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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

TOKAT iLi PATATES URETIM ALANLARINDA PATATES KARABACAK
VE YUMUSAK CURUKLUK HASTALIGI’NIN BULUNMA ORANININ

BELIRLENMESi VE ETMENIN TANILANMASI

MERVE CETIN

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiTKi KORUMA ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI:DR. OGR. UYESi SABRIiYE BELGUZAR

Bu calisma ile, Tokat ili patates liretim alanlarinda patates karabacak ve yumusak
clriiklik hastaliginin bulunma oraninin belirlenmesi ve etmenin tanilanmasi
amaglanmistir. 2018 yili Mart-Agustos aylar1 arasinda Tokat ili Merkez, Turhal, Zile,
Pazar, Erbaa, Niksar, Artova ve Basciftlik ilgelerinde patates iiretiminin yogun olarak
yapildig1 alanlarda yapilan arazi siirveylerinde 67 tarla incelenmis olup, Tokat ilinde
hastaligin Merkez’de %0.25, Erbaa ilgesinde %0.33, Niksar il¢esinde %0.31, Pazar
ilgesinde 9%0.5, Turhal ilgesinde %1 ve Zile ilgesinde %8 oraninda bulundugu
belirlenmistir. Artova ve Basciftlik ilcelerinde ise hastaliga rastlanilmamistir. Toplanan
hastalikli bitki ve yumru Orneklerinden elde edilen izolatlara, patateste pektolitik
aktivite, gram reaksiyon, katalaz, oksidaz, 37 “C ve 39 °C sicakliklarda gelisim, tuza
tolerans, tiitiinde asir1 duyarlilik testleri uygulanmistir. Pectobacterium spp.’ye spesifik
Y1/Y2 primerleri ile 19 izolat 434 b¢ PCR {irlinii olusturmustur. 3 izolat Dickeya
spp.’ye spesifik ADE1/ADE?2 primerleri ile 420 b¢ PCR iiriinii olusturmustur. Y1/Y2
primerlerine pozitif sonu¢ veren izolatlar ile Pectobacterium atrosepticum’a spesifik
ECA1/ECA2 primerleri ile yapilan PCR c¢aligmasinda ise izolatlar PCR {iriinii
olusturmamistir. Buna gore 19 izolat Pectobacterium carotovorum (Erwinia
carotovora) olarak simiflandirilmistir. Yapilan bu calisma ile, Tokat ilinde patates
tiretim alanlarinda patates karabacak ve yumusak c¢iiriiklik hastaligina sebep olan
etmenler belirlenmis olup, ileriki ¢aligmalarda spesifik primerler ile tiir ve alttiir
diizeyinde etmenlerin belirlenmesi planlanmaktadir.

2019, 62 SAYFA

Anahtar Kelimeler: Patates karabacak ve yumusak ¢tiriikliik hastaligi, Pectobacterium
carotovorum, Dickeya spp., Patates, Tokat



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF THE PREVALENCE OF POTATO SOFT ROT
AND BLACKLEG DISEASE IN POTATO PRODUCTION AREAS OF TOKAT
PROVINCE AND IDENTIFICATION OF DISEASE CASUAL AGENT

MERVE CETIN

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. SABRIYE BELGUZAR

This study was aimed at identification and prevalence of potato soft rot and black leg
disease agent in the potato production areas of Tokat province. In March-August 2018,
67 field surveys were carried out in Central, Turhal, Zile, Pazar, Erbaa, Niksar, Artova
and Basciftlik districts of Tokat. The disease incidences were 0.25%, 0.33%, 0.31%,
0.5%, 1%, and 8% in Central, Erbaa, Niksar, Pazar, Turhal, and Zile district
respectively. In Artova and Basciftlik districts, no disease was encountered. The
following tests, pectolytic activity on potato, gram reaction, catalase, oxidase, growth at
37 °C and 39 °C, salt tolerance, hypersensitivity reaction were applied to isolates
obtained from diseased plant and tuber samples. In the PCR assay, 19 isolates were
produced 434 bp product with Y1/Y2 primers specific to Pectobacterium spp., and 3
isolates were produced 420 bp product with ADE1/ADE2 primers specific to Dickeya
spp.. The isolates resulted positive with Y1/Y2 primers weren’t produced PCR product
with ECA1/ECAZ2 primers specific to Pectobacterium atrosepticum. According to this,
19 isolates were identified as Pectobacterium carotovorum (Erwinia carotovora). With
this study, the causal agent of potato blackleg and soft rot disease have been identified
in the potato production areas of Tokat. Further studies will be conducted to determine
the species and subspecies of the pathogens by using specific primers.

2019, 62 PAGE

KEYWORDS: Potato soft rot and blackleg disease, Pectobacterium carotovorum,

Dickeya spp., Potato, Tokat



ONSOZ

Patates yetistiriciligi lilkemizin her bolgesinde oldugu gibi, Tokat ilinde de
tireticilerimizin en Onemli gelir kaynaklarindan birisidir. Patates iiretiminde patates
karabacak ve yumusak ciiriiklik hastaligt énemli {irlin kayiplarina neden olmaktadir.
Arazi ve depo kosullarinda problem olan hastalik ile miicadelede ilk olarak etmenin

tanilanmasi1 gerekmektedir.

Yiirtitiilen bu yiiksek lisans caligmasinda, Tokat ili patates iiretim alanlarinda patates
karabacak ve yumusak c¢iiriikliik hastaliginin bulunma orani belirlenmis ve hastaliga
sebep olan etmenler biyokimyasal ve molekiiler testler ile tamilanmustir. ileriki
calismalarda spesifik primerler ile tiir/alttiir diizeyinde etmenlerin belirlenmesi
planlanmaktadir.

Yiiksek lisans tezimin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen, bilgi ve tecriibelerini
benimle paylasan, yoluma daima 1gik tutan ve manevi desteklerini her zaman bana
hissettiren kiymetli hocam Dr. Ogr. Uyesi Sabriye BELGUZAR ’a ¢ok tesekkiir ederim.
Yiiksek lisans tezi jiiri tiyelerinden Bitki Koruma Boliimii bagkani sayin hocam Prof.
Dr. Yusuf YANAR’a yonlendirici fikir ve goriislerinden 6tiirii tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans tezi jiiri iiyelerinden Dr. Ogr. Uyesi Murat OZTURK (Yozgat Bozok
Universitesi)’e ¢alismam konusundaki bilgi ve deneyimlerini paylasti1 ve ¢alismamda
boliim laboratuvarlarinin alet ekipmanlarindan yararlanmami sagladigi ig¢in sonsuz
tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans PCR analiz ¢aligmalar1 doneminde benimle ilgilenen, yardimct olan ve
Yozgat’ta bana ev sahipligi yapan, laboratuvar deneyimlerini benimle paylasan Ars.
Gor. Zeliha EROGLU na tesekkiirler.

Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonuna
desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

Kiymetli ailem ve sevdiklerime her girdigim yolda benim yanimda olduklar i¢in en

kalbi duygularimla tesekkiir ederim...

MERVE CETIN

6 Agustos 2019
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1. GIRIS

Tek yillik bir kiiltiir bitkisi olan patates, iiretimi yapilan bdlgelerde cift¢ilerimizin
onemli gelir kaynaklarindan birisini olusturmaktadir. Patates, insanlar tarafindan
dogrudan mutfaklarda tiiketildigi gibi islenerek degisik sekillerde de (cips, parmak
patates vs.) tiiketilmekte olup, zengin icerigi sayesinde de tiikketimde olduk¢a g¢ok
kullanilmaktadir. Ayrica ekmek ununa %3-5 oraninda patates unu karistirildiginda,
ekmeklerin lezzetini artirmakta ve bayatlamay1 geciktirmektedir. Yiiksek oranda nisasta
igeren bazi gesitler endiistride nisasta, alkol vs. iiretiminde ve bir kismi da hayvan yemi
olarak degerlendirilmektedir. Patates nisastasi, salam ve sosis yapiminda da oldukca

yaygin kullanilmaktadir (Arioglu, 1997).

Ulkemiz agisindan temel gida maddesi olan bugday ne kadar énemli ise Avrupa ve
Amerika iilkelerinde ¢ok fazla tiiketilen patates o derece Onemlidir. Patates bir ¢apa
bitkisi olmakla beraber kendisinden sonra ekilecek bitkiye temiz ve havalanmis bir
toprak birakmaktadir. Kislar1 1lik gecen Akdeniz ikliminin etkisi altinda kalan kiy1
bolgelerinde patates kis mevsiminde turfanda olarak yetisebilmekte ve dekardan
oldukg¢a yiiksek yumru verimi alinabilmektedir. Bu bolgelerde kislart bos birakilan
araziler degerlendirildiginden, lilke ekonomisine biiyiik katkilar saglamaktadir (Arioglu,

1997; Caliskan ve ark., 2010).

Sekil 1.1. Tarlada patates hasadindan genel bir goriintii
1



Patates 1liman ve serin iklim boélgelerinin bir bitkisi olmasina ragmen, farkli iklim
bolgelerine de kolaylikla adapte olabilmektedir. Ayrica birim alandan elde edilen net
getirisi, alternatif tirtinlere gére daha yiiksek olmaktadir. Bu nedenle, diinyanin hemen
her iilkesinde az ya da c¢ok patates iiretimi yapilmaktadir. Tiirkiye patates iiretiminde
diinya ilkeleri arasinda 19. sirada yer almaktadir. 2018 yili istatistiklerine gore,
iilkemizde patates iiretimi 1 359 715 da alanda 4 550 493 ton olarak gerceklesmistir.
2018 yilinda en fazla iiretim yapan ilk 10 il sirastyla; Nigde, Konya, Afyon, Kayseri,
Izmir, Nevsehir, Adana, Aksaray, Sivas ve Bolu olmustur. Tokat ilinde ise 2018 yilinda
24 291 dekar alanda 61 385 ton patates tretimi gergeklestirilmistir (Anonim, 2018;
Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. 2018 yil1 Tokat ili patates liretim alanlar1 ve miktarlari (Anonim, 2018)

fice Ad1 Ekilen alan (da) Uretim (ton) Verim (kg/da)
Merkez 4500 10 904 2423
Almus 450 1090 2422
Artova 750 2035 2713
Basciftlik 2700 4396 1628
Erbaa 4200 12 212 2 908
Niksar 8 500 24 715 2908
Pazar 100 388 3880
Resadiye 1241 1144 922
Turhal 400 930 2 325
Yesilyurt 950 1875 2 083
Zile 500 1 696 3392
Toplam 24 291 61 385 23 263




Ulkemizde patates iiretimini engelleyen en &nemli hastaliklardan birisi Pectobacterium
ve Dickeya tiirlerinin neden oldugu patates karabacak ve yumusak ¢iirtikliik hastaligidir.
Pek ¢ok tarimsal iirtinde 6nemli iiriin kayiplarina neden olan hastalik diinyada ilk on
bakteriyel patojen igerisinde yer almaktadir (Benlioglu, 2019). Hastalik etmenlerinin
varligi Fransa’da (Darrasse ve ark., 1994a), Bati Avrupa iilkelerinde (Toth ve ark.,
1999a; Toth ve ark., 2011), Tayvan’da (Chen ve Lin, 2000), Hollanda’da (Van
Beckhoven ve ark., 2001), Kore’de (Kang ve ark., 2003), Israil’de (Tsor ve ark., 2008),
Giiney Afrika’da (Van der Merwe ve ark., 2010), Polonya’da (Sledz ve ark., 2000; Dees
ve ark.,, 2017), Norve¢’de (Dees ark., 2017) yapilan cesitli ¢alismalar ile rapor

edilmistir.

Ulkemizde ise hastaligin varlig: ilk kez Benlioglu (1991) tarafindan ortaya konulmustur.
Nevsehir, Nigde ve Bolu illerinde patates iiretiminin yogun olarak yapildigi alanlarda
yiiriitiilen ¢alismada, hastaligin Bolu ilinde %22.79 oraninda, Nevsehir ilinde %43.3
oraninda ve Nigde ilinde %38.3 oraninda yaygin oldugu belirlenmistir. Yapilan
calismada patates bitkisinde Erwinia carotovora subsp. carotovora ve Erwinia
carotovora subsp. atroseptica etmenlerine rastlanirken, Erwinia chrysanthemi
patojenine rastlanilmamustir. Daha sonraki yillarda Oztiirk ve ark. (2016) tarafindan
yapilan ¢alismada Yozgat ili Sorgun ilgesinde %5-20 oraninda, Oztiirk ve Aksoy (2016)
tarafindan yapilan c¢aligmada ise Amasya ilinde patates iiretim alanlarinda %11-40
arasinda degisen oranlarda hastalik belirlenmistir. Yine Oztiitk ve Aksoy (2017)
tarafindan Karadeniz Bolgesi’nde yapilan ¢alismada Samsun, Amasya, Tokat, Ordu ve
Corum illerindeki patates iiretim alanlarinda %4-60 arasinda degisen oranlarda patates

karabacak ve yumusak ciiriikliik hastalik belirlenmistir.

