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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TEKIiRDAG’ DA ZEYTIN DAL KANSERI HASTALIGI ETMENi PSEUDOMONAS
SAVASTANOI PV. SAVASTANOI’ NiN TANISI VE BAKTERIYEL ANTAGONISTLERLE
BIiYOLOJIK MUCADELESI

Ece SANCAR

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mustafa MIRIK

Zeytin (Olea europaea) agaglarinda Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (syn. P.
syringae pv. savastanoi)’ nin neden oldugu zeytin dal kanseri yaralar yoluyla giris yaparak
zeytin agaglarmi enfekte etmektedir. Bakteri tarafindan iiretilen ve enfeksiyonu cevreleyen
hiicrelerin ¢cogalmasina neden olan fitohormonlar bu hastaliga 6zgii tipik gal olusumuna neden
olmaktadir. Bu ¢aligma 2015-2017 yillar1 arasinda Tekirdag ilinde gerceklestirilmistir. Zeytin
dal kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin tanisi ve yaygimliginin tespit
edilmesi igin farkli zeytin gesitlerinden 78 adet hastalikli bitki 6rnegi toplanmis ve 52 adet izolat
klasik tan1 yontemleriyle tanilanmistir. Tanilanan tiim bakteri izolatlar1, patojenite testi yapilan
zeytin fidanlarinda ur olusumuna neden olmus ve King's B besi ortaminda zayif floresan
pigment iiretmistir. izolatlarin tamami gram negatif olurken oksidaz, pektolitik aktivite, levan
ve arginin dehidrolaz negatif, tiitiin yapraklarinda asir1 duyarlilik reaksiyonlari ile LOPAT 1B
grubunda yer aldig1 belirlenmistir. Bundan dolayr Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
olarak tanilanmistir. Ayrica, yapilan caligmalarla zeytin dal kanseri hastaliginin Tekirdag ilinde
yayginligt %33 oranlarinda oldugu belirlenmistir. Zeytin bahgelerinden, zeytin agaglarindan
toplanan gicek ve yapraklarindan 50 adet, topraktan 60 adet izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin

tiitlin yapraklarinda asir1 duyarlilik reaksiyonlarr negatif olarak belirlenmistir. Labarotuvar



kosullarinda yapilan patojen ile ikili kiiltiir denemeleri sonucunda 110 izolatin arasinda 23

tanesi 1-10.8 mm arasinda inhibisyon zonu olusturmustur.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, zeytin dal kanseri, zeytin,
LOPAT, tam

2018, 52 sayfa



ABSTRACT
Master’s Thesis

IDENTIFICATION OF BACTERIAL KNOT DISEASE AGENT PSEUDOMONAS
SAVASTANOI PV. SAVASTANOI AND BIOLOGICAL CONTROL OF DISEASE BY
ANTAGONISTIC BACTERIA IN TEKIRDAG

Ece SANCAR

Namik Kemal University in Tekirdag
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa MIRIK

Olive knot disease on olives (Olea europaea) is caused by the bacterium Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi (syn. P. syringae pv. savastanoi) which infects through wounds. The
galling typical of this disease is caused by phytohormones produced by the bacteria, which
cause proliferation of cells surrounding the infection. This study was conducted in 2015- 2017
in several provinces of Tekirdag in Trakya region. To investigate the identification and
prevalence of Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, totaly 78 infected knot samples
collected from several olive cultivars and 52 isolates of bacterium were detected at classical
characterization tests. All of the isolates were gram negative and were found to be in the
LOPAT 1B group with oxidase, pectolytic activity, levan and arginine dihydrolase negative,
hypersensitivity reactions in tobacco leaves. It has therefore been identified as pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi. In addition, it has been determined that the prevalence of olive
branch cancer disease in the province of Tekirdag is 33%. From olive gardens, 50 pieces of
flowers and leaves collected from olive trees and 60 pieces of isolates were obtained from soil.
The hypersensitivity reactions of these isolates to tobacco leaves were negative. As a result of
double-culture experiments with pathogen in laboratory conditions, among the 110 isolates, 23

of them produced an inhibition zone of 1-10.8 mm.

Key Words: Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, olive knot disease, olive, LOPAT,

identification

2018, 52 pages
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1. GIRiS

Zeytin (Olea europaea), zeytingiller (Oleaceae) familyasindan meyvesi yenen Akdeniz
iklimine 6zgii bir agac tiiridiir. Zeytin, diinya lizerinde Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu orta

kusakta ve Akdeniz ikliminin etkili oldugu yerlerde dogal olarak yetisir (Gemas ve ark. 2004).

Sekil 1. 1. Diinya zeytin iiretim alanlart (Anonim 2009).

Meyvesinden sofralik zeytin ve zeytinyagi olarak faydalanilirken yapraklarindan da ilag
sanayisinde faydalanilmaktadir (Ozkaya ve ark. 2010).

Zeytin, Tirkiye tarim ekonomisinde 6nemli ilk 10 iriinden bir tanesidir. Zeytin,
iireticilerimizin yaklasik %10’u tarafindan yetistirilmekte ve 6nemli bir gelir kaynagini teskil

etmektedir (Akay 1996). Sekil 1. 2.’de Tiirkiye’ de zeytin yetistirilen alanlar goriillmektedir.

Sekil 1. 2. Tiirkiye zeytin iiretim alanlar1 (TUSSIDE 2015).



Cizelgede 1. 1.’de goriildiigii lizere FAO 2016 verilerine gore tane zeytin liretiminde
l.sirada Ispanya yer almakta, bunu italya ve Yunanistan izlemektedir. Zeytin iiretiminde

Tirkiye ise diinya genelinde 4. sirada yer almaktadir.

Cizelge 1. 1. Diinya sofralik zeytin iiretimleri (bin ton).(FAO 2016).

2014 2013 2012 2011
Ispanya 4.578 9.250 3.849 7.820
Italya 1.964 2.941 3.018 3.182
Yunanistan 2.284 1.918 2.825 1.874
Tiirkiye 1.754 1.676 1.820 1.750

Devlet Istatistikleri Enstitiisii arastirmalarina gore, Tiirkiye’de iiretilen zeytinlerin %

68’1 yag liretimine ve % 32’si sofrada kullanilmak iizere yetistirilmektedir.

Bunun yaninda zeytin yag sektoriinde ise Tiirkiye yillara gore degisiklikle birlikte
Cizelge 1. 2.” de goriildiigii iizere diinyada ilk 6 icerisinde yer almaktadir. Tiirkiye’de 6nemli
bir zeytinyag: iireticisi iilke olarak Ispanya, italya, Yunanistan ve Tunus gibi iilkelerle birlikte

zeytinyagi dis ticaretinde 6n plana ¢ikmaktadir (Armagan ve ark. 2006).



Cizelge 1. 2. Diinya zeytinyag iiretimleri (bin ton). (I0OC 2016).

2015/16 2014/15 2013/14 2012/13
Ispanya 1.300 842 1.781.5 618.2
Italya 350 222 463,7 415.5
Yunanistan 300 300 132 357.9
Tunus 140 340 70 220
Suriye 215 105 180 175
Tiirkiye 143 170 135 195

Tiirkiye'de 845.542 hektar alanda 173 milyon zeytin agaci bulunmakta ve her gecen yil

da bu rakam artmaktadir (Cizelge 1. 3.). Son yirmi yilda zeytin agaci adedinde ikibuguk misli

artis olmustur. Fakat meyve veren zeytin agaci sayist artarken, liretimde buna paralel bir artis

son yillarda goriilmemistir (TUIK 2015). Illere gore en ¢ok zeytin agact Izmir, Aydin, Mugla,

Balikesir, Bursa, Gaziantep, Canakkale, Hatay, Manisa, Antalya ve Igel olarak siralanmaktadir.

Cizelge 1. 3. Tiirkiye’ de zeytin agaci sayisi ve zeytin liretiminin yillara gére durumu

Yillar Meyve Veren Agac Meyve Vermeyen Agac¢ Uretim (Ton)
Sayis1 (Adet) Sayis1 (Adet)
2015 144.760.000 27.232.000 1.700.000
2014 140.712.000 28.285.000 1.768.000
2013 129.161.000 37.869.000 1.676.000
2012 120.821.000 36.240.000 1.820.000
2011 117.942.000 36.669.000 1.750.000




Tekirdag’ da zeytin liretim alaninda son yillarda bir artis gézlenmezken elde edilen iirtin

miktarinda ise bir artis goriilmektedir (Cizelge 1. 4.).

Cizelge 1. 4. Tekirdag ili zeytin iiretim miktarlar1 (TUIK 2015).

Yillar Alan (Dekar) Uretim (Ton)
2015 4.200 1.390
2014 4.200 590
2013 4,234 1.140
2012 4.200 4.200
2011 4.212 1.273

Son yillarda, niifusun artis1 ile saglikli beslenme bilinci ve yerel iiriinlerin tiikketim
egiliminin artmasi sonucu diinyada sofralik zeytin ve zeytinyag tiiketimi artig gostermistir.
Diinya talebinin artmasi, liretici iilkelerde sofralik zeytin ve zeytinyag iiretim ve dis ticaretinde

onemli gelismelerin yaganmasina yol agmistir (Seger ve Emeksiz 2012).

Bu kadar yogun bir 6neme sahip olan zeytin tiretim alanlarinda bir¢ok hastalik nedeniyle
kayiplar olmaktadir. Bu hastaliklar icerisinde fungal etmenlerden kaynaklanan Halkali Leke
Hastalig1 (Spilocaea oleagina (Cast) Hugines)’nin zeytin yetistirilen alanlarda 6nemli kayiplara
yol agabildigi belirtilmistir (Tezcan, 2000). Fidanliklarda agirlikli olarak Rhizoctonia solani,
Fusarium spp. ve Alternaria spp.’nin goriildiigii belirtilmektedir (Yildiz ve Arslan 1988). Tiim
zeytinliklerdeki agaglarda degisik diizeylerde dal kurumalarina veya tamamen kuruma sonucu
Oliimlere neden olan Verticillium Solgunlugu (Verticillium dahliae Kleb.)’nun da 6nemi
artmaktadir (Yolageldi ve ark. 2001).

