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Hatay vyoresinde 1997-1998 villannda viritilen bu calismada zeytin agaglannda
gbzlenen virts hastaliklaninin serolojik ve biyolojik yontemlerle tanilart yapims ve bunlarn
bulaslkilk oranlan belirlenmistir,

Cilek Latent Halkali Leke Virtisi (SLRV), Kiraz Yaprak Kivirciklik Viriisii (CLRYV),
Arabis Mozaik Viriisii (ArMV), Zeytin Latent Viris-1 (OLV-1), Zeytin Latent Viris-2 (OLV-2)
ve Zeytin Latent Halkali Leke Virtsi (OLRSV)’niin saptanmasinda poliklonal antiserumlar
kullailarak DAS-ELISA (Double Antibady Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
yontemi ile stipheli zeytin 6rnekleri testlenmistir..

Bu bolgede testlenen 180 érnek % 47.7 oraninda SLRV, % 46.1 oraninda CLRV ve %
32.2 oraninda ArMV ile enfekteli olarak saptanmustir. Testlenen 76 adet 6rnegin higbirinde
Zeytin Latent Halkali Leke Viriis Hastaligi (OLRSV), Zeytin Latent Virts-1 (OLV-1) ve Zeytin
Latent Virtis-2 (OLV-2)’ve rastlanmanmugtir.

Mekanik inokulasyon denemelerinde N.tabaccum ArMV ile, N.benthamiana SLRYV ile,

Cucumis sativus ve Datura stramonium test bitkileride CLRYV ile infekte olabilmislerdir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin, Viriis, ELISA



ABSTRACT

In this study which had been carried out in 1997-1998 in Hatay Province,
identification of virus diseases of olive trees by using serological and biological methods were
made and detected enfection rates of them.

The technique of Double Antibady Sandwich-Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(DAS-ELISA) using polyclonal antibodies was used for the detection of Strawberry Latent
Ringspot Virus (SLRV), Cherry Leaf Roll Virus (CLRV), Arabis Mosaic Virus (ArMV),
Olive Latent Virus-1 (OLV-1). Olive Latent Virus-1 (OLV-1) and Olive Latent Ring Spot
Virus (OLRSV) in olive.

In this region, the 180 samples were found infected 47.7 %, 46.1 % and 32.2 %
infected by SLRV. CLRV and ArMV respectively. Olive Latent Ring Spot Virus(OLRSYV),
Olive Latent Virus-1{(OLV-1) and Olive Latent Virus-2(0I.V-2) were not found in 76 tested
samples.

In assays of mecanical inoculation, N.tabaccum and N.benthamiana could be infected
with ArMV and SLRYV, respectively. CLRV was observed also on Cucumis sativis ve

Datura stramonium testing plants.

Key Words: Olive, Virus, ELISA
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1.GIRIS
Anavatant Anadolu olan zeytin bitkisinin diinva Gzerinde esas gen merkezi Mardin,

Gaziantep ve Hatay serididir. Bu bitki daha sonra asil gen merkezinden batiya dogru 6zellikle
Ege bolgesi ve oradan da Ege denizindeki adalara, Yunanistan, Italya ve Ispanva'va
yavilmustir. Zeyvtin bitkisi i¢in en uygun ekoloiik kosullar Akdeniz iklim kusagindaki tlkelerde
mevcuttur. Bu yiizden diinya zeytin vetistiriciliginin tamamina vakin kism (%97'si) Akdeniz
havzasinda yapilmaktadir (Anonim,1994).

Zeytin, vizyillardir yilda 300 mm’den fazla vagis alan kuru tanm vapilan alanlarda
yetistirilmektedir. Kiltir zeytinleri. sofralik ve vaglik olarak kullanilan cesitlere sahiptir.
FAO’nun 1995 wih verilerine g6re dunya zeytin dretimi 9.824.000 ton dolayinda
gerceklesmistir. Asya kitasinda en buyuk dretici tlke Tirkive’dir. Tirkive 1994 wili itibartyla
1.200.000 tonluk zeytin iretimivle diinva treminin % 10.93’likk bir kismum olusturmaktadir.
Ulkemizde 188.000 hektar alanda zevtin vetistiriciligi vapiimakta olup 88.147.000 adet agag
bulunmaktadir (Anonim.1994). Akdeniz bolgesinde zevtin diger kultiir bitkileri ile rekabet
etmek zorunda kalmas: nedenivle ikinci plana atimis olmasina ragmen oldukca viiksek bir
potansiyele sahiptir. Hatay’da hemen hemen tiim ilcelerde zeytin tretimi yapilmakta olup bazi
ilgelerde zeytin tek triindur ve bolge halkimin tek gecim kaynagidir. Akdeniz bolgesinde en
fazla tretimin gerceklestigi Hatay ili, gerceklesmekte olup, bolge ii;'etiminin % 35.23'ind,
Tirkiye tretiminin % 3.84'ini karsilamaktadir. Diinya zeytin yagi tretimi ise 1.465.000 ton
civarinda olup Tiirkiye 50.000 ton zeytin yag tretimi ile diinyada Italya, Yunanistan, Ispanya
ve Surive'den sonra besinci sirada Asya kitasinda %35 ile Surive'den sonra ikinci sirada ver
almaktadir (Anonim, 1995).

Ulkemizde zeytin agaclarinda sorun olan zararh ve hastaliklan konusunda ¢ok sayida
caliyma olmakla birlikte zeytinde virus hastaliklan ile ilgili simdiye kadar kayda deger fazla
calisma yapilmamustir. Akdeniz'de kiyisi bulunan tlkelerde zeytin agaclan iizerinde yapilan

calismalar sonunda Kiraz Yaprak Kivirciklik Viris Hastalign (CLRV), Arabis Mozaik Viriis




Hastaligis (AtMV), Cilek Latent Halkali Leke Viriis Hastaligi (SLRV), Hiyar Mozaik Viriis
Hastaligs (CMV), Zeytin Latent Halkal Leke Viriis Hastaligt (OLRV), Zeytin Latent Virtis-1
(OLV-1) ve Zevtin Latent Viriis-2 (OLV-2) hastaliginin bulundugu saptanmustir (PACINI ve
CRESI, 1977, MARTE ve CADANI.1986. CASTELLANO ve ark.. 1987. WATEWORTH
ve MONROE, 1988). ltalya'da zevtin agaclarinda SLRV bulunmus ve bu hastalik etmenin
meyve ve yapraklardaki spesifik hastalanmalarla ilgisi oldugu belirtilmistir (BARBA, 1993).
Yine baz1 arastinicilar Italva, Amerika, Arjantin, Israil ve Portekiz gibi birkac tilkede viriise
benzeyen simptomlar iceren zevtin hastaliklan kaydetmiglerdir (MARTELLI and
GALLITELLL 1985: HENRIQUES et all., 1990.1991). Zevtinde simdive kadar vedi viriis
izole edilebilmis ve tammlanmstir. Bunlar vukanda bahsedilen Nepoviriis grubuna giren 4,
Cucumoviriis grubuna giren 1 ve heniiz herhangi bir gruba dahil olmayan 2 viriistiir(SAVINO
ve GALLITELLI. 1981,1983; SAVINO ve ark.. 1979.1984. GALLITELLI ve SAVINO.,
1985. MARTELLI ve ark.. 1986). Portekiz'de giderek daha da 6nem kazanan eski bahceler
sokiilerek verine hem bolgeve daha iyi adapte olabilen hemde yiksek kaliteye sahip ve
hastaliklara karsi dayankl veni ¢esitler dikilmektedir.