Patates bitkisinde tohum, sap ve yumru ¢iirlimesi yapan hastalik 6zellikle solgunluk,
clice kalma, sararma gibi tipik belirtiler ile dikkat cekmektedir. Patates liretimi yapilan
tarlalarda yer yer bosluklar olugsmasina sebep olmaktadir. Hastalikl1 bitkiler kdk bogazi
kismidan  kolaylikla kopmaktadir  (Benlioglu, 2019). Iletim demetlerinde
kahverengilesme seklinde goriilen karabacak belirtisi hastaligin tipik belirtilerindendir
(Sekil 1.2 ; Sekil 1.3).



Sekil 1.2. Karabacak belirtisi gosteren patates bitkisi (Anonim, 2019)

Sekil 1.3. Patates bitkisinde gdvdede kahverengilesme belirtisi



Hastalik etmenleri ile bulasik tohumlar en Onemli inokulum kaynagidir. Bulasik
tohumlardan olusan bitkilerde govde ¢iiriikliigii goriiliir. Ozellikle bitkide agilan bir yara
var ise ve saprofit bakterilerin-funguslarin varlig1 ile ¢iirime de gergeklesirse govde
clriikligli daha fazla ilerler. Hastalikli bitkilerde O6zellikle yeni olusan yumrularin
enfeksiyonu stolonlar ile olmaktadir (Sekil 1.4). Stolonlarin baglandigi noktalarda

olusan enfeksiyon yumusak ciiriikliige sebep olur. Yumusak c¢iiriikliigiin tipik belirtisi

yumrularda peynir gibi dagilma, kahverengilesme ve saprofit bakterilerden de

kaynaklanan pis kokudur (Sekil 1.5) (Benlioglu, 2019).

Sekil 1.5. Patates yumrusunda meydana gelen yumusak ¢iiriikliik belirtisi (DeBoer ve
Rubio, 2004)



Hastalik ile miicadelede etkili bir kimyasal olmadigi i¢in zorluklar yasanmaktadir.
Ozellikle de hem tarlada hem de depoda hastaliga karst onlemler alinmasi
gerekmektedir. Hastalik ile miicadelede en etkili yontem temiz tohumluk yumru
kullanimudir. Ilk sart sertifikali ve temiz tohumluk kullanilmali ve tohumluk yumru
kesilmemelidir. Dikim esnasinda toprak ve yumru sicakligi ayni olmalidir. Hastalikli
bitkiler kokleri ile beraber mutlaka tarladan uzaklastinlmalidir. Asir1  azotlu
giibrelemeden kaginilmali, sulamaya dikkat edilmeli ve 6zellikle bitkilerde yara dokusu
agmamaya Ozen gosterilmelidir. Hastalik goriilen tarlalarda ii¢ yillik miinavebe
(rotasyon, ekim ndbeti) ertesi yillarda hastaligin dnlenmesi agisindan 6nemlidir. Tarlada
oldugu gibi, depoda alinabilecek onlemlerde hastaligin yayilmamasini 6nlemede son
derece dnemlidir. Yumru sicakligi 15°C’nin altinda iken hasat yapilmalidir. Yumrular
depoya alinmadan once dikkatli bir sekilde incelenmelidir. Depo sicakligi 2°C’yi
gecmemeli ve depo havalandirmasi iyi bir sekilde yapilmalidir. Hasat sirasinda yara
acilmamasina 6zen gosterilmelidir. Yumrular kesinlikle yikanmamalidir. Ayrica depoda

kullanilan tim alet ekipmanlarin da temizligine c¢ok dikkat edilmelidir (Benlioglu,

2019).

Karabacak ve yumusak clriikliik hastaligi, ciftcilerimiz i¢in Onemli gelir
kaynaklarindan birisi olan patates bitkisinde ve pek ¢ok kiiltiir bitkisinde 6nemli {iriin
kayiplarina neden olmaktadir (Perombelon ve Kelman, 1980). Tokat ilinde de patates
tiretimi yaygin bir sekilde yapilmakta ve her gecen giin {liretim de artmaktadir. Bu
yiiksek lisans caligmasi ile, Tokat ilinde patates iiretim alanlarinda karabacak ve
yumusak cliriiklik hastaliginin  bulunma oranlarinin  belirlenmesi ve hastalik

etmenlerinin tanilanmas1 amaclanmastir.



2. LITERATUR OZETLERI

Patates karabacak ve yumusak ciiriiklilk hastalig1 patates basta olmak {lizere domates,
enginar, siis bitkileri, krizantem, aycicegi gibi kiiltiir bitkilerinde de Onemli {iriin
kayiplarina sebep olmaktadir. Daha 6nceden Enterobacteriaceae, yeni siniflandirmada
Pectobacteriaceae (Adeolu ve ark., 2016) familyasina ait Pectobacterium ve Dickeya
tiurlerinin patateste karabacak ve yumusak g¢iriikliikk hastaligima neden oldugu
bilinmektedir. Yapilan molekiiler galismalar sonrasinda hastalik etmenlerinin genetik
ozelliklerine gore, taksonomik siniflandirilmada bitki patojenlerinin isimlendirmesinde
degisiklik olmustur. Hastaliga sebep olan tiirler; Pectobacterium atrosepticum [(van
Hall) Gardan ve ark. 2003], Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum [(Jones,
1901) Gardan ve ark., 2003], Pectobacterium wasabiae [(Goto ve Matsumoto, 1987)
Gardan ve ark., 2003], Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis (Duarte ve ark.,
2004), Pectobacterium parmentieri (Khayi ve ark., 2016), Pectobacterium polaris
(Dees ve ark., 2017), Pectobacterium peruviense (Waleron ve ark., 2017), Dickeya
solani (Van Der Wolf ve ark., 2014) ve Pectobacterium dianthicola (Samson ve ark.,
2005) olarak bilinir. Daha 6nceki isimlendirmede ise mevcut Pectobacterium tiirleri
Erwinia olarak, Dickeya. chrysanthemi (solani) tiirii de Erwinia chrysanthemi olarak
bilinmekteydi (Benlioglu, 2008; 2019). Ilk isimlendirmesi Bacillus carotovorus olan
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Erwinia carotovora subsp.
carotovora) Jones (1901) tarafindan tanilanmistir ve 60’1n tizerinde sinonimi mevcuttur
(Bradbury, 1977a). ilk defa van Hall (1902) tarafindan Bacillus atrosepticus olarak
belirlenen Pectobacterium atrosepticum (Erwinia carotovora subsp. atroseptica)’un ise

10 tane sinonimi mevcuttur (Bradbury, 1977b).

Pectobacterium cinsi, gram negatif bakteri hiicresine sahip, fakiiltatif anaerobdur.
Bakteri hiicre yapisi ¢ubuk seklindedir ve 0.5-0.8x1.3 pm boyutlarindadir. Ayni sekilde
Dickeya cinsi de gram negatif bakteri grubundadir ve gubuk seklindedirler. Boyutlari
0.8-3.2 X 0.5-0.8 pm olup kamgil1 bakterilerdir (Benlioglu, 2008; 2019).

Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ve
Dickeya chrysanthemi hastalik etmenleri bol miktarda pektolitik enzim {iretirler.

Pektolitik enzim, bitkiye giris yapan bitki patojeni bakterilerin kullandiklar1 virtilenslik
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faktorlerinden birisidir. Enzim, toksin, biiyiime hormonu, polisakkaritler gibi virtilenslik
faktorlerini kullanan bitki patojeni bakteriler bitkide hastalik belirtileri olustururlar. Bu
faktorlerden maserasyon enzimi de denilen bu proteinler hiicre disina salgilanir ve
bdylece konukgu bitkiye zarar verir. Enzim iireten ¢ogu bitki patojeni bakteri, 6zellikle
yumusak ciiriikliik belirtisine neden olur, ayrica solgunluk ve yapraklarda da lekelenme
meydana getirebilir. Pectobacterium ve Dickeya tiirlerinin salgiladigi pektolitik
enzimler, konuk¢uda hiicre duvarimi zayiflatir, pektin maddelerini yikar, bitki doku
birlikteligini bozar, hiicrelerin birbirinden ayrilmasina neden olur ve iletim demetlerini

tikar (Saygili ve ark., 2017).

Barras ve ark. (1994) tarafindan belirtildigi tizere pektat liyaz, poligalakturanaz, pektin
liyaz, pektin metil esteraz, proteaz enzimleri bitki patojeni bakteriler tarafindan tiretilen
onemli pektolitik enzimlerdendir. Bu enzimler icerisinden pektatliyaz hem
Pectobacterium atrosepticum hem Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
hem de Dickeya chrysanthemi hastalik etmenleri tarafindan kullanilir. Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum etmeni 3 farkli pektatliyaz enzimi (PelA, B, C) iretir.
Pectobacterium atrosepticum 4 farkli (PelA, B, C, D) ve Dickeya chrysanthemi ise 5
farkli pektatliyaz enzimi (PelA, B, C, D, E) salgilarlar. Pectobacterium atrosepticum
ayn1 zamanda poligalakturanaz, pektin liyaz, pektin metil esteraz enzimlerini de iiretir.
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ise pektat liyaz, poligalakturanaz,

pektin liyaz, pektin metil esteraz ve proteaz enzimlerinin tiimiinii liretir (Saygili ve ark.,

2017).

Konukguya oOzellesme acisindan etkili olan bu enzimler c¢evre faktorlerinden
etkilenebilmektedir. Pectobacterium atrosepticum 15 °C sicaklikta, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum 22°C’nin istiindeki sicakliklarda ve Dickeya
chrysanthemi ise 25-28 °C’de daha fazla pektolitik enzim iretir. Buna ilaveten
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum pektatliyaz enzimlerini hiicre i¢inde,
Dickeya chrysanthemi hiicre disinda {iretirler. Ayrica patojenler tarafindan iretilen
farkl1 pektat liyaz enzimlerinin gen dizilimleri de birbirinden farkli olabilir.
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’da PelC ve D ayni gen diziliminde
bulunurken, Dickeya chrysanthemi’de PelA, E ve D ayni dizilimdedir (Saygili ve ark.,
2017).



Hastalik etmenlerinin birbirinden ayrilmasi noktasinda; Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum 36-37 °C’de gelisebilirken, Pectobacterium atrosepticum
gelisememektedir. Dickeya chrysanthemi ise 39 °C’de ¢ok iyi bir sekilde
gelisebilmektedir (Perombelon ve Kelman, 1980). Buna ilaveten Pectobacterium
atrosepticum maltoz ve o-methylglucoside’den asit ve sakarozdan indirgenmis
maddeler iretirken, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum iiretemez.
Dickeya chrysanthemi ise indol ve fosfotaz iiretir, laktaz ve trehaloz’dan asit

olusturmaz, %5 NaCl’de gelisemez ve erythromycin’e duyarlidir (Bradburry, 1977a;b).

Tiim diinyada patates bitkisinde karabacak ve yumusak ¢iiriikliik hastaligina sebep olan
Pectobacterium ve Dickeya tiirlerinde konukg¢u agisindan farkliliklar olmaktadir.
Pectobacterium atrosepticum hastalik etmeni patates basta olmak iizere domates ve
biber bitkilerinde de yumusak ciiriiklik meydana getirmektedir (Malathrakis ve
Goumas, 1987; Stommel ve ark., 1996). Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum’un ise konuk¢u dizisi ¢ok genistir. Ozellikle diinyanin her bdlgesine
yayilmig olup, ¢ogu bitkide yumusak c¢iiriiklik meydana getirmektedir (Braddbury,
1977a, Smith ve ark., 1988). Dickeya chrysanthemi ise daha sicak, tropik ve subtropik
bolgelerde patateslerde solgunluk ve govde ciiriikliigiine neden olmaktadir. Ayrica
domates, krizantem ve aygiceginde de hastalik belirtileri goriilmektedir (Perombelon ve
Kelman, 1980).

Patates karabacak ve yumusak c¢iiriiklik hastaligi tiim diinyada patates Ttretim
alanlarinda 6nemli bakteriyel hastaliklardan birisidir. Son zamanlarda yapilan molekiiler
calismalar ile Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pectobacterium
atrosepticum ve Dickeya chrysanthemi’ye ilaveten yeni tiirler teshis edilmis olup,
patates karabacak ve yumusak ciiriiklik hastaligmin 6nemi daha da artmistir. Yeni
tiirler igerisinde Dickeya solani Fransa, Finlandiya, Polonya, Hollanda, Israil ve
Tiirkiye’de rapor edilen yeni bir tiirdiir (Tsror ve ark., 2008; Slawiak ve ark., 2009; Toth
ve ark., 2011; Degefu ve ark., 2013; Oztiirk ve Aksoy, 2017). Aym sekilde
Pectobacterium brasiliensis etmeni de Brezilya (Duarte ve ark., 2004), Giiney Afrika
(Van der Merwe ve ark., 2010) ve Tiirkiye (Oztiirk ve Aksoy, 2016)’de yeni belirlenen
yumusak ciiriikliilk etmenidir. Karabacak ve yumusak g¢iiriikliik hastaligina sebep olan

Pectobacterium wasabiae tiirii de Japonya (Gardan ve ark., 2003), USA, Kanada (Ma



ve ark., 2007; De Boer ve ark., 2012), Avrupa (Nabhan ve ark., 2012) ve Tiirkiye
(Oztiirk ve ark., 2016) ‘de yapilan ¢alismalar ile yeni rapor edilmistir.