Bunun yaninda Zeytin dal kanseri hastaligi (Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi)
gibi onemli bakteri hastaligi da bulunmaktadir (lacobellis 2001). Gelismekte olan dallar ve
bazen yapraklarin lizerinde bulunan urlarla karakterize edilen zeytin dal kanseri hastaligi, ilk

olarak M.O. 4. yiizyilda Yunan felsefeci Teophrastus tarafindan a¢iklanmistir (Young 2004).


http://link.springer.com/article/10.1071/AP03074

Hastaliga neden olan etmen Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi diiz ¢ubuk
seklinde, bir veya iki kamgiya sahip gram negatif bir bakteridir. Bakterinin eni 0.5-1 um, boyu
1.5-4.0 um arasinda degismektedir (Palleroni, 1989). Zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’ nin, zeytin (Olea europaea L.)’in yanmi sira zakkum (Nerium
oleander), leylak (Syringae spp.), ak¢akesme (Phillyrea spp.), disbudak (Fraxinus excelsior
L.), kurtbagr1 (Ligustrum japonicum), yasemin (Jasminum spp.), ¢an gigegi (Forsythia spp.)
(lacobellis ve ark. 1993; Azad ve ark. 1995) , mersin (Myrtus spp.) ve cilbirti galisinda
(Fontanesia phillyreoides) (Mirik ve ark. 2011) konukguluk ettigini saptamislardir.

Yapilan diger c¢alismalarda etmenin yeni konukgulari olarak Akdiken (Rhamnus
alaternus) (Temsah ve ark. 2007), Cin ardic1 (Loropetalum chinense) (Conner ve ark. 2013) ve
nar (Punica granatum L.) bitkisinin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin yeni bir

konukgusu oldugu saptamustir.

Zeytin dal kanseri etmeni bakteri ilk olarak zeytin bitkisinden Smith tarafindan izole
edilmis ve Bacterium savastanoi olarak isimlendirilmistir (Janse 1982). Onceki yillarda
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, biyokimyasal ve fizyolojideki benzerlikleri nedeniyle
Pseudomonas syringae' nin pathovarindan biri olarak disiiniilmistir. DNA-DNA
hibridizasyon verileri, Pseudomonas savastanoi' nin aslinda Pseudomonas syringae' den
genetik farkliliga sahip oldugunu ortaya koymustur. Pseudomonas savastanoi ve Pseudomonas
syringae pathovarlari, LOPAT karakteri (oksidaz, pektolitik ve arginin dehidrolaz aktivitesi,
titlin asir1 duyarliligl) acisindan benzer sonuglar gostermistir. Pseudomonas savastanoi,
Pseudomonas syringae' nin genel 6zelliklerine sahip olmakla birlikte, her zaman tipik bir levan-
negatif bakteri olarak diistintilmiistiir (Bradbury 1986). Daha sonraki yillarda Sisto ve ark.
(1999)’n1n bildirdigine gore Gardan ve ark. 1992 yilinda yaptiklar: bir taksonomik ¢alismayla

bakteri Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak adlandirilmistir.

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ yi tanilama teknikleri i¢erisinde bakteriyel
izolasyonlar, sonrasinda yapilan patojenite testleri ve biyokimyasal testler yer almaktadir.
Taniy1 desteklemek icin serolojik testler (Casano ve ark. 1987), molekiiler yontemler
(Penyalver ve ark. 2000, Ersoy 2002) kullanilmaktadir. Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’ nin izolasyonunda yaygin olarak yari se¢ici besi yeri kullanimi diger bakterilerle
karisik oldugu durumlarda kolaylik saglamaktadir. Yogun olarak gram negatif bakterilerin
bulundugu durumlarda PVF1 yar1 segici besi yeri (Surico ve Lavermicocca 1989)
kullanilmaktadir. PVF1 yar1 segici besi ortaminda Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin

UV 15181 altinda flouresan 151k verme 6zelligi ile ayirt edilebilecekleri bildirilmistir (Surico ve



Lavermicocca 1989). Bunun yaninda saprofitik bakterilerin gelisimini % 89-97 oraninda
engelleyebilen OKA isimli bir yar1 segici besi ortami gelistirildigi gozlenmistir (Azad ve

Cooksey 1995).

Sekil 1. 3. Zeytin tizerinde goriilen pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin neden oldugu

ur belirtisi



Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin neden oldugu ur gelisimi, indol asetik asit
ve sitokinin fitohormonlarinin bakteri tarafindan tiretiminin tesvik edilmesine baglidir (Comai
ve Kosuge 1980, lacobellis ve ark. 1994, Rodriguez-Moreno ve ark. 2008, Smidt ve Kosuge
1978, Suricove ark. 1985). Ur gelisimine hrp / hrc genleri de etki etmektedir (Sistove ark.
2004). Urlar genellikle, aktif biiyiime periyodu olan ilkbaharda olusmaktadir (Young
2004).Etmenin bitki dokusuna girebilmesi i¢in dokularin yaralanmasi gerekmektedir (Surico,
1986). Enfeksiyon igin giris yeri olan yaralar; budama, don ve dolu gibi olaylardan
kaynaklanmaktadir. Hastalik etmeni bir kez bu yaralar ve catlaklardan giris yaptiginda hizla
bitki dokusu igerisinde ilerlemektedir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi enfeksiyonlari
siklikla govde ve dallarda goriiliirken; yapraklarda ve meyvelerde ise nadir bulunmaktadir

(Smith 1978) (Sekil 1.3.).

Hastalik gelisiminde sicaklik sinirlayici bir etken degildir. Patojenin gelismesi igin
optimum 22-24°C, minimum 5-10°C, maksimum 32°C sicaklik gereklidir. Dogal
enfeksiyonlarin ¢ogu Ekim ile Haziran aylar1 arasinda yagmurlu donemlerde meydana
gelmektedir. Urlar ise agaglarin aktif biiylime periyodu olan ilkbaharda olusmaktadir (Young
2004). Bu nedenle sonbahar sonunda meydana gelen enfeksiyonlar bahara kadar fark
edilmemektedir. Ancak ilkbahardaki enfeksiyonlardan 10-14 giin sonra urlarin belirgin hale
geldigi saptanmistir (Teviotdale 1994).

Zeytin dal kanseri hastaligi kiiresel bir sorundur ve Avrupa, Asya, Afrika, Kuzey
Amerika, Giiney Amerika ve Avustralyanin bazi bolgelerinde goriilmistiir. Virtilensligin
goriilme  sikhigit  ve derecesi cografyaya gore degismektedir (Young 2004).

Zeytin dal kanseri, zeytin yetistirilen her yerde goriilen endemik bir hastaliktir.
Ulkemizde hastalik Karadeniz, Marmara, Ege ve Akdeniz bdlgelerinde bulunmaktadir (Basim
ve Ersoy 2000, Tatli ve Benlioglu 2004, Mirik ve ark. 2004). Tekirdag ilinde erken ilkbahar
donlar1 oldugu bilinmektedir ve bu donlar zeytin agaglarinda bakteriyel etmenin girisini
kolaylastiran dolu yaralar1 ve don catlaklarina neden olabilmektedir.

Etmenle miicadele edilmedigi takdirde yildan yila artig gostererek zeytinin kalite ve
miktarinin diismesine neden olmakta ve boylece 6dnemli derecede ekonomik iiriin kayiplarina
yol agmaktadir (Wilson 1935, Schroth ve ark. 1968, Schroth ve ark. 1973, Quesada ve ark.
2010).

Hastalik ile miicadele kiiltiirel onlemler ve bakirl preparatlarla yapilmaktadir. Fakat
etmen bir yara patojeni oldugu igin yapilan miicadele yeterli olamamaktadir. Dayanikli zeytin
cesitleri nadirdir, ancak bitkilerin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye duyarliliklart

farklilik gostermektedir. Geng zeytin bitkileri 6zellikle enfeksiyona karsi dayanikhidir
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(Penyalver ve ark. 2006). Zeytin dal kanseri hastaliginin kontrolii, konukgu araligi i¢indeki

patojenler nedeniyle zordur (Lavermicocca ve ark. 2002).

Zeytin dal kanseri gibi bitki bakteri hastaliklariyla miicadelede etkin bir bakterisitin
olmamasi ve kimyasal miicadelenin yetersiz kalmasi bizi biyolojik miicadele ¢alismalarina
yonlendirmektedir. Son yillarda biyopreparat iiretim caligmalari, en etkili antagonistlerin
kitlesel liretimi, en uygun formulasyonlarin gelistirilmesi, bu antagonistlerin hedef patojenlere
in vitro ve in vivo etkililik diizeyleri gibi ¢aligsmalara biyolojik miicadele arastirmalar1 yapan

uluslararasi kuruluslar tarafindan her zamankinden daha ¢ok kaynak ayrilmaktadir.

Antagonist bakteri izolatlar1 kullanilarak, bitki bakteri hastaliklarinin kontroliine
yonelik yapilan biyolojik miicadele c¢alismalari bitki bakteri hastaliklarinin tarimsal

miicadelesinde 6nemli degisimlerin olacagini gosteren 6n ¢alismalardir.

Bu ¢alisma iilkemiz zeytinciliginde yeri olan Tekirdag ilindeki zeytin bahgelerini
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi agisindan incelemek ve etmeni tanilamak, hastaligin
Tekirdag ilinde zeytin bahgelerindeki yayginlik oranini saptamak, etmene karsi in-vitro
kosullarda bakteriyel antagonistler ile biyolojik miicadelede basarisini ortaya koymak amaciyla

ele alinmistir.


http://apsjournals.apsnet.org/doi/pdf/10.1094/PHYTO-96-0313

2. LITERATUR OZETLERI

2.1. isimlendirmesi ve Tanis1

Zeytin dal kanseri hastaligi, ilk olarak M.O. 4. yiizyilda Yunan Felsefecisi Teophrastus
tarafindan agiklanmistir (Young, 2004).

