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OZET

Marmara Bolgesinde Tekirdag, Canakkale, Balikesir, Bursa ve Yalova illerindeki zeytin iiretim alanlarinda survey
yapilarak, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin neden oldugu dal kanseri hastaligmm yaygmlhigi
arastirllmistir. Hastaligin yayginlik oran1 Canakkale’de %100, Balikesir’de %81, Tekirdag’da %66, Bursa’da %4
oranlarinda saptanirken, Yalova’da hastaliga rastlanilmamigtir. Hastaligin bahge igindeki bulunus oraninin
Canakkale’de %73, Balikesir’de %56, Tekirdag’da %30 ve Bursa’da %0.6 oldugu tespit edilmistir. Marmara
Bolgesinden toplanan 104 hasta bitki 6rneginden King B ve PVF1 besi yerlerine yapilan izolasyonlarda, tiitiinde
asirt duyarlilik reaksiyonu pozitif olan 208 bakteri izolat1 elde edilmistir. Bunlarin igerisinden segilen 38 bdolge
izolat1 ve bir referans izolat (CFPB 1672) ile yapilan patojenite testlerinde bu izolatlarin tiimiiniin Edremit cesidi
zeytin fidanlarinda patojen oldugu saptanmigtir. Patojenite testi sonucu 88 adet re-izolat elde edilmis ve tam
testlerinde kullamilmugtir. Izolatlarin tamami gram negatif, oksidaz negatif, patates dilimlerinde pektolitik aktivite
negatif, SNA besi yerinde levan olmayan tipte koloniler iiretmislerdir. Arginin dehidrolaz aktivitesi negatif ve
tiitlinde asir1 duyarlilik reaksiyonu pozitif olarak belirlenmistir. Tan1 sonuglari, BIOLOG, spesifik PCR ve yag asit
analizlerine dayanan mikrobiyal tani sistemine (MIS) gore teyit edilmistir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
izolatlarinin tiim hiicre yag asitleri (FAME) komposizyonuna gore karsilastirildiginda, fenotipik olarak %96.7,
BOX-PCR’a dayanan kiime analizlerine gére genotipik olarak %97.4 oraninda birbirine benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir.
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ABSTRACT

Olive growing areas in Tekirdag, Canakkale, Balikesir, Bursa, and Yalova cities of Marmara region were visited
and prevalence and incidence of olive knot disease were noted. Disease prevalence was recorded as 100, 81, 66, 4
and 0% in Canakkale, Balikesir, Tekirdag, Bursa and Yalova, respectively. Disease incidence was 73, 56, 30 and
0.6% in Canakkale, Balikesir, Tekirdag and Bursa, respectively. Totaly 208 bacterial strains which showed positive
hypersensitive reaction on tobacco leaves were isolated from 104 diseased plants on King’s medium B and PVF1
medium from Marmara region. Pathogenicity tests were performed with selected 38 strains and a reference strain
(CFPB 1672). All strains were pathogenic on olive plants cv Edremit. Eighty eight strains were re-isolated and used
in identification tests. All strains were gram negative, oxidase negative, pectolytic activity negative, levan negative,
and arginin dehydrolase negative, but hypersensitive reaction on tobacco leaves was positive. The identification of
the strains was confirmed by BIOLOG, spesific-PCR and microbial identification system (MIS) based on whole
cell fatty acids. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi strains showed phenotypic similarity as a ratio of 96.7%
by whole cell fatty acid compositions. The strains were genotypically similar as a ratio of 97.4% by polymorphism

in BOX-PCR.
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1. Giris

Zeytin agact (Olea europea L.) Akdeniz
havzasinda olduk¢a uygun bir yetisme ortami
bulmaktadir. Tunalioglu (2009)’na gore diinyada
Akdeniz havzasi iklim ozellikleri gosteren
yaklagik 40 iilkede, toplam 7,664,209 hektar
alanda, 17,792,831 ton dane zeytin iiretilmektedir.
Diinyada zeytincilik yapilan alanlarin %9’u, dane
zeytin iiretiminin %81 Tiirkiye’ye aittir (Ozkaya
et al 2010). Diinya zeytinciliginin merkezi olan
Akdeniz  havzasmin  dogusunda yer alan
Tiirkiye’de zeytin; 753 bin hektar alanda, mevcut
151,630,000 adet zeytin agacinin 106,139,000
adedi meyve veren yasta (%70), geri kalan
45,491,000 adedi (%30) ise meyve vermeyen
yastadir. Zeytin  iretimi Ege Bolgesinde
yapilmakta, onu sirastyla Marmara, Akdeniz,
Gilineydogu ve Karadeniz Bolgeleri izlemektedir.
Tirkiye’de liretilen dane zeytinin %681 yaglik,
%32’si sofraliga ayrilmaktadir.

Marmara Bolgesinde zeytin {liretimi yogun
olarak Tekirdag, Canakkale, Balikesir, Bursa ve
Yalova illerinde yapilmaktadir. Bolgedeki agag
sayilar1 incelendiginde; Tekirdag’da 1,142,411
adet, Balikesir’de 11,108,261 adet, Bursa’da
9,714,854 adet, Canakkale’de 5,017,947 adet ve
Yalova’da 976,148 adet olmak iizere siirvey
yapilan alanda toplam 27,959,621 adet zeytin
agac1 bulunmaktadir (TUIK 2008).

© Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Bu kadar genis alanlarda yetistiriciligi yapilan
zeytin agaclarinda tek basina veya birlikte zarar
yapan pek ¢ok hastalik, zararli ve yabanci ot
bulunmaktadir. Bunlar gerek yaglik ve gerekse de
sofralik zeytin {retimini azaltmaktadir. Bu
hastaliklardan biri de Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi (Smith 1908)’nin neden oldugu
zeytin uru veya zeytin dal kanseri olarak
isimlendirilen bakteriyel bir hastaliktir (Janse
1982). Etmen Oleceac ve Apocynaceae
familyasina ait farklt bitki tiirlerinin yaprak,
siirgiin ve govdelerinde urlara neden olmaktadir.
Etmenin konukgulari olarak zeytin (Olea europea
L.) (Smith 1908; Young et al 1978), zakkum
(Nerium oleander L.) (Wilson 1965), yasemin
(Jasminium officinale L.) (Janse 1981), disbudak
(Fraxinus excelsior L.) (Janse 1981) ve forzitya
(Forsythia  sp.) (lacobellis et al 1998)
saptanmistir.

Tiirkiye’de bu hastaligin zeytinlerde varlhigi
uzun zamandir bilinmesine ragmen; ilk ¢calismalar
Ege bolgesinde Azeri (1993), Aydin ve Mugla
illerinde Tatli & Benlioglu (2004), Bati Akdeniz
Bolgesinde Basim & Ersoy (2000), Dogu Akdeniz
Bolgesinde ise Mirik et al (2004) tarafindan
yapilmustir.

Hastalik etmeni bitkiye kiltiirel islemler
sirasinda, sirikla zeytin hasadi nedeniyle veya
olumsuz iklim faktorleri nedeniyle olusan
yaralardan giris yapmaktadir. Bakteri tarafindan
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hastalandirilmis dokularda gozle goriilebilir urlar
olugmaktadir (Alvarez et al 1998). Bakterinin
neden oldugu urlarin olusumunda en Onemli
faktorlerden birisi, patojen tarafindan {retimi
tesvik edilen hormonlardir. Bakteri tarafindan
tiretimi tesvik edilen indol asetik asidin (IAA) ur
olusumu i¢in gerekli oldugu belirlenmistir (Smidt
& Kosuge 1978; Surico et al 1984; lacobellis et al
1994; Iacobellis et al 1995). Hastalik nedeniyle
bitkinin besin ve su alimi engellendiginden,
zamanla bitki zayif diismekte ve sonunda
kurumalar meydana gelmektedir (Gardan et al
1992).

Marmara Bolgesinde de zeytin {ireticisinin en
bliylik sorunlarindan biri zeytin dal kanseri
hastaligidir. Bu bolgede (Tekirdag, Canakkale,
Balikesir, Bursa ve Yalova illerinde) yapilan arazi
calismalart sonucu hastaligin yayginligi ve
bulunus orami ortaya konmustur. Elde edilen
zeytin izolatlarinin fenotipik ve genotipik olarak
benzerlikleri aragtirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Hastalik surveyi ve hasta bitki orneklerinin
toplanmasi

Marmara Bolgesinde, Tekirdag (Sarkdy, Miirefte,
Hoskdy ve Marmara Adasi), Canakkale (Algitepe,
Eceabat ve Ezine), Balikesir (Edremit, Gomeg,
Burhaniye, Ayvalik, Havran ve Cunda Adasi),
Bursa (Orhangazi, Mudanya, Gemlik ve iznik) ve
Yalova (Merkez ilge) illerindeki zeytin iiretim
alanlarinda ornekleme islemi Bora & Karaca
(1970)’ya gore yapilmistir. Hastaligin yoredeki
yaygimlig1 ve bahge igerisindeki bulunus oranlari
tespit edilmistir.

Hastalikl bitki drneklerini toplamak amaciyla
arazi ¢ikist  Oncesi laboratuar kosullarinda
hazirlanmus, igerisinde 500u/ steril sivi nutrient
broth bulunan ependorf tiipleri kullanilmustir.
Araziden toplanan taze urlarin dis kabuk kismi
bistiirii ile soyulup uzaklagtirildiktan sonra i¢
kisimdan alman 1-2 mm’lik yumusak doku
parcalart %70’lik alkol ile silinerek ylizeyden
dezenfekte edildikten sonra ependorf tiiplerine
konmustur. Arazi caligmasi siiresince (yaklasik
10-15 giin) wurlar hizla sertlestiginden taze

urlardan alinan doku 6rnekleri steril nutrient broth
icerisinde arazi g¢aligmast boyunca muhafaza
edilmistir. Bu tiipler seyahat esnasinda buz
kutusunda  saklanmustir.  Arazi g¢alismasinin
yaklagik 10-15 giin devam ettigi disiiniildiigiinde,
ilk giinlerde alinan taze urlarin arazi galismasi
bitene kadar sertlesecegi gbz oOniine alinarak bu
yontem tarafimizdan gelistirilmistir.