Hastaligin varligina dair yapilan ¢alismalara bakildiginda, Hollanda’da VVan Beckhoven
ve ark. (2001) tarafindan yapilan caligmada toplanan 6rneklerde serolojik ve molekiiler
testlere gore, bitkilerin %20’sinde Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

tiiri tanilanirken, Pectobacterium atrosepticum ve Dickeya tiirlerine rastlanilmamustir.

Washington Columbia havzasinda 2008 yilinda patates arazilerinde yapilan bir
calismada, Pectobacterium wasabiae ilk kez tanilanmigtir (Dung ve ark., 2012). Yapilan
izolasyonlar sonucu elde edilen PW0405 bakteri kiiltiirii ¢esitli biyokimyasal, fizyolojik
testler ile Pectobacterium olarak belirlenmistir. Yapilan testleri destekleyici 16S rDNA

analizi ile bakteri Pectobacterium wasabiae olarak belirlenmistir.

Benzer sekilde, Sledz ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada, hastalikli bitki ve
yumrulardan yapilan izolasyonlarda 1500 adet bakteri kiiltiirii elde edilmistir. Erwinia
carotovora subsp. atroseptica ve Erwinia carotovora subsp. carotovora tiirleri igin
yapilan biyokimyasal, immiinolojik ve molekiiler testler sonucu Polonya’da patates
tiretim alanlariin %57’sinin Erwinia carotovora subsp. atroseptica ile bulasik oldugu

belirlenmistir.

Norveg ve Polonya’da patates liretim alanlarinda yapilan siirvey ¢alismasinda toplanan
orneklerden 41 tane Norveg’e ait izolat, 42 tane Polonya’ya ait izolat elde edilmistir.
Kristal Violet Pektat (CVP) besi yerine yapilan izolasyonlar, patateste yumusama
testinde, molekiiler ve filogenetik analizler sonucu Norveg’te Pectobacterium
atrosepticum ve Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum tiirlerinin yaygin
oldugu, Polonya’da ise Pectobacterium wasabiae etmenin yaygin oldugu belirlenmistir
(Dees ve ark., 2017).

Ulkemizde patates karabacak ve yumusak ciiriikliik hastaligmnm varhgina dair ilk
calisma Benlioglu (1991) tarafindan yapilmistir. 1988, 1989 ve 1990 yillarinda
Nevsehir, Nigde ve Bolu’da patates iiretiminin yogun olarak yapildig: tarlalarda ve
patates depolarinda yapilan siirveyler sonucu hastaligin Bolu ilinde ortalama %0.62
oraninda, Nevsehir’de %1.27 oraninda ve Nigde ilinde ortalama %1.19 oraninda
bulundugu rapor edilmistir. Siirveylerde elde edilen bakteriler ile yapilan testler sonucu
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Nevsehir, Nigde ve Bolu illerinde hastaliga sebep olan etmenlerin Erwinia carotovora
subsp. carotovora ve Erwinia carotovora subsp. atroseptica oldugu belirlenmistir.
Depolarda yapilan yumru incelemelerinde, Erwinia carotovora tarafindan olusan ¢liriik
yumru Bolu ilinde %0.49 oraninda, Nevsehir ilinde %1.25 oraninda ve Nigde ilinde
%0.77 oraninda belirlenmistir. Yumrulardaki bulasma orani ise Bolu ilinde %3.99,
Nevsehir ilinde %8.97 ve Nigde ilinde %5.37 olarak belirlenmistir.

Oztiirk ve ark. (2016), 2015 yilinda Yozgat ili Sorgun ilgesinde Agria, Granola, Jelly,
Elfe patates gesitlerinin yetistirildigi alanlarda yaptiklar siirvey calismasinda bolgede
hastalik oranin1 %5-20 arasinda degisen oranlarda belirlemislerdir. Calismada 17 adet
hastalikli bitki ve yumru 6rneklerinden ilk nce Nutrient agar besi yerine izolasyon
yapilmistir. Daha sonra gelisen kolonilerden Kristal Violet Pektat (CVP) besi yerine
saflagtirma yapilmistir. CVP besi yerinde ¢ukur olusturan kiiltiirler ile biyokimyasal
testler ve molekiiler ¢aligmalar yapilmistir. Molekiiler ¢alismalarda Pectobacterium
cinsine spesifik  Y1/Y2, Pectobacterium atrosepticum’a spesifik  Y45/46,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ve Pectobacterium wasabiae
etmenlerinin her ikisine spesifik olan EXPCCF/R primerleri kullanilmistir. EXPCCF/R
primerleri ile pozitif sonu¢ veren iki izolat daha sonra PhF/R primerleri ile de
testlenmistir. Yapilan biyokimyasal testler ve molekiiler analizler sonucu Jelly
¢esidinden elde edilen iki izolat Pectobacterium wasabiae olarak tanilanmis olup,
yapilan bu ¢alisma ile Pectobacterium wasabiae’nin varligi Tirkiye’de ilk kez ortaya

konmustur.

Oztiirk ve Aksoy (2016) tarafindan Amasya ilinde 2015 yili yaz doneminde yapilan
caligmada ise, 10 patates liretim alaninda siirvey g¢aligmasi yapilmistir. Siirvey yapilan
alanlarda ortalama hastalik yogunlugu yaklasik olarak %11 olarak belirlenmistir. Bazi
alanlarda %40’lara ulagan bir yaygimlikta saptanmistir. Hastalikli dokulardan nutrient
agar besi yerinde izolasyon yapilmistir. 28°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra
koloniler Luria Agar veya Kristal Violet Pektat (CVP) besi yerine saflastirilmistir.
Toplam 9 adet izolatin CVP besi yerinde ¢ukur olusturdugu, gram negatif, katalaz
pozitif ve fakiiltatif anaerobik oldugu belirlenmistir. Elde edilen izolatlar
Pectobacterium spp.’ye spesifik Y1/Y2 primerleri ile PCR analizine tabi tutulmus ve

hastalik etmeni olusturdugu 434 bg biiyiikliiglindeki bant ile Pectobacterium spp. olarak
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tanilanmistir. Bu 9 izolattan bir tanesi (A4G1) Brlf/Lrl spesifik primer ile analiz
edilmis ve olusturdugu 322 bg biiyiikliigiindeki bant ile Pectobacterium carotovorum
subsp. brasiliense olarak tanilanmistir. Yapilan bu ¢alisma ile iilkemizde patates iiretim
alanlarinda hastalik etmeni Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense’nin varlig

ilk defa belirlenmistir.

Oztiirk ve Aksoy (2017) tarafindan Karadeniz Bolgesinde Samsun, Amasya, Tokat,
Ordu ve Corum illeri patates liretim alanlarinda yapilan calismada hastaligin %4-60
arasinda degisen oranlarda yayginlik gosterdigi belirlenmistir. Amasya ilinde enfekteli
dokulardan elde edilen 3 izolat referans izolatlar ile benzer reaksiyon gdstermis olup,
yapilan biyokimyasal testler, PCR ¢alismalar1 ve 16S rDNA gen sekans sonuglarina
gore hastaliga sebep olan etmen Dickeya solani olarak tanilanmistir. Dickeya solani

etmeninin iilkemizde varlig1 ilk kez yapilan bu caligsma ile ortaya konmustur.

Oztiirk ve ark. (2018) iilkemizdeki karabacak ve yumusak ciiriikliige sebep olan
Pectobacterium izolatlarinin genotipik ve fenotipik farkliliklarini ortaya koymustur.
2015 yilinda Samsun, Amasya, Corum ve Yozgat illerinde patates iiretim alanlarindan
toplanan 48 patates bitkisinden pektinolitik bakteri elde edilmistir. Yapilan siirvey
calismalarinda fenotipik karakterizasyon ve tiirlere spesifik molekiiler caligmalar
sonucu Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ve Pectobacterium parmentieri
olarak belirlenen 26 izolat elde edilmistir. 16 Pectobacterium izolat1 10 farkli-PCR bant

cifti olusturmustur.

Pectobacterium ve Dickeya tiirlerinin farkli konukgularina yonelik yapilan galismalar
incelendiginde, Tiirkmenoglu ve ark. (1975) tarafindan Izmir ve cevresinde yapilan
calismada, enginar ¢icek tomurcuklarinda siyah ciiriiklige neden olan hastalik
etmeninin  Erwinia carotovora oldugu belirlenmis olup, enginarin Erwinia
carotovora’nin konukcusu oldugu belirlenmistir. Yapilan siirvey calismalarinda,
Inciralt;, Giimiissu koyii, Kilizman enginar bahceleri etmen ile bulasik olarak
belirlenmistir. Siyah ciiriikliik hastaligmin Inciralti'nda %3.6, Giimiissii koyiinde %10

ve Kilizman'da %40 oraninda yayginlik gosterdigi belirlenmistir.
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Pectobacterium ve Dickeya tiirlerinin sebep oldugu yumusak ciirlikliik hastaligi siis
bitkilerinde de zarar yapmaktadir. Oden (1991)’e atfen Benlioglu (2008)’in belirttigi
tizere siis bitkilerinden kala ve difenbahyada, yine ayni sekilde Cetinkaya-Yildiz ve
Aysan, (2002) ve Cetinkaya- Yildiz ve ark. (2004) tarafindan yapilan g¢aligmalarda
difenbahya siis bitkisinde, Konya ilinde tohumluk lalelerde (Boyraz ve ark., 2006)
Pectobacterium carotovorum etmeninin neden oldugu yumusak ¢iiriikliik belirlenmistir.
Aysan ve ark. (2009) tarafindan Hatay, Adana, Mersin, Antalya, Mugla, Manisa, izmir,
Bursa, Yalova, Istanbul ve Tekirdag illerinde siis bitkileri {iretim alanlarindan yapilan
calismada da, elde edilen izolatlar biyokimyasal testler ve molekiiler analizlere tabi
tutulmus ve Cuha c¢icegi (Primula sp.), Kalanso ¢igegi (Kalanchoe sp.), Difenbahya
cicegi (Diffenbachia spp.), Kaktiis (Cactus sp.), Antoryum ¢igegi (Anthrium sp.), Avize
yukka ¢igegi (Yucca aloifolia), Kauguk ¢icegi (Ficus elastica), Japon giilii (Hibiscus
rosasinensis), Seflera bitkisi (Schefflera actinophylla) ve Sineralya c¢igegi (Senecio
cruentus) gibi saksili siis bitkilerinde Erwinia belirlenmistir. Kili¢ (2011) tarafindan
yapilan ¢alismada da, siis bitkilerinde yumusak ¢liriiklik etmeni Erwinia’nin tiir ve alt
tirleri molekiiler olarak tanmilanmistir. Cuha, kalanso, difenbahya, kaktiis, yukka,
kauguk, seflera, sinerelya c¢icegi siis bitkilerinden izole edilen ve Erwinia olarak
tanilanan 14 adet yumusak ¢iiriikliikk hastaligina neden olan Erwinia izolatlari, Erwinia
carotovora subsp. atroseptica, Erwinia carotovora subsp. carotovora ve Erwinia
chrysanthemi’ye spesifik ADE1-ADE2, ERWFOR-CHRREV, ERWFOR-ATROREW,
Y1-Y2, Y45-Y46 ve ECALf-ECA2r primer c¢iftleri kullanilarak Erwinia carotovora

subsp. carotovora olarak tanilanmaistir.

Domates bitkisinde 06z nekrozuna sebep olan Pseudomonas tiirleri yaninda
Pectobacterium ve Dickeya tiirleri de govde ¢iiriikliigiine sebep olmaktadir. Domates
bitkisinde solgunluk, govdede su emmis lekeler, iletim demetlerinde renk degisimi,
0zde bosalma seklinde belirtiler govde ciirtikliigiiniin tipik simptomlarindandir.
Pectobacterium carotovorum hastalik etmeninin konukgulari, patates, domates, biber,
sogan, sarimsak, lahana, karnabahar, brokoli, hindiba, marul, geltik, sekerpancar1 ve
karpuz, Dickeya chrysanthemi hastalik etmeninin konukgulari ise patates, domates,
musir, ananas, palmiye ve siis bitkileridir. Ulkemizde Dogu Akdeniz bélgesinde domates
seralarinda Aysan ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada belirtildigi tizere, 1994
yilinda Erwinia carotovora subsp. carotovora ve Erwinia chrysanthemi etmenlerinin
13



neden oldugu govde ¢iiriikliigiiniin varligi ilk kez saptanmistir. 1999 yilindan itibaren
hastalik biiyiik epidemi yapmistir. 2003 yilinda Akdeniz ve Ege bolgelerinde hastalik
%23 oraninda yayginlik gostermistir. Yapilan morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal
testler ve yag asit profil analizlerine gore bitkilerden elde edilen izolatlar Erwinia olarak
belirlenmistir. Benzer sekilde, Saygili ve ark. (2006b) tarafindan 2004-2005 yillarinda
yapilan ¢alismada ise Hatay, Adana, Mersin, Antalya ve Mugla illerinde seralarda
yapilan incelemelerde, seralarin %58’inde Erwinia tiirlerinden kaynakli gévde nekrozu
goriilmiistiir. Yapilan ¢alismada seralarda Pseudomonas ve Erwinia tiirlerinin neden

oldugu hastaligin yayginligi ortalama %28 olarak belirlenmistir.

