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Baz1 Sebze ve Meyvelerde Yumusak Ciiriklik Olusturan Pektolitik
Bakterilerin Tam ve Karakterizasyonu

Fatih DADASOGLU', Recep KOTAN?

OZET: Bu ¢alismada meyve ve sebzelerde yumusak ¢iiriikliik hastaligina sebep olan Pectobacterium caratovorum
subsp. atrosepticum ve Erwinia chrysanthemi tiirlerinin klasik ve molekiiler yontemler kullanilarak kesin tanisinin
yapilmasi hedeflenmistir. Bu amagla farkli meyve ve sebzelerde yumusak ciiriikliik etmeni oldugu tespit edilen
izolatlar ilk olarak mikrobiyal tani sistemi (MIS) kullanilarak tanilanmig ve 7 farkli P. ¢. subsp. atrosepticum
izolati ile 5 farklt E. chrysanthemi izolat1 elde edilmistir. Ayrica, strainler yine BIOLOG sistemi kullanilarak da
tanilanmis olup elde edilen sonuglarin MIS sisteminde alinan sonuglardan farkli oldugu gézlemlenmistir. Yapilan
hypersensitive reaction (HR), patojenite ve pektolitik aktivite testleri sonucu bu strainlerin tamaminin patojen
oldugu belirlenmistir. Patojen oldugu belirlenen strainlerin kesin tan1 ve karakterizasyonu i¢in ¢esitli biyokimyasal
ve molekiiler testler (16S rDNA PCR ve spesifik PCR) yapilmistir. 16S rDNA PCR testleri sonucunda strainlerin
cins diizeyinde tanist yapilmis olup, izolatlarin tamaminin yaklasik 1500 bp uzunlugunda bant verdigi tespit
edilmistir. Patojen oldugu belirlenen ve tanilanan P. carotovorum subsp. atrosepticum izolatlarinin ¢ilek, dut,
maydanoz, lahana, patates, biber ve patlicanda, E. chrysanthemi izolatlarinin ise; 2 tanesinin soganda, 2 tanesinin
biberde ve 1 tanesinin de maydanozda yumusak ¢iiriikliik hastali§ina neden oldugu belirlenmistir.
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Identification and Characterization of Pectolytic Bacteria which is
Causing Soft Rot in some Fruits and Vegetables
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ABSTRACT: In this study, it is aimed to be determined make a definitive diagnosis of Pectobacterium caratovorum
subsp. atrosepticum and Erwinia chrysanthemi, which are the agent of Soft Rot for some fruits and vegetables. For
this purpose, initially microbial diagnostic systems (MIS) are defined using, causing soft rot strains in different
fruits and vegetables, and 7 different strains of P. carotovorum subsp. atrosepticum and 5 different strains of E.
chrysanthemi were obtained. Also identified using the system of BIOLOG and it was observed that the results
are different from results obtained in the MIS system. According to hypersensitive reaction (HR), pathogenicity
and pectolytic activity tests results it was determined that all of the pathogenic strains. Several biochemical and
molecular tests (16S rDNA PCR and spesific PCR) for the diagnosis and characterization of certain strains were
made identified as pathogen. The diagnosis of bacterial species conducted using the 16S rDNA PCR and all of the
strains given band of approximately 1500 bp in length was determined. P. carotovorum subsp. atrosepticum strains
of identified as pathogen in strawberry, mulberry, parsley, cabbage, potatoes, peppers and eggplant and the strains
of E. chrysanthemi; 2 of them in onion, 2 of them in pepper and one of them also in parsley, it has been found to
cause soft rot disease.
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GIRIS

Bitki patojeni olan Erwinia cinsi bakterilerin
sebep oldugu hastaliklar1 simptomlarina gore ii¢
ana grup altinda toplamak miimkiindiir. Amylovora
grubu; elma ve armut gibi yumusak c¢ekirdekli
meyve agaclarinda ates yamkligi hastaligina
sebep olur ve bilinen en Onemli tiri Erwinia
amylovora’dir.  Carotovora  grubu;  yumusak
cliriikliik ve karabacak hastaligina sebep olan tiirleri
icerir. Bu bakteriler hem tarlada hem de depoda
bir¢ok triinde ¢ok Onemli kayiplar olusturmakta
olup; subsp.

carotovorum, Pectobacterium carotovorum subsp.

