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Ozet

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ’'nin neden oldugu zeytin dal kanseri hastaligi zeytin agaglarinda énemli ekonomik kayip-
lara neden olmaktadir. Aydwn Ilindeki sekiz ilcede (Soke, Kocarli, Cine, Nazilli, Karacasu, Bozdogan, Buharkent, Kuyucak) 2006
ve 2007 yillarinda yapilan surveylerde, 189 adet dal ve siirgiin ornegi toplamilmistir. Etmenin izolasyonu ve tanilanmasinda
baslica PVF1 ve King B besi yerlerinde gelisim, NSA’ da levan olusumu, 37°C" de gelisim, oksidaz testi, esculin hidrolizi,
pektolitik aktivite testi, arginine dehidrolaz testi, jelatinin hidrolizi, tiitiin yapraginda aswt duyarlilik reaksiyonu, nitrat rediiksi-
yonu, tireaz aktivitesi, erythritol, mannitol, sorbitol ve sakkaroz kullanimi, D- arabinoz, nitrat indirgenmesi, 144 iiretimi, yumurta
sarist testi testleri kullanilmistir. Patojenin molekiiler tanisinda, PCR ile iaal ve hrc gen bélgeleri ¢ogaltilmistir. Patojenisite
testleri zeytin ve zakkum fidanlarimin siirgiinlerinde gergeklestirilmis, P. s. pv. savastanoi izolatlarinn tiimiiniin zeytinde ur olus-
turma kabiliyetinde oldugu gozlenmigtir. Biyokimyasal, morfolojik, fizyolojik ve PCR testlerinden elde edilen bulgulara gore, 85
ornekte P. s. pv. savastanoi tanilanmg ve il genelinden toplanan érneklerde etmenin yayginlk orant %44,9 olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler; zeytin, dal kanseri, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, PCR

Determination and Identification of Olive Knot Disease
(Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi) in Aydin Province

ABSTRACT

Olive knot disease caused by Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi cause important losses on olive trees. One hundred and
eighty nine branch samples were collected from eight districts of Aydin Province (Séke, Kogarli, Cine, Nazilli, Karacasu,
Bozdogan, Buharkent, Kuyucak) in 2006 and 2007. 1t was mainly used growth PVFI and King’s B mediums, levan production
on NSA, growth at 37 “C, oxsidase, aesculin hydrolisis, pectolytic activity, arginine dihidrolase, gelatin hydrolisis, hypersensitive
reaction on tobacco, nitrat reduction, urease activity, using of erythritol, mannitol, sorbitol and sucrose, D- arabinose, nitrate
reduction, production of I1AA, egg yolk test on isolation and determination of the pathogen. In the molecular identification of the
pathogen, iaal and hrc gene regions were amplified by PCR. Pathogenicity tests were performed on shoots of olive and oleander
seedlings and all of the P. s. pv. savastanoi isolates were able to produce galls on the olive plants. Eighty five isolates were identi-
fied as P. s. pv. savastanoi by biochemical, physiological and PCR tests and presence rate of pathogen was determined as 44.9%
on the collected samples from Aydin province.

Key Words; olive, knot disease, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, PCR

Giris Ortalama olarak 226.250 ton sofralik zeytin {iretimi ile
Ispanya’nin ardindan diinyada 2. sirada olan Tiirkiye,
zeytinyagi lretiminde ise 125.500 ton ile diinya zeytin-

yagl Uretiminin %4,2’sini kargilamakta ve 6. sirada

Tarihi giiniimiizden 8000 y1l dncesine dayanan zeytinin
anavataninin yukar:t Mezopotamya (Giineydogu Anado-

lu Bolgesi) oldugu ve gevresine buradan yayildigr kabul
edilmektedir (Denk, 2004). Yaklagik 500.000 ailenin
gecimini zeytincilikten sagladigi 35 iilkede, yaklasik 10
milyon hektar alanda 900 milyon zeytin agaci bulun-
maktadir (Oztiirk, 2006). Ulkemiz, yaklasik 700 bin
hektar alanda 129 milyon aga¢ varligi ile 1.766.749 ton
zeytin tiretimine sahiptir (Anonim, 2007a).

