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OZET Bitki Koruma

Yozgat ili lahana tretim alanlarinda 2018-2019 vejetasyon

déneminde yumusak curtukluk hastalik etmenlerinin tanilanmasina Aragtirma Makalesi
yonelik survey c¢alismalari yapilmistir. Yaprak, gévde ve kok

kisimlarinda sulu-islak lezyonlar ve clriime belirtisi sergileyen Makale Tarihgesi
dokulardan bakteriyel etmeninin izolasyonu igin Crystal Violet Gelig Tarihi  :27.05.2021
Pectate (CVP) besi yeri kullanmilmistir. Farkh tarlalardan toplanan 24 Kabul Tarihi :08.07.2021

stpheli bitki 6rneginden CVP besi yerinde ¢ukur olusturan 16 adet
pektolitik izolat elde edilmistir. Seffaf, konveks ve kenarlar:1 krater
formda oldugu tespit edilen bakteriyel izolatlarin gram negatif,

Anahtar Kelimeler
Bakteriyel hastalik

fakiiltative anaerob, oksidaz negatif, katalaz pozitif, UV-1s1k altinda Yumusak ¢uriuklik
King B besi yerindeki kolonilerinin floresans parlama géstermedigi Pectobacterium
belirlenmigtir. Patates dilimlerinde ve lahana bitkilerinde yumusak Beyaz bas lahana
curiklik belirtilerine neden olan izolatlarin 37 °C’de gelisebildigi, Yozgat ili

%5’1ik NaCl igeren sivi besi yerinde tiirbidite olusturdugu ve tiitiin
yapraklarinda asiri duyarlihlk reaksiyonuna neden oldugu
belirlenmigtir. Elde edilen 16 izolat ile yapilan PCR analizlerde,
izolatlarin tamami Pectobacterium spp. i¢in spesifik Y1/Y2 primerleri
ile 434 bg, P. carotovorum subsp. carotovorum igin spesifik
EXPCCF/EXCPCCR primerleri ile ise 550 bg¢ biiyiikligiinde PCR
uruni olusturmustur. Yapilan biyokimyasal, fizyolojik, patojenite ve
molekiiler analizler sonucu test edilen 16 izolatin P. carotovorum
subsp. carotovorum oldugunu gostermigtir. Yapay inokulasyon
yapilan lahana bitkilerinde patojenik izolatlarin sulu-islak lezyonlar
seklinde  yumusak  ¢uruklik  Dbelirtilerine neden  oldugu
gozlemlenmistir. P. carotovorum subsp. carotovorum’un Yozgat ili
beyaz bag lahana tiretim alanlarinda yumusak ctrtklik hastaliginin
enfeksiyon kaynagi oldugu ilk kez bu ¢aligma ile tespit edilmigtir.

ABSTRACT

During the 2018-2019 vegetation period, survey was conducted to
identify soft rot disease agent in the white head cabbage production
areas of Yozgat. Crystal Violet Pectate (CVP) medium was used for
the isolation of bacterial agent from tissues showing watery-wet
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convex and crater with edges were gram negative, facultative Soft rot

anaerobe, oxidase negative, cata_lase positive, apd did not show e
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determined that the isolates caused soft rot symptoms in potato slices
and cabbage plants could grow at 37 °C, had turbidity in liquid
medium containing 5% NaCl and cause hypersensitivity reaction in
tobacco leaves. In PCR analyses with obtained 16 isolates revealed
that all of the isolates generated 434 bp and 550 bp PCR product using
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Y1/Y2 and EXPCCF/EXCPCCR primers which were recommended for
the identification of Pectobacterium spp, and P. carotovorum subsp.
carotovorum, respectively. Based on biochemical,
pathogenicity and molecular analysis, 16 isolates were identified as P.
carotovorum subsp. carotovorum. It has been also observed that all
pathogenic isolates caused signs of soft rot in the form of watery-wet
lesions in artificially inoculated cabbage plants. It was determined for
the first time with this study that P. carotovorum subsp. carotovorum
is the source of soft rot disease infection in the white head cabbage

production areas of Yozgat province.

physiological,
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GIRIS 1994). Bitki hiicrelerinde hiicre duvari ve orta lamel