2.2. Hastalikl bitki 6rneklerinden etmenlerin
izolasyonu

Arazi ¢aligmasinda toplanan 104 bahg¢eden 6rnek
alinarak izolasyon islemleri Namik Kemal
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii Bakteriyoloji laboratuarinda yapilmistir.
Hastalikli bitki parcalarindan bir miktar almip
steril havan i¢inde ezilmistir. Steril kabinde 15-30
dakika bekletilen homogenattan King B ve PVF1
besi yerlerine ¢izimler yapilmistir. 25°C’de 2 giin
inkiibasyondan sonra petriler 4°C’deki
buzdolabinda 24 saat bekletilmis ve gelisen
koloniler incelenmistir. izolasyon petrileri 48
saatten fazla 25°C’deki inkiibatorde
bekletildiginde, sar1 renkli saprofit bir bakteri
geliserek petriyi kaplamakta ve gergek patojenin
gelisimini  sinirlandirmaktadir.  Bu  nedenle
izolasyon petrileri 25°C’de 2 giin inkiibasyondan
sonra buzdolabina alinarak saprofit bakteri
gelisimi engellenmeye calisilmistir. PVF1 besi
yerlerinde floresan renge sahip, King B besi
yerinde zayif floresan tipte, kiigiik yuvarlak ve
kabarik olmayan tipte gelisen koloniler segilerek
saflagtirilmistir.

2.3. Bakteri izolatlarinin patojenitelerinin
testlenmesi

Marmara Bolgesinden elde edilen bakteri
izolatlarindan 6rnek alian bolgeleri temsil edecek
sekilde her bolgeden tesadiifi olarak secilen 38
izolatin ve referans izolatin (CFPB 1672)
patojenite testleri Surico et al (1984)’e gore
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Bolimii Arastirma ve Uygulama
Parselinde bulunan cam seralarda yapilmistir.
Edremit ¢esidi zeytin fidanlarmin bir yasindan
biiyiik siirglinlerinin her birine bir izolat olmak
iizere, izolatlar inokule edilmistir. Negatif kontrol
olarak steril su, pozitif kontrol olarak CFPB 1672
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kodlu Dr. Cindy Morris’den (Fransa) elde edilen
Pseudomonas savastanoi izolati kullanilmistir.
Patojenite testi sonucu 50-60 giin icerisinde zeytin
dallarinda  olusan  urlardan  re-izolasyonlar
yapilarak 88 adet re-izolat elde edilmistir.

2.4. Bakteri izolatlarinin morfolojik, fizyolojik ve

biyokimyasal testlerle tanisi

Seksen sekiz adet re-izolatin  geleneksel
yontemlerle tanisi Lelliott & Stead (1987) ile
Schaad et al (2001)’e goére yapilmistir.
Kargilastirma kiiltiirii olarak CFPB 1672 kodlu
referans izolat kullanilmigtir. KOH ile gram
reaksiyonu ve LOPAT (L: levan olusumu, O:
oksidaz testi, P: patateste pektolitik aktivite, A:
arginin dehidrolaz aktivitesi, T: tiitinde asir1
duyarlilik reaksiyonu) testlerinin sonucuna gore
izolatlarm  tanilart  yapilmistir.  Caligmada
Pseudomonas  savastanoi pv. savastanoi’nin
referans kiiltiirii ile her bir test icin pozitif ve
negatif sonu¢ veren referans bakteri kiiltiirleri
kullanilmustir.

2.5. Bakteri izolatlarinin BIOLOG tani sistemi ile
tanmilanmasi

Gram negatif bakteri izolatlar1 i¢in dizayn edilmis
GN2 MicroPlate (GEN II for Gram-negative
bacteria) BIOLOG plate kullanilmustir. izolatlar
cesitli seker, alkol, deterjan ve aminoasit olmak
izere 95 adet farkli karbon kaynagmin besin
olarak kullanimina dayanan BIOLOG Sistemiyle
(BIOLOG, Inc., Hayward, CA, USA) (Jones et al
1993) tanilanmistir. Marmara bdlgesi izolatlar
icerisinden her yoreden olmak iizere tesadiifi
olarak secilen 23 adet izolatla ¢aligma yapilmistir.
2.6. Bakteri izolatlarinin PCR testi ile tanisi

Secilen 23 adet izolatin PCR ile de tanisi
yapilmistir. Segilen izolatlar nutrient broth sivi
besi yerinde gelistirilerek De Boer & Ward
(1995)’e gore saflastirllmis genomik DNA’lari
PCR calismalarinda kullanilmistir. Primer olarak
IAALF (5’-GGC ACC AGC GGC AAC ATC
AA-3’) ile IAALR (5’-CGC CCT CGC AAC
TGC CAT AC-3’) primerleri (Penyalver et al
2000), PSS 1 (5-TGG GGT GCT ACT TGT
ACC CGA-3’) ile PSS 2 (5’-CCG TGT ACT
ACG TTC AGC GAG-3’) ve PSS 3 (5°CAG
GAC TTC AGA ACC CAC GT-3’) ile PSS 4 (5°-

CGG TCG ATG ATG TAG AGC AT-3’) (Ersoy,
2002) primerleri kullanilmustir.

IAALF ile TAALR primerleri kullanilarak
yapilan PCR  isleminde, amplifikasyonlar
Penyalver et al (2000), PSS 1 ile PSS 2 primerleri
ve PSS 3 ile PSS 4 primerleri kullanilarak yapilan
PCR isleminde amplifikasyonlar ise Ersoy
(2002)’e gore yapilmistir. Calismada Techne
marka thermalcycler cihazi kullanilmistir. Elde
edilen PCR fiiriinleri agaroz jel elektroforezinde
70V elektrik akiminda yaklagik 3-4 saat siire ile
yiiriitiilmiistiir. Bantlarin goriilmesi i¢in ethidium
bromiir ile (10mg m/') 10 dakika boyama
yapilmis ve bunu takiben 15 dakika saf su ile jel
yikanarak 302 nm UV 1181 yayan
transliminatorde bantlar incelenmis ve
fotograflanmigtir. Olusan bantlarin tekrarlanabilir
bantlar oldugunu belirtmek i¢in c¢aligma 3 kez
tekrarlanmistir. Molekiiler agirlik isaretleyici
(Marker) olarak 100 bp ve 1 kb kullanilmustir.

