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OZET

DOGU AKDENIiZ BOLGESi ZEYTIN BAHCELERINDEKIi VIRUSLERIN
YAYGINLIGININ RT-PCR iLE BELIRLENMESI VE KARAKTERIZASYONU

Dogu Akdeniz Bolgesi'nde yer alan Hatay, Adana, Osmaniye, igel ve
Kahramanmarag illerindeki ticari bahgeler, kamuya ait ve 6zel fidanliklardan toplam
431 zeytin agacindan siirgiin 6rnekleri alinmis ve alinan 6rnekler Olive latent-1 virus
(OLV-1, Zeytin latent-1 viriis), Olive latent-2 virus (OLV-2, Zeytin latent-2 viriisii) ,
Cherry leaf roll virus (CLRYV, Cilek yaprak kivrilma viriisii), Arabis mosaic virus
(ArMV, Arabis mozayik viriis), Strawberry latent ringspot virus (SLRSV, Cilek latent
halkali leke viriisii), Olive latent ringspot virus (OLRSV, Zeytin latent halkal leke
virtisii), Cucumber mosaic virus (CMV, Hiyar mozayik viriisii), Olive leaf yellowing-
associated virus (OLYaV, Zeytin yaprak sararmasi ile iligkili viriis)’lerine kars1 Revers
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile test edilmistir ve tespit edilen
viriis izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu yapilmistir.

Test edilen orneklerden Hatay/Altindzii’iinde iki zeytin agact OLV-1 ile
enfekteli olarak bulunmustur. Ayrica Hatay ilinde 25, Adana’da 7, Osmaniye’de 5 ve
Icel’de 1 agag CMV ile enfekteli olarak tespit edilmistir.

Tespit edilen OLV-1 izolatlarmin kismi baz dizileri gen bankasindaki diger
izolatlarin baz dizileri ile karsilagtirilmis ve %99 oraninda turunggilden elde edilen
OLV-1 izolatina, %94 oraninda lale ve %95 oraninda zeytin izolatlarinin benzerlik
gosterdigi saptanmistir.

Bu calisma zeytinlerde yaygin olarak bulunan ve genellikle simptom
gostermeyen 8 onemli viriise kars1 RT-PCR testleri uygulanarak iilkemizde yapilan ilk
0zgiin ¢aligmadir.

2008, 50 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Zeytin, OLV-1, OLV-2, OLRSV, OLYaV, CLRV, SLRSV,
ArMV, CMV
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ABSTRACT

RT-PCR DETECTION AND CHARACTERIZATION OF VIRUS SPREAD IN
OLIVE ORCHARDS IN THE EAST MEDITERRANEAN REGION

Totally 431 plant samples from olive trees were collected from commercial
orchards and nurseries belong to government or private from provinces of Hatay,
Adana, Osmaniye, Icel ve Kahramanmaras in the Eastern Mediterranean Region.
Collected samples were tested by Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) against to Strawberry latent ringspot virus (SLRSV), Cherry leaf roll virus
(CLRV), Arabis mosaic virus (ArMV), Olive latent virus (OLV-1), Olive latent-2 virus
(OLV-2), Cucumber mosaic virus (CMV), Olive leaf yellowing associated virus
(OLYaV), Olive latent ringspot virus (OLRSV) and the detected viruses were
characterized.

Two olive trees were found OLV-1 infected in Hatay/Altinézi. Twenty five
trees from Hatay, seven trees from Adana, five trees from Osmaniye and one tree from
Icel were detected as infected by CMV.

The detected OLV-1 isolates were compared with the isolates from gen bank and
they found 99% similar to citrus isolate, 945 and 95% to tulip and olive isolates,
respectively.

Present study, is the first specific research of the application of RT-PCR test to 8
satisfactory viruses prevalent and symptomless.

2008, 50 Pages

Key Words: Olive, OLV-1, OLV-2, OLRSV, OLYaV, CLRV, SLRSV, AtMV, CMV
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1. GIRIS

Akdeniz havzasinda insan ve zeytin agaci arasindaki iliski en az insanlik tarihi
kadar eskidir. Zeytin agacinin meyvesi ve yagimin Akdeniz insaninin gidasima 6nemli
oranda katkis1 vardir ve bu bolgede gelisen eski medeniyetlerle baglantihdir. Zeytin dali
milletler arasinda dostluk ve barig1 sembolize etmis ve eski zamanlarda olimpik oyunlari
kazananlar zeytin daliyla ta¢landirilmigtir.

Zeytin agaci (Olea europea), Olea cinsinin Oleaceae familyasina dahildir ve tim
diinyaya Anadolu’dan yayilmustir (Sekil 1.1). Zeytin agaci1 eskiden beri yetistiriciligi
yapilan bitkilerden biri olmasina ragmen, modern bilim zeytin kalitesini arttirmada
siirli  kalmistir. Zeytin agac1 geleneksel yontemlerle yetistirildigi i¢in modern
tekniklerle kalitesini artirmak giic olmaktadir. Zeytin endiistrisinde yeni arastirmalar
dogrultusundaki en biiyiik ilerleme 1974 ’den sonra Food and Agriculture Organization
(FAO), modern bilimsel geligsmeler iizerine esaslandirilan uluslararast projeleri hayata
gecirdiginde baglamigtir.

Zeytinde, FAO 2006 yili iiretim verilerine gore diinyadaki toplam {iretim
16,926,485 ton’dur. Bu iiretimin biiyiik cogunlugunu basta Ispanya (5,032,300) olmak
iizere Italya (3,423,797 ton), Yunanistan (2,660,726 ton) ve Tiirkiye (1,600,000 ton)
gerceklestirmektedir (Anonymous, 2006) (Sekil 1.2).

ATLAS OKYANUSU

Romanya
Stan

5 s ulgaristan
a (7

Sekil 1.1. Zeytin agacinin anavatan1 ve Akdeniz lilkelerindeki dagilimi (Morettini,
1972’den Tiirkg¢e’lestirilmistir).



Tiirkiye’de zeytin tiretimi 2005 yilinda; sofralik (400.000 ton) ve yaglik (800.000
ton) olmak iizere toplam 1.200.000 ton’dur. Bu iiretimin %181 sofralik olarak ve
%19.1°i yaglik olarak, Dogu Akdeniz Bolgesinde bulunan Hatay, Igel, Osmaniye,
Adana ve Kahramanmaras illeri tarafindan karsilanmaktadir (Anonim, 2005).

Ulkemizde; Karadeniz, Marmara, Ege, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu olmak
iizere bes bolgeye dagilmis olan 35 ilde zeytin yetistiriciligi yapilmaktadir. Zengin bir
cesit potansiyeline sahip Tirkiye’de yaglik ve sofralik olarak degerlendirilmeye
elverisli degisik bolgelere ait 28 zeytin c¢esidinin yaygin olarak yetistiriciligi
yapilmaktadir. Bu ¢esitlerden Halhali, Sar1 hasebi, Saurani, Karamani, Sar1 ulak, Biiyiik
topak ulak, Kii¢iik topak ulak ve Sayfi ¢esitleri Dogu Akdeniz Bolgesi’nde oldukc¢a
yaygin olarak bulunan gesitlerin basinda gelmektedir (Anonim, 1991).

Uretim (ton)
275,833

501,000

@ ispanya
M italya
5,032,300 O Yunanistan

750,000
1,000,000
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M Suriye
O Portekiz

Diinya toplam zeytin dretimi 16,926,485

Sekil 1.2. Zeytin iiretiminin iilkelere gore dagilimi (FAO, 2006)

Zeytin agacinda ekonomik 6neme sahip bazi hastalik ve zararlilar mevcuttur.
Bunlar; zeytin dal kanseri (Pseudomonas savastanoi Smith), zeytin solgunlugu
(Verticillium dahliae Kleb), halkali leke hastaligi (Spilocaea oleagina “Cast”
Hugine=Cycoloconium oleaginum Cast.) ve armillaria kok ¢iirtikligi (Armillaria
mellea (Vall.) Quel) gibi zeytin hastaliklar1 ve zeytin sinegi (Bactrocera oleae Gmel.),

zeytin giivesi (Prays oleae Bern.), zeytin yara kosnili (Pollinia pollini Costa), zeytin



kabuklu biti (Parlatoria oleae Colv. ) ve zeytin pamuklu biti (Euphyllura olivina
Costa.) gibi zeytin zararlilaridir. Bu hastalik ve zararlilarin disinda zeytin agaclarinda
varliklart kolay gozlenemeyen etmenler olan virlis ve fitoplazmalar da mevcuttur.
Zeytinde saptanan viriisler; Strawberry latent ringspot virus (SLRSV, Cilek latent
halkali leke viriisii), Arabis mosaic virus (ArMV, Arabis mozayik viriis), Cherry leaf
roll virus (CLRV, Kiraz yaprak kivrilma viriisii), Cucumber mosaic virus (CMV, Hiyar
mozayik viriisii), Olive latent ringspot virus (OLRSV, Zeytin latent halkali leke viriisil),
Olive latent-1 virus (OLV-1, Zeytin latent-1 viriis), Olive latent-2 virus (OLV-2, Zeytin
latent-2viriis), Olive vein yellowing-associated virus (OVYaV, Zeytin damar sararmasi
ile iliskili virtis), Olive yellow mottling and decline associated virus (OYMDaV, Zeytin
sar1 beneklenme ve geriye oliimle iliskili virtis), Tobacco mosaic virus (TMV, Tiitiin
mozayik viriisii), Olive semilatent virus (OSLV, Zeytin yari latent viriis), Olive leaf
yellowing-associated virus (OLYaV, Zeytin yaprak sararmasi ile iligkili viriis) ve
Tobacco necrosis virus-D (TNV-D, Tiitiin nekroz viriisii = Olive mild mosaic virus;
OMMYV, Zeytin iliml1 mozaik virilis)’dir. Zeytinde saptanan fitoplazmalar yildiz ¢icegi
sarthig1 (aster yellows grup; Candidatus Phytoplasma asteris), karaaga¢ sariligi (elm
yellows grup; Candidatus Phytoplasma ulmi), palamutlasma (stubborn; Spiroplasma
citri) ve X hastaligi (X disease)’dir (Poggi Pollini et al, 1996; 2002).

Zeytin virlisleri c¢ogu kez simptomsuz (latent) olarak bulunduklarindan
simptomla teshis yapmak miimkiin olmamaktadir. CMV, TMV ve TNV gibi viriislerin
konukgu dizileri ¢ok genistir. SLRSV, ArMV ve CLRV gibi viriisler polifag olmakla
birlikte 6zellikle SLRSV zeytinde verim kaybi ve kalite bozukluklarina yol agmaktadir.
Digerleri, yani zeytin 6n ismi ile adlandirilan viriisler (OLRSV, OLV-2, OVYaV,
OSLV ve OLYaV) konukguya spesifik olarak saptanmis, ancak OLV-1 viriisii son
zamanlarda Tirkiye ve Japonya’da sirasiyla turuncgillerden ve lalelerden izole
edilmistir (Martelli ve ark., 1996; Kanematsu ve ark., 2001). Bu viriislerin bazilar1
toprak kokenli (SLRSV, ArMV, TNV) olsa da bazilari, dogrudan (TMV), tohumla
(CLRV ve OLV-1), afitle (CMV) veya sadece mekanik inokulasyon ve asiyla (OLV-2
ve OLRSV) tagiabilmistir. OLYaV’nin enfekteli zeytin agacinda beslenen unlu bit ve
psillidlerde bulundugu rapor edilmistir (Sabanadzovic ve ark., 1999). Ancak bu
bocekleri viriisiin  vektorii olarak degerlendirilmesi dogru degildir; c¢ilinkii tasima

denemelerinden basarili sonuglar alimamamistir. Yapilan tiim bu c¢alismalar zeytin



viriislerinin dogada nasil yayildigin1 anlamamiza yardimci olsa da bu viriislerin dogal
sartlar altinda dagilimi ve yayilisini tam olarak anlayabilmek icin daha genis
epidemiyolojik ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Viriislerin yayilmasint 6nlemenin en Onemli yolu, saglikli bitki materyali
iiretebilmek icin sanitasyon ve sertifikasyon programlarini kullanmaktir. italya, Portekiz
ve Ispanya’da zeytin agaclarn igin cesitli sertifikasyon programlari baslatilmistir.
Sanitasyon ve sertifikasyon calismalarinda hassas tani yontemleri gerekmektedir.
Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA)
yontemi zeytin agaglarinda bazi viriislerin tespitinde kullanilmakta ancak tutarl
sonuglar vermemektedir (Bertolini ve ark., 1998; Grieco ve ark., 2000). Uygun
antiserum ve ELISA yontemlerinin zeytin virlisleri igin mevcut olmadigi, zeytin
dokularindaki viriis konsantrasyonunun g¢ok diisiikk olmasi nedeniyle ELISA ile test
edilmesinin giivenilir olmadigi, molekiiler yontemlerden ds-RNA ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) gibi yontemlerle test edilmesi gerektigi bildirilmistir (EPPO, 2006).