Brassica oleracea grubu igerisinde 37 adet alt tir
bulunmaktadir. Bunlar arasindan beyaz bas lahana
(var. capitata L. f. alba) bitkisi giiniimiizde en cok
tiketilen lahana tipidir ve 90’dan fazla ulkede kultira
yapilan en oOnemli sebze turlerinden birisidir
(Nieuwhof, 1969). Diinya lahana iiretiminde Tiirkiye
778 bin ton lahana turetimi ile 15. sirada yer
almaktadir (Anoymous, 2018). Tiirkiye genelinde
lahana bitkisi tiretilen kiglik sebze tiirleri arasinda 10.
sirada yer almaktadir (Balkaya ve ark., 2017).
Turkiye’de 2020 yilinda en fazla lahana tretimi
129.310 ton ile Nigde ilinde yapilmakta olup bu ili
sirasiyla, 111.181 ton ile Samsun, 37.549 ton ile Bursa,
24.106 ton ile Mersin, 22.504 ton ile Izmir illeri takip
etmektedir (Anonim, 2020). Lahana tiretimini ve uzun
donem muhafazasimi kisitlayan bircok hastalik
mevcuttur (Maskell ve ark. 1999). Lahana bitkilerinde
hastaliklara neden olan baglica bakteriyel hastalik
etmenlerinin  Pectobacterium sp., Pseudomonas
syringae pv. maculicola, P. marginalis, Xanthomonas
campestris pv. campestris  oldugu bildirilmigtir
(Rimmer ve ark., 2007).

Pectobacterium spp.nin neden oldugu yumusak
curiklik hastaligi lahana tiretiminde verim ve kalite
kayiplarina yol acan en énemli bakteriyel hastaliklar
arasindadir (Hauben ark., 1998; Gardan ve ark., 2003;
Popovic ve ark., 2019). Yumusak ciiriikliik hastaliginin
kiiresel olarak sebze, meyve ve siis bitkilerinde
toplamda % 30 drin kaybina neden oldugu
bildirilmektedir (Toth ve ark., 2011; Charkowski,
2015; Charkowski, 2018). Pectobacterium spp.,
oldukca genis bir cografyada monokotiledon ve
dikotiledon bitkilerde enfeksiyona neden olmaktadir.
Diinyanin bir¢ok yerinde basta patates olmak tizere
farkli konukgu bitkilerde yaygin olarak rapor edilen
patojenik izolatlara sahiptir (Duarte ve ark., 2004; Ma
ve ark., 2007; Marquez-Villavicencio ve ark., 2011;
Mansfield ve ark., 2012;). Pectobacterium izolatlarinin
en 6nemli virtiilenslik faktori, bitki hiicre duvar eriten
pektolitik enzimlere sahip olmasidir (Barras ve ark.,
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bilegseni olan pektini parcalayarak substrat olarak
kullanan bakteriler konuk¢u doku entegrasyonunun
bozulmasi1 ve hiicre igeriklerinin digari salinmasina
neden olmaktadir. Sizint1 daha sonra bir¢ok saprofitik
mikroorganizmanin saldirisiyla agir bir c¢lurik koku
olusumuna davetiye cikarmaktadir (Barras ve ark.,
1994; Perombelon, 2002).