Pectobacterium  carotovorum
atrosepticum ve Dickeya chrysanthemi tim diinyada
en ¢ok bilinen patojenleridir. Herbicola grubu iki
ana tiirli igermektedir. Erwinia herbicola, genellikle
bitkilerin iizerinde bulunan bir epifit iken; diger
tiir olan Erwinia stewartii ise misirlarda Stewart’in
solgunlugu diye bilinen hastaliga sebep olmaktadir
(Leliott and Dickey, 1984; Suparyono and Pataky,
1989).

Mikroorganizmalarin siniflandirilarak tak-
sonomideki yerinin belirlenmesi tani, tanisi yapilan
organizmalarin  sahip olduklar1  dzelliklerinin
belirlenerek digerleri arasindaki farkliliklarin ortaya
konulmasina ise karakterizasyon adi verilmektedir.
Genel olarak tan1 yontemleri klasik ve molekiiler
yontemler olarak iki gruba ayrilmaktadir. Molekiiler
yontemler; icerisinde MIS, BIOLOG, ELISA ve
PCR yontemleri mikroorganizmalarin tanisinda en
fazla kullanilan yontemler olmaktadir. Giintimiizde
molekiiler yontemler daha giivenilir ve daha hizli
sonuglar verdigi i¢in klasik yontemlere gore daha
fazla tercih edilmektedir. Ancak, her ne kadar
molekiiler yontemler ¢ok yaygin kullanilsa da
higbir zaman tek baslarina yeterli sonuglar elde
edilememistir. Bu nedenle molekiiler yontemlerin
her zaman klasik yontemlerle desteklenmesi
gerekmektedir.

Bu c¢aligmada; yumusak ciiriiklik simptomu
goriilen bazi meyve sebzelerde hastalik olusturan
bakteriyel yas clriiklik etmenlerinin klasik
(morfolojik, sitolojik ve biyokimyasal testler) ve
molekiiler yontemler (MIS, BIOLOG ve 16S rDNA
PCR) kullanilarak kesin tanis1 ve karakterizasyonu
amacglanmistir.
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MATERYAL VE YONTEM

Bakterilerin izolasyonu ve Stoklanmasi:
Bu calismada Erzincan, Igdir, Ispir Pazaryolu
ve Uzundere lokasyonlarinda farkli meyve ve
sebzelerden alinan  Orneklerden
yapilmistir. Izolasyonlar icin standart Trypticase
Soy Broth Agar (TSBA), Nutrient Agar (NA),
Yeast Dextrose Carbonate Agar (YDC) besiyerleri

izolasyonlar

kullanilmistir. Hastaliklt bitki materyalleri, sebze
ve meyveler musluk suyunda yikandiktan sonra
igerisinde %70’lik etil alkol bulunan bir kapta 5
dk bekletilerek yiizeysel olarak steril edilmis ve
ardindan sdH,O’dan gegirilmistir. Hem hastalikli
hem de saglikli dokuyu igeren bolgelerden, kiigiik
parcalar kesilerek igerisinde 2 ml sdH,O bulunan
steril tiipler icerisinde 1 saat bekletildikten sonra, 5
kat seyreltilerek diliisyonlar hazirlanmistir. Pipetle
her bir diliisyondan 100 pl alinarak, standart besi
yerlerine transfer edilmis ve cam drigalski 6zesi ile
ylizeye yayilmistir. Kiiltiirler 25°C’de inkiibasyona
konulmus, gelisen her bir koloniden yeniden ekim
yapilarak saf kiiltiirler elde edilmisgtir.

Saf olarak elde edilen her bir izolata ayr1 bir kod
numaras1 verilerek, izolasyonla ilgili bilgiler (izole
edildigi bitki, lokasyon, tarih vs.) kaydedilmis; tani
ve karakterizasyon iglemlerine kadar 1:1 oraninda
karistirilan %30 gliserol ve Luria Bertani Broth
(LB) igeren stok besiyerlerinde -80°C’de muhafaza
edilmigtir.

izolatlarin MIS Sistemi ile Tanilanmasi:
Saflastirilarak muhafaza edilen bakteri izolatlarinin
yag asiti metil esterleri elde edilmis, Mikrobial
Identification Sistemi=MIS (MIDI, Inc., Newark,
DE) kullanilarak tanilanmistir (Miller, 1982).