2.7. Yag asit analizlerine dayanan mikrobiyal tani
sistemi (MIS)

Bakteri hiicresinden yag asitleri izolasyonu De
Boer & Sasser (1986)’in yontemine gore
yapilmistir. Secilen 23 adet izolatin tanisinda
Mikrobiyal Identifikasyon Sisteminin (MIS)
bilgisayar paket programi (Sherlock MIS version
4.5 Microbial ID. Inc. Newark, Delaware)
kullanilarak tani yapilmistir.

2.8. Bakteri Izolatlarimin tiim hiicre yag asitleri
(FAME) komposizyonuna gére fenotipik
karakterizasyonu

Yukaridaki yonteme gore bakteri hiicresinden
izole edilen yag asit tiirleri ve % oranlan
karsilagtirilarak ~ istatistiki  analizler yapilmis,
aritmetik ortalamalar1 ve standart sapmalari
hesaplanmistir. SPSS (Statistical Package for
Social Sciences 2009, 18:0 Edition for
Windows)’de kiime analizi yapilarak zeytin
izolatlar1 arasinda fenotipik akrabalik oranlari
belirlenmistir.

2.9. BOX-PCR ile izolatlarin genotipik
karakterizasyonu

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlari
arasindaki genetik farklilik Louws et al (1994) ile
Norman et al (2003)’a gore ortaya konmustur. De
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Boer & Ward (1995)’e gore izole edilen genomik
DNA’larla BOX-1A primeri (5’-CTA CGG CAA
GGC GAC GCT GAC G-3’) kullanilarak BOX-
PCR c¢aligmalart yapilmistir.  Amplifikasyon
sonucu elde edilen PCR iiriinleri %1.5’Iuk agaroz
jele verilerek olusan bantlar fotograflanmustir.
Marker olarak 1 kb’lik ve 100 bp’lik DNA
ladderlar  kullanilmistir.  Her  bir  izolatin
olugturdugu bant durumu not edilmistir. Tim
veriler SPSS (Statistical Package for Social
Sciences 2009, 18:0 Edition for Windows)’de
analiz edilerek olusturulan dendogram gore
genetik akrabalik oranlari belirlenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Yaygin olarak yetistirilen zeytin g¢esitlerinin
yorelere gore degisiklik  gosterdigi  tespit
edilmistir. Tekirdag, Canakkale ve Balikesir’de
yaglik Edremit (Ayvalik) cesidi yetistirilirken;
Bursa ve Yalova illerinde ise genellikle sofralik
Gemlik ¢esidinin yetistirildigi belirlenmistir.

Canakkale ve Balikesir illerinde yogun olarak
zeytinyagi iiretimi icin yetistiricilik yapilmaktadir.
Hasat siriklarla yapildigindan bitkide acilan
yaralardan dolayi, bu illerde hastaligin ¢ok yaygin
oldugu gozlenmistir. Bunun yaninda Tekirdag
ilinde hem zeytinyag1 ve hem de sofralik zeytin
igin tretim yapilmaktadir. Tekirdag’da yaglk
zeytin yetistirilen yerlerde hastalik yogun olarak
gozlenirken, sofralik zeytin yetistiriciligi yapilan
yerlerde zeytinlerin elle toplanmasindan dolay1
hastaligin ¢cok az oranda oldugu go6zlenmistir.
Bursa ve Yalova’da iiretim alanlarinin hemen
hemen tiimiinde Gemlik ¢esidi sofralik zeytin
iretilmekte ve hasat elle yapildigindan hastalik
pek fazla goriilmemektedir. Bu ¢aligmayla zeytin
dal kanseri hastaliginin Marmara Bdlgesindeki
varligi ve bulunus oranlar ortaya konmustur.

Cizelge 1°de goriildiigii gibi, arastirma yapilan
zeytin tretim alanlarindan elde edilen degerler
incelendiginde bu hastaligin yayginlik oranmnin

Cizelge 1-Ornekleme yapilan zeytin iiretim alanlari ve hastahgin yayginlik ve bulunus oranlar
Table 1-Prevalence and incidence of olive knot disease and number of olive plantations sampled on survey area