Bakteri ilk olarak Olea europea L. (zeytin) bitkisinden Smith tarafindan izole edilmis
ve Bacterium savastanoi olarak isimlendirilmistir. Sonrasinda 1932 yilinda disbudak (Fraxinus
excelsior L.) bitkisinden Brown tarafindan izole edilmis ve Bacterium savastanoi var. fraxini

olarak yeniden isimlendirilmistir (Janse 1982).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, biyokimyasal ve fizyolojideki benzerlikleri
nedeniyle Pseudomonas syringae' nin pathovarindan biri olarak diisiiniilmiistiir. DNA-DNA
hibridizasyon verileri, Pseudomonas savastanoi' nin aslinda Pseudomonas syringae' den
genetik olarak farkli oldugu ortaya koymustur. Pseudomonas savastanoi ve Pseudomonas
syringae pathovarlari, LOPAT karakteri (oksidaz, pektolitik ve arginin dehidrolaz aktivitesi,
titiin asir1 duyarliligl) agisindan benzer sonuglar géstermistir. Pseudomonas savastanoi,
Pseudomonas syringae' nin genel 6zelliklerine sahip olmakla birlikte, her zaman tipik bir levan-
negatif bakteri olarak diistiniilmiistiir (Bradbury, 1986). Pseudomonas savastanoi' yi de igeren
birkag pathovar1 daha sonra Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak adlandirilmigtir
(Gardan ve ark. 1992).

Nerium oleander L. bitkisinde bu hastalik etmeninin ilk kez tanilanmasi Ferraris
tarafindan 1926’ da Pseudomonas tonelliana olarak yapilmis ancak 1928’de Smith tarafindan
daha kesin bir tanilama yapilarak Pseudomonas savastanoi subsp. nerii olarak
isimlendirilmistir. Sonraki yillarda Sisto ve ark. (1999)’ nin bildiklerine gére Gardan ve ark.
1992 yilinda yaptiklari bir taksonomik g¢alismayla bakteriyi Pseudomonas savastanoi pv.

savastanoi olarak adlandirmiglardir (Janse 1982).

Mirik ve Aysan (2011), Marmara Bolgesinde Tekirdag, Canakkale, Balikesir, Bursa ve
Yalova illerinde yaptiklari ¢alismalarda zeytin tiretim alanlarindan elde ettikleri Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi izolatlarim klasik, BIOLOG, yag asit analizleri ve spesifik PCR

yontemlerini kullanarak izolatlarin tanilarini yapmaislardar.
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2.2. Konukgulari

Zeytin bitkisinde dal kanserine neden olan etmenin konukgular1 olarak Zeytin (Olea
europea L.) (Smith 1908, Young ve ark. 1978), Zakkum (Nerium oleander), Yasemin
(Jasminium officinale L.) (Janse 1981), Disbudak (Fraxinus excelsior L.) (Janse 1981) ve
Forzitya (Forsythia sp.) (lacobellis ve ark.1998) ve Nar ( Punica granatum L.) (Bozkurt ve ark.
2014) saptanmustir.

Mirik ve ark. (2011) zeytin, zakkum, yasemin, mersin ve cilbirt1 calisindan elde ettikleri
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlarin1 konukgularin tamaminda yaptiklari
patojenite ¢alismalarinda farkliliklarin oldugunu belirlemiglerdir. Zeytinden elde edilen
izolatlar zakkumda, zakkumdan elde edilen izolatlar yaseminde, yaseminden elde edilen
izolatlar ise zakkum bitkisinde ur olusumuna neden olmazken diger konukgularda ur olusumuna
neden oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
izolatlarinin izole edildikleri konukgularina verildiginde daha siddetli ur olusumlarina neden

oldugunu gozlemlemislerdir.

2.3. Tiirkiye ve Diinyadaki Durumu

Hall ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢alisma ile zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’ nin varligini zeytin agaglarinda (cv. Barnea) belirlemiglerdir. Etmen,
zeytin dal kanseri hastaliginin tipik simptomplarin1 gdsteren iki yasindaki zeytin agaglarindan
Giliney Avustralya’ nin Adelaide bolgesinden izole etmislerdir. Gliney Avustralya’ nin diger
bolgelerinden de 2-5 yas arasindaki fidanlardan hastalik etmenini izole etmislerdir. Bu ¢aligma

zeytin dal kanseri hastaliginin Avustralya’ daki ilk raporunu yapmglardir.

Servi ve Bastas (2006, 2007) yillarinda yaptiklar1 arastirmada Aydin ilindeki sekiz
ilgede (Soke, Kogarli, Cine, Nazilli, Karacasu, Bozdogan, Buharkent, Kuyucak) zeytin
bakteriyel dal kanseri Hastaligi (Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi)’ nin tespiti ve
tanilanmasi tizerinde ¢alismislardir. Bu ¢alismada Aydin ilinde, zeytin agacglarindan alinan 85
ornekten bakteriyel dal kanserini izole etmisler ve il genelinden toplanan 6rneklerde etmenin

yayginlik orant %44,9 olarak belirlemislerdir.

Quesada ve ark. (2007), dogal yollarla Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ile

enfekte olmus zeytin agaglarinda, siirgiin ve yapraklardan elde ettikleri izolatlar ile hastali§in
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Ispanya’ da mevsimsel hareketlerini incelemislerdir. Yapilan calismada yapraklar ve
stirgiinlerden elde edilen Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlar1 arasinda sayica
onemli bir farklilik olmadigini ortaya koymuslardir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
etmeninin izolasyon siklig1 ve popiilasyon ortalamalarinda araziler arasinda farkliliklar oldugu
belirlemislerdir. Bitki materyali veya arazide Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
popiilasyonlar1 ile Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olmayan bakteriler arasinda
herhangi bir korelasyon goézlememislerdir. Bununla birlikte, Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi ve sar1 renkli Pantoea aglomerans kolonileri arasinda pozitif bir korelasyon
bulmuslardir. Calismanin yapildigi ti¢ yillik siire boyunca Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi etmeninin popiilasyon degisimi, yaz mevsimi ve yilin geri kalan mevsimlerinde
onemli farkliliklar gostermistir. En yiiksek popiilasyon yilin 1lik ve yagishh aylarinda
gerceklesirken, diisiik popiilasyonlar genellikle sicak ve kuru aylarda oldugunu ortaya

koymuslardir.

Mirik ve ark. (2007), Marmara Bolgesinde Balikesir, Bursa, Canakkale, Tekirdag ve
Yalova illerindeki zeytin {iretim alanlarinda survey yapilarak dal kanseri hastaliginin
yaygimhigini aragtirmiglardir. Hastaligin iiretim alanlarinda yaygmligr % 15-100 arasinda
degismekle birlikte ortalama % 57 olarak belirtmislerdir. Illere gére hastaligin yayginlik orant;
Balikesir % 56, Canakkale % 73, Tekirdag % 30 olarak saptamislardir. Sofralik Gemlik
¢esidinin tiretildigi Bursa ve Yalova’ da hastaliga rastlamamiglardir. Yaglik cesitlerin tiretildigi
Mudanya’ da ise hastalik % 2-5 arasinda degisen oranlarda belirlemiglerdir.

Perez-Martinez ve ark. (2008), Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin neden
oldugu zeytin dal kanseri Akdeniz de goriilen ciddi bir hastalik oldugu belirtilmistir.
Karakteristik simptomlar indol-3-asetik (IAA), sitokininler ve hrp/hrc genlerinin dahil oldugu
tizere bakterinin {rettigi faktorlere bir reaksiyon olarak gelisen urlardan olustugunu
aciklamislardir.

Mirik ve Aysan (2008), ¢alismalarinda Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin
neden oldugu urlardan yapilan izolasyon PSF besi yeri bulunan petrilere ii¢ ¢izgi ekim yontemi
ile ¢izilmis ve 48 saat 25 °C’de inkiibe edildikten sonra bir giin buzdolabinda bekletmislerdir.
Bu sayede petri icerisinde gelisen ve ortamin ylizeyini kaplayan sar1 saprofitik bakteri gelisimi
engellenerek patojenin izolasyonunu kolaylastirdigini bildirmislerdir.

Marchi ve ark. (2009), tarafindan yapilan incelemelerde Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi zeytin agaclarinda epifit ve endofit olarak ksilemde belirli bir dereceye kadar hayatta

kaldiklarin1 bildirmislerdir. Epifitik olarak goriilen Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
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mevsimsel dalgalanmalar gosterdigini belirlemislerdir. Sicak ve yagish aylarda daha yiiksek
populasyon yogunlugunu goézlemlemislerdir. Bu patojen dolu, don, budama ve hasattan
kaynaklanan vyaralardan uygun kosullar1 yakaladiginda saprofitikten parazite gegtigini

saptamislardir.

2. 4. Miicadele

Tirkmenoglu (1965), zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi iizerinde antibiyotikli preparatlarla ¢alismalarda bulunmustur. Streptomisin nitrate,
streptomisin ve terramisin bulunduran antibiyotiklerle yapilan denemelerde urlarin rengi
ilaglama sonrasi koyu kahveye dondiigiinii belirtmistir.

Shoda (2000) ve Whipps (2001), yaptiklari in vitro kosullardaki denemelerde Bacillus
subtilis izolatlar1 F1 ve F-4 in Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye karsi etkileri
olusturduklar1 inhibisyon bolgeleri ile belirlemislerdir. Onceki ¢alismalarda Bacillus subtilis
antimikrobiyal aktivite ile metabolit iiretimi sistemik diren¢ olmak tizere etki mekanizmalari
gbzlemlemislerdir.