2 Bu calisma Durmus SERVI’ nin Yiiksek Lisans Tezinden 6zetlenmistir.
2Sorumlu Yazar: kbastas@selcuk.edu.tr

bulunmaktadir (Anonim, 2007b).

Zeytinliklerde maddi olarak 6nemli kayiplara neden olan
hastaliklardan biri, bakteriyel zeytin dal kanseri
(Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Smith 1908)
Janse (1982)) hastaligidir. Hastalik basta zeytin (Olea
europea) olmak tizere zakkum (Nerium oleander), dis-
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budak (Fraxinus excelsior), ligustrum (Ligustrum
japonicum), forzitya (Forsthia spp.) (lacobellis ve ark.,
1998) ve yaseminde (Jasminum officinalis) goriilmekte-
dir (Wilson, 1965).

P. s. pv. savastanoi endemik bir hastaliktir ve zeytin
agaclarinda Oliime veya siddetli yaprak dokiimlerine
neden olabilmektedir. Bununla beraber, agagta {iriin
kaybi ve alinan iriinde kalite diisiikliigiine sebep olmak-
tadir (Varvaro ve Surico, 1984).

Patojen, bitki dokularma soguk ve dolu yaralari, sirikla
yapilan hasat swrasindaki agilan yaralar basta olmak
izere dogal agikliklar yoluyla girerek bitkilerin dal ve
govde kisimlarinda hatta yapraklarinda da goriilebilen
urlar olusturmaktadir (Wilson, 1965). Bu yapilar bitki-
nin besin maddesi ve su alimini engellemekte ve dolayi-
styla bitki giderek canliligim1 kaybetmekte ve en sonun-
da da tamamen kurumaktadir. Bu kurumalar, olusan
urlar nedeniyle yapragin ucuna 6z su akigini engelleye-
rek solma kuruma ve erken yaprak dokiimiine neden
olmaktadir (Gardan ve ark., 1992). Ayrica higbir zeytin
¢esidinin bu hastaliga dayanikli olmadig: belirlenmistir
(Penyalver ve ark., 2006).

Ulkemizde zeytin, Ege ve Marmara Bolgeleri bagta
olmak tizere Akdeniz, Gilineydogu Anadolu ve Karade-
niz Bolgelerimizde toplam 35 ilde yetistiriciligi yapilan
bir iiriindiir (Anonim, 1997). Hastaliga sebep olan etmen
P. s. pv. savastanoi iilkemiz zeytin yetistirilen hemen
hemen tiim bolgelerde gorilmektedir (Tunalioglu,
2003).

Bu ¢alisma Aydin ilinde, zeytin agaclarinin bakteriyel
dal kanseri hastaligiyla bulagikliliginin belirlenmesi ve
etmenin biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler yontem-
lerle tanisinin yapilmasi amaciyla yiritilmis, elde
edilen bulgularin ise etmenin saglikli bahgelere yayilma-
sii1 6nleme agisindan dnemli olabilecegi diistiniilmiistiir.

Materyal ve Metot
Materyal

Calismamizin ana materyalini Aydin ilinde zeytin dikilis
alanlarindaki il¢elerden (Soke, Kogarli, Cine, Nazilli,
Karacasu, Bozdogan, Buharkent, Kuyucak) toplanan
urlu ve saglikli goriiniime sahip zeytin dallar1 olustur-
mustur.

Patojenisite testlerinde 2 yasli Olea europea cv. Yama-
lak Sarisi fidanlari, 3 yash zakkum (Nerium oleander)
fidanlar1 ve asir1 duyarlilik testlerinde yaklasik 5 haftalik
titiin (Nicotiana tobaccum cv. White Burley) bitkileri
kullanilmigtir.

Referans kiiltiirler

Tim testlerde, PSS112 ve PSS116 nolu referans P. s.
pv. savastanoi kiiltiirleri (Prof. Dr. Kemal Benlioglu,

Adnan Menderes Universitesi) ve negatif kiiltiir olarak
da Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola ve
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Selcuk Univer-
sitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii) kullanil-
mistir.