Ulkemizde ay¢igeginde yumusak ¢iiriikliik etmenlerinden Pectobacterium atrosepticum
ilk kez Bastas ve ark. (2009) tarafindan belirlenmistir. 2008 yilinda Konya ilinde
yapilan c¢alismada hastalik siddeti %30’larin  {istlinde belirlenmistir.  Yapilan
incelemelerde aygigegi gévdesinde ve bas kisminda sulu nekrotik alanlar ve bu alanlar
tizerinde akintilar goriilmiistiir. 25 hektarlik TR3080 ¢esidi aygicegi yetistiriciligi
yapilan bir araziden 24 izolat elde edilmis olup, yapilan biyokimyasal, fizyolojik ve

molekiiler testler ile P. atrosepticum olarak tanilanmustir.

Dadasoglu ve Kotan (2017) tarafindan yapilan calismada, Erzincan, Igdir, Ispir
Pazaryolu ve Uzundere lokasyonlarinda farkli meyve ve sebzelerden alinan 6rneklerde
izolasyon islemi yapilmistir. Elde edilen izolatlara FAME, BIOLOG, tiitiinde asir1
duyarlilik, patojenite, pektolitik aktivite, fenotipik testler uygulanmistir. Yapilan
calisma sonuglarma gore, FAME (MIS) testinde testlenen 7 izolat Pectobacterium
caratovorum subsp. atrosepticum 5 izolat Erwinia chrysanthemi olarak tanilanmstir.
Yapilan BIOLOG testinde izolatlarda farkliliklar tespit edilmistir. Elde edilen tiim
izolatlarin hepsi hareketli, cubuk seklinde ve gram negatiftir. HR ve patojenite testleri
elde edilen sonuglar1 desteklemistir. Kesin tani i¢in yapilan PCR caligmasinda da
izolatlarin tamami yaklasik 1500 b¢ uzunlugunda bant olusturmustur. Pectobacterium
carotovorum subsp. atrosepticum izolatlar ¢ilek, dut, maydanoz, lahana, patates, biber
ve patlican bitkilerinde, Dickeya chrysanthemi izolatlar1 ise; soganda, biberde ve
maydanozda yumusak c¢iirlikliik hastalifina neden olmustur. Yapilan bu calisma ile
tilkemizde bu izolatlarin bazi konukgularda yumusak ciiriiklilk etmeni oldugu ilk kez

ortaya konmustur.

14



Patates karabacak ve yumusak ciiriikliik hastaliginin birbiri ile iligkili olan belirtileri
mevcuttur. Tohum ¢iirlimesi, sap ¢lirimesi ve yumru ciirlimesi tipik belirtilerdir.
Ozellikle siirekli patates iiretiminin yapildig1 arazilerde ve hastalik etmenleri ile bulasik
yumrular kullanildiginda tarlalarda sira {izerinde yer yer bosluklar meydana
gelmektedir. Hastalik karabacak ismini kok bogazinda meydana getirdigi belirtiden
almaktadir. Bitkinin hemen toprak iistiindeki kisminda kahverengilesme ve yumusama
seklinde goziiken belirtilerden dolayr karabacak ifadesi kullanilir. Ozellikle bulasik
yumrularin kullanilmasi sonucu karabacak belirtileri daha fazla goriilmektedir. Buna
ilaveten bitkinin gévde kisminda acik kahverengi lezyonlar da gévde ciiriikliigii olarak
ifade edilir. Ozellikle Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum tiirii govde

ciiriikliigiine, Dickeya chrysanthemi ise solgunluga neden olmaktadir (Benlioglu, 2008).

Yeni olusan yumrularin enfeksiyonu acisindan stolonlar ¢ok 6nemlidir. Stolonlarin
baglandig1 noktalarda kahverengilesme ve c¢iiriime seklinde lezyonlar meydana gelir.
Yumrulardaki tipik belirti ise yumrularin yumusamasi, kahverengilesmesi ve sulu bir
goriiniim almasidir. Yumrunun yilizeyi ve i¢ kismi peynir gibi dagilir ve saprofit
bakterilerden de kaynaklanan ayrismadan dolay1 etrafa pis bir koku yayilir. Ana yumru
clirlir, yeni yumrularda belirti olmasa bile epifitik olarak bakteri yumruda bulunabilir.
Belirti gostermeyen yumrularda bulasiklik var ise etmen depoda uygun kosullar
buldugunda ¢iiriimeler baslar. Yumruda 6zellikle ayirt edilebilir belirti, koyu siyah bir
seritle cevrili clirlimiis lezyonlardir. Bu asamada temas yoluyla depolarda dnemli {iriin

kayiplari meydana gelir (Benlioglu, 2019).

Bazi durumlarda depolarda sert ¢iiriikliik olarak ifade edilen yumru yiizeyinde beliren
kahverengimsi, siyah kuru lezyonlarda goziikebilir. Karabacak ve yumusak ciiriikliik
hastaligina sebep olan tiirlerin enfeksiyonlarini ayirt etmek oldukca zordur. Toprak
sicakligr etkili bir faktordiir. Toprak sicakligi 18°C’nin altinda iken, Pectobacterium
atrosepticum enfeksiyonu daha yogun olmaktadir. 25 °C’nin tizerindeki sicakliklarda ise
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum enfeksiyonu daha fazla olmaktadir
(Degefu, 2017) ( Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Patates karabacak ve yumusak ¢iiriikliikk hastaliginin hayat dongtisii (De Boer
ve Rubio, 2004)

Patates karabacak ve yumusak ciiriikliikk hastaligi i¢in en onemli inokulum bulasik
tohumluk yumrulardir. Ayrica bazen derin gomiilen ana yumrulardan alinan ikincil
yumrularda ve kendiliginden gelen patates bitkilerinden de bakteri elde
edilebilmektedir. Ozellikle Pectobacterium atrosepticum enfeksiyonu bulasik
tohumlarla olmaktadir. Bulagik yumrulara ilaveten diger dnemli inokulum kaynaklari
bulasik toprak ve bitki artiklaridir. Ozellikle Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum enfeksiyonu bulasik topraklarla olmaktadir. Ayrica hastalik tarla igerisinde
sulama suyu, yagmur damlalari, kullanilan alet-ekipmanlarla ve boceklerle de saglikli
bitkilere taginabilmektedirler. Pectobacterium atrosepticum diger tiirlere gore toprak, su

ve bitki artiklarinda canliligint uzun siire siirdiiremez (Benlioglu, 2019).

Hasat sonrasi depolama kosullar1 da hastalifin epidemiyolojisi agisindan 6nemlidir.
Ozellikle belirti gostermeyen latent olarak enfekteli yumrularda bakteri ana yumruda
kolonize olmakta ve vaskiiler sistem yoluyla yavru yumrulara taginmaktadir. Bu sekilde
de latent olarak yumrularda yasamini siirdiirebilmektedir (Czajkowski ve ark., 2011).
Bu bulagik yumrular depoya kaldirildiginda depo ¢iiriikliikleri baslamakta ve ertesi
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yillar i¢cin bu tohumluk yumrular yeni enfeksiyon kaynaklarim1 olusturmaktadir

(Benlioglu, 2019).

Buna ilaveten Dickeya ve Pectobacterium tiirlerinin bazi yabanci otlar iizerinde de
goriilebildigi yapilan bazi ¢alismalarda ifade edilmistir. McCarter-Zorner ve ark. (1985)
tarafindan Colorado ve Iskogya’da yapilan bir ¢alismada, bazi yabanci ot tiirleri ve
kiiltiir bitkilerinin rizosfer bolgelerinden o6rnekler alinmistir. Colorado’da 24 bitki
tiiriinden, Iskogya’da 47 bitki tiirinden Erwinia carotovora izole edilmistir. Erwinia
carotovora ile bulasik yabanci otlar patates disindaki diger bitkilerin bulundugu
arazilerde goriilmiistiir. Ozellikle Iskogya’da bakir arazilerde Erwinia carotovora ile
enfekteli yabanci otlar goriilmiistiir. Ayni1 zamanda yapilan ¢alismada hastalik etmeni
ile bulasik yabanci ot sayisinin ilkbahar ve erken yaz doneminde oldukga diisiik oldugu
da belirtilmistir. Tsror ve ark. (2010) tarafindan Israil’de yapilan calismada da, 2009 ve
2010 yillarinda Dickeya spp. ile bulasik patates tarlalarinda hastalik etmeninin yabanci
otlardaki yayginligina bakilmistir. Calismada simptomsuz 12 lokal yabanci ot tiirii
(Cyperus rotundus, Orobanche aegyptiaca, Amaranthus spinosus, Polygonum
equisetiforme, Chenopodium sp., Heliotropium sp., Centaurea iberica, Sorghum
halepense, Malva nicaeensis, Cynadon  dactylon, Amaranthus  blitum ve Solanum
elaeagnifoli) toplanmis ve yabanci otlarin kok ve yumrularindan besi yerine izolasyon
yaptlmistir. Yapilan izolasyonlarda ve ¢esitli testlemelerde yalnizca Cyperus
rotundus’ta Dickeya spp. belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonuglarina gore, Dickeya spp.
hastalik etmeninin topalakta (Cyperus rotundus) 2009 yilinda %6.7, 2010 yilinda %14.3

oraninda yaygin oldugu belirlenmistir.

Patates karabacak ve yumusak c¢iiriikliik hastalik etmenlerinin izolasyonu i¢in en uygun
secici besi yeri kristal violet pektat (CVP) besi yeridir. Ozellikle CVP besi yerinde
Pectobacterium carotovorum etmenleri g¢ukur olustururlar. Yumusak ¢trtklik
etmenlerinin tiir ve alt tiirler bazinda ayrimini yapmak i¢in 37 °C’de gelisim, sukrozdan
seker azalmasi, fosfotaz aktivitesi, eritromisine duyarlilik, indol iiretimi,
karbonhidratlardan asit {iretimi, keto-methyl-glucoside’nin kullanim1 gibi fizyolojik ve
biyokimyasal testler uygulanir. Hastalik etmenlerinin molekiiler tanis1 i¢in spesifik
primer setleri dizayn edilmistir. Erwinia carotovora subsp. atroseptica i¢in ERWFOR
ve ATROREV (Smid ve ark., 1995), Y45 ve Y46 (Frechon ve ark., 1995), ECA1f ve
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ECA2r (DeBoer ve Ward, 1995), Erwinia chrysanthemi i¢cin ADE1 ve ADE2 (Nassar
ve ark., 1996), ERWFOR ve CHRREV (Smid ve ark., 1995) adli primerler
kullanilmaktadir. Molekiiler taniya ilaveten standart immunoflurescent (IF) ve antibody
sandwich ELISA tesleri, BIOLOG sistemi ile ve MicroSeq 16S rRNA Kkitiyle de
izolatlarin tanisi yapilabilir (Saygili ve ark., 2006a).

Hastalik etmenlerinin tanisina yonelik yapilan calismalara bakildiginda, Darrasse ve
ark. (1994a), Erwinia carotovora subsp. atroseptica’ya spesifik DNA problari
gelistirmislerdir. 87 adet Erwinia carotovora izolatinin DNA’lar1 izole edilmis,
klonlanmis ve gen dizilimleri belirlenmistir. Yapilan ¢alismada Erwinia carotovora
subsp. atroseptica’ya spesifik oldugu belirlenenen bir probun Escherichia coli’nin putP
genleriyle homolog oldugu belirtilmistir. Darrasse ve ark. (1994b) tarafindan yapilan
diger bir calismada da, pel gen dizilimleri kullanilmistir. PCR-RFLP (restriction
fragment lenght polymorphism) ile tiir ayrimi yapilmis olup, Y1 ve Y2 primerleri
kullanilarak E. carotovora’nin atroseptica, carotovora, wasabiae ve odorifera alt tiirleri

tanilanmistir.

De Boer ve Ward (1995) tarafindan yapilan ¢alismada da, Erwinia carotovora subsp.
atroseptica etmeninin belirlenmesi igin spesifik ECAlf ve ECA2r isimli 690 bg
biiyiikliigiinde bant olusturan primer ¢ifti dizayn edilmistir. Yapilan calismada 6zellikle
tohumluk patateslerde latent donemde olan disiik popiilasyondaki etmenin bile

tanilanabilecegi belirtilmistir.