Zeytinin geng siirglinlerinin kabuklarindan yapilan kazimalarla dsRNA’lar
kolaylikla izole edilebilmis (Grieco ve ark., 2000) ve bunlarin viriis enfeksiyonunu
gosteren 1iyi bir isaret oldugu bildirilmistir, ancak, band 6rneklerinin tek tek viriislerin
teshisi i¢in kullanilmasinin uygun olmadigi belirlenmistir (Martelli ve ark., 1995b;
Sabanadzovic ve ark., 1999). Son yillarda, zeytin viriislerinin zeytin dokularindan
hassas ve dogru olarak teshisine olanak saglayan PCR teknikleri gelistirilmistir (Grieco
ve ark., 2000; Faggioli ve ark., 2002). Hatta bu teknik pek ¢ok zeytin viriisii sdrvey
calismalarinda rutin olarak kullanilmaktadir (Fadel ve ark., 2005; Al Abdullah ve ark.,
2005).

Ulkemizde zeytin viriisleri konusunda simdiye kadar Balikesir, Canakkale,
[zmir, Manisa, Aydin ve Hatay ilinde yiiriitiilen ii¢ farkli ¢alismada, zeytin agaglari
DAS-ELISA yontemi ile test edilmis ve bu viriislerden sadece SLRSV, CLRV, CMV ve
ArMV konusunda smrl bilgiler elde edilmistir (Ulkii ve Ertem, 1995; Tarla ve
Caglayan, 1998; Caglayan ve ark., 2004).

Bu c¢alismada, diinyada 6nde gelen zeytin iireticisi durumunda olan {ilkemizin
yogun zeytin yetistiriciligi yapilan bolgelerinden biri olan Dogu Akdeniz Bdlgesi’nde
SLRSV, CLRV, ArMV, OLRSV, OLV-1, OLV-2, CMV ve OLYaV enfeksiyonlarinin

molekiiler yontemlerle ortaya koyulmasina, karakterizasyonuna ve seg¢ilen bolgede bu



hastaliklarin 6neminin belirlenmesine ¢alisilmistir. Elde edilen bulgular, diinyada zeytin
yetistiriciligi yapilan bolgelerde son yillarda olduk¢a 6nem kazanan viriis hastaliklari ile

ilgili yapilan caligmalara katki saglamistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Zeytin, birgogu latent enfeksiyonlara neden olan bazi viriislerin konukgusu
durumundadir. Bu viriislerin bir kismi sadece zeytinde enfeksiyon yapmaktadir ve bir
kismimin da karakterizasyonu yapilmis, konukcu dizisi belirlenmistir. Zeytinde viriis
enfeksiyonlarinin 6nemi heniiz bilinmemekte, iiriin kayiplar1 6nemsenmeyecek diizeyde
olabilmektedir. Muhtemel viriis hastaliklar1 konusunda ilk kayitlar 1938’lerde italya
Lazio’dan bildirilmis (Martelli, 1999) ve bunu takiben 8 cinse ait 13 viriis hastaligi
kaydedilmistir. Zeytin viriisii kayitlarmin ¢ogunlugu Italya ve Portekiz’den olup son
yillarda Ispanya, Tiirkiye, Liibnan ve Suriye’den de enfeksiyonlar bildirilmistir.

Zeytinde saptanan viriisler; Strawberry latent ringspot virus (SLRSV), Arabis
mosaic virus (ArMV), Cherry leaf roll virus (CLRV), Cucumber mosaic virus (CMV),
Olive latent ringspot virus (OLRSV), Olive latent-1 virus (OLV-1), Olive latent-2 virus
(OLV-2), Olive vein yellowing-associated virus (OVYaV), Olive yellow mottling and
decline associated virus (OYMDaV), Tobacco mosaic virus (TMV), Olive semilatent
virus (OSLV), Olive leaf yellowing-associated virus (OLYaV) ve Tobacco necrosis
virus-D (TNV-D = Olive mild mosaic virus; OMMYV)’dir (Tablo 2.1).

2.1. Olive latent-1 virus (OLV-1, Zeytin latent-1 viriisii)

OLV-1 Tombusviridae familyasmnmn, Necrovirus cinsinin bir iiyesidir. italya
(Galitelli ve Savino, 1985), Urdiin (Martelli ve ark., 1995a), Tiirkiye (Martelli ve ark.,
1996), Portekiz (Felix ve Clara, 1998), Liibnan (Saponari ve ark., 2002) ve Suriye (Al
Abdullah ve ark., 2005)’de saptanmustir. Izolatlar simptomsuz ya da zayif zeytin

agaclarindan, turunggil agacindan ve laleden elde edilmistir.



Cizelge 2.1. Zeytin agacglarinda enfeksiyon yaptigi belirlenen viriis etmenlerinin siniflandirilmasi ve konukgulari

Viriis isimleri Kisaltmas1 Cinsi Familyasi Konukcular:

Arabis mosaic virus ArMV Nepovirus Comoviridae Cilek vb., serbetciotu, asma, seker pancari,
Sambucus nigra, kereviz, glayol, at turpu,
marul, zeytin

Cherry leaf roll virus CLRV Nepovirus Comoviridae Karaagag, ceviz, zeytin, kiraz, ravent

Olive latent ringspot virus OLRSV Nepovirus Comoviridae Zeytin

Strawberry latent ringspot virus SLRSV Sadwavirus Comoviridae Cilek vb., asma, kiraz, erik, seftali,
zeytin, Sambucus nigra

Cucumber mosaic virus CMV Cucumovirus Cucumoviridae Hiyar, zeytin ve digerleri

Olive latent virus 1 OLV-1 Necrovirus Tombusviridae  Zeytin, lale, turunggil

Olive latent virus 2 OLV-2 Oleavirus Bromoviridae  Zeytin

Olive leaf yellowing associated virus OLYaV Closterovirus Closteroviridae Zeytin

Olive vein yellowing associated virus OVYaV Potexvirls - Zeytin

Olive yellow mottling and decline OYMDaV Tanimlanmamis - Zeytin

associated virus

Olive semi latent virus OSLV Tanimlanmamis - Zeytin

Tobacco mosaic virus ™V Tobamovirus - Tiitlin, zeytin ve digerleri

Tobacco necrosis virus TNV Necrovirus Tombusviridae  Tiitiin, lale, fasulye, hiyar, patates, armut,

elma, turunggil, asma, zeytin




OLV-1 ilk defa Giiney italya’nin Apulia kentinde siptomsuz zeytin agaclarindan
mekanik inokulasyonla izole edilmistir (Galitelli ve Savino, 1985). Diger bir viriis
enfeksiyonu 1998 yilinda Felix ve Clara tarafindan Portekiz’de zeytin meyvelerinden
elde edilen ekstraktlarla inokule edilen simptomlu Nicotiana bentamiana bitkilerinden
kaydedilmistir (Felix ve ark., 2005). Yillardir viriis sadece Avrupa’nin Akdeniz
bolgelerinde smirli kalmisken 1995 yilinda Urdiin’de zayif zeytin agaclarinda
bulunmustur (Martelli ve ark., 1995a). OLV-1’in sadece zeytin agaglarin1 enfekte ettigi
diistintilirken virtis Tiirkiye’de klorotik clicelik hastaligi ile etkilenen turunggil
agaclarindan izole edilmistir (Martelli ve ark., 1996). Yakin zamanda Japonya’da
Tobacco necrosis virus (TNV) nin tipik nekrotik simptomlarini gostermeyen lalelerden
izole edilmistir (Kanematsu ve ark., 2001).

OLV-1 30 nm c¢apinda izometrik partikiillere sahiptir ve 2699 niikleotid
uzunlugunda pozitif anlamli (pozitif sense) tek parcali ssSRNA’ya sahiptir (Grieco ve
ark., 1996). Genomik RNA bes a¢ik okunan bolge (Open reading frames; ORFs) icerir
ve bunlar 5'-3' yoniinde sirasiyla 23, 82, 8, 6 ve 30 kDa polipeptid kodlar. ORF1 (23
kDa protein) ve ORF2 (82 kDa protein)’nin ekspresyon iiriinleri viriis replikasyonunda
gereklidir. ORF3 (8 kDa protein) ve ORF4 (6 kDa protein)’ninkiler ise hiicreden
hiicreye harekette gorev alirlar ve ORF5 (30 kDa protein; kilif protein) uzun mesafe
tasinmaya yardim ederler (Pantaleo ve ark.,1999). Viriis asilama ile taginir ve son
zamanlarda %82 oraninda tohumla tasinma kaydedilmistir (Saponari ve ark., 2002).

OLV-1 zeytin agaclarinda herhangi bir simptom gostermeden bulunmasina
ragmen N. benthamiana ve Chenopodium amaranticolor gibi otsu bitkilerde sirasiyla,
sistemik mozaik ve nekrotik lokal lezyonlara sebep olur. Viriis turuncgil agaclarini
klorotik ciicelik simptomlariyla veya herhangi bir simptom vermeden enfekte edebilir
(Martelli ve ark., 1996). Daha onceleri Pare-P olarak adlandirilan lale OLV-1 izolati,
lale bitkilerinde benek veya sar1 ¢izgi simptomlarina neden olur (Kanematsu ve ark.,
2001).

Bir ¢ok bitkide arazi simptomlar1 etmen organizmanin ne olduguyla ilgili ilk
bulgular1 vermektedir; ancak bu durum zeytin agaclarinda latent bulundugundan dolay1
OLV-1 i¢in miimkiin olamamaktadir. OLV-1’i tanimlamada kullanilabilecek farkl

odunsu indikatorler bulunmadigindan otsu konukculara mekanik tasinma yogun olarak



kullanilmaktadir. Zeytin agaclarinda OLV-1’in immuno-enzimatik yontemlerle teshisi
viriistin zeytin dokularinda diisiik konsantrasyonda bulunmasindan dolay1 tutarh
olamamaktadir (Grieco ve ark., 2000). Ancak OLV-1 zeytin meyvelerinin
ekstraktlariyla inokule edilen simptomatik N. bentamiana bitkilerinden DAS-ELISA ile
basarili bir sekilde teshis edilebilmektedir.

OLV-1 teshisinde basit, ucuz, kismen cabuk ve cok etkili sonu¢ veren dsSRNA
teknigi de kullanilmustir. Felix ve ark., (2005) zeytin 6rneklerinden N. benthamiana
bitkilerine aktardiklart OLV-1 GM6 izolatindan dsRNA’lar1 fenol ekstraksiyonu ve
CF11 seliiloz yardimiyla saflagtirarak elde etmislerdir. Arastiricilar 3.7, 1.5 ve 1.3 kb
uzunlukta daha 6nce Merciega ve ark., (1996) tarafindan gozlenenlere benzer ii¢ biiyiik
band tespit etmislerdir. dsSRNA testini gerceklestirmek i¢in kabuktan alinan dokulari en
iyi kaynak oldugu, 5 gr doku oOrneginden ¢ok saf dsRNA iiriinii elde edildigi
bildirilmistir (Grieco ve ark., 2000).

Apulia’da (Giiney Italya) tespit edilen OLV-1’in niikleotid uzunlugu 3699 nt
olarak belirlenmis (Grieco ve ark., 1996b) ve genom organizasyonu bildirilmistir
(Pantaleo ve ark., 1999). Niikleotid baz dizisi bilgisi kullanilarak OLV-1 igin
diizenlenmis primerler mevcuttur (Grieco ve ark., 2000). Ayni primerler kullanilarak
Liibnan’daki zeytin agaclarinda OLV-1 tespit edilebilmistir (Fadel ve ark., 2005).
Bunun yamisira, OLV-1 teshisi i¢in nested RT-PCR (RT-n-PCR), ¢oklu RT-PCR
yontemi de gelistirilmistir (Bertolini ve ark., 2001).

OLV-1 genomik RNA’s1 diger Necrovirus’lar gibi poliadenilli degildir. ORF1
ve ORF2 tarafindan kodlanan sirasiyla 23 kDa ve 82 kDa proteinler Tombusviridae
familyas1 iyeleri olan Tobacco necrosis virus A (TNV-A) ile TNV-D ve akraba
cinslerin (Dianthovirus ve Machlomovirus) serotiplerinin polimerazlart ile oldukca
yiiksek baz dizisi benzerligi gostermistir. ORF3 tarafindan kodlanan 6 kDa protein,
TNV-A 6kDa proteini ve Shallot latent carlavirus‘un 11 kDa proteini ile yiiksek
benzerlik gostermistir. OLV-1, TNV-A ve —D’nin yapisal ve yapisal olmayan
proteinlerinin bilgisayar yardimi ile yapilan analizleri OLV-1 ve TNV-D’nin uzak
akrabalar oldugunu a¢iga ¢ikartmigtir (Grieco ve ark., 1996b).

OLV-1/Tk (Tiirkiye’den elde edilen turunggil izolat1) TNV-A ve —D serotipleri
ile ortak pek cok fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir. Ancak, OLV-1/Tk TNV-A ve -D



10

ile sadece serolojik olarak farklidir ve bu nedenle Necrovirus cinsinde fakli bir tiir
olarak yer almaktadir(Martelli ve ark., 1996).