Bakterilerin BIOLOG sistemi ile tanilanmasi:
Bakteri izolatlarinin BIOLOG sistemi yardimi
ile metabolik enzim profillerinin belirlenmesi
hem alternatif bir hem de izolatlarin
karakterizasyonunda kullanilmistir.

tani

Tiitiinde Asir1 Duyarhhik (Hypersensitivity
(HR)) Testi: Saflastirilan bakteriyel izolatlar NA
besiyerine g¢izilerek inkiibasyona birakilmistir. 24
s’lik kiiltiirlerden 6ze ile alinarak sdH,O igerisine
aktarilan bakteriler vorteks cihazinda karigtirilip
hazirlanan karisimin konsantrasyonu 108 CFU/ml’ye
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ayarlanmigtir. Elde edilen soliisyondan steril siringa
ile 2 cc’lik alinarak tiitiin (Nicotina tabacum L. var.
Samsun) yapraklarinin damarlar1 arasina enjekte
edilmistir. Oli doku olusturan izolatlar HR pozitif
(+), olusturmayanlar ise HR negatif (—) olarak

Fenotipik Testler: HR, patojenite ve pektolitik
aktivite test sonuclar1 pozitif olan izolatlar ¢esitli
yontemler kullanilarak

klasik ve molekiiler

tanilanmistir.

Bu amagla sitolojik testlerden Gram reaksiyon

Eeierlelndlrllmlgtlz chlmtrzoémbltkllerlnde sdH,0 testi ve hareket testi kullamilmistir (Hugh and
ullaniimistir (Dadasoglu, )- Leifson, 1953). Biyokimyasal testlerden; katalaz,
Patojenite  Testi:  Yapilan  izolasyonlar  oksidaz, floresan pigment iiretimi, amilaz testi, indol

sonucunda elde edilen verilere gore patojenite testleri
i¢in bakteri kiiltiirlerinden alinarak TSA besi yerine
ekim yapilmistir. 24 h siireyle etiivde gelismeye
birakilan bakterilerden 108 CFU/ml konsantrasyonda
soliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyonlar
nemlendirilmis kagitlar iceren polietilen torbalar
igerisine konulan konukg¢u bitkilere siringa ile
enjekte edilerek bir hafta boyunca 27-30°C sicaklikta
takip edilmistir.

Sera denemeleri patojenite testlerinde ise;
patojenler i¢in izole edildigi konukgu bitkiler
olarak  ise  sdH,O

kullanilmigtir.  Kontrol

kullanilmistir.

Pektolitik Aktivite Testi: Taze ve hastaliksiz
olan patates yumrulart %5’lik sodyum hipoklorit
de 10 dk bekletilerek steril edilmistir. Steril edilen
yumrular yaklagik 5 mm dilimlenerek igerisinde
steril nemli igeren petri kaplarina
yerlestirilmistir. 24 sa’lik bakteri kiiltiirlerinden
alinarak patates dilimlerine 1 ml enjekte edilmis
ve 26+2°C’de inkiibasyona birakilmigtir. 24-72 sa

sonra yumusama olup olmadigi kontrol edilerek

kagitlar

yumusama olmasi1 pozitif olarak degerlendirilmistir.
Kontrol olarak sdH,O kullanilmstir.

Cizelge 1. izolatlarin tanisinda kullanilan PCR metodlari

tretimi, sukrozun indirgenmesi, fosfataz aktivitesi
testleri yapilmistir.

Ayni zamanda izolatlarin 37°C de gelisimi,
5% sodyum klorid iceren nutrient agar ortaminda
gelisimi ve eritromisin antibiyotigine duyarlilik
testleri de kullanilmistir. Bunlara ilaveten laktoz,
glukoz, fruktoz ve mannitol gibi karbonhidratlardan
asit iretimi testleri de yapilmistir. (Gallelli et
al., 2009).

Molekiiler Karakterizasyon

Bakteri
Arastirmada kullanilan bakteri izolatlarindan DNA
ekstraksiyonu, Lazo et al., (1987); Ausubel et al.,
(1994); Khoodoo and Jaufeerally-Fakim, (2004),
tarafindan kullanilan izolasyon metodunun modifiye

hiicresinden DNA ekstraksiyonu:

edilmesiyle gerceklestirilmigtir.

