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Tekirdag ilinde yetisen zeytin agaclarinda dal kanseri hastaligi etmeni Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’nin tanisi ve antagonist bakteriyel izolatlar ile biyolojik
miicadelesi

Identification of bacterial knot disease agent Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi in Tekirdag province
and their biological control by using antagonistic bacterial isolates
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bacterium Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi . Causal disease agent
typical causes knot (known as tumor or galls) on branches of infected olive
trees. This study was conducted to investigate the identification,
prevalence and biological control possibilities of Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi in several orchards in provinces of Tekirdag in Trakya region
during 2016-2017 growing seasons.

Methods and Results: Total of 78 infected knot samples collected from
several olive cultivars growing in province and 52 bacterial isolates were
obtained and identified. 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, caused hypersensitive reactions in
tobacco leaves. According to results of biochemical and morphological
studies, all isolates were identified as P. savastanoi pv. savastanoi.
According to survey results, the prevalence of olive knot disease is 86.6%
in Tekirdag province. Total of 110 putative antagonist bacterial isolates
were obtained from healthy olive trees and soils where they grow. As a
result of dual culture test with pathogen in vitro conditions, among the 110
putative antagonist bacterial isolates, 23 antagonist bacterial isolates
suppressed bacterial growth on nutrient media by producing an inhibition
zone index values of 3.5-28.00.

Conclusions: This study revealed that knot disease on olives is an
important disease and it should be considered for disease management in
the Tekirdag province.

Significance and Impact of the Study: This study clearly revealed the
current status of olive knot diseases in olive growing areas in Tekirdag
province. Revealing the current situation of the disease and their possible
biological control by antagonist bacterial agents is also important for the
other studies aiming at disease management.
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GiRiS Zeytin (Olea europaea), zeytingiller (Oleaceae)
familyasindan meyvesi yenen Akdeniz iklimine 6zgi bir
agac tlridur. Zeytin meyvesi yaglik ve sofralik olarak
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islenebilen tarimsal bir Grin olmasinin yani sira,
zeytinyagina ve salamuraya islenmesi nedeniyle de
tarima dayall sanayi ve ihracatta vazgecilmez Urinler
arasinda vyer almaktadir. Zeytin, dinya {zerinde
Tirkiye’nin de iginde bulundugu orta kusakta ve Akdeniz
ikliminin etkili oldugu vyerlerde dogal olarak yetisir
(Gemas ve ark., 2004).

Dilinya zeytin Uretim alanlari yaklagik 10 milyon hektar
diizeyindedir. 2019 yili verilerine gore Dinya zeytin
Uretimi 19.464.495 ton olarak aciklanmistir. ispanya
5.965.080 ton ile zeytin Uretiminde 1. sirada yer alirken
bu tilkeyi italya 2.194.110 ton, Fas 1.912.238 ton, Tiirkiye
1.525.000 ton zeytin Uretimi ile takip etmektedir (FAO,
2019). Turkiye zeytin lretimi 6zellikle Ege ve Akdeniz
bolgesinde bulunan illerde yogunlasmistir. Trkiye
genelinde zeytin yetistiriciliginin yapildigi en énemli iller
Aydin, Manisa, Mugla, izmir, Balikesir ve Hatay’dir.
Tiirkiye’de cok genis alanlarda tretimi yapilan, i¢ tilketim
ve ihracatimiz icin 6nemli bir yere sahip olan zeytin
agaclarinda ekonomik kayiplara neden olan bircok
hastalik ve zararl bulunmaktadir. Bu etmenlerden dolayi
gerek zeytinyagl ve gerekse sofralik zeytin Uretim
miktarinin  azalmasina neden olmaktadir. Zeytin
agaclarinda fungal hastaliklardan Verticillium solgunlugu
(Verticillium dahliae Kleb.), zeytin halkali leke hastalig
(Spilocaea oleaginae (Cast) Hughes (=Cycloconium
oleaginum  Cast) ile bakteriyel hastaliklardan
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (P.s. pv.
savastanoi) (Smith, 1908) Janse (1982)'nin neden oldugu
zeytin uru veya zeytin dal kanseri hastaligi epidemi
yaptigl yillarda Uriinde ciddi verim ve kalite kayiplarina
neden olmaktadir. Bakteriyel hastalik etmeni P. s. pv.
savastanoi diinya genelinde zeytin yetistirilen hemen
hemen her llkede gorilmektedir (Janse, 2006).
Ulkemizde bu hastaligin, zeytinlerde varligi uzun
zamandir bilinmesine ragmen ilk c¢alismalar Ege
bolgesinde Azeri (1993), Aydin ve Mugla illerinde Tatli ve
Benlioglu (2004), Bati Akdeniz Bolgesinde Basim ve Ersoy
(2000), Dogu Akdeniz Bolgesinde (Mirik ve ark., 2004),
Marmara Bolgesinde (Mirik ve ark., 2007) yapilan sorvey
calismalari ile ortaya konulmustur. Zeytin dal kanseri
hastaliginin etmeni Oleceae ve Apocynaceae familyasina
ait farkh bitkilerde yaprak, sirgiin ve gévdede urlara
olusumuna neden olur. Yapilan hastalik sorveyleri ve
tanilama galismalarinda, basta zeytin (Olea europea L.)
Smith, 1908; Young ve ark., 1978) olmak Uzere, Zakkum
Nerium oleander L.) (Wilson, 1965), Yasemin
Jasminium officinale L.) (Janse, 1981), Disbudak
Fraxinus excelsior L.) (Janse, 1981) ve Forzitya calis
Forsythia sp.) (lacobellis ve ark., 1998), Mersin ¢alisi
Mirik ve ark.,, 2006), Cilbirti c¢alisi (Fontanesia
(Mirik ve ark., 2011), Cin ardic
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(Loropetalum chinense) (Conner ve ark., 2013) ve nar
agaclart  (Bozkurt ve ark., 2014) hastalik etmenin
konukculari olarak bildirilmistir.