Portekiz’deki zeytin agaclarindan izole edilen GM6 OLV-1 izolatinin baz
dizileri diger OLV-1 ve TNV izolatlar1 ile karsilagtirilmistir (Felix ve ark., 2005). GM6
izolati OLV-1 lale izolat1 ile (%97.7) turuncgil izolatindan (%87.7) daha yiiksek baz
dizisi benzerligi gostermistir. Diger taraftan TNV izolati olan TNV-D’de daha diisiik
baz dizisi benzerligi (%43.3) belirlenmistir. OLV-1 CP dizileriyle diger
Necrovirus’lerin baz dizilerini karsilastirmasiyla olusuturulan filogenetik agagta OLV-1

GM6 izolat1 turunggil izolatindan daha ¢ok lale izolatina yakin yer almistir.

2.2. Olive latent-2 virus (OLV-2, Zeytin latent-2 viriisii)

OLV-2 Bromoviridae familyasmnin Oleavirus cinsinin monotipik bir tiiriidiir. {1k
kez Giiney Italya’da Apulia’daki simptomsuz zeytin aga¢larinda mekanik inokulasyonla
izole edilmistir (Savino ve ark., 1984). Italya’da yayilma gostermezken Suriye’de
yayilabilmistir (Al Abdullah ve ark., 2005). OLV-2"nin konukg¢u dizisi sadece zeytinle
sinirh iken Yunanistan’da gene otunda (castor bean; CB; Ricinus communis L.)
yapraklarda sarims1 ag damarlar ve sistemik benekler olusturdugu bildirilmistir (Grieco
ve ark., 2002). Bu virlis zeytin tiirlerinde simptomsuzdur. Zeytin izolati deneysel
konukgulardan Gomphrena globosa’da kirmizimsi nekrotik lokal lezyonlar veya
simptomsuz sistemik enfeksiyon, C. quinoa’da klorotik nekrotik lokal lezyonlar, N.
megalosiphome ve N.bentamiana’da hafif beneklenme meydana getirir. CB izolat1 N.
bentamiana’da sistemik klorotik halkali lekeler, N. clevelandii, N. occidentalis, N.
glotinosa ve N. megalosiphone’da klorotik nekrotik lokal lezyonlari takiben sistemik
beneklenme N. rustica ve N. tabaccum cv. White Burley’de sistemik klorotik halkalar
ve benekler, C. quinoa’da klorotik nekrotik lokal lezyonlar; Phaseolus vulgaris cv. La
Victoire yapraklarinda klorotik nekrotik lokal lezyonlar1 takiben beneklenme ve iist
inokule edilmeyen yapraklarin parcalanmasi, G. globosa’da kirmizi koyu lokal

lezyonlar1 takiben ist yapraklarin beneklenmesi ve pargalanmasi, Cucumis sativus’da
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klorotik lokal lezyonlar ve Cucurbito pepo’da klorotik lokal lezyonlar meydana getirir.
OLV-2 sadece mekanik inokulasyonla taginir.

OLV-2 Alfalfa mosaic virus’ine benzer kiireselden c¢ubuksuya degisen
partikiillere sahiptir, ssSRNA genomu poliadenilli degildir, pozitif anlamh ve iig
parcalidir. Virionlar dort biiyiik RNA tiiriine sahiptir. RNA1 (3126 nt) ve RNA2 (2734
nt) tek gen tasiyan molekiillerdir ve replikasyonla ilgili proteinleri kodlarlar. RNA3
(2438 nt) iki gen tastyan bir molekiildiir ve 36.5 kDa hareket proteini (MP) ile 20 kDa
viral kilif proteini (CP)’ni kodlar. RNA4 (2078 nt) RNA3’le birliktedir ve fonksiyonu
belirlenmemistir. Bir subgenomik RNA (1042 nt) enfekteli bitkilerde olusturulmakta
fakat kilif ile ortiilmeyebilmektedir (Grieco ve ark., 1995;1996a; Martelli ve Grieco,
1997).

OLV-2/CB izolatinin 1696 bp uzunlugunda bir DNA parcast RNA 3 bolgesine
karsilik gelen primerlerle c¢ogaltilmis ve tip strain OLV2’nin baz dizileriyle
karsilagtirildiginda %93 benzerlik gosterdigi bildirilmistir. Benzer sekilde CP ve
MP’lerin aminoasit dizilerinin karsilastirmalar yiiksek dl¢tide benzerligi (%96 CP, %94
MP) ortaya koymustur (Grieco ve ark., 2002).

OLV2’nin dort RNA tiirliniin baz dizileri belirlenmis ve EMBL veri tabanina
kaydedilmistir (Grieco ve ark., 1995; 1996a). Cok az sayida OLV2 izolati
tanimlanmasima ragmen PCR esaslt molekiiler yontemler i¢in yeni primer ciftlerinin
diizenlenmesi miimkiindiir. Ornegin 390 bp DNA parcacig1 zeytin bitkilerinin basarili
bir sekilde test edilmesinde kullanilmigtir (Grieco ve ark., 1995). Bunun yaninda zeytin

bitkilerinden OLV?2 teshisi i¢in RT-n-PCR gelistirilmigtir (Pantaleo ve ark., 2001).

2.3. Olive latent ringspot virus (OLRSV; Zeytin latent halkal leke viriisii)

OLRSV, Nepoviris cinsinin Comoviridae familyasinda yer alan bir viristiir.
Viriis ilk olarak Italya’nin merkezi Lazio’da simptom gdstermeyen zeytin agaglarindan
izole edilmistir (Savino ve ark., 1983) ve daha sonra Suriye’de rapor edilmistir (Al
Abdullah ve ark., 2005). OLRSV =zeytin agacinda latent olarak bulunur; ancak teshise

uygun, bu viriise hassas olan C. quinoa ve C. amaranticolor’da apikal lezyon
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simptomlar1 ve G. globosa’da ug¢ yapraklarda sekil bozukluklari ve kirmizi kenarli lokal
lezyonlar gosterir. Virilis mekanik inokulasyon ve asi ile taginir.

OLRSV 28 nm uzunlugunda olan izometrik partikiillere sahiptir. Iki boliimlii
ssRNA genom Mr 1.4x10° (RNA2) ve 2.65x10° (RNAT)’li iki molekiil igerir.
OLRSV’nin RNA2’sinin baz dizisi tamamen belirlenmistir (Alkowni ve ark., 2001).
RNA2 3969 nt uzunlugundadir ve poliproteinin N-terminal bdlgesinde oldugu
varsayilan MP’ler ve C-terminal’de yerlesmis CP sistron’a sahip olan tek ORF igerir.
OLRSV CP ve MP’lerinin diger gen bankasinda kayitli Nepovirls proteinleriyle ikili
karsilagtirilmalar1 sonucunda Domates halkali leke viriisii (ToRSV; Tomato ringspot
virus) (%69), ArMV) (%61) ve Asma fanleaf viriis (GFLV) (%59) ile yiiksek oranlarda
benzerlik gosterdigi rapor edilmistir (Alkowni ve ark., 2001). Nepoviral MP baz dizileri
ile olusturulan filogenetik agacta, OLRSV yukaridaki ad1 gegen viriisler ile ayn1 grupta
yer almistir. Gen bankasinda bulunan bazi Comoviridae RNA?2 baz dizileri kullanilarak
olusturulan homoloji agacinda OLRSV (Nepoviriis’in altgrup-b’si) ArMV, GFLV
(Nepovirus’iin alt grup-a’s1) ve ToRSV (Nepovirls’in alt grup-c’si) ile benzer sekilde
ayn1 grupta yer almis altgrup—b OLSV’den farkli bir grupta toplanmistir (Caglayan ve
ark., 2006).

OLRSV’nin RT-PCR ile test edilmesinde toplam RNA enfekteli kabuk
dokularindan RNeasy bitki ekstraksiyon kiti ile ekstraksiyon yapilmis ve RT-n-PCR
yontemi ile basaril bir sekilde test edilmistir (Pantaleo ve ark., 2001).

2.4. Olive vein yellowing associated virus (OVYaV; Zeytin damar sararmasi ile
iliskili Viriis)

OVYaV ilk olarak Roma yakinindaki ¢esidi bilinmeyen bir zeytin agacindan
izole edilmistir. Potexviris cinsinin iiyesi oldugu varsayilarak siniflandirilan bu viriis
520 nm uzunlugunda ve 12 nm eninde, uzayan esnek partikiillere sahiptir (Faggioli ve
Barba, 1995). Homolojik antiserum 1:1024 titresi vermis ve IEM testlerde sirasi ile
1:256 ve 1:10 sulandirma yapilan PVX ve Papaya mosaik viriis (PaMV) ile capraz

serolojik 1iliskisi sergilemistir. Homolog antiserumlar kullanilarak yapilan western
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immunoblot testinde bir biiyiik ve iki kiigiik protein bandi gézlenmistir. Biiyilik proteinin
molekiiler agirligi, sadece enfekteli 6rneklerde SDS-PAGE ile bulunan (29.500 daltons)
ile ayn1 olmustur. Kii¢lik bandlarin viriis pargaciklarinin pargalanma iiriinleri mi yoksa
konuk¢unun kirletici proteinleri mi oldugu bilinmemektedir. Morfolojik, kimyasal ve
serolojik Ozellikler Potexvirlis cinsinin bireyleri ile ¢cok benzer olmasina ragmen daha
dar konukgu dizisi ve kisa in vitro yasam siiresi ile Potexvirus’den farklidir (Faggioli ve
Barba, 1995). Bu viriis “yaprak sariligi kompleksi (leaf yellowing complex)’e dahil
edilmis ve OVYaV olarak isimlendirilmistir (Martelli ve ark., 2002b). OVYaV’nin

genom Ozellikleri ve simptomlarina dair heniiz kabul edilebilir bir kayit yoktur.

2.5. Olive yellow mottling and decline associated virus (OYMDaV; Zeytin sar1 benek

ve gerileme ile iliskili viriis)

Bu hastalik Sicilya’nin (Giiney ltalya) iki farkli yoéresinde, cv ‘‘Nostrana’ ve
zeytin yaprak sariligi (OLY) ile birlikte ‘Biancolilla’ ¢esidinde saptanmistir (Savino ve
ark., 1996). OLY’nin otsu konukculara taginma denemesi basarisiz olsa da,
OYMDaV’nin 800 nm uzunlugundaki esnek ipliksi partikiilleri, OYMD simptomlar1
gosteren bitkilerden sinirli sayida konukcu otsu bitkilere inokulasyonla aktarilmigtir
(Savino ve ark., 1996). Bu iki hastalik, OYMD de oldugu gibi agacin genelinde agik
sar1 renk degisimleri, bunun yaninda yaprak nekrozlari, yogun yaprak dokiimii ve geriye
Olim ile karakterize edilmistir (Sabanadzovic ve ark., 1999). Elektroforetik analizler
tim Orneklerde kompleks dsRNA sekillerinin varligim1 gdstermistir. Cok yiiksek
molekiiler agirliga sahip olan Grapevine leafroll asociated virus (GLRaV) -2’nin tim
viral genlerinin replike olabilen formlariyla ayni1 boyutta gdriinen bu band 15 kbp olarak
belirlenmistir. Closteroviridae familyasinin iiyelerine homolog bozulmus primerler,
OYMDaV ile enfekteli gerileme gosteren Nostrana ¢esidinden ekstrakte edilen dsSRNA
amplifikasyonlarinda kullanildiginda cDNA olusumu gézlenmemistir (Sabanadzovic ve

ark., 1999). OYMDaV ’nin hangi cinse ait oldugu heniiz belirlenememistir.
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2.6. Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV; Zeytin yaprak sararmasi ile

iliskili viriis)

OLYaV, filogenetik akrabalarmin belirlenebilmesi i¢in ¢ok sayida molekiiler
veriye ihtiya¢ oldugundan, Closteroviridae familyasinin atanmamus tiirlerinden biridir
(Martelli ve ark., 2002b). Bu hastalik ilk olarak italya’da kaydedilmistir (Savino ve ark.,
1996) ve Italya’nin yéresel cesidi olan Biancolilla yapraklarindaki agik sartya donen
renk acilmalariyla karakterize edilmistir. Saglikli ‘Biancolilla’ ¢esidine as1 yapilarak
OLY hastalik tablosu tekrar elde edilmis; ancak otsu konukculara yapilan mekanik
inokulasyonlarda bagarili olunamamustir. Virionlarin gozlemlenmesinde basarili
olunmasa da, zeytin yaprak sararmasit ile iliskili viriis (OLYaV) olarak
isimlendirilmistir.

OLY ile enfekteli bitkilerden yapilan doku ekstraktlariin oldukca kompleks
dsRNA’lan igerdigini ortaya koymustur (Savino ve ark., 1996). Daha ileri ¢aligmalar
Closteroviriis cinsinin bazi tiirlerinin tam genomik dsRNA’s1 ile benzer olarak en
biiyiigii 15 kbp uzunlugunda olan bir dizi dSRNA bandlarini gostermistir (Sabanadzovic
ve ark., 1999).

