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OZET

ZEYTIN DAL KANSERI ETMENI Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin
[ZOLASYONU, TANISI VE IN VITRO BIYOLOJIK MUCADELESI

Ogiin KUCUKTAMER
Yiiksek Lisans, Organik Tarim Isletmeciligi Anabilim Dali
Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Benian Pinar AKTEPE

Subat 2024, 49 sayfa

Bu c¢alismada, Mersin ve Osmaniye illerinde zeytin {iretimi yapilan 18 alan ziyaret
edilerek, dal kanseri hastalik belirtileri gosteren 6 adet urlu agacgtan 26 adet patojen
bakteri izolasyonu yapilmistir. Patojen bakteriler, potasyum hidroksit testiyle Gram
Reaksiyon, LOPAT karakterleri, havu¢ dilimlerinde ve zeytin fidanlarinda patojenite
testleri ve bakteriyel izolatlarin proteinlerinin peptid kiitle parmak izi analizine dayanan
MALDI-TOF testleriyle Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi olarak tanilanmistir.
Biyolojik miicadele arastirmalarinda, Organik Tarim Isletmeciligi Boliimii kiiltiir
koleksiyonunda bulunan 19 adet epifitik ve endofitik antagonist bakterilerin patojene
antibakteriyel etkisi in vitro petri denemeleriyle arastirilmistir. Ikili kiiltiir testinde, tim
antagonistler, patojenin gelisimini baskilamis ve 2.00mm-9.33mm arasinda inhibisyon
zonu olusturmuslardir. Ayni istatistiki grupta yer alan bes antagonist (KSY9, ABK-FY-
2-5, MTHM.3, FT2.1, MTHM2 kodlu izolatlar) patojen gelisimini engellemede en
basarili izolatlar olarak belirlenmistir. KSY9 kodlu izolat ortalama 9.33 mm engelleme
zonu olusturarak en basarili antagonistik izolat olarak belirlenmistir. Basaril
antagonistlerin MALDI-TOF ile yapilan tani testlerinde timiiniin Bacillus cinsine ait
izolatlar oldugu saptanmistir. Yapilan bu caligmayla, hastaliklarin baskilanmasinda
cevre dostu ve organik tarimda kullanilan miicadele yontemlerinden biri olan biyolojik
mucadelenin 6nemi bir kez daha ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Ur hastaligi, patojen, antagonist, organik tarim.



ABSTRACT

ISOLATION, DIAGNOSIS, AND /N VITRO BIOLOGICAL CONTROL OF THE
OLIVE KNOT PATHOGEN Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi.

Ogiin KUCUKTAMER
M.Sc., Department of Organic Agriculture Management
Supervisor: Assist. Dr. Ogr. Uyesi. Benian Pinar AKTEPE

Subat 2024, 49 pages

In this study, 18 olive production areas in Mersin and Osmaniye provinces were
visited and 26 pathogenic bacterial strains were isolated from 6 infected trees showing
knot disease symptoms. The pathogenic bacterial strainswere identified as
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi by Gram Reaction with potassium hydroxide
test, LOPAT characters, pathogenicity tests on carrot slices and pathogenicity test on
olive branches and MALDI-TOF tests based on peptide mass fingerprint analysis of
proteins of bacterial strains. In biological control research, the antibacterial effect of 19
epiphytic and endophytic antagonist bacterial strains in the culture collection of our
department was investigated by in vitro petri trials. In the dual culture test, all
antagonists suppressed the growth of the pathogen and formed an inhibition zone
between 2.00mm-9.33mm. Five antagonists in the same statistical group (KSY9, ABK-
FY-2-5, MTHM3, FT2.1, MTHM2) were the most successful isolates in inhibiting
pathogen growth. KSY9 coded strain was determined as the most successful
antagonistic strains with an average inhibition zone of 9.33 mm. In the MALDI-TOF
diagnostic tests of the successful antagonists, it was determined that all of them were
isolates belonging to the genus Bacillus. This study highlights the importance of
biological control, which is one of the environ mentally friendly and organic farming
methods used to suppress diseases.

Key Words: Knot disease, olive knot pathogen, antagonist, organic farming.
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1. GIRIS

Zeytin agac1 (Oleaeuropaea L.), diinya genelinde oOzellikle Akdeniz havzasi
tilkeleri arasinda, Tiirkiye dahil olmak {tizere, bir¢ok iilkede ekonomik acidan degerli
olarak, yagi iiretilen bitkilerden birisidir (Loumou ve Giourga, 2003) (Sekil 1.1). Zeytin,
tarih boyunca insanlik i¢in 6nemli bir tarim {iriinii olmus olup, giinlimiize uzanan kokli
bir ge¢mise sahiptir. Insanlik tarihi kadar eski olan zeytin, sadece tarimsal bir iiriin
olmanin otesinde barisin simgesi ve kutsal bir varlik olarak kabul edilmistir. Ayni
zamanda, zeytin tarihi boyunca bir¢ok efsaneye de konu olmustur. Anadolu
cografyasinda ortaya c¢ikan ve binlerce yil boyunca Akdeniz havzasindaki tarim
gelenegine adapte olmus bir bitkidir. Zeytincilik; ekonomik, siyasal ve sosyal yapilar
etkileyen onemli bir ge¢cim kaynagidir. Zeytin, 6zellikle Akdeniz mutfaginin temel bir
bilesenidir. Sofralik zeytinler atistirmaliklarin yani sira salatalar, mezeler ve diger
yemekler i¢in de kullanilir. Zeytinyagi, yemek pisirme, sos yapma ve salata soslar1 i¢in
genis bir kullanim alanina sahiptir. Ayrica, doymamis yag asitleri, antioksidanlar ve
diger saglikli bilesenler agisindan zengindir. Bu nedenle, saglikli bir diyetin bir parcasi
olarak tiiketildiginde kalp sagligin1 destekleyebilir, kolesterol diizeyini diizenleyebilir ve
anti-inflamatuar 6zelliklere sahip olabilir. Bunlarin yaninda Zeytin agaglari, erozyonu
onleme, toprak stabilizasyonu ve biyogesitliligi destekleme gibi ¢evresel faydalar
saglamaktadir. Ayrica, zeytin agaclart karbon emilimine katkida bulunarak iklim

degisikligi ile miicadeleye yardimci olabilir (Ozcan, 2020).

Tirkiye, sofralik ve yaglik zeytin {iretimi konusunda one ¢ikan {ilkelerdendir.
Zeytin yetistiriciligi iilkemizde 35 ilde, 5 farkli bolgede gergeklestirilmektedir
(Hayretgi, 2022). Ulkemizde Akdeniz iklimine hakim kiy1 seridinde yogun olarak
yetistirilen zeytinin 2022 yili iiretim miktar1 2.977.000,00 tondur (TUIK, 2022). Bu
iiretim pay1 icerisinde calismanin yiiriitiildigi Osmaniye ili 77194 ton zeytin tiretimiyle

ilk on il arasinda yer almaktadir.



Sekil 1.1. Diinyada zeytin iiretimi yapilan alanlar (FAO, 2021).

Cizelge 1.1.Tiirkiye’de zeytin tiretimi gergeklestirilen iller ve bu illerdeki tiretim miktarlari

(ton).

Iller 2020 2021 2022

[zmir 94875,00 168914,00 461813,00
Manisa 354269,00 269160,00 418155,00
Mersin 63787,00 104952,00 356279,00
Aydin 120705,00 287707,00 332164,00
Balikesir 130574,00 177712,00 261859,00
Mugla 47077,00 182528,00 245119,00
Hatay 67212,00 119991,00 221278,00
Bursa 115072,00 146477,00 187692,00
Canakkale 42810,00 34618,00 125852,00
Osmaniye 62792,00 33980,00 77194,00
Antalya 54285,00 45000,00 70201,00
Adana 7210,00 21000,00 63829,00

Zeytin agacinin ekonomik omrii genellikle 50-75 yil arasinda degissede, bu uzun
Omiirlii meyve tiiri, dogal ortamda 500 yil hatta 1000 yil kadar yasayabilmektedir.
Dogal kosullarda zeytin agacinin tag yiiksekligi 15 metreye kadar ulasabilir. Ancak,
modern yetistirme yontemlerinde genellikle tac yiiksekligi 3-5 metre civarinda
tutulmaktadir. Zeytin agaci dikildikten sonra, ilk 3-4 yil boyunca genellikle kazik kok
gelisimi gosterir. Daha sonra, ilerleyen yillarda kok yumrularinin olusmasiyla birlikte

sacak kok gelisimi gergeklesir. Zeytin agacinin odun yapisi, ¢lirlimeye kars1 olduk¢a



dayaniklidir. Hem olumsuz cevresel kosullara hem de mekanik hasarlara karsi direng
gostererek yeni siirgiinler gelistirebilir. Bu 6zellikleri sayesinde zeytin agact uzun yillar
boyunca saglikli bir sekilde yasayabilir. Ancak, {iretimi ve verimliligi, diinya genelinde
zeytin mahsuliinii olumsuz etkileyen nedenler arasinda kabul edilen Zeytin Sinegi
(Bactrocera oleae), Tiirkiye’de yetisticiligi yapilan zeytinin, zararlilari arasinda ilk
sirayl almakta olup, tim zeytin yetistiriciligi yapilan bahgelerde goriilebilmektedir.
Zeytin sinegi ekonomik olarak hatir1 sayilir bir zayiata sebep olmaktadir. Ayrica Zeytin
Kabuklu Biti (Parlatoria oleae), Pamuklubit (Eupyllura spp.), Zeytin Givesi (Prays
oleae), Zeytin Fidan Tirtili (Palpita unionalis), Zeytin Kizilkurdu (Lasioptera
berlesiana), Filizkiran (Phloeotribus scarabaeoides) da oOnemli zeytin zararlilari
arasindadir (Anonim, 2024).

Zeytin Uretim alanlarinda birgok hastalik etmenleri de {iriin kayiplarina neden
olmaktadir. Bu hastaliklar igerisinde kok ¢iirtikliigiine neden olan Rhizoctonia Solani,
Fusarium spp., Armillaria Mellea gibi fungal etmenlerin, ayrica zeytin agaglarinda dal
kurumalarina neden olan Verticillium Solgunlugu (Verticillium dahliae Kleb.)’nun ve
Zeytin Halkali Leke Hastaliginin (Spilocaea oleagina (Cast) Hugines) 6nemli fungal
hastaliklardan oldugu bildirilmistir (Yolageldi ve ark. 2001; Sancar ve Mirik, 2018;
Anonim, 2024). Bunlarin yaninda; Amerika, Avrupa, Iran, Tayvan ve Israil’de Xylella
fastidiosa (EPPO,2022), diinya genelinde zeytin iretiminin yapildig1 yerlerde
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin sebep oldugu Zeytin Dal Kanseri gibi
bakteriyel hastalik nedeniyle de zeytin iiretimi ciddi sekilde zarar gormektedir (Marchi
ve ark., 2005 ; Obanor ve ark., 2008; Salman ve ark., 2011; Quesada ve ark., 2012;
EPPO, 2022).

