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Dogu Akdeniz bolgesinde Ceyhan (Adana), Yumurtallk (Adana) Tarsus
(Mersin)’da domates bitkilerinde gbévde 6z nekrozu etmes@udomonas spp
izolasyonu ve tanilanmasi amaciyla busgaailar yapilmgtir. Elde edilen izolatlarin
King B ve YDC besi yerinde geglmleri, Oksidaz Testi, Patates Curtklik Testi,
Arginin Dehidrolaz Testi, Levan Odumu, Tutunde Airt Duyarllik (HR),
Oksidasyon / Fermantasyon Testi (O/F), Jelatin Hidrolizasyonu Testi, Lesitinaz
Uretimi, Karbon Kaynaklarini Kullanma Testi, Sitrat Kullanm, NaCl Toleransi,
Katalaz Reaksiyonu, Basta ve kazein hidrolizasyonu, Nitdaidirgenmesi, ELISA
Testi ve Yg Asit Profillerinin Belirlenmesiyle taniya gidilrgtir.

Yum-0z 1b1l izolatinin levan, oksidaz, patates pektolitik aktivitesi arginin ve
tutiinde HR test sonuglarina gdPseudomonas corrugata GSPB (1224)'ye yakin
oldugu diger testlerde farklihk gostergi belirlenmitir. Ik-id2-1a izolatini
Pseudomonas cichorii’den ayiran testler karbon kaynaklarindan sukroz, sorbitol,
trehaloz testleridir. TET-A, Mt-4a2 ve Adu-4dl izolatlari yapilan testler sonucu
referans kiltirlerden farkl ol@gu saplandi véseudomonas spp olarak tanilanrgtir

Anahtar Kelimeler: DomatesPseudomonas spp, Tani, ELISA,
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This research has been conducted to isolate an do to identify the casual agent
Pseudomonas spp of pith necrosis of the stem of tomato in the east Mediterranean
region. King B fluorescent pigment, levan production, oxidase, potato soft rot,
argininedihydrolase gelatin hydrolysis, colony characteristics on YDC, tobacco
hypersensitivity, nitrate reduction,lesithinase, starch hydrolysis, compoundtest
catalase, O/F, NaCl tollerence, casein hydrolysis, citrat testdSAEltest,
determination of fat acid profil have been gone to diagnosis.

Yum-6z 1bl isolate has beenfound to resenfPdeudomonas corrugata
GSPB(1224) according to levan, oxidase potato pectolitic activity arginin and HR
test on tobacco, but other test have been found diffdieitt2-1a isolate is departet
from Pseudomonas cichorii from point of viev sucroz, sorbitol, trehaloz testBET-

A, Mt-4a2 and Adu-4d1 isolates were estalished as different from referans cultures
and our isolate was our isolate was idendifie@ssdomonas spp

Key Words: Tomato,Pseudomonas spp. Identification, ELISA,
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1. dRIS Hacer TEKMAN

1. GIRIS

Icerdizi cesitli mineral ve vitaminler ile insan ghg! icin yararli gida
maddelerinden biri olan domate3laneceae familyasinin Lycopersicum cinsine
bagli tek yillik bir bitkidir (Lycopersicum esculentum). Domates ulkemizde ve
diinyada ygun olarak tuketilmektedir. Ulkemizde 2004 yili verilerine gore toplam
24.098.617 ton olan sebze uretiminin 8.000.000 tonluk kismini domatagwlakta

ve birinci sirada yer almaktadint{p://www.fao.org).

Ulkemizde farkli iklim bolgelerinde acik alanda ve ortii altinda hem sofralik
hem de sanayi domatesi Uretilmektedir. Akdeniz bolgesinde sofralik domates uretimi
yazin tarlada kin ise cam ve plastik seralarda yapilmaktadir. Seratiyeeili gi
artikca; gerekli kultirel slemlerin tam uygulanmamasi, her yil ayni bitkinin
yetistirilmesi ve hastalikli bitki artiklarinin Gretim alanindan uzstidmamasi,
seralarin iyi havalandiriimamasi gibi nedenlerden dolayr pek ¢ok hastalik ortaya
ctkmaktadir. Domateslerde fungal ve viral hastalik etmenlerinin yani sira pek ¢ok
bakteriyel etmen de 6nemli Griin kayiplarina neden olmaktadir.

Dogu Akdeniz Bodlgesinde domateslerde 1970'li yillarin  sonunda
Pseudomonas syringae pv tomato (Cinar, 1977) veClavibacter michiganensis subsp
michiganensisin (Cinar, 1980) varlii saptanny ve bu hastaliklarin her yil ortaya
¢tkmasiyla uretici problem yamstir. Son yillarda serada domates 6z nekrozu veya
govde nekrozu olarak adlandirilan hag@lrastlanmaktadir (Cinar ve Aysan, 1995;
Tokgonul, 1995).

1990’ yillarin sonlarinda Ege ve Akdeniz Bolgesinde serada Uretilen
domateslerde farkli bakteri trleriniferivinia ve Pseudomonas) neden oldgu 6z
nekrozuna hastaina rastlaniimaktadir (Aysan ve Cinar, 19955 Ba Cinar, 1995;
Tokgonil, 1995; Ustiin ve Saygili, 2001; Aysan, 2001) Bu hastalik etmenlerinin
bitkilerde olyturduklari simptomlar govde, petiol, yaprak ve meyve olmak Uzere
tim toprak Ustl kisimlarinda gorilmektedir (Aysan ve Cinar, 2003). Bitkilerde genel
bir sararma govdenin ¢ yizeyinde kahverengimsi siyah lekelgeklinde
gbzlenmigtir. Govdenin boyuna kesiti alinginda govdedeki koyu nekrotik alanlarin

iletim demetleri boyunca yayilgh, 6zde begalmalar meydana gelgli tespit
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edilmistir. Hasta bitkilerin alt yapraklarinda sararma artarak tim bitkiyi gardi
gozlenmgtir. Bu simptomlardan meydana gelen hastalik bazi seralarda ciddi
zararlara neden olmaktadir. Bitkiler hasada kadar canli kalmakta fakat meyve tutumu
az olmakta ve gaine gerilemektedir (Aysan ve ark., 2002). Domates 6z nekrozu
hastalgina Pseudomonas corugata (Scarlet ve ark., 1978)Pseudomonas cichori

(Wilkie ve Dye, 1974), Pseudomonas viridiflava (Wilkie ve ark, 1973),
Pseudomonas fluorescens (Alivizatos, 1984; Jacob, 1991)Pseudononas.
mediteranea (Catara ve ark., 2002) ve tanilamayBRseudomonas tirleri neden
olmaktadir. Bu etmenler bazi seralarda kkrenfeksiyonlara da neden olabildikleri
belirlenmiti (Scortichini, 1992).

Domates govde nekrozunungym sulama ve gubreleme ilesték edildigi
bilinmektedir (Ustiin ve Saygili, 2000). Tlketimi gdamak icin kullanilan yeni
hibrit ¢ssitler, bazi fungus ve virlslere dayanikli olurken yiksek verim i¢in daha
fazla azot ve potasyum igiee sahiptirler. BOylece de bitki patojenlerinigiek
ederler. Dger yandan bahar boyunca serada gundiz gece isi farki bitkide stres
yaratabilir (Tognoni, 1990; Usttin ve Saygili, 2000).

Govde nekrozuna neden olan tur dizeyinde tanisi yapiknamni
Pseudomonas tlrlerinin tlkemizde de bulungu bilinmektedir. Ulkemizde yapilan
calsmalarda govde nekrozuna neden olan floraBaeudomonas izolatlari elde
edilmistir (Tokgonal, 1995; Aysan, 2001; Ustiin ve Saygili, 2001). Bu izolatlarin
Catara ve ark. (2002)'nin tanilgdiyeni tirle P. mediteranea) benzer oldgu
disintlmektedir. Ancak bu izolatlarla molekiler dizeyde detayli sroalar
yapilmamstir. Akdeniz ve Ege Bolgesinde 2001-2002 domates uretim sezonunda bu
izolatlara ek olarak florosan olmaydtseudomonas tirleri de izole edilnstir. Bu
izolatlar Catara ve ark. (2002)nin tanilgdiyeni tirden floresan olmama
Ozelliginden dolay: farklilgmaktadir. Bu ¢gajmada adana (Yumurtalik, Ceyhan) ve
Mersin (Tarsus ve Erdemli)de domateslerde govde nekrozuna neden olan heniz
tanilanmamy Pseudomonas izolatlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal testlerle,
serolojik yontemlerle ve ya asit profillerinin belirlenmesiyle karekterizasyonu

yapiimstir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Dunyada ilk defa Scarlett ve ark. (1978) tarafindan 1971 yilingitere’de
domates seralarinda govde nekrozlarina rasti@mmHastalga yeni bir etmenin
neden oldguna karar verilngi ve izole edilen etmen bakteri morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerine gor®. corrugata olarak tanilannmstir. Etmenin pek ¢ok
ulkede varlg: ilerleyen yillarda cgtli arastiricilar tarafindan ortaya konrgtur
(Ustuin, 2000). Diinyada gévde nekrozuna neden olan tirler icinde en yaygiR.olani
corrugata’dir.