Closteroviridae familyas1 iyelerinin HSP70 genine homolog bozulmus
oligoniikleotid primerleri (HSP1 ve HSP2) RT-PCR testlerinde kullanildiginda
cDNA’dan 600 niikleotid uzunlugunda DNA parc¢acig1 ¢cogaltilmistir (Sabanadzovic ve
ark., 1999). Bu DNA parcaciginin baz dizisi tayin edildiginde 203 aminoasitlik bir
polipeptidi kodlayan 611 niikleotidden olustugu belirlenmistir. Tahmin edilen amino
asid dizisinin kiyaslamasi bu polipeptidin Beet yellow virus (BY'V), Citrus tristesa virus
(CTV), Beet yellow stunt virus (BYSV), Beet pseudoyellows virus (BYSV), Little
cherry virus (LChV), GLRaV-1-5 ve GLRaV-7 closteroviriisleri, Lettuce infectious
yellows virus (LIYV), Tomato infectious chlorosis virus (TICV), Cucumber yellow stunt
disorder virus (CYSDYV) Ciriniviris’iin HSP70 benzeri proteinleri ile %30 benzerlige
sahip oldugu tespit edilmistir. Son zamanlarda Closteroviridae Martelli ve ark. (2002a)

tarafindan yeniden gbzden gegirilmis ve familya Closterovirlis, Ampeloviris ve
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Crinivirls olarak ii¢ cinse ayrilmigtir. OLYaV, GLRaV-7 ve LChV-1 bu familyanin
atanmamis tiirleri durumundadir.

2.7. Olive semi latent virus (OSLV; Zeytin yari latent viriisii)

Su ana kadar bu viriisiin cinsi saptanamamistir. Viriis yaklasik 28 nm ¢apinda
izometrik partikiillere sahiptir ve enfekteli dokuda gdzlenmistir (Materazzi ve ark.,
1996). Asil simptomlar yaprak damarlarinda olduk¢a hafif klorotik renk
degisiklikleridir. Karakterize edilemeyen bu viriis mekanik olarak tasiabilmistir ancak

virlislin etiyolojik iliskisi hakkinda yeteri kadar bilgi yoktur (Martelli, 1999).

2.8. Strawberry latent ringspot virus (SLRSV; Cilek latent halkal leke viriisii)

SLRSV, Comoviridae familyast Sadwavirus cinsindendir. Cok genis bir
konuk¢u dizisi ve yayilma alani vardir. Genellikle simptom gostermeden cilek ve
ahududuyu enfekte eder, ancak bazi c¢esitlerde beneklenme ve gerilemenin degisik
asamalar1 gozlenebilir. Diger konukc¢u bitki meyveleri frenkiiziimii, kirmizi
frenkiiziimi, kiraz, izlim, seftali, zeytin ve siyah miirver (Sambucus nigra)’dir. SLRSV
Avrupa viriisiidiir, diger kitalara yayilmi sinirhdir. Ayrica Israil, Kanada, ABD,
Avustralya ve Yeni Zelenda’da da rapor edilmistir (EPPO, 1994).

SLRSV ilk kez 1979 yilinda merkez Italya’daki cv Corregiolo zeytin agacindan.
izole edilmistir (Savino ve ark., 1979). 1980 yilinda Ascoli Viceno yakininda (Merkez
Italya) bir ¢cok sofralik zeytin cesidinde hastalikla baglantili olarak siddetli degisimler
gozlenmistir ve bu simptom gosteren hasta agaclarin geng yapraklari, kokleri ve
ciceklerinden tekrarli bir sekilde izolasyon yapilmis ve otsu bitkilere taginmistir (Marte
ve ark., 1986). Son yillarda cinse 0zgli teshis metotlar1 kullanilarak goriiniirde
simptomsuz olan agaglarda SLRSV teshisine imkan saglamigtir (Saponari ve ark.,

2001).
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SLRSV 30 nm ¢apinda izometrik partikiillere ve iki tek kollu RNA’dan olusan
bir genoma sahiptir. Birgok konukgu tiirde tohumla, vektor nematod Xiphinema
diversicaudatum ile ve asiyla taginir (Cooper, 1986).

SLRSV cilek ve diger meyve bitkilerinde genellikle latent olarak bulunsa da,
zeytin yapraklarinda siddetli daralma ve kivrilmalara, salkimsi biiylimelere, meyvelerde
deformasyona ve zeytinlerde verim azalmasina neden olur (Faggioli ve ark., 2002;
Caglayan ve ark., 2006). Zeytin ¢esitleri iizerindeki bazi simptomlarin SLRSV ile
iliskili oldugu Italya’da rapor edilmistir (Ferreti ve ark., 2002). Zeytin gesitleri
‘Raggiola’ ve ‘Frantoio’ agronomik ve morfolojik agidan farkliliklar gosterse de genetik
analizleri (amplified fragmant length polymorphism; AFLP) bu iki cesidin yiiksek
oranda benzerlik gosterdigini ortaya koymustur. Raggiola meyveleri ve yapraklariin
morfolojisi SLRSV’nin neden oldugu simptomlarla benzer oldugundan, bu cesit RT-
PCR kullanilarak alt1 zeytin viriisiine karsi test edilmis ve bu g¢esidin SLRSV ile
enfekteli oldugu tespit edilmistir. Bu kayitlar ileri stirmiistiir ki SLRSV, Raggiola ve
Frantoio ¢esitleri arasinda agronomik ve morfolojik farkliliklara neden olmustur (Ferreti
ve ark., 2002).

SLRSV Portekiz’de (Henriques ve ark., 1992; Rei ve ark., 1993), ispanya’da
(Bertolini ve ark.,1998) ve Tiirkiye’de (Caglayan ve ark., 2004) arazi orneklerinde
DAS-ELISA ile basarili bir sekilde teshis edilmistir ancak italya’da (Martelli, 1999)
basar1 saglanamamistir. Zeytin materyalleri dSRNA analizleri ve PCR esasli metotlar ile
test edildiginde ELISA ile elde edilen pozitif sonuglari onaylayamadigi icin DAS-
ELISA’nin baz1 hatali pozitif reaksiyonlar verdigi ileri siiriilmiistiir (Bertolini ve ark.,
1998).

Zeytin agac¢lariin dsRNA’smin ekstraksiyon ve analizi virilis enfeksiyonlarinin
varligini belirleyebilmis (Martelli ve ark., 1995a; Martelli ve ark., 1995b; Savino ve
ark., 1996) ve ayni zamanda enfeksiyon yapan viriisiin dogasi hakkinda ipuclar
saglayabilmistir (Sabanadzovic ve ark., 1999). Zeytinlerde olduk¢a kolay bulunan
dsRNA, geleneksel yontemlerle teshis edilemeyen ve siiflandirilmasi yapilamayan
viriislerin bulunmasi ic¢in olduk¢a dnemlidir (Martelli, 1999). Bu teshis yonteminin
kullanimiyla, italya’nin zeytin yetistiriciliginin yogun yapildig1 baz1 bolgelerinde viral

enfeksiyonlar yaygm oldugu dogrulanmistir.(Grieco ve ark., 2000).
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Polimeraz zincir reaksiyonlar1 iizerine kurulu molekiiler metotlar hassasiyeti
arttirtr  ve baz dizisi verilerinin analizini kolaylastirir. Yakin zamanda zeytin
yapraklarinin kaba ekstraklarinda SLRSV’nin farkli PCR metotlar1 kullanilarak tespit
edildigi rapor edilmistir (Girieco ve ark., 2000). Hedef diisiik konsantrasyonlarda
oldugunda veya Ornekler PCR inhibitorleri icerdiginde veya simptomsuz zeytin
agaclarinda oldugu gibi patojenler diizensiz bir dagilima sahip olduklarinda daha hassas
teshis nested-PCR’la yapilabilmistir. Dogal olarak enfekteli zeytin dokularinda SLRSV,
CLRV, ArMV, OLV-1, OLV-2 ve OLRSV testi amaciyla nested-PCR yontemleri
gelistirilmistir (Pantoleo ve ark., 2001). Bu c¢alismada RT-n-PCR yo6ntemi ve bir dizi
primer hassasiyet ve Ozellesmeyle birlikte tanimlansa da, gelecek c¢alismalarda
kontaminasyon riskinin ¢éziimlenmesi gerektigi rapor edilmistir. Aymi yil icerisinde,
zeytin agaclarinda bulunan SLRSV’yi de iceren alt1 viriisiin es zamanli ve kolorimetrik
(Renk reaksiyonu veren PCR yo6ntemi) olarak tanisi tek asamali ¢coklu (multiplex) RT-
PCR ile gerceklestirilmistir (Bertolini ve ark.,2001). Bu metot zamandan tasarruf
saglamasi ve maliyeti agisindan monospesifik RT-PCR yontemi ile kiyaslanmistir.
Kolorimetrik teshis metodunu kullanma, bir¢ok Ornegin analizine olanak saglamus,
hassashigt 10 kat arttirmis ve toksik etidyum bromid (EtBr) kullanilan jel
kullanilmamistir. Bu yontem zeytinde saglik ve sertifikasyon programlarinda rutin
olarak kullanim i¢in dnerilmistir. Iki y1l sonra ayn1 galisma ekibi, zeytinin bir bakteri ve
4 virlisiin (SLRSV, CLRV, CMV, ArMV) es zamanl olarak teshis edilmesine olanak
saglayan ¢oklu nested RT-PCR’yi tek tiip i¢inde gelistirmistir (Bertolini ve ark., 2003).
Bu ¢alismada 245 zeytin agaci, her iki yontemin hassasiyetini karsilastirmak amaciyla,
coklu RT-PCR ve ¢oklu nested-RT-PCR yontemleriyle analiz edilmistir. Daha 6nce ilk
olarak ¢oklu RT-PCR ile test edilip negatif bulunmus olan 20 6rnek, ¢coklu nested RT-
PCR testi ile 4 viriisle enfekteli bulunmustur. Coklu nested RT-PCR ile 11 agagta
(%4.5) SLRSV tespit edilmis ve ‘Manzanilla’ c¢esidi 4 agacta SLRSV ve CLRV’nin
karigik enfeksiyonlart (%1.6) belirlenmistir. Bu metot nested ve ¢oklu tekniklerinin
duyarlilik ve avantajlarin1 kombine etmistir.

Tek asamali RT-PCR protokolii ayrica Italya’da zeytin agaglarinin yapraklarinda
SLRSV’nin tespiti icin gelistirilmistir (Faggioli ve ark., 2002). Bu arastirmada
diizenlenen ve kullanilan primerler, yanlis pozitif veya spesifik olmayan {iriin

vermeksizin SLRSV’nin etkin bir sekilde tespitine olanak saglayan yiiksek secicilik
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gostermistir. Bu yontem ¢ok hizli ve duyarli bulunmus ve zeytinde SLRSV’nin teshisi

icin kitle 6l¢iim potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir.

2.9. Cherry leaf roll virus (CLRV; Kiraz yaprak kivirciklik viriisii)

CLRV Nepovirus cinsinin Comoviridae familyasinin bir iiyesidir. Zarfsiz (non-
enveloped), ¢ok yiizli (icosahedral) sekilli, 28 nm c¢apinda partikiillere sahiptir.
Dogrusal pozitif anlamli ssRNA’s1 iki parcalidir ve RNA2’nin 3’ ucunda 1,5 kb
uzunlugunda kodlanmayan bolge mevcuttur (Gentkow ve ark., 2005). CLRYV ilk olarak
Ulmus americana (American karaagaci), Prunus avium (kiraz) ve Juglans regia
(ceviz)’de rapor edilmistir. CLRV ¢ogu kez disbudak ve hus agacinda, kirazda, miirver
ve cevizde dallarda yaprak gelisiminin gecikmesi, yaprakta klorotik ¢izgililik ve dallarin
ya da tiim agacin geriye Oliimleri seklinde simptomlar meydana getirir (Hamacher ve
Giersiepen, 1989; Hamacher ve Quadt, 1991; Rebenstorf ve Obermeier, 2003), ancak
zeytinlerde simptom vermez (Savino ve Galitelli, 1981). CLRV ayrica Rheum
rhabarbarum L. (ravent) gibi bazi otsu bitkileri de enfekte eder ancak viriisiin kaynagi
belirlenememistir (Jones, 1985).

CLRV dogada asil olarak tohum veya polenle taginir, bu da bir bitki tiirii
icindeki yayilimi saglar; asilamayir da kapsayan mekanik taginma da miimkiindiir
(Mircetich ve ark., 1980; Cooper ve ark., 1984). Son zamanlarda zeytinde CLRV nin
tohumla tagindig1 ispatlanmis ve tohumdan kaynakli enfeksiyonlar %41 olarak rapor
edilmistir (Saponari ve ark., 2002).