Lavermicocca ve ark. (2002), zeytin dal kanseri hastaligi Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi’ nin kontroliiniin patojenin konuk¢u araliginin genis olmasindan dolay1 zor
oldugu bildirmislerdir. Mevcut kontrol stratejileri arasinda siirekli bakirli kimyasal pestisitler
kullanilmasinin toksisite, dayaniklilik, ¢evre kirliligi, insan ve hayvan sagliginda tehlikeler gibi
istenmeyen etkilere neden oldugu belirtmislerdir. Alternatif olarak antagonist mantar ve bakteri
kullanarak bitki patojenlerinin biyolojik kontrolii bitki hastaliklarinin yonetimi i¢in 6nem
kazandignm belirtmislerdir.

Liu ve ark. (2007), tarafindan Bacillus subtilis’ in dogada yaygin bulunmasi insan ve
hayvan sagligina toksik olmamasi, bitkilerde patojen olmamasi gibi 6zelliklerinden dolay:
biyolojik miicadelede olanaklarmi arastirmiglardir. Bu bakterinin in vitro kosullarda yapilan
denemelerde zwiittermicin-A, kanosamin, lipopeptidler ve antifungal antimikrobiyal bilesikler
trettigi gozlenmistir. Birkac Bacillus subtilis izolatinin baz1 bitki patojenlerini kontrol etmede
basarili bulmuslardir.

Rokni Zadeh ve ark. (2008), in vitro kosullarda yapilan ¢alismalarda birkag floresan
Pseudomonas’ i Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye karsi antibakteriyel aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir. Son zamanlarda ¢esitli Rhizobium tiirlerinin bakteriyosinler iireterek
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye antibakteriyel aktivite gosterdiklerini

bildirmislerdir.
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Kacem ve ark. (2009), yilinda yaptiklar1 c¢aligmalar sonucunda Bacillus ve
Pseudomonas biyolojik miicadelede gesitli hastaliklara karsi kullanilan 6nemli bakteri cinsleri
olarak belirtmislerdir.

Krid ve ark. (2010), simptomsuz zeytin yapraklarindan izole edilen Bacillus subtilis
izolatlarmin zeytin dal kanseri hastaligi etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi 'ye
kars1 biyokontrol 6zelligini degerlendirmislerdir. Bacillus subtilis F1 ve F-4 izolatlarinin
patojene karsi antibakteriyel etki gosterdigini saptamuslardir. Bacillus subtilis F1 izolati
tarafindan tretilen aktif bilesigin protein kokenli oldugunu tespit etmislerdir. Calisma sonunda
elde edilen sonuglar Bacillus subtilis F1 izolatinin zeytin dal kanseri hastaliginin biyolojik

kontroliinde basarili bir sekilde kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.

Ustiin ve ark. (2010, 2011), yillarinda baz1 zeytin gesitlerinin zeytin dal kanseri hastalig1
etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ye karsi duyarlilik diizeylerinin belirlenmesi
icin caligmalar yiiriitmiislerdir. Hastaligin miicadelesi gii¢ oldugundan dayanikli ¢esit en
onemli miicadele alternatiflerinden biri oldugunu diisiinmiislerdir. Caligma kapsaminda 2010-
2011 yillarinda Ege, Akdeniz, Marmara bolgelerinden 6rnekler alinip izolasyon caligsmalari
sonucu elde edilen izolatlar biyokimyasal ve molekiiler testler ile tanilamislardir. Yaygin
yetistirilen zeytin ¢esitlerinin hastaliga duyarliliklarini belirlemislerdir. Denemeler sonunda
hicbir dayanikli ¢esit bulunmamis, Memecik, Ayvalik, Uslu cesitleri test edilen ¢esitler arasinda

hastaliga en az duyarh ¢esitler oldugunu bildirmiserdir.

Maldonado-Gonzalez ve ark. (2013), zeytin dal kanseri hastaligina neden olan
Pseudomonas savastanoi NCPPB 3335 ve Verticillium solgunluguna karsi bir kok endofitigi
olan Pseudomonas fluorescens PICF7 izolati ile yapilan c¢alismanin etkili oldugunu
saptamislardir. In vivo kosullarda zeytin bitkilerinin kullanilarak yapilan ¢alismalarda, biyolojik
miicadele etmeni izolat kdkte patojen ile birlikte ya da ayr1 ayr1 inokule edildigi zamanlarda,
zeytin dal kanseri etmeninin gelisimini ne kadar etkin bir sekilde kontrol ettigini
degerlendirmislerdir. Pseudomonas fluorescens PICF7'in yapay inokiilasyonlarla kok iizerinde
kolonize olabildigini ve bunu devam ettirebildigini gostermistir. Her iki uygulamada da
Pseudomonas fluorescens PICF7 hastalik gelisimini baskilayamadigi halde, bu etmenin
varli§inin patojen popiilasyonunu, nekrotik tiimor olusumunu azalttig tespit edilmistir.

Ghanney ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢aligma ile Bacillus mojavensis ABC-7’ nin zeytin
dal kanseri etmeni tizerindeki potansiyel etkisini incelemislerdir. Bacillus mojavensis A-BC-
7°1n, riphampicine (100 ppm)’e dayanikli mutant Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi

ITM317- Rif izolat1 i¢in potansiyel bir biyolojik miicadele ajan1 oldugunu ortaya koymuslardir.
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Bir yillik zeytin bitkilerinde yapilan calismalarda, farkli oranlardaki patojen ve biyolojik
miicadele etmenini ayni anda bitkilere inokule etmiglerdir. Calisma sonucunda, Bacillus
mojavensis A-BC-7 izolatinin patojenin popiilasyonunu azalttigini ve daha az nekrotik timor

olusumu meydana geldigini ortaya koymuslardir.
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3. MATERYAL-METOD

3.1. Materyal

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlari, besi yerleri, farkli kimyasal
maddeler, laboratuvar malzemeleri, inkiibator, etiiv, otoklav, pH metre, zeytin ¢igekleri ve
zeytin siirgiin ucu yapraklarinin izolasyonlarindan elde edilen siispansiyonlar bu ¢alismanin
materyalini olugturmustur. Kullanilan bitki materyalleri 2016 yil1 ve 2017 yili Tekirdag ili
Sarkdy ilgesi ve mahalleleri zeytin iiretim alanlarindan toplanmistir. Calismada kullanilan
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlar1 2016 yilinda Tekirdag ili zeytin iiretim
alanlarindan izole edilmis olup, Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Bolimii Bakteriyoloji Laboratuvarinda stok kiiltiir olarak -20 °C’ de buzdolabinda muhafaza
edilmistir. Gram reaksiyon testinde kontrol olarak Prof. Dr. Yesim AYSAN’ dan alinan gram
pozitif 6zellige sahip Cmm 3a-r kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis kiiltiiri
kullanilmistir. Levan olusumu ; Pozitif kontrol olarak Ziraat Yiiksek Miihendisi Nesrin
TUNALI’ dan temin edilen Erwinia amylovora 57 izolati kullanilmistir. Pektolitik aktivite;

Pozitif kontrol olarak Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum kullanilmastir.

3.2. Metod

3.2.1. Hastalikh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Arazi ¢alismasinda surveylenen agaclar Lazarow (1961) metoduna gore incelenmistir.
Bu metoda gore 20 meyve agact olan bahgenin %100’i, 21-70 meyve agaci olan bahcede 21-
30 agac, 151-500 meyve agaci olan bahgede 41-80 agag, 501-1000 meyve agaci olan bahgede
agaclarin %15°1, 1000°den fazla meyve agaci olan bahgede agaglarin %5’ 1 (en az 150 agac)

kontrol edilmistir.

Arazi ¢alismalari, 2016 ve 2017 yillarinda Sarkoy ilgesi ve Miirefte, Giizelkoy, Hoskoy
mahallelerinde zeytin bahgelerine survey yapilmistir. Her incelemede, bahgede bulunan agaglar
zeytin dal kanseri etmeni Pseuodomonas savastanoi pv. savastanoi belirtileri agisindan gorsel
olarak incelenmis ve hastalik belirtisi gdsteren bitki materyalleri 6rnek olarak alinarak
laboratuvara getirilmistir. Ayrica aday antagonist bakterilerin izolasyonu i¢in zeytin ¢icegi ve

stirglin ug¢ yapraklar toplanmustir.
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Calisma kapsaminda, 2016 iiretim yilinda 11 ve 2017 {iretim yilinda 4 zeytin bahgesi

olmak {izere toplam 15 zeytin bahgesi incelenmistir.

Agaglarda tipik zeytin dal kanseri belirtisi olan, ur olusumu gosteren dallardan 6rnekler
kesilerek gazetelere sarilmis ve polietilen torbalara konularak, etiket bilgileri yazildiktan sonra
buz kutusu igerisinde laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen 6érneklerden 24-48 saat

igerisinde izolasyon yapilmaya baslanmistir.