Metot

Aydin ilinde yogun olarak zeytin yetistiriciligi yapilan
ilgeler (Soke, Kogarli, Cine, Nazilli, Karacasu, Bozdo-
gan, Buharkent, Kuyucak) ve bunlara bagh koylerden,
2006-2007 tarihlerinde rnekler toplanarak Selguk Uni-
versitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma laboratuarina
getirilmigtir. Zeytin bahgelerine ilkbahar, yaz ve sonba-
har aylarinda gidilerek taze ur olusturmus ve
simptomsuz bitkilerden dal 6rnekleri alinmis ve polieti-
len torbalarda ve buzluk igersinde laboratuara getirilmis-
tir. Ornekleme Bora ve Karaca (1970)’ e gore yapilmus,
8 ilce ve mevkilerinden toplam 11.851.000 zeytin agaci-
n1 temsilen 189 adet Ornek toplanmustir. Tiim ildeki
gezilen toplam bahge sayisina, hastalikli bahge sayisi
oranlanarak, hastaligin ildeki yaygmligi hesaplanmistir.
Ayrica her zeytinlik, hastalikli ve saglikli agaglarin
sayilar1 belirlenerek basit ortalama metoduna gore zey-
tinliklerdeki hastalik %’si hesaplanarak, hastaligin bir
bahge icerisindeki yayginhig: tespit edilmistir. Ozellikle
Karacasu, Buharkent ve Nazilli ilgelerinden hastalikla
ilgili yogun sikayetler gelmesi sebebiyle planlanandan
daha fazla 6rnek toplamilmustir. il genelinde toplanan
ornek sayilari Cizelge 1’°de verilmistir.

Etmenin izolasyonu

Toplanan bitki materyallerinden etmenin izolasyonu
Lelliot ve Stead (1987)’ e gore yapilmistir.

Patojenin Tanist
Biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik testler

P. s. pv. savastanoi’ nin tamisinda, levan olusumu,
oksidaz reaksiyonu, patateste pektolitik aktivite, arginin
dehidrolaz, tiitiin yapraginda asir1 duyarlilik reaksiyonu
(LOPAT) testlerinin yan1 sira gram reaksiyon, 37 °C’ de
gelisim, PVF1 yar1 segici besi yerinde gelisim, King B
besi yerinde gelisim, jelatin hidrolizi, lireaz aktivitesi,
trehaloz, erythritol, sellibioz, raffinoz, malik asit,
sorbitol, sakkaroz, glycerol ve L-tartarik asitten asit
olusumu (Lelliott ve Stead, 1987; Mohan ve ark., 1987;
Surico ve Lavermicocca, 1989; Klement ve ark., 1990;
Schaad, 2001) testleri esas alinmis her test her bir izolat
i¢in ayni sartlarda 3 tekrarl yapilmigtir.

Patojenisite testleri

Denemede elde edilen P. s. pv. savastanoi
izolatlari, King B besiyerinde 2448 saat 27 °C’ de
gelistirilerek, 10° cfu ml™ yogunlukta bakteriyel siispan-
siyonlar hazirlanmigtir. Yamalak Saris1 ¢esidi zeytin
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fidanlarinin ve zakkum fidanlarinin taze siirgiinlerinde,
steril bir bistrii yardimyla agilan yaralara, steril bir
pamukla siiriilerek bakteriler inokule edilmis, yaralarin
iizerleri kapatilmistir. Enfekte edilmis bitkiler sera ko-
sullarinda (25 + 2°C'de sicaklik, %70-80 nispi nem ve
16 saat 151kl1, 8 saat karanlik) bekletilmis, 2 ay sonunda
inokule edilen izolatlarin ur olusturup olugsmamalarina
gore degerlendirme yapilmigtir (Surico ve ark., 1984).

Molekiiler tani
DNA izolasyonu

Elde edilen P. s. savastanoi izolatlarinin total DNA's1,
DNA izolasyon kit'i (Genomic DNA Purification Kit,
Cat No: Al 125, Promega) kullanilarak izole edilmistir.