Bakteriyel izolatlarin 16S rDNA bélgesinin
PCR ile amplifikasyonu: Her bir izolattan
saflastirilan genomik DNA’dan, 16S rDNA gen
bolgesi uygun forward ve reverse primerler
kullanilarak PCR yardimi ile ¢ogaltilmistir. Master
miksin hazirlanmasi, kullanilan primerler ve PCR
programi Cizelge 1’de verilmistir.

PCR metotlart Primerlerin baz dizilimleri Master miks (1 érnek i¢in) PCR program

16S rDNA PCR: fD1: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 10 x PCR tamponu Sul 1. Denatiirasyon a 94°Cde 4 dk

(Pectobacter sp.,) | rP2: ACGGCTACCTTGTTACGACTT dNTP 1l 2. Denatiirasyon b 94C’de 1 dk
Primerler 0.3 ul 3. Baglanma 58°C’de 1 dk
Taq DNA polimeraz | 0.5 pl 4. Uzama 72°C’de 3 dk
(5U)
sdH,0 399 ul | 5.Déngii (2, 3, 4) 35 tekrar
Template DNA | 3 ul 6. Uzama 72°C’de 10 dk
(50 ng/ul)

Cilt/ Volume: 7, Say1/ Issue: 1,2017

157



Fatih DADASOGLU ve Recep KOTAN

BULGULAR VE TARTISMA

Yumusak ciirtikliik olusturan bakteriyel etmenlerin
bazi meyve ve sebzelerin yumru, govde, meyve,
dal ve yapraklari olmak {izere konukcularinin farkli
aksamlarinda olusturmus olduklart sulu lezyonlar,
clirimeler, doku yumusamas1 ve solgunluklar gibi tipik
simptomlara neden olduklar1 bilinmektedir (Aysan ve
ark., 2003; Boyraz ve ark., 2006; Choi and Kim, 2013).
Bu patojenlerin o6zellikle 6nemli kiiltiir bitkilerinde
meydana getirdikleri siddetli enfeksiyonlar nedeni
ile ekonomik agidan ¢ok biiyilk kayiplar meydana
getirdigi ve diinya genelinde yillik yaklagik olarak 50-
100 milyon dolar kayba neden oldugu belirtilmektedir.
Bunlar igerisinde, Pectobacterium sp., Pseudomonas

sp., Enterobacter sp., Bacillus sp., Clostridium sp.
ve Flavobacterium sp. igerisinde yer alan ve diinya
genelinde ¢ok sayida konuk¢uda hem yumusak ¢iiriikliik
hem de farkli hastaliklarin olugsmasindan sorumlu tiirler
yer almaktadirlar (Prombelon and Kelman, 1980).

Bu c¢alismada; s6z konusu patojenlerden
Pectobacterium spp. ve Erwinia spp.’ye ait tiirlerin
yukarida belirtildigi gibi ¢ok sayida konuk¢unun
govde ve meyve gibi farkl bitki organlarinda yumusak

curtikliik olusturdugu tespit edilmistir.

MIS ve BIOLOG tami sonuglari, HR, patojenite
ve pektolitik aktivite testlerinden elde edilen sonuglara
gore yumusak ciiriikliik etmeni oldugu tespit edilen
izolatlara ait bilgiler Cizelge 2’de verilmistir.

Cizege 2. Patojen bakterilerin MIS ve BIOLOG tani sonucu, izolasyon bilgileri ile HR, patojenite ve pektolitik aktivite test sonugclari *