Bakteriyel hastaliklara karsi genelde bakirli kimyasal
ilagclar kullanilmakta olup, hastalikla micadelede
dayanikh cesitlerin kullanimi ile kiltirel yontemlerde
onemlidir (Ramos ve ark., 2012). Bakteriyel hastaliklarla
micadelede kullanilan bakirli preparatlar sistemik
olmayan enfeksiyonlarda basari gosterirken bitkinin
iletim demetlerinde veya i¢ kisminda bulunan bakterileri
engellemede yeterli olamamaktadir. Bu nedenle son
yillarda basta P. savastanoi pv. savastanoi olmak lzere
ur olusturan bakteriyel hastaliklarla miicadelede
kimyasallara alternatif olarak antagonist veya bitki
gelisimini tesvik eden bakteri izolatlarinin kullanildig
biyolojik miicadele, cesitli bitki ekstratlari ve ucucu
yaglarin kullanimi gibi alternatif yontemlere yonelik
cahsmalar yapilmaktadir (Krid ve ark., 2011; Oksel ve
Mirik 2015; Soylu ve ark., 2016; Mina ve ark., 2017
Bozkurt ve Soylu, 2019; Bozkurt ve ark., 2020).

Bu calisma lilkemiz zeytinciliginde yeri olan Tekirdag
ilindeki zeytin bahcelerinde dal kanseri hastaligi etmeni
P. s. pv. savastanoi agisindan incelemek, etmeni
tanilamak, hastaligin ~ Tekirdag ilinde  zeytin
bahcelerindeki yayginlik oranini saptamak, etmene karsi
in vitro kosullarda bakteriyel antagonistler ile biyolojik
micadele olanaklarini ortaya koymak amaciyla ele
alinmustir.

MATERYAL ve METOD

Hastalikli ve saghkh bitki 6rneklerinin toplanmasi

Soérvey calismalarinda, inceleme vyapilan bahgelerde
hastalik etmeninin yayginligi Lazarow (1961) metoduna
gore belirlenmistir. Sorvey calismalari, 2016 ve 2017
yillarinda zeytin yetistiriciliginin yogun yapildigi Sarkoy
ilcesi ile Miurefte, Glizelkdy, Hoskdy koylerinde
(mahallelerinde) bulunan zeytin bahcelerinde
yapilmistir. Her incelemede, bahcede bulunan agaclar
zeytin dal kanseri etmeni P. s. pv. savastanoi belirtileri
acisindan gorsel olarak incelenmis ve tipik zeytin dal
kanseri belirtisi olan, ur olusumu gosteren dallardan
ornekler alinarak laboratuvara getirilmistir. Ayrica
hastalik etmenine karsi biyolojik miicadele kapsaminda
kullanilacak aday antagonist bakterilerin izolasyonu igin
hastalikh  bitki ~ 6rneklerinin  toplanildigi  zeytin
bahgelerinden, hastalik belirtisi gostermeyen zeytin
agaclarindan cicek, dal ve silrglin ug yapraklari ayrica
toprak ornekleri toplanmistir. Laboratuvara getirilen
orneklerden 24-48 saat icerisinde bakteriyel etmen ve
antagonist bakteri izolasyonlari yapilmistir. Calisma
kapsaminda, 2016 dretim yilinda 11 ve 2017 {retim
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yilinda 4 zeytin bahcesi olmak tzere toplam 15 zeytin
bahcesi incelenmistir.

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlarin
izolasyonu

Laboratuvara getirilen ve zeytin dal kanseri etmeni P. s.
pv. savastanoi ile enfekteli oldugu dislinlilen drneklerin
urlu kisimlarindan kiglk pargalar alinmis, bu pargalar
%2'lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 2 dakika ve daha
sonra 3 kez steril saf su icerisinde 2 ser dakika
bekletilerek ylizey dezenfeksiyonu yapilmis, daha sonra
steril kurutma kagitlari ile kurulanmistir. Yizey
dezenfeksiyonu yapilan bu parcalar saline buffer ile steril
havanlarda ezildikten sonra 6rnekler 20-30 dk steril
kabinde bekletilmistir. King B besi ortami iceren petrilere
bakteri stispansiyonundan bir 6ze dolusu alinarak tcg ¢izgi
yontemiyle ekim yapilmistir (Janse, 2006). Mirik ve ark.
(2008) belirttigi gibi petri ylizeyinde sari renkli saprofit
bakteri gelisimini engellemek amaciyla Petriler 48 saat
25 °C’ de inkilibe edildikten sonra +4 °C’ de 24 saat
slresince buzdolabinda bekletilmistir. Bu asamadan
sonra King B besi yerinde zayif floresan tipte, kiguk
yuvarlak ve kabarik olmayan tipte gelisen koloniler
saflastirilmistir. Saflastirilan koloniler, 24 °C'de 24- 48
saat sure ile inklibatorde gelisim gosterdikten sonra,
icerisinde Yeast Dekstrose Chalk Agar (YDCA) besi ortami
bulunan tlplere aktarilmistir. Krem renkli floresan koloni
gelisimleri gbsteren izolatlar segilerek asagida detayli bir
sekilde agiklanan tltin bitkisinin geng yapraklarinda asiri
duyarlilk (HR, hypersensitive testi), biyokimyasal ve
LOPAT testleri igin kullaniimistir (Lelliot ve Stead,1987).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlarin
tanilanmasi

King B besi yerinde gelisen kolonilerden saflastirilan
Bakteriyel izolatlarin biyokimyasal ve morfolojik
tanilanmasi amaciyla asagida belirtilen biyokimyasal ve
morfolojik testlemeler yapilmistir.