Viris hastaliklan zeytin Greticiligi agisindan 6nemli bir potansiyele sahip Hatay ilinde
bayiik bir tehdit unsurudur. Bolgemizde mevcut zevtin bahgelerinin ve fidanhklarmn viriis
hastaliklari agisindan incelenmesi. hastabikla bulasik durumda olanlann tespiti. bulagik
olanlarin belirlenmesi ve mevcut viriislerin tammlamalarmin vapilmasi bu ¢alismanin temel
amacidir. Aynca bu ¢ahisma ile bolgemizde tespit edilen viriislere karsi testlenmis fidan
iiretimi maksadiyla Avrupa Topluluguna iiye tilkeler arasinda uygulanmakta olan “Sanitasyon
ve Sertifikasyon” programu verlestirilerek gerek bolgemizin gerekse tilkemizin ihtiyaci olan
fidanlanin hastaliktan ari olarak dretilmesi ve varlign belirlenen viriis hastaliklarimn bulasik
olmayan alanlara yayimasimin engellenmesi konusundaki diger caliymalara temel

olusturabilecektir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Zeytin agaclarinda zarar verdigi bilinen ve mekanik olarak tagmabilen yedi viris
tammlanmustir. Bunlar Nepoviriis grubundan Hivar Mozaik Viriisii (Cucumber Mosaic Virus).
Arabis Mosaic Viriisii (Arabis Mosaic Virus), Kiraz Yaprak Kivirciklik Viriisti (Cherry Leaf
Roll Virus) ve Cilek Latent Halkalh Leke Viriisit (Strawberry Latent Ringspot Virus) ile
heniiz siniflandinlmarms Zeytin Latent Virtis-1 (Olive Latent Virus-1) ve Zeytin Latent Virus-
2 (Olive Latent Virus-2)’dir. Son iki viriisiin fiziksel 6zellikleri bakimindan muhtemelen ilki
Sobemoviriis digeri ise Bromoviriis grubuna dahil olabilecegi bildirilmistir{ MARTELLLI et.
all[1994). Bu virisler ile ilgili iilkemizde sadece Bornova-IZMIR’de bir galisma yapitmis

olmakla beraber yurt disinda yapilmus olan pek cok galisma bulunmaktadir.

2.1. {llkemizde vanslan cahsmalar

Zeytin virtis hastaliklar ile ilgili yvurdumuzda 6nceden yapilmus tek caligmada Balikestr,
Canakkale, Tzmir (1995) ve Manisa (1995) illerindeki Zevtin agaglarinda Strawberry Latent
Ringspot Virus (SLRV), Cherry Latent Ringspot Virus (CLRV). Cucumber Mosaic Virus
(CMV) ve Arabis Mosaic Virus (ArMV) hastaligina rastlanmistir ( FIDAN ve ark., 1995).

Yilmaz ve ark..(1993) zeytinde bulunan viriislerin bazilanmn gruplan ve diger kiltiir
bitkilerindeki vektorlerini belirtmistir. Buna gore CLRV ve SLRV’nin diger kiiltur bitkilerinde
vektoriniin X diversicaudatum oldugunu. CMV nin ise Myzus persica, M.pseudosolani,
M.circumflexus. Macrosiphum euphorbiae. Aphis gossypii. Phorodon humuli ve P. cannabis

oldugunu bildirmistir.



2.2. Yurtdisinda yapilan ¢cahsmalar

Dis iilkelerde zeytin agaglarinda zarar yapan viriisler hakkinda pek ¢ok c¢ahisma
yapilmig ve bu viriislerin morfolojik vapilari, simptomlari, zarar dereceleri, bolgelere gore
yayihglan, farkh zeytin gesitlerinin duyarhihk dereceleri, virtis-vektor iliskileri arastirilarak
serolojik ve indeksleme yontemleriyle tamlanmalantyapumustir.

NICOLINI ve TRAVERSI (1950), Arjantin’de viral ozelliklere sahip bazi zeytin
hastaliklanmmn oldugunu bildirmislerdir (M.I.C. HENRIQUEZ, F.T. REI, F.A. LEITAQ,
JF. SERRANO ve M.F. POTES, 1992).

CIFERRI ve ark.(1953), Zeytin orak vyaprakliik hastahgmin Amerika’da da
goriildugiinii ve ilk kez 1953 yiinda Italya’da “fogli falciformi” olarak tammlandigim
bildirmislerdir

THOMAS (1958), Amerika’da viral Ozelliklere sahip baz zeytin hastaliklan
goriildigunii (M.I.C. HENRIQUEZ. F.T. REIL F.A. LEITAO, JF. SERRANO ve M.F.
POTES, 1992) ve .zeytinde orak yaprak hastaligimn Kalifornia’da 1944°den beri gozlendigini
bildirmistir (KYRIAKOPOQULOQU. 1993).

WATERWORTH ve MONROE (1975), Maryland’da yapraklarda orak seklinde
kivnimalara neden olan bu hastaligin Israil’den bolgeye hastaliklt geliklerin ithali ile tagindigim
bildirmigtir (KYRIAKOPQULOU. 1993).

WATERWORTH ve MONROE (1975), Israil’de viral ézelliklere sahip bazi zeytin
hastaliklan rapor etmislerdir (M.1.C. HENRIQUEZ, F.T. REI, F.A. LEITAO, JF.
SERRANO ve M.F. POTES, 1992).

PACINI ve CRESI (1977); MARTE ve CADANI (1986); CASTELLANO ve ark.,
(1987), WATEWORTH ve MONROE (1988). Akdeniz'de kiyis1 bulunan ilkelerde yaptiklari
¢alismalan sonucunda zeytin agaglan iizerinde Kiraz Yaprak Kivircikhk Viriis Hastalig:
(CLRYV), Arabis Mozaik Viriis Hastaligi (AtMV), Cilek Latent Halkah Leke Viriis Hastalig



(SLRV), Hiyar Mozaik Viriis Hastaligi (CMV), Zevtin Latent Halkali Leke Viris Hastalif
(OLRYV), Zeytin Latent Viris-1 (OLV-1) ve Zeytin Latent Viriis-2 (OLV-2) hastalifinin
bulundugunu saptamislardir (FIDAN ve ark., 1995).

SAVINO ve ark. (1979), Italya’da zevtin agaclarindan izole ettikleri viriislerin
tammianmasi konusunda vurittiikleri bir ¢calismada Arabis Mozaik viriisii ve Cilek Latent
Halkah Leke virtistini teshis etmislerdir (M.I.C. HENRIQUEZ. F.T. REIL F.A. LEITAOQ, JF.
SERRANO ve M.F. POTES. 1992).

KYRIAKOPOULOU (1980-1990, 1987), Yunanistan’da ilk olarak Atina’da daha
sonra Peloponnisos ve Makedonia bolgelerinde zeytin orak vaprak simptomlarinm
g6zlendigini bildirmistir.

SAVINO ve GALLITELLI (1981), Italya’da zevtin agaclarmdan izole -ettikleri
viriislerin tantmlanmast  konusunda viiriittiikleri bir calismada Kiraz vaprak Kivirciklik
viriisiinii teshis etmislerdir (M.1.C. HENRIQUEZ. F.T. REL F.A. LEITAO. JF. SERRANO
ve M.F. POTES. 1992).

MARTELLI (1981). BARBA (1993). Zevtin bitkisine ast ile taginabildigi ispatlanan ve
bu vuzden viris vada viriis benzeri bir organizma olarak tahmin edilen bitkide sararmalara
neden olan iki etmenden birisinin zevtin orak vyaprak hastahid oldugunu belirtmislerdir
(KYRIAKOPOULOU, 1993).

SAVINO ve GALLITELLI (1981.1983). SAVINO ve ark. (1979,1984),
GALLITELLI ve SAVINO, (1985). MARTELLI ve ark.(1986), Zeytinde Nepoviriis grubuna
giren 4. Cucumoviriis grubuna giren 1 ve heniiz herhangi bir gruba dahil olmayan 2 viriis
olmak tizere simdiye kadar yedi viriis izole edebilmis ve tantmlamgtir.

SAVINO ve ark. (1983), Ttalya’da zeytin agaclanndan izole ettikleri viriislerin

tamtmlanmast  konusunda viiriittitkleri bir ¢aliymada Zeytin Latent Halkah Leke virtisiini



teshis etmislerdir (M.I.C. HENRIQUEZ. F.T. REL F.A. LEITAO, J.F. SERRANO ve MF.
POTES, 1992).

SAVINO ve GALLITELLI (1983), Italva’da zevtin agaclarindan izole ettikleri
virislerin tammlanmas: konusunda yirtttikleri bir ¢alismada Hiyar Mozaik viriisiini teshis
etmislerdir (M.I.C. HENRIQUEZ, F.T. REL. F.A. LEITAQ. JF. SERRANO ve MF.
POTES, 1992).

SAVINO ve ark. (1984), Ttalya’da zeytin agaclarndan izole ettikleri viriislerin
tammlanmas: konusunda yirittiikleri bir ¢aligmada Zeytin Latent Virtis-2’vi teshis etmiglerdir
(M.LC. HENRIQUEZ. F.T. REL F.A. LEITAO. J.F. SERRANO ve M.F. POTES. 1992).

MARTELLI ve GALLITELLI (1985), 1976 wilinda bazi zeytin ¢esitlerinin
polenlerinde sans eseri olarak izometrik vapih viriis benzeri partikiller gézlemlemis ve daha
sonra zeytin agaclarindan yedi farkli viris izole etmislerdir. (BARBA,1993).