Cevresel faktorlerden sicaklik, Pectobacterium
turlerinin dagilimi ve epidemiyolojisinde en belirleyici
faktordiir (Perombelon ve Kelman, 1980; Perembelon,
2002). Avrupa kitas1 gibi 1liman bélgelerde P.
atrosepticum (Syn. E. carotovora subsp. atroseptica)
patojeni 20-22 °C sicaklik degerlerindeki daha fazla
oranda enfeksiyon olusturur ve konukc¢u olarak en
fazla patates bitkisinde olmakla birlikte sinirh sayida
da olsa biber (Stommel ve ark., 1996), aycicegi (Bastas
ve ark., 2009) ve kala (Popovic ve ark., 2017)
bitkilerinde de hastaliga neden oldugu
bildirilmektedir (Marquez-Villavicencio ve ark., 2011).
Daha sicak bélgelerde (liman-subtropik) ise P
carotovorum subsp. carotovorum (Syn. Erwinia
carotovora subsp. carotovora) enfeksiyonlarinin fazla
oranda oldugu bilinmektedir (Czajkowski ve ark.,
2011; Czajkowski ve ark., 2015). P. carotovorum subsp.
carotovorum etmeni diinya genelinde en patojenik tir
olarak  gosterilmektedir. 25 °C  civarindaki
sicakliklarda iliman ve yar1 - tropik bolgelerde marul,
sarimsak, tath biber, patlican, bamya, lahana,
hindiba, kabak, seker pancari, domates, biber, salgam,
havug, hiyar, kereviz, sogan, tiitin ve dut gibi
konukcularda ekonomik kayiplara neden olur (Peltzer
ve Sivasithamparam, 1985; Waleron ve ark., 2002;
Perombelon, 2002; Gardan ve ark., 2003; Fiori ve
Schiaffino, 2004; Mahmoudi ve ark., 2007; Xia ve Mo,
2007; Golkhandan ve ark., 2013; Cariddi ve Sanzani,
2013; Dees ve ark., 2017; Zaczek-Moczydlowska ve
ark., 2019). P. carotovorum subsp. carotovorum
etmeninin daha genis cografi dagilima ve konukgu
araligina sahip olmas1 izolatlar arasinda genetik
gesitliliginin  fazla olmasindan dolayr tahmin
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edilmektedir. (Toth ve ark., 2003).

Turkiye genelinde Pectobacterium tirleri bir dizi
konukgu kiiltiir bitkisi tizerinde rapor edilmigtir. En
erken tani calismalari Benlioglu (1991) tarafindan
patates  orneklerinde P  carotovorum  subsp.
carotovorum ve P. atrosepticum patojenlerinin
varhigimn bildirilmesi ile baglamistir (Benlioglu ve
ark., 1991). Cetinkaya-Yildiz ve ark. (2004) Dogu
Akdeniz Bolgesi'nde Dieffeanbachia amoena
bitkilerinde P. carotovorum etmenini, Aysan ve ark.
(2004) Mersin ve Hatay illeri domates seralarinda P,
carotovorum ve Dickeya spp. (E. chrsanthemi)
izolatlarinin yumusgak c¢lriklige neden oldugunu
bildirmislerdir. Boyraz ve ark. (2006) Konya ili lale
uretim alanlarinda P. carotovorum’u, Bastas ve ark.
(2009) Konya ili aycicegi tiretim alanlarinda P,
atrosepticuniu, Ozturk (2016) Yozgat ili patates
iiretim alanlarinda P. parmentierryi, Ozturk (2017)
Orta Karadeniz bolgesi patates tiretim alanlarinda P.
carotovorum subsp. carotovorum, P. carotovorum
subsp. brasiliense, P. parmentierive P. atrosepticunru
karabacak ve yumusak clriklik hastaligr etmenleri
olarak belirlemistir. Dadagoglu ve Kotan (2017), P.
carotovorum subsp. atrosepticum’un c¢ilek, dut,
maydonoz, lahana, patates, biber ve patlicanda, D.
chrysanthemr/nin sogan, biber ve maydonozda
yumusak curiiklige neden oldugunu belirlemislerdir.
P. carotovorum subsp. carotovorum etmeni ayrica
Aydin ili enginar tiretim alanlarinda (Ustiin ve Arslan,
2016), Samsun ili beyaz bag lahana iiretim alanlarinda
(Aksoy ve ark., 2017a), Mersin ili muz iiretim
alanlarinda (Basim ve ark., 2019) hastaliga neden olan
patojen olarak bildirilmistir. Ozturk ve ark. (2019),
Yozgat ili seker pancar1 Uretim alanlarinda ZP.
betavasculorum’un vaskiiller nekroz ve yumru
c¢uriklik enfeksiyonlarina neden oldugunu rapor
etmiglerdir. Son yillarda toplam 540 dekar alanda
1.280 ton beyaz bas lahana lretiminin gergeklestigi
Yozgat ilinde (Anonim, 2020), artan ekim alanlar ile
birlikte lahanalarda bakteriyel ve fungal hastaliklarla

iligikli  sikayetlerde artigslar kayit edilmeye
baglanmisgtir.
Yozgat iline ait ilge ve kdylerde yuritilen bu

calismada, beyaz bag lahana tretiminin gercgeklestigi
tarlalarda yumusak c¢uriuklik belirtileri gosteren
bitkilerden bakteriyel hastalik etmeninin izolasyonu,
biyokimyasal, fizyolojik, patojenisite ve molekiiler
analizlerle tanilanmas1 amaglanmigtar.

