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OZET

ZEYTIN (Olea europaea L.) DAL KANSERI HASTALIK ETMENI Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’NIN KANTITATIF REAL-TIME MEMBRAN BIO-PCR
ILE TANISI VE EPIFITIK POPULASYONUN TESPITI

Dogancan AKTAS

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Danisman: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
Mayis 2017, 79 sayfa

Bu calismada zeytin yetistiriciliginde ekonomik acidan 6nemli kalite ve iiriin
kayiplarina neden olan Zeytin Dal Kanseri hastalik etmeni Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’ye ozel dizayn edilen primer seti ve LNA (Locked Nucleic Acid) prob
kullanilarak gelistirilen hassas ve segici Real-Time PCR yontemi ile tanilar1 ve tespitleri
yapilmistir.

Real-Time PCR yontemi ic¢in Indoleacetate-lysine ligase (iaalL) gen dizisi
kullanilarak Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye o6zel primer seti ve prob
gelistirilmistir. Gelistirilen primer ve prob setlerinin spesifikliginin belirlenmesi amaciyla
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlar1 ve farkli bitki patojeni bakteriyel
izolatlar ve zeytin DNAs1 test edilmistir. Test edilen tiim yerli ve yabanci Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi izolatlarinda 69 bp’lik amplifikasyon gergeklesirken, farkli
bitki patojeni bakterilerin genomlarinda ve zeytin genomik DNA’sinda higbir
amplifikasyon tespit edilmemistir. Bu calismada gelistirilen yontemin bakteriyel hiicre
hassasiyet sinirt 2 hiicre ve DNA diizeyindeki hasasiyet sinir1 ise 11.8 pg olarak tespit
edilmistir.

Epifitik populasyon igerisindeki sadece canli Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’leri tespit etmek ve degisimleri kantitatif olarak belirlemek amaciyla
Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR yontemi kullanilmigtir. Bu yontem ile
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin zeytin agacglari {izerindeki epifitik
popiilasyon orani tespit edilebilmistir. Yontemin, farkli bolgelerde veya ayni bolgede
farkl1 zamanlarda uygulanmasiyla epifitik popiilasyonlarmin degisim oranlarinin tespit
edilebilmesine olanak saglamistir.

Sonug olarak, Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR yontemini kullanarak
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin hem bakteriyel hiicreden hem de hastalikli
bitki dokularindan hizli (24 dk) ve hassas bir diizeyde tan1 ve tespitlerinin yapilabilecegi,
epifitik popiilasyonun ve bu popiilasyonun igierisindeki sadece canli bakterilerin
kantitatif olarak tespit edilebilecegi ortaya konulmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin, Zeytin Dal Kanseri, Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi, Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR,
Epifitik, Tani, Tespit
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ABSTRACT

IDENTIFICATION AND DETECTION OF Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi ,THE CAUSAL AGENT OF OLIVE KNOT DISEASE AND IT’S
EPIPHYTIC POPULATION BY QUANTITATIVE REAL-TIME MEMBRAN
BIO-PCR

Dogancan AKTAS

Msc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
May 2017, 79 pages

In this study, a sensitive and selective Real-Time PCR method using LNA
(Locked Nucleic Acid) probe was developed for identification and detection of
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss) which causes olive knot disease and results
in significant loss of quality and product in economic aspects of olive farming.

For Real-Time PCR method, Indoleacetate-lysine ligase (iaal) gene sequence of
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi was used in order to develop a specific primer
set and probe. Pss isolates, different plant pathogenic bacteria genus and total genomic
DNA of olives were tested for determination of the specificity of the designed primer and
probe sets. Results showed no amplification for the genomes of different plant pathogenic
bacteria and olive genomic DNA. On the other hand all local and foreign Pss isolates
showed amplification at 69 bp. In this study, cell sensitivity limit was 2 cells and the
sensitivity limit on DNA level was determined as 11,8 pg.

Quantitative Real-Time Membrane Bio-PCR method was used to detect only alive
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi in the epiphytic population and quantitatively
determine the population density. By this method, the epiphytic population rate of Pss on
olive trees could be determined. The method allowed the detection of the rate of change
in the epiphytic populations by applying in different regions or in the same region at
different times.

In conclusion, Quantitative Real-Time Membrane Bio-PCR method using LNA
probes developed in this study, can be used for rapid (24 min), sensitive and quantitatively
identification and detection of Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi strains from direct
bacterial cell and diseased olive plant and also can be used for determination of epiphytic
population and only alive bacteria within this population.

KEYWORDS: Olive, Olive Knot Disease, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi,
Quantitative Real-Time Membran Bio-PCR, Detection, Identification
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ONSOZ

Bu c¢alisma kapsaminda zeytin bitkisinde kalite ve verimde 6nemli kayiplara
neden olan Zeytin Dal Kanseri hastalik etmeni Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin Real-Time PCR yontemi ile tan1 ve tespitini yapmak amaciyla primer seti
ve prob tasarlanmig, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin tespiti ve Kantitatif
Real-Time Membran Bio-PCR yo6ntemi ile epifitik popiilasyon igerisindeki sadece canli
bakterilerin tespiti kantitatif olarak yapilmistir.

Bu tez c¢alismasinda arastirmalar ve laboratuvar calismalarinin timii Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Fitopatoloji Anabilim Dali Bitki
Bakteriyolojisi Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda kullanilan
tim teknikleri ve gerekli donanimi saglayan Saymn Hocam Prof. Dr. Hiiseyin BASIM’a
bana kars1 gostermis oldugu sabir ve ilgiden dolayi tesekkiir ederim.

Projeyi mali olarak destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje
Birimi’ne, g¢alismalarim boyunca bana her yonden destek olan aileme, calisma
arkadaglarima ve bu siirecte her tiirli destegini esirgemeyen sevgili annem Meryem
AKTAS’a tiim fedakarliklardan dolayi tesekkiirlerimi bir borg¢ biliyorum.
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C. Clavibacter

COST European Cooperation in Science and Technology
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DNA Deoksiriboniikleik Asit

dNTP Deoksi Niikleotit Trifosfat
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EDTA Etilendiamintetraasetik Asit

ELISA Enzim Bagli Immiinosorbent Deneyi
EPPO Avrupa Bitki Koruma Organizasyonu
FAO Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
FAM Fluorescein Amidit
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GIRIS Dogancan AKTAS

1. GIRIS

Son yirmi yilda, molekiiler biyoloji ve gen teknolojisi alanlarinda kaydedilen
biiyiik gelismeler, biyoteknolojideki hizli degisim ve ilerleyisin itici giicli olmus ve bu
teknoloji, giderek ¢ok daha fazla sayida alanda kullanilmaya baslanmistir. Bu teknoloji
bilgisayar teknolojilerinde meydana gelen gelismelerin de Katkisiyla Bitki Koruma’da
onemli bir kullanim alan1 bulmustur.

Fizyolojik sistemlerin, biyokimyasal siireclerin, patojenlerin hastalik olusturma
mekanizmalarinin, bitki ve patojen genomlarinin daha iyi anlasilmasi ve DNA, RNA,
protein, antikor gibi molekiilleri manipulasyon yetenegimizin artmasi sonucu
konvansiyonel yontemlere ek tani, teshis, tedavi yontemleri gelistirilmeye baslanmustir.
Yapay olarak cogaltilmig ve DNA problar olarak hazirlanmis olan spesifik DNA
frangmentlerinin, niteligi arastirilacak olan hedef DNA molekiilii ile birlestirilmesi
islemine "hibridizasyon" denir. Bu ¢alismada DNA hibridizasyonunun, gelisen teknoloji
sayesinde kantitatif olarak gosterilebildigi Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR
yontemi ile Zeytin Dal Kanseri hastalik etmeni Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin tanisi, teshisi ve epifitik popiilasyonu tizerine ¢alisilmistir.

Oleacea familyasi, Olea cinsinin bir tiirli olan zeytinin (Olea europaea L.)
anavatani, Glineydogu Anadolu Boélgesi’ni de i¢ine alan Yukar1 Mezopotamya ve Giiney
On Asya’dir (Heywood 1978). Giiniimiizde 20. yiizyilin bitkisi olarak gdsterilen ve
yiizyillardir 6nemini yitirmemis olan zeytin bitkisinin anavatant Mardin, Hatay, Suriye,
Filistin ve Kibris adasini igerisine alan bolge kabul edilmektedir (GTB 2016). Zeytin
bitkisinin ilk kiiltiire alinis1 ve 1slah1 Samiler tarafindan olmustur. Arkeolojik ¢aligmalar,
zeytin yetistiriciliginin M.O 4.000’1i yillara kadar dayandigin1 gostermektedir. Ik Grek
ve Roma yazitlarinda zeytinin baris ve birlikteligin ebedi simgesi olduguna deginilmistir.
Kuran, incil ve Tevrat’taki sayisiz boliimde zeytine yer verilmistir. Tarihi gelisimi icinde
bir¢ok efsaneye kaynak olan zeytin, eski uygarliklarin yazitlari ve kutsal kitaplarinda yer
almigtir (Ertem 1987, Hehn 1998, Garibagaoglu ve Baysal 1998).

Zeytin, beyaz bir giivercinin Nuh’un gemisine, tufandan sonra canlilik belirtisi
olarak, agzinda zeytin dal1 ile donmesi sebebiyle, yilizyillar1 askin siiredir barisin simgesi
kabul edilmektedir. Bolgede yiiriitiilen bir aragtirmada deniz seviyesinden bin metre
yiikseklikte zeytin agac1 bulunmasi, Cudi ve Gabar daglarinda bol miktarda yabani zeytin
bitkilerinin olmasi, Nuh’un gemisinin Agri dagina degil esas olarak Cudi dagina
konumlandig rivayetini giiclendirmektedir (Ozkaya vd 2010). M.O. Atina Anayasasinda
yer alan ve Aristotle tarafindan yaziya alman “Devlet mali veya 6zel miilkiyet farki
olmaksizin, zeytin agaglarin1 kesen veya deviren herkes mahkeme tarafindan
yargilanacaktir, eger suglu bulunurlarsa idam yoluyla cezalandirilacaklardir” sozii zeytin
agacinin tarihteki yeri ve Onemini pekistirmektedir. Nitekim zeytin yatistiriciliginin
yayilmasinda 6nemli rol oynayan Romalilarin, beslenmelerinde zeytin yerine hayvansal
yaglar1 kullananlar1 barbar olarak tanimlamalari, Hipokrat’in zeytinyaginin tedavi edici
ozelligini kullanmis zeytin ve zeytin yaginin énemi vurgulamaktadir. Zeytinin Diinyaya
yayilisi ii¢ farkli cografi yoldan olmustur. Birincisi Misir iizerinden Tunus ve Fas, ikincisi
Anadolu iizerinden Ege adalari, Yunanistan, italya ve Ispanya ve iiciinciisii ise Iran
iizerinden Pakistan ve Cin’dir (Ozkaya vd 2010). Zeytin bitkisinin bilimsel
siniflandirmadaki yeri Cizelge 1.1.” de belirtilmektedir.
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Cizelge 1.1. Zeytin bitkisinin bilimsel siniflandirmasi (USDA, Plant Database)

ALEM: Plantae
ALT ALEM: Tracheobionta

UST BOLUM: Spermatophyta
BOLUM: Magnoliophyta
SINIF : Magnoliopsida

ALT SINIF: Asteridae

TAKIM: Lamiales

FAMILYA: Oleaceae (Zeytingiller)
CiNS: Olea
TUR: Olea europaea L.

Zeytinin kromozom sayis1, 2n=46'dir. Zeytingiller familyasinin, 27 kadar cinsi ve
600 kadar tiirii vardir. Zeytin, boylu bir ¢ali veya 10 metreye kadar boylanabilen, sik dalli,
yayvan tepeli, her dem yesil yaprakli, fanerofit hayat formu olan bir agactir. Genis,
kivrimli bir govdesi vardir. Agag¢ yaslandik¢a, diizgiin gri renkli gévde kabugu giderek
catlar. Agacin taci (tepesi), yaklasik olarak artan boy kadar her sene genisler. Uzun
Omiirlii bir agac olup, yaklasik 2000 y1l kadar yasayabilir. Verimli topraklarda ta¢ acik ve
asimetrik, verimsiz topraklarda ise daha yogun ve yuvarlaktir. Siirgiinleri gri renkli,
dikensiz ve hemen hemen ti¢ kdselidir. Mizrak gibi, ¢cok kisa sapli, deri gibi sert yapraklari
stirglinlere karsilikli giftler halinde dizilmistir. Yapraklart basit, tam kenarli ve kenarlar
alt yiize dogru hafif kivriktir. Yapragin boyu 20-86 mm, genisligi de 5-17 mm’dir.
Yapraklarin ucunda sivri bir ¢ikint1 bulunur. Yapragin iist yiizii koyu gri-yesil ve tiiysiiz,
alt yiizli mavimsi giimiisi renkte ve beyaz sik ipeksi tiiylerle kaplidir. Odunu, ¢iiriimeye
kars1 son derece dayaniklidir (Anonim 2017-a).

Bahar aylarinin sonlara dogru yapraklarin koltugunda seyrek salkimlar halinde
acan, kiiciik beyaz-sar1 renkli, kokulu ¢igekleri vardir. Riizgarlarin yardimi ile ¢igek
tozlariyla dollenen g¢icekler, etli ve yagli meyveler verir. Meyve Once yesil,
olgunlastiktik¢a parlak siyah bir renk alir. Etli meyvenin iginde, sert bir ¢ekirdek vardir
(Sekil 1.1). Bir gigek salkimi; 2, 3, 4, 5, bazen de tek bir meyve bulundurabilir. Tek bir
zeytin agaci, yilda ortalama 15 ile 30 kg zeytin verebilir.

‘ a) Sap
||b) Kabuk(Epikarp): %1-2 |
c) Meyve eti
(mezokarp):% 63-86

d) Cekirdek

(Endokarp): % 10-30

e) Cekirdek ici: % 2-6

Sekil 1.1. Zeytin Meyvesi


http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://tr.wikipedia.org/wiki/Lamiales
http://tr.wikipedia.org/wiki/Oleaceae
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Sadece zeytin bitkisinde, acilik veren oleuropein maddesi bulunur. Oleuropein
maddesinde, seker temelli glikozit maddesi bulunmaktadir. Zeytine acilik veren bu
madde; zeytin meyvesi ¢esitli islemlerden gegirilirken uzaklastirilir. Isitilmadan
salamuraya birakilan zeytinde oleuropein maddesi, elenoic aside doniisiir. Zeytinde
bulunan fenolik bilesikler; bitkinin ozelliklerini, zeytinin rengini, besin degerini,
zeytinyaginin Kalitesini, ¢esitli mikroorganizmalara kars1 dayanikliligini belirler. Zeytine;
aci1 tat, sertlik, renk ve kendine 6zgii aroma verirler, kararliligini saglarlar. Zeytinde
bulunan bu fenolik bilesikler oksidasyonu onlerler (Anonim 2010). Zeytindeki serbest
bilesenlerin miktari; zeytinin cinsine, iklim sartlarina, olgunlasma durumuna, zeytin
isleme yontemine, gelisme kosullarina ve depolama sartlarina bagli olarak degisir. Zeytin,
olgunlagsmaya basladikca igerdigi fenolik madde miktar1 da artmaktadir. Zeytini diger
cekirdekli meyvelerden farkli kilan cesitli 6zellikleri vardir: Zeytin tanesinin seker
miktari, % 2-6 aras1 degisirken, diger cekirdekli meyvelerde bu oran %12 dir. Yag orani,
zeytin cesitlerinde % 15-30 aras1 degisirken, diger tek cekirdekli meyve cesitlerinde
ortalama % 1,5 oranindadir (Tripoli 2005).

Cok uzun yillar yasayabilen zeytin bitkisi, toprak ve beslenme istekleri agisindan
oldukga toleransl oldugundan Ulkemizde birgok bitkinin yetistirilemedigi kotii sartlara
sahip topraklarda yetistirilmektedir. Yine de zeytin yetistiriciliginde iklim sinirlayici bir
faktor olabilmektedir (Ulger 1989). Her ne kadar zeytin, kurak ve fakir topraklarda bile
az suyla, kuvvetli kokleri ve dayanikli govdesi sayesinde dmriinii siirdiirebilmekte ise de,
bu olumsuz sartlar bitkinin meyvesini ve meyvenin yag kalitesini etkilemektedir.
Ulkemiz zeytinliklerinin yaklasik % 75°i egimli, daglik ve yamagta yer almaktadir. Bu
yiizden kiiltiirel 6nlemler, gerektigi gibi uygulanamamakta ve bunun sonucu elde edilen
iriin miktar1 yildan yila degisim gostermektedir (Tetik 2005).

Zeytin, ¢ok segici olmamakla birlikte kalkerli-kumlu, bitki besin maddelerince
zengin, pH’s1 6-8 seviyesinde olan topraklarda daha iyi bir gelisim gostermektedir.
Zeytin liretim alanlarinda taban suyu Im’den daha yakin olmamalidir. Bu seviyeye yakin
taban suyu olan topraklarla mutlaka drenaj uygulanmalidir. Zeytin bitkisinin iklimsel
istekleri géz Oniine alindiginda optimum gelisim gosterdigi alanlar yillik sicaklik
ortalamasinin 15-20 °C arasinda odugu bolgelerdir. Zeytin bitkisinin i¢inde bulundugu
vejetasyon donemine gore sicaklik istekleri de farklilik gostermektedir; ilk siirgiinlerin
cikmasindan sonraki olusumuna kadar ki periyot (Subat-Mart) 5-10 °C, c¢iceklenme
déneminde (Mayis-Haziran) 15-20 °C, meyve olusumu ve biiyiime déneminde (Mayis-
Haziran) 20-25 °C ve meyvenin tam olgunluktan, hasat sonuna kadar olan donemde
(Kasim-Ocak) ise 5 °C’dir (Anonim 2014-a)

Zeytin bitkisinin soguklama ihtiyact 600 ile 1000 saat arasinda degisim
gostermektedir. Ayrica zeytinin iyi bir gelisme gosterip, g6z olusumu i¢in yeterli sicaklik
toplamina ihtiyaci vardir. Zeytinin yillik yagis istegi 650-800 mm’ dir. Yaz aylarindan,
mevsim yagislarina kadar yapilan sulamalar zeytin irilesmesini ve yag olusumunun
artmasini saglamaktadir. Ayrica bu olusumlar bir sonraki yi1l meyve verecek siirglinlerin
gelisimini ve meyve gozlerinin olusumunu arttirmaktadir (Anonim 2014-a).

Nemli havalarda, aga¢ yapraklarindan gerceklesen terleme azalir. Bu nedenle
sicakligin, bitkiye etkisi de diger donemlere gore azalmis olur. Ancak asir1 nem birgok
hastaliga uygun ortam hazirlamaktadir. Ciceklenme zamani yiiksek nem ise dollenmeyi
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siirlandirmaktadir. Mayis ve Haziran ay1 basinda esen riizgarlar, polenleri tasiyarak,
dollenmeye yardimci olurken, kis sonlarinda esen riizgarlar toprak neminin azalmasina
yol acar. Zeytin agaci 15181 ¢ok sevdiginden bahge tesisinde giiney yonleri tercih
edilmelidir. Az 151k, alan sisli dag etekleri ve vadiler zeytin bitkisi i¢in uygun degildir.
800-900 m’den yiiksek mevkilerde zeytin yetistirilmemektedir (Anonim 2015). Ege
Bolgesinde sahil seridinden 250 km igerilere kadar uzanan zeytin bahgeleri, Akdeniz
sahillerinde 850 m’ye kadar olan rakimlarda yetisebilmektedir. Glineydogu Anadolu’da
ise denizden 200-250 km igerilere kadar yayilmakta ve 700 m’ye kadar olan rakimlarda
yetisebilmektedir (Ulger 1989). Cizelge 1.2°de zeytin gesitleri ve yetistigi bolgeler
gosterilmistir.

Zeytin agact dnemli 6zelliklere sahip fenolik maddeler yoniinden zengin olup, bu
fenolik bilesenlerin en 6enmlisi oleuropein’dir (Malik ve Bradford 2006, Japon-Lujan vd
2006, Bouaziz vd 2008). Ilk kez 1908 yilinda Bourquelot ve Vintilesco tarafindan varligi
kesfedilen oleuropein bilesiginin kimyasal yapisi ancak 1960 yilinda net olarak
tanimlanabilmistir (Panizzi vd 1960). Arastirmalra gore oleuropein, elenolik asit ve
hidroksitriosoliin heterozidik esteri olan bir bilesiktir (Sekil 1.2).

Oleuropein, zeytin meyvesinin erken donemlerinde meyvede fazla miktarda
bulunan, olgunlagmanin ilerlemesi ile zamanla metabolizmaya yayilarak miktar1 azalan
ve meyveye aci tat veren bir maddedir (Amiot vd 1989, Esti vd 1998, Ryan vd 1999,
Sanchez vd 2007). Heniiz olgunlasmamis zeytinlerde oleuropein bilesigi, meyve
agirhginin yaklasik %?2’sini meydana getirmektedir. Meyve tam olgunlastigi zaman,
oleuropein icerigi azalir. Zeytin meyvesinin oleuropein igerigi, gen¢ meyvedeki kuru
madde agirhigmin %14’iine kadar olabilmektedir. Kiiciik meyveli cesitler, yiiksek
oleuropein igerigi ile karakterize edilirken, biiyilk meyveli c¢esitlerin genellikle,
oleuropeini daha az miktarlarda igerdigi bildirilmektedir (Tokusoglu 2010).
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Sekil 1.2. Oleuropeinin kimyasal yap1 formiilii (Winkelhausen vd 2005).

Zeytin agacimin sadece meyvesinde degil, tamaminda bulunan oleuropein
zeytinde, dolayisiyla posasinda, yaginda ve zeytinyagi liretiminde meydana gelen
atiklarda (alperujo) da bulunmakla birlikte, bu bilesigin dogada bilinen en biiyiik kaynag1
zeytin yetistiriciliginin yan iiriinii olan zeytin yapraklaridir (60-90 mg/g (kuru agirlik))
(Soler-Rivas vd 2000, Agalias vd 2007). Calismalarda zeytinyaginda oleuropein
igeriginin % 0.005 ile % 2 arasinda degisiklik gosterdigi, alperujoda (atiklarda) % 0.87
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ve zeytin yapraginda ise % 1-14 arasinda degistigi belirlenmistir (Priego-Capote vd 2004,
Beauchamp vd 2005).

Cok uzun yillar yasayabilme yetenegine sahip zeytin agaclarinin iiriinleri saglhiga
yararli etkileri sayesinde uzun siiredir bilinen gida maddeleri arasindadir (Soler-Rivas vd
2000). Zeytin iriinlerin  yapilarinda bulundurduklar1 oleuropeinin —antioksidan,
antimikrobiyal, antiviral, antikarsinojenik, antienflamatuvar, antiaterojenik aktiviteleri
dahil olmak iizere 6nemli farmakolojik 6zelliklere sahip oldugu ¢ok sayida arastirici
tarafindan belirlenmistir (Visioli vd 1998, Owen vd 2000, Visioli vd 2002, Carluccio vd
2003, Micol vd 2005, Tripoli vd 2005, Sanchez vd 2007, Gikas vd 2007).

Arastirmalar, yiiksek miktarlarda oleuropein bulunan zeytin yapraklarindan elde
edilen fenolik fraksiyonunun, lipoprotein oksidasyonunu engelledigi ve bu sebeple ek
besin olarak 6nemli rol oynadigini ortaya koymaktadir (Visioli vd 1995, Tuck ve Hayball
2002). Ayrica oleuropein’in temel biyoaktif metaboliti hidroksitriosol’in, dogal bir
sekilde elde edilen, giiglii bir antioksidan oldugu, diger yapisal bilesen elenolik asitin ise
gliclii etkilere sahip antiviral etki gosterdigi bildirilmektedir (Fleming ve Etchells, 1967,
Renis 1975, Saija vd 1998, Visioli vd 1998). Bu ozelliklerinin yaninda oleuropein’in
alzheimer hastaliginin etiolojik etkeni AP amiloid peptid ile non-kovalent baglar
olusturdugu diistiniilmektedir (Bazoti vd 2006, Gikas vd 2007).