MARTELLI ve GALLITELLI (1985); HENRIQUES ve ark., (1990,1991), italya,
Amerika, Arantin. Israil ve Portekiz gibi birkag iilkede viriise benzeyen simptomlar igeren
zeytin hastaliklan kaydetmislerdir

GALLITELLI ve SAVINO (1985), Italya’da zeytin agaclarindan izole ettikleri
virtslerin tammlanmas: konusunda yurittikleri bir ¢alismada Zeytin Latent Viriis-1’1 teghis
etmiglerdir (M.1.C. HENRIQUEZ, F.T. REI. F. A. LEITAO, JF. SERRANO ve M.F.
POTES. 1992).

MARTE (1986), italya’min merkezinde vetistirilen zeytinlerde siddetli simptomlara
neden olan bir SLRV izolatimin simptom gostermeyen agaclardan elde edilen viriis izolatina
benzedigini bildirmistir (M.I.C. HENRIQUEZ, F.T. REI F.A. LEITAO, J.F. SERRANO ve
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3. MATERYAL ve METOT
3.1.Materyal

Bu ¢alisma Antakya Merkeze bagh Serinyol, Cekmece, Narlica Ekinci, Hacipasa
Batiayaz, Sogiit, Cevlanh Akbez ve Aktepe beldelerinde, Iskenderun, Altmézi,
Yayladagi, Samandag:, Erzin ve Dértyol ilgelerinde bulunan kapama zeytin bahgelerinde
veya fidanliklar ile Kirikhan ilcesindeki Tarim Bakanlhgma bagh Kurtlu-Soguksu Fidan
Uretme Merkezindeki zeytin bahgelerinde yapilmustir. |

Arazi calismalan sirasindaki bitki materyallerini siirvey vapilan tesadiifi olarak
secilmis bahgelerdeki geriye dogru olim, bodurluk. govdede kabuk catlamalar,
vapraklarda yukanva dogru kivrilma, klorotik ve nekrotik lekeler ve lezyonlar. orak
seklinde yapraklar, meyvelerde kiiciiime ve deformasyon gibi belirtilere sahip olan stipheli
agaclar ve bu agaglardan alinan vaprak. cigek ve mevve omekleri olusturmaktadir.
Belirgin olarak bir simptom géstermeven bahgelerde ise bahgeyi temsil edecek sekilde
tesadiifi olarak 6rnek almmustir.

Araziden alinan ve etiketlenerek naylaon torbalarda laboratuvara getirilen bitki
ornekleri testleninceye kadar muhafaza etmek amaciyla derin dondurucuda (-20 C° de)
bekletilmistir.

Laboratuvar ¢alismalaninda ELISA testi amaciyla kullamlan belirtecler Bioreba
firmasi-Isvigre'den saglanmstir. OLV1 ve OLV2 kaba antiserumlan ise Bari Universitesi-
Italya’dan getirtilimgtir. Test sonuglan Denley WS050 Wellscan marka otomatik
mikroplaka okuyucusunda 405 nm de okunarak degerlendirilmistir ELISA testléri icin U
tabanh polystyrene plakalar, pipet uglari, cam malzemeler, tampon ¢ozeltiler ve kimyasal
maddeler kullamlmsgtir.
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5 ml tampon ¢ozeltisi i¢inde ezilerek bitki 6zsuyu ¢ikanlmistir. Ekstrakte edilen bu
ornekler hemen buzdolabina alinarak kullanilincaya kadar burada bekletilmistir.

3.2.2.2. Belirteclerin Hazirlanmas:

OLV1 ve OLV2 disindaki tiim viriisler i¢in hazir belirtecler kullaniimistir. Bioreba-
[svigre firmasimin 6nerileri dogrultusunda- her bir viriis igin IgG ve konjuguat

seyreltmeleri yapimstir.
3.2.2.3. DAS-ELISA Testinin Uygulanist

Orneklerin testlenmesi Clark ve Adams (1977)'n gelistirdigi standart “Double
Antibady Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA)” prosediiriine
gore yapilmustir. Testin uygulamsgi sirasinda kullamlan ELISA plakalanmn 1. ve 12.
stitunlan kullaniimamustir,

1. Kaplama tampon ¢ozeltisi iginde immunogammaglobulinleri (IgG) antiserumun
satin alindi@ Bioreba firmasimun gondermis oldugu ‘prosedﬁre gére 1/1.000 oramnda
sulandirarak polystyrene ELISA plakalarinin her bir gukurcuguna 100 ul konulmustur.
Plakalar iizeri kapatiimak suretiyle nemli bir ortam saglanarak 30 C° de 4 saat inkiibe
edﬂﬁﬁstir.

2. Tnkiibasyon siiresi tamamlandiginda ¢ikanlan plakalar yikama tamponu ile g
kez yikanmugtir. Her yikama arasinda 3 dakika beklenmistir. Bu iglem bitince plakalar ters
cevrilerek bosaltilms ve katlanmis kagit havlu iizerinde hizhica vurularak kurumasi

saglanmugtir.
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3. Ekstrakte edilen her bir 6rnek plakalar tzerinde Onceden ¢ikanimig olan
testleme haritast esas alinarak ¢ift ukur olacak sekilde uygun kuyucuklara 100 pl
konulmustur. Bu asamada plakalara yine ¢ift kuyucuk olarak pozitif ve negatif
kontrollerde konulmus ve plakalar nemli ortamda 30 C° de 4 saat yada +4 C° de gece
boyunca inkiibe edilmistir.

4 Inkubésyondan sonra plakalar dnceden agiklandigi gibi Gic kez yikanmis ve
kurutulmustur.

5. Plakalara konjuguat tamponu igerisinde 1/1.000 oraninda sulandinlan
konjuguatlar vine her kuyucuga 100 ul olacak sekilde konularal; 30 C° de 4 saat inkiibe
edilmistir.

6. Inkitbasyon siiresi tamamlandiginda plakalar tekrar {ic kez wikanarak
kurutulmustur.

7. Substrat tamponu igerisinde 1 me/l ml oraninda taze olarak hazirlanmis
substrattan (p-nitrophenyl phosphate) her kuyucuga 100 pul olacak sekilde konularak
plakalar oda sicakliginda (+25 C°) karanlk bir ortamda reaksivon gelismesi igin
brrakilmistir. Renk gelismesine gore 30 dakika. bir saat ve iki saat sonra plakalar optik
okuyucuda 405 nm dalga bovunda okutulmustur.

8. Gerekli oldugu durumlarda reaksivonu durdurmak amaciyla her bir kuyucuga

3M NaOH soliisyonundan 50 pl ilave edilmistir.
3.2.2.4. ELISA Testi Sonuclarinin Degerlendirilmesi
Testlenen orneklerin 405 nm dalga bovunda okunan absorbans degerlerine

bakilarak saghkli 6rneklerin (negatif kontrollerin) en az iki kat1 yada daha fazla degerlere
sahip olanlar enfekteli olarak kabul edilmistir. Supheli 6rneklerde X + 3SD formiili
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uygulanarak bulunan negatif degerlerin ortalamasin iizerinde olan degerler enfekteli
olarak kabul edilmistir (CLARK, 1981).

3.2.2.5. Kaba Antiserumlarm Piirifikasyonn Tslemi

1. 0.5 ml kaba OLV-1. OLV-2 ve OLRSV antiserumlarinin her birine 4.5 ml
steril bidistile su ilave edilmistir.

2. Bu kangima 5 ml doymus amonyum silfatm (NH)SO4'n ¢okelti tizeri.nde
kalan duru kismundan eklenerek bu soliisyonu oda kosullarinda yarm saat siirevie
¢okmeye birakilmugtir.

3. Bu soliisvonu +4 °C’de 6000 devir/dakika’va ayarlanmus santrifiij aletinde 15
dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sirasinda proteinler (IgG) tiptn dip kismina
cokerekeokelti olusturmuslardir.

4. Bu islemden sonra tiipleri sarsmadan istte kalan berrak kismu pastor pipeti
yardimiyla uzaklastintmistir. Tuplerin her birine 1 ml % oramnda seyreltilmis PBS
soliisyonu ilave edilerek pH’st 7.4’e ayarlanmustir. Olgim sonucu PBS nin pH’st 1 M
HCl’den damla damla ilave ederek ayarlanmis ve pH 7.4’e disirilmistir. Bu islemier
sirasinda PBS iceren beher elektromanyetik bir karistirict vasitastyla strekli kangtindmstir
ve son siispansivondan 2 ml almarak santrifiijden sonra elde edilen ¢okeltinin tizerine
ilave edilerek ve ¢6ziinmesi saglanmustir.