Avrupa’da ceviz fidanliklarinda CLRV’nin ekonomik 6neme yol actigi rapor
edilmistir. Son yillarda ABD’de CLRV, Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) veya
Prune dwarf virus (PDV) ile birlikte karisik enfeksiyon seklinde ortaya ¢iktiginda kiraz
agaclarinda verim azalmasima neden olmustur (Rebenstorf ve ark., 2005). CLRV nin
zeytin agaglarinda ekonomik 6nem tasidigina dair bir kayit yoktur. Zeytin agaclarinda
CLRV’nin dagilimi italya (1981), Portekiz (1990) ve Ispanya (1998)’dan (Martelli,
1999); Tiirkiye (Caglayan ve ark., 2004); Suriye (Al Abdullah ve ark., 2005) ve Liibnan
(Fadel ve ark., 2005)’dan rapor edilmistir.
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CLRV’nin genomik yapis1 hala bilinmemektedir, ancak morfoloji ve partikiil
sekli Nepovirus’lerde siniflandirilan Comoviridae familyasimin aynisidir (Jones, 1985).
Son zamanlarda farkli CLRV izolatlarinin karakterizasyonlar1 iizerine yapilan iki
calisma Alman arastiricilar tarafindan gercgeklestirilmistir. Farkli konukgu bitkilerinden
alman 10 CLRV izolati DAS-ELISA ve Immunocapture-RT-PCR (IC-RT-PCR) ile
analiz edilmistir (Gentkow ve ark., 2005). Test edilen 10 CLRV izolati, siyah
miirverden elde edilen CLRV izolat1 partikiillerine karsi iiretilen poliklonal antiserum
ile teshis edilememistir.

Diger bir ¢alismada, zeytinin yer almadig1 17 farkli konukcu bitki tiiriinden elde
edilen 63 CLRV izolati molekiiler ve serolojik seviyede karakterize edilmistir
(Rebenstorf ve ark., 2005). Bu calismada, viral genomik RNA’nin 3' kodlanmayan
bolgesindeki 280 bp uzunlugundaki fragmentinin filogenetik analizleri konukgu
tiirlerine bagli olarak alt1 farkli izolat grubunu aciga ¢ikarmistir. Elde edilen sonuclar
dogrultusunda, CLRYV strainlerinin 6énemli 6l¢iide degisken olmasinin ve bunlarin belli
konukgulara bagl olarak degismesinin nedeninin viriisiin dogal taginma yolunun polen
yada tohumla olmasi, bu sekilde capraz tiirler arasinda taginmanin etkisiz olmasi ve bu
durumda hizli genetik izolasyon ve CLRV varyantlarinin 6zel konukgu tiirlerine adapte

olmasindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir.

2.10. Arabis mosaic virus (ArMV; Arabis mozaik viriisii)

ArMV, Nepovirus cinsinin Comoviridae familyasina mensuptur. Cok genis
konukgu dizini olan ve Xiphinema diversicaudatum isimli vektér nematodla taginan bu
viriis polihedral viral partikiillere sahiptir. Mekanik olarak inokule edildiginde, cift-
kotiledonlu 28 familyadan 93 tiirii enfekte ettikleri gézlenmistir (Schmelzer, 1963).
Viriisiin basglica 6nemli konukgular1 ¢ilek, serbetciotu, asma (Vitis spp.), ahududu
(Rubus idaeus), Rheum spp., siyah miirver, seker pancari, kereviz, glayol, atturpu ve
maruldur. Viriis ayn1 zamanda Italya (Martelli, 1999), Ispanya (Bertoloni ve ark.,2001),
Tiirkiye (Caglayan ve ark., 2004), Suriye (Al Abdullah ve ark., 2005) ve Liibnan (Fadel
ve ark., 2005)’da zeytinlerde de rapor edilmistir.
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ArMV’nin meydana getirdigi en yaygin simptomlar, yapraklarda beneklenme ve
lekelenmeler, bodurlasma ve enasyonlari kapsayan deformasyonlardir. Simptomlar
konukgu bitkideki degisime baglidir ancak viriis izolati, bitki ¢esidi, mevsim ve yilla da
alakalidir. Zeytinleri de kapsayan bir cok ArMV enfeksiyonu latenttir ve bitkiler hi¢bir
simptom gostermezler (Martelli ve ark., 2002b).

ArMV’nin neden oldugu hastaliklar belirdigi her yerde yikici etkilere neden
olabilir. Cilek ve ahududu ciddi sekilde etkilenebilir ve hatta virlis bazi ¢esitlerde 6liime
neden olabilir. Hastaliklar belli ¢esitlerde ¢ilekte mozaik ve sar1 burusukluk ve
ahududunda sar1 bodurlasma diye adlandirilmasina neden olmuslardir. Ancak bu
hastaliklar ingiltere’nin giineyinde &nceleri cok dnemli iken giiniimiizde oldukga seyrek
olarak bulunmaktadir (Jones ve ark., 1989). Almanya’da serbet¢iotunda ne simptomlar
ne de karakteristik hasarlarin higbiri heniiz gézlenmemesine ragmen gergekte viriis bazi
serbetgiotu yetistirilen bolgelerde test edilen bitkilerin %40’mnda bulunmustur (Adams
ve ark.,1987). ArMV’nin PDV veya PNRSV ile karisik enfeksiyonlar1 kirazlarda
‘European rasp leaf” hastaligina neden olmustur (Nemeth, 1986). ArMV nin zeytinlerde
ekonomik 6nem tasidigina dair gecerli bir kayit yoktur.

ArMYV genomu pozitif anlamli iki ssSRNA igerir, RNA1 ve RNA2, RNA2’nin 3’
ucu poliadenillidir ve 5° ucunda kovalent olarak bagl kiiciik, genoma-bagli viral protein
(VPg) tasimaktadir. RNA2 son {irlinii proteolitik ayrilma ile olgunlasan N-terminus’da
protein 2A iceren bir poliproteini kodlar. ArMV serolojik olarak GFLV ile uzak
akrabadir (Dias ve ark., 1963). Ilging bir sekilde, ilk baz dizisi karsilastirmalar1 AtMV
izolatlarinin 2A dizilerinin arasindaki degiskenligin GFLV izolatlariin 2A dizileri
arasindakinden daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur (Wetzel ve ark., 2001). Bu
calismadan bir yil sonra, italya’dan zeytin izolat1 da iceren 19 ArMV izolatmin 2A
geninin klonlama ve baz dizisi tayini ¢calismalar1 sonucunda 2A proteininin biiylikliik ve
dizi benzerligine gore dort gruba ayrildigi ileri siiriilmiistiir (Wetzel ve ark., 2002). Grup
I bir asma izolati, grup II farkli asma izolatlar1 ve bir kurtbogan izolati, grup I asma
izolatlar1, bir zeytin, bir ¢ilek ve bir alev ¢igegi izolati, grup IV asma izolatlari, bir seker
pancari izolati, bir ahududu izolati, bir serbet¢i otu izolati, ve bir leylak izolati
icermistir. ArMV zeytin izolati grup II’den asma-NW ve asma-We-ch izolatlar ile
sirasiyla %92 ve %93 benzerlik gostermistir. Grup II’den asma-Dw-d2, asma-Sw-sr,

asma-Musc, asma-W17, cilek-PV-215 ve alev ¢icegi-PV216 arasindaki benzerlik %85-
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86 arasinda degismistir. ArMV zeytin izolatlar1 grup I ve grup II liyeleri ile benzerlikleri
sirastyla %68 ve %73-76 olmustur. Grup IV iiyeleri ile olan benzerlik %68’den az
olarak gerceklesmistir.

Son zamanlarda ArMV Liibnan ve Suriye’de dsRNA ve RT-PCR metotlar:
kullanilarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada, ArMV’nin zeytinlerde bulunma sikliginin
diisiik olmas1 ve virlisiin diger konukgularda bulunmayisindan dolayi, viriisiin her iki
iilkeye enfekteli stoklarla giris yaptig1 sonucuna varilmistir (Al Abdullah ve ark., 2005;
Fadel ve ark., 2005).

2.11. Diger Viriisler

CMV, TMV ve TNV-D (6nceden Olive mild mosaic virus olarak adlandirilan)
gibi cogu zeytin viriisii simptomsuz agacglardan izole edilmistir (Martelli ve ark.,
2002b).

CMV ilk olarak Savino ve Galitelli (1983) tarafindan simptom goéstermeyen
agaclardan izole edilmistir ve bu sonuglar Rei ve ark., (1993) tarafindan onaylanmastir.
Bu arastirmada CMV tek basima veya SLRSV ile birlikte enfekteli olarak tespit
edilmistir. CMV zeytin agaclarinda italya’da (1983), Portekiz’de (1993), Ispanya’da
(1998) (Martelli, 1999) ve Tiirkiye’de (1998) (Caglayan ve ark.2004) tespit edilmistir.

TMV, damar bantlasmasi, yalnizca ana damarlarda renk degisimi, siddetli
yaprak dokiimii ve gerileme gosteren hastalikli bitkilerden izole edilmistir (Triolo ve
ark., 1996). Bu simptomlara neden olanin TMV olduguna dair simdiye kadar kesin
ispatlanmis bir sey yoktur.

TNV tiitiin, lale, fasulye, hiyar, patates gibi otsu konukcgular ve armut, elma,
turuncgil, asma ve son zamanlarda zeytin gibi bazi odunsu bitkilerde tespit edilmistir
(Kassanis, 1970; Kurtsak, 1981). Zeytinde enfeksiyon yapan viriislerin cogu italya’dan
rapor edilse de, TNV sadece Portekiz’de kaydedilmistir (Felix ve Clara, 2002).

TNV saflagtinnllmig virlis partikiillerinin serolojik ve molekiiler o6zellikleri
dikkate almarak Tobacco necrosis virus D (TNV-D, Necrovirus cinsi, Tombusviridae

familyasi) tiiriiniin bir {iyesi olarak tanimlanmistir (Cardoso ve ark., 2004). Protein kilif
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dizileri temel alinarak yapilan analizler sonucu daha 6nce “Olive mild mosaic virus”
(OMMV) olarak adlandirilirken Necrovirus cinsinin yeni bir iiyesi olarak onerilmistir
(Cardoso ve ark., 2005). Uluslararas1 Virus Taksonomi Komitesi’nin (ICTV) yedinci
raporuna gore TNV izolatlar1 TNV-A ve TNV-D olarak iki gruba ayrilmistir. Bu
viriisler kiiclik, cok yiizlli, 28 nm capinda, pozitif anlamli ssSRNA igerirler ve genomu
3.8 kb uzunlugundadir ve dogal olarak toprak kokenli fungus Opidium brassica (wor.)
Dang ile taginirlar (Teakle, 1962). OLV-1, Leek white stripe virus (pirasa beyaz ¢izgi
virtisii; LWSV) ve Beet black scorch virus (sekerpancari siyah yaniklik viriisii; BBSV)

niikleotid dizini ve genom organizasyonu tamamen bilinen diger {i¢ Necroviriis’diir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali/ Survey Cahismalari

Dogu Akdeniz Bolgesi’ndeki Hatay, Adana, Osmaniye, icel ve Kahramanmaras

illerindeki ticari bahgeler, kamuya ait ve 6zel fidanliklardan alinan siirgiin 6rnekleri

calismada bitki materyali olarak kullanilmistir.

3.1.2. Test edilen virus etmenleri ve virus ile enfekteli pozitif kontrol érnekleri

Toplanan bitki materyalleri 8 farkli viriise karsi test edilmistir. Bunlar:

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

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

Cucumber mosaic virus (CMV, Hiyar mozayik viriisii),

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

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

Olive latent-2 virus (OLV-2, Zeytin latent-2 viriis),

Olive leaf yellowing-associated virus (OLYaV, Zeytin yaprak sararmasi ile

iligkili viriis)’diir.

Bu etmenlerin testinde pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere CLRV, OLRSYV,
SLRSV, OLYaV ve OLV-2 i¢in zeytin siirgiinleri ve OLV-1 ig¢in tiitiin yapraklari Dr. F.

Faggioli’den (Roma, Italya) temin edilmistir. OLYaV pozitif kontrol ayrica Dr. A.

Minafra (Bari/italya)’dan da temin edilmistir. ArMV ve CMV pozitif kontrol drnekler

ELISA kitlerinden temin edilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Survey Cahsmalar ve Bitki Materyalinin Temini

Hatay, Adana, Osmaniye, Icel ve Kahramanmaras illerinde bulunan ticari
bahgeler, kamuya ait ve 0zel fidanliklara 2006 yilinin Mart-Nisan aylarinda yapilan
surveyler sonucunda, viriis simptomu gdsteren agaclardan ve virlislerin latent olarak
tasindiklar1 goz oniine aliarak simptomsuz agaglardan da tesadiifi olarak bahgenin en
az % 5 ini temsil edecek sekilde Ornekler almmustir. Ornekler agaglarin 4 farklhi
yoniinden 20-25 cm’lik siirgiinler kesilerek alinmistir. Alinan siirgiinler plastik torbalara
etiketlenerek yerlestirilmis ve buz iceren kutularda niikleik asit izolasyonu yapilincaya

kadar saklanmak iizere laboratuara tagimnmustir.