PCR reaksiyonlart
P. s. pv. savastaoi’nin iaal geninin amplifikasyonu igin;

IAALF  (5’GGCACCAGCGGCAACATCAA3’) ve
IAALR (5°CGCCCTCGGAACTGCCATAC3)
(Penyalver ve ark., 2000), hrc geninin amplifikasyonu
icin; hrcC-2F (5’-GACCGGCTTGGTCAGGAAT-3’)
ve hrcC-2R  (5’-CGGCTTTTCCCGGATTTCT-3’)
(Sisto ve ark., 2004) spesifik primer setleri kullanilmis-
tir.

Toplam 25 pl hacimde hazirlanan PCR solusyonunun
igerigi; bakteri DNA’ s1 2 ul, PCR Master Mix (0.05
inite/ ul Taqg DNA, 4 mM MgCl,, 0.4 mM dATP, 0.4
mM dCTP, 0.4 mM dGTP ve 0.4 mM dTTP) 12.5 pl,
forward primer 2 pl, revers primer 2 pl, di distile saf su
6.5 pl seklinde hazirlanmistir.

P. s. pv. savastanoi’nin tanisinda kullanilan iaal geninin
amplifikasyonu i¢in PCR protokolii termalcycler’da
(eppendorph mastercycler personal); 95 °C’ de 5 dk
inkiibasyon (1 dongii) adimiyla baglatilmig 95 °C” de 30
sn denaturasyon, 62 °C’ de 30 sn primer baglama ve 72
°C’ de 45 sn amplikon sentezi olacak sekilde (toplam 35
dongii) tamamlanmig ve 72 °C” de 5 dk inkubasyon (1
dongii) seklinde programlanmustir (Penyalver ve ark.,
2000). hrc geninin amplifikasyonu igin ise; 94 °C’ de 5
dk inkiibasyon (1 dongii), 94 °C’ de 1 dk denaturasyon,
58 °C’ de 1 dk primer baglama ve 72 °C’ de 2 dk
amplikon sentezi (toplam 30 dongii) ve 72°C” de 10 dk
inkubasyon seklinde tamamlanmistir (Sisto ve ark.,
2004).

Elde edilen PCR iiriinleri, 1000 bp’lik molekiiler isaret-
leyici (marker, Fermantas 100 bp Plus DNA Ladder SM
1153) ile birlikte %1’ lik agaroz jelde elektroporasyona
tabi tutulmugstur (Sambrook ve ark., 1989). Ethidium
bromide ile boyanan DNA bantlar1 jel dokiimantasyon
sisteminde (Biolab, Quantity One Imaging and Analysis
PDQest 2-D Gel Analysis Software, User Guide for
Version 4.1 Windows) analiz edilmistir.

Arastirma Bulgular
Ornekleme Sonuclart

2006 ve 2007 yillarinda, Aydin ilindeki sekiz ilceden
(Soke, Kogarli, Cine, Nazilli, Karacasu, Bozdogan,
Buharkent, Kuyucak) 189 adet dal 6rnegi toplanilmus,
izole edilen toplam 125 izolattan 85’i biyokimyasal,
morfolojik, fizyolojik ve molekiiler yontemlerle P. s. pv.
savastanoi olarak tanilanmigtir.

Elde edilen bulgulara gore, hastaligin ilgeler diizeyinde-
ki yayginlik oranlar1 en yiiksek Bozdogan ilgesinde
(%100) iken, Soke’de %10 olarak belirlenmistir. Zeytin
dal kanseri hastaliginin il genelindeki yayginlik orani ise
%44,9 olmustur (Cizelge 1).

Patojenin tanisi
Koloni morfolojisi

P. s. pv. savastanoi, PVF-1 besiyerinde, 27°C’ de 6 giin
inkiibasyondan sonra yiizeyleri piiriizsiiz, 2-3 mm c¢a-
pinda, grimsi beyaz, kubbemsi, kenarlar1 diizgiin koloni-
ler olugsmustur. 85 adet P. s. pv. savastanoi izolatindan
41 tanesi King B besiyerinde 27°C de 3-5 giinlik
inkiibasyonun sonunda UV 1sik altinda yesilimsi sar1
renkte fluoresan pigment olusturan koloniler meydana
getirmiglerdir.