5. Tiiplerin icindeki bu soliisyon yaklagik 15 cm uzunlugunda kesilerek bir ucu
stkica baglanmis ve etiketlendirilmis dializ tiplerine pastor pipeti yardimyla
doldurulmustur. Tipin agikta kalan ucu sikica baglanarak bu tapler 1 It 2’lik PBS
icerisinde bir manyetik kanstiric1 yardimiyla yavasca kangtirmak suretiyle +4°C’de dialize

brrakilmustir. Yaklagik 4 saat siiren bu birinci dializden sonra PBS yi uzaklastirarak verine
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yeniden 1 It %2’lik PBS ilave edilmis ve sabaha kadar ikinci dializ islemi yapilmustir. Ertesi
sabah 4 saat siire ile dializ iglemi tekrarlanmugtir.

6. Ug adet antiserum igin 35 gram Celliilose DE 52 tartilmig, 350 ml %’lik PBS
icerisinde vavasca kanstinlarak ¢éziindiiriilerek DE 52 Cellillose kolonu hazirlanmugtir.
+4 °C’de varim saat bekletildikten sonra beherin dibinde jel olusumu gézlenmis ve jelin
tizeriindeki PBS’nin pH st 6l¢iilerek 1 M HCI soliisyonu ile pH 7.4’e avarlanmustir.

7. DE Cellillosekolonu hazirlanarak elde edilen siipernatant . Onceden hazirlanan
cellilose jel Gizerindeki siipernatant yavasga karnstirilmig ve kolona dokiilmistir. Dipte
toplanan jelin Uzerine ¢api kolonunki ile aynt olan filtre kagidi konularak ustten %2 lik
PBS ile devamlt yikanmustir. Boylece jelin kurumasi engellenmistir.

8. Hazirlanan bu kolona dializden ¢ikanlan antiserumlar bir defada olmak tzere
aktanlmustir. Kolonun alttaki hortum ucu numaralandirilmug ve etiketlendirilmis olan steril
tiuplere verlestirilerek her tip icerisine 1 ml kadar immunoglobulinler sirasiyla
toplanmistir. Bu esnada kolon ustten strekli olarak %: lik PBS ile yikanarak jelin
kurumamasina dikkat edilmistir.

9. Numarah tiipler igerisinde toplanan antiserumlar 280 nm dalga bovunda

sirastyla okutulmustur.

Her i¢ antiserumdan elde dilen absorbans degerleri arzu edilen 1.4 in atinda
oldugu i¢in bu degere ulagmak icin her antiserumda en yogun olarak isaretlenen tiipler
birbirine kangtinlmigtir. Buna gore OLV-1 de 2. ve 3. tipler, OLV-2 de 3..4. ve 5.
tiipler, OLRSV de ise yine 2. ve 3. tipler birlestirilmistir. Miktarlan 6lgtlda ve aym
oranda doymus amonyum silfat soliisyonunun siipernatant: ilave edilmigtir. Bu kanisim
+4 °C de gece boyunca bekletilmistir. Boylece proteinlerin ¢okmesi saglanmustir. Ertesi
sabah antiserumlar dakikada 6000 devirde +4 °C de 15 dekika santriflij yapilmustir.
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Santrifiij igleminden sonra dibe ¢oken pellet kismina zarar verilmeden iistte kalan
siipernatant kismu bir pastor pipeti yardimiyla uzaklagtinlmistir. Tiiplere 2 ml % lik PBS
ilave edilerek tipler sikica c¢alkalanmustir. Bu soliisyon dializ tiiplerine aktarilarak
etiketlendirilmistir. 1 1t % lik PBS icinde +4 °C de Hafifce kanstirilarak her biri 4 saat
olmak tzere ii¢ kez dialize birakilmugtir. Her dializ islemi baginda tampon soliisvon
diizenli olarak degistirilmistir. Tim bu yeniden ¢oktiirme iglemleri tamamlandiginda elde
edilen antiserumlarin yeniden spektrophotometerde 280 nm de absorbans degerleri
okutulmustur.

Elde edilen antiserumlar veterince konsantre oldugu distniilerek ikinci kez

¢oktirme islemine gerek duyulmamstir.

3.2.2.6. Konjuguatlarin Hazirlanmasi

1. 0.3 ml amonyum silfatin (NH4)SO, duru kismindan alarak 0.3 ml (1000 Gnits)
alkaline phosphatase ile kanstinlmig ve cam tiip igerisinde oda sicakliginda yarim saat
bekletilmistir.

2. 4000 devir/dakika ve +4 °C’de 15 dakika santrifiijlenmis ve boylece tiptin dip
kisminda beyazimsi bir ¢okelti olusturmasi saglanmzstir.

3. Cokeltivi zedelemeden istte kalan duru kisim uzaklastmlmstir. Uzerine 0.4 ml
immunogammaglobulin ilave edilerek bir ucu sikica baglanmis etiketlendirilmis ince dializ
tipiine bosaltilmg stkica baglanmgtir.

4. Dializ tiipiiniin igindeki solisyon +4 °C’de 6gleden sonra, gece boyunca ve
sabah olmak tizere 0.5 It % lik PBS igerisinde bir manyetik kanstirnici ile hafifce
kanstilmak suretiyle ti¢ defa dialize birakilmustir .

5. Antiserum bir cam tiip igerisine alnarak iizerine % 0.05 oraninda

gluteraldehyde (2pl) ilave edilmis ve soliisyon steril distile su ile 1 ml ve tamamlanmstir
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(%25 lik taze gluteraldehyde soliisyonundan 2ul alinarak 1 ml antiseruma ilave edilerek
oran % 0.05° ayarlanmustir).

6. Antiserum oda kosullarinda 4 saat bekletildikten sonra ¢ok hafif bir sarimsi-
kahverengi renk olusumu goézlenmis gluteraldehvde solisyununun uzakiastirnimasi
amaciyla vine +4 °C’de 6gleden sonra. gece bovunca ve sabah olmak tizere 0.5 It ¥4 lik
PBS icerisinde bir manvetik karistirict ile hafifce kanstrdmak suretivle ¢ defa dialize
birakilmustir.

7. Antiseruma Smg/ml oraninda BSA (Bovine Serum Albumine) ilave edilerek

enzimle isaretlenen antiserumlar -20 °C’ve konulmustur.

3.2.2.7. IgG ve Konjuguatlarin Konsantrasyonlarimin Hazirlanmasi

Antiserum ve konjuguatlarin seyreltme serileri Cizelge 1’°deki gibi hazirlanmustir.

Cizelge 1. Bir ELISA plakasi tizerinde A-globulin ve konjuguatlarin sulandirmasi

A-globulin sulandirmast
/100 1/500 1/1000
| I 1
1/100 1/500 1/100 1/500 1/100 1/500
Konjuguat sulandirmast




16

3.2.2.8. Mekanik inokulasyon Cahsmalar

Mekanik inokulasyon ¢aliymalarinda kullanilan indikator bitkiler 1:1:1 oranlarinda
steril kum, torf ve toprak iceren kangimlarla doldurulan saksilarda yetistirilmigtir. Bitkiler
16 saat aydinhk ve 8 saat karanlik tutulan iklim odalarinda %60-70 oransal nem ve 25 °C
de gbzlem altina almmugtir (CHOUEIRI ve ark.,1993). Kiigiik tohumiu indikatér bitkiler
once tohum yastiklarna ekilmis ve buradan daha sonra 3-4 yaprakhi déneme gelenler
normal saksilara her saksiya bir adet olmak lizere sagirtilmustir. Fasulye, bakla ve hiyar
gibi iri tohumlu olanlar ise direk olarak her saksiya 3-4 adet ekilmistir. Bu bitkiler gerek
bitki besin maddeleri gerekse muhtemel zararlilar agisindan periyodik olarak kontrol
edilmistir. Test bitkilerinden hiyar kotitedon yapraklan olustugunda. fasulye ve bakla ilk
iki yaprag: olustugunda ve tiitiin ile kazayag bitkileri ise 5-6 yaprakli donemde inokule
edilmigir. Daha 6nceden SLRV, CLRV ve ArMYV ile infekteli oldugu ELISA testleri ile
tespit edilmis olan agaclarin meyve ornekleri taze olarak pH st 7.2 olan 0.1 M’lik Fosfat
Tampon Cozeltisi ve % 2.5’luk Nikotin Cozeltisi iginde 1:0.5:0.5 oraninda steril porselen
havanlar igerisinde e-ilerek ekstrakte edilmistir (CHOUEIRI ve ark.,1993; MESKAT ve
ark.,1993). Elde edilen bitki 6zsuyu bir iki dakika ¢nceden celite serpilmis olan indikatér
bitki yapraklarma elimizin isaret parmaf ile yavasca siiriilerek inokulasyon
gerceklestirilmistir. Her inokulasyondan sonra elimizi ¢esme suyu ile yikadiktan sonra
alkolle yiizeyden sterilizasyon yaptiktan sonra diger ornege gecilmistir Inokulasyondan
sonra yapraklar yine ¢esme suyu ile yikanarak bitki Gzerindeki artiklar uzaklagtinimistir.
Her omek igin denemeye tabii tutulan bitki gesitlerinden birer adet kontrol olarak
birakilmustir. Inokule edilen tiim bitkiler ve kontrolléri iklim odalarina alinarak gozlemler

yapilmigtir.