MATERYAL ve METOT
Bitki Ornekleri ve Bakteriyel Izolasyon

2018-2019 yillar1 Eylil-Kasim aylarinda Yozgat iline
bagli Sorgun, Sarikaya ve Merkez il¢elerinde yapilan
sorveylerde, yapraklarda kloroz, sulu-islak nekrotik
leke, yaprak ana damar, gévde, kok dokularinda
kahverengileserek ilerleyen zamanla sulu-islak hale
gelen ve yumusama Dbelirtileri gosteren lahana
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bitkileri toplanmistir. Simptomatik dokular % 1'lik
sodyum hipoklorit (NaOCI) ile 2-3 dakika siireyle
yuzeysel dezenfeksiyonu yapildiktan sonra izolasyon
icin bitki dokulari 1-3 cm buytkliginde kesitlere
ayrilmisg, %70 etil alkolde 1 dakika sureyle bekletilen
ornekler t¢ kez steril suda durulandiktan sonra
fizyolojik serum (% 0.85'lik NaCl ¢ozeltisi) iceren steril
ekstraksiyon torbalarina konulup stispansiyonlar elde
edilmistir (Kara ve ark., 2020). Elde edilen
stispansiyonlardan steril o6ze yardimiyla alinan
érnekler, Crystal Violet Pectate Medium (CVP) besi
yerine ekimi yapilmistir (Helias ve ark., 2012).
Pectobacterium spp. ait izolatlar 24-72 saat 26 °C'de
inkiibasyon sonucunda besi yerinde ¢ukur olusumu

seklinde  morfolojik  goériinimlic  kolonilerinden
Nutrient Agar (NA) besi yerine saflastirmalar:
yapilmistir.

Patateste Pektolitik Aktivite Testi

NA besi yerine saflagtirilan pektolitik aktiviteye sahip
bakteriyel izolatlarin belirlenmesi amaciyla patates
dilimlerinde (cv. Marabel) pektolitik aktivite testi
uygulanmigtir. Saghikli patates yumrulari % 51k
sodyum hipokloritte 10 dakika bekletilerek ytizeyleri
dezenfekte edilmistir. Daha sonra kabuklar: soyularak
dezenfekte edilen yumrular yaklagtk 20 mm
dilimlenerek icerisinde steril nemli kagitlar iceren
steril petri kaplarina yerlestirilmistir. Patates
dilimlerinin  ylizeylerine 24  saatlik  bakteri
kultirlerinden steril kirdan ile alinan bakteri
hiicreleri bulastirilmis, petriler 26+2°C’de
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyondan 24-72 saat
sonra inokulasyon noktalarinda maserasyon seklinde
gorulen yumusak curiklik olusumu pozitif olarak
degerlendirilmistir (Bozkurt ve Soylu, 2019). Pozitif
kontrol olarak referans kiltiir P. carotovorum subsp.
carotovorum A8G4, negatif kontrol olarak steril saf su
kullanilmigtir. Patates dilimlerinde pektolitik aktivite
gosteren seffaf renkte ve kenarlari krater koloni
morfolojisine sahip 16 farkli izolat morfolojik,
biyokimyasal, patojenisite ve molekiler analizler i¢in
% 40’k steril glyserol igerisinde -20 °C'de muhafaza
edilmistir (Lojkowska ve ark., 1995).

Lahana Bitkilerinde Patojenisite Testleri

NA besi yerinde gelistirilen 24-48 saatlik kilttrlerin
kolonileri steril kiirdan yardimiyla alinarak 4 haftalik
lahana  bitkilerinin  gévdesine  bulastirilmigtir.
Inokulasyon bélgesi parafilm ile kaplanmigtir. Bitkiler
16:8 saat (aydinhik:karanlhk) fotoperiyoda sahip
yetistirme odasinda sirasiyla 25°C (16 saat) ve 18°C (8
saat) inkiibasyona birakilmis, inokulasyon bélgesinde
5-7 giin sonra olusan 1slak-sulu doku lezyonlarinin
olugsumu incelenmistir (Caruso ve ark., 2016).