Biyokimyasal ve fizyolojik testler

Elde edilen P. s. pv. savastanoi izolatlari, yapilan biyo-
kimyasal testlere Cizelge 2’ de verilen reaksiyonlari
gostermislerdir.

Patojenisite testi

P. s. pv. savastanoi izolatlarinin Yamalak Saris1 ¢esidi
zeytin fidanlarina ve zakkum fidanlarina inokulasyondan
yaklagik 60 giin sonra, P. s. pv. savastanoi izolatlarinin
tamami zeytinde ur olusumuna sebep olurken, 6 adet
izolat zakkumda ur olusturmamigtir (Sekil 1).

Patojenin molekiiler tanisi

Calismamizda biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik
testlerle P. s. pv. savastanoi olarak tanilanan 85 adet
izolatn, iaal geni IAALF ve IAALR ve hrc geni hrcC-
2F ve hrcC-2R spesifik primerleri kullanilarak PCR ile
amplifiye edilmis, tiim izolatlarm sirasiyla 454 bp ve
593 bp’ lik spesifik bantlar olusturdugu belirlenmistir.
Izolatlarinizdan bazilarinm iaal geninin amplifikasyonu
ile olusturduklar1 454 bp’ lik spesifik bantlar Sekil 1’ de
gosterilmistir.

Tartisma
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Karaca (1977) hastaligin en ¢ok zarar verdigi bolgenin
Ege oldugunu belirtmistir. Aragtirmamizdan elde edilen
bulgulara gore ise Aydin ili genelinde, zeytin dal kanseri
hastaliginin 2006 ve 2007 yillarinda incelenen zeytinlik-
lerdeki bulunma oran1 % 44,9 olarak belirlenmistir. Bu
oran yliksek olarak goriilmekle birlikte, uygun kosullar
altinda ve hastaligi baski altinda tutabilecek tedbirler
alimmadiginda hastalifin tahripkar seviyelere ulasabile-
cegi goriilmektedir.

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Ispanya
(Alonso ve ark., 1988), Fas (Benjama ve ark.,1993),
Urdiin (Tehabsim ve ark., 1991), Tunus (Boulila, 1994),
Portekiz (Fernandes, 1994; Marcelo ve ark., 1999), ABD
(Teviotdale, 1994, Azad ve Cooksey, 1995), Avustral-
ya’da (Hall, 2004) 6nemli verim kayiplarina neden ol-
dugu belirtilmektedir. Yunanistan da yapilan ¢aligmalar-
da P. s. pv. savastanoi’nin zakkum ve yaseminde dogal
enfeksiyonlara neden oldugu belirtilmistir
(Panagopoulos,1993). Tiirkiye’de 1939 yilinda meydana
gelen dolu yagisi sonucunda zeytin dal kanser hastaligi-
min siddetli bir sekilde goriildiigii Iyriboz’ca (1941)
rapor edilmistir. Karaca (1997)’de hastaligin Karadeniz,
Marmara, Ege, Akdeniz ve Giiney Dogu Anadolu’da
goriildiigii ancak Ege ve Akdeniz bolgelerinde daha
siddetli oldugunu bildirmistir. Son yillarda bati Akde-
niz’in Antalya, Aksu, Ddsemealti, Serik, Manavgat, Kas
ve Kale ilge ve koylerinde P. s. pv. savastanoi’nin yay-
ginligr belirlenmistir (Basim ve ark., 2000; Ersoy,
2002).

Giliniimiizde mikroorganizmalarin tanisinda her ne kadar
molekiiler tekniklerin kullanilmasi hizla yayginlagsa da
klasik tani teknikleri bir¢ok arastirici i¢in hala giincelli-
gini korumaktadir. Bunun en 6nemli nedeni ise tanilan-
mak istenen mikroorganizma gruplarinin belirlenmesi ve
takip eden molekiiler ¢alismalara hiz kazandirmasidir.
Bu nedenle bizim ¢alismamizda da izole edilen bakteri-
yel izolatlarin molekiiler tanilarinin yan1 sira morfolojik
ve biyokimyasal karakterleri de belirlenmistir.