iN MIS tan1 sonucu MBI | BIOLOG tam sonucu | BBI K BM L HR| P [PA
F-121 (Pectobacterium caratovorum subsp. atrosepticum| 0.61 |Pantoea agglomerans 0.62 |Cilek Meyve |Pazaryolu | - | + | +
F-123 (Pectobacterium caratovorum subsp. atrosepticum| 0.65 |Vibrio vulnificus 0.46 (Dut Meyve |Pazaryolu | - | + | +
F-137 |Pectobacterium caratovorum subsp. atrosepticum| 0.51 |Vibrio vulnificus 0.52 |Lahana Govde |Pazaryolu | - [ + | +
F-138 (Pectobacterium caratovorum subsp. atrosepticum| 0.86 |Vibrio vulnificus 0.26 (Maydanoz |Govde |Pazaryolu | - | + | +
F-140 |Erwinia chrysanthemi biotype V 0.83 [Pantoea agglomerans 0.25 |Maydanoz |[Govde |Pazaryolu | - | + | +
F-161 |Erwinia chrysanthemi biotype V 0.81 [Raoultella terrigena 0.22 |Sogan Govde |Ispir -+
F-172 |Pectobacterium caratovorum subsp. atrosepticum| 0.71 |Salmonella typhimurium 0.36 |Patates Govde |Uzundere RO I
F-215 |Erwinia chrysanthemi biotype V 0.75 |Vibrio vulnificus 0.50 [Sogan Govde |Uzundere | - | + | +
F-453 |Pectobacterium caratovorum subsp. atrosepticum| 0.72 |Salmonella typhimurium 0.09 [Biber Meyve |(Igdir S
F-610 |Pectobacterium caratovorum subsp. atrosepticum| 0.69 |Salmonella typhimurium 0.50 [Patlican Meyve |Erzincan EO I
F-663 |Erwinia chrysanthemi biotype IV 0.55 |Enterobacter nimipressuralis | 0.54 |Biber Meyve |Erzincan -+
F-714 |Erwinia chrysanthemi biotype IV 0.54 |Vibrio vulnificus 0.53 |Biber Meyve [Uzundere -+

* N: izolat no, MBi: MIS benzerlik indeksi, BBi: Biyolog benzerlik indeksi, K: Konukcu, BM: Bitki materyali, L: Lokasyon, HR: Asirt duyarlik testi, P:

Patojenite, PA: Pektolitik aktivite, + : Pozitif sonug, -: Negatif sonug

Calismanin baglangicinda MIS sisteminin tercih
edilmesi ile elde edilen izolatlarin 6n tanisi yapilmis
boylece bu veriler dikkate alinarak ¢aligsmanin kalan
kisimlarinin daha giivenli ve daha kolay planlanmasi
saglanmistir. MIS sistemi kullanilarak tanisi yapilmis
olan bakterilerin tamamina HR testi yapilmis ve
tiim izolatlarin pozitif sonug¢ verdigi belirlenmistir.
Yapilmis olan bazi galigmalarda da bu bakterilerin
tiitinde asir1 duyarlilik testlerinde hem pozitif hem
de negatif sonu¢ verdigi kaydedilmistir (Gallelli
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et al., 2009; Pitman et al., 2010; Mikicinski et al.,
2010). Bu nedenle pozitif sonu¢ veren izolatlarin
tamamina kendi konukgularinda patojenite testleri
yapilmistir ve hepsinin pozitif sonu¢ verdigi
belirlenmistir. Patojenler konukgularin meyve ve
govdelerinden izole edilmis olup, yapilmis olan
bir ¢ok ¢aligmada da bu patojenler farkli bitkilerin
meyve ve godvdelerinden elde edilmistir (Saygili
ve ark., 2005; Maisuria and Nerurkar 2012; Van
Vaerenbergh et al., 2012).
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MIS sistemi kullanilarak tanilanmis olan izolatlarin
7 tanesinin P. carotovorum subsp. atrosepticum ve 5
tanesinin de E. chrysanthemi oldugu belirlenmistir. MIS
tan1 sonucuna gore; P. carotovorum subsp. atrosepticum
ve E. chrysanthemi oldugu tespit edilmis izolatlarin
BIOLOG tani sonuglar ile karsilagtirildiginda biitiin
izolatlar arasinda hem cins hem de tiir diizeyinde

Cizelge 3. Morfolojik ve biyokimyasal test sonuglari*

farkl1 sonuglar elde edildigi gozlemlenmistir. Kotan,
(2002) yapmis oldugu g¢alismada da benzer sekilde
MIS ve BIOLOG sonuglarmin her zaman uyum iginde

olmadigini belirtmistir.

Morfolojik ve biyokimyasal testlerden elde edilen

sonuclar Cizelge 3°de verilmistir.