Smid ve ark. (1995), patates yumrularindan Erwinia carotovora subsp. atroseptica ve
Erwinia chrysanthemi tiirlerini belirlemek i¢in tiire spesifik primerler kullanmiglardir.
Erwinia tirlerini belirlemek i¢in ERWFOR primerini, Erwinia carotovora subsp.
atroseptica tiirii igcin ATROREW primerini (389 bg¢ biiylikliigiinde bant olusumu),
Erwinia chrysanthemi tiirii i¢in de CHRREV spesifik primer dizilimlerini (450
bebiiyiikliigiinde bant olusumu) dizayn etmislerdir. Yapilan bu ¢alisma ile 6zellikle
yumrularda latent halde olan etmenlerin teshisi i¢in, geleneksel testlere ve serolojik
testlere ilaveten daha giivenilir ve hizli olmasi bakimimmdan PCR testinin Onemi

vurgulanmstir.
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Benzer sekilde, Helias ve ark. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada da, Amerika Birlesik
Devletleri, Almanya, Arjantin, Cezayir, Fas, Fransa, Hollanda, Ispanya, Japonya,
Kongo, Mecksika ve Tunus’tan temin edilen 140 adet Erwinia izolat1 c¢esitli
biyokimyasal, DAS-ELISA, immunomagnetik ayrim, RFLP testlerine tabi tutulmus
olup, yapilan testlerde Erwinia carotovora’nin alt tiirlerinin karakterizasyonu
yapilmistir. PCR analizlerinde Y1 ve Y2 primerleri kullanmis, 434 bg biiyiikliigiinde
bantlar elde edilmistir. Yapilan ¢alismada Erwinia carotovora subsp. betavasculorum
kullanilan primerler ile tanilanamamistir. Bu ¢alisma ile patates yumrusu, yesil aksam,
toprak ve sulama suyunda 6zellikle Erwinia carotovora subsp. atroseptica’nin varligini
belirlemek i¢in DAS-ELISA, PCR ve IMS-PCR testlerinin kullanilabilecegi

vurgulanmustir.

Frechon ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢alismada, patates yumrularinda Erwinia carotovora
subsp. atroseptica’nin saptanmasi i¢in Probelia firmasi tarafindan ticari hale getirilen
tan1 kitini kullanmiglardir. Yapilan PCR ¢alismalarinda Y45 veY46 primer c¢iftini

kullanmiglardir.

Toth ve ark. (1999a) ise 6zellikle patates karabacak ve yumusak c¢iiriiklik hastaliginin
epidemiyolojisinde faj testlerinin Onemi iizerinde vurgu yapmislardir. Yaptiklari
calismada, Erwinia carotovora subsp. atroseptica izolatlarinin belirlenmesi igin,
BIOLOG, PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism), ERIC
(enterobacterial repetitive intergenic consensus)-PCR, RAPD (random amplified
polymorphic DNA)-PCR, ODD (ouchterlony double diffusion) ve faj tiplendirme
testlerini kullanmislardir. Ozellikle faj tiplendirme testleri izolatlar aras1 farkliligt
belirlemede olduk¢a basarili olmustur. Toth ve ark. (1999b) tarafindan yapilan diger bir
calismada da, E. carotovora subsp. carotovora, E. carotovora subsp. atroseptica ve E.
chrysanthemi’nin tanisinda SR3F ve SRIcR adli primer dizilimini kullanarak 16S-
PCR’a dayali bir yontem gelistirmislerdir. 119 bg¢’lik bant olusturan primer ¢ifti ile
yapilan PCR c¢aligmasinda farkli yerlerden elde edilen 65 izolatin tanisi

gergeklestirilmistir.

Benzer sekilde Hyman ve ark. (2000)’da patetes yumrularinda Erwinia carotovora
subsp. atroseptica’nin tespiti i¢in PCR’in olduk¢a duyarli bir yontem oldugunu
vurgulamiglardir. Kang ve ark. (2003), Pectobacterium carotovorum subsp.
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carotovorum’un tanilanmasi i¢in EXPCCR ve EXPCCEF adl1 primeri dizayn etmislerdir.
Siis bitkilerinde ve fideliklerde yumusak c¢iiriikliilk etmenleri Erwinia izolatlarinin
tanisinda, Norman ve ark. (2003) BOX-PCR, ERIC-PCR (enterobacterial repetitive
intragenic  consensus) ve REP-PCR (repetitive extragenic  palindromic)’t
kullanmislardir. Yapilan ¢alismada, izole edilen bakterilerden 52 adeti E. chrysanthemi

ve 137 adeti E. carotovora subsp. carotovora olarak tanilanmustir.

Van der Wolf ve ark. (2003), Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
izolatlarinin karakterizasyonu i¢in REP-PCR’1 kullanmuslardir. Iki grupta smiflandirilan
izolatlardan 13 tanesi 500 b¢’lik bant olusturmus ve yapilan ¢alismada 1F/IR ve 3F/3R
seklinde primer ¢iftleri dizayn edilmistir. Yishay ve ark. (2008) tarafindan yapilan
calismada da, farkli sebze ve siis bitkilerinden elde ettikleri Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum izolatlarinin karekterizasyonunu belirlemede 16S
rRNA dizilimini ve ITS-PCR (intergenic transcribbed spacer-PCR) yontemini

kullanmisglardir.

Patates karabacak ve yumusak ciiriikliilk hastaliginin miicadelesinde hastaligin
bulagsmasimi 6nlemek igin yapilan kiiltiirel 6nlemlere, giibreleme-beslemeye, dayanikli
cesit gelistirmeye, fiziksel tohum-yumru uygulamalari, kimyasal tohum uygulamalari,

biyolojik kontrole yonelik bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Czajkowski ve ark., 2011).

Parashar ve Sindhan (1988), arazi ve depo kosullarinda klorocin ve diger kimyasallarin
yumusak cliriiklilk etmenlerine karsi etkilerini incelemislerdir. Toprak uygulamasi
seklinde klorocin (7 kg/ha) ve emisan (%0.2) uygulamalari, yumru ¢imlenmesini ve
verimi énemli 6l¢iide artirmistir. Streptocyclin (100 ppm.) ise kontrolle kiyaslandiginda
¢imlenme ve verimi diiglirmiistiir. Arazi ve depo kosullarinda yapilan c¢aligmada, tiim
kimyasallarin kontrol ile karsilastirildiginda yumusak ciriikliik hastaligii (Erwinia
carotovora subsp. carotovora ve Erwinia carotovora subsp. atroseptica) énemli dlgiide

azalttig1 ve 6zellikle klorocin uygulamasinin en iyi sonucu verdigi vurgulanmistir.

Bartz ve ark. (1992) kalsiyum giibrelemesinin yumusak ¢iiriikliik hastaligi iizerindeki
etkisini incelemislerdir. 1984, 1985 ve 1986 yillarinda Florida’da yapilan ¢alismada,
patates bitkisinde iki farkli kalsiyum siilfat (CaSQO,) giibrelemesi yapmislardir. Sonug
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olarak yapilan kalsiyum uygulamasinin hastalik ¢ikisini azalttigi ve ozellikle de

kullanilan ¢esidin ve gevresel faktorlerin etkili olabilecegi vurgulanmstir.

Baz ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada Streptomyces cinsine ait bakterilerin
Pectobacterium carotovorum ve Pectobacterium atrosepticum etmenlerine karsi olan
etkilerine bakilmstir. In vitro denemelerde Pectobacterium carotovorum (CFBP 5890)
ve Pectobacterium atrosepticum (CFBP 5889) patojenlerine karsi antimikrobiyal etki
gosteren antagonistik bakteriler ile yapilan in vivo denemelerde Bintje, Yukon Gold,
Russet ve Norland patates ¢esitleri kullanilmistir. Patates dilimleri tizerinde yapilan
denemede Streptomyces cinsi bakterilerin yumusak ¢iiriikliik belirtilerini %65-94

arasinda degisen oranlarda azalttig1 belirlenmistir.

Issazadeh ve ark. (2012) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada da, lahana, havug ve turp
alanlarindan elde edilen 8 epifitik Bacillus tiiriiniin (Bacillus thuringiensis, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium ve Bacillus pumilus) Xanthomonas
campestris pv. campestris ve Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
etmenlerine karsi olan antagonistik etkilerine bakilmistir. In vitro kosullar altinda
yiritillen c¢alismada agar diflizyon metodu kullanilmig olup, testlenen Bacillus

tiirlerinin yiliksek antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir.

Krzyzanowska ve ark. (2012), Dickeya dadanti 3937 (Dda 3937), Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum 3193 (Pcc 3193) ve Pectobacterium atrosepticum
SCRI1043 (Pba 1043) tiirlerinin biyokontroliinde rizosfer bakterilerinin etkilerini
aragtirmiglardir. In vitro ¢alismalarda 1165 bakteriden Pseudomonas ve Bacillus cinsi
icerisinde yer alan 18 tanesi hastalik etmenleri lizerinde antagonistik etki gostermistir.
Patates dilimleri {izerinde yapilan in vivo testlerde de rizosfer bakterilerinin yumusak
clirliklik etmenlerinin olusturdugu maserasyonu (yumusama ve kahverengilesme)

%350’nin lizerinde engelledigi gorilmiistiir.

Lim ve ark. (2013) tarafindan yapilan c¢aligmada da, Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum’a karst PP1 bakteriyofajin etkisine bakilmistir. Podoviridae
familyasina ait olan faj hizli bir gelisim gostermekte ve litik aktivitesi de oldukga

yiiksektir. 103 tane P. carotovorum subsp. carotovorum izolat: ile in vitro ve in vivo
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kosullar altinda yiiriitilen denemelerde, bakteriyofajin Pectobacterium tiirlerinin

kontroliinde kullabilecegi belirtilmistir.

Azaiez ve ark. (2018) yiiriitmiis olduklar1 ¢alismada, 450 adet bakteri izolatinin,
Pectobacterium carotovorum’a karsi antagonistik aktivitesini degerlendirmislerdir.
Yapilan c¢alismada Bacillus amyloliquefaciens Arl0 izolati, Pectobacterium
carotovorum tizerinde %96’ya varan bir etki gostermistir. Yapilan ¢aligmada hastalik
etmeni tizerindeki bu etkinin 6zellikle Arl0 izolati tarafindan iiretilen glikoprotein ile

saglandig1 belirlenmistir.

Li ve ark. (2018) zambaklarda yumusak ciiriiklige neden olan Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum’a karsi antagonistik bakterilerin  etkilerine
bakmiglardir. Myxococcus sp. olarak tanilanan antagonistik bakterilerin yapilan saksi
calismalarinda hastalik indeksini %62.5’dan %6.3’e, hastalik sikligi1 da  %75°den
%19.8’e diisiirdiigii belirtilmistir.

Domateste farkli besleme programlarinin Pectobacterium carotovorum’un sebep oldugu
govde ciriikliigiine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada da, hastalik etmeninin
uygulandigi bitkilerde hastalik oran1 %78 olarak, Makro Besin Elementleri, Makro
Besin Elementleri+Mikro Besin Elementleri, Makro Besin Elementleri+Fosfor, Makro
Besin Elementleri+Potasyum uygulamalarinda ise hastalik oran1 %48-67 arasinda
degisen oranlarda belirlenmistir. Besleme programlar: igerisinde fosfor giibrelemesi en

etkili uygulama olarak belirlenmistir (Gaffaroglu ve ark., 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali ve bakteri izolatlar

Calismanin ana materyalini 2018 yilinda Tokat ilinde yapilan arazi siirveyleri sonucu
toplanan hastalikli patates bitkileri, patates yumrulari ve bu orneklerden elde edilen

bakteri izolatlar1 olusturmustur.

3.1.2. Calismada kullanilan referans izolat

Calismada kullanilan referans izolatlar Dr. Ogr. Uyesi Murat OZTURK (Yozgat Bozok

Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii) tarafindan temin edilmistir.

3.1.3. Calismada kullanilan patates cesidi

Yumruda pektolitik aktivite testi icin Tokat ilinde yaygin olarak kullanilan Marfona
patates ¢esidi kullanilmistir.