P. corrugata'nin varligini Fiori ve ark (1983ajtalya, ABD’'de San Diago,
Kaliforniya Lai ve ark (1983), Florida Jones ve ark (198&xil Zutra ve Kritzman
(1983), Yeni Zelanda Clark ve Watson (1986), Japonya Natsuaki ve Kagiwata
(1986), Brezilya Neto ve ark (1990), Arjantin Allippi ve ark. (2003) rapor
etmglerdir.

Domates 0z nekrozuP. corrugata 1100 bp DNA frangmetlerinin
amplikasyonu yolu ile domates bitkisi dokularinda ve tohumlarinda multiplex Bio-
PCR tekngi kullanilarak belirlenmgtir (Basim ve Basim,2004; Basim ve ark.,2005).

Ulkemizde Ege Bolgesindeki seralardan gelen simptomlu domates
bitkilerinde yapraklarda solgunluk, gévdede lezyonlar ve 6zde nekrozlagwldu
1989 yilinda gozlenngiir. Ug 6rnekten elde edilen saf bakteri kulturt ile yapilan
morfolojik, biyokimyasal ve patojenite testleri, hastalik etmeniRincorrugata
oldugunu ortaya koymgiur. Bu calgma ile Turkiye'de kiP. corrugata ‘un varligi ilk
olarak rapor edilmgtir (Demir, 1990). Akdeniz Bolgesinde Bave Cinar (1995)
varlig tespit edilmglerdir.

Domates 6z nekrozuna neden olagedibir etmen olarP. viridiflava’ yi ilk
olarak Wilkie ve ark., (1973) tarafindan Yeni Zelanda'da saptanmidaha sonra
ABD (Lukezic ve ark., 1983)italya (Fiori ve ark., 1984), Yunanistan (Alivizatos,
1984), Fas (Coln, 1996) Arjantin (Alippi, 1999), Bulgaristan (Bogetzevska ve ark.,
1998) ve Turkiye' de (Aysan, 2001; Ustiin ve Saygil, 2001) etmenirgvaapor
edilmistir.

Domates 6z nekrozuna neden oRBncichorii’nin varligi ilk olarak Yeni

Zelanda’'da belirlennstir (Wilkie and Dye, 1974). Ulkemizde ise Ege Bdlgesinde
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(Demir ve Gundgdu, 1988) ve Dgu Akdeniz Bolgesinde (Tokgonil, 1995)

etmemin varkgini bildirmistir.

Govde nekrozuna neden oldh fluorescens’ in varligi Yunanistan Alivizatos
(1984) ve Portekiz Jacob (1991) rapor atimiUlkemizde ise ilk defa Saygili ve ark.
(2004) Pseudomonas fluorescen biotip I'in varligini rapor etrmlerdir.

Catara ve ark. (200djalya, Fransa véspanya’'da gévde nekrozu simptomu
gosteren bitkilerden izole ettikleri floresaRseudomonas tirleri ile yaptiklari
calsmada 20 biyokimyasal test, DNA-DNA hibridizasyonu, REP- ve BOX-PCR
sonuglarina goreéP. corrugata’ya yakin akraba olan yeni bir tiriidsseudomonas
mediteranea olarak isimlendirilmesini dnerglerdir. Bu calgma ile domateslerde
govde nekrozuna neden olan yeni bir bakteri tirti daha saptantdikemizde ise
ilk defa Sahin ve ark. (2004) ile Basim ve ark. (2005) tarafinaeudomonas
mediteranea’nin varligini rapor etrlerdir.

Solaiman ve ark. (2005) PCR test methotunu kullanBratorrugata’da iki
pha-distinguishable guruplar bulunmasiyla % mediteranea’nin mcl-PHA’yi
uretmesiylebu iki tir arasindaki farkfiini ortaya koymslardir.

TanilamayanPseudomonas turlerinin de gbévde nekrozuna neden @du
Yunanistan'da Skoudridakis (1986) tarafindan bildirshini Kanada'da
domateslerde govde nekrozuna neden olan bir patojenin fizyolojik, morfolojik ve
biyokimyasal test sonuglarina gdec.subspcaratovora, E.crysanthemi, P. cichori,

P. corrugata, P. viridiflava ve p fluorescens olmadg belirlemis ve etmenin
tanilanamaya®seudomonasttirt olarak rapor edilrgiir (Dhavantari, 1990).

Govde nekrozuna neden olan floresBseudomonas tirlerinin tanisi ve
taksonomisi ile ilgili yapilan cajmalarda Sutra ve ark. (1997) bu floresan
Pseudomonaslari 3 genomik gruba ayirarak bir cok 6zellik bakimind&n
corrugata’'ya benzediini saptamglardir. Yapilan cadmalarda 1. ve 2. genomik
guruplarin fenotipleri bakimindan birbirine yakin oidau ve genomik grup 3
citraconate ve laevulinate organik tuzlarini kullanmasi genomik gurup 1 ve 2’den
ayrildgini tespit etmjlerdir. Lipopolysaccaride ve ygaasit analizleri ile 3 farkli

genom oldgunu ve bu 3 farkli genomlarindaP. corrugata'dan farkli oldyunu



2. ONCEK CALISMALAR Hacer TEKMAN

belirlemiglerdir. Bu tg¢genomic gurubu isimlendiriimegnifakat Pseudomonas
genomik tari FP1, FP2 ve FP3 olarak belisterdir.

Yapilan sera incelemelerinde gdvde nekrozuna neden olan farkli bakteri
turlerinin olwturdugu hastalik simptomlarinin genelde benzer gldbelirlenmitir.
Ancak ds simptomlarda bazi farkliliklar olgu Ustiin ve Saygili (2001) tarafindan
bildirilmistir. Tanisi  yapilamayan floresarPseudomonas tirlerinin  domates
bitkilerinde olyturdusu simptomlarinP. cichorii’'nin neden oldgu simptomlarla

birbirine ¢cok benzedini vurgulamslardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Domates bitkilerinde tipik hastallk simptomu gdsteren bitki 6rneklerinden
izole edilen bakteriyel etmenlerin tanilanmasinda karsilastirma kultirleri olarak
Georg-Agust Universitesi Bitki Koruma Bolimiinden (Goéttingen,Almanya) Dr K
Roudolph’ dan temin edilen orijinal P. corrugata (GSPP 1224), P. viridiflava (GSPB
1685), P. cichori (GSPB 2097), Erwinia caratovora subsp caratovora (GSPB
30/77), Xanthomonas campestris pv vesicotoria (GSPB 224) izolatlari INRA,
Fransadan Dr. L. Sutradan temin edilen P. mediterranea (CFBP 5447) ve P.
fluorescens (CFBP 2102) izolatlari E. amylovora izolatl ve bolgemizden izole edilen
Pseudomonas spp izolatlari Heniz-2274 cesidi domates bitki ve tohumlari, ELISA
tegtinde kullanilan TOGTAG 2364 nolu proje gergevesinde Uretilen P. corrugata, P.
cichori ve P. viridiflava antiserumlari, ¢esitli besi ortamlari ve kimyasallar, saksilar,

laboratuar arag ve gerecleri materyal olarak kullaniimistir.
3.2. Metot
3.2.1. Hastalikl1 Bitki Materyallerinin Toplanmasl

Dogu Akdeniz Bolgesinde Mersin ilinin Tarsus, Erdemli ilcelerinde,
Kocahasanli beldesinde Adana nin Ceyhan ve Yumurtaik ilgelerinde ort at
domates vyetistiriciligi  yapillan seralardan hastalik domates bitki  drnekleri
toplanmistir. Oz nekrozu simptomu gosteren bitki ornekleri gazete kagidina sarilip
naylon torbalara yerlestirildikten sonra buz kutusu igerisinde Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiltes Bitki Koruma Bolumundeki laboratuarimiza getirilmis ve izolasyon

islemleri baslamistir.
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3.2.2. Hastalikl Bitki Materyalinden izolasyon

Oz nekrozu simptomu gosteren domates bitkilerinin govdeleri boyuna
kesilmis, hastalikli ve saglikli doku kisimlarini igerecek sekilde 1-2mm’lik alinan
bitki pargalari dnce gesme suyunda yikanmis daha sonra %70’ lik alkol ile ylizeyden
dezenfekte edilmis ve icerisinde 2ml steril su bulunan havanlarda ezilmistir. Elde
edilen ekstraktan bir 6ze dolusu siispansiyon alinarak King B (King ve ark., 1954)
bes yerine gizimler yapiimistir. 25 °C’de 48 saatlik inkiibasyondan sonra florasan
olan ve olmayan petride dominant bulunan kahverengimsi ve sari koloniler

saflagtiriimustir.