3.2.2. izolasyon Cahsmalar

3.2.2.1. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Izelasyonu

Laboratuvara getirilen zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi ile enfekteli oldugu diisiiniilen drneklerin urlu kisimlarindan kiigiik parcalar alinmis,
bu parcalar %2’lik sodyum hipoklorit ¢6zeltisinde 2 dakika ve daha sonra 3 kez steril saf su
icerisinde 2 ser dakika bekletilerek yiizey dezenfeksiyonu yapilmistir. Daha sonra steril
kurutma kagitlari ile kurulanmustir. Yiizey dezenfeksiyonu yapilan bu pargalar saline buffer ile
steril havanlarda ezilerek bakterinin salinebuffer ortamina ge¢isi saglanmistir. Havanlarda
ezilen 6rnekler 20-30 dk steril kabinde bekletilmistir. Bekleme siiresi doldugunda steril kabinde
King B (EK 1) besi ortami igeren petrilere siispansiyondan bir 6ze dolusu alinarak ii¢ ¢izgi
yontemiyle ekim yapilmistir (Janse 2006). Petriler 48 saat 25 °C’ de inkiibe edildikten sonra +4
°C’ de 24 saat siiresince buzdolabinda bekletilmistir. Bunun nedeni Mirik ve ark. (2008)
belirttigi gibi petri yiizeyinde sar1 renkli saprofit bir bakteri geliserek petriyi kaplamakta ve
patojeni izole etmeyi engellemektedir. Bu asamadan sonra King B besi yerinde zay1f floresan
tipte, kii¢iik yuvarlak ve kabarik olmayan tipte gelisen koloniler saflastirilmistir. Saflagtirilan
koloniler, 24 °C’de 24- 48 saat siire ile inkiibatorde gelisim gosterdikten sonra, igerisinde
YDCA (EK 2) besi ortami bulunan tiiplere aktarilmistir. Krem renkli floresan koloni gelisimleri
gosteren izolatlar segilerek alinmis ve LOPAT testleri i¢in kullanilmistir (Lelliot ve Stead
1987). Titiin bitkisinde (Nicotiana tabacum) hipersensitif reaksiyon (HR) pozitif sonucunu
veren izolatlar cam tiiplerde egik olarak hazirlanmis besi ortamina ekim yapilarak etmen daha

sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere +4 °C’ deki buzdolabina kaldirilmustir.
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Sekil 3. 1. Zeytin pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ur belirtisi ve urlardan izolasyon

3.2.2.2. Zeytin Cicek ve Yapraklarindan Aday Antagonist Izolasyonu

Zeytin ¢icek ve siirgiin ucu yapraklarindan izolasyon yapmak i¢in toplanan 6rneklerden
10’ar g tartilarak, 90 ml nutrient brotht (EK 3) igerisine konulmus ve orbital ¢alkalayic1 60 dk
karistirilmistir. Daha sonra siispansiyondan 1 ml alinarak igerisinde 9 ml salin buffer bulunan
tiiplere aktarilarak sulandirma serileri hazirlanmistir. Bu islem -6’ ya kadar tekrarlanmistir.
Seyreltme serilerinde -4, -5 ve — 6’dan 100 ml alinarak igerisinde NA (EK 4) besi ortami
bulunan petrilere yayma yontemi ile ekim yapilmustir (Sekil 3.2.). Ekimi yapilan petriler 25 °C’
de inkiibatorde inkubasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda morfolojik olarak farkl
kolonilerden rastgele segilmis ve ekim yapilmistir. Petri yilizeyinde farkli kolonilerden
saflastirilmalar yapilmustir. Izolatlara tiitiin HR testi yapilarak negatif sonug veren izolatlar aday

antagonist olarak degerlendirilmistir.

17



Sekil 3. 2. Zeytin gicek ve yapraklarindan aday antagonist izolasyonu

3.2.2.3. Topraktan Aday Antagonist izolasyonu

Topraktan alinan orneklerden 10’ar g tartilarak, tizerlerine 90 ml nutrient brooth
eklenerek siispansiyonlar hazirlanmigtir. Bu siispansiyonlar orbital calkalayici da 60 dk
karistirtlmistir. Daha sonra 6 kat seyreltme serisi yapilmistir. NA besi ortamma 100 pl
slispansiyon alinarak ekimleri yapilmig ve 25 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Petri
yiizeyinde farkli kolonilerden saflagtirilmalar yapilmis tiitiin HR testi yapilarak negatif sonug

veren izolatlar aday antagonist olarak degerlendirilmistir.

3.2.2.4. Fosfat Cozme Ozelliklerinin Belirlenmesi

Zeytin gicek, yapraklari ve topraktan elde edilen aday antagonist izolatlarin NBRIP (EK

6) besi ortami kullanilarak fosfat cozme yetenekleri gézlenmistir.
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3.2.3. Patojenite Testi ve Re-izolatlarin Eldesi

Patojenite testi etmenin tanisinda kullanilan énemli bir yontemdir. Izolasyonu yapilan
nutrient agar besi ortaminda gelistirilen 24 saatlik Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
izolatlar1 zeytin fidanlarinda yaralar olusturularak inokule edilmistir. Inokule edilen bdlgeler
nemlendirilmistir. Yaklasik 60 giin sonra fidanlar degerlendirmeye alinmigtir. Yara dokusu
etrafina agik yesil renkte ur belirtisi olusturdugu gozlenmistir. Ur belirtisi gosterenbitkilerden
izole edilen 52 izolat patojenite testinde pozitif sonu¢ vermistir. Negatif kontrolde steril saf su
kullanilmistir (Janse 1981).

3.2.4. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Tanillama Cahismalar:

3.2.4.1. Potasyum Hidroksit (KOH) ile Gram Reaksiyon Testleri

Taze hazirlanan %3’liikk potasyum hidroksit soliisyonundan lam iizerine bir damla
damlatildiktan sonra Pseuodomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlarmin 24 saatlik
kiiltiirlerinden steril kiirdanla alinarak soliisyona karigtirilmistir. Bunu takip eden 20-30 saniye
icerisinde kiirdan yukar1 kaldirildiginda viskoz, yapiskanimsi siinmenin olugmasi gram negatif
olarak degerlendirilmistir. Gram reaksiyon testinde kontrol olarak Prof. Dr. Yesim AYSAN’
dan alinan gram pozitif 6zellige sahip Cmm 3a-r kodlu Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis kiiltiirii kullanilmistir.

3.2.4.2. Levan Olusumu

Levan olusumunu gozlemek i¢in besi ortami olarak %5 oraninda sakkoroz igeren NA
kullanilmistir. NA besi ortamina ii¢ ¢izgi yontemi ile ekim yapilmistir. 3-5 giinliik
inkubasyondan sonra pozitif reaksiyon verenler beyaz mukoid, tiimsek seklinde koloni
olusumuna gore degerlendirilmistir. Levan olusumunda pozitif kontrol olarak Ziraat Yiiksek
Miihendisi Nesrin TUNALI” dan temin edilen Erwinia amylovora 57 izolati kullanilmistir.
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3.2.4.3. Oksidaz Testi

Oksidaz testi i¢in, %]1°lik taze olarak N;N;N;N; Tetramethyl-p-phenylendiamine
dhydrochloride soliisyonu hazirlanmis ve steril filtre kagidina damlatilmistir. Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi izolatlar1 ve referans izolatin 24 saatlik kiiltiirlinden steril kiirdanla
alinarak 1slak kurutma kagidina yayilmistir. Yayilmadan 10 saniye sonra maviye donerse
pozitif, 15- 60 saniye sonra maviye doniisiirse ge¢ pozitif, 60 saniye sonrast mavi renk olusumu

gozlenmez ise negatif olarak degerlendirilmistir (Kovacs 1956).

3.2.4.4. Pektolitik Aktivite Testi

Patates yumrularinin yiizeysel dezenfeksiyonunu saglamak i¢in 6nce yikanmis ve daha
sonra %1 NaOCI’ da 3 dakika bekletilmistir. Yumrularin NaOCI’ den arindirilmasi i¢in 3 kez
steril saf su ile durulanmustir. Her bir petriye petri ¢apina gore steril kurutma kagitlar1 kesilerek
yerlestirilmis ve steril damitik su ile nemlendirilmistir. Patates yumrulart soyulduktan sonra 7-
8 mm kalinliginda dilimlenip petrilere yerlestirilmistir. Her bir patates dilimi {izerinde bakteri
kiiltiirleri 6ze ile siiriilmistiir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra inokulasyon noktasinda

yumusama varsa pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (De Boer ve ark. 2001).

3.2.4.5. Arginin Dihydrolase Testi

Arginin dihiydrolase testi i¢in 1.0 g Peptone, 5.0 g NaCl, 0.3 g K:HPO4, 0.01 g
Phenolred, 10 g L (+) Arginin HCL, 3 g Agar 1000 ml saf su icerisinde 1sitilarak hazirlanan
besi ortam1 45 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra Ph:7.2 olacak sekilde ayarlanmistir. 3 ml lik
tiiplere konulduktan sonra 121 °C 15 dakika otoklavda sterilizasyon saglanmistir. Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi izolatlar1 ve referans izolatin 24 saatlik kiiltiiriinden yarma asilama
yapilmistir. Uzeri 2 ml steril vaspar (EK 5) ile ortiilmiistiir. Kontrol olarak 3 tiip asilanmamustir
10-12 giinliik bir inkiibasyondan sonra kirmizi renkteki besi ortami vigne rengini veren kiiltiirler

pozitif olarak degerlendirilmistir (Lelliott ve Stead 1987).
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3.2.4.6. Tiitiin’ de Asir1 Duyarhhk Testi (Hipersensitif Reaksiyon: HR)

Tiitiin 3-4 yaprakli duruma geldiginde 10%hiicre/ml’ lik bakteri siispansiyonunun ince
uclu enjektor kullanilarak yapragin alt yiizeyinden iki damar arasina hiicreler arasindaki alana
enjekte edilmistir. Inokule edilen kisimlarin 24-48 saat sonra nekroz seklinde belirti vermesi

pozitif olarak degerlendirilmistir (Klement ve Goodman 1967).

3.2.5. Zeytin Cicek ve Yapraklarimin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin

Gelisimine Antagonistik Etkisi

Patojenin ml’ deki Hiicre Sayisinin Belirlenmesi: King B besi yerinde gelistirilen 48
saatlik izolatlar spektrofotometrede 600 nm 0. 2 6l¢iim degerine ayarlanarak siispansiyonlar
hazirlanmistir. Elde edilen silispansiyonlardan 1 ml alinarak icerisinde 9 ml nutrient broth
bulunan tiiplerde -6’ ye kadar seyreltme serileri yapilmistir. Seyreltme serilerinden -4, -5 ve -6
‘ dan 100 ml alinarak igerisinde King B besi ortami1 bulunan konulmus ve bir baget yardimi ile
ortam lizerine yayilmistir. Her bir seyreltme i¢in 3 adet petri kullanilmistir. 25°C” de 48 saat
inkiibasyondan sonra petrilerde gelisen koloniler sayilarak ml® deki hiicre yogunlugu

hesaplanmistir (Klement ve ark. 1990).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Hastahkh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Sekil 4.1.° de goriildiigii gibi Tekirdag ilinde 6nemli zeytin iiretimi yapilan ilge ve
mahallelerden zeytinden 78 adet toplanan hastalikli bitki 6rneklerinden yapilan izolasyon

calismalar1 sonucunda toplam 52 adet patojen Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolati

elde edilmistir.