Zeytin Dal Kanseri Hastaligi etmeni Gram-negatif, aerobik bir bakteri olan
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ((Smith) Gardan, Bollet, Abu
Ghorrah&Grimont, 1992) adli bakteri, zeytin dallarinda urlarin olusmasina neden
olmaktadir (Sekil 1.2). Hastalik etmeni bakteri 1908 yilinda Smith tarafindan Bacterium
savastanoi olarak isimlendirilmistir. Ferraris, 1926 yilinda zakkum bitkilerinden yaptigi
izolasyonlar sonucunda etmenin yeni ismi Bacterium tonellianum olmustur. Daha sonra,
Young ve arkadaslarmin 1978 yilinda yaptiklari ¢alisma ile Pseudomonas syringae
pathovari olarak belirlemislerdir (Janse, 1982). Sonraki yillarda Gardan ve arkadaslar
1992 yili igerisinde yaptiklari taksonomik galisma ile patojen bakteriyi Pseudomonas

savastanoi pv. savastanoi olarak isimlendirmistir. Bu ¢alisma ile, Pseudomonas



savastanoi pv. savastanoi’nin esasen Pseudomonas syringae’den genetik olarak degisik
oldugu agiga cikarilmigtir. Pseudomonas syringae tir kompleksi, 6nde gelen bir
arastirma modeli ve ekonomik agidan diinya ¢apinda onemli bir fitopatojenik bakteri
olarak kabul edilmektedir. Bitkilerle ve su dongiisiiyle iliskili 15 farkli Pseudomonas
tiriinii kapsayan en az 13 filo gruptan (PG) olusur. Pseudomonas savastanoi,
Pseudomonas syringae kompleksinin PG3’line aittir. Bu, odunsu dokularda timorli
asir1 biiylimelere (urlar) neden olan bakterileri igeren tek filo gruptur. Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’nin sebep oldugu Dal Kanseri Hastaligi, Zeytin bitkisinin ilk
sirada yer almasi ile birlikte Oleceae familyasina ait Zakkum (Nerium oleander)
(Pseudomonas savastanoi pv. nerii), Disbudak (Fraxinus excelsior L.) (Pseudomonas
savastanoi pv. fraxini) ve Sar1 Siipiirge (Retama sphaerocarpa) Pseudomonas
savastanoi pv. retacarpa (Garcia De Los Rios, 1999) bitkilerinde de ur olusumuna
neden olmaktadir (Janse, 1982; EPPO, 2024). Bu dort patovarin farkli konukcu
araliklaria sahip oldugu, patojenite testleri yoluyla deneysel olarak belirlenmistir:
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi zeytin ve disbudakta ur olusumuna neden
olurken zakkumda ur olusturmaz; Pseudomonas savastanoi pv. nerii her ¢ konukguda
da; Pseudomonas savastanoi pv. retacarpa ise yalnizca sari siiplirgede ur olusumuna
neden olur (Alvarez ve ark., 1998). Buna karsilik, Pseudomonas savastanoi pv. fraxini
hem digbudak hem de zeytinde semptomlara neden olur (Janse, 1982; lacobellis ve ark.,
1998; Ramos ve ark.,, 2012). Bununla birlikte, bazit Pseudomonas savastanoi
popiilasyonlari, ayni patovarin strainleri arasinda bile biiylikk Olgtide farklilik
gosterebilen heterojen konukgu araliklar1 gostermektedir (Cinelli ve ark., 2014; Morris
ve ark., 2019). Ayrica etmenin konukgulari arasinda Leylak (Syringae spp.), Akcakesme
(Phillyrea spp.), Kurtbagri (Ligustrum japonicum), Yasemin (Jasminum spp.) (Janse,
1981), Can Cigegi (Forsythia spp.) (lacobellis ve ark., 1998), Geyik dikeni (Rhamnus
alaternus) (Saad& Hanna, 2002), Mersin (Myrtus spp.) (Mirik ve ark., 2006), Akdiken
(Rhamnus alaternus), Cilbirt1 Calist (Fontanesia phillyreoides) (Mirik ve ark., 2011),
Brezilya Yasemini (Mandevilla sanderi) (Eltlbany et al., 2012) Cin ardict (Loropetalum
chinense) (Conner ve ark., 2013), Nar agaclar1 (Bozkurt ve ark., 2014) bulunmaktadir
(Sancar ve Mirik, 2018).

Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi’nin neden oldugu urlarin olusumu esas
olarak indol-3-asetik asit (IAA) ve sitokininlerin  bakteriyel sentezinden
kaynaklanmakta ve bu da bitki hiicresinde bir artisa (hipertrofi) ve ardindan anormal bir

hiicre boliinmesine (hiperplazi) neden olmaktadir (Rodriguez-Moreno ve ark. 2012;



Quesadave ark., 2012). Ur olusumu tipik bir yara peridermi ile baglayarak kontrol
edilmeyen hiicre boliinmesiyle devam eder. Sonrasinda siirekli yeni boliinmelerin
olusturdugu diizensiz dokular meydana gelir ve tiim ksilem borular1 tikanarak bitkinin
iletim sistemi zarar gorir (Saygili ve ark., 2006). Yaprak ve meyvelerde de zaman
zaman Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin neden oldugu urlar
gorulebilmektedir (Trapero-Casas ve Ramos, 2015). Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi genellikle zeytin agaci filosferindeepifitik (Quesadave ark., 2012) ve/veya
endofitik (Marchive ark., 2009) olarak yasayabilmektedir (Buonauriove ark., 2015).

Zeytin Dal Kanseri Hastaligi, zeytin yetistiriciligi yapilan alanlarda goriilebilen,
endemik bir hastaliktir. Tiirkiye’de hastalik; Marmara Bolgesinde (Mirik ve ark., 2007),
Ege Bolgesinde (Azeri, 1993; Servi ve Bagtas 2012) ve Akdeniz bolgelesinde (Basim ve
Ersoy 2000, Tathi ve Benlioglu 2004, Mirik ve ark., 2004; Mirik ve ark., 2008a)

bulunmaktadir.

Patojen, ozellikle ilkbahar sonu donlari, dolu ve tarim uygulamalarinin (6rnegin
budama ve iirlin hasadi) ince dallar iizerindeki neden oldugu yaralar ve ¢atlaklar yoluyla
bitkiye giris yapmaktadir. Bu patojen dogal acikliklardan (stoma, hidadot, lentisel)
bitkiye giris yapamaz. Ayrica yagmur, su sigramasi, riizgar, bocekler, kuslar ve insan
faaliyetleri (budama ve hasat) yoluyla yayilabilmektedir (Quesada ve ark., 2010).
Patojenin gelismesi i¢in en uygun sicaklik 20-25°C arasinda olup, minimum 5 ila 10°C
ve maksimum 32°C sicaklikta gelisebilmektedir. Enfeksiyon iklim kosullarinin hastalik
gelisimi i¢in ideal oldugu ilkbahar ve sonbahar aylar1 igerisinde meydana gelmektedir

(Lavermicocca ve ark., 2002).



Sekil 1.2. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin zeytin dallarinda meydana

getirdigi ur belirtisi.

Zeytin Dal Kanseri Hastalig1, zeytinin ekonomik ac¢idan en 6nemli hastaliklarindan
biridir. Enfeksiyonlar genellikle agaclarda yaprak dokiilmesine, dallarin kurumasina ve
agacin giiclinliin azalmasia yol acarak sonug¢ta verimin, meyve boyutunun ve yag
kalitesinin diismesine neden olmaktadir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin
bitkiye girisini ve yayilmasini 6nlemek, Zeytin Dal Kanseri Hastaliginin miicadelesinde
en umut verici stratejidir. Bununla birlikte, bakteri epifitik olarak hayatta kalabilme
yetenegine sahip oldugundan, hastalik belirtisi goriilmeyen bitki aksaminda da
varligimmin olmasi nedeniyle miicadele zorlayicidir (Penyalver ve ark. 2006). Ayrica,
hastalikli agaglarla temas eden ekipmanlarin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ile
kontamine olmas1 durumunda yeterli sanitasyon 6nlemleri alinmamasi patojenin saglikli
agaclara yayilmasina neden olabilmektedir. Patojenin bir agaca veya meyve bahgesine
bulastiktan sonra ortadan kaldirilmasi son derece zordur (Quesada ve ark., 2010).
Patojene kars1 miicadele edilmezse, yildan yila artan patojen bakteri popiilasyonu bir
sekilde zeytinin kalitesini ve miktarin1 diislirerek 6nemli ekonomik iiriin kayiplarina
neden olabilmektedir (Quesada ve ark. 2010). Bu hastaligin miicadelesi esas olarak
Onleyici tedbirlere dayanmaktadir. Bu onleyici tedbirler ¢ogunlukla dayanikli gesitlerin
kullanimini, temiz iiretim materyali kullanmak, budama uygulamalarin1 ve kimyasal

miucadeleyi veya bunlarin kombinasyonunu icermektedir (Trapero-Casas ve ark., 2009;



Abuamsha ve ark., 2023). Kimyasal miicadele esas olarak bakir igerikli bilesiklerin
genellikle bakir hidroksit ve dormant donemde bakir siilfat kullanimia dayanmaktadir
(Trapero-Casas ve ark., 2009). Bakirli preparatlarin kapsamli ve yogun kullanimiyla,
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi popiilasyonlarinda bakir  direnci
olusabilmektedir (Nguyen, 2017). Bunun yaninda fungisitlerin insan sagligina ve
cevreye olan zararlari da yadsinamaz bir gercektir. Bu nedenle, bu hastaligin
siirdiiriilebilir yonetimine katki saglayan stratejiler, bilim camiasindaki oncelikli
konulardan biri haline gelmistir (Al-Khatib ve ark., 2010; Krid ve ark., 2012). Son
zamanlarda bitkisel dokularda yasayan patojen popiilasyonlarini ortadan kaldirma veya
azaltma potansiyeline sahip antagonistler kullanilarak bitki patojenlerinin biyolojik
miicadelesi, siirdiiriilebilir tarimda kimyasal miicadeleye alternatif olarak ©Onem
kazanmistir (Cook, 1993; Di Francesco ve ark., 2016; Doks6z ve Bozkurt, 2022b).
Hastaliga kars1 halen etkili bir biyolojik miicadele mevcut olmasada bazi arastiricilar bu
alanda umut verici sonuglar bildirmistir. Zeytin agaglarinin  koklerinden ve
yapraklarindan elde edilen Pseudomonas fluorescens ve Bacillus subtilis izolatlarinin in
vitro kosullar altinda Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye karsi etkili oldugu
ortaya cikarirlmistir (Krid ve ark.,, 2010). Son zamanlarda biyopreparat iiretim
faaliyetleri, en basarili antagonistlerin toplu iiretimi, en elverisli yotemlerin bulunmasi,
bu etkili antagonistlerin hedef alinan patojenlere in vitro ve in vivo etkililik duzeyleri
durumu gibi ¢aligmalara biyolojik miicadele, inceleme aragtirmasi yapan uluslararasi
kuruluslarca her gecen zaman igerisinde daha ¢ok maddi kaynak ayrilmaktadir (Sancar
ve Mirik, 2018). Biyolojik miicadelede kullanilan bakteriler icin genellikle bitki
gelisimini tesvik eden kok bakterilerini ifade etmek i¢cin PGPR terimi kullanilirken, son
yillarda bakterinin izole edildigi bitki kismina bakilmaksizin bitki gelisimini tesvik eden
bakteriler icin PGPB, biyolojik micadele etkisi gdsteren bakteriler icin ise Biyolojik
Miicadele Eleman1 (BME) terimleri kullanilabilmektedir (Fiirnkranz ve ark., 2009).
Biyolojik miicadele eleman1 bakteriler bitkilerde bulunduklar: yerlere gére endofitik ve
epifitik olarak iki sekilde isimlendirilirler. Epifit yararli bakteriler bitkilerin yaprak,
cigek, siirglin ve meyve gibi toprak iistii ve kok gibi toprak alti1 boliimlerinde yiizeysel
olaraktan kolonize olabilen ve bitkilerin herhangi bir bolimiine olumsuz etkisi olmayan
bakteriler olarak ifade edilebilmektedir (Hallmann ve ark., 1998). Endofit faydali
bakteriler ise; yaygin olaraktan, bitki i¢ dokular1 biinyesinde kolonize olabilen ve
herhangi bir sekilde simptoma ve bitkide olumsuz etkiye sebep olmayan bakteriler

olaraktan tanimlanmaktadir (Schulz ve Boyle, 2006). Epifit ve endofit bakteriler



antibiyosis, siderofor dretimi, glukanaz, kitinaz, proteaz, amilaz, lipaz, pektinaz ve
seliilaz gibi enzimlerin tiretimi, bitkilerde dayanikliligin sistemik olarak uyarilmasi (ISR
induced systemic resistance) gibi mekanizmalar1 bitki patojenlerinin biyolojik

miicadelesinde kullanmaktadirlar (Lodewyckx ve ark., 2002; Geetha ve ark., 2014).