Ornekleme yapilan yer

Orneklenen zeytin

Hastaligin yayginligr, %  Hastaligin bulunug

iiretim alani sayist orant, %
Tekirdag 25 66.3 30.1
SarkGy 8 25.0 20.0
Miirefte 5 80.0 15.0
Hoskoy 5 60.0 15.0
Marmara Adast 7 100.0 70.3
Canakkale 21 100.0 72.9
Merkez 6 100.0 99.0
Tiirkozil 5 100.0 60.0
Algitepe 5 100.0 59.8
Eceabat 3 100.0 70.0
Ezine 2 100.0 75.5
Balikesir 33 81.0 56.0
Edremit 9 100.0 49.6
Ayvalik 8 100.0 98.8
Gomeg 4 100.0 99.3
Burhaniye 4 100.0 75.3
Havran 4 100.0 50.5
Cunda Adasi 3 66.7 18.3
Edremit Zeytincilik Uretme Istasyonu 1 0.0 0.0
Bursa 19 4.0 0.6
Gemlik 5 0.0 0.0
Orhangazi 5 20.0 3.0
Mudanya 4 0.0 0.0
Zeytinbag1 2 0.0 0.0
Iznik 3 0.0 0.0
Yalova 6 0.0 0.0
Merkez 6 0.0 0.0
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Tekirdag’da %66,  Canakkale’de %100,
Balikesir’de %81, Bursa’da %4 oldugu,
Yalova’da ise incelenen zeytinliklerin hastaliksiz
oldugu belirlenmistir. Incelenen zeytinliklerde,
hastaligin  bulunus oram1 %73 ile en fazla
Canakkale’deki  zeytinliklerde  saptanmustir.
Balikesir’de bahge igerisindeki yayginlik orani
%56 iken; Tekirdag’da %30 ve Bursa’da %0.6
olarak belirlenmistir.

Marmara Bolgesinde bes ilde yapilan arazi
caligmasinda 104 zeytinlik incelenmis ve hasta
bitki 6rnekleri toplanmugtir. Hastalik etmeninin
izolasyonunda King B ve PVFI1 besi yerleri
kullanilmistir.  Pseudomonas — savastanoi  pv.
savastanoi’nin besi yerlerinde 3 giinden sonra
koloni gelisimi gozlenmektedir. Bu arada besi
yerini sar1 renkli bir saprofit bakteri kaplamakta
ve gercek patojeni saflagtirmak zorlasmaktadir.
Bu nedenle, izolasyon petrileri 48 saat 25°C’de
inkiibe edildikten sonra buzdolabina almmugtir.
4°C’de patojenin gelisimi devam etmekte buna

karsin ~ sar1  renkli  saprofitin  gelisimi
baskilanmaktadir. Bu  inkiibasyon yontemi
Pseudomonas ~ savastanoi  pv.  savastanoi

izolasyonunda basar1 getirmistir. Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi kolonileri izolasyon
petrisinde (6zellikle King B) floresan olmayan
tipte gelismislerdir. King B besi yerinde 5 giinden
sonra, UV 15181 altinda kolonilerin zayif floresan
pigment irettikleri belirlenmistir. PVF1 besi
yerinde Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
kolonileri beyazimsi krem, mukoid ve yuvarlak,
UV 15181 altinda agik mavi-yesil renkte floresan
Ozellik gostermesinden dolay1 King B besi yerine
gore daha secici oldugu saptanmistir. Surico&
Lavermicoca (1989), Penyalver et al (2000) ve
Azad&Cooksey  (1995)  yapmis  olduklari
calismada Ozellikle gram negatif bakterilerin
yogun  oldugu  durumlarda  Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi izolasyonunda King B
yerine PVF1 besi yerinin tercih edilmesini
onermislerdir.

Marmara Bolgesinden toplanan 104 bitki
orneginden 208 bakteri izole edilmistir. Tiitiinde
yapilan HR testinde tamami pozitif sonug verdigi
saptannustir. Izole edilen 208 adet izolattan

tesadiifi olarak secilen 38 bolge izolati ve CFPB
1672 kodlu referans izolatla yapilan patojenite
calismasinda, pozitif kontrolde ur gelisimi 8 hafta
sonra gozlenmis ve detayli degerlendirme
yaptlmigtir. Calismada kullanilan 38  bolge
izolatinin tiimii Edremit ¢esidi zeytin fidanlarinin
dallarinda ur olusturmuslardir ve bu nedenle bu
izolatlarin hastalik yapma yeteneginde olduklari
saptanmistir. ~ Negatif  kontrolde  hastalik
gbzlenmemistir. Urlardan yapilan re-
izolasyonlarda 88 adet re-izolat elde edilmis ve
tan1 calismalarinda kullanilmistir. Cizelge 2’de
goriildiigii gibi izolatlarin hepsi gram negatif,
oksidaz negatif, patates dilimlerinde pektolitik
aktivite negatif, SNA besi yerinde levan olmayan
tipte koloniler iiretmisler, arginin dehidrolaz
aktivitesinin negatif ve tiitiinde asir1 duyarlilik
reaksiyonu pozitif olarak belirlenmistir. Yapilan
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler
sonucunda elde edilen sonuglarla Schaad et al
(2001) ile Lelliot&Stead (1987) benzerlik
gostermektedir.  Ayrica, yapilan BIOLOG,
spesifik PCR ve yag asit analizlerine dayanan
mikrobiyal tani sistemine gdre izolatlarin
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi oldugu
teyit edilmistir.

izolatlar; Tween 40, L-Arabinose, D-Arabitol,
Gentiiose, Maltose, D-Mannitol, D-Mannose, D-
Sorbitol, Sucrose, Succinic Asit Mono-Methyl-
Ester, Cis-Aconitic Asit, Citric Asit, Formic Asit,
D-Gluconic Acid, a-Keto Valeric Acid, Propionic
Acid, D-Saccharic Acid, Succinic Acid,
Bromosuccinic Acid, L-Alanine, L-Asparagine,
L-Aspartic Acid, L-Glutamic Acid, Glycyl-L-
Glutamic Acid, L-Ornithine ve L-Serine’i karbon

kaynagi  olarak  kullanmislardir.  BIOLOG
sistemine gore izolatlar1 %21-78 benzerlik
oraniyla ~ Pseudomonas  savastanoi  oldugu
saptanmistir.