Biyokimyasal ve Fizyolojik Testler

Potasyum hidroksit (KOH), oksidaz, katalaz,
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oksidatif/fermantatif (O/F), arjinin dehidrolaz,
floresan parlama, 37 °C de gelisebilme, % 5 NaCl
iceren LB (Luria broth) besi yerinde tiirbidite
olusturma ve titinde asir1 duyarlihk testleri
acisindan 16 farkl izolat degerlendirilmistir (Lelliot ve
Stead, 1987; Schaad ve ark., 2001).

Tutiinde Agir1 Duyarlilhik Testi

NA besi yerinde gelistirilen 24 ¢’lik kiltirlerin
konsantrasyonlar1 108 CFU ml?'ye ayarlandiktan
sonra elde edilen slspansiyonlardan enjektor
yardimiyla tiitiin (Nicotina tabacum kv. bentamiana)
yapraklarinin damarlar1 arasina enjekte edilmigtir.
Asir1 duyarhlik olusturan izolatlar HR pozitif (+),
olusturmayanlar ise HR negatif (-) olarak
degerlendirilmistir. Kontrol bitkilerine Pozitif kontrol
olarak Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Psp12,
negatif kontrol olarak steril saf su uygulanmigtir
(Soylu ve ark., 2020).

PCR Teknigi ile

Pectobacterium T1zolatlariin

Molekiiler Tanis1

NA besi ortaminda 24-48 saatlik streyle gelistirilen
bakteriyel kolonilerin PCR ile tanisinda Cizelge 1.’de
belirtilen primer oligontkleotidleri kullanmilmagtir.
Bakteriyel koloniler LB (Luria broth) besi yerinde
26°C‘de 48 saat orbital calkalayicida gelistirilmistir.

Genomik DNA izolasyonu Genomik DNA prifikasyon
kiti (Katalog numarasi: K0721, ThermoFisher firmasi
GeneJET)  kullanmilarak  yapilmistir.  Nanodrop
cihazindan elde edilen DNA miktar tayinine goére
orneklerin DNA’lar1 10 ng pl! final konsantrasyon
olacak sekilde hazirlanarak DNA o6rnekleri -20 °C’de
saklanmigtir. PCR karigimi, 10 ul 2x master mix
(Bioline my Tagq, Ingiltere), 1 pl forward primer (10
pmol), 1 ul reverse primer (10 pmol), 7 pl steril distile
saf su ve 1 ul DNA olacak sekilde hazirlanmigtir.
Thermocycler cihaz1 PCR dongi islemleri, Touchdown
(kademeli sicaklik diigiirme) programina gore
yapilmistir. Buna gére, 95 °C’de 4 (dak.), ilk 10 déngii;
94 °C’de 30 (s), 65-56 °C‘de 30 (s) (her dongiide 1°C
azalir), 72°C'de 1 (dak.), 72°C’de 5 (dak. seklinde
ayarlanarak ilaveten 24 dongi sabit 56°C‘de ayni
parametreleri kullanarak uygulanmistir (Aksoy ve
ark., 2017b). PCR iiriinleri agaroz jele (% 1)
yuklenerek 100 voltluk elektrik akiminda 30 dakika
stireyle kosturulmus ve UV 1sin  altinda
goriintiilenerek cogaltilan DNA fragmentlerinin
boyutlar1  referans markor (G-BIOSCIENCE
DNAmark 100 bp ladder) boyutlarina gére
belirlenmistir (Sambrook ve ark., 1989). Referans
kultir olarak P. carotovorum subsp. carotovorum
A8G4, P. carotovorum subsp. brasiliense VK22G8 ve P.
atrosepticum CA2GS izolatlar1 kullamilmigtir (Ozturk
ve ark., 2018).