Zeytin Dal Kanseri hastalig1 gibi bitki patojenik bakteri hastaliklar1 ile miicadelede
etkili bir bakterisitin olmama sebebi ve kimyasal miicadelenin yetersiz olmasi, bizleri
biyolojik miicadele caligma arastirmalarina sevk etmektedir. Bu tez ¢aligmasinin amact
da bolgemizde zeytin yetistiriciligi yapilan alanlar gezilerek zeytin agaclarindan
karakteristik olarak hastalik belirtisi gosteren dallardan Zeytin Dal Kanseri faktori
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin izolasyonunu yapmak, elde edilen
izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal testler (Gram reaksiyon, Levan, oksidaz,
pektolitik aktivite, arginine dehidrolaz, tutlinde hiper sensitive reaksiyon) ve
MALDITOF MS ile tanisin1 yapmak, ayrica patojene karsi antagonistik bakterilerle in

vitro kosullarda biyolojik miicadelesini arastirmaktir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Diinyada ve iilkemizde son yillarda ekonomik anlamda sorun olmaya devam eden
Zeytin Dal Kanseri Hastaliginin biyolojik miicadelesi {izerine aragtirmalar yapilmis ve
yapilmaya devam edilmektedir. Bitki bakteri hastaliklarinin kimyasal miicadelesinde,
ulkemizde koruyucu olarak bakir igerikli preparatlarin kullanilmasi Onerilmektedir
(Kotan, 2002). Standart miicadelede kullanilan zirai ilaglara kars1 ortaya ¢ikan direng
sorunu ve etkili preparat eksikligi gibi nedenlerle arastirmacilart farklt miicadele
stratejilerini gelistirmeye sevk etmistir (Nguyen, 2017). Diinya genelinde son yillarda
gerceklestirilen c¢esitli arastirmalarda, bakteriyel antagonistlerin Zeytin Dal Kanseri
Hastalig1 ile miicadelede 6nemli bir etkisi oldugu vurgulanmistir. Bu kisimda tilkemizde
zeytinde ur hastaliginin varhigi, yayginligi, tamisi ile farkli ilkelerde biyolojik

miicadelesi ve lilkemizde yapilan ¢aligmalara yer verilmistir.

Tatli ve Benlioglu (2004), Aydin ve Mugla illerindeki zeytin agaclarindan topladigi
urlardan yar1 segici besiyeri PVF-1 ve King B besiyerine yaptigi izolasyonlardan 22
adet patojen izolat elde etmistir. Bu izolatlarin patojenitelerini zeytin (Memecik ve
Manzanilla c¢esitlerinde) ve zakkum bitkisinin siirgiinleri ile iklim odasinda
yapmislardir. Yapilan bu c¢alisma Zeytin Dal Kanseri hastaliginin bu bolgede mevcut

oldugunun, ilk resmi belgesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Mourad ve ark. (2009), Cezayir topraklarindan elde ettikleri Rhizobium tdrlerinin
Zeytin Dal Kanseri Hastaligi faktorii Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye karsi
antimikrobiyal aktiviteleri acisindan kontrol etmislerdir. Rhizobium sp. ORN 24 ve
ORN 83 kodlu izolatlarin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye Xkarsi

antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Servi ve Bastas (2012), Aydin ilinde (Bozdogan, Buharkent, Cine, Karacasu,
Karpuzlu, Kogarli, Kuyucak, Nazilli, Soke) yiiriittiigii sorveylerde, 189 tane hastalikli
dal 6rnegi toplamistir. Hastaligin izolasyonu ve tanimlanmasinda esas olarak PVF1 ve
King B besiyerinde gelisimi, SNA besiyerinde levan olusumu, tiitiin yapraginda asiri
duyarlilik reaksiyonu, oksidaz testi, esculin hidrolizi, arginine dehidrolaz testi, patateste
pektolitik aktivite, nitrat rediiksiyonu, jelatinin hidrolizi, treaz aktivitesi, mannitol,
sorbitol, erythritol ve sakkarozdan yararlanmiglardir. Sorveyler neticesinde toplanan

125 izolatin 85’1 biyokimyasal ve molekiler metotlarla Pseudomonas savastanoi pv.



savastanoi olaraktan tanimlanmig ve Aydin ili smirlart igerisinde hastaligin yayginlik

durumu %44.9 olarak tespit edilmistir.

Quesadaa ve ark., (2010) yaptiklar1 ¢alismada, dort yil boyunca ayni meyve
bahgesindeki Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi inokule edilmis agaglarda ve
saglikli agaglardaki Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi epifitik popiilasyonlarini
izlemislerdir. Hem bulagik hem de saglikli kontrol zeytin agaclarinda hastalik siddeti
gozlemlenmistir. Ortalama olarak Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
popiilasyonlar1 yapay inokule edilmis zeytin agaglarinda daha yiiksek olmasina ragmen,
epifitik Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi popiilasyonlarin saglikli agacglara
yayildigimi tespit etmislerdir. Saglikli kontrol agaglarindan elde edilen Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi izolatlarinin molekiiler tiplendirmesi, yapay inokuleli
agaclardan elde edilen izolatlara benzer oldugunu dogrulamiglardir. Bu verilere
dayanarak, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin kontrol edilen zeytin
bahgelerinde kisa mesafelere yayilabildigi ve Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin epifitik popiilasyonu ile zeytin agaglarindaki ur miktari arasinda bir iligki

oldugu goriilmektedir.

Mirik ve Aysan (2012), Tekirdag, Balikesir, Bursa, Canakkale ve Yalova
illerindeki zeytincilik faaliyeti yiiriitilen bahgelerde sorvey calismalari yapmis ve
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin sebep oldugu zeytin dal kanseri patojeninin
zeytin bahgelerinde yaygmhigini arastirmistir. Hastalik Canakkale, Balikesir, Tekirdag
ve Bursa illerinde sirasiyla %100, %81, %66 ve %4 oranlarinda tespit edilmis, Yalova
ilinde ise hastalik etmenine rastlanmadigini belirtmistir. Hastaligin zeytin bahgesi
icerisindeki yayilim oraninin ise; %73 Canakkale, %56 Balikesir, %30 Tekirdag ve
%0.6 Bursa’da oldugunu tespit etmistir. Sorveyler sonucunda toplanan hastalikli
orneklerden 208 adet bakteri izolatlar1 elde etmislerdir. Yapilan Patojenite testi
sonucunda 88 izolat zeytin fidanlarinda ur olusturmustur. Bu izolatlarin tamamini SNA
besi yerinde levan olusturmayan, oksidaz, patateste pektolitik aktivite ve arginine
dehidrolaz aktivitesi negatif ancak tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu pozitif olarak

tespit etmistir.

Sivri (2012), Gaziantep ve Kilis’te zeytin yetistiriciligi yapilan alanlardan topladigi
urlardan elde ettigi izolatlarin morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler

yontemle tanisini yapmuistir. Yapilan izolasyonlar sonucunda beyaz-krem renkte diizgln
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gelisen 143 izolat elde etmistir. izolatlarn bir yasindaki zeytin fidanlarinda yapilan
patojenite testi sonucunda 31 izolat zeytin dallarinda 5.5 ile 17 mm arasinda degisen
bliyiikliikte ur olusumuna neden oldugu tespit edilmistir. Temel tan1 yontemi olarak
LOPAT testleri kullanmis ve izolatlarin LOPAT profili taniya uygun sekilde ( +)
bulmustur. izolatlar, PCR ydntemiyle Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak
tanilamistir. Faaliyeti yiiriitiilen sorveylerde hastaligin yayginlik durumu Gaziantep
(Nizip ve Oguzeli ilgeleri) ve Gaziantep ¢ikis1 (Uluyol) % 100 olarak; Kilis merkezinde

% 80 olarak; Kahramanmaras ilinde ise % 85 olarak rapor etmistir.

Sancar ve Mirik (2018), Tekirdag ilindeki yetistirilen zeytinlerde dal kanserine
neden olan Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin tanisi ve antagonistler ile
biyolojik miicadelesini arastirmistir. Zeytin iiretim alanlarindaki yaprak ve
ciceklerinden 50 tane, zeytin agaci kok iistii topragindan 60 tane izolat elde edildigini
bildirmislerdir. Bu izolatlardan 52 tanesini patojenite testi sonucunda zeytin fidanlari
iizerinde ur olusumuna neden oldugunu saptamustir. izolatlarin tamami KOH testinde
gram negatif oldugu bulunmus ve LOPAT 1B grubunda oldugu tespit edilmistir. Buna
ilave olarak, yapilan aragtirmalar ile zeytin dal kanseri hastaliginin Tekirdag ilindeki
bulasiklig1 %33 oranlarinda yayginlik gosterdigini rapor etmistir. Ikili kiiltiir testinde 23
antagonistik izolatin 1-10.8 mm araliginda inhibisyon zonu olusturdugunu

bildirmislerdir.

Basim ve ark. (2019), Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin mikrobiyolojik
acidan ilk kez detayli bir sekilde tanisim1 yapmislardir. Bati Akdeniz Bolgesinde
ozellikle zeytin yetistiriciliginin yogun yapildig1 Antalya ve bazi ilgelerine (Manavgat,
Serik, Aksu, Kas, Kale, Dosemealt1) yonelik yapilan incelemelerde hastalik yayilim
oranint %4 ile %80 arasinda belirlemislerdir. Hastalikli bitki 6rneklerinden bakteri
izolasyonunu King B, SNA ve yar1 segici besi yeri PVF1 ile yapilmig ve 27°C’de
inkiibasyona birakilarak Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye ait kolonileri elde
etmislerdir. Bakteriyel izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal tanisinda SNA ortaminda
levan olusumu ve LOPAT testlerini uygulamislar ve 67 izolat Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi olarak tanilanmistir. Elde edilen bakteriyel izolatarin molekler diizeyde
kesin tanilari ilk defa bu calismada tasarlanan primerler kullanilarak yapilmistir. Patojen

bakterinin molekdler karakterizasyonu icin Rep-PCR teknigi kullanilarak, bu bakteriyel
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etmenin Bat1 Akdeniz Bolge izolatlar1 arasindaki genom diizeyinde farkliliklar agiga

cikartlmistir.

Bouaichi ve ark. (2019), Fas’ta zeytin agaglarindan izole ettikleri bakteriyel
izolatlarinin biyolojik miicadelesini in vitro ve in vivo kosullarda arastirmislardir. /n
vitro denemelerde kullandiklar1 18 antagonistin 8-23 mm arsinda inhibisyon zonu
olusturdugunu tespit etmislerdir. Antagonist izolat Basillus subtilis 2515-1’in iki
patojen izolatin (Pseudomonas savastanoi 2064-8 ve Pseudomonas savastanoi 2102-4)
olusturdugu ur sayisini ve agirligint 6nemli Olgiide (%95.60 ve %50) azalttigini

belirtmislerdir.