Gram reaksiyon testi

Testleri Taze hazirlanan %3’liik potasyum hidroksit
sollisyonundan lam Uzerine bir damla damlatildiktan
sonra P. s. pv. savastanoi izolatlarinin 24 saatlik
kiltlrlerinden steril kiirdanla alinarak sollisyona
karistiriimistir. Bunu takip eden 20-30 saniye icerisinde
kiirdan yukari kaldinldiginda viskoz, yapiskanimsi
siinmenin olusmasi gram negatif olarak
degerlendirilmistir. Gram reaksiyon testinde kontrol
olarak Prof. Dr. Yesim AYSAN’ dan alinan gram pozitif
ozellige sahip Cmm 3a-r kodlu Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis kiltird kullaniimistir.

Levan olusumu
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Levan olusumunu gozlemek icin besi ortami olarak %5
oraninda sakkoroz iceren NA kullaniimistir. NA besi
ortamina Ug ¢izgi yontemi ile ekim yapilmistir. 3-5 glinluk
inkubasyondan sonra pozitif reaksiyon verenler beyaz
mukoid, timsek seklinde koloni olusumuna gore
degerlendirilmistir. Levan olusumunda pozitif kontrol
olarak Erwinia amylovora 57 izolati kullanilmistir.

Oksidaz testi

Oksidaz testi icin, %1’lik taze olarak N;N;N;N;
Tetramethyl-p-phenylendiamine dhydrochloride
solisyonu hazirlanmis ve steril filtre kagidina

damlatilmistir. P. s. pv. savastanoi izolatlari ve referans
izolatin 24 saatlik kiltlrinden steril kiirdanla alinarak
1slak kurutma kagidina yayilmistir. Yayilmadan 10 saniye
sonra maviye donerse pozitif, 15- 60 saniye sonra maviye
donuslrse gec pozitif, 60 saniye sonrasi mavi renk
olusumu gozlenmez ise negatif olarak degerlendirilmistir
(Kovacs, 1956).

Pektolitik aktivite testi

Patates yumrularinin  ylzeysel dezenfeksiyonunu
saglamak icin 6nce yikanmis ve daha sonra %1 NaOCl’ da
3 dakika bekletilmistir. Yumrularin NaOClI’ den
arindirilmasi igin 3 kez steril saf su ile durulanmistir. Her
bir petriye, petri ¢apina gore steril kurutma kagitlari
kesilerek yerlestirilmis ve steril damitik su ile
nemlendirilmistir. Patates yumrulari soyulduktan sonra
7-8 mm kalinhginda dilimlenip petrilere yerlestirilmistir.
Her bir patates dilimi Gzerinde bakteri kiltlrleri 6ze ile
sirilmastir. 24  saatlik  inklibasyondan  sonra
inokulasyon noktasinda yumusama varsa pozitif sonug
olarak degerlendirilmistir.

Arginin dihydrolase testi

Arginin dihiydrolase testi icin 1.0 g Peptone, 5.0 g NaCl,
0.3 g K;HPO,4, 0.01 g Phenolred, 10 g L (+) Arginin HCL, 3
g Agar 1000 ml saf su icerisinde isitilarak hazirlanan besi
ortami 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. P. s. pv. savastanoi izolatlari ve referans
izolatin 24 saatlik kilttirinden yarma asilama yapilmistir.
Uzeri 2 ml steril vaspar ile értiilmistiir. Kontrol olarak 3
tip asilanmamistir 10-12 glnlik bir inkiibasyondan
sonra kirmizi renkteki besi ortami visne rengini veren
kilturler pozitif olarak degerlendirilmistir (Lelliott ve
Stead, 1987).

Tiitiin yapraklarinda asiri (HR,
hypersensitif reaksiyon)

duyarhlik testi
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Tutiin 3-4 yaprakh duruma geldiginde 108hiicre/ml’ lik
bakteri siispansiyonunun ince uclu enjektor kullanilarak
yapragin alt ylzeyinden 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).

LOPAT testinde ve tiitlin bitkisinde (Nicotiana tabacum)
hipersensitif reaksiyon (HR) pozitif sonucunu veren
izolatlar egik olarak hazirlanmis YDCA besi ortamina ekim
yapilarak daha sonraki ¢alismalarda kullaniimak Gizere +4
°C’ deki buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Hastalik etmenin patojenisite testi

Patojenisite testi etmenin tanisinda kullanilan 6nemli bir
yontemdir. izolasyonu vyapilan NA besi ortaminda
gelistirilen 24 saatlik P. s. pv. savastanoi izolatlari zeytin
fidanlarinda vyaralar olusturularak inokule edilmistir.
inokule edilen bolgeler nemlendirilmistir. Yaklasik 60
gin sonra fidanlar degerlendirmeye alinmistir. Yara
dokusu etrafina acik yesil renkte ur belirtisi izolatin
potansiyel hastalik etmeni oldugunu go6stermistir.
Negatif kontrolde steril saf su kullanilmistir (Janse, 1981)

Aday antagonist bakteri izolatlarin izolasyonu
Hastaligin gozlendigi bahgelerdeki saglikh  Zeytin
agaclarinin dal, cicek ve silirglin ucu yapraklarn ile
topraklardan aday antagonist ve bitki gelisimini tesvik
eden aday bakteri izolatlarinin izolasyonlarini yapmak
icin, toplanan 6rneklerden 10’ar g tartilarak, 90 ml steril
Nutrient Broth (NB) igerisine konulmus ve orbital
calkalayici Uzerinde 60 dk karistirilmaya birakilmistir.
Daha sonra siispansiyondan 1 ml alinarak icerisinde 9 ml
steril salin buffer bulunan tiiplere aktarilarak sulandirma
serileri hazirlanmistir. Seyreltme serilerinde 100 pl
alinarak icerisinde NA besi ortami bulunan petrilere
yayma yontemi ile ekim yapilmisti. Ekimi yapilan petriler
25 °C’ de inklbatorde inkubasyona birakilmistir.
inkilbasyon  sonunda  morfolojik  olarak  farkli
kolonilerden rastgele aday bakteri izolatlari secilmis ve
saflastirilmalari yapilmistir.