3.2.3. Patojenite Testi

Elde edilen izolatlar ve karsilastirmakdiltirlerinin 0.1 ml’s siringa yardimiyla
H-2274 domates govdelerine enjekte edilerek patojenite testi gergeklestirilmistir
(Jones ve ark., 1984). Yapilan re-izolasyonlar sonucu elde edilen izolatlarin tanisi

klasik bakteriyolojik yontemlerin yaninda yag asit profilleri ve ELISA da yapilmistir.

3.2.4. Pseudomonas spp izolatlar inin Tanisi

3.24.1.King B Bes Yerinde Gdisim

Litrede 20 g proteose pepton, 10 ml gliserin 1.5 g K;HPO,, 1.5 g MgSOs..-
7H,0 ve 15 g agar iceren King B bes yeri 121°C’'de 15 dakika otoklav edildikten
sonra petrilere dokulmustir (King ve ark., 1954). Bes yerine cizilen govde 6z
nekrozu Pseudomonas spp izolatlari ve referans kilturler P. corrugata (GSPP 1224) ,
P. viridiflava (GSPB 1685), P. cichori (GSPB 2097) 48 saat 26°C'de inkibe

edilmistir. Gelisen koloniler UV 151k altinda florasan gelisme yoninden incelemistir.
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3.24.2. YDC Bes Yerinde Gelisim

Taze hazirlanan litrede 10 g yeast extract, 20 g kalsiyum karbonat, 15 g agar
iceren bes yeri 121°C’ de 15 dakika otoklav edildikten sonra petrilere dokilmastir.
Besi yerine gizilen Pseudomonas spp izolatlari ve referans kulturleri P. corrugata
(GSPP 1224), P. viridiflava (GSPB 1685), P. cichori (GSPB 2097) 48 ve 168 saat

26°C’ de inkiibasyondan sonra gelisimleri yoninden incelenmistir.

3.2.4.3. Levan Olusumu

Nutrient agar ortamina %5 oraninda sukroz eklenerek hazirlanan bes yerine
govde 6z nekrozu Pseudomonas spp izolatlari, referans kiltirler P. corrugata (GSPP
1224) , P. viridiflava (GSPB 1685), P. cichori (GSPB 2097) ve E. amlyvora kulttrt
cizildikten sonra 25°C’de 3-4 gln inkibe edilmistir. Inci gibi kabarik, mukoid ve
konveks, koloniler pozitif olarak degerlendirilmistir ( Lelliot ve Stead, 1987).

3.2.4.4. Oksidaz Testi

King B besi yerinde 48 saat gelistirilen bolge izolatlar1 ve referans izolatlar
taze hazirlanana %1 lik N:N:N:N- Tetrametily-1,4 phenylene diammonium diclorid
solisyonu damlatiimis kurutma kagitlari tzerine strilmisttr. 10 saniye sonra bakteri
kitlesi maviye donuslrse pozitif, mavi renk degisimi olmaz ise negatif olarak

degerlendirilmistir.

3.2.4.5. Patates Curuklik Testi

Deterjanli suda fircalanarak yikanan patatesler %1’'lik NaOCl’'de 3 dakika
bekletilmis daha sonra 3 kez saf ile durulanmistir. Bu islemden sonra steril bir bistdri
ile kabuklar soyulmus ve 1 cm eninde dilimlenmistir. Steril 1slak filtre kagidi igeren

steril petriler igine patates dilimleri yerlestirilmistir. Testlenen izolatlar ve referans
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kultirler patates dilimi Uzerine bulastirilistir. 26 °C'de 2 gunluk inkiibasyondan
sonradegerlendirilme yapiimistir (Lelliot ve Stead, 1987).

3.2.4.6. Arginin Dehidrolaz Testi

Litrede 1g pepton, 5g NaCl, 0.3g KoHPO,, 10g L(+) arginin HCI, 0.01g fenol
kirmizisi, 3g agar iceren bes yeri hazirlandiktan sonra pH 7.2'ye ayarlanmistir.
16*1,5 cm’lik tlplere 3 "er ml bes yeri konup otoklav edilmistir. Taze gdistirilmis
govde 0z nekrozu Pseudomonas spp izolatlar1 ve orijinal kiltirler ile nokta asilama
yapilmistir. TUplerin Uzeri steril vaspar eriyigi (vaspar 1 6l¢u vazelin, 3 ol¢l sivi
parafin eritilen vazeline parafin ilave edilir ve 121 °C’ de 15 dakika otoklav edilir) ile
kapatilmistir. Kilttrler 26°C’ de 2 hafta inklbe edildikten sonra kirmizidan (pembe)
vigne rengine donenler pozitif kabul edilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Negatif

kontrol olarak g tip astlanmamistir.
3.2.4.7. Tutinde Asiri Duyarlilik (HR)

King B besi yerinde 24-48 saat gelistirilmis govde 6z nekrozu Pseudomonas
spp izolatlari ve orijina kiltiirlerden 10° hiicre /ml yogunlugunda siispansiyon
hazirlanmis ve steril bir enjektor yardimi ile titiin yapragina inokule edilmistir. 24-
48 saat sonra inokule edilen alanlarda olusan nekrotik gorinim pozitif olarak kabul
edilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

3.2.4.8. Oksidasyon / Fermantasyon Testi (O/F)

Litrede 2 g pepton, 5 g NaCl, 0.3 g KoHPO4, 3 g agar, 3 ml %1'lik
bromothymolblue igeren bes yeri hazirlandiktan sonra tiplere 5’ er ml konulmustur.
Otoklavdan sonra 50°C'ye kadar sogutulan tiplerin her birine soguk sterilizasyon
yapilan %10’ luk glikoz sollisyonundan 0.5 ml ilave edilmistir. Taze gdlistirilmis 48
saatlik gdvde 6z nekrozu Pseudomonas spp izolatlari ve orijina bakteri kulturleri ile

nokta agsllama yapiimistir. Her izolat icin 6 tip kullamimstir. Bu tdplerin Ugtine
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hicbir ekleme yapiimamistir. 25°C’de 5-6 gunlik inkiibasyondan sonra besi yeri
renginin sariya donmesi pozitif olarak kabul edilmistir. Pozitif kontrol olarak E. c.

subsps.caratovora negatif olarak ise E. amylovora kulttrd kullaniimistir.

3.2.4.9. Jdatin Hidrolizasyonu Testi

Litrede 3g yeast ekstrakt, 5g pepton, 1209 jelatin igeren bes yerinden tuplere
5 e ml konup 121 °C'de 15 dakika otoklav edilmistir. Besi yeri katilastiktan sonra
48 saatlik Pseudomonas spp izolatlar ve orijinal bakteri kiltirleri ile 3 tekrarli
olarak delme asilama yapiimistir. 25°C’ de 14 gunlik inkiibasyondan sonra +4°C’ de
yarim saat bekletilip buzdolabinda cikartilan tiplerde gorilen sivilasma pozitif
olarak kabul edilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Negatif kontrol olarak g tlp

asllanmamistir.