Bitgen ve Mirik (2021), Tekirdag ili icerisinde bulunan zeytin iiretim alanlarinda
zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin tanisi ve il
genelindeki yayginlik durumu ile biyolojik miicadele yontemlerini arastirmislardir.
Tekirdag genelinde yetistiriciligi yapilan zeytin cesitlerinden toplam olarak 78 adet
zeytin dal kanseri hastalig1 belirtisi gosteren bitki 6rnegi toplanmis ve 52 adet zeytin dal
kanseri hastalik etmeni izolat1 elde edilerek, tanilanmasini saglamislardir. Elde edilen ve
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak tanilanan tiim patojen bakteri izolatlart,
yapilan patojenite testi sonucunda, zeytin fidanlarinda ur olusturmus ve King B besi
yerinde zayif floresan pigment iiretimi gozlemlenmistir. Titlin yapraklarinda yapilan
asir1 duyarlilik reaksiyonu olusturan patojen izolatlarin tiimii Gram, levan, oksidaz,
pektolitik aktivite ve arginine dehidrolaz testleri negatif olup, LOPAT 1b grubunda yer
aldig1 tespit etmislerdir. Yapilan biyokimyasal ve morfolojik tahliller sonucglarina gore
izolatlarin tamami Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak tanilanmasi
saglamiglardir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, zeytin dal kanseri hastaliginin yayginlik
durumu Tekirdag’da %86.6 oraninda oldugunu tespit etmislerdir. in vitro denemelerinde
23 adet antagonist izolatin, besi yerinde, hastalik etmeninin geligimini 3.5-28.00 mm

etki degerleri arasinda inhibisyon zonlar1 olusturarak engelledigi tespit edilmistir.

Doksoz ve Bozkurt (2020), Hatay ilinde bulunan zeytin iiretim alanlarinda Zeytin
Dal Kanseri Hastalik etmeninin yayginlik oranlarini tespit etmislerdir. Hastaligin en
yiiksek yaygmlik oran1 %90 ile Samandag, Arsus ve Iskenderun ilgelerinde tespit
edilirken, Hassa, Kirikhan, Kumlu ve Reyhanhi ilgelerinde ise hastalik
gozlemlenmemistir. Diger ilgelerdeki durum ise; zeytin dal kanseri hastaliginin %15 ile

%50 oranlar1 arasinda yaygmlik gdosterdigi sonucuna ulagmislardir. Yaptiklar

12



izolasyonlar sonucunda 14 izolatin saflastirildigini rapor etmislerdir. Hastaligin
karakteristik belirtisi olan urlardan izole ettikleri bakteriyel izolatlarin tanisini; Gram
boyama, LOPAT testlerii MALDITOF-MS ve molekiiler yontem kullanilarak
yapmuglardir. Tani testleri sonucunda toplam 14 izolat Pseudomonas savastanoi pv

savastanoi olarak tanilamislardir.

Dokso6z ve Bozkurt (2022b), Zeytin dal kanseri hastalig1 etmenini tagimayan zeytin
agacglarmin kok ve siirgiin boliimleri iizerinden izole edilen epifitik ve endofitik
bakterileri kullanarak Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Psv) ile biyolojik
miicadele olanaklarini aragtirmislardir. Antagonistik etkinin belirlenmesinde 81 epifit ve
endofit bakteri izolat1i patojen gelisimini farkli oOlgiilerde gelisimini engelledigi
bildirmiglerdir. Calismanin sonucunda Bacillus subtilis HZEN1 (%78.72), Bacillus
megaterium HZEP7 (%60.87), Pseudomonas koreensis HZEN27 (%46.09) ve Bacillus
pumilus HZEP29 (%44.87) antagonist izolatlarinin zeytin dal kanseri hastaligi ile
miicadelede  biyolojik miicadele elemani olaraktan degerlendirilebilecegini

vurgulamislardir.

Koscak ve ark. (2023), U¢ Avrupa iilkesindeki (Hirvatistan, Slovenya ve Portekiz)
enfekteli zeytin agaclarindan (Olea europaea L.) izole ettikleri Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi izolatlarin koloni morfolojisi, fizyolojik ve biyokimyasal
Ozelliklerine goére karakterize etmislerdir. LOPAT profiline goére Pseudomonas
savstanoi pv. savastanoi izolatlarinin %38,6'st Ib kiimesinde gruplandigin
bildirmislerdir. Portekiz Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlarinin bu
bakterinin tipik LOPAT profiliyle tamamen tutarli oldugunu saptamislardir. Sloven
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlarinin ¢ogu gecikmis oksidaz aktivitesi
gosterirken, Hirvat Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlari herhangi bir
floresan pigment tiretmedigini rapor etmislerdir. Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi molekiiler tanimlamasi igin, gergek zamanli PCR'nin yani sira, ek olarak
proteomik analizi ile tiir tanimlamasi ic¢in kullanilan MALDI-TOF kullanilarak
izolatlarin %46.6’sinin  Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi patojen bakterisi

oldugunu belirlemislerdir.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1. Malzeme

Patojen Bakteri Izolati: Bu tez ¢alismas1 kapsaminda,ur belirtisi oldugu bildirilen
Mersin ilinin Erdemli ilgesindeki bir ev bahgesi, Osmaniye ilinin Merkez ve Kadirli
ilcelerinde zeytin {iretiminin yapildig1 alanlarindaki zeytin agaclarinin dal ve
govdelerdeki yumusak dokulu, agik krem renkli urlardan izole edilen patojenik
bakteriyel izolatlar kullanilmistir. Adana Cukurova Universitesi icerisindeki Bitki
Koruma Béliimii Bakteriyoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan Cmm 3/1-
A kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolat, YA-223 kodlu
Erwinia amylovora izolati, YA-888 kodlu Acidovorax citrulli izolati, YA-703 kodlu
Pectobacterium carotovorum izolati, YA-10 kodlu Pseudomonas syringae pv tomato
izolati, YA-647 kodlu Pseudomonas corrugata izolati, patojenik bakteriyel izolatlarin

biyokimyasal testlerle tanisinda kontrol izolatlar olarak kullanilmaistir.

Aday Antagonist Bakteri Izolatlar1: Osmaniye Korkut Ata Universitesi Organik
Tarmm Isletmeciligi Laboratuvarinda Dr. Ogr. Uyesi Benian Pinar AKTEPE nin kiiltiir
koleksiyonunda bulunan 19 epifitik ve endofitik bakteriyel izolatlar aday antagonistler

olarak kullanilmstir.

Besi Yerleri: Calismada bakterilerin izolasyonu ve ¢ogaltilmasinda Tryptic Soy
Agar (TSA) (40 gr/lt (Merck)), bakteri izolatlarinin saklanmasinda Yeast Dekstroz
Kalsiyum Karbonat Agar (YDC) (yeastextract 10 gr, dextrose 20 gr, kalsiyum karbonat
20 gr, agar 15 gr, 11t saf su) besi yerleri kullanilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

Kullanilan Alet ve Ekipmanlar: Saf su cihazi, hassas tarti aleti, PH metre,
otoklav, mikrodalga firmn, sicak su banyosu, otomatik pipet seti, erlen ¢alkalayici, steril
kabin, etiiv, inkiibatdr, buzdolabi, plastik kiivetler, spektrofotometre ve el pulverizatorii

calisma boyunca kullanilan alet ve ekipmanlardir.
3.2. Yontem
3.2.1 Hasta Bitkilerden Urlu Dallarin Toplanmasi

Mersin ve Osmaniye illerindeki zeytin agaclarindan karakteristik olarak hastalik

belirtilerini gosteren alanlar Mart-Mayis aylar1 arasinda gezilerek hastalikli bitki
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ornekleri alinmistir. Mersin’in Erdemli ilgesindeki bir ev bahgesinde bulunan bir agacin
dallarinda krem renkte irili ufakli yumusak urlar tespit edilmistir. Bu krem renkli taze
urlar dallardan koparilarak %70’lik alkol ile yiizeysel olarak sterilizasyon yapildiktan sonra
4 ml steril s1v1 besi yeri i¢eren cam tiiplere konularak laboratuvara getirilmistir. Osmaniye
ilinin Merkez ilgesindeki zeytin fidan Gretimi yapan bir Greticinin bilgi vermesi Uzerine
fidanlik hastalik kontrolii yapmak iizere ziyaret edilmistir. Yapilan incelemede fidanin
budama yerlerinde ve dallarinda urlar tespit edilmistir. Osmaniye’nin Kadirli ilgesinde
yapilan incelemelerde zeytin iiretim alanlar1 gezilmistir. Zeytin bahgeleri Kadirli Ilce Tarmm
Midiirliigii blinyesinde gorevli ziraat miihendisleri tarafindan hastalik belirtilerinin tespit
edildigi Yukaribozkuyu Koyii ve Ilbistanli K&yii incelenmistir. Bu alanlarda yapilan
incelemelerde agaclarin dal ve govdelerinde urlar tespit edilmistir. Urlu dallarin hastalikli
kisimdan itibaren yaklasik olarak 30 cm kesilerek i¢inde temiz ¢esme suyu bulunan pet

siseler igerisine konularak laboratuvara getirilmistir (Mirik ve Aysan, 2011).
3.2.2. Patojen Bakteri izolasyonu ve Tanisi

Laboratuvara, izolasyon islemi yapilmak iizere getirilen 6rneklerin, urlu kismi,
%70’lik alkolle yiizeysel olarak dezenfeksiyonu yapildiktan sonra kabuk dokusu
soyularak bistiiri yardimiyla yaklasik olarak iki mm’lik kisim alinmistir. Alinan pargalar
yeniden alkol ile yiizeysel dezenfeksiyonu yapilmigtir. Ornekler steril havanda
ezildikten sonra saline buffer (%0,85’lik NaCI) ¢d6zeltisi ile homojenizasyonu
gerceklesmistir. Hazirlanan siispansiyondan steril bir 6ze yardimiyla ii¢ ¢izgi ekim
yontemiyle TSA besi yeri iceren petrilere ekim yapilarak 25°C sicaklikta bulunan
inkiibator icerisine, gelismeye birakilmistir. Gelisen koloniler incelenerek krem renkli
koloni morfolojisine sahip olan izolatlar saflagtirilmistir. Yapilan izolasyonlardan elde
edilen patojen izolatlar daha sonraki ¢alismalarimizda kullanilmak tizere YDCA besi
yerinde +4°C sicaklikta muhafaza edilmistir (Dokséz ve Bozkurt 2020). izolasyon
sonrast saflagtirllan ve Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olabileceginden
siiphelenilen bakteriyel izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal testlerle tanisi, Lelliott

ve Stead (1987)’a gore yapilmistir:

Gram Reaksiyonun belirlenmesi: %3’lik potasyum hidroksit soliisyonu lam
tizerine 10 pl damlatilip 48 saatlik bakteri kiiltlirlerinden steril plastik 6zeyle alinan
bakteri soliisyonuyla karistirilmistir. 10 saniye sonra 6ze yukarit dogru kaldirildiginda

stinme olusursa bakteri Gram negatif olarak tespit edilmistir. Kontrol olarak Gram
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pozitif Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolati (Cmm 3/1-A)
(Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2008), Gram negatif Ozellige sahip Erwinia amylovora
izolat1 (YA-223) kullanilmistir (Sands, 1990).

Levan Olusumu: Boélge izolatlari, Sakkaroz Nutrient Agar besi yerine ¢izildikten
sonra 24 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Beyaz renkte, konveks, mukoid
sekilde koloni olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir. Kontrol levan olusturma

ozelligine sahip Erwinia amylovora izolati (Y A-223) kullanilmigtir (Sands, 1990).