Sekil 4. 1. Tekirdag ili Sarkoy ilgesi survey yapilan mahalleler
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Cizelge 4. 1. Tekirdag’ da bulunan zeytin bahgelerindeki toplanan 6rnek sayilar

BAHCE | ILCE VE MEVKI GEZILEN | TOPLAM AGAC TOPLANAN

SAYISI | MAHALLE BAHCE URETIM | SAYILARI ORNEK
SAYISI ALANI SAYILARI

(DEKAR)

1 SARKOY | MUREFTE YOLU 1 35 130 6

2 SARKOY KOKARSU 1 28.5 750 4

3 SARKOY MERKEZ 1 4 150 10

4 MUREFTE MUREFTE 1 75 200 8

5 MUREFTE MUREFTE 1 3 100 6

6 MUREFTE | MUREFTE YOLU 1 45 140 5

7 MUREFTE MESELYE 1 1.5 50 4

8 MUREFTE MESELYE 1 2 70 5

9 MUREFTE KALAMIS 1 3 110 7

10 MUREFTE KALAMIS 1 2 60 5

11 GUZELKOY GUZELKOY 1 1 35 -

12 GUZELKOY GUZELKOY 1 1 30 -

13 HOSKOY AYAZMA 1 1.5 50 5

14 HOSKOY DERE 1 2 70 7

15 HOSKOY SU SEDDI 1 1.5 50 6

Sekil 4. 2. Hoskdy’de zeytin bahgesi hastalikli bitki 6rneklerinin incelenmesi

23




Sekil 4. 3. Miirefte’ de hastalikl1 bitki 6rneklerinin incelenmesi

Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’te de goriildiigii iizere 2016-2017 yilinda yapilan arazi
caligmalar1 sonucu 15 zeytin bahgesi gezilmis ve bu bahgelerden 13 tanesinde hastalik tespit

edilerek hastaligin yayginligi % 33 olarak belirlenmistir.

4.2. izolasyon Cahsmalari

4.2.1. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Izolasyonu

Izolasyonda King B besi ortaminda zayif floresan tipte, kiiciik yuvarlak ve kabarik
olmayan tipte gelisen koloniler saflastirilmistir. Krem renkli floresan koloni gelisimleri
gosteren izolatlar segilerek alinmis ve LOPAT testleri i¢in kullanilmistir (Lelliot ve Stead
1987). Tiitiin bitkisinde (Nicotiana tabacum) hipersensitif reaksiyon (HR) pozitif sonucunu
veren 52 adet patojen Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlart cam tiiplerde egik
olarak hazirlanmis (YDCA) besi ortamina ekim yapilmistir ve +4 °C’ deki buzdolabina
kaldirilmastir.
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4.2.2. Zeytin Cicek ve Yapraklarindan Aday Antagonist Izolasyonu

Zeytin ¢igek ve siirgiin ucu yapraklarindan izolasyon nutrient agar besi ortami bulunan
petrilere yayma yontemi ile ekim yapilmigtir. Petri ylizeyinde farkli kolonilerden
saflastirilmalar yapilmis ve elde edilen bakteri izolatlan tiitiinde HR testi yapilarak negatif
sonu¢ veren izolatlar aday antagonist olarak degerlendirilip ikili kiiltiir denemelerinde
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye karsi 50 adet izolat kullanilarak denemelerde

kullanilmak igin segilmistir (Sekil 4.4.).

Sekil 4. 4. Zeytin yaprak ve ciceginden elde edilen aday antagonist bakteri izolatlar1

4.2.3. Topraktan Aday Antagonist izolasyonu

Topraktan alinan 6rneklerden yapilan izolasyonda NA besi ortamina seyreltmelerden
100 pl alinarak ekimleri yapilmis ve 25 °C’ de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Petrideki
gelismis farkli kolonilerden saflastirilmalar yapilmistir. Aday antagonist bakteriler tiitin HR
testi yapilarak negatif sonu¢ veren 60 adet izolat ayrilmistir. Bu izolatlarn ikili kiiltir

denemelerinde Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye karsi etkinlikleri testlenmistir.
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4.2.4. Fosfat Cozme Ozelliklerinin Belirlenmesi

Zeytin ¢icek, yapraklari ve topraktan elde edilen aday antagonist izolatlarin NBRIP (EK
6) besi ortami kullanilarak fosfat cozme yetenekleri test edilmistir. Yapilan petri calismalarinda
bu tez kapsaminda kullanilan ¢igekten 30, yapraktan 20 ve topraktan 60 adet olmak tizere aday

antagonist izolatlarin fosfat ¢ozme yetenegi gozlenmemistir.

4.3. Patojenite Testi ve Re-izolatlarin Eldesi

King B besi ortaminda gelistirilmis olan 24 saatlik bakteri izolatlarin Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi izolati zeytin fidanlarina yara agilarak inokule edilmistir (Sekil 4. 5.).
Inokulasyondan yaklasik 660 giin sonra degerlendirme yapilmistir. Yara dokusunun etrafinda
acik yesil veya agik kahverengi, yumusak ur belirtileri olusturdugu goriilmiistiir. Ur belirtileri

gosteren 52 izolatin patojenitesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4. 5. Zeytin fidanlarinda patojenite testi
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Negatif kontrol olarak steril saf su kullanilmisir. Inokule edilen bitkilerde herhangi bir
ur belirtisine rastlanmamustir. Urlu dokulardan yapilan re-izolasyonlarda 52 adet re-izolat elde
edilmistir. Izolasyonlarda, petrilerinin 25 °C’ de 2 giin inkiibasyonu takiben +4 °C’deki
buzdolabinda 24 saat bekletilmesi Mirik ve ark. (2008)’nin da belirttigi gibi izolasyon
petrisindeki sar1 renkli saprofit bakteri gelisimini baskilayarak yavas gelisen patojenin
gelisimine miisaade etmistir. Boylelikle patojen bakteri kolaylikla izole edilmistir. Elde edilen
re-izolatlarla tan1 ¢alismalar1 yapilmak icin egik besi yerinde +4 °C’ de buzdolabinda

saklanmustir.

4.4.Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Tam Testleri

4.4.1. Potasyum Hidroksit (KOH) ile Gram Reaksiyon Testi

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlari yapilan KOH testi sonucunda 6zeye
yapisarak siimiiksii bir yapi olusturmasindan dolayr gram negatif olarak degerlendirilmistir
(Sekil 4.6 ve Cizelge 4.2., Cizelge 4.3.). Testlenen 52 izolatin tamami benzer sonu¢ vermistir.
Gram reaksiyon testinde Karsilastirma kiiltiirii olarak kullanilan Prof. Dr. Yesim AYSAN’ dan

alinan gram pozitif 6zellige sahip Cmm 3a-r kodlu Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis kullanilmistir.

Sekil 4. 6. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlar1 yapilan KOH testi sonucunda

Ozeye yapisarak olusturdugu stimiiksii yap1
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4.4.2. Levan Olusumu

Sukroz nutrient agar ortamina ekimi yapilan izolatlarin tamami inkiibasyon siiresinin
sonucunda petride beyaz mukoid, timsek seklinde koloni olusturmazken pozitif kontrol olarak
Ziraat Yiiksek Miihendisi Nesrin TUNALI’ dan temin edilen Erwinia amylovora 57 izolatinin

kolonileri bu besi yerinde inci gibi beyaz ve tiimsek seklinde gelismistir (Sekil 4.7. ve Cizelge
4.2., Cizelge 4.3.).

Sekil 4. 7. Levan Olusumu

4.4.3. Oksidaz Testi

Taze olarak hazirlanan N;N;N;N;Tetra methyl-p-phenylendiamine dihydrochlorideden
% 1° lik soliisyon kurutma kagidi tizerine bir damla damlatilip bakteri kiiltiirinden kiirdan
yardimi ile filtre kagidina siiriildiiginde 60 sn iginde izolatlarin tiimiinde bir renk degisimi
olmadigindan dolay1 oksidaz negatif olarak degerlendirilirken, pozitif kontrol olarak kullanilan
Pseudomonas cichori kiiltiirii bu siire iginde mor renkte bir degisime neden olmustur (Sekil 4.
8 ve Cizelge 4.2., Cizelge 4.3.).
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Sekil 4. 8. Oksidaz testi sonucu olusan renk degisimi

4.4.4. Pektolitik Aktivite Testi

Izolatlarin higbiri pektolitik enzim {iretmediginden patates dilimleri iizerinde yumusak
clirtiklik belirtisi olusturmazken pozitif kontrol olarak Pectobacterium caratovorum
kullanilmis ve patates dilimlerinde ciirlimelere neden olmustur (Sekil 4. 9. ve Cizelge 4.2.,

Cizelge 4.3.).

Sekil 4. 9. Pektolitik aktivite testi negatif ve pozitif sonucu
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4.4.5. Arginin Dihydrolase Testi

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlar1 ekim yapilan tiiplerin tizeri 1 ml
vaspar ile kapatilmig ve 7-15 giin 25°C’de bekletildikten sonra tiiplerde herhangi bir renk
degisimi gozlenmemesinden dolay1 negatif olarak degerlendirilmistir ( Sekil 4.10. ve Cizelge

4.2., Cizelge 4.3.).