3.1.4. Calismada kullanilan besi yerleri

King B (KB) besi veri (King ve ark., 1954)

Proteose peptone 209
Gliserin 10 ml
di-potassium hydrogen phosphate (K;HPO,) 159
Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO,.7H,0) 159
Agar 15¢
Saf su 1000 ml

Nutrient agar (NA) besi veri

Nutrient agar 23 ¢
Saf su 1000 ml

Nutrient broth (NB) besi veri

Nutrient broth 139
Saf su 1000 ml
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3.2. Yontem

3.2.1. Hastalikh bitki 6rneklerinin toplanmasi

Patates karabacak ve yumusak c¢iiriikliik hastaliginin bulunma oraninin belirlenmesi i¢in
Tokat 1l Tarim ve Orman Miidiirliigii’nden alinan veriler dogrultusunda Tokat ilinde
patates iiretiminin yogun olarak yapildigi Artova, Basciftlik, Erbaa, Niksar, Merkez,
Pazar ve Zile ilgelerinde arazi siirveyleri yapilmistir (Cizelge 3.1). Arazi siirveyleri
2018 yilinda Mart-Agustos aylarinda (patatesin %50 ¢igeklenme evresinde) yapilmastir.
Arazi siirveyleri sirasinda arazide tesadiifi olarak secilen 100 adet bitki incelenmis,
hastalik belirtisi gosterip gostermedigi kaydedilmis ve elde edilen verilerle hastaligin

bulunma orani belirlenmistir (Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Tokat ilinde ilgelere ait patates liretim alan miktari ve siirvey yapilan alan

miktari
IV/ilgeler Patates Uretim Alami (da) Siirvey alam (da)
Tokat-Merkez 4 500 155
Erbaa 4 200 311
Niksar 8 500 338
Pazar 100 30
Turhal 400 350
Zile 500 250
Artova 750 150
Basciftlik 2700 175
Toplam 21 650 1759
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Sekil 3.1. Siirvey yapilan alanlarda hastalikli bitki ve yumru 6rneklerinin toplanmasi

3.2.2. Hastalikli yumru orneklerinin toplanmasi

Yumru Orneklerinin toplanmasi, patates hasati esnasinda gergeklestirilmistir. Hasat
sirasinda ¢uvallara yerlestirilmekte olan patateslerde inceleme yapilarak, ciiriime,
kararma, kahverengilesme belirtilerini gdsteren yumrular toplanmis, kese kagidi
icerisine konularak etiketlenmistir. Laboratuvara getirilen 6rnekler izolasyon islemine

kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Hastalikh bitki ve yumru 6rneklerinden etmenlerin izolasyonu

Siirveylerde hastaliktan siiphelenilen bitkiler ve yumrular gazete kagidi arasina sarilarak
naylon torba veya kese kagidi igerisinde laboratuvara getirilmistir. Bitkilerin kok
bogazina yakin kisimlarindan ve yumrularn ¢iiriimiis doku kenarlarindan, saglikli kismi
da igerecek sekilde kiiciik bir doku pargas1 alinmis (Sekil 3.2), steril porselen havanda
ezilmistir. Orneklerin iizerine tuzlu su (saline buffer; 8.5 g NaCl/1000 ml saf su)
eklenerek buffer ile karistirilmistir. Havanda 15 dakika bekletilerek 10° seyreltme serisi
yapilmus olup 10°ve 10° serilerinden King B besi yerine yayma ekim yapilmustir (Sekil
3.3). Izolasyon petrileri 27 °C’de inkiibe edilmistir. King B besi yerinde gelisen bakteri
kolonilerinden alinarak Nutrient agar besi yerinde saflastirma yapilmistir. Saflagtirilan
izolatlardan Nutrient broth ve Gliserol igerisine stok yapilarak +4 °C’de buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

25



Sekil 3.2. Hastalikl1 bitki ve yumru 6rneklerinde etmen izolasyonu

Sekil 3.3. Ornegin porselen havanda ezilmesi ve besi yerine ekimi
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3.2.4. Potasyum hidroksit ile gram reaksiyon testi

Calismada %3’liik potasyum hidroksit soliisyonu kullamlmistir. Izolasyonlar sonucu
elde edilen 48 saatlik bakteriyel izolatlar plastik bir 6ze ile alinmis ve lam tiizerine
damlatilan soliisyon igerisine dairesel hareketlerle karistirilmistir (Sekil 3.4). 15-20
saniye sonra 0ze yukari kaldirildiginda yapiskanimsi bir siinmenin olusmasi ile sonug

gram negatif olarak degerlendirilmistir (Sands, 1990).

Sekil 3.4. Izolatlara gram reaksiyon testinin yapilmasi

3.2.5. Katalaz testi

Nutrient agar besi yerinde 48 saat gelistirilen bakteri kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu
alinmig, lam {izerine konulmus ve %3’liik hidrojen peroksitten (H,O,) bir damla
damlatilmigtir (Sekil 3.5). Uygulama yapilan yerde kabarcik seklinde gaz ¢ikist pozitif
olarak degerlendirilmistir (Saygili ve ark., 2006a).
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Sekil 3.5. Izolatlara katalaz testinin uygulanmasi

3.2.6. Oksidaz testi

Nutrient agar besi yerinde 48 saat gelistirilen bakteri kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu
bakteri alinarak steril filtre kagidi {izerine siriilmiis ve %]1’lik tetramethyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride (CeH4[N(CHz3)2]2.2HCI) soliisyonundan
damlatilmigtir (Sekil 3.6). On saniye igerisinde olusan mor renk pozitif reaksiyon olarak

degerlendirilmistir (Saygili ve ark., 2006a).

Sekil 3.6. izolatlara oksidaz testinin uygulanmasi
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3.2.7. Pektolitik aktivite testi

Doku yumusama testi i¢in ilk olarak yumrularda yiizey dezenfeksiyonu yapilmistir.
Yumrularda yiizey dezenfeksiyonu igin %5.25’lik sodyum hipoklorit kullanilmistir.
Yumrular sodyum hipoklorit igerisine 10 dakika batirilmis ve kurumaya birakilmistir.
Tekrar alkole batirilarak yumrular bir kez de alevden gegirilmistir. Yumrular
soyulduktan sonra dilimlenmis ve steril nemli filtre kagidi igeren petrilere
yerlestirilmistir. Nutrient agar besi yerinde 24 saat gelistirilen bakteri kiiltiirlerinden
hazirlanan siispansiyonlardan yaklasik (106 hiicre/ml) 0.1 ml’si alinarak patates dilimleri
yiizeyine siiriilmiistiir (Sekil 3.7). Petriler 27 °C’de 2 giin inkiibe edildikten sonra
inokulasyon noktast civarinda meydana gelen doku yumusamasi bir igne ile kontrol
edilmistir. Uygulama yapilan dilim {izerindeki yumusama pozitif olarak

degerlendirilmistir (Saygili ve ark., 2006a).

Sekil 3.7. Pektolitik aktivite testinin uygulanmasi

3.2.8. 37 °C ve 39 °C sicakliklarda gelisim testi

Calismada, nutrient agar besi yerine ¢izimi yapilan izolatlar 37 °C ve 39 °C’de inkiibe
edilmistir. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda 37 "C’de gelisen izolatlar Pectobacterium
carotovorum (Erwinia carotovora) ve Dickeya spp. olarak, 39 °C’de gelisen izolatlar

Dickeya spp. olarak kaydedilmistir.
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3.2.9. Tuza tolerans testi

Calismada %5°lik sodyum kloriir (NaCl) ilaveli Nutrient agar besi yeri kullanilmistir.
Besi yerine ¢izilen izolatlar 28 °C sicaklikta inkiibe edilmis ve gelisimi gdzlemlenmistir.
Inkiibasyon periyodu sonunda NaCl ilaveli besi yerinde gelisim gosteren izolatlar
Pectobacterium atrosepticum (Erwinia atroseptica) ve Pectobacterium carotovorum

(Erwinia carotovora) olarak kaydedilmistir.

3.2.10. Tiitiinde asir1 duyarhhik testi

Titinde asir1 duyarhilik testinde, Nutrient agar besi yerinde gelistirilen bakteri
izolatlarindan 10® hiicre/ml yogunlugunda bakteri siispansiyonu hazirlanmustir. Elde
edilen siispansiyonlardan steril bir enjektor ile alinmis ve tiitiiniin yaprak damar
arasindan verilmistir. Etiketlenen tiitiin bitkisi yapraklart 24 saat inkiibasyona
birakilmustir (Sekil 3.10). Inkiibasyon siiresi sonucunda 6lii doku olusturan izolatlar HR
pozitif (+), olusturmayanlar ise HR negatif (—) olarak degerlendirilmistir. Kontrol
bitkilerinde steril saf su kullanilmistir (Dadasoglu, 2007).

Sekil 3.8. Tiitiinde asir1 duyarlilik testi uygulamasi
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3.2.11. Patates karabacak ve yumusak ciiriikliik hastalik etmenlerinin PCR teknigi
ile tanilamasi

Yapilan arazi siirveyleri sonucu hastalikli bitki ve yumru 6rneklerinden elde edilen ve
klasik testler ile tanilanan 90 adet bakteri izolatt PCR teknigi ile tanilanmistir.
Orneklerde genomik DNA izolasyonu yapilmadan dogrudan bakteri kiiltiirii ile PCR
calismas1 yapilmistir. Steril ependorf tiip igerisine 10 pl master mix (Bioline, BIO-
25044) konulmus, iizerine 8 pl steril saf su ve 1’er pl primerlerden eklenmistir. Nutrient
agar besi yerinde gelistirilen 48 saatlik bakteri izolatlarindan bir kiigiik koloni alinarak
ayn1 ependorf tiip icerisine konulmus ve birkag saniye santrifiij edilmistir. Daha sonra
thermalcycler cihazina yerlestirilen 6rneklerde PCR analizi gergeklestirilmistir. Cizelge
3.2°de ¢aligmada kullanilan primer c¢iftleri, Cizelge 3.3’de de thermalcycler cihazinda
(BIO-RAD T100) gerceklestirilen PCR programi verilmistir.

Cizelge 3.2. Patates karabacak ve yumusak c¢lriiklik hastalik etmenlerinin
tanilanmasinda kullanilan spesifik primer ¢iftleri

Hastalhik Primer dizilimleri PCR iiriintiiniin | Literatir
etmeni baz biiyiikligii
(be)
Pectobacterium | Y1: TTA CCG GAC GCC
spp. GAG CTG TGG CGT 434 Darrasse ve
(Erwinia spp.) | Y2: 5CAG GAA GAT GTC ark., 1994b
GTT ATC GCG AGT

Pectobacterium | ECA1f: CGG CAT CAT AAA
atrosepticum AAC ACG 690 De Boer ve
(Erwinia ECA2r: GCACACTTC ATC Ward, 1995

atroseptica) CAG CGA
Dickeya spp. ADE1l: GATCAGAAAGCC-

CGCAGCCAGAT 420 Nassar ve
ADE2: ark., 1996
CTGTGGCCGATCAGGATG

GTTTTGTCGTGC

Cizelge 3.3.PCR calismasinda kullanilan program
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Program adimlar: REDTCHW

Sicaklik Siire Dongii
(°C) Sayisi
[k denatiirasyon 95 4 dk 1
Denatiirasyon 95 30 sn
Primer Baglanmas1 65 30 sn
Uzama 72 90 sn
95 30 sn 34
56 30 sn
72 90 sn
Son Uzama 72 5dk 1
Bekleme 4 Siiresiz

Yapilan PCR g¢alismasi1 sonrasinda, elde edilen PCR iriinleri %1.2°lik agarose jel
hazirlanarak elektroforezde yiirttillmistiir. %1.2°lik agarose jel hazirlamak igin, bir
erlenmayere 100 ml 1XTAE c¢ozeltisi igerisine 1.2 g agarose eklenmis ve mikro dalgada
eritilmistir. Yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulan cozeltiye 5 pl ethidium bromiir
konulmus, taraklarin oldugu tepsiye yavas¢a dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra
(yaklagik 45 dk) taraklar c¢ikartilmistir. Hazirlanan agaroz jel kuyucuklarina bir
mikropipet ile PCR iriinleri (10 pl) verilmistir (Sekil 3. 9; Sekil 3.10). Elektroforez
tankinda agaroz jeldeki PCR iiriinleri 100 V elektrik akiminda yaklasik 1 saat
yiritilmistir (Sekil 3.11, Sekil 3.12). Daha sonra bantlarin goriintiilenmesi igin,
ethidium bromiir ile (10 mg/ml) 10 dakika boyama yapilmig ve bunu takiben 15

dakikada saf su ile yikanarak transliminatorde jelde olusan bantlar incelenmistir.

Pectobacterium spp.’ye spesifik olan Y1: TTA CCG GAC GCC GAG CTG TGG CGT
ve Y2: 5CAG GAA GAT GTC GTT ATC GCG AGT primer dizilimleri kullanilarak
yapilan PCR ¢aligmasinda %1.2°lik agaroz jel iizerinde Darrasse ve ark. (1994b)’nin
bildirdigi gibi 434 bg biiyiikliigiinde bant olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir.

Pectobacterium atrosepticum’a spesifik ECA1f: CGG CAT CAT AAA AAC ACG ve
ECA2r: GCA CAC TTC ATC CAG CGA primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR
calismasinda ise De Boer ve Ward (1995)’e gore 690 bg biiyiikliigiinde bant olusumu

pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Dickeya spp.‘e spesifik olan ADE1: GATCAGAAAGCC-CGCAGCCAGAT ve ADEZ2:
CTGTGGCCGATCAGGATGGTTTTGTCGTGC  primer dizilimleri kullanilarak
yapilan PCR caligmasinda ise %1.2°lik agaroz jel lizerinde Nassar ve ark. (1996)’nin
bildirdigi iizere 420 bg biiyiikliigliinde bant olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir.