Tiire spesifik olarak yapilan PCR’da ii¢ farkli
primer seti (IAALF&IAALR, PSS1&PSS2 ve
PSS3&PSS4) kullanilmis ve sirasiyla 454 bp
(Sekil 1), 684 bp (Sekil 2) ve 1064 bp (Sekil 3)’lik
bantlar elde edilmis ve izolatlar molekiiler olarak
PCR’la tanilanmistir. Palvender et al (2000) ve
Ersoy (2002) ile paralellik gostermektedir.
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Cizelge 2-Marmara bolgesi re-izolatlariin ¢esitli testlerdeki biyokimyasal reaksiyonlari

Table 2-Biochemical reactions in identification tests of Marmara region’s re-isolates
Testler CFPB 1672 referans izolat Zeytin izolatlar
Gram reaksiyonu - -
Floresanslik dzelligi + Zayif”
Levan - -
Oksidaz reaksiyonu - -
Pektolitik aktivite - -
Arginin dihydrolase aktivitesi - -
Tiitiinde HR + +
Patojenite testi + +

500bp —»

100bp —p
Sekil 1-Marmara Bélgesi izolatlarinin IAALF ve IAALR primeri kullamlarak yapilan PCR sonucunda elde edilen
iiriinlerin jelde goriiniimii. Cukur 1: 100bp DNA ladder Marker; Cukur 2: CFPB 1672; Cukur 3: Marmara Adasi
1; Cukur 4: Canakkale 2b; Cukur 5: Sarkoy Zeytin 4b; Cukur 6: Sarkoy Zeytin 4d; Cukur 7: Alcitepe 1; Cukur 8:
Negatif Kontrol (steril saf su)
Figure 1-PCR amplification of IAALF and IAALR primer Lanel 100-bp molecular marker, Lane2: CFPB 1672, Lane3
Marmara Adasi 1, Lane4 Canakkale 2b, Lane5 Sarkdy Zeytin 4b, Lane6 Sarkéy Zeytin 4d, Lane7 Algitepe 1, Lane8
Negative Control (sterile distilled water)

1000bp —p

500bp —

100bp —»

Sekil 2-Marmara Bolgesi izolatlarinin PSS1 ve PSS2 primeri kullamlarak yapilan PCR sonucu elde edilen
iiriinlerin jelde goriiniimii. Cukur 1: 100bp DNA ladder Marker; Cukur 2: CFPB 1672; Cukur 3: Marmara Adasi
1; Cukur 4: Sarkoy Zeytin 4a; Cukur S: Ayvalik 1; Cukur 6: Canakkale 1; Cukur 7: Alcitepe 2; Cukur 8: Havran
2b; Cukur 9: Edremit 3,: Cukur 10:Cunda Adasi 1c, Cukur 11: Orhangazi 1; Cukur 12: Orhangazi 3; Cukur 13:
Gomecg 2a; Cukur 14: Marmara Adasi 2A; Cukur 15: Edremit 2; Cukur 16: Negatif Kontrol (steril saf su)

Figure 2-PCR amplification of PSS1 and PSS2 primer Lanel 100-bp molecular marker, Lane2: CFPB 1672, Lane3
Marmara Adasi 1, Laned4 Sarkdy Zeytin 4a, Lane5 Ayvalik 1, Lane6 Canakkale 1, Lane7 Algitepe 2, Lane8 Havran 2b,
Lane9 Edremit 3, Lane 10 Cunda Adast Ic, Lane 11 Orhangazi 1, Lanel2 Orhangazi 3, Lane 13 Gomeg¢ 2a, Lane 14
Marmara Adasi 24, Lane 15 Edremit 2, Lanel 6 Negative Control (sterile distilled water)
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1000bp —

500bp —p

Sekil 3-Marmara Bolgesi izolatlarinin PSS3 ve PSS4 primeri kullamlarak yapilan PCR sonucu elde edilen
iiriinlerin jelde goriiniimii. Cukur 1: 100bp DNA ladder Marker; Cukur 2: CFPB 1672; Cukur 3: Sarkéy Zeytin 1;
Cukur 4: Tiirkoézii 1; Cukur 5: Ayvalk 1; Cukur 6: Canakkale 1c; Cukur 7: Ayvalik 2; Cukur 8: Havran 2b;
Cukur 9: Edremit 3,: Cukur 10:Cunda Adasi 1c, Cukur 11: Orhangazi 1; Cukur 12: Orhangazi 3; Cukur 13:
Gomecg 2a; Cukur 14: Marmara Adasi 2A; Cukur 15: Edremit 2; Cukur 16: Negatif Kontrol (steril saf su)

Figure 3-PCR amplification of PSS3 and PSS4 primer Lanel 100-bp molecular marker, Lane2: CFPB 1672, Lane3
Sarkoy Zeytin 1, Lane4 Tiirkézii 1, Lane5 Ayvalik 1, Lane6 Canakkale lc, Lane7 Ayvalik 2,Lane8 Havran 2b, Lane 9
Edremit 3, Lanel(0 Cunda Adasi Ic, Lanell Orhangazi 1, Lane 12 Orhangazi 3, Lanel3 Gomeg¢ 2a, Lanel4 Marmara

Adasi 24, Lanel5 Edremit 2, Lanel 6 Negative Control (sterile distilled water)