Oksidaz Testi: %]1°lik N’-Tetramethyl- 1.4 phenylenediammonium diclorid
cozeltisi sterilolan filtre kagidina damlatilmis ve her bir izolat kiirdan yardimiyla
sollisyon damlatilan alana ¢izildiginde 10 saniye i¢inde olusacak mor renklenme pozitif
olarak tespit edilmistir. Pozitif kontrol olarak Acidovorax citrulli izolati (Y A-888)
kullanilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

Pektolitik Aktivite Testi: Temiz ¢esme suyu ile ylizeysel temizligi yapilan
patatesin dis ylizeyi %]1’lik sodyum hipoklorit (NaOCI) ¢ozeltisinde 5 dk. yiizeysel
dezenfeksiyondan sonra steril saf suda 2 dk. bekletilip steril bir bicakla kabuklar
soyulmustur. Patates dilimleri steril petriler igerindeki filtre kagidinin {izerine
yerlestirilmistir. Patojen bakteri kiiltiiriinden steril bir 6ze dolusu alinarak bulastirilan
patates  dilimleri 25°C’de dort gilin  inkiibasyonda  bekletildikten — sonra
degerlendirilmistir. Inokule edilen bélgede olusan yumusama pozitif olaraktan
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak Pecto bacterium carotovorum izolati (YA-
703) kullanilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

Arginine Dehidrolaz Testi: 1 gr. peptone, 5 gr. NaCl, 0.3 gr. K2HPO4, 10 gr. L-
arginine, 3 gr. Agar, 0.01 gr. Phenolred, 1000 ml distile su ile hazirlanarak pH: 7.2’ye
ayarlanan Thorney 2A besi yeri, deney tiiplerine 3’er ml olaraktan konulmus ve
121°C°de 15 dakika otoklav icerisinde steril edilmistir. Patojen bakteri kiiltlirleriyle
asilanacak besi yerlerinin {istii 2 ml s1v1 parafinle kapatilmistir. Besi yerleri 25 °C’de 7-
10 giin inkiibe edildikten sonra ortamin renginin pembe-Kirmiziya donmesi pozitif
olaraktan degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas corrugata izolat1 (YA-
647), negatif kontrol olaraktanda Pseudomonas syringae pv tomato izolati (YA-10)
kullanilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).
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Tiitiinde Asir1 Duyarhihk Testi: izolatlarm 107 hiicre/ml yogunlugunda hazirlanan
olan siispansiyonlari tiitiin (Nicotiana Tabacum cv. Samsun N) bitkisi yapraginin damar
aralarina inokule edilmistir. Inokulasyondan 24-48 saat sonra inokule edilen alanlarda
gorulen nekrotik olusum pozitif olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak
Pseudomonas syringae pv. tomato izolati (YA-10) kullanilmistir (Lelliott ve Stead,
1987).

MALDI-TOF MS: Bakteriyel izolatlarin tanisi, proteinlerinin peptid kiitle parmak
izi analizine dayali tan1 ydntemi olan MALDI-TOF MS teknolojisiyle MKU Bitki
Saglig1 Klinigi Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde Prof. Dr. Soner SOYLU tarafindan
yapilmistir  (Soylu ve ark.,, 2020; Soylu ve ark, 2021). Bu teknoloji,
mikroorganizmalarin tanimlanmasinm1 daha kolay ve hizli bir sekilde miimkiin
kilmaktadir. MALDI-TOF MS yontemi, mikroorganizmanin protein yapilarim kiitle
spektrometresinde izole ederek m/z degerlerine gore olusturulan spektrallerin, sistem
veri tabanindaki referans organizmalara uyum saglayarak mikroorganizmalarin cins ve
tirlerini hizli bir sekilde tanimlamaktadir (Pavlovic ve ark., 2012). Bu yontem,
mikroorganizmalara ait biyomolekiillerin (6rnegin, protein ve seker) ve biylk organik
molekdllerin (polimer, dendrimer, makromolekdil) iyonizasyonunu ve manyetik alandan
gecirilmesini igerir. Bu sayede, mikroorganizmalara ait protein profilleri ayrintili bir
sekilde cikarilabilir ve hizli bir tanima imkan tanir. Bu teknik, mikroorganizmalarin
tiirlerini veya suslarini belirleme, tanimlama ve smiflandirmada etkili bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir. (Yilmaz ve ark., 2014). MALDI-TOF MS skor degerinin >2 olursa tiir
diizeyinde, 1.7 ve 1.9 arasinda olursa cins diizeyinde ve skor degerinin<l.7 olmasi
giivensiz tan1 olarak degerlendirilmektedir (Pavlovic ve ark, 2012; Uysal ve ark., 2019;

Kara ve Soylu, 2022).
3.2.3. Patojenite Testleri

Patojenite testi hastalik belirtisi gosteren bitki organlarindan izole edilen patojen
bakterinin patojenite ozelligini gosteren bir uygulamadir ve etmenin tanisint kesin
yapabilmek icin gereklidir. Bakterinin dogal konukg¢usunda hastalik belirtilerine neden
olup olmadigin1 belirlemek i¢in yapilan konukgu testleri, patovar (alt tiir) diizeyinde tan1
koymada onemli bir rol oynamaktadir. Patojen bakterinin patojenitesini testlemenin
yaninda izolatlarin viriilensliginin belirlenmesinde de kullanilan bir yontemdir.

Genellikle testlerde orijinal konukgusu tercih edilse de dzellikle odunsu dokularda bu
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durum her zaman pratik olmayabilir. Bu sartlarda otsu bitkilerden (Domates, havug,

kalonge) konukgu secilebilir (Kiisek ve Cinar, 2007; Yiizbasioglu ve Aysan, 2021).

Havuc dilimlerinde patojenite testi: Patojenite testinde kullanilacak havuclar
%70’lik alkol ile yiizeysel sterilizasyonu yapildiktan sonra steril bistiiriyle 1 cm
kalmliginda dilimlenmistir. Icerisinde steril kurutma kagidi bulunan 9 cm’lik cam
petriler igerisine yerlestirilmis ve steril saf suyla nemlendirilmistir. Urlu bitkilerden
izole edilen bakteriyel izolatlarin 10 hiicre/ml popiilasyonunda spektrofotometrede
hazirlanan solisyonundan havug dilimlerinin izerine 50 pl inokule edilerek ve 25°C’de
14 gin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Deneme 3 tekerriir olarak
gerceklestirilmistir. izolatlarm viriilenslik diizeyleri, pozitif kontrolde hastalik belirtileri
ortaya ciktiktan sonra ur agirliklar1 dlgiilerek tespit edilmistir (Kiisek ve Ciar, 2007;
Doks6z ve Bozkurt, 2020).

Zeytin fidanlarinda patojenite testleri: Urlu bitkilerden izole edilen bakteriyel
izolatlarinin fidanlara yapay inokulasyonunda ticari bir firmadan alinan ve iilkemizde
yaygin olarak kullanilan Gemlik ¢esidi fidanlar kullanilmistir. Fidanlarin dallarina steril
bir bistiiriyle yaralar agilarak otomatik pipet yardimiyla 10® hiicre/ml yogunlugunda
hazirlanan bakteri siispansiyonundanlO pl inokule edilmistir. Daha sonra inokulasyon
noktalarina steril saf su ile nemlendirilerek pamuk ile kaplanip parafilm ile sarilmistir.
Her izolat i¢in 3 dal kullamilmustir. Izolatlarin viriilenslik diizeyleri, pozitif kontrolde
hastalik belirtileri ortaya c¢iktiktan sonra ur agirliklart Olciilerek tespit edilmistir.
Virtilensligi en yiiksek olan izolat ikili kiiltiir testi i¢in kullanilmak tizere YDCA besi

yerinde +4°C’de buzdolabinda stok edilmistir (Doksdz ve Bozkurt, 2020).

3.2.4. Aday Antagonist Izolatlarin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye

Antagonistik Etkilerinin Belirlenmesi

Organik Tarim Isletmeciligi boliim laboratuvarmin kiiltiir koleksiyonundaki daha
once elde edilmis olan 19 epifitik ve endofitik bakteriyel izolat TSA besi yeri Uzerine
esit mesafelerde ii¢ noktaya ekilmis (Bitgen ve Mirik, 2021) ve petriler 25°C’de iki giin
inkiibe edilmigtir. Patojen izolatin silispansiyonu 600 nm dalga boyuna ayarlanan
spektrofotometrede 0.2 &lgiim degerinde 10° hiicre/ml yogunlugunda hazirlanmustir.
Hazirlanan patojen soliisyonu petrilerde 24 saat sonra gelisen aday antagonistlerin

izerine el piilverizatoriiyle piiskiirtiilerek uygulanmistir (Sekil 3.1). Petrilerin 25°C’deki
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inkiibatorde 48 saat inkiibasyonundan sonra olusan inhibisyon g¢aplart mm olarak
Olgiilerek kaydedilmistir. Etkili izolatlarinin engelleme alanlarina goére elde edilen
veriler CoStat Istatistik Yazilim1 (CoHort Software, Pacific Grove, CA, U.S.A. Version
6.4) kullanilarak analiz edilmistir. Tek yonlii ANOVA ile varyans analizi yapilarak
p<0.05 onem diizeyinde LSD c¢oklu karsilagtirma testiyle uygulamalar arasindaki

farklilik ortaya konmustur.

Sekil 3.1. Aday antagonist izolatlarin Pseudomonas savastanoi pv savastanoi’ye

antagonistik etkilerinin belirlenmesi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Hasta Bitkilerden Urlu Dallarin Toplanmasi

Calismada, Mersin ve Osmaniye illerindeki 18 adet zeytin iiretim alan1 ur hastalig1
yoniinden incelendiginde alti zeytin {iretim alaninda Pseudomonas savastanoi pv
savastanoi’nin sebep oldugu Zeytin Dal Kanseri Hastalig1 tespit edilmistir (Sekil 4.1).
Incelenen zeytin iiretim alanlarinin %33.33’iinde hastalik tespit edilmistir. Uretim
alanlarina yapilan incelemelerde, hasta dallarda ur hastaliginin belirtileri 6zellikle
budama yerlerinde tespit edilmistir (Sekil 4.2). Ozellikle krem renkli yumusak dokulu
urlar bu bolgede mart ayinda tespit edilmistir. Zeytin bahgelerinde ur hastalig
yoniinden yapilan incelemeler neticesinde toplam 9 adet urlu dal izolasyonlar1 yapilmak

Uzere laboratuvara getirilmistir.

Osmaniye’nin Kadirli ilgcesinde yapilan incelemelerde Ilbistanli Koyiinde dért
bahgenin bir tanesinde, Yukarubozkuyu Koytinde ise 12 zeytin bahgesinin U¢ tanesinde
ur belirtileri tespit edilmistir. Mersin’in Erdemli il¢esinde bir ev bahgesindeki dort
agacin bir tanesinin dallarinda ur tespit edilmistir. Osmaniye'nin Merkez ilgesinde yer
alan bir fidanlik ilizerinde yapilan incelemede, sadece bir fidanda ur hastalig1 tespit
edilmistir. Fidanliklarda ur belirtilerinin tespit edilmesi, hastaligin hem iiretim
alanlarina hem de diger bolgelere yayilmasi acisindan 6nemli bir risk tagimaktadir.
Fidanliklarda hastalik belirtilerinin erken tespiti ve etkili bir yonetim stratejisi, iiretim

kayiplarini 6nleyerek siirdiiriilebilir tarim saglamaya yardimci olabilir.

Sekil 4.1. Hasta Bitkilerden Urlu Dallarin Toplanmasi.
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Hastaliginin belirtileri.

4.2. Patojen Bakteri izolasyonu ve LOPAT karakterizasyonu

Mersin ve Osmaniye illerinde, 2022 yilinin mart-mayis aylarinda zeytin
bahgelerinde yapilan incelemelerde, 2 ile 15 yas arasindaki zeytin agaclarindan toplanan
urlu dallardan toplam 26 adet bakteri izolat1 saflastirilmistir. Bakteri izolatlarina yapilan
potasyum hidroksit (KOH) testinde izolatlarda viskoz, yapiskanimsi bir siinme meydana
gelmis ve tamami gram negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.2). Bakteriyel
izolatlarin SNA besi yeri igerisinde Levan tipte koloni olusturmamis olup, oksidaz,
arginine ve patateste pektolitik aktivite testleri negatif olarak degerlendirilmistir. Tiitlin
yapraklarinda inokule edilen izolatlarin tamami inokulasyon yapilan sirli alanda
nekrotiklesme olusturmus (Sekil 4.3) ve tiitlinde asir1 duyarlilik testi pozitif olaraktan
degerlendirilmistir (Cizelge 4.1).