4

Sekil 3.9. PCR analizinde 6rnek yiikleme agamalari

Sekil 3.10. Orneklerin %1.2°1ik jele yiiklenmesi
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Sekil 3.12. PCR {iriinlerinin olusturdugu bantlarin goriintiilenmesi
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Tokat ilinde patates karabacak ve yumusak ciiriikliik hastali@inin bulunma
orani

Tokat ili Merkez ve ilgelerinde patates iiretim alanlarinda, patates karabacak ve
yumusak c¢iiriikliik hastaligi’nin bolgede bulunma oranlarinin belirlenmesi i¢in 2018 yil1
Mart-Agustos aylarinda siirvey c¢alismalar1 yapilmistir. Tokat ili Merkez ve ilgelerinde
toplam 67 patates arazisinde siirvey yapilarak incelenen bitkilerde patates karabacak ve

yumusak ¢iirtikliik hastaliginin varligi/yoklugu kaydedilmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Siirvey yapilan patates {liretim alanindan genel bir goriintii (Kizi1lkdy/TOKAT)

Tokat ili Merkez’de Karakaya, Kizilkoy, Cincife, Akbelen ve Kiz116z kdyii olmak tizere
toplam 155 dekarlik 12 tarla, Erbaa il¢esinde Tosunlar, Kizilgubuk, Cevresu, Calkara,
Kale, Degirmenli koyii ve Karayaka kasabasinda toplam 311 dekarlik 15 tarlada; Niksar
ilcesinde Mahmudiye, Yolkonak, Sahinli, Haydarbey, Giidiikli ve Giirgesme kdyiinden
toplam 338 dekarlik 22 tarlada; Pazar ilgesinde Mentese, Tatar, Tashik koyii ve
Uziiméren kasabasindan toplam 30 dekarlik 4 tarlada, Turhal ilgesinde Bahgebast
koyiinde 350 dekarlik 1 tarlada; Zile ilgesinde Korucuk koytinde 250 dekarlik 1 tarlada;
Artova ilgesinde Merkez, Tagpinar, Altintag, Boyunpinar ve Akin kdyiinden toplam 150
dekarlik 6 tarlada; Basgiftlik ilgesinde Merkez, Karacaéren, Yesilgam, Asar ve Hatipli
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koyiinden toplam 175 dekarlik 6 tarlada survey c¢alismalart yiiriitiilmiistiir. Toplamda
1759 dekarlik 67 patates iiretimi yapilan tarlada survey yapilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Arazi siirveyi yapilan patates tiretim alanlarindaki hastalikli bitki orani.

IVilge Koy TarlaNo | Siirvey alam | Hastalikh bitki
(da) oram (%)

Tokat / Merkez | Karakaya Tarla 1 25 %1
Tarla 2 10 %0
Tarla 3 8 %0
Tarla 4 30 %3
Kizilkoy Tarla 5 10 %0
Tarla 6 5 %0
Tarla 7 14 %0
Tarla 8 5 %0
Cincife Tarla 9 18 %0
Tarla 10 10 %1
Akbelen Tarla 11 10 %0

Kiz1l6z Tarla 12 10 %0*
Tokat / Erbaa Tosunlar Tarla 13 17 %0
Tarla 14 6 %0
Kizilgubuk Tarla 15 20 %1
Tarla 16 80 %3
Tarla 17 20 %0
Tarla 18 10 %0
Cevresu Tarla 19 20 %2
Tarla 20 15 %0
Tarla 21 25 %0
Calkara Tarla 22 22 %0
Tarla 23 13 %2
Karayaka Tarla24 25 %0
Tarla 25 10 %1
Degirmenli Tarla 26 15 %0
Kalekoy Tarla 27 13 %0
Tokat / Niksar Mahmudiye Tarla 28 16 %0
Tarla 29 9 %0
Tarla 30 15 %3
Tarla 31 21 %0
Tarla 32 4 %1
Tarla 33 22 %0

Tarla 34 7 %0*
Yolkonak Tarla 35 25 %3
Tarla 36 25 %0
Tarla 37 15 %0
Tarla 38 10 %1
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Cizelge 4.1. (devam) Arazi siirveyi yapilan patates liretim alanlarina ait bilgiler

Tokat / Niksar Yolkonak Tarla 39 10 %0*
Sahinli Tarla 40 12 %3
Tarla 41 7 %0
Tarla 42 15 %0
Haydarbey Tarla 43 15 %0
Tarla 44 10 %0
Tarla 45 12 %3
Tarla 46 20 %2*
Gudukla Tarla 47 30 %0
Tarla 48 10 %0
Gilrgesme Tarla 49 28 %0
Tokat / Pazar Mentese Tarla 50 12 %0*
Tatarkdy Tarla 51 8 %3
Tashik Tarla 52 4 %0
Uziiméren Tarla 53 6 %0
Tokat / Turhal Bahgebasi Tarla 54 350 %1*
Tokat / Zile Korucuk Tarla 55 250 %8
Artova Merkez Tarla 56 26 %0
Tasgpinar Tarla 57 36 %0
Altintas Tarla 58 18 %0
Boyunpinar Tarla 59 32 %0
Akin Tarla 60 28 %0
Tarla 61 10 %0
Basgiftlik Merkez Tarla 62 43 %0
Tarla 63 30 %0
Karacaoren Tarla 64 35 %0
Yesilcam Tarla 65 27 %0
Asar Tarla 66 15 %0
Hatipli Tarla 67 25 %0

*Bitkilerde mildiyo hastalig1 yiiksek oranda goriilmiistiir.

Patates karabacak ve yumusak ¢iirtiklilk hastaliginin Tokat ili Merkez il¢esinde tarlada
bulunma oran1 %0.42, bdlgede bulunma oran1 %0.25 olarak, Erbaa il¢esinde tarlada
bulunma orani %0.6, bolgede bulunma orani %0.33 olarak, Niksar ilgesinde tarlada
bulunma orani %0.72, bolgede bulunma orani1 %0.31 olarak, Pazar il¢esinde tarlada
bulunma orani %1, bélgede bulunma oran1 %0.5 olarak tespit edilmistir. Ayni sekilde
Turhal ilgesinde hastaligin tarlada ve bolgede bulunma oran1 %1 olarak, Zile ilgesinde
de tarlada ve bolgede bulunma orani1 %8 olarak tespit edilmistir. Artova ve Basgiftlik
ilgelerinde ise hastalikli bitkiye rastlanilmamis olup, hastaligin tarlada ve bolgede

bulunma oranlar1 %0 olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.1).
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Ulkemizde patates iiretim alanlarinda patates karabacak ve yumusak ciiriikliik
hastaliginuin varhigina dair birka¢ ¢alisma bulunmakta olup, elde ettigimiz sonuglar bu
calismalar ile benzerlik gostermektedir. ilk calisma Benlioglu (1991) tarafindan
Nevsehir, Nigde ve Bolu illerinde patates tarlalarinda ve depolarda yliriitiilmiis olup,
hastalik Bolu ilinde %0.62 oraninda, Nevsehir’de %1.27 oraninda ve Nigde ilinde
%1.19 oraninda bulunmustur. Benzer sekilde, 2015 yilinda Yozgat ili Sorgun ilgesinde
hastalik %5-20 arasinda degisen oranlarda (Oztiirk ve ark., 2016), Amasya ilinde ise
%11 oraninda (Oztiirk ve Aksoy, 2016) belirlenmistir. Tokat ilinin de i¢inde yer aldi
diger bir calismada da Oztiirk (2016) 2015 yilinda yaptig1 arazi siirveylerinde, Corum
ilinde hastalik yayginligin1 ve hastalik siddetini %9.76 ve %7.06 oraninda, Amasya
ilinde %9.43 ve %5.14 oraninda ve Samsun ilinde %4.62 ve %?2.83 oraninda
belirlemistir. 2016 yilinda yapilan arazi siirveylerinde ise Samsun ilinde hastalik
yayginligi ve hastalik siddeti %19.29 ve %8.64 oraninda, Amasya ilinde ise % 10.41 ve
% 5.77 oraninda belirlenmistir. Tokat ilinde ise Niksar ve Erbaa il¢elerinde yapilan
arazi siirveylerinde 331 da’lik 25 tarlada incelemeler yapilmistir. Tokat ilinde hastalik
yaygmhgr %11.9, hastalik siddeti ise %6.97 oraninda belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada
hastalik ile bulagiklilik oran1 da Tokat ilinde yiiksek (%48) ¢ikmistir.

2018 yilinda Tokat ili ve ilgelerinde yapilan siirvey caligmalarinda, patates lretim
alanlarinda patates bitkilerinde kok bogazindan baglayarak gévde kisminda
kahverengilesme, kararma, yumusama seklinde belirgin bir sekilde belirtiler
goriilmiistiir (Sekil 4.2). Hasat esnasinda arazilerden toplanan yumrularda da yumusama
seklinde belirtiler gézlemlenmistir. Ayrica bazi arazilerde mildiyd hastaligina ve bazi

viral hastalik etmenlerine de rastlanilmistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.2. Patates iiretim alaninda goriilen patates karabacak ve yumusak ciirtikliik

hastaligindan siiphelenilen hastalikli patates bitkisi

4.2. Hastalikh bitki ve yumru 6rneklerinden etmenlerin izolasyonu

Yapilan arazi siirveylerinde 67 patates iiretim alanindan hastaliktan siiphelenilen 88 adet
hastalikl1 bitki ve yumru 6rnegi toplanmistir. Bitkilerin kok bogazina yakin kisimlarindan
ve yumrularin ¢liriimiis doku kenarlarindan saglikli kismi da icerecek sekilde kiiclik bir
doku pargast alimmis ve izolasyon islemi gerceklestirilmistir. Inkiibasyon periyodu
sonunda King B besi yerinde gelisen bakterilerden Nutrient agar besi yerine saflagtirma
yapilmis (Sekil 4.3) ve getirilen orneklerden toplam 120 adet bakteri izolati elde

edilmistir.
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Sekil 4.3. King B besi yerinde gelisen bakteri kolonileri

4.3. Potasyum hidroksit testi (KOH) ile gram reaksiyon testi

Nutrient agar besi yerinde gelistirilen 120 adet izolata %3’lik potasyum hidroksit
soliisyonu ile gram reaksiyon testi uygulanmistir. Potasyum hidroksit ile muamele géren
116 izolatta yapiskanimsi bir siinme meydana gelmis (Sekil 4.4) ve sonug gram negatif
olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.2). Benzer sekilde, Dadasoglu ve Kotan (2017)
tarafindan yapilan ¢alismada da gesitli sebze ve meyvelerde yumusak c¢iiriikliige neden
olan 12 adet izolat KOH ile gram testine tabi tutulmus olup, testlenen biitiin izolatlarin

gram negatif oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Gram reaksiyon testinde siinmenin meydana gelmesi

4.4. Katalaz testi

Nutrient agar besi yerinde gelistirilen 120 adet izolata hidrojen peroksit ile katalaz testi
uygulanmistir. Uygulama yapilan 120 izolattan 117 tanesinde kabarcik seklinde gaz
cikist gozlenmis (Sekil 4.5) ve 117 izolatta kabarcik olusumu gozlenmis olup katalaz
pozitif olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.2). 3 izolatta ise herhangi bir kabarcik olusumu

gozlenmemistir.

Sekil 4.5. Katalaz testinde kabarcik seklinde gaz ¢ikisinin meydana gelmesi
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4.5. Oksidaz testi

Nutrient agar besi yerinde 48 saat gelistirilen bakteri kiiltiirlerine %]1°lik tetramethyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride (C¢H4[N(CHj3);]2.2HCI) soliisyonu ile oksidaz testi
uygulanmistir. 120 izolattan 52 izolat (Sekil 4.6) ve oksidaz negatif olarak
kaydedilmistir (Cizelge 4.2).

Yumusak ¢iiriikliige neden olan izolatlara uygulanan gram testi, katalaz ve oksidaz test
sonuglar1 Oztiirk ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢aligma ile paralellik gdstermektedir.
Amasya, Samsun, Corum ve Yozgat illerinden elde edilen 26 adet bakteri izolat1 yapilan
biyokimyasal testlere gore gram negatif, oksidaz negatif ve katalaz negatif olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.6. Oksidaz testinde pozitif sonug veren izolat

4.6. Patates yumrularinda pektolitik aktivite testi

Pektolitik aktivite testinde 120 adet bakteri izolati patates dilimleri {izerine inokule
edilmis ve 2 giinliikk inkiibasyon sonrasinda patates dilimleri lizerindeki yumusama
pozitif olarak degerlendirilmistir. Yayma ekim sonrasi secilen 120 adet kiiltiirden
pektolitik aktivite testinde 22 adet izolat pozitif sonug olarak kaydedilmistir (Cizelge
4.2; Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Pektolitik aktivite testi sonucu kahverengilesme ve yumusama

Yaptigimiz calismada birka¢c kez tekrarlanan patates yumusama testinde bakteri
izolatlar1 patates dilimleri iizerinde 24 saat icerisinde yumusama ve kahverengilesme
meydana getirmistir. Patates yumusak c¢triikliik hastalif1 i¢in patateste maserasyon
olusumu olduk¢a onemli olup, Ozellikle tanilamada yapilmasi gereken testler
igerisindedir. Yapilan testte Pectobacterium carotovorum tiirleri daha erken ve daha
yogun yumusama meydana getirmistir. Benzer sekilde Dees ve ark. (2017) tarafindan
yapilan caligmada da, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ve Dickeya
spp. tiirlerinin, Pectobacterium atrosepticum ve Pectobacterium wasabiae tiirlerine gore

maserasyon iiretme yeteneklerinin daha yiiksek oldugu vurgulanmaistir.