Surico ve Lavermicocca (1989) tarafindan, P. s. pv.
savastanoi’nin izolasyonu ve tanisi i¢in yari segici besi
yeri PVF-1 kullanilmigtir. Tatli ve Benlioglu (2004)
yaptiklar1 izolasyon ¢alismalarinda urlu bolge ile saglikli
ve hastalikli bolgeden yaklasik olarak 0.5—1 c¢m biiyiik-
ligiinde pargalar keserek %70'lik etil alkol ile 1-2 daki-
ka yiizeysel sterilizasyon yapmiglardir. Daha sonra steril
damitik su ile durulanmis ve steril kurutma kagitlari ile
kurulanmistir. Bu pargalar 1-2 ml steril damitik su igin-
de havanda ezilmis ve elde edilen siispansiyonlardan bir
6ze dolusu alinarak ¢izgi ekim ydntemi ile SNA ve
PVF-1 besi yerlerine ekim yapilmislardir. Calismamizda
SNA ve PVF-1 besi yerine izolasyonlar yapilmis ve
basgarili sonuglar elde edilmistir.

Aragtirmamizdan elde edilen P. s. pv. savastanoi
izolatlarmin hepsi SNA'da levan koloni olusturmamustir.
Ayrica 85 tane P. s. pv. savastanoi izolatimizdan, 44
tanesinin King B besiyerinde fluoresans pigment iiret-
medigi saptanmistir. Sonuglarimiza benzerlik gosteren
diger ¢alismalarda ise lacobellis ve ark., (1993) italya’
da elde edilen P. s. pv. savastanoi izolatlarinin SNA'da
levan negatif ve KB'de fluoresans iiretmeyen izolatlar
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica zeytinden izole edilen
izolatlar iginde P. s. pv. savastanoi i¢in tipik olmayan
KB' de fluoresans pigment iireten ve levan negatif
izolatlar elde edildigini belirtmislerdir.

Tim P. s. pv. savastanoi izolatlarimiz, jelatin ve eskulin
hidrolizi testlerinde degismeksizin negatif sonug vererek
diger calismalarla benzerlik gostermistir. Ayni sekilde
erithritol, xylose, raffinoz ve gliserol karbon kaynaklari-
nt kullanim test sonuglarimiz diger arastiricilarin buldu-
§u sonuglar ile paralellik gdstermistir. Schaad ve ark.
(2001)' e gore, P. s. pv. savastanoi’nin 37°C' de gelistigi
belirtilmistir ancak bizim c¢alismamizda P. s. pv.
savastanoi izolatlarinin bazilar1 bu sicaklikta gelisme
gostermemistir. Ayrica sellobioz kullanimi testinde,
degismeksizin negatif sonug¢ tarafimizca bulunurken,
ayni arastiricilar tarafindan bu test sonucu pozitif olarak
verilmistir. Trehaloz, sorbitol ve sakkaroz kullanimi
bakimindan P. s. pv. savastanoi izolatlarimizdan elde
ettigimiz sonuclar Alvarez ve ark. (1988)’nin elde ettigi
sonuglar ile benzer bulunmustur. Lacaobellis ve ark.,
(1993)'de malonik asit ve L-tartarik asit kullanimi agi-
sindan izolatlar arasinda degisken oldugunu bildirmis-
lerdir. Calismamizda P. s. pv. savastanoi izolatlarinin,
organik asit kullanimlar1 agisindan benzer sonuglar ver-
digi gézlenmistir.