Zeytinde ur hastaligina neden olan Pseudomonas savastanoi pv savastanoi
izolatlarinin tamami Tatli ve Benlioglu (2004), Servi ve Bastas (2012), Mirik ve Aysan
(2012), Sivri (2012), Sancar (2018), Basim ve ark. (2019), Bitgen ve Mirik (2021),
Doksoz ve Bozkurt (2020), Koscak ve ark. (2023) arastiricilart tarafindan daha once
yayinladiklar1 verilerde oldugu gibi Gram negatif ve benzer LOPAT (----+) 0zellikte

olan veriler elde edilmistir.

21



Cizelge 4.1. Mersin ve Osmaniye illerinden elde edilen izolatlart ve LOPAT

karakterizasyonu.

Izolat Kodu

Z
o

Lokasyon

YKB1-1
YKB1-2
YKB1-3
YKB1-4
YKB2-1
YKB2-2
YKB2-3
YKB2-4
YKB3-1
10 YKB3-2
11 YKB3-3
12 YKB3-4
13 YKB4-1
14 YKB4-2
15 YKB4-3
16 YKB4-4
17 ZAE1l

18 ZAE2-1
19 ZAE3

20 ZFO1-1
21 ZFO1-2
22 ZFO1-3
23 ZFO1-4
24 ZFO1-5
25 ZFO1-6
26 ZFO1-7

Ooo~No ok~ WwWN P

Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Kadirli-Osmaniye
Erdemli-Mersin

Erdemli-Mersin

Erdemli-Mersin

Merkez-Osmaniye
Merkez-Osmaniye
Merkez-Osmaniye
Merkez-Osmaniye
Merkez-Osmaniye
Merkez-Osmaniye
Merkez-Osmaniye

++++++++++++++ A+ A+ + A

*: L: Levan, O: Oksidaz, P: Pektinolitik aktivite, A: Arginine dihidrolaz, T: Tiitiinde asir1 duyarlik. +:

izolatin bu testte pozitif reaksiyon verdigini gosterir; -: izolatin bu testte negatif reaksiyon verdigini

gosterir.
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Sekil 4.3. KOH testinde izolatlarda yapiskanimsi siinme olusumu.

Sekil 4.4. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlarinin tiitiinde olusturdugu

asir1 duyarlilik reaksiyonu.
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4.3. Patojenite Testleri

Havug dilimlerinde patojenite testi: Patojenite testinde havug dilimlerinde ur
olusumu, inokulasyondan 10 giin sonra gozlemlenmistir. 20 giin sonra ise ur,
maksimum biiyiikliige ulagmistir. Tim patojen izolatlar havu¢ dilimlerinde ur
olusturmuslardir. Ur biiyiikliikleri istatistiksel olarak gruplandirildiginda 0.8 ve 0.7 gr ur
olusturan YKB1-1 ve ZFO1-6 kodlu izolatlar en biiyiik ur olusturan en viriilent izolatlar
olarak belirlenmistir (Sekil 4.4). ZFO1-3, ZAE2-1, YKB2-1 ve YKB2-4 kodlu izolatlar
0.5 ve 0.4 gr agirh@inda ur olusturan diger viriilent izolatlar olarak belirlenmistir.
Ayrica 10 adet izolat (YKB4-4, YKB3-1, YKB4-1, ZFO1-7, ZFO1-5, YKB3-3, YKB1-
2, ZAE1, YKB4-3 ve ZFO1-4) 0.3 gr, sekiz adet izolat (YKB1-3, YKB3-2, YKB2-2,
YKB1-4, YKB4-2, ZAE3, YKB3-4 ve YKB2-3) ise 0.2 gr agirliginda ur olustururken
iki izolat (ZFO1-1 ve ZFO1-2) 0.1 gr agirliginda ur olusturmustur (Cizelge 4.2).
Viriilensligi en yiiksek olarak tespit edilen alt1 izolat (YKB1-1, ZFO1-6, ZFO1-3,
ZAE2-1, YKB2-1 ve YKB2-4) zeytin fidanlarinda patojenite yapmak iizere secilmistir.

Cizelge 4.2. Havug dilimlerinde sonucu olusan urlarin agirliklari.

Izolat Kodu Ort.UrAgirlg: (Gr) Izolat Kodu  Ort. Ur Agirlg: (Gr)
YKB1-1 0.8a ZAE1l 0.3 cde
ZFO1-6 0.7 ab YKB4-3 0.3 cde
ZF0O1-3 0.5 bc ZFO1-4 0.3 cde
ZAE2-1 0.4 bed YKB1-3 0.2 cde
YKB2-1 0.4 bcd YKB3-2 0.2 cde
YKB2-4 0.4 bcd YKB2-2 0.2 cde
YKB4-4 0.3 cde YKB1-4 0.2 cde
YKB3-1 0.3 cde YKB4-2 0.2 cde
YKB4-1 0.3 cde ZAE3 0.2 cde
ZFO1-7 0.3 cde YKB3-4 0.2 cde
ZFO1-5 0.3 cde YKB2-3 0.2 cde
YKB3-3 0.3 cde ZF0O1-1 0.1de
YKB1-2 0.3 cde ZFO1-2 01 e

*: LSD coklu testine gore aym siitunda ayni harflerle gosterilen ortalamalar arasinda

fark P<0.05’e gore 6nemsizdir.

Doks6z ve Bozkurt (2020), Yapmis oldugu calismasinda 14 zeytin izolatinin
havuc dilimlerindeki patojenitesini ur agirliklaria gore belirlemis ve urlarin 0.14 gr ila
1.76 gr arasinda degisen agirlikta oldugunu tespit etmislerdir. Baz1 durumlarda bitki
patojenleri icin patojenite testleri, hastalik etmeninin dogal konukgu bitkiyle yapildig:
gibi alternatif konukcularla da gerceklestirilebilmektedir. Sebzeler gibi tek yillik

bitkilerde, patojenite testlerinin orijinal konukguda yapilmasindan daha kolay olup
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sonuclar hizla elde edilebilir. Son donemlerde, 6zellikle havug dilimleri, Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’nin patojenitesi lizerine ¢alismada kullanilmistir (Doks6z ve
Bozkurt, 2022a).

Sekil 4.5. Havug dilimlerinde patojenite sonucu olusan urlar.

Zeytin fidanlarinda patojenite testi: Havuc dilimlerinde patojenite sonuglarina
gore ur agirhigr en yiiksek olan alti izolatin (YKB1-1, ZFO1-6, ZFO1-3, ZAE2-1,
YKB2-1 ve YKB2-4) 108 hiicre/ml yogunlugunda hazirlanan siispansiyonlar1 bir
yasindaki zeytin fidanlarinin taze siirgiinlerine inokulasyonlar: yapildiginda izolatlarin
viriillenslik seviyeleri, uygulamanin 4. ayinda pozitif kontrol bitkilerinde ur belirtileri
olustuktan sonra, urlarm agirliklart tartilarak  belirlenmistir. izolatlarin  zeytin
fidanlarinda olusturdugu ur agirliklar: 0.2 - 0.9 gr. arasinda degismistir (Cizelge 4.2). Ur
agirliklart istatistiksel olarak degerlendirildiginde YKB1-1 kodlu izolat 0.9 gr. ur
agirligi ile en virtlent izolat olarak belirlenmistir. ZFO1-6 ve ZFO1-3 izolatlar 0.6 ve
0.5 gr. agirhiginda ur olusturan diger viriilent izolatlar olarak belirlenmistir. YKB2-4 ve
YKB2-1 kodlu izolatlar 0.3 gr. agirhginda ur olustururken ZAE2-1 kodlu izolat 0.2 gr.
agirhginda ur olusturmustur. YKBI-1 izolati olusturdugu 0.9 gr. agirligindaki urla
patojenitesi en ylksek izolat olarak belirlenmis ve bir sonraki ¢alismada kullanilmistir
(Sekil 4.5).
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Cizelge 4.3. Zeytin fidanlarinda patojenite sonucu olusan urlarin agirliklari.

Izolat Kodu Ur Agirlg (Gr)
YKB1-1 09a

ZFO1-6 0.6 ab

ZF0O1-3 0.5ab
YKB2-4 0.3b

YKB2-1 0.3b

ZAE2-1 0.2b

*: LSD coklu testine gore aym siitunda ayni harflerle gosterilen ortalamalar arasinda

fark P<0.05’e gore Onemsizdir.

Bizim c¢aligmamizda oldugu gibi Mirik ve ark. (2008a), zeytin fidanlarinda
patojenitelerini test ettikleri 33 izolatin tamaminin urlar olusturdugunu  rapor
etmislerdir. Arastiricilarin yapmis oldugu farkli bir calismada urlu dallardan elde
ettikleri 208 adet bakteri izolatin 88 tanesi zeytin fidanlarinda ur olusturdugunu
belirtmislerdir (Mirik ve Aysan, 2012). Doksdz ve Bozkurt (2020), testledigi 14 izolatin
0.28 gr. ile 0.98 gr. arasinda farkli agirliklarda ur olusumuna neden oldugunu
belirtmistir. Bitgen ve Mirik (2021), yaptiklar1 bir ¢alismada 52 adet hastalik etmeni
patojen izolat elde edilmis ve tanilanmistir. Elde edilen ve Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi olaraktan tanilanan tiim patojen bakteri izolatlari, patojenite testi yapilan
zeytin fidanlarinda ur olusumuna sebep oldugunu rapor etmislerdir. Bizim
calismamizda da zeytin fidanlarinda patojenite testi yapilan tiim izolatlar (YKBI-1,
ZF0O1-6, ZFO1-3, ZAE2-1, YKB2-1 ve YKB2-4) ur olusturarak patovar diizeyinde

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak tanilanmislardir.
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Sekil 4.6. Zeytin fidanlarina yapay inokiilasyonlar sonucu olusan urlar.