Sekil 4. 10. Arginin dihydrolase testi

4.4.6. Tiitiinde Asir1 Duyarhhk Testi

Re izolasyon sonucu toplam 52 izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin tamamu tiitiin
yapraklarinda 24 saat sonra su emmis alanlar ve 48 saat sonra nekroz olusturmus alanlar
gozlenmistir (Sekil 4.11. ve Cizelge 4.2, Cizelge 4.3.). Titiin asir1 duyarlilik HR reaksiyonlari

pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4. 11. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatinin tiitiin yaprak damar aralarinda

olusturdugu tipik asir1 duyarhilik reaksiyonu (Hipersensitive Reaksiyon HR)
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Cizelge 4. 2. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlarinin klasik test sonuglari

IZOLAT | 1ZOLAT ALINDIGI |Gram | L O P A
SAYISI ADI VER Reak.
1 S1 SARKOY - - - - )
2 S$2 SARKOY - - - ; ;
3 S3 SARKOY - - - ; ]
4 S4 SARKOY - . . - -
5 S5 SARKOY - - - ; }
6 S6 SARKOY - - - i ]
7 S7 SARKOY - - - - -
8 S8 SARKOY - - - i ]
9 S9 SARKOY - - - i ]
10 S10 SARKOY - - - - :
11 S11 SARKOY - - - ; ;
12 S12 SARKOY - - - ; ;
13 S13 SARKOY - - - - :
14 S14 SARKOY - - - - -
15 M15 MUREFTE - - - - ]
16 M16 MUREFTE - - - - ]
17 M17 MUREFTE - - - - )
18 M18 MUREFTE - - - - ]
19 M19 MUREFTE - - - - ]
20 $20 SARKOY - - - - ;
21 $21 SARKOY - - - - -
22 S22 SARKOY - - - - ;
23 $23 SARKOY - - - - ;
24 S24 SARKOY - - - - -
25 $25 SARKOY - - - - ;
26 $26 SARKOY - - - - ;
27 $27 SARKOY - 3 ; ; -
28 S28 SARKOY - - - ; ]
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29 $29 SARKOY - - i - - +
30 $30 SARKOY - - - - - +
31 $31 SARKOY - - - - - +
32 $32 SARKOY - - - - - +
33 $33 SARKOY - - - - - +
34 H34 HOSKOY - - - - - +
35 H35 HOSKOY - - - - - +
36 H36 HOSKOY - - - - - +
37 H37 HOSKOY - - - - - +
38 H38 HOSKOY - - - - - +
39 H39 HOSKOY - - - - - +
40 H40 HOSKOY - - - - - +
41 S41 SARKOY - - - - - +
42 S42 SARKOY - - - - - +
43 S43 SARKOY - - - - - +
44 S44 SARKOY - - - - - +
45 S45 SARKOY - - - - - +
46 S46 SARKOY - - - - - +
47 S47 SARKOY - - - - - +
48 S48 SARKOY - - - - - +
49 S49 SARKOY - - - - - +
50 $50 SARKOY - - - - - +
51 S$51 SARKOY - - - - - +
52 $52 SARKOY - - - - - +

L: Levan Tipte Koloni Gelisimi; O: Oksidaz Testi; P: Patateste Pektolitik Aktivite; A: Arginin
Dehidrolaz Aktivitesi; T: Titiinde Asir1 Duyarlilik Reaksiyonu
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Cizelge 4. 3. Lopat Test Sonuglari

c LOPAT
o
4
= 3
Ll Elc g |2 =g |8 |2 _=x
= S| S N = o cEop| s Z
- = 3« © 2L 56 3| B s =
O 3532 £> o888l 572 s
= 0 <5 ] < © = =4
Pseudomonas
savastanoi - - - - - +
pV.
S .
= savastanoi
s
g (52 izolat)
N
)
[72]
<5
= Referans Izolat - - - - - +
(CFPB 1672)

Yapilan tan1 ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen 52 izolat LOPAT karakteri olarak ----+

ozellik gostererek Pseudomonas LOPAT 1b grubu igerisinde oldugu belirlenmistir.

4.5. Zeytin Cicek ve Yapraklarmm In vitro Kosullarda Pseudomonas savastanoi pv.

savastanoi’ nin Gelisimine Antimikrobiyal EtKkisi

Patojenin ml’ deki Hiicre Sayisinin Belirlenmesi: King B besi yerinde gelistirilen 48
saatlik izolatlar spektrofotometrede 600 nm absorbans degeri 0.2 dl¢iim degerine ayarlanarak
stispansiyonun hiicre/ml yogunlugu hesaplanmigtir. (Klement ve ark. 1990). Hesaplamalar -6
seyreltmesine gore yapildiginda Sarkoy 80x10°, Canakkale 66x10°, Akcay 993x10° hiicre/ml
hiicre yogunlugu hesaplanmistir. Bakteri siispansiyonu Canakkale, Akgay, Sarkdy
izolatlarindan ayni hacimlerde alinarak karistirilmistir ve ikili denemelerde kullanilmistir (Sekil

4.12., Sekil 4.13.).
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Sekil 4. 13. Aday antagonistlere karsi pseudomonas savastanoi pv. savastanoi patojeninin

yiizeye piiskiirtiilmesi

4.6. Aday Antagonistlerin Besi Ortaminda Etkinlikleri

Antagonistik etkiyi anlamak i¢in in vitro kosullarda 3 nokta ekim deseni kullanilarak
testlenmistir. Ikili kiiltiir karsilastirma sonucunda Cizelge 4.5.°de goriildiigii gibi aday
antagonist izolatlar1 ile patojen arasinda engelleme zonu olusmustur. Testleme 110 adet aday
izolat kullanmilmistir. Sekil 4.14’de ve Cizelge 4.5.’de goriildiigii gibi etkili antagonistler farkli
oranlarda inhibisyon zonu olusturmustur. Etkili olan 23 adet izolatin 9 tanesi ¢igeklerden, 3
tanesi yapraktan ve 11 tanesi topraktan elde edilen antagonist bakteriler inhibisyon zonlari

olusturmustur.
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Cizelge 4. 4. Aday bakteriyel antagonistlerin olusturdugu inhibisyon zonlari (mm)

INHIBISYON ZONU (mm)

SIRA INHIBISYON
NO | IZOLAT TEKERRURLER ZONU
ADI ORTALAMASI
1 2 3

1 ESBAC 1 3 3 2 2.6
2 ES BAC 2 2 1 2 1.6
3 ES BAC 3 - - - -

4 ES BAC 4 - - - -

5 ES BAC 5 - - - -

6 ES BAC 6 - - - -

7 ES BAC 7 4 5 6 5

8 ES BAC 8 3.8 3.6 3.1 35
9 ES BAC 9 - - - -
10 ES BAC 10 5 4 5 4.6
11 ES BAC 11 - - - -
12 ES BAC 12 4 3.6 4 3.8
13 ES BAC 13 - - - -
14 ES BAC 14 - - ; _
15 ES BAC 15 - - - -
16 ES BAC 16 - - - -
17 ES BAC 17 - - - -
18 ES BAC 18 - - - -
19 ES BAC 19 - - - -
20 ES BAC 20 6 5 4 5
21 ES BAC 21 - - - -
22 ES BAC 22 3.8 35 6 4.4
23 ES BAC 23 - - - -
24 ES BAC 24 - - - -
25 ES BAC 25 2.8 3.8 4.1 35
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26 | ESBAC 26 - - -
27 | ESBAC27 - - -
28 | ESBAC28 - - -
29 | ESBAC29 - - -
30 |ESBAC30 - - -
31 ESBAY 1 - - -
32 ES BAY 2 4 4 5
33 ES BAY 3 10 115 10.1
34 ESBAY 4 - - -
35 ESBAY 5 - - -
36 ES BAY 6 - - -
37 ESBAY 7 - - -
38 ESBAY 8 15 4 8
39 ESBAY 9 - - -
40 | ESBAY 10 - - -
41 | ESBAY 11 - - -
42 | ESBAY 12 - - -
43 | ESBAY 13 - - -
44 | ESBAY 14 - - -
45 | ESBAY 15 - - -
46 | ESBAY 16 - - -
47 | ESBAY 17 - - -
48 | ESBAY 18 - - -
49 | ESBAY 19 - - -
50 | ESBAY 20 - - -
51 T45 - - -
52 T46 - - -
53 T47 - - -
54 T48 - - -
55 T49 - - -
56 T50 - - -
57 T51 3 4 3.3
58 T52 - - -
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59 T53 - - - -
60 T54 - - - -
61 T55 - - - -
62 T56 - - - -
63 T57 - - - -
64 T58 - - - -
65 T59 11.6 11 10 108
66 T60 4 3 3 33
67 T61 - - - -
68 T62 3 4 3 33
69 T63 - - - -
70 T64 - - - -
71 T65 - - - -
72 T66 - - - -
73 T67 - - - -
74 T68 7 8 9 8
75 T69 - - - -
76 T70 1 1 1 1
77 T71 - - - -
78 T72 - - - -
79 T73 9 1 1 36
80 T74 - - - -
81 T75 - - - -
82 T76 - - - -
83 T77 - - - -
84 T78 - - - -
85 T79 - - - -
86 T80 - - - -
87 T8l - - - -
88 T82 8 7 7 73
89 T83 - - - -
90 T84 - - - -
91 T85 - - - -
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92 T86 - - - -
93 T87 - - - -
94 T88 - - - -
95 T89 - - - -
96 T90 - - - -
97 To1 2.4 2.1 13 1.9
98 T92 9 7 7 7.6
99 T93 - - - -
100 T94 - - - -
101 T95 - - - -
102 T96 - - - -
103 T97 - - - -
104 T98 - - - -
105 T99 1.3 1.4 11 1.2
106 T100 - - - -
107 T101 - - - -
108 T102 - - - -
109 T103 - - - -
110 T104 - - - -
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Sekil 4. 14. Farkli bakteriyel antagonistlerin pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye karsi

olusturdugu inhibisyon zonlar1 (mm)
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Hastalik ile kimyasal miicadelede yetersiz kalinmasindan kimyasal miicadeleye
alternatif olarak Oksel (2014)’in yaptig1 li¢ farkli yontemde, Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’ nin farkli dozlarda bitki ucucu yaglar1 kullanilarak patojen popiilasyonuna olan
antimikrobiyal etkisi aragtirilmistir. Calismada 21 bitki ugucu yagi kullanilmis ve alt1 tane
ucucu yag (Bergamut Karabas, Karanfil, Kekik, Okaliptus, Sarimsak) etkili sonu¢ vermesi bitki
ucucu yaglarin etkili oldugunu gostermistir. Ayni sekilde Bendaoud ve ark. (2009) okaliptiis
(Eucalytus radiata)’tan elde ettikleri ugucu yagi zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’ ye karsi etkinliklerini denemislerdir. Okalliptiisten elde edilen

ekstraktlarin antibakteriyel etkilerinin bulundugu belirlemislerdir.