Fenolik bilesik Oleuropein’in Staphylococcus aureus ve Escherichia coli
etmenleri tizerine etkisinin denendigi ¢alismalarda, toksik etkinin Gram (+) bakteriler
tizerinde Gram (-) bakterilere gore daha yogun bildirilmistir. Bu etkinin bakterilerin hiicre
duvart yapilarindaki farkliliklardan ortaya ¢iktigi belirtilmektedir (Furneri vd 2002,
Pereia vd 2006, Sanchez vd 2007).

Zeytin meyvesinin igeriginde yer alan fenolik maddelerin etil asetat ile muamele
edildigi diger bir aragtirmada, ekstrakttaki fenolik bilesiklerin Bacillus cereus sporlarinin
cimlenmesini engelledigi, saf olarak kullanilan oleuropeinin de aym etkiyi gosterdigi
rapor edilmistir (Tassou vd 1991).

Zeytin yapragindan elde edilen fenolik maddelerinin tiimiiniin gdsterdigi
antimikrobiyal etkinin, saf haldeki oleuropeinden daha fazla oldugu goériilmiistiir. Lee ve
Lee (2010) zeytin yapraginin etanol 6ziitiinden elde ettikleri fenolik bilesikler ile ticari
oleuropeinin  antimikrobiyal etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, oleuropeinin
Salmonella enteritidis i¢in giiglii bir inhibitdr oldugunu ve zeytin yapragindan elde
ettikleri fenolik madde karisimiin (oleuropein, rutin, vanilin ve kaffeik asit) sinerjistik
etki yaparak Salmonella enteritidis’in yanisira Bacillus cereus’a karsi da antimikrobiyal
etkisini saptamiglardir.

Tirkiye’de genis alanlara yayilmis olan zeytin bitkisi, biiyiik bir ¢esit araligina
sahiptir. Bu ¢esitlerden en az 28 tanesinin ekonomik olarak yetistildigi bilinmektedir
(Candzer 1991) (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.2. Zeytin gesitleri ve yetistigi bolgeler (Anonim 2011)

Zeytin Yetistirilen
Bolgeler

Ege Ayvalik, Memecik, Ak zeytin, As1 yeli, Cakir Cilli,
Dilmit, Erkence, Esek zeytini (Odemis), Girit zeytini,
Hurma kaba, Hurma karaca, izmir sofralik, Karayaprak,
Kiraz, Memeli, Tas arasi, Tavsan yiiregi, Yag zeytini,
Yerli yaglik ¢esitleri

Akdeniz Biiyiikk Topak Ulak, Celebi (Silitke), Elmacik, Halhali
(Hatay), Karamani, Sar1 Habesi, Sartulak, Saurani, Sayfi
ve Kii¢iik Topakulak

Marmara Gemlik, Edincik su, Beyaz yaglik, Celebi (Iznik),
Cizmelik (Tekirdag), Erdek yaglik, Esek zeytini
(Tekirdag), Samanli, Sam, Karamiirsel su, Siyah
salamuralik

Gilineydogu Anadolu Kilis Yaglik, Nizip Yaglik, Halhali (Derik), Egriburun
(Nizip), Kan Celebi, Belluti, Egriburun (Tatayn), Halhali,
Celebi, Hamza Celebi, Hirhali Celebi, Hursuki, Iri
Yuvarlak, Kalem bezi, Mavi, Melkabazi, Tespih Celebi,
Yag Celebi, Yaglik Celebi, Yaglik Sar1 Zeytin, Yuvarlak
Celebi, Yuvarlak Halhali, Yiin Celebi Zoncuk

Karadeniz Butko, Gorvele, Marantelli, Patos, Otur, Sati, Samsun
Salamuralik, Samsun Tuzlamalik, Samsun Kirmizi
Tuzlamalik, Samsun Yaglik, Sinop No.l, Sinop No.2,
Sinop No.4, Sinop No.5, Sinop No.6, Trabzon Yaglk

Yetistirilen Cesitler

Akdeniz uygarliginin sembolii olan zeytin agaci, tarith boyunca bu bdlgede
kurulan tiim uygarliklarin temelini olusturmustur. Zeytinin anavataninin Giineydogu
Anadolu oldugu eskiden beri bilinmektedir. Son donemlerdeki ¢alismalarda Hatay,
Kahramanmaras ve Mardin illerinde zeytin agacinin en alt tiirtiniin bulunmus olmasi da
bu diisiinceyi kesinlestirmektedir. Giineydogu Anadolu'da ilk yayilisini tamamlayan
zeytin bitkisi, Bati Anadolu'ya ve oradan da Ege adalari iizerinden Yunanistan, Italya,
Fransa ve Ispanya'ya kadar ilerlemistir. Sicilya yolu ile Kuzey Afrika'ya tasinan zeytin,
Giineydogu Anadolu'dan ayrilarak Suriye ve Misir {izerinden ilerleyen ikinci yol ile
birlesmis ve sonug olarak Akdeniz'in tiim giiney kiyilarina yayilmistir. Bir tiglincii yol da
Irak ve Iran bolgesinden Afganistan ve Pakistan'a dogru ilerlemistir. 16. yiizyilda
Ispanyollar’m Kuzey ve Giiney Amerika'ya gotiirmesi ile zeytinin Diinya iizerindeki
yayilis1 tamamlamigtir. Zeytin tiretimi, ekonomik olarak 30°- 45° kuzey ve giiney enlemleri
arasindaki Akdeniz iklimine sahip bolgelerde yapilmaktadir (Sekil 1.3) (Tasg1 vd 2010).
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Sekil 1.3. Diinya zeytin iiretim alanlar1 (30°- 45° kuzey ve giiney enlemleri)

Diinya tizerinde 10 milyon hektarin iizerinde zeytinlik mevcuttur ve bu
zeytinliklerin % 95’inden fazlas1 Akdeniz tilkelerindedir. 6 Kita’da ve yaklasik 25 {ilkede
zeytin iretim yapilmaktadir. Tablo 1’de zeytin {iretim alani1 bakimindan diinyanin 6nde
gelen ilk 10 iilkesi yer almaktadir. Ispanya, 2,5 milyon hektar ile Diinya zeytin iiretim
alaninin % 24,3’iinii sinirlari icerisinde bulundurmaktadir. Ispanya’yr % 17,7 ile Tunus,
% 11,1 ile Italya ve % 9,0 ile Yunanistan izlemektedir. Tiirkiye, % 8 ile Diinya zeytin
iiretim alan1 bakimindan 6. sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de, zeytin tiretim alani, 2004
yilindan bu yana diizenli olarak artig gostermistir. 2004 yilinda toplam zeytin dikili alan
633.000 ha iken, 2013 yilinda bu deger % 30 oraninda artarak 825.830 hektara ulagsmuistir.
Zeytin iiretiminde lider iilke konumunda olan Ispanya’da, dikili alanlar nispeten istikrarlt
bir seyir izlemis ve gectigimiz 10 yil igerisinde fazla bir degisim gostermemistir. Zeytin
dikili alanlarm son 10 yildaki gelisimine bakildiginda, en fazla alan artisinin Fas ve
Cezayir’de oldugu goriilmektedir. Gegtigimiz 10 yil igerisinde s6z konusu iilkelerden
Fas’ta, zeytin dikili alanlar % 56, Cezayir’de ise % 32 oraninda artmistir. Bu durum,
Kuzey Afrika iilkelerinin zeytin iiretimine agirlik verdiginin bir gostergesi olarak
algilanmalidir. Diinya’nin en fazla zeytin dikili alanina sahip ikinci tilkesi Tunus ve daha
az Uretim alanina sahip Libya da hesaba katildiginda Kuzey Afrika iilkelerinin, Diinya
zeytin dikili alanlarinin % 32’sine sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge 1.3) (Saydan
2015).
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Cizelge 1.3. Diinya Zeytin Dikili Alan1 (ha) (FAO 2015)

Ulkeler 2010 2011 2012 2013 2013 (%)

ispanya 2475466  2.503.675  2.504.261  2.500.000 24,3
Tunus 1.763.450  1.763.450  1.810.550  1.822.820 17,7
italya 1.190.800 1.144.422  1.125.382  1.146.863 11,1

Yunanistan ~ 834.200 913.800 934.400 930.000 9,0
Fas 830.481 900.743 968.123 922.235 8,9
Tiirkiye 742.700 786.300 805.500 825.830 8,0
Suriye 647.458 684.490 695.711 697.443 6,8
Cezayir 294.200 311.930 328.884 348.196 3,4
Portekiz 343.219 343.200 345.700 347.300 3,4
Libya 205.000 216.013 205.000 210.000 2,0
Diger 518.424 521.482 613.656 558.588 54

Diinya 9.845.398 10.089.505 10.337.167 10.309.275 -

2013 yili sonunda Diinya iizerinde 20 milyon ton’un iizerinde zeytin iiretimi
yapilmustir (Cizelge 1.4). Zeytin iiretim miktar1 bakimindan bas1 ¢eken iilkeler; Ispanya,
Italya, Yunanistan ve Tiirkiye’dir. En fazla dikili zeytin alana sahip olan Ispanya, Diinya
zeytin liretiminde 1. sirada yer almakta ve Diinya zeytin tiretiminin % 38,6’sin1 tek basina
karsilamaktadir. 2011 yilinda 7,8 milyon ton zeytin iireten Ispanya, olumsuz gevre
faktorleri ve zeytin bitkisinin periyodisite gostermesi nedeniyle 2012 yilinda 3,8 milyon
ton zeytin tiretebilmis, ancak 2013 yilinda daha iyi bir liretim sezonu gegirerek 7,9 milyon
tona yakin iiretim yapmustir. Diinya zeytin iiretiminde Ispanya’y1, 2,9 milyon ton ile italya
(% 14,4) ve 2 milyon ton ile Yunanistan (% 9,8) takip etmektedir. Tiirkiye, 2013 yilinda
yaklasik 1,7 milyon ton ile iiretim ile ispanya, Italya ve Yunanistan’dan sonra 4. sirada
yer almistir (Cizelge 1.4). 2013 yilinda Diinyada tretilen zeytinin % 8,2’si Tiirkiye
topraklarinda olmustur. Tiirkiye, 2013 yilinda hektardan elde edilen 2,03 ton zeytin ile
zeytin verimi yoniinden ltalya, Ispanya ve Yunanistan’in arkasindan 4. sirada yer almistir
(Cizelge 1.4). 2013 yilinda Diinya zeytin verimi ortalamasi 1,98 ton/ha olarak rapor
edilmistir ( FAO 2015).
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Cizelge 1.4. Diinya Zeytin Uretim Miktar1 (ton) (FAO 2014)

Ulkeler 2010 2011 2012 2013 2013 (%)
Ispanya 7.197.600  7.820.060  3.849.263  7.875.800 38,6
italya 3.170.700  3.182.204  3.017.537  2.940.545 14,4
Yunanistan  1.809.900  1.873.900  2.080.800  2.000.000 9,8
Tiirkiye 1.415.000 1.750.000 1.820.000  1.676.000 8,2

Fas 1.506.473 1415902 1.315.794 1.181.675 58
Tunus 873.000 562.000 963.000 1.100.000 54
Suriye 960.403 1.095.043  1.049.761 842.097 4,1

Cezayir 311.252 610.776 393.840 578.740 2,8
Maisir 390.932 459.650 563.070 510.000 2,5
Portekiz 445.301 443.800 389.900 350.900 1,7

Diger 1.546.910 1.202.058  1.439.060  1.340.963 6,6
Diinya 19.627.471 20.415.393 16.882.025 20.396.700 =

Tiirkiye'de zeytin yetistiriciligi, Cumhuriyet’ten 6nceki donemde oldugu gibi
Cumbhuriyet sonrasinda da tarimin en onemli faaliyet kollarinda biri olmustur. 1929
yilinda Atatiirk'iin zeytincili§e 6nem verilmesi yoniindeki direktifleriyle Tiirkiye'de
zeytincilik alaninda seferberlik baslatilmigtir. Tiirkiye'nin ilk zeytinyagi ihracati 1966
yilinda yapilmis olup, o yildan giiniimiize iiretime bagl olarak ihracat siirekli artarak
siirdiiriilmiistiir (Oztiirk vd 2009). Tiirkiye'nin sofralik zeytin Ve zeytinyag: ihracati son
dénemde 6nemli bir artis gdstermistir. Ihracattaki artista yurtdisinda yapilan tanitim
seminerleri, ihracatcilarin sektore daha fazla 6nem vermesi ve tilkemizin rakip iilkelere
gore daha tist sinif triinlerle pazarda yer alinmasiin biiyiik etkisi olmustur (Savran ve
Demirbag 2011).

Tiirkiye’de, 2014 yili verilerinde gore 8,3 milyon dekar zeytin alani
bulunmaktadir. 2014 yilinda, bu alanlardan yaklasik olarak 1,8 milyon ton zeytin elde
edilmistir (Tuik 2014) (Cizelge 1.5). Zeytin iiretiminde 2006 yilinin 6nemi biiyiiktiir.
Ulkemizde zeytin fidam dikimi 2000 yilindan baslayarak artis gdstermis, 2005 yilinda
baslayan yurt i¢i sertifikali fidan kullaniminin desteklenme kapsamina alinmasi ile
birlikte bu artis giderek hizlanmistir (Dogaka 2011).



GIRIS
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Cizelge 1.5. Tiirkiye Zeytin Uretimi (Tuik 2014)

Yillar Dikili alan Uretim Ortalama Meyve veren Meyve vermeyen  Toplam agag
(da) (ton) Verim yasta agac yasta agac(adet) (adet)
(kg/agac) (det)
2008 7.743.701 1.464.248 14 106.138.896 45.491.166 151.630.062
2009 7.784.125 1.290.654 12 109.126.769 44.596.288 153.723.057
2010 7.840.313 1.415.000 13 111.397.831 45.757.988 157.155.819
2011 7.984.926 1.750.000 15 117.941.814 37.486.378 155.428.192
2012 8.137.650 1.820.000 15 120.820.948 37.084.206 157.905.154
2013 8.258.266 1.676.000 13 129.160.795 37.868.953 167.029.748
2014 8.260.915 1.768.000 13 140.712.286 28.284.844 168.997.130

Tiirkiye’de Aydin, izmir, Bursa, Manisa, Mugla, Balikesir, Canakkale, Gaziantep
ve Mersin 6nemli zeytin liretimi yapilan illerdir. Ege, Marmara, Akdeniz, Giineydogu
Anadolu Bolgeleri ise nemli zeytin tireten bolgelerdir (Denk 2004) (Sekil 1.4).

Uretim {Ton)

‘ 300-150

150-100

100-50

’ [ D A‘\ 5

&
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Sekil 1.4. Tiirkiye Zeytin Uretimi Haritasi

Tiirkiye’de yaklagik 320 bin zeytin iiretimi yapan aile isletmesi mevcut olup,
bunun % 14’0 Marmarabirlik, Taris Zeytin ve Zeytinyagi Birligi ortaklarindan
olugsmaktadir. Taris Zeytin ve Zeytinyagi Birligi yaklagik 23 bin, Marmarabirlik ise
yaklagik 31 bin ortaga sahiptir (GTB 2016).

Zeytin meyvesi, sofralik olarak tiiketilmesi ve meyvenin etli kismindan ayni
zamanda c¢ekirdeginden elde edilen "yagi" bakimindan ¢ok kiymetli bir agactir.
Zeytinyagi, sadece zeytin agaci, (Olea europaea sativa Hoffm. et Link) meyvelerinden
ve ¢ekirdeginden elde edilen yaglar olarak tanimlanmaktadir. Zeytinyagi, sadece fiziksel
islem gorerek {iretilen tek bitkisel yagdir ve bu nedenle de insan sagligina katkilari
yoniinden vazgegilmezdir (Tunalioglu 2009). Ham dane iken tiiketilemeyen zeytin,
islendikten sonra zeytinyagi, sofralik zeytin, prina ve sabun gibi c¢esitli alanlara
hammadde kaynagi saglamaktadir (Tunalioglu 1998). Temel bilesenler olarak
triagilgliseroller olup, diisiik miktarda serbest yag asitleri, fosfatidler, gliserol ve
pigmentlerden meydana gelmektedir. Bu bilesenlerin, tarimsal ve iklimsel faktorlerinin
de etkisiyle zeytinyagimin dzellikleri iizerine etkisi bulunmaktadir (Ozkaya vd 2010).
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Diinyada saglikli ve dengeli beslenme aliskanliklarinin yaninda, uzun yasama
olan ilginin artmasi, insanlar1 dogal bir saglik kaynagi olan zeytin ve zeytinyagi
tiikketimine yoneltmistir. Uretici iilkeler i¢in ekonomik agidan énemli iiriinlerden biri olan
zeytin ve zeytinyagl ayni zamanda Akdeniz’i simgeleyen bir kiiltiiriin de parcasidir.

Ulkemizin énemli tarimsal ihrag iiriinlerinden olan zeytin ve zeytinyag, iilkemiz
potansiyeli g6z Oniinde bulunduruldugunda, mevcut sorunlarin da ¢oziime
kavusturulmasiyla, tarim sektoriimiiz i¢in rekabet giicli yiiksek olan {iriinlerin baginda
gelmektedir. Son 7 yilda, meyve veren yaglik zeytin agaci sayisindaki artiga bagl olarak,
Tiirkiye yaglik zeytin tiretimi 950 bin tondan 1 milyon 330 bin tona yiikselmistir (Cizelge
1.6) (GTB 2016).

Cizelge 1.6. Tirkiye yaglik zeytin tiretimi (Tuik 2014)

Uretim Ortalgma Meyve veren Meyve Toplam agag

Yillar Alan (da) (ton) Verlvm yasta agac vermeyen yasta (adet)
(kg/agac) (det) agac(adet)

2008 5.616.736 952.145 13 72.539.733 26.017.215 98.556.948
2009 5.602.242 830.641 11 75.190.470 25.547.706 100.738.176
2010 5.638.343  1.040.000 14 75.786.306 26.548.089 102.334.395
2011 5.762.158  1.200.000 15 78.765.335 21.491.376 100.256.711
2012 5.861.052  1.340.000 17 80.568.718 23.999.629 104.568.347
2013 5.948.874  1.286.000 15 83.924.959 27.406.319 111.331.278
2014 6.060.417  1.330.000 14 95.193.078 18.376.988 113.570.066

Zeytin agaclarinda tek basina veya birlikte zarar yapan pek ¢ok hastalik, zararl
ve yabanci ot bulunmaktadir. Bunlar gerek yaglik ve gerekse de sofralik zeytin tiretimini
azaltmaktadir. Zeytin liretiminde verim ve Kalitede kayiplara sebep olan hastaliklardan
biri de zeytin yetistirilen her alanda goriilen Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (ex
Smith) (Gardan vd 1992a)’nin neden oldugu Zeytin Uru veya Zeytin Dal Kanseri olarak
isimlendirilen bakteriyel bir hastaliktir (Janse 1982).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss) nin sebep oldugu Zeytin Dal
Kanseri endemik bir hastalik olup siddetli yaprak dokiilmelerine ve zeytin agaclarinin
olimiine sebep olabilmektedir. Zeytin Dal Kanseri hastaligi, dallarda goriilen hiperplastik
simptomlarla karakterize edilmistir. Bununla beraber, iiriin kayb1 ve kalite diistikliigiine
sebep olmaktadir (Varvaro ve Surico, 1984). Patojen, bitki dokularma soguk ve dolu
yaralari, sirikla yapilan hasat sirasindaki agilan yaralar yoluyla girerek bitkilerin dal,
stirglin ve govde kisimlarinda hatta yaprak ve meyvelerinde de goriilebilen urlar
olusturmaktadir (Wilson 1965). Bu yapilar bitkinin besin maddesi ve su alimini
engellemekte ve dolayisiyla bitki giderek canlilifini kaybetmekte ve en sonunda da
tamamen kurumaktadir. Bu kurumalar, olusan urlar nedeniyle yapragin ucuna 6z su

akisini engelleyerek solma kuruma ve erken yaprak dokiimiine neden olmaktadir (Gardan
vd 1992).
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Zeytin ve zakkumdaki ur olusumunun enfekteli dokularda yiiksek miktarlarda,
Pss tarafindan olusturulan, indole-3-acetic acid (IAA) ve sitokinin {iretimi ile baglantili
oldugu belirtilmistir ( Smidt ve Kosuge 1978, Comai and Kosuge 1982, Surico vd 1985).

Zeytin Dal Kanseri baglica Avrupa, Akdeniz iilkeleri ve Kuzey Afrika’da yayilim
gostermistir (Bradbury 1986). Hastalik zamanla yayginligini arttirarak zeytin plantasyonu
tizerinde ilerlemis ve farkli iilkeler boyunca, farkli lokasyonlarda rapor edilmistir (Khlaif
1999).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss) urlarin yanisira, simptom
gostermeyen bitki dallarinda ve yapraklarinda epifitik olarak bulunmaktadir. Bu epifitik
poplilasyon uygun kosullar saglandiginda (yaralanma, yagis, yaprak dokiimii vb.) bitkiye
giris yaparak hastaligi meydana getirmektedir (Ercolani 1978).

Bakteriyel patojenlerin tan1 ve tespiti izole edilen bitkiye, patojene ve yapilmak
istenen tespitin amacina gore degismekte ve gecmisten giiniimiize kadar gelistirilen
yontemler bulunmaktadir. Bunlar; hastalikli bitki materyallerinden, besi ortamlari tizerine
izolasyon, fidelerde belirti izlenmesi, test bitkilerine bulastirma yontemi, bakteriyofaj
yontemi, serolojik yontemler (Presipitasyon, Aglutinasyon, ELISA (Enzim Bagh
Immiinosorbent Deneyi), biyokimyasal yontemler, mikroorganizmalarin yag asidi
kompozisyonunun belirlenmesi, protein elektroforezi, mikroskopi ve genetik
farkliliklarin  esas oldugu yeni biyoteknolojik yontemlerden olan niikleik asit
hibridizasyonu, RFLP (Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi), AFLP (Cogaltilmis
Parga Uzunluk Polimorfizmi), sekanslama, PFGE (Pulsed-Field Jel Elektroforez), klasik
PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve Real-Time PCR (Ger¢ek Zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) gibi yontemlerdir (Buckingham 2011).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin neden oldugu Zeytin Dal Kanseri
hastaliginin etkin anlamda bir kimyasal miicadelesinin olmamasi, patojenin erken
donemlerde tespitini gerekli kilmistir. Bu amagla, ¢alisma kapsaminda Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’ye spesifik primer seti ve prob gelistirilerek, Real-Time PCR
yontemi ile hastaligin direkt bitki dokularindan hizli, hassas ve kesin bir sekilde tani ve
tespiti amaglanmistir. Ayrica, yine bu ¢alisma kapsaminda Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin zeytin agaglari tizerinde, epifitik olarak bulunan popiilasyonu igerisindeki,
sadece canli bakterilerin, Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR yontemi ile tespiti
amaclanmustir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Zeytin Dal Kanseri hastaligi, bitkide olusturdugu urlar sebebiyle eski donemlerde
yumru veya yumrucuk olarak isimlendirilmis ve Milattan 6nce 4. yiizyilda Yunan filozof
Theophrastus tarafindan tanimlanmistir. Eski Romalilar doneminde Milattan sonra 1.
yiizyllda Pliny olarak bilinen hastalik, ¢ok uzun siire bocekler, yanlis tarimsal
uygulamalar veya ¢evresel faktorlerin (diisiik sicaklik zarari, don, sel vb.) sebep oldugu
bozukluklar olarak tahmin edilmistir. 1886°da Arkangeli urlar i¢erisinde yerlesmis olan
bakterileri bulmustur. Savastano, 1887-1889 yillar1 arasinda urlardan bakteriyi izole
etmis, yapay infeksiyonlarla zeytinde urlar meydana getirmeyi basarmistir. Hastaliga
iliskin etiolojik ¢alismalar Erwin F.Smith ve J. B. Rorer tarafindan 1904’te yapilmis ve
1908’de Savastano’nun anisina Bacterium savastanoi olarak isimlendirilmistir
(Panagopoulos 1993). Ferraris tarafindan zakkum (Nerium oleander) bitkisindeki
urlardan izole edilen “Bacterium tonellianum” (Ferraris 1926; Gardan vd 1992) olarak
isimlendirilmistir. Daha sonra Pseudomonas savastanoi var. nerii (Skerman vd 1989,
Gardan vd 1992) olarak isimlendirilen bakteri, Young vd (1978), tarafindan
Pseudomonas syringae igine dahil edilmistir. Janse (1992), yeni bir alttiir olarak
Pseudomonas syringae subsp. savastanoi seklinde yeniden adlandirmistir. Gardan vd
(1992), ntimerik taksonomi ve DNA-DNA hibridizasyonu ¢aligmalarina gore
Pseudomonas syringae subsp. savastanoi’yi ayri bir tlir seviyesine yiikselterek
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak yeniden adlandirmislardir.