Saghikh zeytin agaclarinin yetistigi topraktan alinan
orneklerden 10’ar g tartilarak, tzerlerine 90 ml steril NB
eklenerek slspansiyonlari ilave edilmis, daha sonra
tupler orbital calkalayici izerinde 60 dk karistiriimaya
birakilmistir. Daha sonra siispansiyondan 1 ml alinarak
icerisinde 9 ml steril salin buffer bulunan tiplere
aktarilarak sulandirma serileri hazirlanmistir. Seyreltme
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serilerinde 100 pl alinarak icerisinde NA besi ortami
bulunan petrilere yayma yontemi ile ekim yapilmistir,
25°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon

sonucunda Petri ylizeyinde farkli  kolonilerden
saflastiriimalar yapilmistir.
Aday antagonist bakteri izolatlari ile denemeler

yapilmadan once titin HR testi yapilarak negatif sonug
veren izolatlar aday antagonist olarak degerlendirilmis,
egik olarak hazirlanmis YDCA besi ortamina ekimleri
yapilarak biyolojik etkinlik calismalarinda kullanilmak
Uzere +4 °C’ deki buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Aday antagonist bakteri
etkinliginin belirlenmesi
izolasyonlar sonucu zeytin yaprak ve topragindan elde
edilen aday antagonist bakteri izolatlarinin biyokontrol
etkinlikleri in vitro kosullarda KB besi yerinde ikili
karsilastirma testi yapilarak belirlenmistir. Antagonistik
etkinligi belirlenecek aday izolatlarin 24 saatlik
kiltirinden KB besiyeri iceren petrilere (9 cm)
birbirinden esit uzaklikta olacak sekilde 3 noktaya
ekimleri yapilarak, 24+2°C’'de 48 saat inklbasyona
birakilmistir. KB besi yerinde gelisen antagonist bakteri
izolatlari lzerine 24 saatlik patojen siispansiyonu (108
hiicre/ml) pulverize edilmistir (Aysan ve ark., 2003;
Bozkurt ve Soylu, 2019). Kontrol olarak antagonist
bakteri yerine bitki patojeni P. syringae pv. syringae
Naip-1 nolu izolat kullanilmigtir. ikili kiltirlerin
bulundugu petriler 24+2°C’'de 48 saat inkiibasyona
birakilmis ve 48 saat sonunda besiyerinde patojen
gelisiminin engellenmesi sonucu olusan engelleme
zonlari ile antagonist bakteri izolatlarinin koloni ¢aplari
Olculerek belirlenmistir. Her bir bakteri izolati igin 3 petri
kullaniimis ve deneme 3 kez tekrar edilmistir.

izolatlarin antagonistik

BULGULAR ve TARTISMA

Hastalikh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Tekirdag ilinde zeytin Uretimi yapilan 6nemli ilce ve
mahallelerde yer alan bahcelerdeki zeytin agaclarindan
toplanan 78 adet hastalikli bitki 6érneklerinden yapilan
izolasyon calismalari sonucunda toplam 52 adet patojen
P. s. pv. savastanoi izolati elde edilmistir. Arazi
¢ahismalari sonucu 15 zeytin bahgesi gezilmis ve bu
bahcelerden 13 tanesinde hastalik tespit edilmistir.
Tekirdag ilinde hastaligin yayginligi %86.6 iken bulunma
orani %4.11 olarak tespit edilmistir (Cizelge 1.).
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Cizelge 1. Tekirdag ilinde sorvey yapilan zeytin bahgeleri ve toplanan hastalikli 6rnek sayisi
Table 1. Olive orchards surveyed for disease in Tekirdag province and number of collected diseased sample

Toplanan 6rnek

Bahce fige MevKi Alan (dekar) Agac sayisi sayisi
1 Sarkdy Miirefte Yolu 35 130 6
2 Sarkdy Kokarsu 28.5 750 4
3 Sarkoy Merkez 4 150 10
4 Miirefte Miirefte 7.5 200 8
5 Miirefte Miirefte 3 100 6
6 Miirefte Miirefte yolu 4.5 140 5
7 Miirefte Meselye 15 50 4
8 Miirefte Meselye 2 70 5
9 Miirefte Kalamig 3 110 7
10 Miirefte Kalamig 2 60 5
11 Giizelkoy Giizelkoy 1 35 -
12 Giizelkoy Giizelkoy 1 30 -
13 Hoskdy Ayazma 1.5 50 5
14 Hoskoy Dere 2 70 7
15 Hoskoy Su seddi 15 50 6

Tekirdag ili zeytin Uretimi yapilan Sarkdy, Mirefte ve
Hoskoy Uretim alanlarinda hastaligin yayginligr %100
olarak belirlenirken Gulzelkéy de ise hastaliga
rastlanilmamistir. Bu alanlarda hastaligin bulunma orani
Sarkoy de %1.94, Mirefte de %6.34 ve Hoskdy de %10.58
olarak hesaplanmistir.