Cizelge 1. Enfekteli lahana 6rneklerinden izole edilen Pectobacterium izolatlarin molekiler tanisinda kullanilan primerler ve

oligontiikleotid dizinleri

Table 1. Primers and sequences of oligonucleotides used for molecular identifications of bacterial strains obtained from infected

samples ]
Tiir/Alt tiir Primer Sekans 5'—3 g)z;m Boyutu Kaynakga
. Y1 TTACCGGACGCCGAGCTGTGGCGT Darrasse ve ark.
Pectobacterium spp. 434 (1994)
Ye CAGGAAGATGTCGTTATCGCGAGT
P atn tieum Y5 TCACCGGACGCCGAACTGTGGCGT 439 Frechon ve ark.
- atroseptict Yas TCGCCAACGTTCAGCAGAACAAGT (1998)
EXPCCF | GAACTTCGCACCGCCGACCTTCTA
£, carotovorum  subsp. 550 Kang ve ark. (2003)
carotovorum
EXPCCR | GCCGTAATTGCCTACCTGCTTAAG
BR1f GCGTGCCGGGTTTATGACCT
P.carotovorum subsp. 399 Duarte ve ark.
brasiliense Lir CA(A/G)GGCATCCACCGT (2004)
BULGULAR ve TARTISMA tespit edildigi arazilerde bulunan lahana bitkilerinde;

Hastalik Etmeninin Izolasyonu, Biyokimyasal ve
Fizyolojik Testler

Yozgat ilinin lahana yetigtiriciliginin yapildig:
Sorgun’da 12, Sarikaya’da 6 ve Merkez ilgesinde 8
olmak tuzere toplam 26 farklh lahana tarlasindaki
bitkiler giidiimlii olarak hastalik agisindan incelenmisg
olup, Sorgun’da 10, Sarikaya’da 6 ve Merkez ilgesinde
8 olmak tlizere toplam 24 tarladan her tarlay: temsilen
stipheli 6rnekler alinmigtir. Hastalik belirtilerinin
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yaprak ve yaprak saplarinda sulu lezyonlar,
lezyonlarin daha fazla ilerledigi dokularda sulu-islak
lezyonlarin bulundugu dokularin kahverengi-siyah
renk alarak yumusama gosterdigi, doku
entegrasyonunun zayifladig1 bitkilerde agir ¢irik
koku olusumu gézlemlenmistir (Sekil 1A,B). Popovic
ve ark. (2019)’da belirtildigi gibi, farklh tarlalardan
toplanan yumusak c¢iriklik belirtisi gosteren 24
siipheli lahana (Sekil 1C) dokularindan CVP besi
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yerine yapilan izolasyonlarda c¢ok sayida bakterinin
gelistigl gozlemlenmigtir. Daha oOnceden bildirildigi
gibi (Helias ve ark., 2012) lahana dokularinda izole
edilen pektolitik koloniler CVP besi yerinde pektat
kaynagini pargalayarak bulunduklari bélgelerde

¢ukur olugsumuna neden olmus, sonucta pektolitik
izolatlarin diger bakteriyel kolonilere gore CVP besi
yerinde daha dominant oldugu (Popovic ve ark., 2019)
gozlemlenmistir (Sekil 1D). Tiim izolatlarin patates

dilimlerinde 24 saat sonra yapilan gé6zlemlerde
pektolitik  aktivite  gosterdigi  ve  dokularda
yumusamalara  (maserasyona) neden  oldugu
belirlenmistir (Aksoy ve ark., 2017a). Oskiera ve ark.
(2017)’de bildirildigi iizere, pektolitik aktivite gosteren
24 izolat arasinda 16 pektolitik izolatin NA besi
yerinde gelisen kolonilerinin geffaf, konveks ve
kenarlar1 krater formda oldugu belirlenmistir (Sekil
1E.) (Benlioglu, 1991; Ozturk ve ark., 2018).

Sekil 1. A. Gozlemlerin yapildig1 alanlardaki lahana bitkilerinci;:éspdﬂen yumusak ciiriikliik (ok) belirtileri,

B. Enfekteli bitkide kok bélgesine kadar ilerlemis siddetli yumusak ciiriikliik (ok). C. Pectobacterium spp.

kaynakl enfekteli kék dokusu (ok), D. Pektat besin kaynagini kullanan pektolitik izolatlarinin CVP besi
yerinde cukur olusturmasi (ok), E. NA besi yerinde Pectobacterium izolatinin 5 giinliik kolonileri

Figure 1. (A) Typical soft rot symptoms (arrow) observed on cabbage plants in inspected fields. (B) Severe soft rot

that has advanced to the root area of the infected plant (arrow). (C) Pectobacterium spp. originated

infected root tissue (arrow). (D) Cavitiy formation (arrow) formed by pectolytic bacterial isolates using

pectate nutrient source on CVP nutrient media . (E) Growth of Pectobacterium isolates on NA medium

after 5 days.