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin ait oldugu Pseudomonas grubu
bakteriler morfolojik 6zellikleri bakimindan diiz ¢ubuk seklindedirler ve bir veya birden
fazla polar flagella (kamgi) bulunduran, Gram (-) bakterilerdir (Cizelge 2.1).
Pseudomonas hiicreleri tipik olarak diiz gubuk seklinde olmakla beraber siklikla kiiltiir
ortaminda kivrik cubuk seklinde gézlenebilmektedir. Ortalama boyutlar1 0.5-1 pm ile 1.5-
4 um arasindadir (Palleroni ve Johnson 1989).

Cizelge 2.1. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin bilimsel siniflandirmasi

Alem Bacteria

Boliim Proteobacteria

Simif Gamma Proteobacteria

Takim Pseudomonadales

Familya  Pseudomonadaceae

Cins Pseudomonas

Tiir Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (ex Smith) (Gardan 1992a)

Zeytin Dal Kanseri hastaligi etmeni, Oleceae ve Apocynaceae familyasina ait
farklh bitkilerde yaprak, siirgiin, gévde ve nadiren meyvede ur olusumuna neden olur.
Etmenin konukgulari olarak Zeytin (Olea europea L.) (Smith 1908, Young vd 1978),
Zakkum (Nerium oleander L.) (Wilson 1965), Yasemin (Jasminium officinale L.) (Janse
1981), Disbudak (Fraxinus excelsior L.) (Janse 1981), Forzitya ¢alist (Forsythia sp.)
(lacobellis vd 1998), Mersin c¢alisi (Mirik vd 2006), Cilbirtt c¢alist (Fontanesia
phillyreoides.) (Mirik vd 2011) ve Cin ardici (Loropetalum chinense) (Conner vd 2014)
saptanmuistir.
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Bozkurt vd (2014), Dogu Akdeniz’de yaptiklar1 ¢alismada, nar agaci dal ve
siirgiinlerinde urlara rastlamiglardir. Olas1 hastalik nedenini belirlemek i¢in izolatlara
biyokimyasal testler, yag asidi analizi ve PCR iglemi yapmislardir ve yapilan patojenisite
testleri sonucunda nar agaglarinda urlarin olustugu gézlemlenmislerdir. Pss’ye spesifik
primerlerle yapilan PCR isleminde tiim izolatlardan tek bir amplifikasyon elde edilmistir.
Sekans sonuglarina gore Tiirk izolatlari ile veri tabanindaki Pss gen dizileri %99 oraninda
benzerlik gostermistir. Belirtilere, biyokimyasal, molekiiler ve patojenisite testlerine gore
nar agacinda gézlenen urlarin etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak
belirlenmistir. Bu ¢alisma ile nar, Tirkiye’de ve Diinyada ilk kez, Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’nin konukgusu olarak rapor edilmistir.

Zeytin dal kanseri hastaligi, dallarda goriilen hiperplastik simptomlarla
karakterize edilmistir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin sebep oldugu Zeytin
Dal Kanseri endemik bir hastalik olup, siddetli yaprak dokiilmelerine ve zeytin
agaclarmm oliimiine sebep olabilmektedir. Ayni zamanda, iriin kaybi ve kalite
diisiikliigline sebep olmaktadir (Varvaro ve Surico 1984). Temel olarak dallarda, geng
stirglinlerde, gévdede, yapraklarda ve nadir olarak meyvelerde goriilebilmektedir (Sekil
2.1). Diinyada zeytin yetistirilen neredeyse tiim alanda rastlanmaktadir. Zeytin Dal
Kanseri Hastaligi kalite ve verimde dnemli kayiplara sebep olmaktadir (Young vd 2004).

Sekil 2.1. Zeytin Dal Kanseri hastalig1 sonucu (a) goévde (b) dal (c) yaprak sapinda
olusan urlar (Bu ¢aligmadan)
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Young vd (1996), yaptig1 calismalar sonucu Pseudomonas savastanoi’yi 6
pathovara ayirmistir ve bu pathovarlarin konukgulari listelenmistir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Pseudomonas savastanoi’nin pathovar ve konukgulari

Pathovar Konukgu

Pseudomonas savastanoi pv. fraxini Disbudak (Fraxinus excelsior)
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea Soya (Glycine max)

Pseudomonas savastanoi pv. nerii Zakkum (Nerium oleander)

Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola Fasulye (Phaseolus vulgaris)
Pseudomonas savastanoi pv. retacarpa Ispanyol siipiirgesi (Retema sphaerocarpa)
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Zeytin (Olea europaea)

Zakum (Nerium oleander)

Ligistrum (Ligustrum sp. )

Yasemin (Jasminium officinale)
Forzitya galis1 (Forsythia sp.)

Mersin ¢alis1 (Myrtus communis)
Cilbirt1 ¢alis1 (Fontanesia phillyreoides)
Cin ardic1 (Loropetalum chinense)
Kurtbagr (Ligustrum japonicum)

Ramos vd. (2012), Pseudomonas savastanoi pathovarlarii izole edildikleri
konukg¢unun yaninda diger konukgularada ¢apraz patojenisite ¢aligmalar ile pathovarlar
arasindaki farkliliklarin1 belirlemislerdir. Pseudomonas savastanoi pv. fraxini, nerii ve
savastanoi pathovarlart disbudakda ur olusturuken, retacarpa pathovari ise ur olusumu
gdstermemistir. Zakkum bitkisinde sadece nerii ve Ispanyol siipiirgesinde (Retema
sphaerocarpa) ise sadece retacarpa pathovari ur olusumuna sebep olmustur. (Cizelge
2.3)

Ekonomik agidan etmenin en 6nemli konukgusu zeytindir. Hastalik etmeni yara
patojenidir. Bitki izerinde yara olmadigi durumda patojen, bitkiye giris yapamamaktadir.
Hastalik etmeni enfekteli agaclarin iizerinde bulunan urlarda canliliini siirdiirebilirken,
toprakta uzun siire yasamini siirdiiremez. Urlar tizerinden ve epifitik olarak bulundugu
bitki yilizeyinden, saglikli bitkilere yagmur, riizgar, bocek ve insan faaliyetleri ile
yayilmakta ve yaralardan giris yaparak enfeksiyonu gergeklestirmektedir. Zeytin iiretim
alaninda tekbir agacin Pss ile enfekteli olmasi durumunda bir yildan daha az bir siire
icerisinde bahgenin biiyiik bir kismina yayilabilmektedir. Enfekteli agaclarda bulunan
bakteriler yagmurlu ve 1lik gegen aylarda popiilasyon seviyesini maksimuma
ulagtirabilmektedir (Ramos vd 2012).
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Cizelge 2.3. Pseudomonas savastanoi pathovarlarinin fenotipik ve genetik farkliliklar
(Ramos vd 2012)

Pseudomonas Konukgular . Hormon genlerinin yeri
savastanol pv.  pishudak  Zakkum  Zeytin Slzgfl‘r‘ggil iaaMH iaal ptz
fraxini Sigil benzeri - bSrElelri Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor
nerii Ur Ur Ur - Plazmid Plazmid Plazmid
savastanoi Ur - Ur - Kromozom Kromozom Kromozom
retacarpa - - - Ur Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor

Zeytin, zakkum ve disbudak gibi farkli konukgulardan izole edilen Pseudomonas
savastanoi izolatlari carpraz olarak yapilan patojenisite testleri sonucunda: zeytinden elde
edilen izolatlar sadece zeytinde ur olusturmus, zakkum izolatlar1 zakkum ve zeytinde
simptom olusturuken, digbudaktan izole edilen bakteri ise sadece kendi konukg¢usunda ur
olusturmustur (Iacobellis vd 1998).

Surico (1993), zeytin ve zakkumdan izole edilen Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi izolatlarinin siispansiyonlarini kendi konukgulari olan zeytin ve zakkum
yapraklarina ayr1 ayri inokule edildiginde, zakkumdan alinan izolatlarin hem zeytin hem
de zakkumun zedelenmis yapraklarinda kansere neden oldugunu; ancak zeytin
izolatlarinin sadece zeytin yapraklari lizerinde urlara sebep oldugunu saptamis ve SEM
(Scanning Electron Microscop) galismalari ile de dogrulandigini bildirmistir.

Patojen, bitki dokularina genellikle soguk ve dolu yaralari, sirikla yapilan hasat
sirasindaki agilan yaralar yoluyla girerek bitkilerin dal ve gdvde kisimlarinda hatta
yapraklarinda da goriilebilen urlar olusturmaktadir (Wilson, 1965). Bu yapilar bitkinin
besin maddesi ve su alimmi engellemekte ve dolayisiyla bitki giderek canliligim
kaybetmekte ve en sonunda da tamamen kurumaktadir. Bu kurumalar, olusan urlar
nedeniyle yapragin ucuna 6z su akisini engelleyerek solma kuruma ve erken yaprak
dokiimiine neden olmaktadir (Gardan vd 1992).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi dallarin disinda, koék bogazinda,
yapraklarda ve nadiren meyvelerde gozlenebilmektedir. Urlar 6nce yesil renktedir, sonra
grilesir ve giderek koyu bir renk alir. Urlarin iizeri baslangigta diiz, siingerimsi iken sonra
piiriizlenir, zamanla odunlasir ve sertleserek siyah renk alir. Nemli ilkbahar donemlerinde
urlardan akiskan bir madde yayilir ve bu akiskan madde igerisinde bol miktarda bakteri
bulundurmaktadir. Bitkiler gen¢ donemde hastalandiginda yaslt bitkilere nazaran daha
fazla etkilenmekte ve kurumalar ortaya ¢ikmaktadir. Yash dallarda hastalik siddetine
bagli olarak bitki gelisiminde yavaglama, durma ve verimde azalma meydana
gelmektedir. Cevre kosullarinin hastalik i¢in optimum oldugu donemlerde, hastalik
siddeti daha fazla olur. Bu kosullarda ger¢eklesen enfeksiyonlar, cok daha yogun olup,
birkinin kurumasina sebep olabilir (Gardan vd 1992).

Hastalik 6zellikle ana dal ve siirglinlerde ur olusumuna sebep olur. Bunun yaninda
kok, kabuk, yaprak, yaprak sapi ve meyve dalinda da ur olusumuna sebep olabilir.
Baslangicta urlar yumusak ve sarimsi olmasina ragmen daha sonra sertlesir ve kahverengi
nekrotik alanlar seklinde goriiniir (Janse 2005).
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Bakteri, ki1 bulasik agaglardaki taze urlar igerisinde gegirir. Patojen, urlar
icerisinde y1l boyunca ¢ogalir. Islanma ve nem olmadigi zaman enfeksiyon az goriliir.
Nemli ilkbahar aylarinda urlardan yayilan akiskan maddeye dokunan kuslar, bocekler ve
budama makaslar1 bakteriyi enfektesiz agaglara tasimaktadir. Siyah renge doénen urlar
icerisindeki bakteriler canliligini kaybettigi icin hastalik meydana getirme yetenekleri
yoktur. Patojenin, bitkide hastaliga sebep olabilmesi i¢in mutlaka yaralardan girmesi
gerekmektedir. Dogal acikliklardan girig yapabilmektedir fakat bu yolla giren bakteri
hastaligi meydana getirememektedir. Sirikla yapilan hasat sirasinda siirgiinlerde ve
dallarda meydana gelen yaralar, dolu yaralari, don sebebiyle olusan ¢atlaklar,budama ve
as1 ile olusan Yyaralar, yaprak dokiimii ile meydana gelen yaralar, bocek zarar1 (6zellikle
zeytin sinegi, Dacus olea) ve riizgar esnasinda dallarin birbirine siirtmesi sonucu agilan
yaralar bakterinin bitkiye giris yollaridir. Bakteri, budama aletleri ve diger ekipmanlarla
da diger bitkilere tasinabilir. Sicaklik, hastaligin olusumunda 6nemli bir etken degildir.
Hastalik etmeninin gelismesi i¢in optimum sicaklik 22-24°C; maksimum 32°C ve
minimum 5-10 °C'dir (Saygili vd 2008).

Patojen, zeytin bitkilerinde soguk, dolu, bocek zarari, kiiltiirel islemler vs.
sebebiyle agilan yaralardan kolaylikla girmekte, bitkilerin dal ve gévde kisimlarinda hatta
yaprak ve meyvelerinde goriilebilen ur seklinde odunsu yapilar olusturmaktadir.
Enfeksiyon kambiyum aktivitesine ihtiya¢ duyar ve enfeksiyon {i¢ asamada gergeklesir.
Bu asamalar; bitki dokularinda bakterinin kolonize olmasi ve yumusak bosluklarin
meydana gelmesi, enfekteli bosluklarin etrafinda bitki hiicrelerinin ¢ogalmasi, ksilem ve
floem hiicrelerinin farklilagsmasi seklindedir ( Wilson 1965).

Varvaro ve Ferulli (1983), yaptigi bir calismada patojenin zeytin bitkisinin tim
toprak Ustii aksamlarinda yayilabildigini ve cogalabildigini gostermistir. Yapraklara
spreyleme yontemiyle yapilan bulastirma sonrasi, bakteriyel popiilasyonun oldukga az bir
miktarinda 3-5 giin igerisinde Oliim gdzlemlenmistir. Bulastirmadan 30 giin sonra
yapraklardaki popiilasyon yaklasik olarak 10® cfu/ml olarak tespit edilmistir.

Bitkinin genotipi, bitkinin yasi, Pseudomonas savastanoi’nin enfeksiyon
alanindaki konsantrasyonu ve ilgili bakteri ile diger bakteri tiirleri arasindaki interaksiyon
gibi bir takim faktorler hastalik gelisimini etkilemektedir (Marchi vd 2006, Penvalyer vd.
2006).

Hastalik gelisiminde sicaklik sinirlayict bir faktor degildir. Patojenin gelisimi igin,
minimum 5-10°C, optimum 22-24°C, maksimum 32°C’dir. Dogal infeksiyonlarin biiyiik
cogunlugu ekim ile haziran aylari arasinda yagmurlu gecen periyotlarda olusmaktadir.
Urlar ise agaclarin aktif olarak gelisiminin stirdiirdiigti bahar ve yaz donemleri basinda
meydana gelmektedir. Bu sebeple sonbahar sonunda meydana gelen enfeksiyonlar bahara
kadar fark edilmemektedir. Ancak ilkbahar’daki enfeksiyonlardan 10-15 giin sonra
urlarmn belirgin hale geldigi gézlemlenmistir (Teviotdale 1994).

Urlarin ve epifitik bakteriyel popiilasyonun bulundugu alanlarin inokulum
kaynag1 oldugunu belirlenmistir. Yagmurlu sezonlarda (Nisan ve Kasim aylar1 arasinda)
su, patojeni bitkinin odunsu dokularina transfer ettiginde enfeksiyonlar meydana
gelmekte ve enfeksiyon, 4-38 °C arasinda gergeklesebilmektedir. Fakat optimum 23-24
°C’de olugmaktadir (Cayuela vd 2006).

17



KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI Dogancan AKTAS

Zeytin Dal Kanseri hastaliginin tipik belirtileri, konukgu bitkilerin siirgiin ve
dallarinda, dokiilen yaprak izleri veya c¢esitli sekillerde olusan yaralar {izerinde gelisen
Pss’nin sebep oldugu 1-5 cm capindaki urlardir. Genellikle hasat sirasinda agilan
yaralarin yiizey alanmin biiylik olmasi, bu bolgelerde goriilen urlarin ¢ok biiyiik
olmasmin sebebidir. Urlar su ve besin maddesi iletimini engelleyerek, yaprak
dokiilmelerine, siirglinlerin ve dallarin kuruyarak canliligini kaybetmesine neden
olmaktadir (Teviotdale 1994).

Hastalik baslica Avrupa, Akdeniz {ilkeleri ve Kuzey Afrika’da yayginlik
gostermistir (Bradbury 1986). Zamanla yaygmligini arttirmig, zeytin plantasyonu
tizerinde ilerlemis ve iilkeler boyunca, farkli lokasyonlarda rapor edilmistir (Khlaif 1999).
Diinya genelinde farkli arastiricilarin yaptigi Sorvey caligmalarinda Pseudomonas
savastanoi nin Ispanya (Alanso vd 1988), Fas (Meknes ve Zerhoun Bélgesi) (Benjama
vd 1993), Urdiin (Tehabsim vd 1991), Tunus (Boulila ve Mahjoub 1994), ABD-
Kaliforniya (Teviotdale 1994), Portekiz (Fernandes 1994)’de mevcut oldugunu
gozlemlenmistir. Yunanistan’da yapilan ¢alismalarda Pss’nin zakkum (Nerium oleander)
ve yasemin (Jasminum spp.)’de dogal enfeksiyonlara sebep oldugu belirtilmistir
(Panagopoulos 1993). Hastaligin ABD’de fidanliklarda 6nemli kayiplara neden oldugu
(Azad ve Cooksey 1995), Portekiz’de de verim kayiplarina neden oldugu belirtilmektedir
(Marcelo vd 1999).

Karaca (1977)’de hastaligin Karadeniz, Marmara, Ege, Akdeniz ve Giiney Dogu
Anadolu’da goriildiigiinii ancak Ege ve Akdeniz bolgelerinde daha siddetli oldugunu
bildirmistir. Tirkiye’de bu hastaligin zeytinlerde varligt uzun zamandir bilinmesine
ragmen,; ilk caligmalar Ege Bolgesinde Azeri (1993), Bati Akdeniz Bolgesinde Basim ve
Ersoy (2000), Ersoy (2002), Aydin ve Mugla illerinde Tath ve Benlioglu (2004), Dogu
Akdeniz Bolgesinde Mirik vd (2004), Giineydogu Anadolu Bolgesinde Kavak ve Ustiin
(2009), Adana, Samsun ve Tekirdag’da Mirik vd (2011) tarafindan yapilmistir.

Ulkemiz topraklar1 zeytin yetistiriciligi bakimindan hem ulusal olarak hem de
uluslararasi Olgiilerde iklimsel ve cografik avantajindan dolayr oldukga verimlidir.
Ulkemizde zeytincilik tarim sektdriiniin dnemli bir pargasi olmakla birlikte iiretim
kapasitesini arttirmak i¢in de yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyan bir sektordiir. Bati Akdeniz
Bolgesi’nde yapilan gozlem ve galismalar sonucu Zeytin Dal Kanseri Antalya ili ve
ilgelerinde (Manavgat, Serik, Aksu, Kas, Kale, Dosemealti) %80 oraninda, Serik
yoresinde, Edincik-su zeytin ¢esidinde; %10 oraninda, Kas-Dalyan yoresinde, kan zeytini
cesidinde; diger yorelerde ise %15-21 arasinda degisen oranlarda tespit edilmistir (Basim
ve Ersoy 2000).

Braun vd (2001), fitopatojenik Pseudomonas’larin bitkilerde farkli simptomlar
gostererek kanserler, geriye dogru oliimler, ¢igek, siirgiin, yaprak ya da cekirdekte
yanikliklar, yaprak lekeleri (Pseudomonas syringae patovarlari), yumusak ya da
kahverengi ciiriikliikler (P. viridiflava, P. marginalis patovarlari), tiimor ya da urlar (P.
savastanoi patovarlar1) ve mantar yanikliklar1 (P. tolaasii, P. agarici) gibi hastaliklara
neden oldugunu bildirmiglerdir. Pseudomonas’larin ¢ogunun bitkinin yesil aksaminda
epifitik olarak bulundugunu ya da rizosferde yer aldigini bu yiizden tek bir tanilama
yonteminin Yeterli olmayacagini; segici besiyeri kullanimi, biyokimyasal/besinsel,
patojenisite ve molekiiler testlerin kombinasyon olarak uygulanmasini onermislerdir.
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Bununla birlikte bir¢ok patojen Pseudomonas’in tanisi basit birkag test ile yapilabilecegi
bildirilmistir.

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi 'nin biyokimyasal olarak testlenmesi i¢in
levan, oksidaz, patateste yumusak ¢iiriikliik, arjinin dihidrolaz ve tiitiinde asir1 duyarlilik
testlerini kapsayan LOPAT testleri yapilmaktadir. Ek olarak 37 °C’de gelisim, jelatin
hidrolizi, eskulin, nitrat rediiksiyon testi, indol olusumu, karbon kaynaklarindan
yararlanma testleri uygulanmaktadir (Lelliot vd 1966).

Yapilan smiflandirma ¢alismalarinda, 40'dan fazla biyokimyasal ve fizyolojik
Ozellik strainler {izerinde denenmis ve yapilan calismalarda biitiin Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi strainlerinin yaklasik olarak ayni karakteristige sahip oldugu,
onemli farkliliklarin ise levan olusumunda, IAA ve sitokinin benzeri bilesiklerin
tretiminde goriildigi tespit edilmistir. Bu bahsedilen iki madde disbudaktan elde edilen
izolatlar tarafindan {iretilmemekte ya da ¢ok az miktarda tiretilmekteyken, bu maddeler
diger konukgulardan elde edilen izolatlar tarafindan daha fazla iiretilmektedir. Yapilan
testler sonucunda farkli konukgulardan elde edilen Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi izolatlar1 morfolojik, biyokimyasal ve serolojik olarak ayirt edilememistir.
Disbudak ve diger konukgu bitkiler arasindaki ayirim patojenisiteyle ilgili olan 1AA ve
sitokinin maddelerinin iiretimiyle yapilmaktadir. Bununla birlikte farkli konukcu
bitkilerden elde edilen izolatlar farkli patojenisite ve farkli konukgu bitki dizilisi
gostermektedirler. Ayn1 zamanda dis budaktan elde edilen izolatlar patojenisite testleri
ile diger konukgulardan elde edilen izolatlardan rahatlikla ayirt edilebilmektedir. Bunun
yaninda konukcu spesifikligine bir baska 6rnek olarak zakkum izolatlarinin, zeytin
bitkisinde ur olusturabilmelerine ragmen, zeytin izolatlarinin diger konukgu bitkiler harig¢
zakkumda ur olugturmadig1 gértilmiistiir (Surico ve Iacobellis 1992).

Azad ve Cooksey (1995), zakkumdan izole edilen izolatlarin teshisi igin
"Oleander Knot Agar" olarak adlandirdiklart OKA yari secici besi ortamini dizayn
etmiglerdir. 38 farkli cografik bolgeden toplanmis Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi izolatlart OKA' da gelistirilmis ve ortalama olarak %43.6 oraninda bir basari
saglanmistir. OKA ortami diger ortamlarla karsilastirildiginda saprofittik bakterilerin
gelisimini %89-96,7 oraninda engellendigi tespit edilmistir. Diger test edilen bitki
patojeni bakterilerin % 44'iiniin bu ortamda gelisme gosteremedigi belirlenirken, %13 ise
az gelisme gostermistir.