3.2.4.10. Lesitinaz Uretimi

Taze gunlik yumurtalar deterjanli su ile yikandiktan sonra 5 dakika %70’ lik
akolde bekletilip alevden gegirilmistir. Steril bir mezir icine yumurtanin sarisi alinip
%40 liksolisyon hazirlanmistir. Bu solisyonun 48°C'ye kadar sogutulmus steril
nutrient agar besi yerine %10 oraninda ilave edilip iyice karistirildiktan sonra steril
petrilere dokilmustir. Katilagan besi yerine 48 saatlik Pseudomonas spp izolatlari ve
orijinal bakteri kultdrleri nokta asilama yapilmistir. Koloni gevresinde sitimsi

parlak gelisme pozitif olarak degerlendirilmistir (Fahy ve Perdey, 1983).

3.2.4.11. NaCl Tolaransi

Nutrient broth sivi besi yerine %5 oraninda NaCl eklenmis ve tuplere 5’ er ml
konularak otoklav edilmistir. 48 saatlik Pseudomonas spp izolatlar1 ve orijinal
bakteri kulturleri ile tiplere asilanmistir ve 25 °C’ de 18 gunlik inkiibasyondan sonra
bakteri kiltlrl kontrole gore degerlendirilmistir. Yanilgi payini asgariye indirmek

amaciyla bulaniklik gosteren tiiplerden kati besi besi yerine ekim yapilimis ve gelisen

10
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koloniler ile hazirlanan stispansiyon titin yapraklarina inokule edilmistir. Tutdn
testinde olumlu sonug veren kulturler pozitif olarak degerlendirilmistir (Lelliot ve
Stead, 1987).

3.2.4.12. Karbon Kaynaklarini Kullanma

Ayer ve ark. (1919) nin tarif ettigi temel bes yeri litrede 1 g NH4H2PO4,,
0.2g MgSO4-7H,0, 0.0016 g bromocresol purpur, iceren temel bes yerinin pH’si
7.1-7.2' ye ayarlanmistir. Baslangigta pH:4.5 civarinda olan besi yerinin rengi sari-
turuncu iken pH yukseltilince mor renge donusmustur. Agar ilave edilip kaynatiimig
ve bes yeri 11 erlene esit olarak dagitilmistir. Her bir erlendeki temel bes yerinea
%0.5 oraninda sukroz, xyloz, laktoz, sorbitol, L(+)arabinoz, D(-)arabinoz, inulin,
meliboz, raffinoz, mannoz, trehaloz ve mannitol ilave edilmis ve tlplere 6'sar ml
olarak dagitilmigtir. Otoklav edilip egik seklinde dondurulan tupler Pseudomonas
spp izolatlar1 ve orijinal bakteri kulturleri ile astlanmistir. 25°C'de 5 gunluk bir
inktibasyondan sonra mor renkli negatif kontrole rengin sariya doénmes pozitif olarak
degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak U¢ tip asilanmamistir (Lelliot ve Stead,
1987).

3.2.4.13. Sitrat Kullanma

Litreye 5 g NaCl, 2.5 g MgSO,-7H,0, 1 g NH4H,PO,4, 2 g sodyum nitrat
iceren bes yerin (pH:6,8) ayarlandiktan sonra stizgeg kagidindan gegirilerek stiziilen
bes sivisina %2 oraninda agar ve %0.008 oraninda bromthymol mavis ilave
edilmistir. TUplere 8 ml dagitilan bes yeri otoklavdan sonra egik seklinde
dondurulmustur. 48 saatlik Pseudomonas spp izolatlari ve orijinal bakteri kulturleri
ile tuplere asilanmistir ve 25 °C’ de inkiibe edilmistir. 7 gunltik inkiibasyondan sonra
yesil renkteki ortamin maviye donmes ile bakterinin sitrati  kullandigl
anlasilmaktadir (Kosker,1971).

11
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3.2.4.14.Katalaz Reaksiyonu

Nutrient agar 121°C'de 15 dakika otoklav edildikten sonra petrilere
dokulmustir. 48 saatlik Pseudormonas spp izolatlar1 ve orijinal bakteri koltdrleri
zigzag seklinde petrilere asilanmistir 25°C’ de 24 saat tutulduktan sonra Uzerlerine
Iml %3'luk hidrojen proksit dokulmistur (sollisyon taze hazirlanmali veya koyu
renkli cam siselerde muhafaza edilmelidir). Pozitif reaksiyonunda hemen aninda
(birkag saniye icinde) katalaz aktivites sonucu agiga ¢ikan oksijen kabarciklari gozle
gorulmustur (Lelliot ve Stead, 1987).

3.2.4.15. Nisasta Hidrolizasyonu

Nisasta hidrolizasyonu igin nutrient agar bes yerine %2 oraninda eriyebilir
nisasta ilave edilmistir. Bunun icin 10-20 ml destile suda eritilen nisasta 1sitilarak
cozuldukten sonra nutrient agara ilave edilmistir. 121°C'de 15 dakika otoklav
edildikten sonra petrilere dokulmusttir. 48 saatlik Pseudomonas spp izolatlar1 ve
orijinal bakteri kulturleri zigzag seklinde petrilere asilanmistir. Pozitif kontrol olarak
X. c. pv vesicotoria (GSPB224) izolati kullanilmigtir. 25°C’ de 7 gunluk bir
inkiibasyondan sonra kulturler lugal erigi (1g iyot ve 2g Kl eritilip 300ml destile
suya tamamlanmistir) dokulmuistir. Nisastanin hidrolizasyonu serit  seklindeki
bakteri kolonisinin etrafinda meydana gelen boyanmamis alanin izlenmesiyle
saptanmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

3.2.4.16. Kazein Hidrolizasyonu

3 g beef extract, 5 g pepton, 15 g agar 1000 ml destile su icinde erilip %10
yagsiz St tozu ilave edilmistir. 121°C'de 15 dakika otoklavdan sonra petrilere
dokilen besi yeri Gizerine 48 saatlik Pseudomonas spp izolatlar1 ve orijinal bakteri
kulturleri zigzag seklinde petrilere gizilmistir. 25°C’ de 48 saatlik bir inkiibasyondan
sonra Uzerine 8 ml ayirag (12 g HgCl», 80 ml.destile suda eritildikten sonra 16 ml
konsantre HCI ilave edilerek calkalanmigtir) dokdlmastir. Pozitif kontrol olarak

12
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Erwinia c. subsp caratovora (GSPB 30/77) kdltart kullanilmigtir. Kazein
hidralizasyonu kolonilerin etrafinda ortaya ¢ikan agik renkli bolgeler yardimiyla
saptanmistir (Janke ve Dicksheit,1971). Ayni denemede nutrient agar + %10 skim

milk ile tekrarlanmis ve ayni sekilde degerlendirilmistir.

3.2.4.17.Nitrat Indirgenmesi

Nitrat icin 10 g pepton, 1 g KNOz, 1000 ml destile su ile hazirlanan besi
ortaminin pH’sl 7.2'ye ayarlanmistir. Hazirlanan ortam 5'er ml tuplere konularak
otoklav edilmistir. 48 saatlik Pseudomonas spp izolatlar1 ve orijinal bakteri kulturleri
tuplere asilanmistir. Test nitrit reaktifi ile yapiimistir. Arastirilan kiltir sivisina 24
saatlik inokulasyondan sonra A ve B ayiraglarindan 5 er ml konulmustur. Visne
rengi verenler pozitif, renk vermeyenler negatif olarak degerlendirilmistir (Lelliot ve
Stead, 1987).

Denemede asilamadan 1 ve 5 giin sonra olmak Uzere 2 kez yapilmistir. 3 tip
1 giin sonra, 3 tup ise 5 gun sonra degerlendirilmistir.

A) 8 gr slilfanilik asit 1 It 5N asetik asitte 1sitilarak ¢ozulmustar.

B) 5 gr dimetiyhlnaphtylamin 20ml kaynar destile suda ¢gozundikten sonra
renksiz sivi gokeltiden baska kaba ainarak 5N asetik asitle 1000 ml'ye

tamamlanmistir.

3.2.5. Pseudomonas spp. izolatlarinin ELISA Testi ile Tanisi

Pseudomonas spp izolatlarinin ELISA yontemi ile tanisinda izolatlarin saf
bakteri kulturleri kullanilmistir.