3.2.2. Materyalin Muhafazasi

Araziden alinan ve bitki materyali olarak kullanilacak olan siirgiinlerin kabuk
kisimlar1 kazinarak alinmis ve derhal sivi azotta dondurularak niikleik asit izolasyonu

yapilincaya kadar -80°C’* de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Molekiiler Calismalar

3.2.3.1. Niikleik Asit izolasyonu

Niikleik asit izolasyonu Faggioli ve ark. (2005)’na gore yapilmistir. Bu amacla,
zeytin agaclarindan toplam RNA izolasyonu RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, GmbH,
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Germany) ile firmanin onerdigi yontemler dogrultusunda yapilmistir (Sekil 3.1).

Ekstraksiyon asagidaki sekilde gergeklestirilmistir:

1.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

Zeytin agacinin degisik siirgiinlerinden kazmman 1 gr 6rnek sivi azot yardimiyla
ezilmis ve 1 gr alimmustir.

Donmus haldeki ezilmis bitki ornekleri erimeden 1.5 ml’lik ependorf tiiplere
aktarilmustir.

Tiiplere 450 upl RLT tampon c¢ozeltisi eklenmis ve girdap karistiricida
karigtirilmistir. NOT: Kullanimdan hemen 6nce RLT tampona B-ME (Mercapto
ethanol) eklenir. (10 pul B-ME / 1 ml RLT)

Karigim mor renkli kolonlara aktarilmis ve 15.000 rpm’de 2 dak. santrifiij edilmistir.
Bitki artiklarmin toplandigi kolon atilmis ve alt kisimda toplama tiipiinde biriken
400 pl siv1 faz alinarak yeni 1.5 ml’ lik ependorf tiiplere aktarilmis, tizerine 200 pl
%96’l1ik Ethanol (EtOH) eklenmistir.

Karigim pembe kolonlara aktarilmis ve 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir.
Kolonun alt kisminda toplama tiipiinde biriken sivi dokiilerek uzaklastirilmis ve
kolon tekrar ayn1 toplama tiipii i¢ine yerlestirilmistir.

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

Kolonun alt kismindaki toplama tiipiinde toplanan sivi dokiilmiis ve kolon yine ayni1
tiip lizerine yerlestirilmistir.

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

9 ve 10 nolu yontem aynen bir kez daha tekrar edilmistir.

Kolon yeni bir toplama tiipii i¢ine alinmistir ve 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilerek kolon igerisindeki tiim stvinin uzaklasmasi saglanmistir.

Toplama tiipi atilmis ve kolon RNA’nin toplanacagi yeni 1.5 ml’lik ependorf tiip
icine yerlestirilmistir.

Kolona 50 pl RNase icermeyen su eklenmistir ve 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmigtir.

Kolon atilmis ve ependorf iginde toplanan 50 pul RNA soliisyonu, RT-PCR yapilana
kadar -80 ©°C’de muhafaza edilmistir. RT-PCR testlerinde 1/10 oraninda

sulandirilarak kullanilmistir.
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RNeasy Bitki
Mini Kit Yéntemi

Bitki Materyali

Ezme ve pargalama

&
q! Mavi kolon ile
; filtrasyon

e

5
“i‘;
'

#

Etanol eklemesi

,5,@::‘:

«—» Toplam RNAnin

B tutunmasi
N

EE;: Toplam RNA

3 kez yikama

RNA'nin eppendorf
%  tlpte toplanmasi

\/— Toplam RNA

Sekil 3.1. RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Germany) ile bitki dokularindan
toplam RNA ekstraksiyonunun sematik ifadesi.
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3.2.3.2. Reverse Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu

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

RT ve PCR tek, kesintisiz bir yontemle (Sekil 3.2) Faggioli ve ark. (2002)’na
gore yapilmistir. Her bir reaksiyon karisimi toplam 30 pl’den olusmustur. Tek bir
reaksiyon karisiminda (Cizelge 3.1) 1-2 ul RNA (1-2 pg), 1’er pl viriis spesifik primer
cifti (Cizelge 3.2) (her biri 20 pmol/ul), 1 pl ANTP’ler (10 mM), 1.8 ul MgCl, (25 mM),
3 ul 10x reaksiyon ortami, 2 U Taq DNA polimeraz (Promega, ABD), 20 U RNase
inhibitérii (MBI Fermentas, GmbH, Germany) ve 20 U M-MuLV revers transkriptaz
ensimi (MBI Fermentas, GmbH, Germany) ile hazirlanmistir. Amplifikasyon i¢in PCR
cihaz1 1 dongii 42 °C’de 30 dakika, 95 °C’de 3 dakika ve 35 dongii 94 °C’de 30 saniye,
55 °C’de 45 saniye, 72 °C’de 45 saniye, son olarak 72 °C’de 7 dakika olarak

programlanmigtir.

Cizelge 3.1. RT-PCR reaksiyon karigiminin igerikleri ve konsantrasyonlari

Icerik Ambalaj 1Xreaksiyon Son
Konsantrasyonu (30 pl) Konsantrasyon

Steril d,H,O - 20.4 ul -

PCR buffer 10X 3ul 1X

MgCl, 25 mM 1.8 ul 1.5 mM

dNTP’s 10 mM 1l 333 uM

Primerler (Forward/reverse) 20 pmol/ul 1+1 l 0.6+0.6 pmol/ul

Taq polymerase S5U/ul 0.2 ul 10

Reverse transcriptase (M-MuLV) 200 U/ul 0.1l 20U

RNA (1:10 seyreltilmis) - 1.5 1-2 pg
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Teplam BIA

Eeaksiyon ortarm

dBTP's (dATE, dGTP, dOTP, JdTTE)
MeCly

Primer gift

M-MLV reverse transcriptase

Termostabil DITA polimeraz (Tag P olimeraz)

5 g3 S =Ed
Hedef RI74 EITA-cDIMA hibriti Hedef cDITA
3 5 3 5
. / \ / \l
5' ¢ k4 5t ¥
Denatirasyon (34-96°C) 3 Denatiwasyon (34-96"C) E ;
2 3 5 3 5
5'
5t 3 5' 3
Arnealing i
(Primerin badlantnasy, 42 DC) Annadng 5
{(Primerlerin baglanmas, 557 C)
3H
3 5 3! 5
SEp 3 5t 3 5 3
cDIA senteri (42 °C) E Extention (70-72"C) E E
3f 5' 3! 5' 3' 5!
s'g¥
3 3! 5' 3
RITA-cDITA hubrit E Ot iplikegikl DNA'vn senten g %
3! 5'
3! 5, 3! 5!
1. Déngii 2. Déngi 3 Déngin ——

Sekil 3.2. Revers Trankripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)’nun sematik
ifadesi
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Cizelge 3.2. Tez kapsaminda test edilen zeytin viriislerin primer dizilimleri (Faggioli ve

ark., 2005)

Viriis Primer Amplikon Primer dizilimi (5°-3)
yonii  uzunlugu (nt)

OLVI1-HA Ileri 299 ACACAGAAATCATAAGTGCC
OLVI1-CA Geri CCATAGCACCATCATACC
SLRSV-5D Ileri 293 CCCTTGGTTACTTTTACCTCCTCATTGTCC
SLRSV-3D Geri AGGCTCAAGAAAACACAC
ATMV-5A Tleri 302 TACTATAAGAAACCGCTCCC
ArMV-3A Geri CATCAAAACTCATAACCCAC
CLRV-5 Ileri 416 TGGCGACCGTGTAACGGCA
CLRV-3 Geri GTCGGAAAGATTACGTAAAAGG
OLYaV-H Ileri 346 ACTACTTTCGCGCAGAGACG
OLYaV-C Geri CCCAAAGACCATTGACTGTGAC
OLYaV-F Ileri 766 AGTGACGACTTCTCAGCAAAGC
OLYaV-R Geri CAATGACCCCTTCAACACCAGG
OLYaV-M1* fleri 383 CGAAGAGAGCGGCTGAAGGCTC
OLYaV-M2*  Geri GGGACGGTTACGGTCGAGAGG
CMV-CPN5 Ileri 280 ACTCTTAACCACCCAACCTT
CMV-CPN3 Geri AACATAGCAGAGATGGCGG
OLRSV-R1 Ileri 356 GATTGCCAAGGAATATGCTG
OLRSV-R2 Geri CTCCCAACAAATGATTGCTG
OLV2-H Ileri 206 GAAGGTGGCTCGCCTAGAG
OLV2-C Geri GCCAGGAGTTTGAGCTTTG

* Primer dizileri Sabanadzovic ve ark., 1999’dan alinmistir.

3.2.3.3. RT-PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi : Agaroz Jel Elektroforezi

RT-PCR iiriinlerinin gorsel hale getirilmesi amaciyla, reaksiyondan sonra

iriinler %1-1.5 agaroz jelde elektroforez islemi yapilmistir. Elektroforez 1XTAE

ortaminda yapilmig, ayni ortam jelin hazirlanmasinda da kullanilmigstir. Jele 3 pl

yiikleme ortam (6X; 15 ml i¢cin 75 mg bromophenol blue, 75 mg xylene cyanol, 18 g
gliserol, 6 ml 50XTAE) ile birlikte 12 pl yiiklenen RT-PCR firiinleri, 110 V’da 40
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dakika siireyle elektroforeze tabi tutulmustur. Islem bittikten sonra jel 1 mg/ml etidyum
bromid (EtBr) igeren 1XTAE ortaminda 5-10 dakika bekletilerek boyanmigtir. Daha

sonra UV transilliimiinatérde sonuglar gozlenerek polaroid fotograflari ¢ekilmistir.

3.2.4. Baz dizilerinin temini ve filogenetik analizler

Zeytin viriislerinden enfekteli olan orneklerden elde edilen RT-PCR firtinleri
sogrudan baz dizisi tayin eden firmaya (lontek, Istanbul) ¢ift yonlii okuma yapilmak
lizere gonderilmis ve firmadan baz dizileri e-mail yoluyla ulastirilmistir. Firmanin
gonderdigi baz dizilerinin birlestirilmesi DNAMAN (Lynnon Corporation; Demo)
programinda yapilmis ve dogrulugu NCBI (National Center for Biotechnology
Information; Bethesda, ABD)’in bir hizmeti olan BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) sistemi ile gergeklestirilmistir. Viriislerin niikletid ve aminoasit
dizilimlerinin ¢oklu siralanmasi Clustal W ¢oklu dizilim siralama programi kullanilarak
yapilmistir (Thompson et al., 1994). Benzerlik indeksi DNAMAN programi ile
olusturulmustur. Eslestirmeler PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) 4.0
Beta Version programi ile komsu eslestirme metodu kullanilarak filogenetik agag
olusturmak icin veri olarak kullanilmistir (Swofford, 1993). Bootstrap analizleri 1000
tekrarli olarak yapilmgtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arazi calismalari ve gozlenen simptomlar

Dogu Akdeniz Bélgesi’nden Adana ilinin 3 ilgesi, Hatay ilinin 10 ilgesi, Igel’in
2, Kahramanmarag’in 1 ve Osmaniye’nin 2 il¢esinden Ornekler toplanmistir (Cizelge
4.1). Sorveyler sirasinda toplam 85 bahge ziyaret edilmis ve toplanan 431 adet zeytin
ornegi OLV-1, OLV-2, OLRSV, CLRV, CMV, ArMV, SLRSV ve OLYaV viriisleri
enfeksiyon durumlarimi belirlemek amaciyla test edilmistir.

Yapilan sorveylerde zeytin agaglarmin biiyiik boliimiinde herhangi bir simptom
goriilmezken en ¢ok karsilagilan simptomlar agacin genelinde veya kismi alanlarinda
kloroz, diger agaclarla karsilastirildiginda tiim yapraklarda kiiciilmeler ve orak sekilli

yaprak olusumlaridir (Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Dogu Akdeniz Boélgesi illerinden toplanan zeytin 6rnegi ve ilgelere gore
ornek miktarlar

iller Bahcge sayisi Test edilen 6rnek sayisi
Adana 5 25
-Ceyhan 10 40
-Karaisali 2 10
-Kozan

Hatay 9 43
-Altindzi 5 25
-Antakya (Merkez) 5 25
-Belen 1 5
-Dortyol 7 35
-Erzin 6 30
-Hassa 9 40
-Kirikhan 1 1
-Reyhanlh 5 25
-Samandag 5 25
-Yayladag

icel 2 17
-Erdemli

Kahramanmaras (Merkez) 2 30
Osmaniye 8 40
-Akyar 3 15
-Kadirli

Toplam 85 431
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Tiim bu simptomlara ek olarak OLYaV, Italya’nin yoresel cesidi olan
Biancolilla yapraklarindaki agik sartya donen renk agilmalartyla karakterize edildigi
bildirilmistir (Savino ve ark., 1996). Ayrica SLRSV c¢ilek ve diger meyve bitkilerinde
genellikle latent olarak bulunsa da, zeytin yapraklarinda siddetli daralma ve
kivrilmalara, salkimsi biiylimelere, meyvelerde deformasyona ve zeytinlerde verim

azalmasina neden oldugu gozlenmistir (Faggioli ve ark., 2002; Caglayan ve ark., 2006).