g Karbonhidratlardan
24 = i asit iiretimi
=1 @ 153 )
— = = £
= 8 = =
g} = ‘@ ] 5}
g =2 8 5 o0
= =| 2| = i
» | & o| T| & g =
= o g | X 8| 8
= = s| & AR 2| = g = =
| & = o] N N Sl O N[ = 5| | = N ©
, 2 el 2| B3| 3 Sl 5| £ 5| | 2| 5| 8| & & %
Izolat | MIStam |pioLoGtam | 5| 8| 2| O E| 5| 5| £\ | | E| 5| 5| £| 3| E| 2| &
g = S 2 = = =
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P, c. subsp.
F-121 . P. agglomerans + | C AS [+ |+ - o e - -+ - + - +
atrosepticum
P, c. subsp.
F-123 . V. vulnificus + | C AS [+ |+ - O o e - - + - + - +
atrosepticum
P. c. subsp.
F-137 ) V. vulnificus + | C AS |+ |+ - e - - -+ - + - +
atrosepticum
P. c. subsp.
F-138 . V. vulnificus + | C AS + |+ - - - + |+ - - - - - + - +
atrosepticum
E. chrysanthemi
F-140 . P. agglomerans + | C AS [+ |+ - N - - - - - + - +
biotype V
E. chrysanthemi
F-161 . R. terrigena + | C| AS |+ |+ E I I o I O N - + - +
biotype V
P c. subsp.
F-172 . S. typhimurium + | C| AS [+ |+ - - -+ - - - |+ - + - +
atrosepticum
E. chrysanthemi
F-215 . V. vulnificus + | C AS |+ |+ - - - + |+ - - - - - + - +
biotype V
Pc. subsp.
F-453 . S. typhimurium + | C| AS [+ |+ - B N -] - -+ - + - +
atrosepticum
P c. subsp.
F-610 . S. typhimurium + |1 C | AS |+ |+ S T I S I O I B - + - +
atrosepticum
E. chrysanthemi | E
F-663 | . Lo . + | C| AS [+ [+ | - |- |+ |+ |+ | -|-|-|+|-1+]1 -1+
biotypelV nimipressuralis
E. chrysanthemi
F-714 . V. vulnificus + | C AS |+ |+ - - -+ |+ - - - - - + - +
biotype IV

*AS: Agik sar1, C: Cubuk, + : Pozitif sonug, -: Negatif sonug

Yapilan morfolojik ve biyokimyasal test sonuglar1
incelendiginde biitiin izolatlarin hareketli ve g¢ubuk
seklinde oldugu belirlenmistir. Genel olarak izolatlarin
belirtilen bu
literatiirlerde

morfolojik  ozellikler bakimimdan

belirtilen  oOzellikler ile ortlstiigi

Cilt/ Volume: 7, Say1/ Issue: 1,2017

goriilmiistiir (Brenner et al., 2007). izolatlarin tamami
Gram negatif olup 37 "C’de gelisme gostermislerdir.
Zaten Pectobacterium tlrlerinin optimum gelisme
sicakliklariin 25-30°C,
sicakliklarinin ise 40°C oldugu kaydedilmis olup bizim

maksimum  gelisme
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sonuglarimizla paralellik gostermektedir (Brenner
et al., 2007). Biitiin izolatlarin katalaz test sonuclari
pozitif iken oksidaz test sonuglari ise negatif olarak

belirlenmistir.

Potasyum hidroksil testleri sonucuna gore, tiirlerin
tamammin KOH pozitif (+) ve bu nedenle Gram
ozelligi bakimindan Gram negatif (-)sonu¢ verdigi
tespit edilmistir. Eritromisine kars1 duyarhilik test
sonuglarma gore; F-138, F-161, F-172, F-215, F-610
ve F-714 izolatlar1 negatif sonu¢ vermis olup diger
izolatlar pozitif sonu¢ vermistir. Bu tiirlerin bazilarinin
genelde % 5 NaCl’ye toleranshi olduklar1 ama bu
konsantrasyonda gelisme gosteremeyen duyarl tiirlerin
varlig1 da tespit edilmistir (Ngadze et al., 2012). Ayni
sekilde sukrozun indirgenmesi test sonuglarina gore;
F-138, F-140, F-215 ve F-714 izolatlar1 negatif sonug
vermisken diger izolatlar pozitif sonu¢ vermis olup,
bu sekilde farkli sonuglarin bulundugu caligmalara
rastlanmaktadir (Gallelli et al., 2009; Van Der Merwe,
2009). %5°1ik NaCl besi ortaminda patojen bakterilerin
gelisip gelisememesi agisindan yapilan test sonuglarina
gore; biitiin izolatlarin gelistigi belirlenmistir. Yapilan
amilaz testleri sonucunda tiim patojenler negatif sonug
vermisken, fosfataz testleri sonucunda ise biitiin izolatlar
pozitif sonug vermistir. Bu tiirlerle ilgili yapilan fosfataz
testinde genellikle pozitif sonuglar elde edilmigsken nadir
de olsa bazi tiirlerde negatif sonuglarin olabilecegi de
kaydedilmistir (Palacio-Bielsa et al., 2010; Tavasoli et
al., 2011; Sarris et al., 2011). Bu galismada ise; tiirlerin
tamamui fosfataz testinde pozitif sonug¢ vermis olup; bu
acidan literatiirlere gore yakin sonuglarin elde edildigi
diisiiniilmektedir. Bu tiirlerin karbonhidratlardan asit
iiretimini belirlemek i¢in; sukroz, mannitol, glukoz,
fruktoz, laktoz, mellibioz ve sorbitol gibi ¢ok sayida
farkli karbonhidratlardan yararlanilmistir (Dickey,
1978; Sarris et al., 2011; Rahman et al., 2012; Maisuria
and Nerurkar, 2012). Bu calisma kapsaminda ise;
glukoz, fruktoz, laktoz ve mannitol olmak iizere 4 farkli
karbonhidrat kullanilmgtir. izolatlarin tamami glukoz
ve laktozdan asit iiretiminde negatif sonug vermis olup,
fruktoz ve mannitolden asit {iretiminde pozitif sonug
vermistir.