Tanisi yapilacak saf bakteri kulttrleri 48 saat King B besi yerinde
gelistirilmisler bu kaltirlerden birer 6ze alinmig ve 1ml PBS (10 uM KH,PO,, 10uM
K2HPO,4 pH:7.2, 0.15 M NaCl) icine konarak spetrofotometre de yogunlugu Ago:0.1
nm’ye ayarlanmistir. Suspansiyonlar ELISA platesi gukurlarina 100'er pl olacak
sekilde 3 tekrarli olarak yerlestirilmistir (Vunakis, 1980 ve Voligan ve ark, 1991).
Daha sonrada ELISA test prosediirii uygulanmistir.

13
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* 100ul bakteri kdlturi ELISA platesi (Nuck marka, katalog no 439454)
cukurlarina 3 tekrarl olarak yerlestirilmistir.

* Plate +4°C’ de 1 gece inkube edilmistir.

* Plate dokulip 3 kez yikama tamponu (PBS+%0.05 Tween 20) ile
yikanmistir.

100 ml PBSe 1 gr Pmar Yagsiz Sit tozu eklenerek hazirlanan
stispansiyondan her bir gukura 200 pl eklenmistir.

* Plate 1 saat 37C de inkiibe edilmistir.

* Plate 3 kez yikama tamponu ile yikanmistir.

» TARP-2364 nolu proje gergevesinde TUBITAK-MAM, Gebze, Kocagli’ nde
uretilen poliklonal antiserumlar kullaniimistir (Aysan ve ark., 2002). Aysan
ve ark. (2004)'de belirtildigi gibi sulandirnlan antiserumlar (P. cichorii
antiserumu  1/5000, P. corugata antiserumu 1/10000, P. viridiflava
antiserumu  1/1000) her bir cukura 3 tekrarli olmak Uzere 100 pl
konulmustur.

* Plate 1 saat 37°C’ de inklibe edilmistir.

* Plate 3 kez yikama tamponu ile yikanmistir.

» Antirabbit 1gG ile birlestirilmis alkaline fosfatazin 1/5000 seyretilmesinde
(PBS ile hazirlanmig) 100 pl her bir kuyuya eklenmistir.

* Plate 5 kez yikama tamponu ile yikanmistir.

* Her bir kuyuya 100 ul substrat tamponu eklenerek plate 45 dakika oda
sicakliginda inkibe edilmistir.

* ELISA okuyucusunda 405 nm'de okunma yapiimis vePBS tamponundan
elde edilen degerinin en az iki kati ve fazlasl veya karsilastirma kalttrleri

yakin olan degerler pozitif olarak degerlendirilmistir.

14
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3.2.6. Pseudomonas spp Izolatlarinin Yag Asit Profillerinin Belirlenmes

Calismanin bu kismi Atatirk Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezinde (Erzurum) yapilmistir. Calismada kullanilacak Pseudomonas
spp izolatlari De Boer ve Sasser (1986)'in yontemine gore ekstrakte ve metile
edilerek tiim hiicre yag asit profilleri gaz kromotogrofisi (HP6890, Hewlettpackard,
Palo Alto, CA) ile birbirinden ayrilmis ve yag icerikleri tanilanmstir. izolatlarin yag
igeriklerini tanilamak igin 4 farkli ¢cozelti kullanilmigtir. Tarlerin tanisinda Mikrobial
Identification System software package (MIS version 4.5, Microbia ID, Inc.,
Newark, DE) bilgisayar programi kullaniimistir. Calismada asagidaki prosedir
izlenmistir.

Tryticase soy agar (TSBA) besi yerine 4 fazli sekilde gizilen izolatlar 25°C’ de
24 saat gdistirilmistir. Gelistirilen bakteri izolatlari 3. ve 4. fazindan toplanan kaltr
agz teflon kapakli steril cam tuplere konmustur. Hucreleri parcalamak icin her bir
test tipune 1 ml ¢ozelti 1'den (sirasi ile 150 ml metil alkol ve 150 ml H,O bir litrelik
renkli ¢ozelti sisesine ilave edilmistir ve daha sonra kati formdaki 45 g sodyum
hidroksit ekleyip iyice ¢ozlllinceye kadar karistiriimigstir) eklenmistir. Tupler 10
saniye calkalandiktan sonra 100°C'deki su banyosunda 5 dakika bekletilmistir.
Cikartilacak tipler tekrar 10 saniye daha calkalanmistir. Daha sonra 100°C’ deki su
banyosunda 25 dakika bekletilmistir. Bu islemle bakteri hiicreleri pargaanarak yag
asitlerinin serbest kalmasi saglanmistir. Test tlplerine ¢ozelti 2’ den (sirasi ile 6 N'lik
325 ml hidroklorik asit ve 225 ml metil alkol bir litrelik renkli ¢ozelti sisesinde iyice
¢ozinunceye kadar karistiriimistir) eklenip 10 saniye calkalandiktan sonra tupler
80°C’ deki su banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Bu islemi takiben tiipler -20°C’de
10 dakika tutulmustur. Bu islem ile serbest yag asitlerine ester baglari ile metil
eklenerek yag asitlerinden yag asit metil esterleri elde edilmistir. Bu durum yag
asitlerine yuksek sicaklikta buharlasma 0Ozelligi kazandirmaktadir. Sogutulmus
tiplere 2.5 ml ¢ozelti 3 (sirasi ile 200 ml methyl-tert-butyl ether, 200 ml hexane
Uzerine ilave edilerek bir litrelik renkli ¢ozelti sisesinde iyice ¢ozilinceye kadar
karistirilmigtir) eklenerek 5 dakika tipler calkalanmistir. Bu asamada tuplerin alt

kisminda asidik, ust kisminda da organik sivi fazlari olmak Uzere iki ayr1 faz
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olusacaktir. Pastor pipet kullanilarak tiplerin at kismindaki asidik faz atilacak ve
organik faz toplanmistir. En son asamada ise her tiipe 3 ml ¢ozelti 4 (sirasi ile 10.8 g
kati formdaki sodyum hidroksit, 900 ml H>O igerisinde bir litrelik renkli ¢ozelti
sisesinde iyice c¢oOzulinceye kadar Karistirilmigtir) ilave edilerek 5 dakika
calkalanmistir. Daha sonra tuipler 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Cozelti 4
bazik bir sollsyon olup serbest yag metil esterlerinin daha fazla saf olarak elde
dilmesini saglamaktadir. Bu asamadan sonra tupler igerisinde yine 2 farkli faz
olusacaktir. Ust fazda toplanacak yag asit metil esterlerini iceren faz pastor pipet ile
adinarak 2 ml’'lik gaz kromotografisi tUplerine aktariimistir ve agizlari sikica
kapatilmistir. Tupler MIS cihazi (HP6890, Hewlettpackard, Palo Alto, CA)
Uzerindeki 6rnek depolama birimine yerlestirilecek ve daha sonra sistem kilavuzunda

belirtildigi gibi her 6rnek icin analizler yapilarak tani sonuglari alinmistir.
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

4. TARTISMA ve BULGULARI

Dogu Akdeniz Bolgesinddcel'in Tarsus, Erdemli, ve Kocahasanli ilgelerinde
Adana’nin Ceyhan ve Yumurtalik ilcelerinde orti alti domatestyétili gi yapilan
seralarda alinan hastalik simptomu gésteren domates bitki érneklerinde solgunluk,
govde Uzerinde renk @simi, koklerde renk dgsimi gdzlenmg ve budanan yan
dallardan hastalik etmeninin giryaptgl belirlenmitir (Sekil 4.1., 4.2.). Govdedeki
renk degisimi siyaha yakin koyu kahverengidiSdkil 4.3., 4.4). Govde boyunca

kesildiginde 6ziin kahverengiggi ve yapraklarda lekelenmeler gozlentmi (Sekil

45)
J " X l._‘hf.:_"-..'q
e "II; ﬂ

. ';”.,_ :" = ‘. 1
ey ] . # . ..!
i 3 2 A

Sekil 4.1. Domates bitkisinde solgunluk
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

Sekil 4.3 Yan dallara siyaha yakin renkglgmi
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

Sekil 4.5 Oziin kahverengijenesi
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

Hastalikli bitkiler boyuna kesilip inceleriinde pek c¢ok bitkiye etmenlerin
budama ve koltuk almalemleri sirasinda agilan yaralardangyaptg goralmistir
(Sekil 4.6.,Sekil 4.7.). Aysan ve Cinar (2001)'in beligtigibi budama aletlerinin
etmeni bir bitkiden dierine bulatirdigi agikga ortadadir. Serada hastalik birkag
bitkide ortaya ¢ikg@inda uretici bu bitkileri s6kip atmagindan hastalik tim seraya
yayilabilmektedir (Aysan, 2001).