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin yapilan tanilama teknikleri igerisinde
bakteriyel izolasyonlar, bunu takiben yapilan patojenisite testleri ve biyokimyasal veya
serolojik testler bulunmaktadir. Bunlardan biri olan yar1 se¢ici ortam kullanimi, PSS nin
izolasyonunu diger bakterilerle olan karisik oldugu durumlarda kolaylastirmaktadir. Yari
segici besi ortam1 olan PVF1 igerisinde; 10 ml glycerol, 30 g sukroz, 2.5 g Difco casamino
acid, 1,96 g dipotassium phosphate trihydrate, 0,4 g magnesium sulfate heptahydrat, 0.4
g SDS, 16 g agar, 1 It distile su bulunmaktadir. PVF1 seciciligine ragmen, Gram (-) baska
bakteriler ortamda gelisebilmektedir. Ama bu bakteriler Pss’den UV 15181 altinda floresan
151k verememeleriyle ayirt edilebilmektedir (Penyalver vd 2000).

PVF-1 ortami genel olarak, bitki materyalleri O6rneklendiginde yapraklarla

baglantili saprofitik bakterilerin gelisimini %90 ve daha fazla engellemektedir. Zeytin ve
zakkum bitkilerinden Pss’nin izolasyonunda PVF-1 ortaminin kullanimiyla bakteri saf
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kiiltiir olarak elde edilebilmektedir. Normal olarak, Pss gen¢ dokulardan izolasyonu, taze
enfekteli bolgeler ele alindiginda ve distile su ya da fosfat buffer icerisinde siispansiyon
haline getirilerek kiiciik pargalarinin petri kaplarina yayilmasiyla saglanir. Diger taraftan
yash catlaklardaki gallerden Pss’nin izolasyonu, ¢ok sayida farkli Ozellikte teshis
edilmemis sar1 pigmentli bakterilerin varligindan ve hastalikli dokulardaki canli
popiilasyonunun azligindan dolay1 zordur (Basim ve Ersoy 2000).

Farkli zeytin alanlarindan toplanan hastalikli bitki materyallerinden Pss’nin
izolasyonunu yapmak i¢in, dallar {izerinde olusmus olan urlar dallardan ayrilmustir.
Oncelikle grimsi yesil tondaki urlar dikkate almarak eger alinan urlarin iist yapisi
odunsuysa dncelikle bu odunsu dokunun iist sert tabakas1 kazinmistir. Ust yiizeydeki sert
tabaka kazinan urlar %96' lik alkole batirilarak kisa siire ile atesten gegirilmis ve birkag
damla fosfat buffer ile steril porselen bir havan i¢inde iyice ezilerek 2-3 saat
bekletilmistir. Eger doku yumusaksa ur dokusunun yiizeyi alkolle silinerek ve yine birkag
damla steril fosfat buffer eklenerek porselen havan icinde ezilmis ve 2-3 saat
bekletilmistir (Lelliot ve Stead 1987).

Yapilan izolasyon ¢aligmalarinda urlu bolge ile birlikte saglikli bolgeden 0.5-1 cm
ortalama biiyiikliige sahip parcalar kesilerek %70'lik etil alkol i¢erisinde 1-2 dakika siire
ile bekletilmistir. Kesilerek alkol igerisinde bekletilmis bu pargalar 1-2 ml steril saf su
kullanilarak, steril havan igerisinde ezilmistir. Islem sonucu elde edilen siispansiyondan
bir 6ze dolusu alinarak, ¢izgi ekim yontemi kullanilarak besi ortamlarina ekim
yapilmistir. Besi ortami olarak Surico ve Lavermicocca (1989)'nin belirttigi yontem temel
alinarak hazirlanan PVF-1 yari segici besi ortami kullanilmistir. Cizgi ekim yontemi ile
ekim yapilmis olan besi ortamlar1 24-48 saat inkiibe edilmis ve besi ortaminda pozitif
kontroller (Psv 19 ve Psv 1) ile benzerlik gosterenler segilmistir. Segilen koloniler yavas
gelisen, 6 giin icerisinde diizgiin, ¢apt 2-3 mm olan, grimsi-beyaz renkli, kenar kisimlari
hafif kabarik ve UV 1sik altinda soluk mavi floresans 1g1ma gosteren kolonilerdir. Bu
koloniler Nutrient Agar (NA) besi ortamlarina saflastirilmistir. Bu sekilde elde edilen
izolatlar patojenisite testlerinde ve diger calismalarda kullanmak amaciyla %15 glycerol
ve Nutrient Broth (NB) igeren tiiplerde -80°C’de stoga alinmistir (Tath ve Benlioglu
2004).

Aydin ve Mugla illerinde ve ¢evre kdylerinde yapilan calismada, bakteriyel
izolasyonlar King’s B ve PVF-1 besi ortamlarina yapilmistir. Bu sekilde elde edilen
izolatlarin patojenisite ve viriilenslik testleri yapilmistir. Yapilan testlerde 62 izolatin 58
tanesi zeytin dallarinda, degisik boyutlarda, urlara neden olmustur. Zakkum bitkisi
lizerinde yapilan testler sonucu, sadece zakkum izolatlarinin ura neden oldugu
gozlenirken, zeytin izolatlarinin ise zakkum iizerinde herhangi bir ur olusumuna neden
olmadigr gozlemlenmistir. 58 izolattan 41 tanesi King’s B besi ortamlarindaki
inkiibasyonu sonucunda UV 1s1k altinda fluoresan pigment olusturmustur. Testlenen tiim
izolatlar xyloz, sorbitol ve gliserol kullanmistir. Yine tiim izolatlar tiitnde asir1 duyarlilik
reaksiyonu vermis fakat eskulin hidrolizi, nitrat rediiksiyonu, arginin, jelatin, 37 °C’de
gelisme, % 5 nutrient sakkaroz agar’da levan olusturma, erythritol, indol ve trehaloz,
sellobioz, raffinoz’dan yararlanma testlerinde negatif sonug vermistir. L-tartarik, Meso-
tartarat ve malonik asitten yararlanma testlerinde ise degisken sonuclar elde edilmistir.
Bakteriosin iiretimi zeytin izolatlarinda go6zlenirken zakkum izolatlarinda ise
gozlenmemistir. 22 tane Pseudomonas savastanoi izolatinin SDS-PAGE yontemi ile tiim

20



KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI Dogancan AKTAS

protein icerikleri incelenmis ve zeytin izolatlarinin arasinda bir farklilik tespit
edilememistir (Tatl1 2004).

Enfekteli agacglardan alinan 6rnekler steril havan igerisinde ezilmis ve elde edilen
s1v1 bir 0ze ile alinarak SNA besi ortamina tek koloni ¢izim yontemi ile ekim yapilmistir.
27°C de 4 giin inkiibasyondan sonra gelisen bakteri kolonileriden kiigiik (1-3 mm),
piiriizsiiz, yiikseltili, grimsi beyaz, kenarlar1 sinirlanmig olanlart Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi olarak degerlendirilmistir. SNA besi ortaminda gelisen bu koloniler King’s
B besi ortamina ¢izilmis ve bakteri bu besi ortaminda yesil pigment olusturmustur. Ayrica
bu King’s B ortamindaki bu koloniler UV 1si1k altinda floresan 1g1ma vermistir (Surico ve
Lavermicocca 1989, Krieg ve Holt 1984).

Patojenin virulensligi, ura ve tiimore sebep olmasi, enfekte edilen bitkinin yas1 ve
bitkinin i¢inde bulundugu periyodik donem patojenin degerlendirilmesi agisindan 6nemli
etkenlerdir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi strainleri genel olarak zeytin
agaclar lizerinde yiliksek virulenttir fakat belirli ¢esitler ve strainler arasinda farkli
baglantilar oldugu bulunmustur. Patojenin yara cevresindeki etkisi belirli ¢esitlerdeki
hastalik siddetini etkilemektedir. ikincil enfeksiyonlar sonucu olusan tiimérlerin, ilk
enfeksiyondan etkilenmeyen yara dokulari {izerinde olustugu baskin bir diigiincedir.
Yapilan c¢aligmalar sonucu Zeytin Dal Kanseri Hastaligina dayanikli bir ¢esit
bulunamamustir (Penyalver vd 2005).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi konuk¢usu olan bitkilerin hiicreleri
arasinda indol 3-asetik asit (IAA), zeatin, transzeatin ribozid gibi bitki biiylime
hormanlarinin salgilamasiyla ur olusumuna sebep olmaktadir. PSS ur olusumuna sebep
olmakta fakat bunu yaparken Agrobacterium tumefaciens 'te oldugu gibi herhangi bir
DNA transferi yapmamaktadir (Panagopoulos 1993).

Zeytin ve zakkum bitkilerinde ur olusumu, enfekteli dokular icersinde yiiksek
miktarlarda patojenik bakteri tarafindan olusturulan indole-3-acetic acid (IAA) ve
sitokinin {iretimi ile yakindan iliskili oldugu belirlenmistir (Smidt ve Kosuge 1978,
Comai vd 1982, Surico ve lacobellis vd 1985).

Sitokinin iiretimi urlarin gelismesini etkilerken IA A {iretimi hastaligin inkiibasyon
stiresini kisaltir (Surico vd 1985). Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Indole-
acetamide yoluyla L-tryptophan iizerinden IAA’i olusturur. IAA’nin sentezlenmesinde
iki enzim goérev almaktadir; 1) Tryptophan 2-monooxygenase enizimi, L-tryptophan’t
Indole acetamid’e doniistiiriir 2) Indoleacetamide hydrolase enzimi, IAA, amonyumu
olusturur ve Indoleacetamide’in hidrolizini katalizler (Wilson 1965). Bu iki enzim i¢in 2
farkli gen tanimlanmistir. Tanimlanan genler iaaM ve iaaH genleridir (Comai ve Kosuge
1982). Bu genler, zeytinden izole edilen Pss strainlerinde kromozom {iizerinde,
zakkumdan izole edilen strainlerde ise plazmid tizerinde taginirlar (Comai ve Kosuge
1980).

[AA iiretimi ile Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin virtilensligi arasinda
dogrudan 1iliski vardir. PsS’nin viriilensliginin olusumunda enzim tryptophan 2-
monooxygenase merkez rol oynamakta ve biitiin IAA operonun viriilenslik i¢in mutlak
gerekli oldugunu gostermektedir. IAA ve zeytin yapraklari ile yapilan c¢alismalarda,
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simptom olusumu ile IAA arasinda direk iliski oldugu ve Pss’ye dogaga secicilik
kazandirdigi goriilmistiir (Surico ve lacobellis 1992).

Patojenisite i¢cin mutlak gerekli olan IAA’nin sentezlenmesinden sorumlu olan iki
gen (iaaM ve iaaH) ve Agrobacterium tumefaciens 'in sebep oldugu kok uru hastaliginin
olusmasinda gerekli olan Ti plazmidi {izerinde bulunan tmsl ve tms2 genleri arasinda
homoloji vardir. Her iki patojen de ur olusturabilmek icin bu genlere gereksinim duyar
fakat bu iki patojenin ur olusturma mekanizmalar1 oldukga farklidir (Powell ve Morris
1986).

Sisto vd. (1999), Willis vd (1991) patojen bakterilerin genomlari tizerinde yer alan
hipersensitif reaksiyon ve patojenisite genlerinin (hrp), konukgu olan bitki ve patojen
bakteri arasindaki pozitif iliskinin gergeklesmesi i¢in mutlak gerekli oldugunu
bildirmislerdir. Hrp genleri mutasyona ugratilmig bakteriler konukgusu olmayan
bitkilerde ve hassas olan konukgularinin dayanikli gesitlerinde hipersensitif reaksiyon
meydana getirememislerdir. Willis vd. (1991), Bonas (1994), Sisto vd (1999),
Pseudomonas, Erwinia, Xanthomonas ve Ralstonia gibi genelde konukgulari tizerinde
nekrotik simptomlar olusturan bitki patojeni bakteri cinlerinin hrp genlerini genonlari
tizerinde bulundurduklarini belirlemislerdir.

Hassas iki zeytin ¢esidi Arbequina ve Picudo tizerinde 4 yil siiren bir ilag
denemesi yapilmustir. Bakir oksikloriir, Bakirkalsik siilfat + Mancozeb ve Asibenzoler-
S-metil’in Zeytin Dal Kanseri Hastaliginin ortaya ¢ikisi ve PSS popiilasyonu tizerindeki
etkisi degerlendirilmistir. Her iki Bakir uygulamasi sonucu PsS’nin izole edilme orani
azalmistir. Asibenzoler-S-metil uygulamasinin ise PSS popiilasyonunda veya hastalik
olusumununda bir etkisi gdzlemlenmemistir. Ug yilda, 5 Bakir uygulamasi yapilan
bitkilerde hastalik olusumu, Bakir uygulanmayan bitkilere gore oldukca diisiik miktarda
gbzlemlenmistir. Bu sonuglar, Bakir uygulamalarinin Zeytin Dal Kanseri hastaliginin
ozellikle yiiksek yogunluklu bahgelerde, entegre bir kontrol programi kapsaminda diizenli
olarak gergeklestirilmesi gerektigini ortaya koymustur (Quesada vd 2010).

Ispanya Diinya Zeytin Gen Bankasi’ndan alinan zeytin gesitleri ile yapilan
calismada zeytin fidanlarinin farkli bolgelerine ve farkli dozlarda bulastirmalar
yapilmustir. Bazi ¢esitlerde uygulanan Pss dozu ile hastalik siddeti arasinda pozitif bir
baglanti goriilmiistiir. Bulagtirmanin yapilmadigi bolgelerde goriilen ikincil urlar, Pss’nin
zeytin fidanlar1 iizerindeki hareketini gostermistir. Zeytin g¢esitlerinin hassasliklar
arasinda farklar gézlemlenmis fakat Pss’ye dayanikli bir ¢esit bulunamamistir (Penyalver
vd 2006).

Marchi vd (2009), Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin zeytin agaglari
icerisinde yayilmasina yonelik histolojik calismalar yapmislardir. Arastirmalarina gore
Pss ve zeytin bitkileri arasindaki etkilesimin, yliksek oranda ur olusumuyla
sonuglandigini bildirmislerdir. Histolojik calismalarimin sonucglarina gore bakteriyel
patojen Pss, bitki icerisinde ksilem borular1 boyunca lokalize olmakta ve sistemik bir
yayilim gostermektedir. Bitkinin farkli bdolgelerine bu yolla tasinarak, sekonder
enfeksiyonlar meydana getirmektedir.

Patojen bakteri Pss, olusturdugu urlar igerisinde yasamini siirdiirmekte ve
cogalmaktadir. Pss yagmurlu donemlerde yikanmanin etkisiyle digar1 ¢ikmakta ve bitki
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lizerinde diger kisimlara taginmaktadir. Yagmurlu periyotlarda, yliksek nemin de etkisiyle
ur olusumu tesvik edilmektedir (Panagopoulos 1993; Teviotdale 1994). Geng urlar agik
yesil renkte iken, yasl urlar genellikle giderek koyu renk almakta ve piiriizlii, kaba bir
gorlinlime sahip olmaktadir. Geng urlarin i¢ kismi yash urlara gore oldukca yumsak
yapida olup siingerimsidir. Bu yap1 igersinde parlak, yapiskan ve sulu bakteri keseleri
bulunmaktadir. Zeytin meyvesi lizerinde meydana gelen enfeksiyonlar dairesel, 0.5-3 mm
capinda, koyu kahverengi lekeler, lentisellerden baslayan siyahlagmalar ve doku igerisine
batik bir goriintime sahiptir. Kahverengi, siyah lekeler zaman igerisinde birleserek daha
genis lezyonlara sebep olabilmektedir. Yukarida anlatilan simptomlar ilk kez ‘Zachos’
tarafindan Yunanistan’da tarif edilmistir (Panagopoulos 1993).

Yeni enfeksiyonlar i¢in inokulum kaynagi geng timdrlerde yasayan Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi popiilasyonu tarafindan saglanir ama ayni1 zamanda Pss dogal
olarak saglikli zeytin agacglarinda yaprak yiizeyinde, dal yiizeyinde, govdede ve meyvede
epifitik olarak bulunmaktadir. Pss’nin epifitik popiilasyonu yeni enfeksiyonlar i¢in
onemli bir inokulum kaynagi olup, yogunlugu; sezona, agacin yasina, hava kosullarina
ve bolgelere gore degisiklik gostermektedir (Ercolani 1978).

Quesada vd (2010), Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin epifitik
popiilasyonu iizerinde ¢alismalar yapmislardir. Calisma kapsaminda 4 yildan fazla bir
stire boyunca Pss inokule edilmemis bitkiler ile urlar vasitasiyla inokulasyon yapilmis
bitkiler karsilastirilmistir. inokulasyon yapilmis bitkilerde ve kontrol olarak segilen
bitkilerde hastalik siddeti Ol¢iilmiistiir. Hastalik siddeti Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi inokule edilmis agacglarda yiiksek bulunurken; epifitik popiilasyon gegisi PSS
inokulasyonu yapilmis bitkilerden, inokulasyon yapilmamis bitkilere dogru olmustur.
Calisma sonucunda Zeytin Dal Kanseri hastalig1 siddeti yiiksek seviyelere ulasmistir. PSS
inokule edilmemis bitkilerden izole edilen epifitik popiilasyon molekiiler karakterizasyon
caligmalar1 sonucunda, PSs inokule edilmis bitkilerdeki popiilasyonla ayni oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak, zeytin agaclar {lizerinde epifitik olarak bulunan Pss’nin, kisa
mesafelere hareket ettigi ve epifitik Pss’nin varligiyla agaclardaki ur sayisi arasinda
baglant1 oldugu belirtilmistir.

Bitkilerin kambiyum tabakasmin aktif oldugu ve Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi popiilasyonunun yiiksek oldugu periyotlarda, ilkbahar donlar1 etkisiyle
yaralanan bitkilerde hastalik siddeti artmaktadir. Pss y1l boyunca aktif olmasa dahi yaprak
yiizeylerinde epifitik olarak bulunabilmektedir. Arastirmalar sonucu Pss’nin simptom
gostermeyen yapraklar {izerindeki sayisinin tek bitkide var olan hastalikla ilgili olmadigi
gorilmiistiir. Epifitik popiilasyonun sayisinin ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde arttigi,
yaz ve kis donemlerinde ise daha diisiik yogunlukta oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar
Pss’nin Ozellikle bu mevsimler siiresince 6nemli bir inokulum kaynagi oldugunu
desteklemistir. Yabani tip strainler zeytin bitkileri tizerinde kolayca ¢ogalabilirken, IAA
eksik mutantlarin ¢ogalmalari, yapraklara yapilan inokulasyondan son neredeyse hig
gozlemlenmemistir. Bu dogrultuda IAA iretiminin PSS’nin hastalik olusturmada
gerekliliginin yaninda, PsS’nin epifitik canliligiyla da iligkisi oldugu desteklenmistir
(\Varvaro ve Surico 1984).

Ercolani (1993), zeytin bitkisi lizerindeki urlardan ve zeytin yapraklarindan

Pseudomonas syringae pv. savastanoi’leri elde etmis ve elde ettigi bu izolatlarin
karsilagtirmasini yapmustir. 20 zeytin bitkisinden, 25 ur ve 100 adet yapraktan patojeni
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izole etmistir. 60 farkli karakter kullanarak numaratik analizler yapmis ve sonucta 6 aylik
zeytin bitkileri tizerindeki urlardan Ekim ve Nisan aylarinda izole ettigi izolatlar arasinda
benzerlik bulmustur. Buldugu bu benzerlik Nisan ve Ekim aylarinda, yapraklardan elde
ettigi izolatlar arasindaki benzerlikten daha fazla ¢ikmistir.

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin zeytin agacinin dallarinda ve diger
toprak istii aksaminda olusturdugu urlarin i¢ kismi sadece Pss i¢in degil Pantoea,
Pectobacterium, Erwinia ve Curtobacterium cinslerine bagli bir ¢ok tiir i¢in iyi bir yasam
ortamidir. Urlar igerinden siklikla patojenik olmayan Erwinia toletana (Da Silva vd
2013), Pantoea agglomerans (Moretti vd 2014), ve Erwinia oleae (Moretti vd 2014)
tiirleri izole edilebilir. Patojenik olmayan bu tiirler hastalik siddetinin degismesinde Pss
ile igbirligi yapar. Pss’nin tek basma inokule edilmesiyle olusan urlarin, bu tiirlerle
birlikte yapilan inokulasyona gore daha kiiciik oldugu gozlemlenmistir. Patojenik
olmayan bu bakteriler ¢esitli metabolitlerin degisiminde ve quorum sensing sinyallerinin
aktarilmasinda yardimcidir.

Marchi vd. (2006), Zeytin Dal Kanseri hastalig1 iizerinde yaptigi sorvey
caligmalarinda elde ettikleri urlarin %70’inde Pantoea agglomerans ile Pseudomonas
savastanoi pv.savastanoi arasinda pozitif bir iliski belirlemislerdir. Patojenisite
calismalar1 icin 1 yasindaki zeytin bitkilerinin govdelerine bu iki bakteri inokule
edilmistir ve ¢alisma sonucu Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi populasyonlarinin,
P. agglomerans’in popiilasyonlarinin ~ gelisimini  destekledigi goériilmustiir. P.
agglomerans popiilasyonlarinin inokulasyon boélgesindeki baskin gelisimi ise yer, besin
rekabeti ve P. agglomerans’in antibiyotik {iretimi nedeniyle PSS gelisimini baski altina
almistir. Sitokinin {iretmeyen P. agglomerans’in irettigi IAA’nin ise, Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’nin olusturdugu urlarin  boyutunu  kii¢ilttiigiinii
belirlemiglerdir.

Zeytin Dal Kanseri hastaliginin miicadelesinde, diger bakteriyel hastaliklarda
oldugu gibi kimyasal kullanim1 sinirli oldugu igin, kiiltiirel miicadele yontemleri ¢cok
onemlidir. Bu amac¢ dogrultusunda; yaralanmalar1 engellemek amaciyla don riskinin
oldugu yerlere bahge tesisinden kaginilmali, taban suyunun yiiksek olmasindan
kagmilmalidir. Fazla suyu uzaklastirmak icin kurutma kuyulari agilmalidir. Zeytin
fidanlarinin bulagik olmamasina dikkat edilmeli, fazla azotlu giibrelemeden uzak
durulmali, diger bitki besin elementleri de uygun programlar dahilinde uygulanmalidir.
Hasat sirasinda olusabilecek yaralanmalardan kaginmak i¢in sirikla hasat yapilmamalidir.
Budama islemlerinde kullanilan aletlerinin dezenfeksiyonuna dikkat edilmeli, bu aletler
% 1’lik sodyumhipklorit (NaOH) ile muamele edilmelidir. Nemli giinlerde budama
yapilmamalidir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin yara patojeni oldugu
unutulmamali ve olabilecek biitiin yaralanmalardan kaginilmalidir. Yapilacak kiiltiirel
islemlere herzaman saglikli bitkilerden baglanmalidir. Bakir igerikli preparatlar hastaligin
yayilmasini azaltacagi ve koruma saglayacagi i¢in, PSS popiilasyonunun yiiksek oldugu
ilkbahar déoneminde ve hasat sonras1 donemde uygulanmalidir (Ramos vd 2012).

Zeytin Dal Kanseri etmeni Pss igin antibiyotik kullanimi, bitkinin hassas oldugu
evrede cok fazla sayida deneme gerektirecegi i¢in ekonomik olarak yapilamamaktadir.
Bu sebeple Zeytin Dal Kanseri ile miicadelede kiiltiirel 6nlemler 6nem kazanmaktadir.
Zeytin agaglarinin yaralanmasini engellemek, eger miimkiinse hasati elle yapmak, temiz
tiretim materyali kullanmak, bahge tesis edilecek alani dogru se¢mek alinabilecek
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onlemler arasindadir. Patojenin zeytin bitkileri arasinda taginmasini engellemek amaciyla
budama aletlerini dezenfekte ederek kullanmak gerekmektedir (Cavusoglu ve Cakir
1998).