CVP besi yerinde ve patates dilimlerinde pektolitik
aktiviteye sahip oldugu Dbelirlenen izolatlarin,
potasyum hidroksit (KOH) testine gére gram negatif
oldugu belirlenmigtir. Oksidaz ve arjinin dehidrolaz
testlerinde negatif, katalaz testinde pozitif reaksiyon
gosteren fakultatif anaerob karakterdeki izolatlarin
King B besi yerindeki kultiirlerinin UV 1g1k altinda
floresan  parlama  gostermedigi  belirlenmisgtir.
Izolatlarin 37 °C de gelisebildigi, % 5 NaCl iceren LB
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(Luria broth) besi yerinde tiirbidite olusturdugu ve
tutin yapraklarinda asiri duyarhilik reaksiyonuna
neden oldugu belirlenmistir (Lelliot ve Stead, 1987;
Schaad ve ark., 2001). Lee ve ark. (2019) belirtildigi
uzere, yumusak curiklige neden olan bakteriyel
etmenler Bacillus, Pseudomonas, Pectobacterium ve
Xanthomonas spp. olarak bildirilmektedir (Aksoy ve
ark., 2017a; Charkowski, 2018; Lee ve ark., 2019).
Pectobacterium izolatlarinin patates yumru
dilimlerinde daha bagarili maserasyona neden oldugu
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ve pektolitik aktiviteye neden olan enzimlerin daha
fazla oranda iretildigi bildirilmektedir (Marin-
Rodriguezve ark., 2002).

Bakteri Izolatlarinin PCR Teknigi ile Molekiiler
Tanilamasi

Izolatlarin molekiiler tanisinda Pectobacterium spp.
izolatlarinin cins dizeyinde tanilanmasinmi saglayan
Y1/Y2 primer ¢ifti kullanmilarak 434 b¢ buyukluginde
PCR amplikonu cogaltilmigtir (Darrasse ve ark., 1994).
Brassicaceae bitkileri tizerinde P. carotovorum subsp.
carotovorum patojeninin, P. carotovorum subsp.
brasiliense ve P. carotovorum subsp. oderiferum
patojenlerinden daha yaygin enfeksiyon kaynagi
olarak rapor edildigi bilinmektedir (Arsenuevic ve
Obradovic, 1996; Bhat ve ark., 2010; Nazerian ve ark.,
2011; Waleron ve ark., 2015). Pectobacterium

izolatlarinin tiir/alt tir tanmisi i¢in kullanilan primer

oligoniiklotidleri ile yapilan PCR analizlerinde (De
Boer ve ark., 2012) referans P. carotovorum subsp.

carotovorum  A8G4  izolat1 1ile 16 lahana
Pectobacterium izolatinin EXPCCF/EXPCCR
primerleri (Kang ve ark., 2003) ile 550 bg

biiytiikliginde PCR irina olusturdugu belirlenmigtir
(Sekil 2). Diger yandan, P. carotovorum subsp.
brasiliense VK22G8 ve P. atrosepticum CA2G8
izolatlarinin ayni primerle yapilan PCR
calismalarinda s0z konusu PCR Urinini
olusturmadig1 tespit edilmistir (Sekil 2). Tirkiye
genelinde yetistiriciligi yapilan basta patates olmak
iizere bircok yumrulu ve yaprag tiiketilen (etli
yaprakll) sebzelerde yumusak c¢iiriikliikk hastaligina
neden olan bakteri izolatlar1 arasindan en yaygin
bakteriyel tirin P. carotovorum subsp. carotovorum
oldugu bildirilmistir (Benlioglu, 1991; Oztiirk, 2017).