4.4, Patojen Bakteriyel izolatlarin MALFITOF MS ile Tanisi

Zeytin izolatlarinin MALDI TOF MS ile yapilan tanisinda benzerlik indeks
degerleri Cizelge 4.4’teki gibi belirlenerek Pseudomonas savastanoi olarak tur
diizeyinde eslesme saglanmistir (Ek1). Son yillarda yapilan bir¢ok ¢alismada MALDI-
TOF tanilama sisteminin bakteriyel etmenlerin tiir tanisinda yeni nesil bir sistem oldugu
bildirilmistir (Duman ve Soylu, 2019; Soylu ve ark., 2020; Soylu ve ark., 2021; Kara ve
Soylu, 2022; Soylu ve ark., 2022; Uysal ve ark., 2022). Koscak ve ark. (2023),
Hirvatistan, Slovenya ve Portekiz’deki enfekteli zeytin agaclarindan izole ettikleri
Pseudomonas savastanoi pv savastanoi izolatlarin koloni morfolojisi, fizyolojik ve
biyokimyasal dzelliklerine gore karakterize ettikleri caligmada Pseudomonas savastanoi
pv savastanoi molekiler tanimlamasi i¢in, gercek zamanli PCR'nin yani sira, ek olarak
proteomik analizi ile tiir tanmimlamasi i¢in kullanilan MALDI-TOF kullanilarak

izolatlarin %46.6’sinin Pseudomonas savastanoi oldugunu tespit etmislerdir.
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Cizelge 4.4. Bakteriyel izolatlarin benzerlik indeksleri.

zolat Kodu Bakteri Turi Benzerlik Indeksi
ZAE2-1 Pseudomonassavastanoi 2.43
ZFO1-3 Pseudomonassavastanoi 2.35
ZFO1-6 Pseudomonassavastanoi 2.32
YKB2-4 Pseudomonassavastanoi 2.23
YKB1-1 Pseudomonassavastanoi 2.21
YKB2-1 Pseudomonassavastanoi 2.14

45. Aday Antagonist Izolatlarin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye

Antagonistik Etkilerinin Belirlenmesi

In vitro sartlarda gergeklestirilen ikili kiiltiir testleri, farkl kiiltiir bitkilerinden elde
edilen 19 aday antagonist bakteri izolatinin antagonistik etkinligini belirlemek amaciyla
3 nokta ekim yontemi kullanilarak yiiriitiilmiis ve Cizelge 4.4’te belirtildigi gibi, ikili
kultdr testlerinin sonuglarina gore, tim antagonistler patojenin gelisimini baskilamis ve
2.00 mm-9.33 mm arasinda inhibisyon zonu olusturmuslardir. ikili kiiltiir testinde ayni
istatistiki grupta yer alan bes antagonist (KSY9, ABK-FY-2-5, MTHM3, FT2.1,
MTHM?2 kodlu izolatlar) patojen gelisimini engellemede en basarili izolatlar olarak
belirlenmistir. KSY9 kodlu izolat ortalama 9.33 mm engelleme zonu olusturarak en
basarili antagonistik izolat olarak belirlenmistir (Sekil 4.5). ABK-FY-2-5 kodlu izolat
9.00 mm engelleme zonu olusturan bir diger basarili izolat olarak degerlendirilmistir.
MTHM3, FT2.1, MTHM2 kodlu antagonistik izolatlar ise sirastyla 8.67, 7.33 ve 7.00
mm oranlarinda inhibisyon zonu olusturarak basarili antagonistler arasinda yer
almislardir. Etkili antagonistler olarak degerlendirilen 14 izolat ortalama 2.00-6.67 mm
arasinda engelleme zonu olusturarak istatistiki analiz sonucunda sekiz farkli grupta yer

almis ve patojeni baskilama yeteneginde olduklar1 tespit edilmistir.
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vitro engelleyici etkisi.

Cizelge 4.5. Antagonistik izolatlarin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi 'ye karsi in

izolat kodu E“ge"erge Zon‘g(mm) ort.

KSY9 10 |10 |8 9.33+151 a*
ABK.FY.2-5 9 9 |9 9,00+1,39 ab
MTHM3 9 9 |8 8.67+1,36 abc
FT2.1 7 7 |8 7.33+1,15 a-d
MTHM2 8 6 |7 7.00+1.14 a-e
TOROS6-1 7 6 |7 6.67+1,05 b-f
ABK.FK.2-6 3 11 |5 6.33+2.08 c-f
ABK.FT.2-5 5 6 |5 5,33+0.85 d-g
ABK.FY .2-4 6 4 |6 5.33+0.93 d-g
ABK.FY.2-6 6 2 |6 4,67£1,28 e-h
ABK.FK.2-5 2 7 |5 4.67+1,20 e-h
ABK.FT.1-5 2 6 |5 4.33+1,00 f-i
ABK.FK.1-5 4 3 |4 3.67+0,61 ghi
ABK.FT.2-4 3 3 |4 3.33+0.56 ghi
ABK.FY.15 4 3 |2 3.00+0,61 ghi
ABK.FT.1-6 3 2 |3 2.67+0,47 hi
ABK.FY.1-6 1 4 |2 2,330,76 hi
ABK.FK.1-6 5 1 |1 2.33+1,22 hi
ABK.FK.2-4 3 1 |2 2.00+0.52 i

*: LSD ¢oklu testine gore ayni siitunda ayni harflerle gosterilen ortalamalar arasinda

fark P<0.05’e gore Onemsizdir.

Sekil 4.7. En etkili antagonist KSY9’un Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi

izolatina olusturdugu inhibisyon zonu.
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Bouaichi ve arkadaglari da (2019) Fas’ta zeytin agaclarindan izole ettikleri
bakteriyel izolatlarinin biyolojik miicadelesinde in vitro denemelerde kullandiklarr 18
antagonistin 8-23 mm arsinda inhibisyon zonu olusturdugunu tespit etmislerdir. Bitgen
ve Mirik (2021), zeytin agac¢larinin yesil aksamindan ve topragindan elde ettikleri 110
antagonistik bakteriyel izolatin in vitro testlerinde, 23 antagonistik izolatin 3.5-28.00
mm arasinda inhibisyon zonlar1 olusturarak patojen gelisimini baskiladigini tespit
etmiglerdir. Aragtiricilarin bildirdigine goére Zadeh ve ark. (2018) farkl bitkilerden elde
ettikleri antagonistik Pseudomonas izolatlarinin, Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi nin gelisimi iizerindeki etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada antagonist
izolatlarin ikili kiltlir petrilerinde 5-20 mm arasinda degisen oranlarda inhibisyon
alanlar1 olusturarak patojenin gelisimini baskilayici bir etki gosterdigini ortaya
koymuslardir. Dokséz ve Bozkurt (2022b), saglikli zeytin agaglarinin kok ve
strginlerinden izole edilen epifitik ve endofitik bakterileri kullanarak Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi ile biyolojik miicadele olanaklarini arastirmislardir.
Antagonistik etkinin belirlenmesinde 81 epifit ve endofit bakteri izolati patojen
gelisimini  farkli oOlgiilerde gelisimini engelledigini  bildirmislerdir. Caligsmanin
sonucunda Bacillus subtilis HZEN1 (%78.72), Bacillus megaterium HZEP7 (%60.87),
Pseudomonas koreensis HZEN27 (%46.09) ve Bacillus pumilus HZEP29 (%44.87)
izolatlarinin Zeytin Dal Kanseri Hastalig1 ile miicadelede biyolojik miicadele elemani

olarak degerlendirilebilecegini vurgulamislardir.
4.6. Antagonist izolatlarm MALDI-TOF MS ile Tamsi

En etkili izolatlarin MALDITOF MS ile yapilan tan1 testlerinde timuntin Bacillus
cinsine ait izolatlar oldugu saptanmistir (Ek2). MALDI TOF MS ile yapilan tani
sonucunda, KSY9 kodlu izolat 1.761 indeks degeri ile Bacillus subtilis, ABK.FY.2-5
kodlu izolat 1.768 indeks degeri ile Bacillus subtilis, MTHMS3 kodlu izolat 1.753 indeks
degeri ile Bacillus amyloliquefaciens_ssp_plantarum, MTHM2 kodlu izolat 1.722

indeks degeri ile Bacillus amyloliquefaciens_ssp_plantarum olarak tanilanmaistir.

Daha once yapilan farkli ¢alismalarda da, Bacillus subtilis izolatlarinin patojen
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi iizerinde etkili oldugu gozlemlenmistir. Bu
etkinin, Bacillus subtilis'in antimikrobiyal aktivitesi, metabolit Gretimi ve sistemik
direng gibi mekanizmalarinin devreye sokularak patojenin gelisimini baskilamasiyla

iliskilendirildigi belirlenmistir (Shoda, 2000; Whipps, 2001). Bouaichi ve ark.
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(2018)’nin yaptiklart ¢alismada Bolgesel Tarimsal Arastirma Merkezi koleksiyonundan
secilen Rahnella aquatilis, Enterobacter ludwiqii, Paenibacillus brasiliensis ve Bacillus
subtilis gibi bir dizi bakteri izolatlarinin in vitro kosullarda Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi izolatlarma kars1 etkili oldugunu saptamislardir. Inhibisyon bolgeleri 8 ila 23
mm arasinda degisim gdstermis olup, 6zellikle Bacillus subtilis izolatlarinin daha genis
inhibisyon zonu olusturdugunu belirtmislerdir. Benzer sekilde Al-Khatib ve ark. (2010),
farkli bakteriyel (hava ve sudan) izolatlarin (Basillus subtilis, Basillus megaterium,
Basillus cereus) Venturia Oleaginea'ya karsi antifungal aktivite sergiledigini
gostermislerdir. Bacillus turleri bitki buytumesini tetikleyen ve bitkilerin biyotik ve
abiyotik streslere kars1 toleransini artiran antimikrobiyal maddeler, enzimler, pigmentler
ve toksinler gibi cesitli hiicre dis1t metabolitler salgilamaktadirlar. Bu tiirlerin bazilari
fito stimulanlar, biyopestisitler ve biyogiibreler olarak ticari olarak bulunmaktadir. Bu
islevsel yoniiyle Bacillus spp. tarimsal biyoteknoloji endiistrisinde en yaygin kullanilan

tirlerden biridir (Etesami ve ark., 2023).

Bacillus tiirlerinin farkli patojenik bakterilere karsi da antimikrobiyal etkiye sahip
oldugunu kanitlayan g¢alismalar da mevcuttur. Aktepe ve Aysan (2023), Erwinia
amylovora’nin sebep oldugu Ates Yanikhigi Hastaliginin biyolojik miicadelesinde,
Giildogan ve ark. (2022), farkli Bacillus tlrlerini Pseudomonas syringae pv. tomato’nun
sebep oldugu Bakteriyel Benek Hastaliginin biyolojik miicadelesinde, Tiimen ve ark.,
(2022) ve Mirik ve ark., (2008b) Biberde Bakteriyel Leke Hastaliginin biyolojik
mucadelesinde Bacillus tiirlerini kullanmislardir. Soylu ve ark., (2020)’nin solucan
gubresinden izole ettikleri bakteriyel izolatlarn  Sclerotinia  sclerotiorum,
Macrophomina phaseolina, Botrytis cinerea, Verticilium dahliae’ye karsi
antimikrobiyal etkililiklerini in vitro kosullarda arastirdiklar1 ¢alismada antagonistik
etki gosteren bakteriyel izolatlarin ¢ogunun Bacillus cinsine ait izolatlar oldugu

belirtmislerdir.

Bacillus spp. gram-pozitif bir bakteri tiiriidiir ve genellikle toprakta bulunmaktadir.
Bu cinse ait bakterinin birkag farkli biyolojik miicadele mekanizmasi bulunmaktadir. Bu
bakteriler, stres kosullar1 altinda spor olusturabilen endosporlar olusturabilirler. Boylece
bakterinin zorlu cevresel kosullarda hayatta kalma yetenegi artmaktadir. Bir diger
ozelligi, cesitli antibiyotikler iireterek g¢evresindeki diger mikroorganizmalar1 inhibe
ederek rekabet avantaji saglamaktadir. Bunlarin yaninda mikroorganizmalarin bir

ylzeye yapisarak ekstraseliler matriks icinde yasadig: ince bir tabaka olan biyofilm de
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tiretebilmektedirler. Bu yapi, bakteri hiicrelerinin bir araya gelip ¢evresel kosullara kars1
korunakli bir yap1 olusturmasi anlamina gelmektedir. Ayrica, ¢esitli enzimleri {ireterek
cevresindeki organik maddeleri pargalayabilir ve bu sayede besin kaynaklarinm
kullanabilmektedirler. Son olarak Basillus cinsine ait tlrler, patojen
mikroorganizmalara karsi yer ve besin rekabeti gibi cesitli antagonistik etkiler
gostererek cevresindeki diger zararli organizmalari inhibe edebilirler. Basillus tiirleri, bu
mekanizmalar1 sayesinde c¢esitli ekosistemlerde varligini siirdiirebilirler ve zararh

organizmalara kars1 dogal bir koruma saglarlar (Soylu ve ark., 2016).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemizde yogun yetistiriciligi yapilan Zeytin (Oleaeuropaea L) ticari agidan
onemli meyve agag tlirii olaraktan, Zeytin Dal Kanseri Hastaligindan etkilenmektedir.
Bu hastalifin miicadelesi esas olarak Onleyici tedbirlere dayanmaktadir. Bu Onleyici
tedbirler ¢ogunlukla bakir uygulamalarin1 i¢cermektedir (Trapero-Casasve ark., 2009;
Viruegave ark., 2013). Bakirin kapsamli ve yogun kullanimiyla, Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi popiilasyonlarinda bakir direnci olugsmaktadir (Nguyen,
2017). Bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde yaygin olarak kullanilan bakirh
preparatlar, sistemik olmayan enfeksiyonlarda basarili olabilirken, bitkinin iletim
demetleri veya i¢ kisimlarinda bulunan bakterilere karsi yeterli etki gosterememektedir.
Bu sebeple, son yillarda 6zellikle Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi gibi ur
olusturan bakteriyel hastaliklarla miicadelede, kimyasal miicadele yodntemlerine
alternatif olarak, antagonist bakteri izolatlar1 veya bitki gelisimini destekleyen
bakterilerin kullanildig1 biyolojik miicadele yontemleri iizerine odaklanan ¢aligmalar
artmistir. Zeytin Dal Kanseri Hastaliginin biyolojik miicadelesinde bakteriyel izolatlarin
antagonistik etkilerinin belirlenmesini amaglayan bu yiiksek lisans ¢alismasinda elde

edilen veri sonuclar1 asagida 6zetlenmistir.