Bakirli preparatlar sistemik olmayan enfeksiyonlarda sonuca ulasirken, bitki
iletim demetlerinde kolonize olmus veya bitki i¢erisinde bulunan bakteriyel patojenleri
engellemede etkili olamamaktadir. Bu amagcla biyolojik miicadele, farkli ugucu yaglarin
etkilerinin denenmesi gibi yontemler arastirilmaktadir (Oksel 2014). Krid vd (2011),
zeytin alt suyunu Pss’ye kars1 in vitro’da denemislerdir. Petri kaplarinda gergeklestirilen
bu denemede zeytin alt suyunun Pss gelisimini engelledigini bildirmislerdir.

Pistacia ve Schinus tiirlerinden elde edilen yaprak oOziitleri, igerisinde
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin de bulundugu farkli bitki patojeni bakterilere
karsi denenmistir. Deneme sonucunda Pistacia tiirlerinin antibakteriyel etkisi tespit
edilirken, Schinus tiirlerinin ise antifungal etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Rhouma vd
2009).

Zakkum ve zeytin izolatlari ile yapilan ¢aligmada indol-3-acetic acid ve sitokinin
sentezinden sorumlu iaaM (tryptophan monooxygenase) ile ipt (isopentenyl transferase)
genlerinin plazmid veya kromozom {izerinde bulunma yerleri arastirilmistir. Kullanilan
10 zakkum izolat1 zeytin ve zakkumda ur olustururken, bakteriosin tiretmemistir. Bu 10
izolatin plazmit {izerinde iaaM (tryptophan monooxygenase) genini bulundurmadig
belirlenmistir. Kullanilan 11 zeytin izolat1 sadece zeytin bitkilerinde ur olugturmustur. 11
zeytin izolatindan 10 izolat bakteriosin liretmis ve 9 izolatin ise kromozomu iizerinde
iaaM geni tasidig1 saptanmistir. Zeytin izolatlarindan 1 tanesi ayni plazmit tizerinde iaaM
ve ipt genini bulundurdugu, 2 zeytin izolatimin ise plazmit {izerinde iaaM geni
bulundurdugu saptanmigtir. Bakteriosin {ireten ve virulens olan zeytin izolatlarinda,
plazmit {izerinde bulunan iaaM geni ile ipt geni ayn1 plazmit iizerinde belirlenmistir.
Virulenslikte gerekli olan iaaM ve ipt genlerinin kromozom iizerinde ya da plazmit
iizerinde bulunabilecegi tespit edilmistir. Caligmanin sonuglarina gore, zeytin ve zakkum
bitkilerinin birlikte bulunmas1 durumunda dahi hastaligin bitkiler arasinda bulagmasi
gergeklesmemektedir (Caponero vd 1995).

Ozellikle 1980°1i y1llardan baslayarak niikleik asit karakterizasyonu, rekombinant
teknolojisi, sekans analizi, molekiiler klonlama ve genetik alandaki ¢alismalar, niikleik
asit temelli problardan yararlanma olanaklar1 ile birlikte giderek artis gostermistir.
Bunlarin yaninda okaryotik ve prokaryotiklerin genomlari1 {izerindeki modifiye
caligmalari, restriksiyon analizleri iizerinde de son zamanlarda yogun calismalar
yapilmaktadir. 1985 yilinda Saiki ve arkadaslart DNA veya RNA baz siralarinin
amplifiye edilebilmesi (sayisal olarak g¢ogaltilmasi) teknolojisine dayanan Polimeraz
Zincir Reaksiyonu’nu (PCR) gelistirmislerdir. PCR’1n gelistirilmesi, molekiiler teknoloji
alanindaki ¢aligmalara 6ncii olmus ve ayn1 zamanda bu teknolojinin kullanim alaninin da
giderek genislemesinin yolunu a¢gmistir. PCR son yillarda enfeksiyona sebep olan
etmenlerin teshis edilmesinde, epidemiyolojide, genetik kaynakli bozukluklarin
saptanmasinda ve diger alanlarda da genis bir uygulama sahas1 bulmustur. PCR, izole
edilmis veya patolojik materyallerde var olan hedef genetik materyallerin (DNA veya
RNA) spesifik kisa zincirli oligoniikleotit primerler yardimi ile enzimatik olarak sayisal
amplifikasyondur. Se¢ilmis olan hedef genetik materyal ¢cok az sayida ve hatta birgok
hedef dis1t DNA’lar arasinda olsa bile, spesifik primerler yardimi ile ¢ogaltilabilir ve
homojen bir DNA materyali haline getirebilir. Bu sayede hedef DNA kolayca teshis
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edilebilir. PCR soliisyonu, hedef DNA sekanslari, forward ve reverse spesifik
oligoniikleotid primerler (15-25 bazlik tek iplik¢ikli), DNA polimeraz enzimi (Taq
polimeraz) ve dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) olarak hazirlandiktan sonra, hedef
DNA’nin sicaklik ile denetiirasyonu, primerlerin hedef bdlgeye baglanmasi,
polimerizasyonun gergeklesmesi, amplifiye edilmis tiriinlerin saptanmasi asamalari ile
tan1 iglemi gerceklestirilmektedir (Arda 1994).

Tek bir saf koloniden alinarak 48 saat boyunca NA (Nutrient Agar) besi yerinde
inkiibe edilmis hiicrelerden bir kismi steril tuz soliisyonu ile karistirilip, 12000 g'de 2
dk’ka santrifiij edilmistir. Cokelti uzaklastirilmis ve elde edilen pellet 1-2 x 108 cfu/ml’ye
karsilik optik yogunluktaki steril salin igerisinde ¢oziilmiistiir. Olusan siispansiyon kaynar
suda 10 dakika 1sitilmig ve -20 °C’de saklanmigtir. Louws vd (1994), tarafindan tekrarlt
PCR (rep-PCR) yontemi kullanilmistir. Italya’nin farkli bolgelerinde yetistirilmis, farkli
zeytin kiiltiirlerinden izole edilen Pss izolatlarinin DNA parmak izleri ERIC, BOX ve
REP primer setleriyle tespit edilmeye calisilmistir. Tekrarlanabilen PCR profilleri 100-
1500 baz dizisi araliginda degisken bantlar1 igermektedir. REP primerleri kullanilarak
belirgin sekilde segilebilir ve tekrarlanabilir bantlar elde edilmistir. ERIC ve BOX
primerlerinden elde edilen REP primerleri, en fazla ayrik bant veren grup olmustur
(Louws vd 1994).

Geg¢misten giiniimiize kullanilmakta olan klsik tanilama metotlarina gére daha
kolay, daha hizl1 ve giivenilir sonuglar veren molekiiler yontemler sayesinde patojenik
bakterilerin teshisi c¢ok daha giivenilir ve hizli bir sekilde yapilabilmektedir.
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin tanisi i¢in iaal gen bolgesi iizerinden dizayn
edilen primerler IAALF 5-GGC ACC AGC GGC AAC ATC AA-3've IAALR 5'-CGC
CCT CGC AAC TGC CAT AC-3’ tasarlanmistir. Tasarlanan primerler PCR teknigi
kullanilarak amplifiye edilmistir (Penyalver vd 2000).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin klasik PCR yontemi ile tanilamasi
Penyalver vd’nin (2000), Pss’nin iaaL gen dizisi kullanarak elde ettikleri primer
(TAALF5’-GGC ACC AGC GGC AAC ATC AA-3’ VETAALR 5°CGC CCT CGC AAC
TGC CAT AC-3’) ile basarili bir sekilde yapilmistir. Klasik PCR islemi sonucunda 454
kb’lik bant olusumu gozlenmektedir.

Basim ve Ersoy (2002) tarafindan dizayn edilen PSS1 (5°-TGG GGT GCT ACT
TGT ACC CGA-3") ve PSS2 (5’- CCG TGT ACT ACG TTC AGC GAG-3’) ile yapilan
PCR sonucunda 684 bp bant goriintiisii elde edilmistir. Ayni sekilde dizayn ettikleri PSS3
(5’-CAG GAC TTC AGA ACC CAC GT-3") ve PSS4 (5’-CGG TCG ATG ATG TAG
AGC AT-3’) primerleri kullanilarak yaptiklart PCR iglemleri sonucunda da 1064 bp’lik
bant olusumunu elde etmislerdir. Bu ¢alismada hem PSS1-PSS2 hem de PSS3-PSS4
primer giftleri kullanarak Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin klasik PCR ile
tanilanmasinin basaril bir sekilde yapilacagi gosterilmistir.

Bertolini vd (2003), “Nested PCR” yontemini kullanilarak Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi nin tespitini yapmiglardir. Dot-Blot hibridizasyon yontemi ile
Nested PCR yontemini birlestirtirmisler ve zeytin 6ziitlerinin 1 ml’sinde bir hiicre tespit
edebilmislerdir. Klasik PCR yontemi ve diger teknikler kullanildiginda Orneklerin
50’sinde Pss tespit edilirken, Nested PCR yontemi ile 82 0Ornekte Pss tespit
edebilmislerdir. Bu sonug¢ dogrultusunda, daha onceden rapor edilen tani-tespit
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yontemlerine gore, uygulanan yontemin ¢ok daha fazla hassasiyete sahip oldugunu
belirlemislerdir.

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin klasik PCR ile tanisinda, spesifik
hrcC2F 5’-GACCGGCTTGGTCAGGAAT-3’ ve hrcC2R 5’-
CGGCTTTTCCCGGATTTCT-3" oligoniikleotid primerleri tasarlanmistir. Tasarlanan
primerler kullanilarak klasik PCR ile 593 bp’lik DNA fragmentinin amplifikasyonu
basarili bir sekilde saglanmistir (Sisto vd 2004).

Bella vd (2003), gesitli tanilama yontemlerini karsilastirmak i¢in PVF-1 ortamina
izolasyon, klasik PCR ve Real-Time PCR yontemlerini kullanmislardir. Bu amagla dogal
enfekteli zakkum bitkilerinden simptomlu ve simptomsuz 20 6rnek almiglardir. Alinan
simptomlu 20 6rnekten PVF-1 besi ortamina izolasyon ve klasik PCR yontemi ile 18
tanesinde Zeytin Dal Kanseri hastalik etmeni Pss’yi belirlemislerdir. Enfekteli olan fakat
ur olusumu gozlemlenmeyen, simptomsuz zakkum bitkileri ile yapilan izolasyon ve
klasik PCR c¢aligsmalarinda 6 adet 6rnekte, Real-Time PCR c¢alismalarinda ise 12 adet
ornekte Pss tespit etmislerdir. Calisma sonucunda kullandiklari Real-Time PCR programi
ile 102-108 bakteri yogunlugunda etmenin taninabildigini bildirmislerdir.

Krid vd (2009), Tunus igerisinde yaptiklari sérvey calismalarinda 58 adet, diinya
genelinde yaptiklart ¢aligmalarda ise 21 adet Pseudomonas savastanoi pv.savastanoi
izolat1 elde etmislerdir. Elde edilen bu izolatlarin genetik ayrimint RAPD DNA metodu
ile calismislardir. Topladiklart izolatlar1 3 gruba ayirmislardir; 1.grup Avrupa izolatlar
ve Tunus’un gilineyinden toplanan izolatlar, 2.grup Tunus’un kuzeyinden toplanan
izolatlar, 3.grubu ise Tunus merkezden alinan izolatlar olarak belirlemislerdir.

Servi (2009), Aydin ilindeki dokuz ilgede (Bozdogan, Buharkent, Soke, Kocarli,
Cine, Karpuzlu, Nazilli, Karacasu, Kuyucak) Pss’nin ¢esitli yontemlerle tanilanmasini
calismistir. Caligsma kapsaminda PVF-1 ve King’s B besiyerlerinde gelisim, 37°C’ de
gelisim, esculin hidrolizi, pektolitik aktivite testi, , oksidaz testi, arginine dehidrolaz testi,
, jelatinin hidrolizi, nitrat rediiksiyonu, erythritol, mannitol, sorbitol ve sakkaroz
kullanim, lireaz aktivitesi, nitrat indirgenmesi, yumurta sarisi testi, nitrat indirgenmesi,
D-arabinoz, IAA iiretimi, Tiitlinde Asir1 Duyarlilik Reaksiyonu testlerini uygulamistir.
Ayni zamanda patojenin molekiiler tanisi igin klasik PCR teknigi ile hrc ve iaal gen
dizilerinin belirli bdlgelerini ¢ogaltmustir. izolatlarm patojenisite testleri i¢in zeytin ve
zakkum fidanlarinin siirglinlerini kullanmistir. Patojenisite testleri sonucunda, 6 izolat
harig, tlim izolatlarin ur olusturma yetenegi oldugunu goézlemlemistir. Biyokimyasal ve
molekiiler yontemler kullanilarak yapilan testler sonucunda, dokuz ilgeden elde edilen
125 bakteriyel izolatin 85’ini Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak tanilamustir.

Mirik ve Aysan (2011), Tekirdag, Balikesir, Yalova, Canakkale ve Bursa illerinde
zeytin bahgelerine sorveyler diizenleyerek izolatlar elde etmislerdir. Elde edilen izolatlar1
klasik yontemlerle Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak tanilamislar ve ayni
zaman bu izolatlarin klasik PCR, BIOLOG ve yag asit analizlerini yapmislardir. PSs
izolatlarinin tiim hiicre yag asit kompozisyonlarini karsilagtirmislar ve %97 benzerlik
bulmuslardir. BOX-PCR temelli kiime analizleri sonucunda Pss izolatlarinin %97.4
oraninda biribirine benzerlik gosterdigini belirlemislerdir. Zeytin Dal Kanseri
hastaliinin sorvey yapilan alanlardaki yaygmlik oranini ise, Tekirdag’da %066,
Balikesir’de %81, Canakkale’de %100, Bursa’da %4, olarak saptamislar fakat Yalova’da
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Zeytin Dal Kanseri hastaligina rastlamamislardir. Zeytin Dal Kanseri hastaliginin bahge
icindeki buliunus oranlarini ise Tekirdag’da %30, Balikesir’de %56, Canakkale’de %73,
Bursa’da 9%0.6 olarak tespit etmislerdir.

Servi (2012), Gaziantep, Kilis ve Kahramanmarag’ta 2010 yilinda yaptigi
sorveylerde urlu bitkilerden izolatlar elde etmistir. Bu izolatlarin tanisin1 morfolojik,
biyokimyasal, Biolog sistemi ve klasik PCR ile yapmustir. Yapilan sorveylere gore zeytin
bahgelerinin Zeytin Dal Kanseri ile bulasiklik oranin1 Nizip, Oguzeli, Uluyol il¢elerinde
%100, Kilis ve Merkez ilgesinde %80, Kahramanmaras’ta ise %85 olarak belirlemistir.

Son donemde niikleik asit hibridizasyonuna dayali molekiiler yontemler klasik
yontemlere gore oldukca hizli ve giivenilir olmasindan dolayr énem kazanmaktadir.
Niikleik asit temelli yontemler, dizisi belirli bir DNA bolgesinin in vitro olarak amplifiye
edilmesine ve DNA molekiiliiniin kisa zamanda ve ¢ok miktarda kopyalanmasina olanak
saglayan tekniklerdir (Saiki vd 1985). Niikleik asit temelli teknikler hedef DNA dizisini
cogaltarak, bir patojenin tespiti cok daha kisa siirelerde ve diger yontemlere gore oldukca
kesin bir sekilde yapilabilmektedir. Teknolojinin giderck gelismesi ile birlikte PCR
sicaklik dongiilerini saglamak i¢in kullanilan cihazlarin hassas oOlgiim aletleriyle
birlestirilmesi, Real-Time PCR ydnteminin gelismesini saglamistir. Real-Time PCR’da
olusan DNA kopyalarmin degerlendirilmesi reaksiyon esnasinda es zamanli olarak
yapilabilmektedir. Bu teknoloji sayesinde reaksiyon siiresince olusan iiriinlerin diizeyleri
sayisal degerlere doniistiirerek 6lgmek, es zamanli olarak reaksiyonun seyirine miidahale
edebilmek ve PCR dongiilerinin say1 ve siirelerini de degistirebilmek mimkiindiir
(Huletsky vd 2004, Qin vd 2003). Real-Time PCR’da, agaroz jel elektroforezi, DNA
fragmentlerinin kanserojen bir kimyasal olan Ethidium Bromide ile boyanmasina ve UV
151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin uygulanmasina ihtiya¢ kalmamaktadir. Bu da
yontemin daha hizli, giivenilir, kesin ve kolay bir sekilde tamamlanmasia olanak
saglamaktadir. Real-Time PCR yonteminin avantajlar1 arasinda tani ve tespitin hizl,
giivenilir ve hassas bir sekilde gergeklestirilebilmesinin yaninda direkt hastalikli bitki
dokularindan tespit yapilabilmesi ve patojenlerin kantitatif olarak tespit edebilmesi gibi
avantajlart da Real-Time PCR yonteminin arastiricilar tarafindan giderek daha fazla
kullanimina katki saglamaktadir.

Real-Time PCR iirlinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgiin
olmayan floresan boyalardan (SYBR Green vb.) ya da diziye 6zgiin problardan
faydalanilmaktadir. Teknolojinin gelismesi ile birlikte Real-Time PCR yontemi i¢in farkli
prob sistemleri de gelistirilmis ve kullanilmaya baslanmistir. Giiniimiizde kullanilmaya
baslanan en gelismis Ve en ileri prob sistemlerinden biri LNA (Locked Nucleic Acid) adi
verilen prob sistemdir. LNA prob sisteminde, prob iizerinde yer alan DNA analogu,
monomerler {izerinde bulunan seker halkalar1 ile metilen bir koprii ile baglanmistir. Bu
sayede monomerlerin her biri spesifik baglanma i¢in en uygun atom sekli olan N
konformasyonunda sabit kalabilmektedirler. Bu sayede, spesifik olmayan baglanmalara
izin vermemekte, problarin spesifik bolgelere olan baglanma ihtimallerini arttirmakta ve
gerceklesen spesifik baglanmalarin daha kararli ve diizgiin olmasini saglamaktadir. LNA
problara ait diziler, Real-Time PCR’da kullanilan diger problarin dizilerinden uzunluk
olarak daha kisadir. Bu sayede prob dizisinin kendi i¢inde baglanmasi ihtimalini ortadan
kaldirmakta ve amplifikasyonlarin daha kisa siirede ve spesifik olarak gerceklesmesine
imkan tanimaktadir. LNA (Locked Nucleic Acid) probun kimyasal yapisi Real-Time
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PCR yonteminin daha spesifik olarak ¢alisilmasini ve alinan sonuglarin daha hizli ve
giivenilir olmasini saglamaktadir (Anonim 2014-b).

Schaad ve Frederick (2002), zeytinden turunggillere kadar birgok bitki tizerinde
kayiplara sebep olan Xylella fastidiosa’nin Giiney Amerika’da ve Kaliforniya’da neden
oldugu kayiplar sebebiyle Real-Time PCR yontemi ile tam1 ve tespitini yapmislardir.
Kullanilan konvensiyonel yontemlere gore, Real-Time PCR ydnteminin bitki patojeni
bakteri, fungus ve viruslarda daha spesifik oldugunu belirtmislerdir. Calisma kapsaminda
Real-Time PCR yonteminin avantaj ve dezavantajlarmi tartismiglardir. Yontemin
avantajlarin, klasik PCR yontemine gore 107 kat daha hassas olmasi, sonuclarin es
zamanl degerlendirilmesi ile bulasma riskinin azalmasi, jel elektroforezine ihtiyag
duymamasi, hizli sonug¢ vermesi olarak siralamislardir.

Li vd (2004), transgenik bugday bitkilerine aktarilan genin tespitini yapmak
amaciyla Kantitatif Real-Time PCR yontemini kullanmiglardir. Yontem dahilinde
kantitatif sonuglarin elde edilmesinde referans (housekeeping) gen olarak puroindoline-
b kullanilmislardir. Coklu oOrnekler tizerinde rahatca c¢alisabilen Real-Time PCR
sayesinde kisa siirede, kesin sonuglar elde etmislerdir.

Atallah ve Stevenson (2006), patateste patojen olan fungal hastalik etmenleri
Phytophthora erythroseptica, Phytophthora infestans, Fusarium sambucinum,
Phytophthora infestans ve bakteriyel patojen Erwinia carotovora’nin tanisini yapmak
amacityla Real-Time PCR yontemini gelistirmislerdir. Etmenlerin patojenisitinden
sorumlu gen dizileri referans alinarak tasarladiklar1 primerler ve SYBR Green I boya
kullanarak tant calismalarin1 gerceklestirmislerdir. Calisma kapsaminda patates
yumrularinda hastaliga sebep olan patojenlerin tespitinde Real-Time PCR yonteminin
kullanilabilirligini géstermeyi hedeflemislerdir.

Berg vd (2006), lahanagillerde olduk¢a yiiksek miktarlarda {iriin ve kalite
kayiplarina sebep olan bakteriyel etmen Xanthomonas campestris’in tespitini yapmak
amaciyla multipleks Real-Time PCR yontemini gelistirmislerdir. Primer dizayni i¢in
Xanthomonas campestris’in hrpF genine ve Brassica spp.’deki 18S—-25S ITS (Internal
Transcribed Spacer) bolgesine gore primer seti ve prob dizayn edilmislerdir. Hedef
bolgede DLH151 ve DLH152 primerleri 77 bp’lik, DLH153 ve DHL154 primerleri ise
78 bp’lik bir kismi ¢ogaltmus, prob olarak P7 (FAM-boya olarak BHQ1) kullanmislardir.
Brassica spp. i¢in 100 bp’lik kism1 amplifiye etmede DLH155 ve DLH156 primer setini
ve P8 probu (JOE-boya olarak BHQ1) kullanmislardir.

Basim ve Basim (2007), fide evresindeki bitkilerde dnemli kayiplara sebep olan
tohum kokenli Domates Bakteriyel Benek hastalik etmeni Pseudomonas tomato
(syringae) pv. tomato’nun tan1 ve tespitini yapmak amaciyla, etmene 6zgiin perimer seti
ve prob dizayn etmislerdir. Dizayn edilen perimer seti ve prob kullanilarak direkt
bakteriyel hiicreden, hastalikl1 bitki dokularindan ve tohumdan bakteriyel patojenin tani
ve tespitini Real-Time PCR ve Real-Time Bio-PCR yontemleri ile yapilabildigini ortaya
koymuslardir.

Hren vd (2007), asmalarda zarar yapan fitoplazmalardan Flavesence bois ve
Flavescence doree’nin tanisini spesifik primer setleri ve TagMan prob kullanarak Real-
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Time PCR’da yapmislardir. Bu sayede Real-Time PCR yonteminin fitoplazmalarin
tanisinda hassas ve hizli bir sekilde kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.

Dreo vd (2007), bag alanlarinda goriilen Bakteriyel Yaniklik hastalik etmeni
Xylophilus ampelinus’un tanisi igin Real-Time PCR yontemini kullanmiglardir. Y 6ntem
dahilinde MGB prob ve X. ampelinus i¢in dizayn edilen primerleri kullanmislardir.
Calisma igerisinde Once primer seti ve probun bakteriyel patojene spesifik oldugunu
belirlemisler ve hassasiyet ¢alismasini yapmislardir. X. Ampelinus’e ait stok soliisyondan
10’ den 10®°e kadar seyreltmeler hazirlamislar, hazirladiklar seyreltmeleri Nested PCR
ve Real-Time PCR’ da test etmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore Real-Time PCR
yonteminin Nested PCR’a benzer bir hassasiyette calistigini belirlemislerdir. Bitki
materyallerinden tespit i¢in yapilan ¢alismada ise enfekteli kok, gévde ve yapraklardan
hazirlanan soliisyonlarin tiim seyreltmelerinde Real-Time PCR yonteminde patojenin
tespiti yapilirken, Nested PCR ile bazi seyreltmelerde patojen tespit edilememistir. Sonug
olarak Real-Time PCR yo6nteminin patojenin tanisinda daha hassas ve gilivenilir oldugu
belirlenmistir.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’i tohumdan tespit etmek
amactyla TagMan prob ve DNA’ya baglanan EMA (ethidium monoazide) kullanilmistir.
Canli ve Olii bakterilerin ayrilabildigi bu yontem Real-Time PCR ile kullanilmig ve
basarili olmustur (Luo vd 2008).