4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Arazi Cahsmalarindan Elde Edilen Bulgular

Hatay ilinde zeytin bahgelerinde kiltiirel ve bakim islemlerinin veterince ve
zamamnda vapimadigi, hastabk ve zararhilar ile miicadele konusunda yeterince onlem
alinmadif ve gerekli islemlerin vapilmadigi gozlenmistir. Bu durum viriis hastaliklarnimn
tipik belirtilerinin gézlenmesini zorlastiran bir faktor olmustur. Ozellikle vash bahgelerde
genel bir bodurlasma. agaclannin kismen va da tamamen kurumasi, siirgiinlerde
calilasma. gelisme geriligi, vaprak deformasyonlar: (Sekil 1). vapraklarda klorotik (Sekil
2), ve nekrotik lekeler, sararmalar, bogum aralannin kisa olusu. vapraklarn ig seklinde
uzayarak daralmasi. kasik seklinde ice dogru kivrilmalar (Sekil 3). vapraklarin orak
seklinde bir yada birka¢ merkezden kivrilmalan ve meyvelerde sekil bozukluklan (Sekil 4

ve 5) en belirgin virus simptomlarn olarak saptanmustir.
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Sekil 2. Viriisle bulagik bir bitkinin yapraginda gozlenen klorotik lekelenmeler
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Sekil 3. Ozellikle yagh bahgelerde, viriisle bulagik yapraklarnn i3 seklinde
uzayarak daralmasi, kagik seklinde ige dogru kivnilmalar

e

3

Seii,il 4. Viriis ile bulagik zeytin yapraklannin orak geklinde bir yada birkag merkezden
kivrilmalari
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Sekil 5. Meyvelerde sekil bozukluklar

. Sekil 6. SLRV infekteli meyvelerin gekirdeklerinin yiizeyinde gorilen kiicitk

: cukurcuklar ve ¢ekirdegin u¢ kisminda mevdana gelen deformasyonlar
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Caliymamiz sonucu Hatay bolgesinde zeytin vetistirilen hemen hemen her yoreye
gidilerek bolgemizin viriis hastaliklan ile bulagiklilik konusunda bir haritas: gikarimgtir.

Ozellikle yash bahgelerde yada bakiminm iyi yapiimadigi bahgelerde SLRV ile
infekteli agaclarda genellikle orak seklinde hatta daha fazla deforme olmus ve siklikla bir
vanst kaybolmus vapraklar seklinde belirtiler gozlenmistir. Siddetle enfekte olmus
meyvelerde ise ozellikle yaz sonunda tiimor benzeri olugumlar dikkati gekmistir. Ayrica
infekteli meyvelerin gekirdekleri incelendiginde ¢ekirdeklerin yiizeyinde kiigiik

cukurcuklar ve u¢ kisminda deformasyonlar gozlenmigtir(Sekil 6).

4.2. Laboratuvar Calismalarindan Elde Edilen Bulgular
4.2.1. ELISA Testi Sonuclan

Yapilan ELISA testlemeleri sonucundasimptom gésteren agaclarin yamisira hic bir
simptom gdstermeyen yaprak ve meyvelerden de pozitif sonuglar alinmstir.

Bunun yvamt sira SLRV, CLRV yada ArMV’ne karst yapilan testlemelerde
hastahikla bulagik olan agaglarin ¢icek ve meyvelerinde tespit edilen viris yogunlugunun
aymt agacin yapraklarindaki yogunluktan ¢ok daha fazla oldugu saptanmustir. Bazi
orneklerde testlemelerde yapraklarda negatif sonug alimirken meyvelerde yada gigeklerde
pozitif sonuglar elde edilmisir.

Hatay ilinde zeytin bahgelerinden alinan toplam 180 ornekte saptanan virislerin
bolgelere gore dagilimlan, toplam enfekteli o6rnek sayilari, % bulagikhk oranlan
Cizelge.2'de gosterilmistir.



Cizelge 2. Hatay ilinde zeytin yetistirilen bahcelerden alnan o6mneklerde saptanan
viriislerin bolgelere gore dafilimlan, toplam bulagik 6rnek sayisi ve yizde

oranlan
Alman Toplam
Ormnek alinan toplam Saptanan virtsler enfekteli Bulagiklik
bolge adi Ornek(Adet) ornek orani (%)
CLRV | SLRV | ArtMV
Cekmece 9 1 9 0 9 100.00
Altin6zi 27 14 2 9 25 92.59
Serinyol 24 4 5 2 7 29.16
Narlica 4 4 2 1 4 100.00
Yayladag: 38 25 22 23 27 71.05
Ekinci 16 0 0 1 1 06.25
Kurtlu-Soguksu 14 13 7 13 14 100.00
Aktepe 6 3 3 1 5 83.33
Akbez 9 4 4 2 5 55.55
Ceylanl 8 7 2 5 6 75.00
Sogut 2 1 1 0 1 50.00
Batiayaz 7 5 4 0 6 85.71
Iskenderun 3 0 0 0 0 00.00
Samandag 5 1 1 0 2 40.00
Hacipasa 8 1 2 1 2 25.00
TOPLAM 180 83 86 58 114 63.33

Cizelge 2'den de gorildigi gibi toplanan 180 ornekten 86 adedi (%47.77'si) SLRV
ile, 83 adedi (%46.11'7) CLRYV ile, ve 58 adedi (%32.22'si) ArMV ile enfekteli olarak tespit
edilmigtir. Saptanan bu virisler i¢inde en yaygin olan SLRV olarak saptanmugtir. Ayrica

toplanan 180 omekten 114 adedi bir yada birden fazla viriisle bulagik olarak bulunmustur.

Cekmece, Narlica, Aktepe, Kurtlu-Soguksu'dan getirilen 6rnekler %100 enfekteli
bulunmugtur. Bunu Altinézii (%92.59) ve Batiayaz (% 85.71) takip etmektedir.

Yapilan testlemelerde bazi drneklerin birden fazla viriis hastaligs ile bulagik oldugu

saptanmustir. Bolgelere gore toplam ve karisik enfeksiyonlar Cizelge 3'de verilmigtir.
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Cizelge 3. Bolgelere gore bitkilerde gériilen karsik infeksiyonlar

AMV  [ATMV  |SLRV | AtMV+ Toplam
Ornek alinan + + + SLRV+ Bulagikitk | 6rnek
bolge adi SLRV | CLRV |CLRV | CLRV oram (%) sayist
(Cekmece 0 0 ] 0 11.11 9
Altindzii 1 0 5 3 51.85 27
Serinyol 2 0 0 3 20.83 24
Narlica 0 1 2 0 75.00 4
Yayladag 2 3 2 18 65.78 38
Ekinci 0 0 0 Y 0 16
Kurtlu-Soguksu 0 6 1 6 92.85 14
Aktepe 0 0 2 0 40.00 6
Akbez 0 1 i 1 33.33 9
Ceylanh 0 4 | [ 85.71 8
Sogiit 0 0 1 0 50.00 2
Hacipaga 0 0 0 1 12.25 8
Bauayaz 0 0 3 0 42.83 7
Iskenderun 0 0 0 0 00.00 3
Samandag: 0 0 0 0 00.00 5
Toplam 5 15 19 38 180

Cizelge 3’den de goriildugii gibi kansik enfeksiyonun en yogun oldugu bolge %
92.85 ile Kurtlu-Soguksu olup bunu % 85.71 ile Ceylanl ve % 75.00 ile Narlca
izlemigtir.