1. Mersin ve Osmaniye illerindeki zeytin iiretim alanlar1 ve fidanliklarinda yapilan
incelemeler sonucunda 18 adet zeytin {iretim alaninin alt1 tanesinde Zeytin Dal Kanseri
Hastalig1 tespit edilmistir. Mersin’in Erdemli ilgesinde bir ev bahgesindeki dort zeytin
agacinin bir tanesinde ki dallarda ur tespit edilmistir. Osmaniye’nin Merkez il¢esindeki
fidanlik incelendiginde sadece bir fidanda ur hastaligi tespit edilmistir. Bu durum
hastaligin {iretim alanlarina yayilmasinda biiylik bir tehlike arz etmektedir.
Osmaniye nin Kadirli ilgesinde yapilan incelemelerde Ilbistanli Koyiinde dért bahgenin
bir tanesinde, Yukarubozkuyu Koyunde ise 12 zeytin bahgesinin (¢ tanesinde ur
belirtileri tespit edilmistir. Zeytin bahcelerinde ur hastalifi yoniinden yapilan
incelemeler neticesinde toplam 9 adet urlu dal izolasyonlar1 yapilmak iizere
laboratuvara getirilmistir.

2. Hastalikl1 6rneklerden yapilan izolasyonlar neticesinde toplamolarak 26 adet
patojenik bakteriyel izolatlar elde edilmistir.

3. Bakteri izolatlarina yapilan KOH testinde izolatlarda viskoz, yapigkanimsi bir

sinme meydana gelmis ve tamami gram negatif olarak degerlendirilmistir. Elde edilen
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tim bakteri izolatlar1 tipik Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi LOPAT (--- +)
karakterizasyonu sergilemiglerdir.

4. Zeytin fidanlarinda ur olusturan izolatlarn MALDI TOF MS ile yapilan
tanilama sonucunda benzerlik indeks degerleri yiiksek oranda Pseudomonas savastanoi
olarak tiir diizeyinde tam eslesme saglanmustir.

5. In vitro ikili kultir testler sonucunda tim aday antagonist izolatlar1 hastalik
etmenine kars1 farkli ¢ap biylikliiklerinde (2.00mm-9.33mm) engelleme zonu
olusturmustur. KSY9, ABK-FY-2-5MTHM3, FT2.1 ve MTHM2 kodlu izolat sirasiyla
9.33, 9.00, 8.67, 7.33, 7.00 mm engelleme zonu olusturarak en basarili antagonistik
izolatlar olarak belirlenmistir. En etkili izolatlarin MALDITOF MS ile yapilan tani
testlerinde tuminin Bacillus cinsine ait izolatlar oldugu saptanmistir. Bu izolatlar
Zeytin Dal Kanseri Hastalik etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye karst
umut vaat eden biyolojik miicadele elemanlar1 olarak one ¢ikmaktadir. Gelecekteki
calismalar, bu izolatlarin etki mekanizmalari incelenerek in vivo kosullarda etkinligini
degerlendirmek amaciyla Zeytin Dal Kanseri Hastaligi ile dogal olarak bulasik bir

fidanlik alanina entegre edilmesine odaklanilmalidir.
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EKLER

EK-1. PSEUDOMONAS SAVASTANOI iZOLATLARININ MALDI TOF-MS

SONUGCLARI
Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Name D (best match) Value (second best match) Value
(+ ++C_)2( 0 ps7 HNP4- Pseudomonas CFBP-3638_Pseudomonas savastanot
(+ %3( 0 PSé HNP4- Pseudomonas CFBP-3641 Pseudomonas savastanoi
( H_CTAI( 4) PS5 Acinetobacter johnsonit Acinetobacter johnsonii
(+ ++C_)5( 0 PS4 HNP4- Pseudomonas CFBP-3649 Pseudomonas savastanoi
s Ps3 HNP4- Pseudomonas Pseudomonas savastanoi
(+H)(C)
( HC)J( C) Ps2 HNP4- Pseudomonas CFBP-3641_Pseudomonas savastanoi
t PS1 DPseudomonas savastanos HNP4- Pseudomonas
(+H)(C)
EK-2. ANTAGONIST IZOLATLARININ MALDI TOF-MS SONUCLARI
Project Name: Benian Pinar Aktepe 3 adet bakteri teshis_09112023
Project Description:
Project Owner: Admin@FLEX-PC
Project Creation Date/Time: 2023-11-09T04:38:02 873
Project Analyte Count: 3
Project Type: Development
Validation: not present
Validation Position:
Result Overview
Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Name D (best match) Value (second best match) Value
( +%B) Kayseri 9 Bacillus subtilis 1.761 Bacillus amvloliquefaciens ssp plantanm 172
(- ;3_(9(: ) ABKFYLS not reliable identification - not reliable identification -
S ABKFY21S5 Bacillus subtilis 1.768 Bacillus subtilis 1.74
(+)(B) e Saciis St I Saciis St -
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Project Name: Benian Pinar Aktepe 3det bakteri ornegi 09062023

Project Description:

Project Owner: Admin@FLEX-PC
Project Creation Date/Time: 2023-06-09T05:54:17.924
Project Analyte Count: 3

Project Type: Development

Validation: not present

Validation Position:

Result Overview

Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Name D (best match) Value (second best match) Value

(+ %B) MAY YPR 3 Bacillus mojavensis 1.878 | Bacillus amvloliquefaciens ssp plantarum | 1.841
(+ %B) MAY THM 3 Bacillus amyloliquefaciens ssp plantarum | 1.753 not reliable identification .

Project Name: Benian Pinar Aktepe 5 adet bakteri ornek 08062023

Project Description:

Project Owner: Admin@FLEX-PC

Project Creation Date/Time: 2023-06-08T06:13:33 878

Project Analyte Count: 5

Project Type: Development

Validation: not present

Validation Position:

Result Overview

Score
Value

Analyte Analyte Organism Score Organism
Name j1) ] (best match) Value (second best match)

(- ;JTIC ) may vpr 3 no peaks found -‘ no peaks found
( _H_DTI( B) mis yap 7 Bacillus subtilis - Bacillus subtilis

(+ %B ) may thm 2 Bacillus amvloliquefaciens ssp plantanm

1.722

Bacillus amvyloliquefaciens 1.722
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EK-3. ANTAGONIST iZOLATLARIN PSEUDOMONAS SAVASTANOI’YE
ANTAGONISTIK ETKILERININ VARYANS ANALIZI

HOMOGENEITY OF VARIANCES - RAW DATA

Rows of datawithmissingvaluesremoved: 0
Rowswhichremain: 57
Source dfType I SS MS F P

Main Effects

Cc1 18 299.5789474 16.643275 6.4535147 .0000 ***
Error 38 98 2.5789474<-
Total 56 397.5789474
Model 18 299.5789474 16.643275 6.4535147 .0000 ***

RA2 = SSmodel/SStotal = 0.75350807519
RootMSerror = sgrt(MSerror) = 1.60591013709
Mean Y =5.15789473684

Coefficient of Variation = (RootMSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 31.134992%
CompareMeans

Factor: 1) C1

Test: LSD

Significance Level: 0.05

Variance: 2.57894736842

Degrees of Freedom: 38

nMeans = 19

LSD 0.05 = 2.65442639136

RankMean Name Mean n Non-significantranges
1 KSY9 9.33333333333 3a
2 ABK.FY.2-5 9 3ab
3 MTHM3 8.66666666667 3 abc
4 FT2.1 7.33333333333 3 abcd
5 MTHM?2 7 3 abcde
6 TOROS6-1 6.66666666667 3 bcdef
7 ABK.FK.2-6 6.33333333333 3 cdef
8 ABK.FT.2-5 5.33333333333 3 defg
9 ABK.FY.2-4 5.33333333333 3 defg
10 ABK.FY.2-6 4.66666666667 3 efgh
11 ABK.FK.2-5 4.66666666667 3 efgh
12 ABK.FT.1-5 4.33333333333 3 fghi
13 ABK.FK.1-5 3.66666666667 3 ghi
14 ABK.FT.2-4 3.33333333333 3 ghi
15 ABK.FY.1-5 3 3 ghi
16 ABK.FT.1-6 2.66666666667 3 hi
17 ABK.FY.1-6 2.33333333333 3 hi
18 ABK.FK.1-6 2.33333333333 3 hi
19 ABK.FK.2-4 2 3 i
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LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Yukarida bashg: belirtilen tez calismamin a) Kapak sayfasi, b) Ozet ve Abstract c) Giris, d) Ana béliimler, ¢) Sonug ve f) Kaynakca
kisimlarindan olusan toplam 50 sayfalik kismina iliskin, 07 /03 /2024 tarihinde Lisansistli Egitim Enstitlisi tarafindan Turnitin adli intihal
tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik orani % 15 “tiir.

Filtreleme Tip 1 (maksimum %30) [X] Filtreleme Tip 2 (maksimum %10) []
1- Kabul/Onay ve Bildirim sayfalar1 haric, 1- Kabul/Onay ve Bildirim sayfalar1 harig,
2- Kaynakga haric, 2- Kaynakea haric,

3- Almntilar dahil. 3- Alintilar harig,

4- 5 Kelimeden daha az 6rtiisme igeren metin
kisimlar1 harig.

Osmaniye Korkut Ata Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Tez Calismas1 Orjinallik Raporu Alinmasi1 ve Kullamlmas1 Uygulama
Esaslari’ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi bir intihal
igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis
oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Tarih ve Imza

Ogrenci
Danigman Onay1 Enstiti Onay1
UYGUNDUR UYGUNDUR
Unvani, Adi Soyadi Ad1 Soyadi
(imzas1) (imzas1)

ACIKLAMALAR

1. !_isansUstU tezler, savunma 6ncesinde intihal program raporu ile birlikte Enstitliye teslim edilir.

2. Intihal raporu ile ilgili olarak etik kurallar dahilindeki benzerlik oranlart ilgili Enstitli Y6netim Kurulu tarafindan belirlenir. (Enstitli Y6netim Kurulu
tarafindan tezin, intihal kapsami diginda degerlendirilmesi icin TURNITIN’den alinan raporda “benzerlik oran1”nin, “alintilar dahil” en fazla %10,
“alitilar dahil” % 30'u gegmemesi seklinde kabul edilmistir).
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