeksiyonlarin ¢ogu simptomsuz (latent) oldugu ya da bu viriislerin belirli
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cesitlerde simptom verirken baska cesitlerde latent olarak bulundugu belirtilmektedir (Martelli, 1999). Bu caligma
kapsaminda alian 6rneklerde bulunan viriislerle belirtiler arasinda tam bir baglanti kurulamamistir. Alinan ¢ogu
ornekte belirti olmamasina ragmen, diger analizler sonunda g¢ogunda virlis saptanmistir. zeytin viriislerinin
teshisinde giivenilir olmadig1 belirtilerek, testlemelerde dsSRNA ve PCR gibi molekiiler yontemlerin kullanilmasi
gerekliligi, c¢esitli arastiricilar tarafindan ifade edilmektedir. Yapilan bu g¢alisma ile RT-PCR’m DAS-ELISA
yonteminden daha giivenilir ve etkili oldugu bir kez daha belirlenmistir. Bu sonuglar, zeytin agaclarinda viral
etmenlerin saptanmasinda, DAS-ELISA yonteminin yeterli olmadigini1 ve daha hassas bir yontem olan RT-PCR
kullanilmasi gerekliligini bir kez daha ortaya koymustur.
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