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolasyonu ve
tanilanmasi

Supheli hastalik belirtisi gbsteren bitkilerden izolasyonlar
sonucu, King B besi ortaminda zayif floresan tipte, kiiguk
yuvarlak ve kabarik olmayan tipte gelisen koloniler
saflagtiniimistir. Krem renkli floresan koloni gelisimleri
gosteren izolatlar segilerek morfolojik, biyokimyasal ve
LOPAT testleri icin kullaniimistir (Lelliot ve Stead 1987).

Cizelge 2. P. s. pv. savastanoi izolatlarin tani test sonuglari

Yapilan tanilama galismalari sonucunda elde edilen 52
izolatin Gram negatif 6zellikte olup, LOPAT testlerinde --
-+ Ozellik gostererek Pseudomonas LOPAT 1b grubu
icerisinde oldugu belirlenmistir (Cizelge 2). LOPAT
testinde kullanilan 52 izolatin tamami titin bitkisinde
(Nicotiana tabacum) hipersensitif reaksiyon (HR) pozitif
sonucunu  vermistir. Gerek  morofolojik, gerek
biyokimyasal ve LOPAT test sonuglarina gore test edilen

52 izolatin tamami P. s. pv. savastanoi olarak
tanilanmistir  (Janse, 1992). izolatlarin  tamami
patojenite  testi ve biyoetkinlik ¢alismalarinda

kullanilmak Uzere cam tiplerde egik olarak hazirlanmis
(YDCA) besi ortamina ekim yapilmistir ve +4 °C’ deki
buzdolabinda saklanmistir.

Tablo 2. Identification test results of P. s. pv. savastanoi isolates

izolatno  izolat adi izole edildigi yer Gram Reak. L o} P A T
1 S1 Sarkoy - - - - - +
2 S2 Sarkoy - - - - - +
3 S3 Sarkoy - - - - - +
4 S$4 Sarkoy - - - - - +
5 S5 Sarkoy - - - - - +
6 S6 Sarkoy - - - - - +
7 S7 Sarkoy - - - - - +
8 S8 Sarkoy - - - - - +
9 $9 Sarkoy - - - - - +
10 $10 Sarkoy - - - - - +
11 S11 Sarkoy - - - - - +
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12
13

512
513

Sarkoy -
Sarkoy -

+

Cizelge 2. (Devami) P. s. pv. savastanoi izolatlarin tani test sonuglari
Tablo 2. (Continued) Identification test results of P. s. pv. savastanoi isolates

14 S14 Sarkoy -
15 M15 Miurefte -
16 M16 Miurefte -
17 M17 Miurefte -
18 M18 Miurefte -
19 M19 Miurefte -
20 S20 Sarkoy -
21 521 Sarkéy -
22 522 Sarkéy -
23 S23 Sarkoy -
24 S24 Sarkéy -
25 S25 Sarkoy -
26 S26 Sarkoy -
27 S27 Sarkéy -
28 $28 Sarkoy -
29 $29 Sarkoy -
30 S30 Sarkoy -
31 $31 Sarkoy -
32 $32 Sarkoy -
33 $33 Sarkoy -
34 H34 Hoskdy -
35 H35 Hoskdy -
36 H36 Hoskdy -
37 H37 Hoskdy -
38 H38 Hoskoy -
39 H39 Hoskoy -
40 H40 Hoskdy -
41 s41 Sarkay -
42 542 Sarkay -
43 $43 Sarkoy -
44 s44 Sarkéy -
45 $45 Sarkoy -
46 $46 Sarkoy -
47 S47 Sarkoy -
48 S48 Sarkoy -
49 $49 Sarkoy -
50 S50 Sarkoy -
51 S51 Sarkoy -
52 $52 Sarkoy -

I . T T T S S S A e S A T Tk S T S . S S S S o e A e A A . -

L: levan tipte koloni olusumu, O: oksidaz testi, P: pektolitik aktivite, A:arginin dehidrolaz, T: titlinde asiri duyarlilik

reaksiyonu

Hastalik etmeni izolatlarin patojenisite testi

P. s. pv. savastanoi olarak tanilanmis olan 52 izolatin King
B besi ortaminda gelistirilmis 24 saatlik kiltlrleri zeytin
fidanlarinda yara acilarak inokule edilmek suretiyle
patojenisite testleri yapilmistir. inokulasyondan yaklasik
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60 glin sonra vyapilan degerlendirmelerde, vyara
dokusunun etrafinda acik yesil veya acik kahverengi,
yumusak ur belirtileri olusturdugu gorilmustir. Ur
belirtileri gosteren 52 izolatin patojenitesi pozitif olarak
degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak steril saf su
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inokule edilen bitkilerde herhangi bir ur belirtisine
rastlanmamistir.  Urlu  dokulardan  vyapilan re-
izolasyonlarda 52 adet re-izolat yeniden 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 sari renkli saprofit bakteri gelisimini
baskilayarak yavas gelisen patojenin gelisimine miisaade
etmigtir. Boylelikle patojen bakteri re-izolatlari kolaylikla
izole edilmistir. Elde edilen re-izolatlarina yeniden tani
¢alismalarinda kullanilan testler yapilmis ve hastalik
etmenleri egik besi yerinde +4 °C’ de buzdolabinda
muhafaza edilmistir.

Zeytin dal kanseri hastaliginin (lkemizde yetistirilen
zeytin agaclarinda varligr uzun zamandir bilinmesine
ragmen ilk calismalar Ege boélgesinde Azeri (1993)
tarafindan yapilan ¢alismayla bildirilmis olup, daha sonra
yapilan rutin sorvey calismalariyla, Aydin ve Mugla
illerinde Tath ve Benlioglu (2004), Bati Akdeniz
Bolgesinde Basim ve Ersoy (2000), Dogu Akdeniz
Bolgesinde Adana, Hatay, Mersin, Osmaniye illerinde
Mirik ve ark. (2004) ve Doksdz ve Bozkurt, (2020),
Marmara Bolgesinde ise Mirik ve ark. (2007) tarafindan
hastalik etmeninin bulunus orani ve yayginliklari ortaya
konulmustur.