4.7. 37 °C ve 39 °C sicakliklarda gelisim testi

Nutrient agar besi yerine cizilen 22 adet bakteri izolat1 37 °C ve 39 °C’de inkiibe
edilmistir. 37 °C’de daha iyi gelisim gosteren 21 izolat, 39 °C’de de daha iyi gelisim
gosteren 8 izolat pozitif olarak kaydedilmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Cizelge 4.2).
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Sekil 4.9. 39 °C’de gelisim gosteren ve gelisim gdstermeyen izolat rnegi

Benzer sekilde, Oztiirk ve ark. (2018) tarafindan yapilan calismada da Pectobacterium
carotovorum 37 °C’de gelisirken, P. atrosepticum gelisememistir. 39 °C’de ise

Pectobacterium tiirlerinin higbiri gelisememistir.
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4.8. Tuza tolerans testi

Tuza tolerans testinde %5°lik sodyum kloriir (NaCl) ilaveli Nutrient agar besi yeri
kullanilmistir. Besi yerine cizilen izolatlar 28 °C sicaklikta inkiibe edilmis ve gelisimi
gdzlemlenmistir (Sekil 4.10). Inkiibasyon periyodu sonunda NaCl ilaveli besi yerinde
gelisim gosteren 22 izolatin tamami pozitif reaksiyon gostererek tiiplerde tiirbidite
olusturmustur. (Cizelge 4.2). Yiiriitiilen tuza tolerans testine benzer olarak Dadasoglu ve
Kotan (2017) tarafindan yapilan ¢alismada da, testlenen 12 adet Pectobacterium tiirleri
ve Erwinia chrysanthemi izolatlarinin hepsi NaCl ilaveli besi yerinde gelisim
gostermistir. Bunun aksine Ngadze ve ark. (2012) baz1 yumusak c¢iiriikliik etmenlerinin

sodyum kloriirlii besi yerinde gelisemedigini de ifade etmislerdir.

. b~
", W %5 NaCl

Sekil 4.10. %5°lik NaCl ilaveli Nutrient agar besi yerinde gelisim gdsteren bakteri
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4.9. Tiitiinde asir1 duyarhhk testi

Titlin bitkisinde yapilan asir1 duyarlilik testinde 22 adet izolattan 12 tanesi yaprak
damar arasinda ¢okme, kahverengilesme meydana getirmis olup HR pozitif (+) olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.11). Olii doku olusturmayan 10 adet izolat ise HR negatif (-)

olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.11. Tiitlinde asir1 duyarlilik testi sonucu 6lii doku olusumlari

Pectobacterium ve Dickeya tiirlerinde tiitiinde asir1 duyarlilik testi hem pozitif hem de
negatif sonug¢ verebildigi yapilan bazi ¢alismalarda da ifade edilmistir. HR testine
ilaveten tlir bazinda ayrim i¢in diger biyokimyasal testlerin yapilmasi gerektigi
vurgulanmistir (Pitman ve ark., 2010; Mikicinski ve ark., 2010; Dadasoglu ve Kotan,
2017)
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Cizelge 4.2. Yumusak ciirtikliik izolatlarinin biyokimyasal testlere olan reaksiyonlari

x -
a5 |z |8 |8 |£¢2|2 |9 |55 |E%%
<8 |5 |g |8 [xg|° |© |Fe|=zF
S Y V2 O V2 Q< s
Cl4 - - + + + - +(2) +
MC15 - - + + + - +(2) -
MC32 - - + + + + +(2) +
MC39 - - + + + - +(2) +
MC41 - - + + + - +(2) +
MC42 - - + + + +(2) +
MC45 - - + + + - +(2) +
MC46 - + + - - +(2) -
MC48 - + + + - +(2) +
MC57 - + + + - +(2) +
MC71 - + + + + +(2) -
MC381 - + + +(2) + + -
MCS82 - + + +(2) + + -
MC83 - - + + + - +(2) +
MC88 - - + + + + +(2) -
MC91 - - + + + - +(2) -
MC93 - - + + + - +(2) +
MC97 - - + + + - +(2) +
MC104 - - + + +(2) - +(2) -
MC113 - - + + + - +(2) +
MC115 - - + + + + +(2) -
MC116 - - + + + + +(2) -
Z: Zayif

Elde edilen izolatlarm 37 °C ve 39 °C’de gelisim testi sonuglari diger yapilan
caligmalarla paralellik gostermektedir. Dadasoglu ve Kotan (2017) tarafindan yapilan
calismada Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum ve Erwinia chrysanthemi
olarak tanilanan 12 izolatin tamami 37 °C’de gelisme gostermistir. Pectobacterium
tirlerinde optimum gelisme sicakliglt 25-30 °C, maksimum gelisme sicakligi 40 °C

(Brenner ve ark., 2007) oldugu i¢in testledigimiz biitiin izolatlar pozitif sonug¢ vermistir.
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4.10. Patates karabacak ve yumusak ciiriikliik izolatlarinin PCR teknigi ile
tanilamasi

Tokat ili ve il¢elerinden toplanan hastalikli patates bitkisi ve yumrularindan izole edilen
ve biyokimyasal testler ile tanilanan 22 adet bakteri izolat1 ile Pectobacterium spp.’ye
spesifik olan Y1: TTA CCG GAC GCC GAG CTG TGG CGT ve Y2: 5CAG GAA
GAT GTC GTT ATC GCG AGT primer dizilimleri kullanilarak yapilan PCR
calismasinda %1.2°1ik agaroz jel tizerinde 19 adet izolat Darrasse ve ark. (1994b)’nin
bildirdigi tizere 434 bg biiyilikliigiinde bant olusturmus olup, testlenen 19 izolat
Pectobacterium spp. olarak tanilanmistir (Sekil 4.12; Cizelge 4.3).

Ayni sekilde, hastalikli patates orneklerinden elde edilen ve biyokimyasal testler ile
tanilanan 22 izolat ile Dickeya spp. etmenine spesifik olan ADE1: GATCAGAAAGCC-
CGCAGCCAGAT ve ADE2: CTGTGGCCGATCAGGATGGTTTTGTCGTGC primer
dizilimleri kullanilarak yapilan PCR ¢alismasinda, 22 adet izolattan 3 tanesi Nassar ve
ark. (1996)’nin bildirdigi tizere 420 bg¢ biiylikliigiinde bant olusturmus olup, pozitif
olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.13; Cizelge 4.3).

Pectobacterium spp. olarak tanilanan 19 izolat ile Pectobacterium atrosepticum’a
spesifik ECA1f: CGG CAT CAT AAA AAC ACG ve ECA2r: GCA CAC TTC ATC
CAG CGA primer c¢ifti kullanilarak yapilan PCR ¢alismasinda ise De Boer ve Ward
(1995)’na gore 690 bg¢ biiyiikliiginde bant olusumu gézlenmemis olup, testlenen
izolatlarin Pectobacterium atrosepticum olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.3). Bu
durumda Pectobacterium spp. olarak tanilanan 19 izolat Pectobacterium carotovorum

olarak kaydedilmistir.

Sekil 4.12. Y1 ve Y2 primerleri kullanilarak yapilan PCR c¢alismasinda bant
olusumlarinin gézlemlenmesi
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Cizelge 4.3. PCR testinde pozitif sonug veren izolatlar

izolatKodu

Y1/Y2

MC14

+

MCI5

M(C32

MC39

MC41

MC42

MC45

MC46

MC48

MC57

MC71

A+ |+ || ]|+ +

MC81

MC82

MC(83

MC88

MC91

MC97

M(C93

+ |+ ]+

MC104

MC113

MC115

MCl116

+|+| +
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Sekil 4.13. ADE1 ve ADE2 Primerleri kullanilarak yapilan PCR c¢aligmasinda bant
olusumlarinin gézlemlenmesi

Sekil 4.14. ADE1 ve ADE2 Primerleri kullanilarak yapilan PCR c¢alismasinda pozitif
bant olusumu

Yapilan PCR c¢alismasinda Pectobacterium carotovorum’a spesifik  Y1/Y2,

Pectobacterium atrosepticum’a spesifik ECA1f/ ECA2r ve Dickeya spp.’ye spesifik
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ADEI1:/ADE2 primer giftleri kullanilmistir. Kullanilan primerler Pectobacterium ve
Dickeya igin cins diizeyinde tanilamada yeterli olsa da, tiir ve alt tiirlerin belirlenmesi
i¢in farkli primerler ile tanilamanin yapilmas1 gerekmektedir. Benzer sekilde Oztiirk ve
Aksoy (2016), Amasya ilinde hastalikli patates bitki drneklerinden elde edilen izolatlar
ilk olarak Pectobacterium spp.’ye spesifik Y1/Y2 primerlerini kullanarak
tanilamislardir. Arastiricilar daha sonra izolatlara 16S rDNA sekans analizlerini yaparak
Brif/Lr primerleri ile Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense olarak
tanilamiglardir. Yozgat ili Sorgun il¢esinden elde edilen bakteri izolatlar1 da ilk olarak
Y1/Y2, Y45/Y46 ve EXPCCEF/R primerleri ile analize tabi tutulmus daha sonra PhF/R

primerleri ile P. wasabiae olarak tanilanmistir (Oztiirk ve ark., 2017).

Ayni sekilde, Amasya ilinde Marabel cesidi patateslerden elde edilen izolatlar ilk olarak
ADE1/ADE2 primer gifti ile 420 b¢’lik bir bant olusumu ile Dickeya spp. olarak
belirlenmistir. Tir bazinda A27G3 ve A37G9 Dickeya izolatlarinin belirlenmesinde,
16S rDNA genine dayali sekans analizi yaplarak izolatlarin D. solani’ye ait oldugu
belirlenmistir (Oztiirk ve Aksoy, 2017). Dadasoglu ve Kotan (2017)’da yaptiklari
calismada bakteriyel izolatlarin 16S rDNA bolgesinin PCR ile amplifikasyonu i¢in fD1
ve rP2 universal primerlerini kullanmislar ve elde ettikleri izolatlar1 Pectobacter sp.
olarak belirlemislerdir. Yapilan FAME ve BIOLOG testleri ile tiir diizeyinde ayrimlari
yapilmugtir.
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5. SONUC

Tokat ili patates {iretim alanlarinda patates karabacak ve yumusak ciiriikliik hastaliginin
bulunma oraninin belirlenmesi ve etmenin tanilanmasi iizerine yapilan bu yiiksek lisans

calismasinda elde edilen sonuclar asagida 6zetlenmistir.

Tokat ili Merkez, Turhal, Zile, Pazar, Erbaa, Niksar, Artova ve Basciftlik ilgelerinde
2018 yili Mart-Agustos aylari arasinda patates iiretiminin yogun olarak yapildigi
alanlarda arazi siirveyleri yapilmistir. Yapilan siirvey sonucu, Tokat ilinde hastaligin
Merkez’de 9%0.25, Erbaa ilgesinde %0.33, Niksar ilgesinde %0.31, Pazar il¢esinde
%0.5, Turhal ilgesinde %1 ve Zile ilgesinde %8 oraninda bulundugu belirlenmistir.

Artova ve Basciftlik ilgelerinde ise hastaliga rastlanilmamistir.

Alinan 88 adet Ornekten yapilan izolasyonlar sonucu 120 adet bakteri izolati elde
edilmistir. 120 adet izolata yapilan patateste yumusama testine gore 22 adet bakteri
pozitif sonug vermis olup, izolatlara biyokimyasal testlerden gram reaksiyon, katalaz, ve

oksidaz testleri yapilmustir.

Patates dilimleri iizerinde yumusama testinden ve floresan pigment olusturma 6zelligine
gore secilen 22 adet izolat ile yapilan PCR ¢alismasinda 19 izolat Pectobacterium spp.
olarak tanilanmigtir. Buna ilaveten 22 adet izolat ile yapilan PCR c¢alismasunda ise 3

adet izolat Dickeya spp. olarak belirlenmistir.

PCR sonucu pozitif sonug veren patates pektolitik aktivite testinde yumusama gosteren
22 izolata tiitiinde asir1 duyarlilik testi, 37 °C ve 39 °C sicakliklarda gelisim ve tuza
tolerans testleri de uygulanmustir. 22 izolattan 12 tanesi tiitinde HR pozitif sonug
vermistir. 22 izolattan 21 tanesi 37 °C’de, 8 tanesi 39 °C sicakliklarda gelisim
gostermistir. 22 izolattin tamami %35 NaCl ilave edilmis besi yerinde gelisim

gostermistir. Elde edilen bu sonuglar yapilan PCR testini destekleyici niteligindedir.

Sonug olarak, yapiilan arazi siirveyleri ve biyokimyasal, molekiiler testler sonucu Tokat
ilinde Erbaa ve Niksar il¢elerinde Dickeya spp., Pazar, Zile, Erbaa ve Niksar ilgelerinde
Pectobacterium carotovorum olarak belirlenmistir. Yiriitilen bu g¢alismada, Tokat
ilinde Pectobacterium atrosepticum tiirline rastlanilmamistir. Bu ¢alismada,

Pectobacterium spp., Pectobacterium atrosepticum ve Dickeya spp.'ye spesifik 3 adet
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primer kullanilmistir. Daha ileriki calismalarda diger tlirlere de ait olan primerler
kullanilarak pozitif sonu¢ veren izolatlarin tiir/alt tiir diizeyinde tanilanmasi

planlanmaktadir.
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