Krid ve ark. (2011) zeytin alt suyu ve bundan elde edilen fenolik ekstraktlarin
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye karsi in vitro ve bitki {izerinde etkinligini
arastirmiglardir. In vitro kosullarda hastalik etmeninin gelisimini tamamen durdurdugunu
saptamiglardir. Bitki denemelerinde kullandiklar1 100, 500 ve 1000 mg L-1 dozlarinin

stirgiinlerde ur olusumunu engelledigini belirtmislerdir.

Trigui ve ark. (2013) kina (Lawsonia inermis) yaprak ekstraktini bitki patojeni olan
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye karsi in vitro ve in vivo kosullarda test etmiglerdir.
Kloroform ve etil asetat ile yapilan yaprak ekstraktlarinda hastalik etmenlerinin gelismesini
engellemistir. Bitki denemelerinde etil asetat ile yapilan yaprak ekstraktlarinda farkl
konsantrasyonlarda (0.4, 0.2, 0.1 ve 0.05 mg/yara) zeytin dallarinda ura neden olan
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin neden oldugu ur olusumlarini engellenmistir.
Arastiricilar tarafindan hastaliga karsi biyolojik miicadele olanaklari arastirilmistir ve bir ¢ok

bitki etkili bulunmustur.

Yaptigimiz ¢aligmada 110 bitki izolatindan 23 tanesinin 1-10.8 mm arasinda inhibisyon
zonlar1 olusturarak patojenin ¢ogalmasini dnlemede etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan bu
calisma ile Bendaoud ve ark. (2009) , Krid ve ark. (2011), Trigui ve ark. (2013) ve Oksel
(2014)’ in calismalar1 paralellik gostermektedir. Biyolojik miicadele hastalik etmeni

miicadelesinde alternatif bir yontem oldugu bu ¢alisma ile de orataya konmustur.
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5. SONUC ve ONERILER

Zeytin agaglarmin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ile enfekteli olmasi, dal ve
siirgiinlerde ender olarak da yaprak ve meyvelerde tiimér ve gal olusumu gibi asir1 biiylime ile
sonuclanmaktadir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi zeytin dal kanseri hastaligi, diinya
genelinde zeytin agaglarinin en 6nemli hastaliklarindan bir tanesidir. Hastaligin neden oldugu
kayiplar biiyiik 6lciide cografik konum ve zeytin ¢esitlerine baglh oldugu i¢in zarar1 tahmin
etmek zor olsa da, enfekte olmus agaclarda biiyiime ve verim orta ve agir derecede
etkilenmekte, ayrica meyvelerin biiylikligii ve kalitesi azalmaktadir (Schroth ve ark. 1973;
Young 2004, Quesada ve ark. 2010). Patojen toprakta uzun siire canliligini koruyamaz ve
bitkide epifitik ve endofitik olarak yasamini devam ettirir (Ercolani 1978, Penyalver ve ark.
2006, Quesada ve ark. 2007, Quesada ve ark. 2010). Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
izolatlar1 fenotipik ve genotipik olarak heterojen olup, genis bir viriilens ¢esitliligi sergilemekte
ve indiikledikleri timdr olugumlar1 boyut ve sekil olarak ¢esitli varyasyonlara sahip olmaktadir

(Penyalver ve ark. 2006, Pérez-Martinez ve ark. 2007).

Zeytinlikler bir kez hastalik etmeni ile enfekte oldugunda, patojen bakteriyi bu
alanlardan eradike etmek ¢ok zordur. Bu nedenle etmenin kontrolii genellikle Onleyici
tedbirlere dayanmaktadir. Bununla birlikte, hastalik etmeninin kontrolii i¢in entegre miicadele
kapsaminda etkili birka¢ yontem oldugu bilinmektedir. Bakir etken maddeli kimyasallar
hastaligin miicadelesi i¢in genis Ol¢iide kullanilmistir. Fakat bu bilesiklerin kullanilmasiyla,
patojen bakteri bakirli preparatlara karst dayaniklilik kazanmis ve bu kimyasallarin kullanimi1
cevreye bliylik zararlar vermistir (Teviotdale ve Krueger 2004, Young, 2004, Quesada ve ark.
2010). Daha once yapilan biyolojik miicadele ¢aligmalariyla Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi ile enfekteli zeytin yapraklarindan izole edilen bakteriyosin iireten Pseudomonas
syringae pv. ciccaronei (Lavermicocca ve ark. 2002), Pseudomonas putida gibi fluorescent
Pseudomonas ve Bacillus subtilis izolatlar1 ile zeytin dal kanseri hastaliginin miicadelesi
yapilmistir (Vlassak ve ark. 1992, Rokni Zadeh ve ark. 2008, Krid ve ark. 2010, Li ve ark.
2011, Krid ve ark. 2012).
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Tekirdag ilinde Sarkdy ilgesi Miirefte, Giizelkdy, Hoskoy mahallelerinde zeytin
bahcelerine ¢aligma kapsaminda, 2016 tiretim y1linda 11 ve 2017 iiretim yilinda 4 zeytin bahgesi
olmak tiizere toplam 15 zeytin bahgesi incelenmistir. Yapilan surveyler sonucu elde edilen
zeytin dal kanseri etmeni 78 adet hastalikli bitki 6rnegi toplanmis ve 52 adet izolat klasik tani
yontemleriyle tanilanmistir. Izolatlarm tamami gram negatif, oksidaz, pektolitik aktivite, levan
ve arginin dehidrolaz negatif fakat tiitlin yapraklarinda asirt duyarlilik reaksiyonlar1 ve
patojenite testi pozitif olmasindan dolayr Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak

tanilanmustir.

Zeytin ¢igek ve yapraklarindan elde edilen 50 adet ve topraktan elde edilen 60 adet
olmak {izere toplam 110 adet aday antagonist izolatlarina tiitiin HR testi yapilarak negatif sonug

vermesiyle patojen olmadig1 belirlenmistir.

110 adet aday antagonist izolatlar1 ile in vitro kosullarda yapilan bu tez galismasi
kapsaminda petrilere 3 nokta seklinde ekilmis olup tizerine Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi izolatlarindan hazirlanan siispansiyon piiskiirtme yontemi ile bulagtirilmistir. Aday
antagonist bakteri izolatlarindan zeytin c¢i¢eginden elde edilen 9, zeytin yapragindan 3,
topraktan elde edilen 11 olmak {izere toplam 23 tanesi 1-10.8mm arasinda inhibisyon zonlari
olusturarak patojenin ¢ogalmasini 6nledikleri tespit edilmistir. Bu gozlemler sonucu patojen

bakterinin biyolojik miicadelesi ile umut var sonuglar olabilecegi goriilmiistiir.

Bakteriyel hastaliklarla miicadelede kimyasal kullanimmin miimkiin olmamas1 ve
antibiyotik kullaniminin iilkemizde yasak olmasi gibi nedenlerden dolayi, bakteriyel
hastaliklarla miicadelede alternatif yontemlere gerek duyulmaktadir. Bu tez calismasinda
goriilen aday antagonistlerin in vitro’ da patojenin gelisimini tamamen engelleyecek kadar etkili
sonuglar vermesi ve antagonistlerin imit vaat eden miicadele yontemi olabilecegini

gostermektedir.
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EKLER
EK 1. King B Besi Yeri (King ve ark 1954)

Proteose Peptone 20.0g
Gliserin 10.0ml
K2HPO4 1.5g
MgS0O47H20 1.5g
Agar 15.0g

Distile Su 1000ml

121 °C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

EK 2. Yeast Dekstroz Kalsiyum Karbonat (YDC) Agar (Lelliott ve Stead, 1987)
Yeast Extract 10.0g

Dextrose 20.0g

Calcium Carbonate 20.0g

Agar 15.0g

Distile Su 1000ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

EK 3. Nutrient Broth Sivi Besi Yeri (Lelliot ve Stead 1987)
Nutrient broth 8g
Distile Su 1000ml

121 °C’ de 15 dakika otoklav edilmistir.
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EK 4. Nutrient Agar (NA) Besi Yeri (Lelliot ve Stead, 1987)
Nutrient Agar 13.0g
Distile Su 1000ml

121 °C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

EK 5. Vaspar

1 6l¢ii vazelin

3 ol¢ii s1v1 parafin, 121 °C 15 dakika otoklav edilir.

EK 6. NBRIP (National Botanical Research Institute’ phosphate growth medium) Besi
Yeri (Nautiyal, 1999)

Glukoz 20.0g

Ca3(P0O4)2 10.0g

(NH4)S04 0.1g

MgS04-7/H20 0.25g

KCl 0.2g

MgCI2 6H20 5.0g

Bromphenoleblue (BPB) 0.025¢

Saf su 1000ml 121 °C’de 15 dakika otoklav edilmistir.
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