-

Sekil 4.6. Budanan yan dallardan hastalik etmenirgigiri
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

Sekil 4.7. Budanan dallardan hastalik etmenininggiri

4.1. Hagtalikh Bitki Materyalinden Etmenin izolasyonu

Domates bitkisinde okan tipik simptom godsteren dokulardan King B besi
yerine yapilan re-izolasyonlar sonucu florasan ve non-florasan bakteriler elde
edilmistir. izolatlarin tanisi klasik bakteriyolojik metotlarin yani sira serolojik ve
molekuler teknikler ile de kanitlangtwr. Bu calgmada elde edilen izolat listesi
Cizelge 4.1.’de verilngtir.
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

Cizelge 4.1. Calsmada kullanilan Pseudomonas spp izolatlarinin listesi

izolatin Adi Yer il

Yum-6z2-1 Yumurtalik 2002
Yum-6z2-2 Yumurtalik 2002
Yum-6z1bl Yumurtalik 2002
Yum-6z1b2 Yumurtalik 2002
Yum-6z2bl Yumurtalik 2002
Yum-6z3al Yumurtalik 2002
Yum-6z3a2 Yumurtalik 2002
Yum-6z3b Yumurtalik 2002
Yum-id1bl Yumurtalik 2002
ik-ld2-1a Ceyhan 2002
ik-id2-1b Ceyhan 2002
Ik-ld2-1c Ceyhan 2002
TET-A Tarsus 2002
TET-B Tarsus 2002
Adu-4d1* Kocahasanli 1996
Mt-4a2* Kocahasanli 1996

* [zolatlar Dog. Dr. Y@im AYSAN’ dan temin edilmitir.
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

4.2.King B Bes Yerinde Gdlisimi

Pseudomonas spp izolatlari veP. corrugata (GSPP 1224) P. viridiflava
(GSPB 1685)P. cichorii (GSPB 2097) 24 ve 48 saat 26°C’de inkiibasyondan sonra
Yum-6z1bl, TET-A, Adu-4d1,Mt-4a. viridiflava ve P. cichorii florasan;ik-id2-

la veP. corrugata non-florasan; Yum-6z1b1l V@. corrugata kahverengimsi; TET-
A, Adu-4d1, Mt-4a2 Jk-id2-1aP. viridiflava ve P. cichori krem gel§im gostermtir
(Sekil 4.8.); (Cizelge 4.2.).

Sekil 4.8. King B besi yerinde Yum-6z1b1 izolatinin gati
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

4.3. YDC Bes Yerinde Gdisim

YDCA besi yerinde Yum-0z1bl v@. corrugata yesil, yesil-kivircik TET-A,
Mt-4a2, ik-id2-1a P. viridiflava ve P. cichorii krem ve Adu-4d1 krem Kkivircik
gelisim gozlenmgtir (Sekil 4.9., 4.10.); (Cizelge 4.2.).

Sekil 4.9. Yum-6z1b1 izolatinin YDCA'’ da galimi

Sekil 4.10. Yum-6z1b1l izolatinin YDCA’ da gaimi
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

4.4.1L evan Olusumu

Sukroz (% 5) iceren Nutrient Agar besi yerinde TET-A, Mt-4a2 ve Adu-4d1
izolatlarinda kaln konveks ve mukoid get gozlendginden levan pozitif olarak
degerlendiriimitir. Kalin konveks ve mukoid ggineyen koloniler ise levan negatif
olarak dgerlendirilmitir (Sekil 4.11.), (Cizelge 4.2.).

Sekil 4.11. SNA'da TET-A izolatinin ggimi

45.0ksdaz Testi

Yum-6z1b1, TET-A, Mt-4a2]k-id2-1a, Adu-4d1P. cichorii ve P. corrugata
izolatlar1 oksidaz test solisyonu emdirigniiltre kagidina cizilen zigzaglar sonucu

renk deisimi olusturdugundan oksidaz pozitif olarak gerlendirilmisti (Cizelge
4.2)).
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

4.6.Patates Curukluk Testi

Patatesleresdan kuiltiir 48 saatlik inkiibasyondan sonra Yum-6z1bl, TET-A,
Mt-4a2, ik-id2-1a, Adu-4d1P. cichorii ve P. corrugata izolatlari yumgaklik ve
c¢urime olgturmamstir ve deneme sonucu negatif olarakgeldendirilmitir
(Cizelge 4.2.).

4.7. Arginin Dehidralaz Testi

Bolge izolatlarindan olan Yum-6z1b1, TET-A, Mt-4dRs;id2-1a ve Adu-4d1
referans kuilturlerde®. corrugata izolati yapilan ekimin 6.gininde ortamdané

rengine donmesiyle pozitif olarak gexlendirilmitir (Cizelge 4.2.).

4.8. TutuindeAsiri Duyarlilik Testi (HR)

Inokulasyondan 24-48 saat sonra Yum-6z1bl, TET-A, Mt-lai2i2-1a, Adu-
4d1 P. cichorii, P. viridiflava ve P. corrugata titin yaprginda hipersensitive

reaksiyon olgtugu icin pozitif olarak dgerlendirilmistir (Cizelge 4.2.).

4.9. Oksidasyon / Fermantasyon Testi (O/F)

Degerlendirme 28C’de 6 glnlik bir inkllbasyondan sonra Yum-6z1b1, TET-
A, Mt-4a2, ik-id2-1a, Adu-4d1P. cichorii, P. viridiflava ve P. corrugata oksijenli
(vasparsiz) ortamda ggin oldugundan oksidatif olarak gerlendirilmistir. (Cizelge
4.2).

4.10. Jelatin Hidrolizasyonu Testi

25°C'de 14 gunlik bir inkiibasyondan sonra %@de yarim saat bekletilen

Yum-6z1bl, TET-A, Mt-4a2,ik-id2-1a, Adu-4dl veP. viridiflava izolatlarinda
sivilasma gozlendiinden pozitif dgerlendirilmistir (Cizelge 4.2).
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

4.11 Lesitinaz Uretimi

Yum-6z1b1l, TET-A, Mt-4a2ik-id2-1a, Adu-4d1P. cichorii, P. viridiflava ve

P. corrugata izolatlari gilamadan 24-48 saat sonra koloni ¢evresinde parlaklik ve

sutimsi bir gedim gozlendginden pozitif olarak dgerlendirilmitir (Sekil 4.12.);
(Cizelge 4.2.).

Sekil 4.12. Lesitinaz ortaminda koloniler etrafinda parlaklik

4. 12. NaCl Tolerans

Nutrient Broth ortamina % 5 oraninda NaCl eklenerek hazirlanan besi yerinde
18 giin inkiibe edilen Yum-6z1b1, TET-A, Mt-4dR;id2-1a, Adu-4d1P. cichorii,
P. viridiflava ve P. corrugata izolatlari timt besi ortaminda ggfiislerdir. Yanilgiyi
azaltmak amaciyla bulaniklik gosteren Yum-6z1bl, TET-A, Mt-la&j2-1a, Adu-
4d1 P. cichorii, P. viridiflava ve P. corrugata izolatlarinin tiplerdeki besi
ortamindan kati besi yerine yapilan cizimlerde bakteriyetigelyozlenmgtir. Besi
ortaminda noktali geen bakteri kolonilerinden hazirlanan stispansiyon titiin damar
aralarina inokulasyonundan 24 saat sonra Yum-0z1b1l, TET-A, Mt-4a2, Adu-4d1l ve
P. cichorii, izolatlari tipik a&iri duyarlilk reaksiyonu gozlenerek pozitif olarak
degerlendiriimitir (Cizelge 4.2.).
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

4.13. Karbon Kaynaklarini Kullanma

25 °C’de 5 gunlik bir inkiibasyondan sonra mor renkli negatif kontrole rengin
sarlya donmesi pozitif olarak gerlendirilmistir. Yum-6z1b1l ve TET-A izolatlari
sukroz, xyloz, L(+) arobinoz, mannoz, trehaloz ve mannitol’'ti kullgimik-id2-1a
izolatl Yum-6z1bl ve TET-A izolatlarindan farkli olarak sorbitol kullagtimi Adu-
4d1 izolatl sukroz, xyloz, L(+) arobinoz, D(-)arobinoz, unilin, mannoz ve mannitol'
kullanmstir. Mt-4a2 izolatt Adu-4dl izolatindan farkh olarak trehalozu da
kullanmstir P. cichorii ve P. viridiflava xyloz, L(+) arobinoz, mannoz ve mannitol’t
kullanirken P. corrugata bunlardan farkh olarak trehalozu kullargtm. Tanilama
testi sonugclari toplu halde Cizelgede 4.3. de vesilmi

4.14. Sitrat Kullanma
Yum-6z1b1l, TET-A, Mt-4a2ik-id2-1a, Adu-4d1P. cichorii, P. viridiflava ve

P. corrugata izolatlari 25 °C’ de inkiube edildikten 48 saat sonrail yeenkteki
ortamin maviye donmesi pozitif olarakgbelendirildi (Sekil 4.13.); (Cizelge 4.2.).