Basim ve Basim (2009), Asma’da ciddi kayiplara neden olan Pierce’s Hastalik
etmeni Xylella fastidiosa igin gelistirdikleri EBXY1-EBXY?2 primer ¢ifti ve TagMan
probu kullanarak Real-Time PCR yontemi ile oldukca kisa siirede direkt bakteriyel
hiicreden ve hastalikli asma dokusundan patojenin tanisini ve tespitini yapmiglardir.

Basim ve Caplik (2009), domates bitkisinde onemli kayiplarak sebep olan
bakteriyel etmenler Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria’nin tani ve tespitini yapmak amaciyla Real-Time PCR
yontemi gelistirmislerdir. Yontem dahilinde Cmm’ye ait pat-1 gen dizisi ve Xav’ye ait
hrp gen dizisini kullanarak dizayn ettikleri primer setlerini kullanarak patojenlere spesifik
ve hassas sonuglar elde etmislerdir. Dizayn ettikleri primer setlerini farkli bitki patojeni
bakterilere kars1 test ederek, primer setlerinin sadece hedef patojenlere 6zgiin oldugunu
belirlemislerdir.

Basim ve Oztiirk (2011), yapilan calismada, fasulye yetistiriciliginde sorun
yaratan Bakteriyel Hale Yaniklik Hastalik etmeni Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola, Bakteriyel Yaprak Yaniklik Hastalik etmeni Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli ve Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans patojenlerinin
patojenisiteden sorumlu 6zel gen bolgelerinden dizayn edilen primeler ve LNA prob
kullanarak Real-Time PCR ile tespitleri ve tanilari yapmiglardir. Farkli bitki patojeni
bakteriler kullanarak gelistirilen primer ve problarin spesifikligini test etmislerdir.
Gelistirilen Real-Time PCR yontemi ile patojenlerin bakteriyel hiicreden, tohumdan ve
hastalikli bitki materyallerinden hizli ve hassas bir sekilde tespitinin ve tanisinin
yapilabildigi ortaya ¢ikarilmistir.

Basim ve Bozan (2011), Ates Yaniklig1 hastalik etmeni Erwinia amylovora’nin
tan1 ve tespitini yapmak amaciyla Real-Time PCR yontemini kullanmiglardir. Primer seti
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dizayn1 igin bakteriyel patojenin polisakkarit iiretiminden sorumlu ve kromozom
iizerinde bulunan ams gen’inin 1,6 kb’lik internal diziliminden yararlanmislardir. Dizayn
edilen primer seti ve LNA prob kullanarak 63 bp’lik PCR iiriinii ¢ogaltmislardir. Primer
seti ve probun Erwinia amylovora patojenine spesifik oldugunu belirlemek amaciyla E.
amylovora strainlerini ve farkl tiirlere ait bakteriyel patojenleri kullanmislardir. Ayrica
calisma kapsaminda Kantitatif Real-Time PCR yontemi kullanilarak Erwinia
amylovora’nin hastalikli ve saglikli bitki aksamlarindan tespitini yapmuislar, epifitik
popiilasyonun ¢iceklenme doneminden iiretim sezonuna kadar degisimini tespit
etmiglerdir. Bu sonuglarla patojenin donemsel olarak popiilasyon degisimlerini
belirleyerek, bilinen bir dayanikli ¢esit olmayan bu patojene karsi etkin ve dogru bir
miicadelenin Oniinli agmislardir.

Basim ve Baki (2014), domates iiretiminde 6nemli kayiplara sebep olan Oz
Nekrozu patojenleri iizerine ¢alismislardir. Oz nekrozu etmenleri Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava’nin Real-Time PCR y0ntemi ile tan1 ve tespitini yapmak amaciyla patojenlerin
patojenisitesinden sorumlu gen bolgelerinden primer setleri ve problar dizayn etmislerdir.
Dizayn ettikleri primer setleri ve problar kullanarak Oz Nekrozu etmenlerinin hepsini
ayr1 ayr1 tespit edebilmiglerdir. Dizayn ettikleri bu primer seti ve problarin spesifikligini
test etmislerdir. Gelistirdikleri Real-Time PCR yontemi ile etmenlerin hastalikli bitki
dokularindan ve bakteriyel hiicreden hizli ve hassas bir sekilde tespit edilebilecegini
ortaya koymuslardir.

Turunggillerde 6nemli derecede kayiplara sebep olan Stubborn hastalik etmeni
Spiroplasma citri’nin Real-Time PCR yontemi ile kisa siirede ve hassas bir sekilde tespiti
yapilmistir. Yontemde kullanilmak tizere ic¢in Spiroplasma citri’nin prophage gen
bolgesinden Php-orfl ve Php-orf3 primer seti gelistirilmistir. Gelistirilen Php-orfl ve
Php-orf3 primer seti ve SYBR-green kullanilarak etmenin teshisi yapilmistir. (Wang vd
2014).

Gallelli vd (2014), kivi (Actinidia deliciosa ve A. chinensis) iiretim alanlarinda
pandemik salginlara sebep olan Pseudomonas syringae pv. actinidiae’nin kisa siirede,
hassas bir sekilde tani ve tespitini yapmak amaciyla Real-Time PCR yontemini
kullanmiglardir. Real-Time PCR yonteminde kullanilmak iizere patojenin hrpW gen
bolgesinden 593 bp’lik internal dizilimden primer setleri dizayn etmislerdir. P3F/P5R1
primer seti ile 147 bp, P3F/P6R primer seti ile 158 bp’lik amplikasyonlar elde etmislerdir.
Primer setleri ve probun patojene spesifikligini belirlemek i¢in Pseudomonas syringae
pv. actinidiae strainleri ve farkli tiirlere ait bakteriyel strainler ile test etmislerdir. Ayni
calisma igerisinde Kantitatif Real-Time PCR ile bakteriyel patojenin Kivi bitkilerindeki
popiilasyon degisimlerini sayisal olarak belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Cahismada Kullamilan Bakteriyel Strainler

Bu c¢alisma kapsaminda Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bolimii, Fitopatoloji Anabilim Dali, Bakteriyoloji Laboratuvari’nda Prof. Dr. Hiiseyin
BASIM tarafindan olusturulmus kiiltiir stoklarinda yer alan yerli ve yabanci
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi strainleri ve farkli cins ve tiirlere ait bitki
patojeni bakteriler kullanilmistir (Cizelge 3.1, Cizelge 3.2, Cizelge 3.3).

Cizelge 3.1. Real-Time PCR’da test edilen yerli Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi

strainleri

Izolat Bakteri Tiirii Orijin Referans
I-2 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  Tirkiye =~ Basim 2008
I-7 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  Tirkiye =~ Basim 2008
I-15 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  Tirkiye =~ Basim 2004
1-20 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  Tirkiye =~ Basim 2004
1-21 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  Tirkiye =~ Basim 2004
Pss Kampiis Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  Tiirkiye Basim 2006
Pss Varsak Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  Tirkiye =~ Basim 2006
M1 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  Tirkiye =~ Basim 2004
N1 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  Tirkiye =~ Basim 2006
MM-Burhaniye Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  Tirkiye ~ Mirik 2016
MM-Giire Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  Tirkiye  Mirik 2016
MM-Akeay Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  Tirkiye ~ Mirik 2016
MM-Orhangazi Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  Tirkiye Mirik 2016

Cizelge 3.2. Real-Time PCR’da test edilen yabanci Pseudomonas savastanoi pv.

savastanoi strainleri

Izolat Bakteri Tiirii Orijin Referans

O-1 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Italy G. M. Balestra
o-ll Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Italy G. M. Balestra
N-1 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Italy G. M. Balestra
N-11 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Italy G. M. Balestra
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Cizelge 3.3. Real-Time PCR’da kullanilan farkli tiire ait bitki patojeni bakteriler

Bakteri Tiirii Orijin Konuk¢u Referans
Acidovorax citrulli Tiirkiye Karpuz Basim 2008
Bacillus subtilis Tiirkiye Toprak Basim 2008
C. michiganensis subsp. michiganensis Tiirkiye Domates Basim 2008
Erwinia amylovora Tiirkiye Armut Basim 2011
Dickeya chrysanthemi Tiirkiye Domates Basim 2006
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum Tiirkiye Domates Basim 2004
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria Tirkiye Biber Basim 2009
P. syringae pv. tomato Tiirkiye Domates Basim 2008
P. syringae pv. syringae Tiirkiye Domates Basim 2008
Pseudomonas viridiflava Tiirkiye Domates Basim 2004
Xylella fastidiosa Tiirkiye Asma Basim 2009
X. campestris pv. campestris Tiirkiye Lahana Basim 2009
Rhizobium vitis Tiirkiye Asma Argun 2001
Rhizobium tumefaciens Tiirkiye Toprak Basim 2006

3.2. Primerler ve Probun Tasarlanmasi

Zeytin Dal Kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Real-
Time PCR yontemiyle tanisi i¢in iaaL gen bolgesine ait dizilerden prob ve primerler
tasarlanmigtir. IAA {retimiyle ilgili iaaL geninin amplifikasyonu referans EW 2009
straininin DNA dizilisinden (Francisco vd 1990) faydalanilmistir. Yerli ve yabanci Pss
strainleri, iaaL gen dizisi kullanilarak elde edilen primer seti PSS3 5’- CAG GAC TTC AGA
ACC CAC GT -3’ ve PSS4 5°- CGG TCG ATG ATG TAG AGC AT -3’ (Basim ve Ersoy 2002),
ile klasik PCR’da test edilmistir (Cizelge 3.10). Tiim yerli ve yabanct Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi strainlerinin iaaL gen dizisi tizerindeki 1064 bp’lik kismi klasik
PCR ile amplifiye edilmistir (Cizelge 3.10, Sekil 4.1).

Oncelikle Klasik PCR yontemi ile ilgili bolgeler amplifiye edilmis, daha sonra
amplifiye edilen bolgeler dizi analizi yapilarak, dizi analizi sonuglarinin gen bankasinda
yer alan 1lgili diziler ile bire bir ortiistiigii gortilmiistiir. Klasik PCR yontemi ile amplifiye
edilen dizilerden patojenlerinin Real-Time PCR ile tanis1 ve tespiti i¢in 6zel primerler ve
prob tasarlanmistir (Cizelge 3.10, Cizelge 3.11).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi strainlerinin klasik PCR ile tani ve
tespitinin  gerceklestirilmesi amaciyla kullanilan PCR programi Cizelge 3.4°de
gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi strainlerinin klasik PCR ile tan1 ve
tespitinin gergeklestirilmesi amaciyla hazirlanan PCR programi

Asama Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 300 1
Denatiirasyon 95 30

Baglanma 62 30 35
Uzama 72 45

Son Uzama 72 300 1
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Klasik PCR isleminde kullanilan PCR karisimi; toplam hacim 50 pl olacak sekilde
4 ul bakteriyel siispansiyon, primerlerin her birinden 1 ul, 8 ul dNTP karisimi, 5 ul 10x
tampon ¢ozelti, 3 pul MgClz, 0,25 ul Taq polimeraz ve 27,8 pl steril deiyonize saf su
seklindedir. Amplifikasyon i¢in Techne TC-512 Gradient Thermal Cycler (Bibby
Scientific Limited, Staffordshire, Ingiltere) kullaniimistir.

Elde edilen PCR iiriinleri (15 pl), %2’lik agaroz jelde 80 voltta 120 dakika
yiritilmistir. Yiiritme isleminde ve agaroz jelin hazirlanmasinda TAE (Tris-Baz 4,84
g, Asetik Asit [Glasiyel] 1,02 ml, 0,5 M EDTA [pH: 8,0] 2 ml, ddH>.O 1000 ml)
kullanilmistir.

Yiirtitme islemi sonunda PCR f{iriinleri, etidyum bromiir (0,5 png/ml) ile 20 dakika
boyanmis ve ultraviyole 1sikta goriintiilenmistir. Goriintiileme i¢in Vilber Lourmat SR
12575 transilliminator ve BioCapt Version 11.02 programi kullanilmistir.

Klasik PCR isleminde kullanilan bakteriyel siispansiyonlarin hazirlanmasi i¢in -
86 °C de stoklanan Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi strainleri PVF1 besi ortami
iceren petrilere inokiile edilmis ve 27 °C’de 72 saat boyunca gelistirilmistir. Bu ortamda
gelistirilen bakteriler steril deiyonize su ile silispanse edilmis ve bakteriyel
konsantrasyonun 1x10® cfu/ml olmasi saglanmistir. Inokulum konsantrasyonunun
spektrofotometrik olarak saptanmasinda Eppendorf Biophotometer 6131 kullanilmistir.
Inokulumun optik yogunlugu 1x108 cfu/ml’ye karsilik gelen ODgoo=0,1 olacak sekilde
ayarlanmustr.

Cizelge 3.5. Klasik PCR yontemi ile Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
etmenlerinin tanis1 i¢in kullanilan primerler

Bakteri Primerler Dizi Referans
Pseudomonas PSS3 CAGGACTTCAGAACCCACGT (Basim ve Ersoy
savastanoi 2002)

pv. PSS4 CGG TCG ATG ATG TAG AGC AT (Basim ve Ersoy
savastanoi 2002)

Cizelge 3.6. Real-Time PCR yontemi ile Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi tanisi
i¢in gelistirilmis olan primerler

Etmen Primer Dizi ~-P(.?R..

Uriinii
Pseudomonas savastanoi HBPSSR ACTTCATGGGCAACCTCATC 69
pVv. savastanoi HBPSSL GGCGACAAGCTCTACCT

Primerler ve problarin belirlenmesinde insan gen transkriptlerinin Real-Time PCR
ile belirlenmesi i¢in olusturulan LNA (Locked Nucleic Acid) sistemi kullanilmigtir
(Petersen ve Wengel 2003). Calismada kullanilan LNA prob, bugiin Real-Time PCR
sistemleri i¢in siklikla kullanilan 25-30 niikleotitlik uzun problardan farklilik
gostermektedir. LNA problar 8-9 niikleotid uzunluguna sahip olup, son teknolojik
ozellikleri sayesinde, uzun dizilere sahip problar kadar, giivenilir ve hassas sonuglar elde
edilmektedir. Bu g¢alismada kullanilan problar igin raportor boya fluorescein amidit
(FAM), baskilayic1 boya ise karboksitetramethilrodamindir (TAMRA).
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Cizelge 3.7. Real-Time PCR yontemi ile Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin
tanisi i¢in gelistirilmis olan prob

ETMEN PROB DIZiSi
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi CATCCAGC

TGGACAAAGACGGCTTCGCGGCACAGACTGAACGCTGTCTAGAGCGCAATGAGCGAAACTGCCTGATCGG
CTTTACCAGTGGCACCAGCGGCAACATCAAACGCTGTTATTACTACTACGACTGCGAAGTCGATGAAGAC
AGCTCCCTCTCCAACGTCTTCCGCAGCAACGGCTTTATTCTGCCCGGTGATCGCTGCGCCAACCTGTTCA
CGATCAACCTGTTTTCTGCTCTGAACAACACGATTACCATGATGGCCGGTAACTGCGGTGCTCACGTCGT
GTCCGTAGGTGACATCACCCTGGTGACCAAGAGCCATTTCGAAGCGCTTAACTCGATCAAGCTCAACGTA
CTGCTCGGCGTGCCATCCACTATCTTGCAGTTCATCAATGCCATGCAACATAACGGTGTGCACATCAATA
TCGAGAAGGTTGTCTTCACCGGCGAGAGCCTGAAAACTTTCCAGAAGAAAATCATCAGGCAAGCCTTTGG
CGAACAAGTCTCCATCGTCGGTGTGTATGGCAGTTCCGAGGGCGGCATTCTCGGTTTCACCAACAGCCCT
TGCCACACTGAATACGAGTTTCTGTCCGACAAGTATTTCATCGAAAAAGAAGGCGACAGCATCCTCATCA
CCTCGCTGACCCGAGAAAACTTTACGCCGCTGCTGAGGTATCGCCTAGGAGACACCGCAACCCTTTCGAT
cAAAGECEACARGETETACET o2 CcAcA N G2 GGACATGAGCTTCARCTTCATCCCCARCETC
Bf6GGGCTGGGCATCATTCAGCAAACGAT TAAACAGACACTGGGCCGATCGCTGGAAATCCAGGTTCACC
TGTCAGTGACCGAAGAGCGCAAGGAACTGGTGACCGTTTTCGTTCAGGCCTCTGAAGTCGATGAAGACGA
ACGCGTCAGAATCGAAACAGCCATCGCCGATATCCCCGACATCAAAGAGGCGTATCAGAAAAACCAAGGC
ACCGTGTCGGTCCTGCGCAAGGATGCCAGAGACTACGCGGTCTCGGAGCGAGGCAAAATGCTCTACATCA
TCGACCGCCGAAACTGAATGGCTGATGTGA

Sekil 3.1. Real-Time PCR’da Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin tanisi i¢in
kullanilan HBPSSR ve HBPSSL primerlerinin ve probun gen iizerindeki baglanma yerleri
(Yesil renk: Real-Time PCR primerlerini, Kirmizi renk: Probu temsil etmektedir)

3.3. Real-Time PCR Optimizasyonu

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Real-Time PCR ile kisa siirede
tanilarinin  gergeklestirilmesi amaciyla Real-Time PCR programi Cizelge 3.8’de
verilmigtir. Her bir Real-Time PCR igleminde, toplam hacim 27,6 pl olacak sekilde 2 pl
bakteriyel siispansiyon ya da kalip DNA, primerlerin her birinden 1,2 ul, TagMan prob
0,3 pl, dNTP karigimi 4,8 pl, 10X tampon ¢ozelti 3 ul, MgCl2 7,2 ul, Taq polimeraz 0,36
ul ve 9,54 ul steril deiyonize su kullanilmistir. Calismada Cepheid Smart Cycler 11 Real-
Time PCR cihazi ve Cepheid Smart Cycler Software V.2.0c programi kullanilmistir.

Cizelge 3.8. Real-Time PCR optimizasyonu sonucunda Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi i¢in olusturulan Real-Time PCR programi

Asama Sicaklik (°C) (S?iﬁli‘;e) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 120 1
Denatiirasyon 95 20

Baglanma 62 20 30
Uzama 72 20

Son Uzama 72 60 1
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3.4. Primerler ve Problarmm Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Strainlerine
Spesifikliginin Belirlenmesi

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi patojenine 6zel tasarlanan primer seti ve
prob kullanilarak kiltiir koleksiyonunda bulunan Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
strainlerinin tanis1 ve tespiti gergeklestirilmistir. Calismada Real-Time PCR isleminde
kullanilan bakteriyel siispansiyonun hazirlanmasi i¢in -86°C de stoklanan Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi strainleri, PVF1 besi ortamui igeren petrilere inokiile edilmis ve
27°C’de 72 saat boyunca gelistirilmistir. PVF1 besi ortaminda gelistirilen bakteriler steril
deiyonize su ile siispanse edilmis ve bakteriyel konsantrasyonun 1x108 cfu/ml olmasi
saglanmistir. Siispansiyon konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak saptanmasinda
Eppendorf Biophotometer 6131 (Eppendorf AG, Hamburg, Almanya) kullanilmistir.
Siispansiyonun optik yogunlugu 1x108 cfu/ml’ye karsilik gelen ODg0o=0, 1 olacak sekilde
ayarlanmistir. Her strainden elde edilen siispansiyondan 2 pl alinarak Real-Time PCR
islemi gerceklestirilmistir.

3.5. Primer Seti ve Probun Saf DNA’dan Hassasiyetinin Belirlenmesi

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi etmeninin Real-Time PCR ile tespit
edilecek en diisik DNA miktarmin tespiti icin saf DNA’dan hassasiyet ¢alismasi
yapilmistir. Calisma igin kiiltiir koleksiyonunda yer alan Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi O-Il straininden faydalanilmistir. DNA izolasyonunda Thermo FastPrep
FP120A-230 multi tiip homojenizator (Thermo Scientific, Massachusetts, ABD) ve
Qbiogene/BIO101 FastDNA molekiiler izolasyon kitini (MP Biomedicals, Kaliforniya,
ABD) ihtiva eden kombine sistem kullamilmistir. Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi strainlerinden izole edilen DNA’nin safligi ve nanogram diizeyinde
konsantrasyonun belirlenmesinde Thermo NanoDrop ND-1000 spektrofotometre
(Thermo Scientific, Massachusetts, ABD), pikogram diizeyinde konsantrasyonun
belirlenmesinde Invitrogen Qubit florometre (Invitrogen, Kaliforniya, ABD)
kullanilmigtir. Real-Time PCR y6nteminin hassasiyetinin belirlenmesinde Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi i¢in 51 pg, 40 pg, 30,4 pg, 20,4 pg ve 11,8 pg DNA seviyeleri
test edilmistir. Pikogram diizeyine kadar seyreltmeler i¢in steril deiyonize su
kullanilmistir. Elde edilen her bir seviyedeki DNA’lardan 2 pl alinarak Real-Time PCR
1slemi gercgeklestirilmistir.

3.6. Direkt Bakteriyel Hiicreden Primer Seti ve Probun Hassasiyetinin Belirlenmesi

Bakteriyel patojen Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Real-Time PCR
ile tespit edilebilecek en diisik bakteri sayisinin tespiti igin, patojen kiiltiir
koleksiyonundan alinip PVF-1 besi ortaminda gelistirilmis, kolonilerden yogun bir stok
¢ozelti hazirlanmistir. Olusturulan stok ¢ozeltiden 102’ den 101%°a kadar 10’un katlar
seklinde seyreltmeler 3 tekerriirlii olarak gerceklestirilmis ve bunlar ayr1 ayri tiiplere
konulmustur. Elde edilen her bir soliisyondan 2 pl alinip Real-Time PCR islemi i¢in
kullanilmistir. Bu asamada Real-Time PCR ile tespit edilecek en diisiik bakteri sayisinin
tespiti hedeflendiginden 10°den 107%a kadar seyreltilen ve ayri tiiplere alinan
stispansiyonlardan 2 ul alinip 50 ul steril deiyonize su igerisinde karistiritlmis ve NA besi
ortamlarina steril yayma cubuk ile inokule edilmistir. Inokulasyondan sonra besi
ortamlarinda gelisen bakteri sayilarini tespit etmek icin petriler 4 giin boyunca 27 °C’de
inkiibasyona birakilmistir.
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3.7. Primerler ve Probun Segiciliginin Belirlenmesi

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi icin gelistirilen primer ve problarin
ozgilligiint belirlemek i¢in primer prob seti Pseudomonas grubu bitki patojenlerine
sonra farkli diger bitki patojeni bakteri tiirlerine karsi test edilmistir (Cizelge 3.2 ve
Cizelge 3.3). Ayrica gelistirilen primer prob seti Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
gibi urlar olusturan Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium vitis’e karsi test edilmistir. Real-
Time PCR isleminde kullanilan bakteriyel siispansiyonlarin hazirlanmasi i¢in -86 °C de
stoklanan; Acidovorax citrulli, Bacillus subtilis, C. michiganensis subsp. michiganensis,
Erwinia amylovora, Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, P. syringae pv. tomato, P.
syringae pv. syringae, Pseudomonas viridiflava, Xylella fastidiosa, X. campestris pv.
campestris uygun besi ortamlarini igeren petrilere inokiile edilmis ve 27 °C’de 72 saat
boyunca gelistirilmistir. Bu ortamlarda gelistirilen kolonilerden biri secilerek steril
deiyonize su ile siispanse edilmistir. Bakteriyel konsantrasyonun 1x10® cfu/ml olmasi
saglanmistir. Stispansiyonun konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak saptanmasinda
Eppendorf Biophotometer 6131 kullanilmustir. Siispansiyonun optik yogunlugu 1x108
cfu/ml’ye karsilik gelen ODg0o=0,1 olacak sekilde ayarlanmistir. Her strainden elde edilen
siispansiyondan 2 pl alinarak Real-Time PCR islemi gergeklestirilmistir.