4.2. RNA ekstraksiyonu

Zeytin virlislerinin bitki dokusunda konsantrasyonlarinin ¢ok diisiik oldugu ve
agac biinyesinde diizensiz dagilim gosterdigi (Bertolini ve ark, 1998; 2001; Martelli,
1999) bildirilmistir. Bu nedenle, RNA ekstraksiyonlar1 yapilirken sekiz adet 1-2 yillik
zeytin siirglinlerinin gévdesindeki floem dokularindan kazima yontemi ile 1 gr doku
alinmig ve s1vi azotta ezilmistir, igerisinden 0.1 gr’1 ekstraksiyonda kullanilmustir.

Zeytin virlislerinin testinde kullanilan Qiagen ekstraksiyon kiti en iyi sonug
veren ve pratik bir yontem olarak Onerilmistir (Faggioli ve ark., 2005). Arastiricilar
diger yontemlerle ekstraksiyonlarin viriis testinde sorun yarattigini ve yanlis negatif

sonuclar verdigini ifade etmistir (Kisisel iletigim).

Sekil 4.1. Arazide gbozlenen zeytinlerde orak sekilli yaprak simptomlar (Hatay)
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4.3. Zeytin viriislerinin RT-PCR testlerinde sistem kurma caliymalari

Toplanan Ornekler test edilmeden once pozitif 6rnekler kullanilarak RT-PCR
virlis test sistemleri kurulmustur. Bu amagla Dr. Faggioli’den temin edilen zeytin
siirgiinlerinden RNA ekstraksyonlar1 gerceklestirilmis ve RT-PCR’ye tabi tutulmustur.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda OLV-1 i¢in 299 bp, OLV-2 i¢in 206 bp, OLRSV i¢in 356
bp, CLRV 416 bp, CMV igin 280 bp, ArMV 302 bp, SLRSV i¢in 293 bp, OLYaV i¢in
346 bp uzunlugunda spesifik DNA ¢ogalmalar1 tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Yapilan ¢aligmalarda RNA ekstraksiyonlarindan dogrudan RT-PCR ve 1/10
sulandirilarak yapilan RT-PCR ¢aligmalar1 arasinda fark goriilmemistir. Ancak fazla
RNA kullaniminin bitkiden gelen PCR inhibe edici maddeler igermesi ve yogun
RNA’nin PCR’1 olumsuz etkilemesi nedeniyle RNA’lar 1/10 sulandirilarak testlere
devam edilmistir.

Calisma kapsaminda aymi viriis i¢in birden fazla pozitif 6rnek temin edilmesine
ragmen yapilan testlerde hepsi pozitif reaksiyon vermemistir. Bunun nedeni, 6rnegin
alindigi mevsim, kullanilan organ ve viriis konsantrasyonunun az olmasi olarak

diistiniilmektedir..

M 12 3 456789 1111213 14

OLRSV SLRSV CLRV OLV-2 ArMv

Sekil.4.2. Arastirilan virlislerle enfekteli zeytin dokulart ile RT-PCR sistem kurma
calismalari. M Markir (MBI Fermentas (GmbH, Almanya) 100 bp DNA
ladder, 1, 2 OLRSV pozitif 6érnekler, 3 OLRSV su kontrol, 4, 5 SLRSV
pozitif 6rnekler, 6 SLRSV su kontrol, 7, 8 CLRV pozitif érnekler, 9 CLRV
su kontrol, 10, 11 OLV-2 pozitif érnekler, 12 su kontrol, 13 ArMV pozitif
kontrol, 14 ArMV su kontrol, 15 CMV pozitif kontrol, 16 CMV su kontrol,
17, 18, 19 OLYaV pozitif kontrol, 20 OLYaV su kontrol, 21, 22, 23 OLV-1
pozitif kontroller, 24 su kontroliinii ifade etmektedir.
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OLV-1 ile enfekteli zeytin dokularindan basarii DNA ¢ogalmalar
ger¢ceklesmemis ve daha sonra OLV-1 ile enfekteli tiitiin dokular1 temin edilerek, bu
ornek yapilan RT-PCR testlerinde pozitif kontrol olarak kullanilmistir. ArMV ve CMV
pozitif zeytin kontrol Ornekleri zeytin viriisleri konusunda c¢alisan arastiricilarda
bulunmadigr i¢in ELISA kitlerindeki pozitif kontrol 6rnekleri daha sonraki RT-PCR

testlerinde kullanilmustir.

4.4. OLV-1 RT-PCR testleri

Toplam 431 adet zeytin 6rneginin RT-PCR testleri sonucunda iki 6rnek OLV-1
ile enfekteli olarak tespit edilmistir. Pozitif 6rneklerin her ikisi de Altindzii/Hatay’dan
40 yasindaki komsu iki bahg¢eden almmustir. Her iki zeytin 6rneginde de RT-PCR
sonucunda 299 bp seviyesinde DNA band1 gozlenmistir (Sekil 4.3).

Bu iki ornek disinda toplam 19 ornekte de jelde hafif band olusumlari
gozlenmis, ancak 299 bp seviyesinde keskin bandlar yerine dagimik DNA gruplari
gozlenmistir. Yapilan tekrarl testler sonucunda bu orneklerin negatif olduklarina karar

verilmistir.

M 1 11 24 25 42 43 H +C -C

Sekil 4.3 RT-PCR ile test edilen zeytin 6rneklerinde OLV-1 tespit edilen érnekler (1 ve
11 nolu ornekler). M; Markir, H; saglikli zeytin 6rnegi, +C; OLV-1 pozitif
kontrol, -C; su kontrolii ifade etmektedir.
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4.4.1. Tespit edilen OLV-1 izolatlarinin karakterizasyonu

Zeytin virislerinden OLV-1’in gen bankasinda kayith 3 izolati bulunmaktadir.
Zeytinden elde edilen GM6 izolatt DQO083996, turuncggilden elde edilen izolat NC-
001721 ve laleden izole edilen izolat AB061815 kayit kodlar1 ile NCBI’da yer
almaktadir. Bu caligmada tespit edilen izolatlar1 gen bankasindaki izolatlar ile
karsilagtirmak amaciyla zeytin-1 ve zeytin-11 olarak kodladigimiz OLV-1 izolatlarinin
RT-PCR iiriinlerini baz dizisini tayin eden firmaya (lontek, Istanbul) génderilerek DNA
baz dizileri elde edilmistir. Elde edilen baz dizilerinin ikili baz dizisi karsilastirma
yapan Blast Search yardim ile analizi sonucunda gen bankasina kayith OLV izolatlar
ile % 97 oraninda benzerlik gosterdigi saptanmistir. Elde edilen OLV-1 izolatlarinin baz

dizilerinin ¢oklu baz dizisi karsilastirma analizlerinin sonuglar1 Sekil 4.4°de verilmistir.

GHE

Lale

Zeytin-1
Zeytin-11
Turungoil (e
o3 o

Lale
Zeytin-1
Zevtin-11 3
Turunggil 3 CTA TATCATT

GHa CCAGCACACAAGGCAATG CACTATCATTCGACAGARTCGA

Lale
Zeytin-1
Zeytin-11
Turungoil
GH&

Sekil 4.4. Zeytin 6rneklerinden tespit edilen iki OLV-1 izolatinin (Zeytin-1, Zeytin-11)
niikleik asitlerinin gen bankasinda mevcut diger OLV-1 izolatlarinin niikleik
asitleri ile karsilagtirilmasi. Lale izolatt NCBI kayit no: ABO061815,
Turunggil izolatt kayit no: NC-001721, GM6 zeytin izolat1 kayit no:
DQO083996. Turunggil izolati nukleik asitleri numaralandirmada
kullanilmistir. Siyah tarali alanlar ayn1 niikleotid dizilerini, renkli alanlar ise
karsilagtirmada farkli olan niikleotid bolgelerini gdstermektedir.
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Tespit edilen izolatlarin baz dizilerinin birbirinin ayni oldugu goriilmiistiir. Bu
durum her iki izolatin arastirilan bolge bakimindan birbirinin ayn1 oldugunu ve as1 ile
tasinmus olabilecegini ortaya koymaktadir. Ozellikle bu iki izolatin komsu iki bahgeden
alinmis olmasi as1 ile tasinmasi ihtimalini gliglendirmektedir. Ayni sonuglar niikleik asit
benzerlik indeksinde de gozlenmektedir (Cizelge 4.2). Zeytin-1 ve zeytin-11 izolatlan
arasindaki benzerlik indeksi O olarak ortaya cikmistir. Bu tablodaki degerlerin sifira
yaklagmasi izolatlar arasindaki yakinlagmayi, 1’ e yaklagmasi ise uzaklasmay: ifade
eder. Benzerlik indeksine gore tespit edilen zeytin-1 ve zeytin-11 izolatlar1 en ¢ok
turunggil izolatina benzemektedir (0.005).

Benzer sekilde niikleik asit dizileri ile olusturulan filogenetik agacta (Sekil 4.5)
tespit edilen zeytin-1 ve zeytin-11 izolatlan turuncgil izolati ile ayn1 grupta yer almistir.
Turunggil izolat1 Tiirkiye’den Adana ilinde bir turunggil bahgesinde klorotik ciicelesme
simptomu gosteren agaclardan izole edilmistir (Martelli ve ark., 1996). Zeytinden izole
edilen OLV-1’in turunggil izolatina benzemesi agilama, polen vb etkenlerden ziyade
daha cok vektorle tasinma ihtimalini ortaya koymaktadir. Ancak, bu virlisiin ¢ok
yaygin olarak bulunmamasi hareket agisindan ¢ok aktif olmayan vektorle taginma
olasiligin1 yansitmaktadir. OLV-1 Necrovirus cinsinde yer almaktadir ve bu cins
viriislerin fungus (Chytridiales) ile tasindigi ICTV (International Committee on
Taxonomy of Viruses) tarafindan bildirilmistir (Anonymous, 2007). Martelli ve ark.,
(1996) turuncgil izolat1 ile otsu bitkilerde yaptiklar1 fungusla tasinma arastirmalarinda
toprak kokenli fungal yapilar gérememislerdir.

Flogenetik agacta GM6 zeytin izolat1 ve lale izolatlar1 oldukge yiiksek boot strap
degeri (100) ile Tiirkiye’den elde edilen izolatlardan ayrilmigtir. Bu durum izolatlarin

elde edildigi cografyalara gore farklilik gosterdigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.2. Tespit edilen OLV-1 izolatlar ile gen bankasinda kayitl izolatlarin niikleik
asit benzerlik indeksi.

Izolat adi  Lale Zeytin-1 Zeytin-11 Turunggil
Lale 0

Zeytin-1 0.047 0

Zeytin-11 0.047 0.000 0

Turunggil 0.047 0.005 0.005 0
GM6-zeytin_ 0.026  0.068 0.068 0.068
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Turungyil

ZFeytin-1

75

ZFeytin-11

Feytin
GM6

100

L—— Lale
0.005 substitutions/site

Sekil 4.5. Zeytin 6rneklerinden tespit edilen iki OLV-1 izolat1 (Zeytin-1, Zeytin-11)
niikleik asitleri ve Gen Bankasinda mevcut diger OLV-1 izolatlarinin
niikleik asitleri kullanilarak olusturulan filogenetik agag¢. Lale izolatt NCBI
kayit no: AB061815, Turunggil izolat1 kayit no: NC-001721, GM6 zeytin
izolat1 kayit no: DQ083996. Kollar iizerinde ifade edilen bootstrap degerleri
1000 tekerriir ile olusturulmustur.
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4.5. CMV RT-PCR testleri

CMV nin genis konukgu dizisi i¢erisinde zeytinler de yer almaktadir. Test edilen
toplam 431 zeytin 6rneginden 38 adedinde CMV viriisii tespit edilmistir (Cizelge 4.3)
(Sekil 4.6). Tirkiye’de Ege bolgesinde CMV enfeksiyonlar1 zeytin yapraklarindan
ELISA testleri sonucunda %24 oraninda bildirilirken c¢iceklerden %21.9 olarak
bildirilmistir (Ulkii ve Ertem, 1995). Zeytin agacinda CMV enfeksiyonlar: Italya
(Savino ve Galitelli, 1983), Ispanya (Bertolini ve ark., 2001) ve Portekiz’de (Rei ve
ark., 1993) de bildirilmistir. Etmen zeytin agaglarinda yayilma gostermezken, son
yillarda, Suriye’de CMV enfeksiyon oran1 %22.7 olarak bildirilmistir (Al Abdullah ve
ark., 2005). CMV otsu konukgularinda 60’dan fazla afit tiirti (Acyrthosiphon pisum,
Aphis craccivora ve Myzus persicae vb.) ile non-persistent sekilde ve mekanik yolla ve
tohumla taginabilmektedir. Ancak, zeytin agaglarinda CMV enfeksiyonunun etiyolojisi
ve epidemiyolojisi tam olarak anlasilabilmis degildir ve bu konuda kaynak mevcut

degildir.