Aday antagonist bakteri izolatlarin izolasyonu
Saglikli zeytin agaci ve topraktan NA besi ortami bulunan
petrilere yayma yontemi ile yapilan izolasyonlar sonucu

petri yizeyinde gelisen farkh morfolojik yapidaki
kolonilerden aday antagonist bakteri izolatlari elde
edilmistir. Saflastirilmalar yapilmis antagonist bakteri
izolatlari ile biyoetkinlik testlerinden 6nce titiinde HR
testi yapilarak negatif sonuc veren zeytin agacindan 50,
topraktan 60 adet olmak lizere toplam 110 adet bakteri
izolatinin P. s pv. savastanoi’ ye karsi antagonistik

etkinliklerinin ~ belirlenmesi amaciyla ikili  kaltir
denemelerinde kullaniimak igin segilmistir
Aday antagonistlerin hastalik etmenine karsi

antagonistik etkinliklerinin belirlenmesi

Saglikli zeytin agaglari ile topraktan izole edilen 110 aday
antagonist bakteri izolatinin antagonistik etkinligi in vitro
kosullarda 3 nokta ekim deseni kullanilarak yapilan ikili
kiltdr testleriile belirlenmistir. Bakteri kolonisi etrafinda
olusan zon capinin bakteri koloni ¢apina bollinmesi
suretiyle her izolat icin etkinlik degerleri hesaplanmistir.
Her bakteri izolati icin 6l¢limler 3 farkl petri kabinda
yapilmis, deneme 2 farkl zamanda tekrar edilmistir. ikili
kiltdr testleri sonucunda Cizelge 3’de gorildigi gibi 110
aday antagonist izolati arasinda sadece 23 izolatin ikili
kiltir petrilerindeki besi yerlerinde hastalik etmenine
karsi farkli cap blylkliginde engelleme (inhibisyon)
zonlari olusturmustur. Etkili olan 23 antagonist bakteri
izolatin 9 tanesi zeytin agacinin giceklerinden, 3 tanesi
yapraktan ve 11 tanesi ise zeytin agacinin yetistirildigi
kok bolgesi etrafindaki topraktan elde edilmistir.

Cizelge 3. Aday antagonist bakteri izolatlarin ikili kiiltir testlerinde antagonistik potansiyellerinin belirlenmesi
Tablo 3. Determination the antagonistic potentials of putative antagonist bacterial isolates in dual culture tests

izolat ad Etkinlik degeri izolat adi Etkinlik degeri izolat ad Etkinlik degeri
ESBAC1 7.50 ES BAY 8 22.00 T68 22.00
ES BAC 2 5.00 ES BAY 9 - T69 -

ES BAC 3 - ES BAY 10 - T70 3.5
ESBAC4 - ES BAY 11 - T71 -
ESBACS - ES BAY 12 - T72 -
ESBACG6 - ES BAY 13 - T73 10.00
ESBAC 7 13.50 ES BAY 14 - T74 -
ESBACS8 9.75 ES BAY 15 - T75 -
ESBAC9 - ES BAY 16 - T76 -

ES BAC 10 12.75 ES BAY 17 - T77 -
ESBAC 11 - ES BAY 18 - T78 -

ES BAC 12 10.5 ES BAY 19 - T79 -
ESBAC 13 - ES BAY 20 - T80 -
ESBAC 14 - T45 - T81 -

ES BAC 15 - T46 - T82 19.25
ES BAC 16 - T47 - T83 -
ESBAC 17 - T48 - T84 -

ES BAC 18 - T49 - T85 -

332


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 2021, 26(2): 326-336

Arastirma Makalesi / Research Article

ES BAC 19 - T50
ES BAC 20 13.50 T51
ES BAC 21 - T52

9.25

T86 -
187 -
T88 -

Cizelge 3. (Devami) Aday antagonist bakteri izolatlarin ikili kiiltlir testlerinde antagonistik potansiyellerinin belirlenmesi
Tablo 3. (Continued) Determination the antagonistic potentials of putative antagonist bacterial isolates in dual culture

tests

ES BAC 22 12.0 T53 - T89 -

ES BAC 23 - T54 - T90 -
ESBAC 24 - T55 - 791 5.75
ES BAC 25 9.75 T56 - 192 20.00
ES BAC 26 - T57 - T93 -

ES BAC 27 - T58 - T94 -

ES BAC 28 - T59 28.00 T95 -

ES BAC 29 - T60 9.25 T96 -

ES BAC 30 - T61 - T97 -
ESBAY 1 - T62 9.25 T98 -

ES BAY 2 13.50 T63 - T99 4.00
ES BAY 3 10.10 T64 - T100 -

ES BAY 4 - T65 - T101 -

ES BAY 5 - T66 - T102 -

ES BAY 6 - T67 - T103 -

ES BAY 7 - T104 -

-: Antagonistik (engelleme) etkinliginin olmadigini gosterir.