Patojenisite testlerinde, 85 P. s. pv. savastanoi izolatinin
iilkemizde yaygin olarak yetistiriciligi yapilan Yamalak
Saris1 zeytin ¢esidinde ur olusturdugu gozlenmistir De-
nemelerimizde zeytin izolatlarinin zeytinde ur olustur-
dugu fakat zakkum da yapilan patojenisite testlerinde
bazi izolatlarin ur olusturmadigi belirlenmistir. Surico ve
ark. (1984), zeytin, zakkum ve kurtbagr izolatlar: ile
yuriittiigiic ¢apraz inokulasyon denemelerinde zeytin
izolatlarinin zeytinde ur olusturdugunu, ancak bir zeytin
izolatinin zakkumda da ur olusturabildigini, tiim zakkum
izolatlarinin ise hem zeytinde hem de zakkumda urlara
neden olabildigini, kurtbagri izolatlarini ise sadece zey-
tinde ur olusturdugunu belirtmislerdir. Aym sekilde
Panagopoulos (1993), zeytin izolatlarmin sadece zeytin-
de ur olusturdugunu, zakkum izolatlarinmn ise kendi
konukgusu olan zakkum disinda, zeytinde de ur olustur-
dugu ve yasemin izolatlarimin da sadece zeytinde ur
olusturdugunu bildirmistir. Caponero ve ark. (1995), 11
zeytin izolatimin sadece zeytinde patojen oldugunu,
zakkum izolatlarinin hem zakkum hem de zeytinde ur
olusturdugunu gozlediklerini bildirmislerdir. Ispanya'da



D. Servi ve K.K. Bastas / Sel¢uk Tarum ve Gida Bilimleri Dergisi 26 (3): (2012) 1-8

ise zeytin izolatlarinin sadece zeytinde ur olusturdugu,
zakkum izolatlarmin hem zeytinde hem de zakkumda ur
olusturdugunu, kurtbagri izolatlarinin ise sadece kurt-
bagri  bitkisinde ur olusturdugu ve Rethama
sphaerocarpha izolatinin ise sadece konukgusunda
virulent oldugu belirtilmistir (Alvarez ve ark., 1998).

Pseudomonas s. pv. savastanoi izolatlar1 ile ilgili bulgu-
lar degerlendirildiginde izolatlar arasinda gerek biyo-
kimyasal testler, gerekse farkli konukgulardaki
patojeniste sonuglari bakimindan farkliliklar gostermis-
tir. Bu bulgular, Surico ve ark. (1984), Surico ve

Lavermicocca (1989), lacobellis ve Surico (1993),
Panagopoulos (1993), Mugnai ve ark. (1993 ve 1994),
lacobellis ve ark. (1995), Caponero ve ark. (1995) tara-
findan da desteklenmektedir. Alvarez ve ark. (1998),
farkli konukgulardan 160 P. s. pv. savastanoi izolatinin
fenotipik cesitliligini arastirdigi ¢aligmasinda sonug
olarak P. s. pv. savastanoi izolatlarinin fenotipik olarak
heterojen bir yapida oldugunu, biyokimyasal Penyalver
ve ark. (2000), ozelliklerdeki bu heterojenligin ¢evresel
faktorlerden, konukgu bitkiden kaynaklanabilecegini ya
da farkli patovarlari olabilecegini belirtmistir.

Cizelgel. Aydin H_inde Zeytin Dal Kanseri (Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi)’ ni Belirlemek Amaciyla Ornek
Alman Ilgeler, Dikim Alanlari, Alinan Ornek ve Elde Edilen Izolat Sayilari, Ilgeler ve Il Genelinde Yay-

ginlik Oranlari (%)
flce Ornek Ahnan Bahce P.s. pv. savastanoi lle Hastaligin Yaygmhk
Sayisi Bulasik Ornek Sayisi Oram (%)
Bozdogan 9 9 100.0
Cine 35 14 40.0
Buharkent 15 5 33.3
Karacasu 35 24 68.5
Kogarlt 15 7 46.6
Kuyucak 15 12 80.0
Nazilli 30 6 20.0
Soke 35 8 22.8
TOPLAM 189 85 44.9

Cizelge 2. Aydin ili Zeytin Agaglarindan Elde Edilen Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlarinin tanisinda
kullanilan biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik testler ve referans izolatlar ile karsilastirmali bulgular