Sekil 2. Lahana yumusak ciiriikliik izolatlarimin EXPCCF/EXPCCR primerleri ile 550 b¢ PCR {iriinii (ok) olusturmasi (*1=Pec
A8G4, 2=BRY1, 3=BRY2, 4=BRY3, 5=BRY4, 6=BRY5, 7=Pba CA2G8, M=Molekiiler DNA marker, 8=BRY6, 9=BRY7,
10=BRYS, 11= BRYY, 12=Pcbr VK22G8, 13= BRY9,14=Kontrol, su)

Figure 2. Typical 550 bp PCR product (arrow) generated by cabbage soft rot bacterial isolates using EXPCCF/EXPCCR primer

pairs. (*1=Pec A8G4, 2=BRY1, 5=BRYZ2, 4=BRY3, 6=BRY4, 6=BRY5, 7=Pbha (A2GS8, M=Molecular DNA marker,
8=BRY6, 9=BRY7, 10=BRYS, 11= BRY9, 12=Pcbr VK22G8, 13= BRY9, 14=Control, water)

P. carotovorum subsp. brasiliense VK22G8 ve P.
atrosepticum CA2G8 1zolatlarinin P. carotovorum
subsp. brasiliense izolatlarina spesifik Brlf/Llr
(Duarte ve ark., 2004) ve P. atrosepticum izolatlarina
spesifik  Y45/Y46 primerleri ile beklenen PCR
iriinlerini (322 ve 439 bc, swrasiyla) olusturdugu,
EXPCCF/EXPCCR primerlerine gore pozitif oldugu
belirlenen lahana izolatlarinin ise Br1f/L1r ve Y45/Y46
primerleriyle negatif reaksiyon gosterdigi
belirlenmistir (Dees ve ark., 2017; Oztiirk, 2017;
Ozturk ve ark., 2018).

Lahana Bitkilerinde Patojenisite Testi

Molekiiler tanis1 yapilan izolatlarin konukgu bitki
izerinde yapilan patojenisite testinden 5-7 giin sonra
govdede sulu 1slak dokularin olustugu ayrica
inokulasyon bélgesine en yakin noktada yer alan
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yapraklarin kenarlarinda haglanma ile baslayip daha
sonrasinda kurumalarin meydana geldigi Alvarado ve
ark. (2011)’de belirtildigi gibi gézlemlenmistir. Lahana
bitkilerinde patojenitesi yapilan izolatlar inokulasyon
noktalarindan tekrar izole edilmis ve yapilan
biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler testlerde re-
izolatlarin orijinal izolatlar1 ile aym reaksiyonlari
verdigi tespit edilmisgtir.

SONUC ve ONERILER

Sonuc¢ olarak, Yozgat ili lahana tiretim alanlarinda
Pectobacterium spp.’de yer alan pektolitik izolatlardan
kaynakli yumusak ¢iirtikliik hastalig tespit edilmigtir.
Hastalikli dokulardan elde edilen Pectobacterium
izolatlar1 ile yapilan biyokimyasal, fizyolojik,
patojenisite ve PCR ile molekiiler tan1 c¢alismalari
sonucunda 16 1zolatin P. carotovorum subsp.
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carotovorum oldugu belirlenmigtir. P. carotovorum
subsp. carotovorum izolatlarinin tamami cins ve tur
diizeyinde tanilanmalarina olanak saglayan Y1/Y2 ve
EXPCCF/R primeri ile sirasiyla 434 ve 550 b¢ PCR
irini olusturmustur. Elde edilen izolatlarin lahana
bitkilerinde patojenik oldugu konuk¢u bitkiler
izerinde yapilan patojenite testleri ve inokulasyon
noktalarindan tekrar yapilan geri izolasyonlari
neticesinde anlagilmigtir. Hastaligin miicadelesinde
etkin bir kimyasal bulunmamaktadir. Etmen genis
konukgu araliginda enfeksiyona neden oldugu igin
patojenin izole edildigi alanlarda konukg¢usu olmayan
bitkiler ile Giretiminin yapilmasi 6nem arz etmektedir.
Hastaliktan ari, sertifikali tiretim materyali kullanimi
ve patojen ile enfekteli bitkilerde etmenin erken
dénemlerde bitki dokusunda daha fazla ¢ogalmasim
onlemek amaciyla patojenin erken teshis edilerek
baskilanmasina yoénelik uygulamalarin yapilmasi
sayesinde hastalik siddetinin daha fazla
gorulmemesine 6nem verilmelidir.
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