Tiim hiicre yag asit analizine dayanan MIS ile
tanida, izolatlar %44-80 benzerlik oraniyla P. s.
pv. savastanoi olarak tanilanmigtir. Cizelge 3°de
Marmara Bolgesinden zeytin izolatlar1 ve bir
referans izolatin icerdigi yag asidi kompozisyonu
goriilmektedir. Zeytinde ur olusumuna neden olan
hastalik etmeni Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’den 14 farkli yag asidi izole edilmistir.
Izole edilen yag asitleri; doymus (12:0, 16:0 ve
18:0), doymamis (18:1 w7c¢c ve 11 methyl 18:1
w7c), hidroxy asid (10:0 30H, 12:0 20H ve 12:0
30H), methyl branched (15:0 ISO, 15:0
ANTAISO, 17:0 ANTEISO,), cyclopropane (17:0
cyclo) ve 2 tane Sum in features (3, 7) olmak
iizere 6 grup oldugu saptanmistir. 10:0 30H, 12:0,
12:0 OH, 12:0 3 OH, Sum in feature 3 (16:1
w7c/15 ISO 20H), 16:0, 18:0 ve 18:1 w7c yag
asitlerinin tim izolatlarda bulundugu
belirlenmistir. Diger yag asitleri agisindan degisen
oranlarda farkliliklar elde edilmistir. Bunlarin
bulunuslari ve miktarlari géz Oniine alinarak
yapilan kiime analizlerinde izolatlar 2 ana kiime
olusturmuslardir (Sekil 4). Birinci grup igerisinde
(Marmara Adast 2A, Orhangazi 1, Tiirkozi 1,
Tiirkozii 2, Gomeg 3a, Gomeg 2a, Cunda Adasi
3a, CFPB 1672, Zeytin Sarkdy 4c, Zeytin Sarkdy

3e, Ayvalik 1, Zeytin Sarkdy 4a, Ayvalik 2,
Ayvalik 4, Cunda Adast 1c, Canakkale 3b,
Edremit 2, ve Orhangazi 3 kodlu izolatlar) 18 adet
izolat yer alirken, ikinci grup i¢inde (Canakkale
lc, Algitepe, Havran 2b, Edremit 3, Havran 3 ve
Edremit 4 kodlu izolatlar) 6 adet izolat yer
almustir. Izolatlarin yag asitlerine dayanan kiime
analizlerine gore, birbirinden en uzak tiiriin %97
oraninda fenotipik olarak benzerlik gdsterdigi
tespit edilmistir.

Yag asit analizleri kullanilarak MIS ile P. s.
pv. savastanoi izolatlarinin tanilarmin yapilan
gerek yaptigimiz ¢alisma ve gerekse de Wells et al
(1991) tarafindan da ortaya konmustur. 10:0 30H,
12:0, 12:0 OH, 12:0 3 OH, Sum in feature 3 (16:1
w7¢/15 ISO 20H), 16:0, 18:0 ve 18:1 w7c yag
asitlerinin tim P. s. pv. savastanoi izolatlarinda
bulundugu belirlenmistir. Wells et al (1991) ile
Marchi et al (2005) yaptiklar1 ¢alismada bu yag
asitlerinin ~ Pseudomonas  savastanoi  pv.
savastanoi izolatlarinda bulundugunu belirtmisler
ve bizim sonuglarimizla paralellik gostermistir.

Izolatlarin  genotipik  karakterizasyonunda
BOX-PCR’da olusan polimorfizmden
faydalanilmistir. Sekil 5 ve Sekil 6’da gorildigi
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Cizelge 3-Marmara Bolgesi zeytin izolatlarindan elde edilen yag asidi kompozisyonu
Table 3-Fatty acid compositions of olive isolates from Marmara Region

Yag asidi Tzolat sayist Dagilim araligi Ortalama Standart sapma
10:0 30H 24 2.66-3.52 3.09 0.21
12:0 24 4.47-5.28 4.78 0.29
12:0 20H 24 2.20-2.95 2.64 0.17
12:0 30H 24 3.03-3.93 3.58 0.21
15:0ISO 1 0.83 0.83 -
15:0 ANTEISO 2 0.92-4.98 2.95 2.87
Sum In Future 3 24 31.52-38.65 35.15 2.04
16:0 24 22.92-25.76 24.30 0.83
17:0 ANTEISO 1 0,69 - -
17: CYCLO 16 0.68-2.73 1.60 0.54
18:1 w7c 24 20.21-27.05 23.57 221
18:0 24 0.72-1.64 1.09 0.29
11 methyl 18:1 w7¢c 10 0.48-0.86 0.63 0.14
Sum In Future 7 6 0.81-1.22 0.98 0.18
Summed Feature 3 16:1 w7¢ /15 ISO 20H
Summed Feature7 Unknown 18.846/19:1 wéc
MARADA2A
ORHANGAZ
TURKOZUY
TURKOZU?2 }_l_l -
GOMEC3A |
CUNDASA
CFPB1672 —
ZEYSARA4C |
ZEYSARS3E u
AYVALIK1
ZEYSAR4A
AYVALIK2 }—'7 —
AYVALIK4

CUNDA1C
CAN3B
EDREMIT2
ORAHNGAZ

CAN1C
ALCITEPE
HAVRAN2B
EDREMIT3
HAVRAN3 |
EDREMIT4
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

Sekil 4-Marmara Bolgesi zeytin izolatlarinin tiim hiicre yag asidi icerigine gore olusturdugu fenotipik
farkhhk
Figure 4-Phenotypic differences of fatty acids of olive strains of Marmara Region
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3000bp —»