REFERANS IZOLATLAR ELDE EDILEN
TESTLER P.s. pv. savastanoi ~ P.s. pv. savastanoi  P.s. pv. phaselicola P. s. pv. savastanoi
(PSS112) (PSS116) (negatif izolat) IZOLATLARI
Gram reaksiyon - _
Levan olusumu - -
Oksidaz testi - -
Patateste pektolitik aktivite - -
Arginin dehidrolaz testi - - R
Tiitiinde asir1 duyarlilik + + + +
Jelatinin hidrolizi testi - - R
King B besiyerinde floresans pigment olusumu + + + D
PVF-1 besiyerinde gelisim + + - +
Ureaz aktivitesi - - - -
Esculin hidrolizi - - - -
37 °C’ de gelisim testi + + + +
Karbohidratlardan asit olusumu;

Trehaloz - -
Erytritol - -
Sellibioz - -
Raffinoz - -
Malik asit - - -
Sorbitol - - -
Sakkaroz + + + +
Glyserol + + + +
L-Tartarik asit + + + +
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Sisto ve ark. (2004), Penyalver ve ark. (2000)’ min hrc
geninin saptanmast metodunu degistirerek uygulamislar,
buna gore; 0,5 ml. hiicre siispansiyonu 15 dakika kayna-
tilmig, 10 dakika 15000 g’de mikro santrifiijle ayristi-
rilmug, ¢okelti ayrilmis ve siipernattan 2ul’lik kisim
¢ogaltim i¢in kullanilmistir. Bizim ¢aligmamizda da bu
modifiye yontem kullanilmig ve basarili sonuglar elde
edilmistir. Penyalver (2000), iaal geninin
amplifikasyonunu gergeklestirerek 454 bp bant olusu-
munu ve Sisto ve ark. (2004), hrcC geninin
amplifikasyonunda 593 bp bant olusumunu belirlemis-
lerdir. Calismalarimizda da her iki gen i¢in arastiricilarin
onerdikleri spesifik primerler kullanilarak ayni bulgular
elde edilerek P. s. pv. savastanoi nin molekiiler tanisi
yapilmistir.

LOPAT testleri, P. s. pv. savastanoi’ nin teshisinde
kullanilabilecek testlerin basinda sayilmaktadir. Yari
secici besi ortami ve biyokimyasal testlerle yapilan
tanilama, izole edilen etmenin P. s. pv. savastanoi ola-
bilecegini gostermis olsa da, kesin tani igin giiniimiizde
DNA bazinda elde edilen bulgularla da desteklenmesi
oldukea faydali olmustur. Bu ¢alisma, bu konuda Aydin
yoresinde yapilan detayli bir ¢alismay1 temsil etmekte-
dir.

Zeytinin olduk¢a 6nemli bir tarim iiriinii oldugu iilke-
mizde, tiim Tirkiye’ den elde edilecek izolatlarla, P. s.
pv. savastanoi genotipleri belirlenerek, hastalikla miica-
dele de etkili olabilecek detayli bilgiler saglanabilecek-
tir.

IR L L L LRRER T =

» ‘ , ‘i ’ “ | Hl IR 't-‘ll 1;

~
Sekil 1. Aydin Ilindeki farkli ilgelerde, zeytin dal kanseri goriilen bahgelerdeki urlu agaglar, A: Nazilli, B: Kuyucak,
C: Soke, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlari igin patojenisite testleri D; Pss25 nolu izolatin Yamalak
Saris1 zeytin fidaninda olusturdugu ur, E; Pss32 nolu izolatin zakkum fidaninda olusturdugu ur, Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi izolatlarinin PCR bulgulari; F; Pseudomonas savastanoi pv savastanoi izolatlarinin, iaal
geninin amplifikasyonu sonucu olusan 454 bp’lik spesifik bantlar 1: Marker, 2: pozitif referans kiiltir Pss116, 3:
kapss2, 4: kapssb, 5: kapps6, 6: kapss7, 7: kapss9, 8: kapss10, 9:kapss1l, 10: kapss12, 11: kapssl16, 12: kopssl, 13:
kopss2, 14: kopss6, 15: kopss3, 16: kopss4, 17: kopssb, 18: kopss6, 19: kapss13, 20: X. c. pv. phaseoli, 21: P. s. pv.
phaselicola
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