Bolgelere gore saptanan bu viriislerin DAS-ELISA testi sonucunda elde edilen
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Cizelge 4. Altin6zii’nden toplanan érneklerde saptanan virislerin DAS-ELISA testinde

405 nm’de okunan optik densite degerlerinin ortalamast

Pozitif Ornekler | Negatif Omekler
Virisler Ortalamasi Ortalamas: Pozitif Kontrol | Negatif Kontrol
SLRV 0350 0.091 3429 0.071
CLRV 0.336 0.101 30246 0.127
AMV 0.260 0.070 1.529 0.100

Cizelge 5. Yayladagi’ndan toplanan 6rneklerde saptanan viriislerin DAS-ELISA testinde

405 nm’de okunan optik densite degerlerinin ortalamast

Pozitif Ornekler | Negatif Ornekler
Virtisler Ortalamasi Ortalamasi Pozitif Kontrol | Negatif Kontrol
SLRV 0976 0.356 3.517 0.235
CLRV 0.373 0.017 3.392 0.038
AMV 1.155 0.075 1.776 0.078

Cizelge 6. Kirtkhan (Kurtlu-Soguksu)’dan toplanan ¢rneklerde saptanan viriislerin DAS-

ELISA testinde 405 nm’de okunan optik densite degerlerinin ortalamasi

Pozitif Ornekler| Negatif Ornekler,
Viriisler Ortalamasi Ortalamasi Pozitif Kontrol | Negatif Kontrol
SLRV - 0.181 0.049 3.429 0.063
CLRV 0.343 0.041 3.246 0.127
AMV 0.285 0.138 1.529 0.109
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Cizelge 7. Samandagi(Batiayaz)’dan toplanan 6meklerde saptanan viriislerin DAS-

ELISA testinde 405 nm’de okunan optik densite degerlerinin ortalamasi

Pozitif Ornekler | Negatif Ornekler
Virisler Ortalamasi Ortalamast Pozitif Kontrol | Negatif Kontrol
SLRV 0.268 0119 3 542 0073
CLRV 0.469 0.192 3.604 0.413
AMV -—- 0.127 0.442 0.128

Cizelge 8. Hassa (Aktepe, Akbez. Ceylanl, Sogiit)’dan toplanan 6rneklerde saptanan

viriislerin DAS-ELISA testinde 405 nm’de okunan optik densite degerlerinin

ortalamasi
Virtsler Pozitif Ornek i Negatif Ornek | Pezitif Kontrol | Negatif Kontrol
SLRV 0.211 l 0.048 3.480 0.103
CLRV 0282 0 094 3247 0127
AMV 0.117 0.067 2.036 0.043

Cizelge 9. Merkez (Cekmece, Narlica, Serinyol. Ekinci)’den toplanan orneklerde

saptanan viraslerin DAS-ELISA testinde 405 nm’de okunan optik densite

degerlerinin ortalamasi

Pozitif Ornekler | Negatif Ornekler
Viriisler Ortalamas Ortalamas: Pozitif Kontrol | Negatif Kontrol
SLRV 0.723 0.261 3.536 0.365
CLRV 0.573 0.109 3.438 0.128
AMV 0.528 0.148 2.465 0.100




26

Meyve déneminde alinan 21 6rnekte hem meyve hemde yaprak dokusu aym anda
testlenmistir. Bunun sonucu 21 adet 6rnekte AMV igin yapraktan 1 adedi (% 4.6),
meyveden 5 adedi (%23.80). SLRV icin vaprakta 15 adedi (% 71.42), meyveden 17
adedi (%80.95) ve CLRYV igin yaprakta 17 adedi (%80.95), meyveden 11 adedi (%
52.38) pozitif olarak tespit edilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Aymi agaglarin meyve ve yaprak dokularnindan alinan 6rneklerde CLRV,

SLRV ve AMV’niin enfeksiyon oranlan

Bu verilere dayanarak aym agacin yaprak ve meyve dokusu karsilastirldiginda
CLRYV hari¢ diger viriislerde hem pozitif ¢ikan érnek sayismin fazla oldugunu hemde
¢tkan pozitif ornekler kiyaslandifinda meyvelerin yapraklara oranla daha yiiksek optik
densiteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Yine alman 15 adet érnekte hem yaprak hemde ¢igek dokusundan aym anda
testlemeler yapilmistir. Bunlarin AMV ve SLRYV i¢in yaprakta 6 adedi (% 40.00). gicekte
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12 adedi (% 80.00). CLRV igin ise vaprakta 6 adedi (% 40.00). cigekte 10 adedi
(%66.66) pozitif olarak bulunmustur (Sekil 8).
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Sekil 8. Aym agaclanin cigek ve yaprak dokularindan alinan 6rmeklerde CLRV.

SLRV ve AMV niin enfeksivon oranlari

Bu veriler sonucunda yine benzer sekilde aym 15 6rnekte vaprak ve cigek dokusu
kargilastirildiginda tim viriisler igin ¢igek dokusunun hem daha fazla 6meklerde pozitif
reaksivon verdigi hemde c¢ikan pozitif orneklerin yapraklardan daha wiksek optik

densiteye sahip oldugu belirlenmistir.
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4.2.2. Kaba Antiserumlarn Piirifikasyon islemleri Sonuclan

Piirifikasyon islemleri sonucunda numaralandinlmis tiipler icerisinde toplanan
antiserumlar 280 nm dalga boyunda sirasiyla okutulmustur. Elde edilen absorbans
degerleri g6yle bulunmustur:

Tiip numarasiQLV-1 icin absorbans degen

1. tiip 0.006

2. tip 0.900

3. tiip 0.112

4. titp 0.021

5. tiip 0.013

6. tip 0.029

7. tiip 0.002

Tiip numaras1iOLV-2 i¢in Absorbans degeri
1. tup 0.006
. tiip 0.003
. tiip 0.266
. tiip 0.628
. tip 0.112
. tiip 0.049
. tiip 0.027
. tip 0.020
. tup 0.019
10.tiip 0.017

O 0 1 o W A W



29

Tiip numarastOLRSYV i¢in absorbans degeri
1. tiip 0.001
2. tiip 0.322
3. tiip 0.205
4. tip 0.037
5. tiip 0.017

Her G¢ antiserumdan elde dilen absorbans degerleri arzu standart deger olan
1.4’0n atinda bulunmasindan dolay1 bu degere ulagmak i¢in her antiserumda en yogun
olarak isaretlenen OLV-1 de 2. ve 3. tiipler. OLV-2 de 3..4. ve 5. tiipler. OLRSV de ise
vine 2. ve 3. tiipler birlestirilerek c¢oktiiriilmis ve veniden bir pirifikasyon islemi
vapmustir.  Tum bu islemleri tamamlandiginda elde edilen antiserumiarin
spektrophotometerde 280 nm de absorbans degerleri veniden okutulmustur. Elde edilen

sonuclar her bir viris i¢in sdyle bulunmustur:

OLV-1 OLV-2 OLRSV
Absorbans degeri:  1.344 0.986 1.079

4.2.3, Mekanik Tnokulasyon Sonuclar

Mekanik inokulasyon denemelerinde MN.fabaccum ArMYV ile, N.benthamiana
SLRYV ile, Cucumis sativus ve Datura stramonium test bitkilerinde CLRYV ile infekte
olabilmiglerdir. Simptomlar inokule edilen bitkilerde g6zlenmistir ancak kontrol

bitkilerinde g6zlenmemistir.
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ArMV ile enfekteli bitkilerden yapilan inokulasyonlarda yaklastk 15 giin sonra
N.tabaccum bitkilerinin yapraklarinda mozaik seklinde desenler ve hafif kiigiilme
gozlenmistir(Sekil 9).

SLRV ile enfekteli bitkilerden vyapilan inokulasyonlarda N.benthamiana
bitkilerinin alt yapraklaninda klorotik beneklenmeler gdzlenmistir (Sekil 10).

CLRYV ile enfekteli bitkilerden yapilan inokulasyonlarda Cucumis sativus test
bitkilerinde gelisme geriligi, bodurluk ve yapraklarda kivrilmalar ve kiigilmeler (Sekil
11). Datura stramonium test bitkilerinde ise gelisme geriligi ve vapraklarda kivrilmalar

gozlenmistir (Sekil 12).



Sekil 9. AtMV ile enfekteli N.tabaccum test bitkilerinin yapraklannda mozaik seklinde
desenler ve hafif kiigiilmeler.