Cizelge 4.3. Toplanan zeytin 6rneklerinden RT-PCR ile tespit edilen CMYV ile enfekteli
orneklerin il ve il¢e bazinda miktarlart

Alindig iVilce Ornek No
Hatay / Antakya 95,124, 125, 134
Hatay / Erzin 314
Hatay / Dortyol 424,425
Hatay / Samandag 518, 520, 529, 530
Hatay / Yayladag 548, 562, 578
Hatay / Kirikhan 618, 619, 628, 630, 694, 695, 696, 706
Hatay / Hassa 675
Hatay / Belen 724,747
Osmaniye / Kadirli 456, 457, 458, 459, 460
Adana / Karaisali 141, 142, 143, 144, 145,
Adana / Kozan 436, 447

Icel / Erdemli 817
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M 95 101 125 134 141 142 143 144 145 +K -K

Sekil 4.6. RT-PCR ile test edilen zeytin 6rneklerinde CMV tespit edilen 6rnekler (95,
125, 141, 142, 143, 144 ve 145 nolu 6mekler). M; Markir, +K; CMV pozitif
kontrol, -K su kontrolii ifade etmektedir.

4.6. OLV-2, OLRSYVY, CLRV, ArMV, SLRSV ve OLYaV RT-PCR testleri

OLV-2 ilk kez Italya’da tespit edilmis (Savino ve ark., 1984) ve yayilma
gostermemistir (Faggioli ve ark., 2005), ancak Suriye’de yayilabilmis (Al Abdullah ve
ark., 2005) ve %2 oraninda OLV-2 enfeksiyonu tespit edilmistir (Fadel ve ark., 2005).
Yapilan bu ¢aligmada test edilen 431 zeytin 6rneginden 65, 448, 801, 806 ve 807 nolu
orneklerde OLV-2 primerleri ile RT-PCR sonucu hafif band olusumlar1 gézlenmig
ancak tekrar edilen PCR testlerinde bu bandlar yeniden elde edilememistir. Bu
agaclardan yil ig¢inde farkli donemlerde ornekler alinarak farkli primer ciftleri ile de
yeniden test edilmeleri gerekmektedir. Diger 6rneklerde OLV-2 tespit edilememistir.
OLV-2 Bromoviridae familyasinin Oleavirus cinsinin monotipik bir tiiriidiir ve yaygin
olarak bulunmamaktadir. Son yillarda Yunanistan’da zeytinden farkli bir konuk¢u olan
gene otunda bildirilmistir (Grieco ve ark., 2002).

OLRSV test edilen zeytin ornekleri arasinda tespit edilememistir. ilk kez

zeytinde ltalya’da tespit edilmis (Savino ve ark., 1983) daha sonralar1 RT-PCR ile
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yapilan testler sonucunda %11.5 oraninda Suriye’de (Al Abdullah ve ark., 2005)
bildirilmistir. Bu kayitlarin disinda OLRSV kaydedilmemistir.

Zeytin agaclarinda CLRV enfeksiyonlar1 Tirkiye’de DAS-ELISA yodntemine
gore %23 (Caglayan ve ark., 2004), RT-PCR yontemine gore Suriye’de %15 (Al
Abdullah, 2004), Liibnan’da %2 (Fadel ve ark., 2005) ve italya’da %4.9 (Faggioli ve
ark., 2005) oraninda bildirilmistir. Yapilan bu calisma kapsaminda test edilen 431
ornekte 797, 799, 800, 801, 802, 803 804, 805, 806, 807, 808, 809, 810, 811, 812, 813,
814, 815 ve 816 nolu 6rneklerde ¢ok sayida bandlar elde edilmis ancak tekrar edilen
testlerde pozitif kontrol 6rnekte gozlenen band orneklerde elde edilememistir. Diger
tiim 6rneklerde CLRV enfeksiyonlar1 RT-PCR ile belirlenememistir. CLRV zeytinlerde
simptom vermez ve zeytin agaclarinda ekonomik kayba yol agtigina dair kayit yoktur.

ArMV virlisii bu calisma kapsaminda test edilen zeytin Orneklerinde tespit
edilememistir. ArMV’nin Italya (Martelli, 1999) ve Ispanya (Bertoloni ve
ark.,2001)’dan bildirilmis, Tiirkiye’de DAS-ELISA ile %7.1 (Caglayan ve ark., 2004),
RT-PCR ile Suriye’de %0.7 (Al Abdullah ve ark., 2005) ve Liibnan’da %0.3 oraninda
(Fadel ve ark., 2005) zeytinlerde enfeksiyon yaptigi rapor edilmistir. ArMV’nin
zeytinlerde bulunma sikliginin diisiikk olmasi ve wviriisiin diger konukcularda
bulunmayisindan dolayi, viriisiin Suriye ve Liibnan’a enfekteli stoklarla giris yaptig
sonucuna varillmigtir. ArMV’nin genis bir konukcu dizisi olmasma ragmen diger
iilkelerde yapilan calismalara gore zeytinlerde yayginligi oldukca diisiik olan bir viriis
etmeni oldugu goriilmektedir.

OLYaV ilk olarak Italya’da kaydedilmistir (Savino ve ark., 1996), son yillarda
Suriye’de %14.3 oraninda (Al Abdullah ve ark., 2005) ve Liibnan’da %23.6 (Fadel ve
ark., 2005) oraninda enfeksiyon yaptig1 tespit edilmistir. Ulkemizde giiniimiize kadar bu
virlise dair hi¢bir ¢alisma yapilmamistir. Bu calisma kapsaminda iki ayri arastiricidan
(Dr. Faggioli ve Dr. Minafra) temin edilen OLYaV ile enfekteli bitki dokulari ile sistem
kurma g¢aligmalar1 yapilmistir. Ancak, ii¢ farkli primer ¢ifti ve iki farkli pozitif kontrol
arastirilmasina ragmen pozitif Orneklerle jelde beklenen seviyede tek band elde
edilememistir (Sekil 4.2).

Cok genis bir konukgu dizisi ve yayilma alani olan SLRSV ilk kez 1979 yilinda
Italya’da tespit edilmis ve daha sonralar1 Rt-PCR ile Portekiz’de (Henriques ve ark.,
1992; Rei ve ark., 1993), Ispanya’da (Bertolini ve ark.,1998) ve DAS-ELISA ile
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Tiirkiye’de (Caglayan ve ark., 2004) arazi orneklerinde teshis edilmistir. DAS-ELISA
ile SLRSV teshisleri Italya’da (Martelli, 1999) basar1 saglamamustir, zeytin
materyallerinin dSRNA analizleri ve PCR esasli metotlar ile test edildiginde ELISA ile
elde edilen pozitif sonucglar1 onaylayamadigi icin DAS-ELISA’nin bazi hatali pozitif
reaksiyonlar verdigi ileri stiriilmiistiir (Bertolini ve ark., 1998). Son yillarda RT-PCR
yontemi sorvey caligmalarinda kullanilmis ve Suriye’de SLRSV %5.7 (Al Abdullah ve
ark., 2005), Liibnan’da %0.3 (Fadel ve ark., 2005) oraninda SLRSV enfeksiyonlar1
tespit edilmistir. Bu calisma kapsaminda kullanilan primer c¢iftleri ile beklenen seviye
disinda yer alan ¢oklu bandlar olusmus (Sekil 4.2), farkli annealing (primer baglanma

sicakligi) sicakliklarinin uygulamasinda da bu sorun giderilememistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemiz diinya zeytin iiretimi bakimindan Ispanya, Italya ve Yunanistan’dan
sonra dordiincii sirada olup 1.600.000 ton iiretime sahiptir (Anonymous, 2006). Son
yillarda zeytin ve zeytinyagmin insan sagligi agisindan éneminin daha iyi anlagilmasiyla
birlikte zeytin yetistiriciligine yogun bir talep olmus ve zeytin stratejik dneme sahip bir
iiriin olmustur. Zeytin bitkisinin genetik olarak kurak kosullara dayanikli olmasi, diger
meyve tiirlerinin yetistirilebilme olanagmmin olmadig1 yerlerde de rahatlikla
yetistirilebilmesi ve uzun Omiirli olmasi nedeniyle zeytin iiretimi son yillarda hizla

artmistir.

Zeytin agaglart ortalama 100 yil ekonomik verim verdiginden, yeni bir bahge
tesis ederken viriisten arl temiz iiretim materyali ile bahgeyi tesis etmek verim ve
kaliteyi arttiracagindan iireticilere, saglikli ve temiz fidan temininin saglanmasi bu

konuda yapilacak ¢aligmalarin baginda gelmelidir.

Zeytin agaglar1 konusunda Italya, Ispanya ve Portekiz’de ulusal ve uluslar arasi
marketlere virlisten ari iiretme materyali saglama ve virlis yayilimini engelleme
amaciyla cesitli sertifikasyon programlari baglatilmistir. Ancak, vejetatif olarak
cogaltilan zeytin agaclarinda viriis eliminasyonuna dair (6rnegin; 1s1 terapisi, meristem
ucu kiiltiirii, mikro asilama) kayitlar ¢ok azdir. Bazi basarili calismalar italya’dan
bildirilmistir (Bottalico ve ark., 2002) ve CLRV ve OLYaV’de sis terapisi ve siirgiin
ucu kiiltiiriiniin basarili oldugu kaydedilmistir. Baz1 viriisler toprak kokenli (SLRSV,
ArMV, TNV) olmasina ragmen digerleri ya dogrudan (TMV) ya da tohumla (CLRV ve
OLV-1), afidle (CMV) veya mekanik inokulasyon ve asilama ile yayilmaktadir.
Bununla birlikte, arazi kosularinda zeytin viriislerinin taginma mekanizmasi hakkinda
sinirli bilgi mevcut olup, viriislerin agacin genelinde herhangi bir ekonomik &neme

sahip olup olmadigina dair simdiye dek yapilan kesin bir arastirma bulunmamaktadir.

Ulkemizde zeytin iiretimi hizla artarken zeytin yetistiriciliginde viriis

hastaliklarinin durumu hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir. Bu nedenle, viriis
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hastaliklarinin enfeksiyon durumlarinin arastirilmasit ve dagitilan fidanlarin 6zellikle

viriisler agisindan saglik durumlarinin da degerlendirilmesi gerekmektedir.

Tim zeytin virlislerine karsi antiserum bulunmamast ve agacta virls
konsantrasyonunun diisiik olmas1 nedeniyle ELISA’nin zeytin viriislerinin teshisinde
giivenilir olmadigi1 cesitli aragtiricilar tarafindan bildirilmigtir. Bu nedenle zeytin
viriislerinin test edilmesinde molekiiler teknikler o6zellikle de PCR yodntemi

Onerilmektedir.

Bu calisma ile elde edilen bulgular, viriis hastaliklarindan korunma yollarinin
gelistirilmesine yardimci olacak ve zeytin fidan sertifikasyonunun diizenlenmesine
temel olusturacaktir. Bunun disinda sertifikali ve viriis etmenlerinden ari temiz liretim
materyalinin  elde edilmesini saglayacak temel tekniklerden biri olarak
kullanilabilecektir. Ayrica virtislerin ekonomik 6nemiyle ilgili yapilacak ¢alismalar i¢in

de ilk adim1 olusturacaktir.
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TESEKKUR

Tez ¢alismamin her asamasinda biiyiik bir 6zveri ve sabirla yol gosteren, degerli
fikir ve katkilarin1 esirgemeyerek caligmalarima 1s1k tutan danigman hocam sayin Dog.
Dr. Cigdem ULUBAS SERCE’ye sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarim sirasinda degerli goriis, katki ve bilgilerini esirgemeyen Prof. Dr.
Kadriye CAGLAYAN ve Yrd. Dog. Dr. Mona GAZEL’e tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim sirasinda bana her konuda destek olan arkadaslarim Nevin INAN ve
M. Ali INAN’a, ayrica tezimin her asamasinda ve hayatimin her alaninda bana biiyiik

bir 6zveri ve sabirla destek olan aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim
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OZGECMIS

1983 yilinda Tarsus’da dogdum. ilk, orta ve lise grenimini burada tamamlad.
2001 yilinda girdigim Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nden 2005 yilinda
mezun oldum. Aym yil M.K.U ‘nin agmis oldugu yiiksek lisans smavimi kazandim.
2005-2006 doneminde CIHEAM kurumunun sagladigi bursla Italya’nmn Bari sehrinde 8
ay siireyle genel Bitki Koruma egitimi aldim. 2006-2007 doneminde yiiksek lisans tez
asamasina M.K.U Fen Bilimleri Enstitiisii Bitki Koruma Ana Bilim Dali’nda devam
ettim. Yiiksek Lisans tezi calismalarmin yam sira TUBITAK “Incir Mozaik Hastaliginin
Biyolojik, Serolojik, Mikroskobik ve Molekiiler Yontemlerle Tanilanmasi ve Eriophyes
Akarlarla Tasinma Etkinliklerinin Arastirilmasi” konulu projede 12 ay siire ile aktif

olarak calistim.
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