Hastalik ile kimyasal miicadelede yetersiz kalinmasindan
kimyasal micadeleye alternatif olarak Oksel ve Mirik
(2015)’in yaptigi g farkli yontemde, P. s. pv. savastanoi’
nin farkli dozlarda bitki ugucu yaglari kullanilarak patojen
popilasyonuna olan antimikrobiyal etkisi arastirilmistir.
Calismada 21 bitki ucucu yagi kullaniimis ve alti tane
ucucu yag (Bergamut Karabas, Karanfil, Kekik, Okaliptus,
Sarimsak) etkili sonug vermesi bitki ucucu yaglarin etkili
oldugunu gostermistir. Ayni sekilde Bendaoud ve ark.
(2009) okaliptiis (Eucalytus radiata)’tan elde ettikleri
ucucu yagi zeytin dal kanseri etmeni P. s. pv. savastanoi’
ye karst etkinliklerini arastirdiklari  ¢alismalarinda
okaliptiisten elde edilen ekstraktlarin antibakteriyel
etkilerinin bulundugunu belirlemislerdir. Bozkurt ve ark.
(2020) tarafindan yapilan calismada, Thymbra spicata
var. spicata, Thymus serpyllum, Thymus sipyleus,
Origanum syriacum, Origanum majorana, Ocimum
basilicum, Mentha spicata, Melissa officinalis, Lavandula
stoechas var. stoechas, Rosmarinus officinalis, Salvia
officinalis, Laurus nobilis ve Foeniculum vulgare ugucu
yaglarinin kimyasal bilesenleri ve gal (ur) olusturan bitki
patojenik  bakteriyel hastallk etmeni Rhizobium
radiobacter, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ve
P.savastanoi pv. nerii'ye karsi antibakteriyel etkinlerini
belirledikleri calismalarinda ugucu yaglarin P. savastanoi
pv. savastanoi (7.0-44.67 mm), ardindan R. radiobacter
(9.6-37.67 mm) ve P. savastanoi pv. nerii (6.33-18.33
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mm) ye karsi olduk¢a gilgli antibakteriyel etkinlik
gosterdigini, Lamiaceae familyasina ait bitkilerin ugucu
yaglarinin genellikle Lauraceae ve Apiaceae familyalarina
gore daha etkili oldugu, test edilen tiim bakteri tirlerine
karsi en yliksek antibakteriyel aktiviteleri O. syriacum, T.
serpyllum ve T. spicata var. spicata ugucu yaglarin
gosterdigini belirlenmistir. Krid ve ark. (2011) zeytin alt
suyu ve bundan elde edilen fenolik ekstraktlarin P. s. pv.
savastanoi’ ye karsi in vitro ve bitki Gzerinde etkinligini
arastirmislardir. In vitro kosullarda hastalik etmeninin
gelisimini tamamen durdurdugunu saptamislardir. Bitki
denemelerinde kullandiklari 100, 500 ve 1000 mg L*
dozlarinin sirgilnlerde ur olusumunu engelledigini
belirtmislerdir. Zadeh wve ark. (2008), farkl kiltiir
bitkilerinden izole ettikleri  patojen  olmayan
Pseudomonas izolatlarinin patojen P. savastanoi’ nin
gelisimi Gzerine olan etkisini arastirmislardir. Calismada,
antagonist izolatlarin ikili kilttr petrilerinde 5-20 mm
engelleme alani olusturarak patojen bakterinin gelisimini
baskiladigini ortaya koymuslardir. Mina ve ark. (2017),
Frondihabitans sp. ve Paenibacillus sp. antagonist
izolatlarinin P. s. pv. savastanoi (izerine olan etkisini sera
kosullarinda goézlemlemislerdir. Denemede 2 yasindaki
zeytin fidanlarina antagonist bakteri ve patojen P. s. pv.
savastanoi uygulamasi yapilmistir. Uygulamadan 120
glin sonra vyapilan degerlendirmede antagonist
bakterilerin, P. s. pv. savastanoi populasyonu Uzerinde
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etkili oldugu belirlenmistir. Bozkurt ve Soylu (2019), elma
agaclarinin kék ve kok bogazi bolgelerinden 85 aday
epifitik ve endofitik bakteri izolatin antagonist etkinligini
kok ur hastallk etmeni R. radiobacter’i baskilama
yetenegini in vitro ikili kiltir ve in vivo testleri ile
belirledikleri ¢alisma sonuglarina goére Pseudomonas,
Pantoea, Serratia and Bacillus cinslerine dahil farkli
tirlere ait 12 izolatin besi ortami lizerinde patojene karsi
ortalama 5.0-27.3 mm c¢apinda arasinda degisen
engelleme zonlari olusturdugunu, Pseudomonas putida
1-4en izolatinin diger izolatlara kiyasla havug dilimi
Uzerinde ur olusumunu 6nemli diizeyde baskiladigini
bildirmislerdir.

Sonug olarak, zeytin agaclarinin P. s. pv. savastanoi ile
enfekteli olmasi, dal ve silrglinlerde ender olarak da
yaprak ve meyvelerde timor ve gal olusumu gibi asiri
blylme ile sonuglanmaktadir. P. s. pv. savastanoi zeytin
dal kanseri hastalgi, diinya genelinde zeytin agaclarinin
en 6nemli hastaliklarindan bir tanesidir. Hastaligin neden
oldugu kayiplar buyik olclide cografik konum ve zeytin
cesitlerine bagli oldugu icin zarari tahmin etmek zor olsa
da, enfekte olmus agacglarda biylime ve verim orta ve
agir derecede etkilenmekte, ayrica meyvelerin
blaylkluglu ve kalitesi azalmaktadir (Schroth ve ark.,
1973; Young, 2004, Quesada ve ark., 2010). Hastalik
etmeninin zeytin Gretim alanlarinda, Canakkale de %100,
Balikesir de %81, Tekirdag da %66, Bursa da %4, Hatay ili
Samandag, iskenderun ve Arsuzilcelerinde %90 oraninda
yayginlik gosterdigi belirlenmistir (Mirik ve Aysan, 2011;
Doks6z ve Bozkurt, 2020).