Sekil 10. SLRYV ile enfekteli N.benthamiana test bitkilerinin alt yapraklannda klorotik

«

: beneklenmeler

S



Sekil 11. CLRV ile enfekteli Cucumis sativus test bitkilerinde gelisme geriligi, bodurluk,

yapraklarda kivrilmalar ve kigilmeler

Sekil 12. CLRYV ile enfekteli Datura stramonium test bitkilerinde ise gelisme geriligi ve

yapraklarda kivrilmalar



5. TARTISMA

Zeytin iretimi tilkemizin hem i¢ hem de dis pivasasina yonelik faalivet gosteren
onemli bir is koludur. Gerek zevtin bitkisinin ana vatammn Tirkiye olmasi gerekse
Akdeniz iklim kusagimn zevtin {retimi icin son derece uygun ekolojik kosullara sahip
olmasi nedenivle bol miktarda zeytin uretimi ilkemiz tanmm onemli Olgiide
etkilemektedir. Akdeniz bolgesinde 6zellikle Hatay ilinde zevtincilik olduk¢a yuksek
potansivele sahiptir ve Akdeniz bolgesi tretiminin % 35’ini karsilamakta hatta baz
ilcelerde halkin tek gecim kaynagim olusturmaktadir.

Pek cok kiiltiir bitkisinde oldugu gibi zeytin ve zeytin vag: iretimini siurlayan
bircok zararh ve hastalik mevcuttur. Ulkemizde bilhassa zevtin zararlilan konusunda cok
sayida bilimsel arastirma yapilmig olmasina ragmen viriis hastahiklart konusunda yapilan
pek fazla caliyma voktur. Onemli derecede zararlanmalara ve iiriiniin kalite ve miktarinda
deger kaybina neden oldugu bilinen viris hastaliklari ile micadelede en 6nemli esas
hastaligin tamsimin dogru %onmasidir. Bu amagla arazide gozlemlere ve simptomlara
bakilarak konulan tamlar mutlak suretle laboratuarda vyapilacak cesitli testlerle
dogrulanmalidir. Ciinkii aynu viral etmen birden fazla konukguyu enfekte edebilmekte ve
her birinde farkli sekilde simptom olusumuna neden olabilmektedir. Ayrica bir ¢ok viris
etmeni arazide bitkinin fenolojisine bakildiginda kendine has karakteristik simptomlar
meydana getirmeden latent enfeksiyonlar olusturabilmektedir. Bitkinin goriinisiine
fazlaca bir etki yapmayan bu latent hastaliklar iriiniin miktarina 6nemli oranlarda etki
edebilmektedir. Sirvevler sirasinda bunun gibi latent enfeksiyonlar dogru tamini
konulmasinda vaniltici ve zorlastirici bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Laboratuvarda cesitli testlerle tanis1 yapilmus virtis hastaliklan ile micadele edilmesi

atilacak ikinci dnemli adimdir.
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Laboratuvarda gesitli testlerle tamis1 yapilmug viriis hastaliklan ile miicadele edilmesi
atilacak ikinci 6nemli adimdr.

Bu ¢ahgmada Hatay yoresinde zeytin bitkisinde zararh SLRV, CLRV, AMV,
OLRSV, OLV-1 ve OLV-2’nin ELISA testi ile tandan yapilmus ve her bir viris
hastahginin ¢aligma alam igerisinde gerek tamlanmas: gerekse yaygmhfint arastinlmustir.
Giniimiizde bunun gibi belirli bir bolgenin baz: viriisler agisindan taramasimn yapildid
arazi ¢alismalarinda ELISA testi yaygin, givenilir ve hizhh bir metot olarak kabul
edilmektedir (CLARK ve ADAMS, 1977).

Yapilan mekanik inokulasyon denemelerinde N.tabaccum  ArMV'ne,
N.benthamiana SLRV’ye, Cucumis sativus ve Datura stramonium test bitkileri ise
CLRV‘ye kargt reaksivon gostermislerdir ve viriise benzer belirtiler meydana gelmistir.
Bu bitkilerle ayni kosullarda bulunan kontrol bitkilerinde ise simptomlar gézlenmemistir.

Cahsma swrasinda bolgemizde zeytin bitkisinde gozlenen en yaygm viriié
- simptomlar; gelisme geriligi, siirgiinlerde c¢ahlagma, yaprak deformasyoplar, bogum
aralannin kisa olusu, vapraklarda klorotik ve nekrotik lekelenmeler, sararmalar ve
meyvelerde sekil bozukluklan olarak tespit edilmistin Bu tiirden simptomolojik
gozlemleri FIDAN ve ERTEM (1995) de belirtmistir. Bu sekilde belirtiler gosternieyen
agaclardan da latent enfeksiyonlarin bulunabilecegi distintilerek tesadiifi olara1-< ornekler
alinmig ve bunlarda da bazi viriislerin varhg saptanmistir. Ozellikle CLRV ile enfekteli
bazi afaclarin aym bahgedeki saghkh olarak tespit edilen agaclardan gorsel olarak aymrt
edilmesi oldukga giigtiir. Buna benzer bulgular HENRIQUES ve ark.,(1990)’in yaptigs
calismalar sonucunda da elde edilmistir. Bununla birlikte 6zellikle yash ve bakimsiz bazi
bahgelerde zaman zaman besin maddesi noksaniiklarindan dolayt meydana gelen
gorintiler viriis hastaliklan ile siklikla kanstinlmaktadir. Bu tip 6rnekler testlendiginde

ise herhangi bir viriise rastlanmarmmgtir. Ayrica siddetle enfekte olmus meyveler



35

orneklerinde ozellikle yaz sonunda dikkati ¢eken tiimor benzeri olusumlar Liothrips olea
zararina benzemekle beraber bdcek beslenmesine ait herhangi bir kamita rastlanmammstir.
Zira bu zararlimin beslenmesi sonucunda meydana gelen tiimor seklinde olusumlann etrafi
¢iplak gozle net bir gekilde gorillebilen bir klorotik leke ile gevrilidir (CANTERO,
1965).Infekteli meyvelerin gekirdekleri incelendiginde ise gekirdeklerin viizeyinde kiigiik
sukurcuklar ve u¢ kisminda deformasyonlar gozlenmistir. Ancak bu tip belirtiler virisli
oldugu tespit edilen afacm tim meyvelerinde ve ozellikle de saglikh meyvelerin
cekirdeklerinde gozlenmemistir. SLRYV ile bulagik agaglardaki bu simptomlann varlig: ve
dagilim oranlan yildan yila degismektedir (HENRIQUES ve ark.. 1992).

Zeytinde SLRV’nin neden oldugu orak seklinde yada deforme olmus vaprak
simptomlant HENRIQUES ve ark. (1990) tarafindan da belirtilmistir.

Kangik enfeksiyonlarin saptandif1 agaclarda daha siddeth belirtiler goriitmustiir.
Bu sonuclar MARTE ve ark.(1986)'min bulgulantyla da uyum igerisindedir. Simdive
kadar elde edilen bilgilere gore yapraklardaki belirtiler ile meyve tiretimi arasinda bir iligki
tespit edilememistir. Ornegin, Yunanistan’da hastahgin stkliginin ve siddetinin gok vitksek
oldugu 1981 vilinda, ¢ok siddetli yaprak simptomlari gdosteren agaglar bakimh ve verimli
topraklarda yetistirilen agaclarinki %adar fazla meyve verimine sahip olmustur
(KYRIAKOPOULOU, 1993).

Arastirma yoresinde zeytinde toplam 180 agactan alman 6rnegin 86 adedinde
(%47.77) SLRYV, 83 adedinde (%46.11) CLRV ve 58 adedinde (%32.22) AMV tespit
edilmigtir, Temmuz-Agustos 1998 doneminde yine aym bahgelerden alman 76 Srnekte
OLV-1, OLV-2 ve OLRSYV tespit edilememistir. Test edilen bu virisler igerisinde en
yaygmn olarak SLRV ¢ikmustir. Ayrica 180 6rnegin 114’tnin bir yada birden fazla viriisle
bulagiklik durumu belirlenmistir. Bazi ilge ve beldelerden (Cekmece, Narlica ve Soguksu)

getirilen 6rneklerin tamam enfekteli otarak bulunmustur.
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Antakya-Merkez’den alnan 6meklerdeki enfeksivon oranlanmn c¢ok yiiksek
¢ikmast testlenen az sayida 6megin hepsinin enfekteli olarak bulunmasi nedeniyledir.
Ayrica yine Antakya- Merkez’de ve Altindzii’nde ¢ok yash o6zel kapama bahgelerden
alinan Orneklerin yiiksek oranda enfekteli ¢ikmasi bu bahgelerin uzun yillar boyunca
enfeksiyon odagr olarak kaldifim ve gerekli eradikasyon caligmalanmin yapiimadigim
gostermektedir. Bu tip ¢ok yagh hastalikh bahgelerin giinimizde hala as: kalemi temin
edilmesinde kullamildigi ve boylece hastaligin gen¢ bahgelerede taginma olasiliginm
yiiksek oldugu gorilmektedir.