3.8. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Hastalikh Bitki Dokularindan
Tespiti

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi nin hastalikli bitki dokularindan tespiti
icin grimsi yesil tondaki taze urlar alinarak %70’ lik alkole batirilip, kisa siire atesten
gecirilmis ve birka¢ damla steril fosfat buffer (0,05 M) (Na2HPOs, 4,26 g, Ko2HPOg4, 2,72
g, 1000 ml saf steril su) ile steril porselen bir havan iginde ezilerek, stok soliisyon elde
edilmigtir (Sekil 3.2). PCR islemlerinin basarisini etkileyebileceginden stok soliisyon on
kat seyreltilerek bir soliisyon daha hazirlanmistir. Her soliisyondan 2 pl alinarak Real-
Time PCR islemleri yapilmistir.

Sekil 3.2. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin hastalikli bitki dokularindan
tespiti i¢in stok soliisyon hazirlanmasi (Bu ¢alismadan)

Bitki total DNA’s1 ile tasarlanan primer ve problarin herhangi bir amplifikasyon
olusturup olusturmadigini kontrol etmek igin saglikli bitkiden 6rnek alinarak bitki total
genomik DNA izolasyonu yapilmis ve galismada bitki total genomik DNA’s1 da kontrol
edilmistir. Bitkilerden DNA izolasyonunda Thermo FastPrep FP120A-230 multi tiip
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homojenizatér ve Qbiogene/BIO101 FastDNA molekiiler izolasyon kitini ihtiva eden
kombine sistem kullanilmistir. Zeytin bitkilerinden izole edilen DNA’nin safligi ve
nanogram diizeyinde konsantrasyonun belirlenmesinde Thermo NanoDrop ND-1000
spektrofotometre kullanilmis ve bitki DNA konsantrasyonu yaklasik 100-150 ng/ul
olacak sekilde seyreltilmistir.

3.9. Real-Time Membran Bio-PCR

Hastalikl1 zeytin bitkilerinden alinan ornekler iizerinde hem canli hem de 6lu
bakteriler bulunmaktadir. Real-Time PCR yonteminde 6lii bakterilerin tespiti de yapildigi
icin, sadece canli bakterileri tespit etmek amaciyla Membran Bio-PCR teknigi
uygulanmistir. Bu islem i¢in hastalik simptomu olan ve olmayan zeytin dallarindan 10 g.
alinarak, 250 ml. 0,05M steril fosfat tampon ¢ozeltisi ile yikanmis ve 15 dakika
calkalayicida bekletilmistir. Yikamanin ardindan soguk sterilizasyon aleti yardimiyla 47
mm ¢apinda ve 0.2 um’ lik deliklere sahip membran filtrelerden gegirilmistir. Bu filtreler
bakterili kisim tiste gelecek sekilde yari segici PVF1, King’s B, NSA (Nutrient Saccarose
Agar) ve NA ortamlarmin iizerine yerlestirilmistir. Filtrelere yerlesmis olan bakteriler
gelismeleri icin, bu ortamlar icerisinde 28° C” de 15 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan bu filtreler 50 ml’ lik steril test tiiplerine aktarilmis ve iizerine 10 ml steril saf
su eklenerek, vorteks edilmistir. Vorteks isleminden sonra olusan soliisyondan 1 ml
almarak baska bir tiipe konulmustur. Bu soliisyon 10" den 107 a kadar 10> un katlari
seklinde seyreltilmistir. Seyreltilen soliisyonlardan 2 pl alinarak patojen bakteriye 6zel
gelistirilen primer seti ve prob ile Real-Time PCR islemi gergeklestirilmistir.

3.10. Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR ile Bitki Materyallerindeki Bakteri
Populasyon Degisimlerinin Belirlenmesi

Hastalikl1 bitki materyallerindeki bakteri sayisinin belirlenmesi i¢in Kantitatif
Real-Time PCR yontemi uygulanmistir. Ik asamada kiiltiir kolleksiyonundan alman
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin 12 straini PFV-1 besi ortaminda gelistirilmis,
gelisen kolonilerden yogun bir stok ¢dzelti hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti 107
den 10'%a kadar 10’un katlar1 seklinde seyreltme uygulanarak soliisyonlar
hazirlanmistir. Stok ve her bir seyreltilmis soliisyondan 2 pl alinip Kantitatif Real-Time
PCR islemi uygulanmistir. Bu isleme es zamanli olarak da hazirlanan soliisyonlardan 2
pl alinip, 50 pl saf su ile karistirilarak, besi ortamlarina yayma yapilmigtir. Yayma sonucu
olusan koloni sayilarmi gérmek igin petriler 27 °C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Real-
Time PCR’ da en diisiik yogunlukta amplifikasyonun gerceklestigi siispansiyondan
yayma yapilan petride 2 giin sonra meydana gelen bakteri gelisimine bakilarak, bakteriyel
koloniler sayilmistir. Sayim sonrasi elde edilen veriler Kantitatif Real-Time PCR islemi
icin programa kaydedilmistir. Kantitatif Real-Time PCR islemi sonrasi olusan
amplifikasyon degerine bagli olarak bir standart egri olusturulmustur. Bu egride verilerin
giivenilir degerlerde olabilmesi i¢in regrasyon degerinin 1’e yakin olmasi gerekmektedir.
Olusturulan bu referans bilgi, saglikli veya hastalikli bitki materyallerinden hazirlanmis
bir bakteriyel soliisyonun 2 pl” sindeki bakteri sayisinin belirlenmesinde kullanilabilecek
diizeye getirilmistir. Islem sonrasi olusan standart egri iizerinde de bakteri sayisina bagl
olarak ornegin yeri otomatik olarak belirlenebilmektedir. Sonugcta, saglikli ve hastalikli
bir bitki materyalinden alinan Ornekte Zeytin Dal Kanseri Hastaligina neden olan
patojenin yogunlugunu tespit edebilecek referans bilgi elde edilmistir.
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Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin epifitik popiilasyon degisimini
orneklemek adina Antalya’nin 2 farkli bolgesindeki zeytin agaclarindan, hastalik
simptomu gosteren ve gostermeyen dallardan alinan Ornekler Kantitatif Real-Time
Membran Bio-PCR yontemiyle test edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Klasik PCR ile Tanis1
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Klasik PCR ile tanisini

gerceklestirmek igin; PSS3-PSS4 (Basim ve Ersoy 2002) primer seti ile test edilmistir
(Cizelge 3.5, Sekil 4.1).

3 4 56 7 8 9 10

1250 bp

1000 bp rEa

Sekil 4.1. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Klasik PCR ile Tanisi. M,
marker;1- 12; 2- 17; 3- 121; 4-19; 5- M2; 6- 0-1; 7- O-II; 8- N-I; 9- N-1I; 10-
NK (Negatif kontrol)

4.2. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Real-Time PCR ile Tanisi

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Real-Time PCR ile tanisin
gerceklestirmek igin Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii,
Fitopatoloji Anabilim Dali’na ait kiiltir koleksiyonunda yer alan Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi strainleri kullanilarak primer seti-probun ve Real-Time PCR
programlarinin kontrolii yapilmigtir (Sekil 4.2).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin tanisinda kullanilan primer seti ve
SYBR Green kullanilarak Real-Time PCR ile tek bir pik egrisinin elde edildigini
gostermek amaciyla Thermal Melting (Erime Egrisi) egrisi elde edilmistir. Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi i¢in kullanilan primerlerin maksimum erime sicakligi 84.4 °C
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3).
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Site ID | Sample ID FAM Ct | syber
A9M | Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi | 19.87 Olive Knot
A10M | Negative Control 00.00 Olive Knot

Sekil 4.2. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Real-Time PCR ile tanisi
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Site ID | Sample ID Melt Peak Protocol
Pseudomonas savastanoi pv. Olive Knot
ASH savastanoi 844 SYBR-melt

Sekil 4.3. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin SYBR Green-melt grafigi

4.3. Real-Time PCR ile Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Strainlerinin Tanisi

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Real-Time PCR ile tanisini
gergeklestirmek i¢in kiiltiir koleksiyonunda yer alan yerli ve yabanct Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi strainleri kullanilarak primerler ve probun strainlere
spesifikligi test edilmistir. Tasarlanan primerler ve probun Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin farkli strainlerine de spesifik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Cycles
Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A1M | Mirik Burhaniye 16.83 Olive Knot
A2E | Mirik-Giire 18.65 Olive Knot
A3 Mirik-Akcay 19.68 Olive Knot
A4M | Mirik-Orhangazi 16.70 Olive Knot
A5 Mersin M1 21.65 Olive Knot
A6 | Zakkum N2 18.09 Olive Knot
A7H | O2 18.35 Olive Knot
A8 12 22.85 Olive Knot
Aol | 17 17.87 Olive Knot
A10M | Pss Kampiis 19.93 Olive Knot
Al1M | Pss Varsak 19.84 Olive Knot
Al2 121 18.17 Olive Knot
Al3E | NK 00.00 Olive Knot

Sekil 4.4. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Strainlerinin Real-Time PCR ile tanisi
4.4. Primer Seti ve Probun Saf DNA’dan Hassasiyeti

Real-Time PCR ile primer seti ve probun genomik DNA’dan hassasiyetini
belirlemek icin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’den izole edilen genomik
DNA’nin 6nce nanogram diizeyinde devaminda pikogram diizeyinde Olgiimleri
yapilmistir. Pikogram diizeyindeki dl¢imlerde yaklasik 51 pg, 40 pg, 30,4 pg, 20,4 pg ve
11,8 pg olacak sekilde seyreltmeler yapilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda patojenin
tespitinde kullanilan primer Seti ve probun genomik DNA’dan tespit limiti 11,8 pg olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
AlW | 51pg 21.57 Olive Knot
A2 40 pg 21.71 Olive Knot
A3M | 30.4 pg 21.46 Olive Knot
A5 20.4 pg 22.29 Olive Knot
AGE | 11.8pg 21.55 Olive Knot
A7H | Negative Control 00.00 Olive Knot

Sekil 4.5. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin tespitinde kullanilan primer seti
ve probun saf DNA’dan hassasiyeti

4.5. Direkt Bakteriden Primer Seti ve Probun Hassasiyeti

Direkt bakteriden yapilan hassasiyet ¢aligmasi sonucunda, Real-Time PCR ile
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin direkt bakteriyel hiicreden tespit limiti 2
hiicre (Cizelge 4.1) olarak tespit edilmistir (Sekil 4.7).

Bu isleme es zamanli olarak NA besi ortamina yapilan inokiilasyon sonrasi

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin tespit limiti mililitrede 2 canli bakteri
hiicresi olarak tespit edilmistir (Sekil 4.6).

43



BULGULAR Dogancan AKTAS

Cizelge 4.1. Real-Time PCR ile ve Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin direkt
bakteriyel hiicreden tespiti ve hassasiyet limitlerinin belirlenmesi

RT-PCR Sonucu

Konsantrasyon FAM (Ct) Bakteri sayilari (cfu/ml)
Pseudomonas savastanoi Pseudomonas savastanoi x std P/N
pv. savastanoi pv. savastanoi

Stok 15.51 * * * - - +
10 17.40 * * * - - +
102 19.58 * * * - - +
108 21.92 * * * - - +
10+ 24.44 5284 5277 5296 5285 4.26 +
10 20.46 780 773 788 780 2.49 +
106 20.23 74 76 78 76 1.63 +
107 21.14 12 13 13 12.6 0.57 +
108 21.24 2 2 3 2.3 0.33 +
10°° 00.00 0 0 0 0 0 -
1010 00.00 0 0 0 0 0 -
Negatif Kontrol 00.00 0 0 0 0 0 -

*: Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayilamadi
std: Standart sapma

P/N: Pozitif/Negatif

X: Aritmetik ortalama
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Sekil 4.6. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Bakteri hassasiyet ¢alismasinda
NA besi ortaminda Stok-10"° seyreltmelerde tespit edilen en az bakterinin
tespiti Stok (A),10* (B), 102 (C), 107 (D), 10* (E), 10° (F), 10 (G), 107 (H),
108 (1), 10° (J), 100 (K) (Cizelge 4.1)
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Cycles

Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol

A1M | Stock Solution 15,51 Olive Knot

A2l | 107 17.40 Olive Knot

A3 107 19.58 Olive Knot

ASH | 103 21.92 Olive Knot

Ab 104 24.44 Olive Knot

A7H | 10° 20.46 Olive Knot

ASH | 10 20.23 Olive Knot

A9 107 21.14 Olive Knot
Al10M | 10® 21.24 Olive Knot
All1m | 10° 00.00 Olive Knot
Al12M | 100 00.00 Olive Knot
A13M | Negative Control 00.00 Olive Knot

Sekil 4.7. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin bakteri hassasiyet tespiti

4.6. Primer Seti ve Probun Seciciligi

Zeytin dal kanseri patojeni tani ve tespiti i¢in tasarlanan primerler ve probun
seciciligini test etmek amaciyla, gelistirilen primerler problar kullanilarak,Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi (Cizelge 3.2) ve diger bitki patojeni bakteriler (Cizelge 3.3) ile
Real-Time PCR islemi gergeklestirilmistir (Sekil 4.8). Ayrica gelistirilen primer prob seti
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi gibi urlar olusturan Rhizobium tumefaciens ve
Rhizobium vitis’e kars1 test edilmistir (Sekil 4.9). Islem sonucunda, Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi igin tasarlanan primer prob setinin sadece Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi bakterisine spesifik oldugu belirlenmistir.
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17.35
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1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
Cycles
Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A1M | Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi 17.35 Olive Knot
A2l | Acidovorax citrulli 00.00 Olive Knot
A3 Bacillus subtilis 00.00 Olive Knot
A5H | C. michiganensis subsp. michiganensis 00.00 Olive Knot
A6 Erwinia amylovora 00.00 Olive Knot
A7H | Dickeya chrysanthemi 00.00 Olive Knot
ASH (F;;;:;?:\?:rts:]um carotovorum subsp. 00.00 Olive Knot
A9 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria 00.00 Olive Knot
Al10M | P. syringae pv. tomato 00.00 Olive Knot
Al1M | P.syringae pv. syringae 00.00 Olive Knot
Al12H | Pseudomonas viridiflava 00.00 Olive Knot
A13M | Xylella fastidiosa 00.00 Olive Knot
Al4 X. campestris pv. campestris 00.00 Olive Knot
A15M | Negative Control 00.00 Olive Knot

Sekil 4.8. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi strainlerinin tespiti i¢in tasarlanan
primer ve prob setinin diger bitki patojeni bakteri tiirlerine kars1 spesifikliginin
belirlenmesi
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Cycles
Site ID Sample ID FAM Ct Protocol
ALE Pseudomo_nas savastanoi pv. 17.50 Olive Knot
savastanoi
A2l Rhizobium vitis 00.00 Olive Knot
A3l Rhizobium tumefaciens 00.00 Olive Knot
A4l Negative Control 00.00 Olive Knot

Sekil 4.9. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi strainlerinin tespiti igin tasarlanan
primer ve prob setinin, ur olusturan bakteriyel patojenlere karsi spesifikliginin
belirlenmesi

4.7. Real-Time PCR ile Hastahikh Bitki Dokularindan Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin Tespiti

Zeytin vyetistiriciliginde iriin ve kalite kayiplarma sebep olan Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’nin Real-Time PCR ile direkt hastalikli bitki dokularindan
tespiti i¢in dogal enfekteli bir zeytin agacindan alinan, grimsi yesil ur (Sekil 4.10) ezilerek
hazirlanan stok soliisyondan ve 1/10 (107 ) oraninda seyreltilmis soliisyondan 2 pl
alinarak Real-Time PCR islemi gergeklestirilmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.10. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin olusturdugu dogal enfekteli
zeytin dali (Bu ¢aligsmadan)
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Cycles
Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
Al l | Stock Solution 21.96 Olive Knot
A2 W | Solution 10! 28.23 Olive Knot
A3l | Plant DNA 00.00 Olive Knot
A5 B | Negative Control 00.00 Olive Knot

Sekil 4.11. Tasarlanan primer ve prob seti ile Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin
enfekteli bitki dokusundan tespiti

4.8. Real-Time Membran Bio-PCR

Real-Time PCR yontemi ile hem canli ve hem de 6lii bakterilerin tespiti miimkiin
olabilmektedir. Bu nedenle bu g¢alismada yalmiz canli Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi popiilasyonlarmin tespitini gerceklestirmek amaciyla Real-Time Membran
Bio-PCR islemi gergeklestirilmistir. Membran filtrelerdeki bakteriler yikanarak stok
soliisyon hazirlanmigtir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Membran Bio-PCR igin stok soliisyon hazirlanmasi, membran filtre soguk
sterilizasyon aleti iizerinde (A), PVF-1 besi ortam1 iizerinde (B), test tiipii igerisinde (C),
(Bu ¢alismadan)
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Stok kiiltiir, 107, 10 ve 10" seviyeleri ile yapilan Real-Time Membran Bio-PCR
islemi sonucunda Stok kiiltiir, 107, 10”2 seviyelerinde patojen (Pss) tespit edilebilmistir
(Sekil 4.13).

500 23.24.69 27.83
Q@
o 300 /
@
7 /
o
2 100
s g :
-100 +— — ¥ +— —i— +—t t — t +— — i +— —— —t
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
Cycles
Site ID Sample ID FAM Ct Protocol
AlN Stock Solution 23.35 Olive Knot
A2l 101 24.69 Olive Knot
A3 10 27.83 Olive Knot
A4 108 00.00 Olive Knot
ASH Negative Control 00.00 Olive Knot

Sekil 4.13. Tasarlanan primer ve prob seti ve Real-Time Membran Bio-PCR yontemi ile
canli Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin tespiti

4.9. Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR ile Bitki Materyallerindeki Epifitik
Bakteri Populasyon Degisimlerinin Belirlenmesi

Erken donemde bitki materyallerinde bulunan epifitik bakterilerin sayisinin
belirlenmesi i¢in Kantitatif Real-Time PCR islemi ile referans standart egri
olusturulmustur. Bunun icin hazirlanan stok ¢ozeltiden 10*> den 101%° a kadar 10’ un
katlar1 seklinde seyreltme yapilmistir. Hazirlanan seyreltmeler uygun besi ortamina
yayilmis ve gelisen koloniler sayilmistir. Sayim sonrasi elde edilen veriler Kantitatif
Real-Time PCR islemi i¢in “Olive Knot” programina kaydedilmistir. Kantitatif Real-
Time PCR isleminde olusan amplifikasyon degerine bagli olarak referans bir standart egri
olusturulmustur (Sekil. 4.14).
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-‘:II5I1I6I17l1I8I1I9I2I0I2I1I2IZI2I3l2I4I2I5I2IﬁI2.TI2IS
Threshold Cycle
v=-1.212x + 30.47, r-squared = 0.94
Isge sample ID FAM Ct | Protocol
Al1E | Stock Solution 1551 Olive Knot
A2M | 107 17.40 Olive Knot
A3 102 19.58 Olive Knot
ASH | 103 21.92 Olive Knot
A6 104 24.44 Olive Knot
A7H | 10° 20.46 Olive Knot
ASH | 10 20.23 Olive Knot
A9 107 21.14 Olive Knot
Al10M | 10% 21.24 Olive Knot
Allm | 10° 00.00 Olive Knot
Al2ME | 100 00.00 Olive Knot
A13M | Negative Control 00.00 Olive Knot
Data Type Symbol
Unknown L]
Standard -

Sekil. 4.14. Kantitatif Real-Time PCR ile referans standart egrinin olusturulmasi

y: Bakteri sayisinin logaritmik degeri x: Real-Time PCR sonrasi saptanan Ct degeri
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Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin epifitik popiilasyon degisimini
orneklemek adma Antalya’nin 2 farkli lokasyonundaki (Kampiis-Dosemealt1) zeytin
agaclarindan ornekler alinmistir. Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR prosediirii
dogrultusunda filtrelerden gecirilmis ve stok soliisyonlar hazirlanmistir. Stok soliisyon,
10, 102 ve 103 seviyelerinde seyreltilmistir. Hazirlanan seyreltmeler uygun besi
ortamlarina yayilmis ve gelisen koloniler sayilmistir. Sayim sonrasi elde edilen veriler
Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR islemi i¢in “Olive Knot” programina
kaydedilmistir. Kantitatif Real-Time PCR isleminde olusan amplifikasyon degerine bagh
olarak referans bir standart egri olusturulmustur. Elde edilen referans standart egriler
degerlendirilerek bolgeler arasinda, zeytin agaci tizerindeki epifitik popiilasyon
yogunluklari karsilastirilabilmistir (Sekil 4.15).

1100 14.83 17.62 20.3 29.89

900 /

700 ///’

500 /
-

Fluorescence

300 /////

10080.0 7

=100

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Cycles
AT Sample 1D FAM Ct Protocol Quantitative
AlN Stock Solution 14.83 Olive Knot 1,5x105
™ 10-1 17.62 Olive Knot 6,5><104
A3 10-2 20.30 Olive Knot 3,0x103
B 0 28.98 Olive Knot 1,5x102

Sekil 4.15. Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR ile epifitik popiilasyonun sayisal
olarak tespiti
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Cycles
Site ID Sample ID FAM Ct Protocol Quantitative
ALE | Stock Solution 25.18 Olive Knot  px1o’
Al |10 27.62 Olive Knot  |4,6x10°
A3 10” 28.11 Olive Knot  |1.3x10°
Asm | 10° 29.36 Olive Knot  [6,0x10

Sekil 4.16. Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR ile epifitik popiilasyonun sayisal
olarak tespiti
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5. TARTISMA

Cok yonli bir kiltiir bitkisi olarak Zeytin (Olea europaea) en eski tarim
irtinlerinden biri olup, besleyici 6zellikleri ¢ok kuvvetli olan, gilinlimiiziin hastaliklar
kabul edilen kalp ve seker gibi hastaliklara kars1 koruyucu etkisi bulunan degerli bir besin
maddesidir. Akdeniz tarzi beslenme flizerinde yapilan arastirmalar da zeytinin saglik
acisindan onemini ortaya koymustur. Zeytin agaci, Diinya iizerindeki 30° — 45° enlemler
arasinda, bes kitada, Kuzey ve Giiney yarim kiirede ozellikle Akdeniz iklimine sahip
bolgelere yayilmistir. Akdeniz’de bulunan 8 iilke, diinya zeytinyagi iiretiminin %90°dan
fazlasin1 saglamaktadir. Tiirkiye’nin Onemli tarimsal iirlinlerinden olan zeytin ve
zeytinyag1, tarim sektoriimiiz i¢in rekabet giicli yiiksek tiriinlerden biridir. Tiirkiye zeytin
tiretim alani, toplam tarim alanlarinin %2,3’iinii ve bag-bahge alanlarinin ise %22’sini
kapsamaktadir. Toplam 81 ilin %46’sinda (36 il), 843 ilgenin ise %32’sinde (270 ilge)
zeytin {iretimi yapilmaktadir (Oztiirk vd 2009).

Zeytin agaclarinda tek basina veya birlikte zarar yapan pek c¢ok hastalik, zararli
ve yabanci ot bulunmaktadir. Bunlar gerek yaglik ve gerekse de sofralik zeytin liretimini
azaltmaktadir. Bu hastaliklardan biri de zeytin yetistirilen her alanda goriilen
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin neden oldugu Zeytin Dal Kanseri’dir.