1000bp —»

250bp —p

Sekil 5-Marmara Bolgesi zeytin izolatlarinin BOX-PCR’da elde edilen iiriinlerin jelde goriiniimii. Cukur 1: 1kb
DNA ladder Marker; Cukur 2: CFPB 1672: Cukur 3: Sarkoy Zeytin 4b; Cukur 4: Tiirkozii 1; Cukur S: Ayvalik 1;
Cukur 6: Canakkale 1; Cukur 7: Ayvalik 2; Cukur 8: Havran 2; Cukur 9: Edremit 3; Cukur 10: Cunda Adasi 1,
Cukur 11: Orhangazi 1; Cukur 12: Orhangazi 3; Cukur 13: Gome¢ 2; Cukur 14: Marmara Adasi 2; Cukur 15:
Edremit 2; Cukur 16: Alcitepe 3

Figure 5-PCR amplification of BOX-PCR primer Lanel 1kb molecular marker, Lane2: CFPB 1672, Lane3 Sarkoy Zeytin
4b, Laned Tiirkézii 1, Lane5 Ayvalik 1, Lane6 Canakkale 1, Lane7 Ayvalik 2, Lane8 Havran 2, Lane 9 Edremit 3, Lanel(
Cunda Adasi 1, Lanell Orhangazi 1, Lanel?2 Orhangazi 3, Lanel3 Gomeg 2, Lanel4 Marmara Adasi 2, Lanel5 Edremit
2

CFPB1672
1
3
5
7

12
9
10
13
2
8 |
11 |
4
6 |
14 |

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5

Sekil 6-Marmara Bolgesi zeytin izolatlarinin BOX-PCR’a gore olusturdugu genotipik farkhihk. 1: Sarkdy Zeytin
4b; 2: Tiirkozii 1; 3: Ayvahk 1; 4: Canakkale 1; 5: Ayvahk 2; 6: Havran 2; 7: Edremit 3; 8: Cunda Adas1 1; 9:
Orhangazi 1; 10: Orhangazi 3; 11: Gomec 2; 12: Marmara Adasi1 2; 13: Edremit 2; 14: Alcitepe 3

Figure 6-Genotypic differences of PCR amplification of BOX-PCR Lanel Sarkoy Zeytin 4b, Lane?2 Tiirkozii 1, CFPB 1672,
Lane3 Ayvalik 1, Lane4 Canakkale 1, Lane5 Ayvalik 2, Lane6 Havran 2, Lane7 Edremit 3, Lane8 Cunda Adasi 1, Lane 9
Orhangazi 1, Lanel0 Orhangazi 3, Lanell Gomeg 2, Lanel2 Marmara Adasi 2, Lanel3 Edremit 2, Lanel4 Algitepe 3

gibi, BOX-PCR c¢aligmalarinda, izolatlarin  timiinde 400, 750 ve 1500 bp’lik bantlar elde

288 Tarim Bilimleri Dergisi — Journal of Agricultural Sciences 17 (2011) 279-290



Phenotypic and Genotypic Characterization of Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Isolates and Disease ..., Mirik & Aysan

edilmistir. 1000 bp’lik bir bant sadece Edremit 2
kodlu izolatta saptanmugtir. 1400 ve 2100 bp’lik
bantlar 10 izolatta tespit edilirken, 2000 ve 2500
bp’lik bantlar da 9 farkli izolatta tespit edilmistir.

Sekil 6’daki dendograma gore, Zeytin Sarkoy 4b,
Ayvalik 1, Ayvalik 2, Edremit 3 ve Marmara
Adas1 2 izolatlar1 ayn1 yerde bant olusturarak ayni
grup iginde yer almislardir. Tiirkoézii 1 ve Cunda
Adas1 1 kodlu izolatlar aym1 bantlar1 olusturarak
genetik olarak benzer olduklart goriilmistiir.
Canakkale 1 ve Havran 2 kodlu izolatlar da birbiri
ile benzer bulunmustur. Ayni sekilde, Orhangazi 1
ve Orhangazi 3 izolatlar1 da birbiriyle ayni
bantlar1 olusturmuslardir. CFBP 1672, Gomeg 2,

Edremit 2 ve Algitepe 3 izolatlar1 hicbir
izolatimizla  benzer  bant  olusturmayarak
ayrilmiglardir. Marmara Bolgesi izolatlarinin

BOX-PCR’a dayanan kiime analizlerine gore,
birbirinden en uzak tiirin %97.4 oraninda
genotipik olarak benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir.

4. Sonuc¢

Zeytin {retim alanlarinda hastaligin yayginlk
orant Canakkale’de %100, Balikesir’de %81,

Tekirdag’da %66, Bursa’da %4 oranlarinda
saptanirken, Yalova’da hastaliga
rastlanilmamigtir.  Hastaligin ~ bahce  icindeki

bulunus oraninin Canakkale’de %73, Balikesir’de
%56, Tekirdag’da %30 ve Bursa’da %0.6 oldugu
tespit edilmistir. Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi izolatlarinin tiim hiicre yag asitleri
(FAME) komposizyonuna gore
karsilastirildiginda, fenotipik olarak %96.7, BOX-
PCR’a dayanan kiime analizlerine gore genotipik

olarak %97.4 oraninda birbirine benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir.
Tesekkiir
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