Sekil 4.13. izolatlarin Sitrati kullanmasiyla yierengin maviye donmesi
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

4.15. Katalaz Reaksiyonu

48 saatlik Yum-6z1bl, TET-A, Mt-4adk-id2-1a, Adu-4d1P. cichorii, P.
viridiflava ve P. corrugata izolatlari zigzageklinde petrilere gizilngtir. 25°C’ de 24
saat tutulduktan sonra tzerlerine 1ml %3’luk hidrojen proksit dokilmesiyiarolu

oksijen kabarciklari ile pozitif olarak gerlendiriimitir (Cizelge 4.2.).

4.16. Nisasta Hidrolizasyonu

Pseudomonas spp izolatlari ve orijinal bakteri kultirleri zigzageklinde
petrilere ailanmstir. 25°C’ de 7 gunlik bir inkiibasyondan sonra kulttrler lugai eri
dokilmistir. Yum-6z1bl, TET-A, Mt-4a2jk-id2-1a, Adu-4d1P. cichorii, P.
viridiflava ve P. corrugata izolatlari ngastanin hidrolizasyonuerit seklindeki
bakteri kolonisinin etrafinda meydana gelen boyanalan izlenmemesiyle negatif

olarak dgerlendirilmitir (Cizelge 4.2.).
4.17.Kazein hidrolizasyonu
Yum-6z1bl, TET-A, Mt-4a2jk-id2-1a, Adu-4d1P. cichorii, P. viridiflava ve
P. corrugata izolatlar1 25°C’ de 48 saatlik bir inkiibasyondan sonra Uzerine 8 ml

ayira¢ dokululmesiyle kolonilerin etrafinda agik renkli bélgenin gorilmemesiyle

negatif olarak dgerlendirilmitir (Cizelge 4.2.).
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Hacer TEKMAN

Cizelge 4.2. Klasik bakteriyolojik yontemlerle tanilama test sonuglari

Testler P.vir | P.cic | P.cor Yum- | TET-A | Ik-id 2- | Adu-4d1 |Mt-4a2
1685 2097 1224 0z1b-1 la

Levan - - - - + - T T

Oksidaz - + + + + + ¥ ¥

Patates Pek. + - - - - - - -

Aktivitesi

Arginin - - + + + - + T

Tatin HR + + + + + + + +

O/F o] o] 0] o] 0] 0] o] o]

Jelatin Erime Yet. + - - + + + + +

% NacCl(tutin) + + - + - - + +

KingB Florasan + + - + + - + +

Pig.

YDCA'da Gelisim | Krem Krem Yesil- Yesil- Krem Krem krem Krem

Kivircik | Kivircik Kivircik

NA’ da Mavi - - - - - - - -

Pigm. Ols.

Nisasta Hidralizi - - - - - - - -

Nitratin nitrite - - + - + - + T

Ind.(1.glin)

Nitratin nitrite - - + - + - + T

ind.(7.gun)

Sitrat + + + + + n ¥ ¥

Kazaein - - - - - - - -

Hidralizasyonu

Katalaz Akt. + + + + + + + +

Lesitiniaz + + + + + + + +
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Cizelge 4.3. Karbon kaynaklari test sonuglari

Testler P. vir P.cic | P.cor Yum- | TET-A |ik-id 2-1a | Adu-4d1 | Mt-4a2
1685 2097 1224 0z1b1l

Sukroz - - + + + + + +
Xyloz + + + + + + + +
Laktoz - - - - - - - -
Sorbitol - - - - - + - -
L(+) + + + + + + + +
Arobinoz

D(+) - - - - - - + +
Arabinoz

Inulin - - - - - - - -
Melibioz - - - - - - + +
Raffinoz - - - - - - - -
Mannoz + + + + + + + +
Trehaloz - - + + + + - +
Mannitol + + + + + + + +
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4. TARTISMA ve BULGULAR Hacer TEKMAN

4.18. Pseudomonas spp. izolatlarinin EL1SA Tedti ile Tanis

ELISA calsmalarinda Yum-6z1b-1, TET-Alk-Id 2-1a Adu-4d1, Mt-4a2
izolatlarina kagi Gebze TUBTAK-MAM/GMBA'da Uretiimis olan antiserumlar
kullanilmss ve izolatlardan elde edilen absorbangedieri negatif kontrol amaciyla
kullanilan PBS tamponundan elde edilergatenin (0,588) en az iki kati ve fazlasi
olmadg! igin veya kagilastirma kulturleri icin elde edilen gerlere yakin dgerler
olmadiklari i¢in sonu¢ negatif olarak g&lendirilmitir. P. cichorii antiserumu ile
yapilan cakmadaP. cichorii (GSPB 2907) izolati 1,546 gerini verirken Yum-
6z1b1 0.705, TET-A 0.857k-Id 2-1a 0.930, Adu-4d1 0.595, Mt-4a2 0.67§eatteri
elde edildi; P.corugata antiserumu ileP.corugata (GSPB 1224) izolati 1.207 iken
Yum-6z1bl 0.556, TET-A 0.610k-id 2-1a 0.779, Adu-4d1 0.677, Mt-4a2 0.555
degeri elde edilirkerP. viridiflava antiserumu ileP. viridiflava (GSPB 1685) izolati
2.298 dgerini verirken Yum-6z1b1 0.815, TET-A 0.7dk;id 2-1a 1.245, Adu-4d1
0.573, Mt-4a2 0.563 gerleri elde edilmgtir ve kasilastirma kultirlerine yakin
degerler olmadgl gozlenmigtir (Cizelge 4.4.,4.5., 4.6.).

Cizelge4.4. P. cichorii anti serumu ile yapilan ELISA sonucu

P. cichorii
I I Il Ortalama Sonug
PBS 0.580 0.597 0.587 0.588
Yum-6z1b1 0.684 0.685 0.747 0.705
TET-A 0.848 0.804 0.920 0.857
ik-Id 2-1a 0.953 0.939 0.897 0.930
Adu-4d1 0.586 0.592 0.607 0.595
Mt-4a2 0.600 0.662 0.763 0.675
P. cichorii 1.547 1.559 1.531 1.546 +
(GSPB 2097)
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Cizelge 4.5. P.corugata anti serumu ile yapilan ELISA sonucu

P.corugata

I Il 1 Ortalama Sonug
PBS 0.580 0.597 0.587 0.588 -
Yum-6z1bl 0.554 0.539 0.575 0.556 -
TET-A 0.628 0.610 0.593 0.610 -
ik-Id 2-1a 0.749 0.762 0.826 0.779 -
Adu-4d1 0.699 0.685 0.648 0.677 -
Mt-4a2 0.558 0.553 0.555 0.555 -
P.corugata 1.158 1.202 1.235 1.207 +
(GSPB 1224)

Cizelge 4.6. P. viridiflava anti serumu ile yapilan ELISA sonucu

P. viridiflava

I Il 1 Ortalama Sonug
PBS 0.580 0.597 0.587 0.588 -
Yum-6z1b1 0.811 0.820 0.813 0.815 -
TET-A 0.802 0.758 0.724 0.761 -
Ik-1d 2-1a 1.202 1.213 1.320 1.245 -
Adu-4d1 0.580 0.564 0.574 0.573 -
Mt-4a2 0.606 0.545 0.537 0.563 -
P. viridiflava 2.277 2.270 2.348 2.298 +
(GSPB 1685)
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4.18. Pseudomonas spp Izolatlar inin Yag Asit Profillerinin Belirlenmes

Cizelge 4.7.’da goruldiu tzere 8 izolat ile yapilan ¢gthada 22 farkh ya
asiti izole edilmgtir.izole edilen y& asitleri 8:0 30H (%0.41), 10:0 (%0.36), 10:0
30H(%4.84), 12:0 (%5.11), unknown 12.484 (%0.62), 11:0 1SO 30H (%1.17), 12:0
20H (%2.74), 12:1 30H (%2.01), 12:0 30H (%4.11), 14:0 (%0.32), 15:0 (%0.21),
Sum In Feature 2 (%0.90), Sum In Feature 3 (%34.41), 16:0 1SO (%0.09),16:0
(%25.30), 17:0 Cyclo (%3.01), 16:0 30H (0.38), 18:1 w9c (%0.31), 18:1 w7c
(%17.28), 18:0 (%0.84), 19:0 10 methyl (%0.54), 11 Methyl 18:1w7c (%0.63) olarak
belirlenmitir.