Zeytin dal kanseri hastaligi, dallarda goriilen hiperplastik simptomlarla
karakterize edilmistir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin sebep oldugu Zeytin
Dal Kanseri endemik bir hastalik olup siddetli yaprak dokiimlerine ve zeytin agaglarinin
oliimiine sebep olabilmektedir (Varvaro ve Surico 1984). Diinyada zeytin yetistirilen
neredeyse her alanda goriilmektedir. Bu hastalik kalite ve verimde 6nemli kayiplara sebep
olmaktadir (Young vd 2004).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi yara patojeni olup, bitki dokularina
soguk ve dolu yaralari, sirikla yapilan hasat sirasindaki agilan yaralar, asir1 riizgar sonugu
olusan yaralanmalar, boceklerin acgtigr yaralardan girerek bitkilerin dal ve govde
kisimlarinda hatta yapraklarinda da goriilebilen urlar olusturmaktadir. Bu yaralanmalarin
yanisira patojenin bitkiye girisindeki Onemli faktorlerden birisi de fungal etmen
Cyclogonium oleaginum’un neden oldugu Halkali Leke hastaligidir. Belirtileri zeytin
yapraklar1 tizerinde goriilen siyahimsi-gri renkte yuvarlak noktalar seklinde lekelerdir. Bu
noktalarin bulundugu yerde renk acilir, daha sonra bunun ¢evresinde normal yaprak
renginde bir halka olusur. Bunu distan ikinci bir agik renkli halka ¢evirir. Sonra tekrar
koyu renkli bir halka olusur. Patojen zeytin yapraklarinin yogun bir sekilde dokiilmesine
neden olur. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi bu yaprak dokiilmeleri sonucu
olugan yaralardan, halihazirda var olan epifitik popiilasyonu sayesinde kolayca giris
yaparak Zeytin Dal Kanseri hastaligina sebep olmaktadir.

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Ispanya (Alonso vd. 1988), Fas
(Benjama vd. 1993), Urdiin (Tehabsim vd. 1991), Portekiz (Fernandes 1994, Marcelo vd.
1999), Yunanistan (Panagopoulos, 1993) Tunus (Boulila ve Mahjub 1994), ABD
(Teviotdale 1994, Azad ve Cooksey, 1995), Avustralya’da (Hall 2004) ciddi verim
kayiplarina sebep oldugu belirtilmektedir.
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Karaca (1977)’de hastaligin Karadeniz, Marmara, Ege, Akdeniz ve Giiney Dogu
Anadolu’da gorildiigi fakat Ege ve Akdeniz bolgelerinde daha siddetli oldugunu
bildirmistir. Tirkiye’de bu hastaligin zeytinler iizerindeki etkisi uzun zamandir
bilinmesine ragmen; ilk calismalar Ege bolgesinde Azeri (1993), Bati Akdeniz
Bolgesinde Basim ve Ersoy (2000), Ersoy (2002), Aydin ve Mugla illerinde Tath ve
Benlioglu (2004), Dogu Akdeniz Bolgesinde Mirik vd (2004), Gilineydogu Anadolu
Bolgesinde Kavak ve Ustiin (2009), Adana, Samsun ve Tekirdag’da Mirik vd (2011)
tarafindan yapilmistir.

Ulkemiz, zeytin yetistiriciligi bakimindan hem ulusal olarak hem de uluslararasi
dlciilerde iklimsel ve cografik durumundan dolay1 oldukga verimlidir. Ulkemizde zeytin
iiretimi tarim sektoriiniin 6nemli bir pargasi olmakla birlikte {iretim kapasitesini arttirmak
icin uygun ¢aligsmalara ihtiya¢ duyan bir sektordiir. Bati Akdeniz Bolgesi’nde yapilan
gozlem ve g¢alismalar sonucu Zeytin Dal Kanseri hastalig1 zeytinliklerde %80’e varan
yiiksek bir oranda goriilmekte ve ekonomik olarak iiriin kayiplarina neden olmaktadir
(Basim ve Ersoy 2000).

Diinya’da ve tlilkemizde genis yayilis alan1 bulan zeytin bitkisinin yetistirildigi,
hemen hemen her alanda goriilen ve zeytin bitkisinin en dnemli bakteriyel hastalig1 olan
Zeytin Dal Kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin giiniimiize kadar
tanist ve tespiti i¢in pek ¢cok yontem gelistirilmistir. PSS’nin tanisinda, levan olusumu,
oksidaz reaksiyonu, patateste pektolitik aktivite, arginin dehidrolaz, tiitiin yapraginda
asir1 duyarlilik reaksiyonu (LOPAT) testlerinin yam sira Gram reaksiyon, 37 °C’ de
gelisim, PVF-1 yari secici besi yerinde gelisim (Surico ve Lavermicocca 1989), 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 Schaad 1987, Surico ve Lavermicocca 1989, Klement vd 1990,
Schaad ve Frederick 2002) testleri gegmisten giiniimiize kullanilmaktadir.

Zeytin Dal Kanseri hastaligi etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi,
fluoresan Pseudomonas cinsleri igin kullanilan LOPAT testleri ile fitopatojenik altgrup
1b i¢ine dahil edilmistir. Pss altgrup 1b i¢inde yer alan fitopatojenik Pseudomonadlar
levan iiretmemeleri ile altgrup la iginde olanlardan ayrilmistir. Arastirmacilar Italya’da
1990 yilinda Pss’nin yayginligi izerindeki ¢aligmalari sirasinda, iki zeytin agacindan elde
ettikleri Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlarinin Levan pozitif olduklarini
belirlemislerdir. Ayni arastirmacilar iki ti¢ y1l aradan sonra Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi populasyonlarinin levan iiretim yaygmligini belirlemek igin ¢alismalarina
rastgele sectikleri 39 zeytin bahgesini ilave etmislerdir. Bu alanlarin yaklagik %38’inde
Levan pozitif bakteriler kaydedilmistir. Levan pozitif bu bakterilerin fenotipik, genotipik
ve patojenik karakterizasyonlar sonucu Pss oldugu kesinlestirilmistir. Levan pozitif ve
Levan negatif Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’lerin ayni zeytin bitkisi {izerinde
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye ait alt populasyonlar olarak bir arada
bulunabildiklerini belirlemislerdir. Arastirmacilar sonuglara gére, LOPAT semasinda 1a
ve 1b alt gruplarimin birlestirilmesini ve Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin hem
Levan pozitif hem de Levan negatif bir bakteri tiirii olarak degerlendirilmesini
onermislerdir (Marchi vd 2005).
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Besi ortamlari, biyokimyasal test ve diger testlerle yapilan tanilama calismalari
sonuglari ile patojenik bakterilerin tanilar1 yapilabilse de bu yontemlerin uzun zaman
almasi, bazi durumlarda kesin sonu¢ vermemesi, sonuclarin degiskenligi ve bazi
patojenlerin strainleri arasindaki farklilik nedeniyle kesin sonuglarin alinmasi
zorlagsmaktadir.

Patojenlerin tanisinda PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) metodu daha hizli ve
giivenilir olmasindan dolayi bitki patojenlerin tanisinda kullanilmaktadir (Catara vd 2000,
Catara vd 2002, Schaad vd 2002, Rameshkumar vd 2002, Kang vd 2003, Basim vd 2005,
Guo vd 2007, Mavrodi vd 2007, Cottyn vd 2009, Cottyn vd 2011, Alimi vd 2011,
Licciardello vd 2011, Heydari vd 2014).

Bakteriyel patojenlerin kesin tani ve tespiti i¢in son yillarda Real-Time PCR
yonteminden faydalanilmaktadir. Klasik PCR yontemi, PCR isleminden sonra ¢ogaltilan
DNA fragmentlerinin agaroz jelde yiiriitilmesi ve ethidium bromide ile boyanip
ultraviole (UV) 151k altinda goriintiileme gibi bir takim yan islemlere ve uzun siireye
gereksinim duymaktadir. Bu yontemde, kesin sonuglar elde edilmesine ragmen is giicii
ve zaman kayiplan fazla olmaktadir. Bu nedenle son yillarda patojenlerin erken tani ve
tespitleri i¢in klasik-PCR yonteminde yapilan agaroz jelde yiiritme ve UV 1s1k altinda
DNA fragmentlerinin goriintiilenmesi gibi ek islemlere ihtiya¢ duyulmadan daha kisa
stirede, kesin sonug elde edebilecegimiz Real-Time PCR yontemi gelistirilmistir (Schaad
vd. 1999, Weller vd 2000, Wong ve Medrano 2005).

Real-Time PCR (RT-PCR) yontemi, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli
artis gosteren floresan sinyalin ol¢iilmesine dayanan ve oldukea kisa siirede sonug veren
bir PCR yontemidir. Real-Time PCR yonteminde sonuglar klasik PCR ydntemlerine
oranla oldukea kisa siirelerde (20-35 dakika) ve kantitatif olarak elde edilmektedir. Real-
Time PCR yonteminde klasik PCR metoduna nazaran daha az miktarda (1-2 pl) DNA
kullanilarak daha hassas ve dogru sonuglar elde edilmektedir. Real-Time PCR
yonteminde tiim islem kapali bir PCR tiipii igerisinde ve tek seferde gerceklestigi icin
kontaminasyon (bulagma) riski klasik PCR metoduna goére ¢ok daha diisiiktiir. Ayrica
Real-Time PCR sisteminde tim PCR agamalari bir bilgisayar ekrani araciligi ile kontrol
edilebilmekte ve islem istenildiginde durdurulabilmektedir. Real-Time PCR yOnteminin
klasik PCR yontemine bir diger Ustiinliigli de kantitatif sonuclarin daha giivenilir sekilde
elde edilmesine imkan vermesidir (Schaad vd 1999, Weller vd 2000, Wong ve Medrano
2005, Pujol vd 2006, Mavrodi vd 2007, Basim ve Bozan 2011, Licciardello vd 2011,
Cottyn vd 2011).

Real-Time PCR metodunun dezavantajlari arasinda bu yontemin su an igin
ekonomik olmamasi, ¢gogaltilan {iriiniin daha sonraki ¢alismalarda kullanilamamasi, Real-
Time PCR islemi i¢in SYBR Green gibi DNA’ya spesifik olmayan floresan boyalarin
kullanilmast durumunda yanlis baglanmalardan dolayr bazen tutarsiz sonuglar elde
edilmesi, yeterli teknik bilgi ve iyi yetismis eleman ihtiyact duymasi gosterilebilir.

Hastalik etmenleri ile miicadelede basarili olabilmek i¢in hastalik etmenlerinin
hizli, giivenilir ve erken donemde tan1 ve tespitlerinin yapilmasi dnemlidir. Calismada
Prob olarak giliniimiizde kullanilan prob sistemlerinden biri olan LNA (Locked Nucleic
Acid) problar kullanilmigtir. LNA prob sisteminde prob iizerinde yer alan DNA analogu
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monomerlerde bulunan seker halkalart metilen bir koprii ile baglandigindan
monomerlerin her biri spesifik baglanma icin en uygun konformasyon olan N
konformasyonunda sabit kalabilmektedirler. Bu sayede kullanilan problar stabil
olabilmektedir. Bu 6zellik spesifik olmayan baglanmalara izin vermemekte ve problarin
spesifik bolgelere olan baglanmalarini arttirmaktadir. LNA problara ait diziler tasarimlari
geregi Real-Time PCR ile yapilan diger ¢alismalarda kullanilan problarin dizilerinden
uzunluk olarak daha kisadir. Bu sayede prob dizisinin kendi i¢inde baglanma olasilig1
ortadan kalkmaktadir. Problarin ve amplifiye edilen bolgenin kisa dizilerden olusmasi
amplifikasyon isleminin daha kisa siirede gerceklesmesine olanak vermektedir. LNA
probun kimyasal yapist daha spesifik olarak ¢alisilmasini ve alinan sonuglarin daha hizl
ve giivenilir olmasini saglamaktadir. Bu ¢alisma ile LNA problar kullanilarak Real-Time
PCR yonteminin 6nemi ve hassaslig1 bir kez daha ortaya konulmustur.

Real-Time PCR yonteminin kolay uygulanabilir olmasi, tan1 ve tespitlerin hizl,
glivenilir ve hassas sekilde gerceklestirilebilmesi, direkt hastalikli bitki materyallerinden
tespit yapilabilmesi, bitki patojeni bakterilerin tan1i ve tespitlerini gerceklestirmek
amaciyla son yillarda yontemin kullannminin giderek yayginlagsmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Real-Time PCR ile giiniimiize kadar farkli bitki patojeni bakterilerin tani
ve tespitleri yapilmistir (Schaad vd 1999, Freeman vd 1999, Weller vd 2000, Salm ve
Geider 2004, Basim ve Basim 2004, Cubero ve Graham 2005, Berg vd 2006, Basim ve
Yilmaz 2005, Pujol vd 2006, Basim ve Basim 2007, Bellis vd 2007, Mavrodi vd 2007,
Benlioglu ve Ozyllmaz 2007, Dreo vd 2007, Luo vd 2008, Basim ve Basim 2009, Basim
ve Caplik 2009, Gottsberger 2010, Basim ve Bozan 2011, Basim ve Oztiirk 2011,
Licciardello vd 2011, Cottyn vd 2011, Johnson ve Walcott 2012, Gallelli vd 2014,).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi etmeninin tani ve tespitinde kullanilan
30-35 dongiiliik klasik PCR yontemleri, 100-155 dakikada tamamlanirken bu ¢alismada
optimize edilen 30 dongiiliik Real-Time PCR yontemi ile 34 dakikada tamamlanmaktadir.
Ayrica Real-Time PCR sistemi PCR igleminin bir bilgisayar araciligi ile ger¢ek zamanli
olarak kontrol edilebilmesine ve islemin istenildiginde sonlandirilmasina olanak
verdiginden; sonu¢ dongiilerin tamamlanmasindan once elde edilebilmektedir. Bu
calismada dizayn edilen primer seti ve prob kullanilarak, Real-Time PCR yontemi ile
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin yaklasik 22 dakikada tani ve tespiti
gergeklestirilmistir.

Klasik PCR yonteminde tespitin gerceklestirilmesi i¢in ortamda bulunmasi
gereken bakteri yogunlugu genellikle 5x10% ve 1x10* cfu/ml arasinda degistigi rapor
edilmistir (Cottyn vd 2011). Bu calismada gelistirilen yontemin bakteriyel hiicre
hassasiyet sinir1 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi igin 2 hiicre, olarak tespit
edilmigtir. Gelistirilen yontemin DNA diizeyindeki hasasiyet sinir1 ise 11.8 pg diizeyine
kadar tespit edilmistir. Bu ¢alismada gelistirilen Real-Time PCR metodu ile kullanilan
LNA probu genomdaki g¢ogalan kismin secicilik, hassaslik ve tekrarlanabilirligini
saglanmigtir. Bunun yaninda, Real-Time PCR, Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin direkt hastalikli zeytin bitkilerinden tespiti basarili bir sekilde
gerceklestirilmigtir. Direkt bitki dokusundan tani ve tespit imkani, Real-Time PCR
isleminin saglikli sonu¢ vermesi i¢in bakteriyel izolasyonun yapilmasi gerekliligini
ortadan kaldirmis, sistemin uygulanabilirligini ve hizini biiyiik 6l¢iide arttirmistir. Bitki
patojeni bakterilerin tan1 ve tespitlerini tasmabilir Real-Time PCR cihazlar ile
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yapilabilme olanagi, hedef patojenlerin disindaki bitki patojenlerinin laboratuvara
tasinmasinin ve kiiltiire alinmasinin 6niine gegebilecektir.

Calismada kullanilan bir diger yontem Kantitatif Real-Time Membran Bio
PCR’dir. Bu yontemle Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin zeytin bitkileri
tizerinde bulunan ve yeni enfeksiyonlar i¢in inokulum kaynagi olan epifitik popiilasyonu
tizerinde ¢alisilmistir. Zeytin agaci iizerindeki epifitik popiilasyon canli ve 6lii bakterileri
bir arada igermektedir. Yontemin amaci, bakterilerin gegemeyecegi membran filtreler
kullanarak, uygun inkiibasyon sartlar1 ve siiresinde, bu filtreler {izerinde, sadece canli
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi kolonileri elde etmek ve Real-Time PCR ile
kantitatif olarak tespitini yapmaktir. Bu sayede zeytin agaclari izerinde var olan epifitik
popiilasyon i¢inde, hastaliga sebep olabilecek canli bakteriler tespit edilebilecektir. Ayni
zamanda bu yontem belirli araliklarla uygulanarak Zeytin Dal Kanseri hastaliginin ortaya
c¢ikis donemlerini belirlemeye yardimci olacaktir.
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6. SONUC

Zeytin yetistiriciliginin ilk insanlarla birlikte basladig1 kabul edilmekte ve “Zeytin
biitiin agaglarin ilkidir.” denilmektedir. Tiim Diinyada bulunan 900 milyon zeytin
agacindan %98’ i Akdeniz bolgesinde yer almaktadir. Zeytin ve zeytinyagi ayn1 zamanda
Akdeniz’i simgeleyen bir kiiltiiriin de parcasidir. Zeytin meyvesi yaglik ve sofralik olarak
islenebilen tarimsal bir iirlin olmasinin yani sira, zeytinyagina ve salamuraya iglenmesi
nedeniyle de tarima dayali sanayi ve ihracatta vazgecilmez iirlinler arasinda yer
almaktadir. Tiirkiye’nin 6nemli tarimsal ihrag {iriinlerinden biri olan zeytin ve zeytinyagi,
iilkemiz potansiyeli dikkate alindiginda, mevcut sorunlarin ¢éziime kavusturulmasiyla
ozellikle de Avrupa Birligine katilim siirecinde, tarim sektoriimiiz i¢in rekabet giicli
yiiksek olan tiriinlerden birisidir.

Zeytin yetistiriciliginde mevcut sorunlardan biri de Diinya’da zeytin yetistiriciligi
yapilan her alanda goriilen, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (ex Smith) (Gardan
1992a)’nin neden oldugu, Zeytin Dal Kanseri hastaligidir. Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’ nin sebep oldugu Zeytin Dal Kanseri endemik bir hastalik olup siddetli
yaprak dokiimlerine ve zeytin agaglarinin Oliimiine sebep olabilmektedir. Bununla
beraber, iriin kaybi ve kalite diisiikliigiine sebep olmaktadir.

Bu dogrultuda Zeytin Dal Kanseri hastalig1 patojeni Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi bu ¢alismada ele alinmig, bu patojenin hizli tan1 ve tespiti i¢in etkili, hassas ve
kesin sonug elde edilebilen Real-Time PCR yontemi gelistirilmistir. Tan1 ve tespitlerde
uygulanan PCR protokolleri optimize edilerek analizin yaklasik 15 - 20 dakika i¢inde
sonuglanabilir nitelige kavusmasi saglanmistir. Termal erime egrisi ile primer seti ve prob
ile gergeklestirilen amplifikasyonlarin tek bir diziye spesifik oldugu gosterilmistir. Prob
ve primerlerin sadece Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye ait DNA dizisine uygun
oldugu igin, farkli Pss strainlerinin test edilmesi sirasinda amplifikasyonun meydana
geldigi, fakat farkli bitki patojeni bakterilerin DNA dizisiyle uyusmadigi igin
amplifikasyonun meydana gelmedigi ortaya konmustur. Bu uygulamanin amaci, primer
seti ve probun sadece Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye spesifik oldugunu
ortaya koymaktir. Boylece hastalikli bir bitki materyalinin analizi yapilirken materyal
bagka bir bakteriyle bulasik dahi olsa amplifikasyon olusumunun meydana gelmeyecegi
belirlenmigtir. Gelistirilen primer seti ve prob Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi 'nin diger strainleriyle de uyustugunu ortaya koymak i¢in ise farkli bolgelerden
toplanan hastalikl1 bitki 6rneklerinden izole edilmis olan ve su an Akdeniz Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bolimii, Fitopatoloji Anabilim Dali, Bakteriyoloji
Laboratuvarinda Prof. Dr. Hiiseyin BASIM’a ait kiiltiir stoklarinda yer alan Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi strainleri iizerinde test edilmistir. Test sonucunda meydana
gelen amplifikasyonla farkl: strainlerin de tespitinin yapilabilecegi belirlenmistir.

Yeni enfeksiyonlar i¢in inokulum kaynagi geng tiimérlerde yasayan Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi popiilasyonu tarafindan saglanir ve ayni1 zamanda Pss dogal
olarak saglikli zeytin agaclarinda yaprak ylizeyinde, dal yiizeyinde, gévdede ve meyvede
epifitik olarak bulunmaktadir. Epifitik popiilasyonun diisiikk yogunluklarda oldugu
durumlarda veya hastaligin ilk asamalarindaki diisiik yogunluklarda da tespit
edilebildigini kanitlamak amaciyla farkli seyreltmeler hazirlanarak, bu seyreltmeler
Pss’ye spesifik olarak tasarlanan primerler ve prob kullanilarak Real-Time PCR’da test
edilmistir. Gelistirilen Real-Time PCR yontemleriyle bakteriyel hiicre hassasiyet sinir1, 2
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hiicre olarak tespit edilmistir. Gelistirilen yontemin DNA diizeyindeki hasasiyet sinir1 ise
11,8 pg. diizeyine kadar tespit edilmistir. Bu c¢alismada, Real-Time PCR metodu ile
kullanilan LNA prob genomdaki ¢ogalan kismim secicilik, hassashk ve
tekrarlanabilirligini saglamistir.

Real-Time PCR yontemin kolayligi, tan1 ve tespitlerin hizli, giivenilir ve hassas
sekilde gerceklestirilebilmesi, direkt bitki dokularindan tespit yapilabilmesi, bitki
patojeni bakterilerin tan1 ve tespitlerini gergeklestirmek amaciyla son yillarda yontemin
kullaniminin yayginlasmasinda 6nemli rol oynamistir. Bu ¢alisma ile Real-Time PCR
yonteminin dnemi ve hassasligi bir kez daha ortaya konulmustur.

Real-Time PCR ydntemi canli ve dlii bakterileri birlikte tespit etmektedir. Yeni
enfeksiyonlar i¢in inokulum kaynagi olan epifitik popiilasyon igerisindeki, sadece canli
bakterilerin tespit edilmesi ve yogunluklarinin kantitatif olarak belirlenebilmesi amaciyla
Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR yontemi uygulanmistir. Bu yontem ile Antalya
Merkez igerisindeki farkli lokasyonlardaki epifitik popiilasyon yogunluklari
belirlenebilmistir. Pss’nin Zeytin Dal Kanseri hastaligini olusturmadaki en 6nemli
faktorlerinden biri olan epifitik popiilasyonun, bitki iizerindeki varliginin tespit
edilebilmesi, etkin olarak ilaghh miicadelesi bulunmayan bu hastaligin 6nlenmesinde
olduk¢a onemlidir. Epifitik popiilasyonun zamana bagli yogunluk degisimleri kantitatif
olarak belirlenebilecek, hastaligin ortaya ¢ikis donemleri kesin olarak saptanabilecektir.
Calisma, bu yoniiyle Zeytin Dal Kanseri hastaligmin epidemiyolojisine katki
saglayacaktir.

Bu ¢alismada gelistirilen Kantitatif Real-Time Membran Bio-PCR yontemi ile
Pss’nin hastalikli bitki dokularindan, arazi kosullarinda dahi tespitinin kolay ve pratik bir
sekilde yapilmasi miimkiin olabilecektir. Pss’ye ait ¢ok sayida izolatin elde
edilebilmesine katki saglayacaktir. Farkli izolatlarla, daha sonra yapilacak ¢aligmalarda,
genotipik farkliliklarin ortaya konmasiyla patojenlerin farkli strainleri dogru olarak elde
edilebilecektir. Boylelikle ileride Zeytin Dal Kanserine kars1 yapilacak bitki dayaniklilik
calismalarinda bu farkli strainlerin kullanilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu calisma,
Pss’nin kisa siirede, kesin tanisina ve ilerideki calismalarda farkli strainlerin elde
edilmesine, olanak saglayacak olmasi bakimindan 6nem tagimaktadir. Yontem PSS’nin
yant sira, epifitik olarak bulunabilen diger bitki patojeni bakterilerin tespitiyle ilgili
yapilacak bilimsel ¢aligmalara hem teorik yonden hem de pratik yonden 6nemli katkilar
saglayabilecektir.
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