Patojen  bakterilerin  indol iiretimi testleri

sonucunda biitlin izolatlar negatif sonu¢ vermistir.
Bilindigi gibi Pectobacter ve Erwinia cinsi biitiin
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diinyada yumusak ciiriikliik denince akla ilk gelen

patojen gruplarmi olusturmaktadir. Bu nedenle
yapilmis olan bu ¢alismada da bu patojenler ile ilgili
hemen hemen tiim c¢alismalarda yararlanilmis olan
morfolojik ve biyokimyasal testlerden en dnemlileri

oldugu disiiniilen testlere yer verilmeye ¢aligilmistir.

Sonug olarak; daha once bu cinse ait tirler ile
ilgili yapilmis olan bir¢ok ¢aligmada da kullanilan ayni
morfolojik ve biyokimyasal testlerden elde edilmis
sonuclar incelendiginde bu c¢alismada belirlenen
sonuglar ile biiyllk oranda benzerlik oldugu tespit
edilmistir (Aysan ve ark., 2005; Boyraz ve ark., 2006;

Van Der Merwe, 2009; Maisuria and Nerurkar, 2012).

Mikroorganizmalarin tanisinda yaygin olarak

kullanilan molekiiler yontemlerden birisi olan
PCR yontemi; bakteri, virlis, fungus, parazit ve
protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef niikleik
asit zincirlerinin, primerler

(6zgil tamamlayict

oligoniikleotitler) ile 1siya dayanikli enzimleri

kullanarak laboratuvar ortaminda ¢ogaltilmasini
saglayan 0Ozgiin ve gilivenilir bir ydntemdir

(Schochetman and Jones, 1988; Arda, 1995).

Calismada 16S rDNA-PCR metodunda universal
primerlar olan fD1 ve rP2 kullanilmistir. Elde edilen
sonuglara gore; bu cinslere ait izolatlarin yaklasik 1500
bp uzunlugunda bant verdigi tespit edilmistir. Yapilan
calismalarda Pectobacter ve Erwinia cinslerine ait
strainlerin 16S rDNA-PCR sonucunda yaklasik 1500
bp uzunlugunda bantlar verdigi bildirilmistir (Kang
et al., 2003; Rattanasuk and Ketudat-Cairns, 2009;
Santana et al., 2012).

Tiim bu sonuglara gore; 7 farkli P. caratovorum
subsp. atrosepticum ve 5 farkli E. chrysanthemi
izolatlarinin yapilan HR, patojenite ve pektolitik
aktivite test sonucglarina gore baz1 meyve ve sebzelerde
yumusak ¢iiriikliik etmeni oldugu belirlenmistir. Patojen
oldugu belirlenen bu strainlerin MIS, BIOLOG, PCR
(16S rDNA-PCR) ve bazi1 biyokimyasal testler ile kesin

tan1 ve karakterizasyonu yapilmistir.

Yapmis  oldugumuz literatiir =~ taramasinda
iilkemizde bu izolatlarin bazi konukgularinda yumusak
clirikliik etmeni oldugu ilk defa bu calisma ile ortaya

konulmustur.
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