Hastalik etmeni ile micadele, patojenin konukgu
araliginin genis olmasindan dolayl olduk¢a zordur.
Mevcut kontrol stratejileri arasinda stirekli bakirli pestisit
kullaniminin toksisite, dayanikhlik, cevre kirliligi, insan ve
hayvan sagliginda tehlikeler gibi istenmeyen etkilere
neden olmasi, alternatif olarak antagonist fungus ve
bakteri kullanarak bitki patojenlerinin biyolojik kontroli
bitki hastaliklarinin  kontroliinde o6nemli bir vyer
almaktadir (Lavermicocca ve ark., 2002).

Calismamizda zeytin dal kanseri hastalik etmenine karsi
antagonistik etkinligin arastirildig1, zeytin yaprak ve
toprak orneklerinden elde edilen 110 adet izolat
arasinda engelleme etkinligi gosteren izolatlar ikili klttr
denemeleri ile  belirlenmistir.  Yapilan  Onceki
calismalarda, Bacillus subtilis F1 ve F4 izolatlarinin
patojen P. s. pv. savastanoi Uzerinde etkili oldugunu
gostermistir. Bacillus subtilis’ in antimikrobiyal aktivite,
metabolit Uretimi ve sistemik direng gibi mekanizmalari
aktif hale getirilerek patojen P. s. pv. savastanoi’ nin
gelisimini  baskiladigi  belirlenmistir  (Shoda, 2000;
Whipps, 2001). P. s. pv. savastanoi ile miicadele Bacillus
ve Pseudomonas tirlerinin yaygin olarak kullaniminin
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yani sira, bazi Rhizobium tirlerininde (rettikleri
bakteriyosinler ile patojen gelisiminde etkili oldugu
belirlenmistir (Rokni Zadeh ve ark., 2008; Kacem ve ark.,
2009)

Sonug¢ olarak bu calismada zeytin Uretim alanlarinda
bakteriyel dal kanserine sebep olan P. s. pv.
savastanoi’nin klasik testler ile tanisi; yayginhgi ve zeytin
Uretim alanlarindan hastalik belirtisi gotermeyen zeytin
yaprak cicek ve toprak orneklerinden elde edilen
izolatlarin antagonistik aktiviteleri ortaya konulmustur.
Tekirdag ili Sarkoy ilgesine bagh Mirefte, Glzelkdy ve
Hoskdy yerleskesi zeytin liretim alanlarinda patojenin
varhgl tanilanarak %86.6 oraninda yaygin oldugu
belirlenmistir. Aday antagonist bakteri izolatlarinin
patojen gelisimini baskilamasi Gzerine yapilan ¢alismada,
zeytin ciceginden elde edilen 9, zeytin yapragindan 3,
topraktan elde edilen 11 olmak lzere toplam 23 tanesi
4.0-28.00 etki degeri arasinda inhibisyon zonlari
olusturarak patojenin gelisimini baskiladigi tespit
edilmistir. Bu gobzlemler sonucu patojen bakterinin
biyolojik miicadelesi ile umut var sonuglar olabilecegi
ortaya konulmustur.

OzZET

Amag: Zeytin (Olea europaea) agaclarinda dal kanseri
hastaligi bakteriyel hastalik etmeni Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi tarafindan neden olur.
Hastalik etmeni zeytin dallarinda hastaliga 6zgu tipik gal
(ur) olusumuna neden olur. Bu calismada 2016-2017
yillari arasinda Tekirdag ilinde zeytin bahgelerinde dal
kanseri etmeni P. savastanoi pv. savastanoi’ nin tanisi ve
il genelinde yayginlig ile biyolojik miicadele olanaklarini
arastirilmasi amaclanmistir.

Yontem ve Bulgular: il genelinde yetisen zeytin
cesitlerinden 78 adet hastalikh bitki 6rnegi toplanmis ve
52 adet hastalik etmeni izolati elde edilmis ve
tanilanmistir. Elde edilen ve P. savastanoi pv. savastanoi
olarak tanilanan tiim bakteri izolatlari, patojenite testi
yapilan zeytin fidanlarinda ur olusumuna neden olmus
ve King's B besi ortaminda zayif floresan pigment
Uretmistir.  TaGtln  vyapraklarinda  asirt  duyarhlik
reaksiyonu olusturan izolatlarin tamami Gram, oksidaz,
pektolitik aktivite, levan ve arginin dehidrolaz negatif
olup, LOPAT 1b grubunda yer aldig1 belirlenmistir.
Biyokimyasal ve morfolojik sonuglara goére izolatlarin
tamami Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak
tanilanmistir. Yapilan ¢alismalarla zeytin dal kanseri
hastaliginin Tekirdag ilinde yayginligi %86.6 oraninda
oldugu belirlenmistir. Saglikh zeytin agaclarindan ve
yetistigi topraktan elde edilen toplam 110 antagonist
bakteri izolatlari ile in vitro kosullarinda yapilan ikili
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kiltir denemeleri sonucunda, 23 antagonist izolatin besi
yeri izerinde hastalik etmenin gelisimini 3.5-28.00 etki
degeri arasinda inhibisyon zonlari olusturarak baskiladigi
tespit edilmistir.

Genel Yorum: Zeytin dal kanseri hastaliginin Tekirdag ili
icin dikkate alinmasi gereken bir hastalik oldugu ortaya
cikmistir.

Calismanin Onemi ve Etkisi: Bu calisma Tekirdag ili zeytin
alanlarinda dal kanseri hastaliginin mevcut durumunu
ortaya koymustur. Hastaligin glincel durumunun ortaya
¢ikarilmasi ve antagonist bakteri izolatlarinin patojen
gelisimini  baskilamasi lzerine vyapilan ¢alismalar
hastalikla miicadele amaci giden diger calismalara igin
de 6nem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin dal kanseri, zeytin, LOPAT,
tani, biyokontrol.
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