Zeytinde virtslerin- epidemiyolojisi hakkinda simdive kadar yapilan calismalar
sonucu herhangi bir hayvansal vektor saptanamamustir. Bu tip hastaliklann yayilmasinda
temel yol biytik olasihkla enfekteli tiretim materyalinin kullamlmasidir. Baz: viriislerin
polen daneleri igerisinde bulunmas: ise polenle tagimmasimn mumkin olabilecegi tezini
desteklemektedir. Ancak - bu konuda su anda herhangi bir deneysel kamt
bulunmamaktadir (BARBA, 1993).

Bazi arastincilarin yapmis oldugu denemeler sonucunda yaprak ve meyvelerde
siddetli hastalik simptomu gosteren agaglardan alman agt- ¢ubuklarimn simptom
gostermeyenlerden alinanlara oranla daha diisik seviyede koklenme vetenegine sahip
olduklarim bildirmislerdir (REI ve ark., 1993).

Higbir denetlemenin ve miicadelenin vapilmadig: bolgemizde gerek 6zel gerekse
kamuya ait bahgelerde enfeksiyon oranlarimin ¢ok yitksek ¢ikmasi bu viriis hastahklarinin
bolgede ¢ok kisa bir siire iginde tehlikeli boyutlara ulagabileceginin bir
kanitidir Bolgemizde mevcut zeytin bahgelerinin ve fidanhklann viriis hastaliklan
agisindan incelenmesi, hastalikla bulasik durumda olanlarm saptanmasi, bulagikhk
oranlarinin belirlenmesi ve mevcut virislerin tanimlamalarmin yapilmasi ile eradikasyon

caliymalanda baslatiimahdir. Ayrica bolgemizde saptanan virislere lars testlenmis fidan
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tiretimi konusunda Avrupa Topluluguna iiye ilkeler arasinda birgok liriinde
uygulanmakta olan "Sanitasyon ve Sertifikasyon" programinin baglatimas: gerek

bélgemizin gerekse Ulkemizin ihtiyact olan hastaliktan ari fidanlann uretilmesi lke

ekonomimize biyiik katkilar saglayabilecektir.
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OZET

Pek ¢ok kiiltiir bitkisinde oldugu gibi zeytin bitkisi de viriis hastalik etmenlerinin
konukgusudur. Hatay yoresinde 1997-1998 willannda viiritiilen bu ¢ahgmada zeytin
agaglaninda gozlenen viriis hastaliklarinin serolojik ve biyolojik yéntemlerle tanilar yapilarak .
bulagiklik oranlan belirlenmigtir.

Kiiltiirel ve bakim islemlerinin yeterince ve zamaninda yapilmadigi yash bahgelerde
genel bir bodurlagma , siirgiinlerde ¢alilasma, yaprak deformasyonlan, yapraklarda klorotik ve
nekrotik lekeler, bofum aralarinda kisalma, i§ veya orak seklinde vaprak olusumu ve
meyvelerde sekil bozukluklar gériilmistir. Bu bahgelerden alinan orneklerde Cilek Latent
Halkah Leke Virusii (SLRV), Kiraz Yaprak Kivirciklik Viriisiit (CLRV) ve Arabis Mozaik
Viriisi (ArMV), Zeytin Latent halkali Leke Vinisii (OLRSV), Zeytin Latent Viriis-1(OLV-1)
ve Zeytin Latent Viris-2 (OLV-2) 'nin saptanmasi amaciyla poliklonal antiserumlar
. kullamlarak DAS-ELISA (Double Antibady Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) yontemi ile bitkiler testlenmistir.

Hatay bolgesinde testlenen 180 6rmek % 47.7 oramnda SLRV, % 46.1 oraninda
CLRYV ve % 32.2 oraninda ArMYV ile enfekteli olarak saptanmustir. Testlenen 76 adet 6rnegin
hi¢birinde Zeytin Latent Halkal: Leke (OLRSYV), Zeytin Latent Viriis-1 (OLV-1) ve Zeytin
Latent Viriis-2 (OLV-2)’ye rastlanmamgtir.

Hatay bélgesinde farkl: ilge ve beldelerden alinan gipheli 6meklerde viriisle bulasikhk
oranlanda belirlenmigtir. En yogun bulagikhk oram Kirikhan’dan getirilen 6rneklerde % 100
olarak saptanmustir. Bunu % 92.59 oram ile Altinézii, % 71.05 ile Yayladagi, % 68.00 ile
Hassa (Akbez, Aktepe, Ceylanh ve Sogiit), % 66.66 ile Samandagi-Batiayaz ve % 39.62 ile
Antakya-Merkez (Cekmece, Serinyol, Narlica, Ekinci) izlemistir.
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Testlenen bazi bitkilerin ise birden fazla viris ile kangik enfekteli oldugu ELISA
testleriyle saptanmustir. En yogun kangik enfeksiyonlar genel olarak AMV+SLRV+CLRV
kompleksi seklinde bulunmustur.

Ayrnica viriislerle yogun olarak enfekteli olan 6rnekler otsu konukgu bitkilere inokule

edildiginde viriis simptomlarina benzer tipik belirtiler gézlenmistir.
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SUMMARY

Olive trees are host to virus diseases like other cultured plants. In this study
which had been carried out in 1997-1998 in Hatay Province, identification of virus
diseases of olive trees by using serological and biological methods were made and
detected infection rates of them.

In old orchards in which cultural procedures and care practices were not well
done, general stunting, bushy shoots, leaf deformations, clorotic and necrotic spots on
leafs. deformations on fruit or corn surface were observed. The samples which collected
from these orchards were tested to detect Strawberry Latent Ring Spot Virus (SLRV).
Cherry Leaf Roll Virus (CLRV), Arabis Mosaic Virus (AMYV), Olive Latent Ring Spot
Virus (OLRSV), Olive Latent Virus-1 (OLV-1) and Olive Latent Virus-2 (OLV-2) by
using DAS-ELISA methods and by using polvclonal antibadies.

180 tested samples in Hatay Province were SLRV, CLRV and AMV with the
infection rates of 47.72 %, 46.10 % and 32.24 %, respectively. All of 76 samples, which
tested against OLRSV, OLV-1 and OLV-2, were negative.

The virus infection rates in the suspicious samples which collected from different
areas of Hatay, were also determined. The highest infection was found in Kirikhan with
the infection rate of 100 %. It was followed by 92.59 % in Altinézii, 71.05 % in
Yayladag:, 68.00 % in Hassa (Akbez. Aktepe, Ceylanh. Sogit areas), 66.66 % in
Samandagi- Batiayaz and 39.62 % in Antakya-Center (Cekmece, Serinyol. Narlica,
Ekinci).

 Some of the samples were found to be infected with more than one virus diseases
acording to ELISA resultss The most common mix-infections were
AMV+SLRV+CLRV.



4]

When the samples are infected with viruses inoculated to herbaceous hosts, typical
symtoms like viruses were observed.
EK
GENEL ELISA TEST ISLEMT iCiIN KULLANTLAN TAMPON
FORMULASYONLARI
PBS (Phosphate Buffered Saline, 1x, pH 7.4/1000 ml icin)
Distile su igerisinde : )
NaCl8.0 gr
KH,P040.2 gr
Na,PO41.15 gr
KCl10.2 gr
NaN;0.2 gr
Kaplama Tamponu (pH 9.6/1000 ml i¢in)
Distile su icerisinde :
Na,CO:1.59 gr
NaHCO:2.93 gr
NaN;0.2 gr
Yikama Tamponu (pH 7.4/1000 ml icin)
PBS (1x) igerisinde
Tween 200.5 ml
Konjuguat Tamponu (pH 7.4/1000 ml i¢in)
PBS (1x) igerisinde
PVP MW 2400020.0 gr
Tween 200.5 gr
BSA2.0gr

C Y4y i w ek TiM KU&H‘L?B
Tbm FMANTASYUR ERKEZS



Substrat Tamponu (pH 9.8/1000 ml i¢in)
Distile su icerisinde (pH s1 HCI ile ayarlanmug)
Diethanolamine97 ml

NaN;0.2 gr

Ornek Tamponu (pH 7.4/1000 ml icin)
PBS (1x) icerisinde

PVP(Polyvinyl pyrolidone)MW 2400020.0 gr
Tween 200 5 ml
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