Izole edilen ya asitleri doymy (10:0, 12:0, 14:0, 15:0, 16:0, 18:0) doymami
(18:1 w9c, 18:1 w7c, 11 Methyl 18:1w7c), hidroksil (8:0 30H, 10:0 30H, 11:0 ISO
30H, 12:0 20H, 12:1 30H, 12:0 30H), cylopropane (17:0 Cyclo), sum in feauture
(2,3), asit brached (19:0 10 methyl), bilinmeyen (unknown 12.484), methyl branced
(16:0 1SO) olmak lizere 8 gurup ofglusaptanmtir. Yag asitlerinden 10:0 30H,
12:0, 12:0 20H, 12:0 30H, sum in feauture 3, 16:0, 18:1 wgcagélerinin tim
izolatlarda bulundgu belirlenmitir.

Microbiyal Identifikasyon sistemin bilgisayar programinin 3,60 (Microbial ID,
NEtwark, DE) ile yapilan analiz sonucu gdmm dendogramda 10 izolattan referans
kaltir olanP. cichorii bolge izolatlarindan ve ger referans kalturlerP. viridiflava
P. corrugata, CFBP 5447P. mediterrane, INRA 2102 P. fluorescens den tamamen
farkl oldugu gorulmektedir. INRA2102 P. fluorescens tek baina bir gurup
olusturmwtur. CFBP 5447P. mediterrane ve Yum-6z1bl izolatlari bir gurup
icerisinde yer almaktadir. Mt-4a2, Adu-4d1 farkli bir gurupstlumustur. TET-A ve
Ik-id 2-1a izolatlari GSPB 122R. corrugata ile ayni gurup icerisinde yer algtir.
GSPB 1685P. viridiflava tek baginabir gurup olgturmaktadir. Elde edilen bdlge
izolatlari da P. viridiflava ve P. corrugata akrabalik agisindan birbirine yakin
olurkenP. fluorescens veéP. mediterrane daha uzak akraba olgu gorilmektedir.
Bolge izolatlariP. corrugata’ya yakin olurken bir tanedP. mediterrane’'ye daha
yakin oldu ortaya konulmgtur. izolatlar ve referans kulttirler %6 fark goz 6niine
alindginda 5 farkli kiime okturmustur (Sekil 4.14.,Sekil 4.15.).
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Cizelge 4.7. Yag asit analizi sonucu izolatlarin gasitleri ve bulunma oranlari

(%)
Yag Asitleri I1zolat Sayisi Da gihm Arali g1
8:0 30H 2 0.31-0.50
10:0 2 0.36-0.39
10:0 30H 10 3.16-6.87
12:0 10 2.80-6.34
unknown12.484 2 0.20-1.04
11:01SO 30H 1 1.17
12:0 20H 10 2.07-4.49
12:1 30H 4 0.42-2.72
12:0 30H 10 3.91-4.46
14:0 3 0.26-0.42
15:0 2 0.21
Sum In Feature 2 3 0.39-1.14
16:01SO 1 0.09
Sum In Feature 3 10 26.33-39.18
16:0 10 23.70-32.14
17:0 Cyclo 6 0.33-8.32
16:0 30H 2 0.38-0.39
18:1 w9c 1 0.31
18:1 w7c 10 13.77-23.34
18:0 5 0.56-1.14
19:0 10 methyl 2 0.54-0.55
11 Methyl 18;1w7c 1 0.63

Sum In Feauture 2 (14:0 30H veyal6:1 ISO I), Sum In Feauture 3 (14:0 3 OH
veya 15:0 ISO 20H),
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Tree Diagram for 10 Cases
Single Linkage
Euclidean distances

2097

1685
1224

L‘_I

5447

2102

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Linkage Distance

Sekil 4.14. Referans kilturler ve bdolge izolatlarinin gyasit profillerine gére
dendogramlari (GSPB 122R. corrugata, GSPB 1685P. viridiflava,
GSPB 2907P. cichorii, CFBP 5447P. mediterrane, INRA 2102 P.
fluorescens, 1: Yum-6z1bl, 2: TET-A, 3ik-Id 2-1a, 4: Mt-4a2, 5: Adu-
4d1)

Tree Diagram for 6 Cases
Single Linkage
Euclidean distances

5447

3,5 4,0 4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0 75 8,0 8,5

Linkage Distance

Sekil 4.15. Referans Kkiltir ve bolge izolatlarinin gyaasit profillerine gore
dendogramlari (CFBP 5447 mediterrane, 1: Yum-06z1b1, 2: TET-A, 3:
Ik-id 2-1a, 4: Mt-4a2, 5: Adu-4d1)

36



5. SONUCLAR VE ONERER Hacer TEKMAN

5. SONUC VE ONERILER

Dogu Akdeniz Bélgesindeicel Adana’nin ortii alti domates yaiiicili gi
yapilan seralardan gdvde 0z nekrozuna neden Bteadomonas tirlerinin ve
karsilastirma  kalttrlerinin - morfolojik, fizyolojik biyokimyasal, serolojik ve
molekiler yontemlerle tanilanmasi ve karekterizasyonu lzerine yapilamayé
elde edilen sonuglasasida 6zetlennstir.

Icelin Tarsus, Erdemli ve Kocahasanl ilgelerinden Adana'nin Ceyhan ve
Yumurtalik ilgelerinde elde edilen 16 izolatin 5 tanestedlendirmeye alinngtir.
Yum-6z1bl izolatina uygulanan testlerden levan, oksidaz, patetes pektolitik
aktivitesi, arginin ve tutin HR testlerinde GSPB (122RB)corugata’ ya
benzemektedir. Fakat gir yapilan klasik testlerden nitratin nitrite indirgemesinde
referans kulttirden farklilik gosterstir. Ayrica yapilan ELISA testi farkh oldiu
gozlenirken, ya asit analizi sonucunda CFBP 54R7mediterrane'ye yakin oldgu
gozlenmitir.

Ik-id2-1a izolatina uygulanan testlerden levan, oksidaz, patetes pektolitik
aktivitesi, arginin ve tutin HR testlerinde GSPB (290P) cichorii’ye
benzemektedir. Ancak jelatin eritme yetgn@e karbon kaynaklarindan sukroz,
sorbitol ve trehaloz testlerinde farkliik gdzlenmektedir. Ve ELISA ilg gait
analizinde bdlge izolatinin referans kultirden farkl gidgdzlenmtir.

Diger bolge izolatlarimiz TET-A, Adu-4dl ve Mt-4a2; GSPB (2907)
cichorii, GSPB (1224 )P.corugata ve GSPB (1685p. viridiflava’ ya benzemedi
yapilan testlerle ortaya konultur.

Yum-6z1bl, TET-Alk-id2-1a, Adu-4dl ve Mt-4a2 izolatlari GSPB (2907)
cichorii, GSPB (1224) P.corugata ve GSPB (1685)P. viridiflava referans
kaltarlerinden farkli oldgu yapilan testlerle tespit edilghr. Bu kullanilan referans
kaltarlerinden farkli referans kulturleriyle ve molekiler tani teknikleri ile taniya
gidilebilir. Diger referans Kkultiirlerine de benzemiyorsa yeni bir tir olarak

isimlendirilebilir.
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