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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/ECA2 primers specific to Pectobacterium
atrosepticum. According to this, 19 isolates were identified as Pectobacterium carotovorum. 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
level of the pathogens using specific primers.
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Tokat ili Patates Uretim Alanlarinda Patates Karabacak ve Yumusak Ciiriikliik
Hastahigi’min Bulunma Oraninin Belirlenmesi ve Etmenin Tanmilanmas”
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Anahtar Kelimeler:

Patates

Cirtikliik hastalig
Pectobacterium carotovorum
Dickeya spp.

Tokat

Bu calisma ile, Tokat ili patates liretim alanlarinda patates karabacak ve yumusak ciiriiklitk
hastaliginin bulunma oranimin belirlenmesi ve etmenin tanilanmast amaglanmugtir. 2018 yili Mart-
Agustos aylar1 arasinda Tokat ili Merkez, Turhal, Zile, Pazar, Erbaa, Niksar, Artova ve Bas¢iftlik
ilgelerinde patates iiretiminin yogun olarak yapildig: alanlarda yapilan arazi surveylerinde 67 tarla
incelenmis olup, Tokat ilinde hastaligin Merkez’de %0,25, Erbaa il¢esinde %0,33, Niksar il¢esinde
%0,31, Pazar ilgesinde %0,5, Turhal ilgesinde %1 ve Zile ilgesinde %8 oraninda bulundugu
belirlenmistir. Artova ve Basgiftlik il¢elerinde ise hastaliga rastlanilmamustir. Toplanan hastalikli
bitki ve yumru 6rneklerinden elde edilen izolatlara, patateste pektolitik aktivite, gram reaksiyon,
katalaz, oksidaz, 37°C ve 39°C sicakliklarda gelisim, tuza tolerans, tiitiinde agir1 duyarlilik testleri
uygulanmustir. Pectobacterium spp.’ye spesifik Y1/Y2 primerleri ile 19 izolat 434 bg¢ PCR {iriini
olusturmustur. 3 izolat Dickeya spp.’ye spesifik ADE1/ADE2 primerleri ile 420 b¢ PCR firiinii
olusturmustur. Y1/Y2 primerlerine pozitif sonug veren izolatlar ile Pectobacterium atrosepticum’a
spesifik ECA1/ECA2 primerleri ile yapilan PCR c¢aligmasinda ise izolatlar PCR iriinii
olusturmamugtir. Buna gére 19 izolat Pectobacterium carotovorum olarak smiflandirilmustir.
Yapilan bu ¢aligma ile, Tokat ilinde patates iiretim alanlarinda patates karabacak ve yumusak
cliriikliik hastaligina sebep olan etmenler belirlenmis olup, ileriki ¢aligmalarda spesifik primerler ile
tiir ve alttiir diizeyinde etmenlerin belirlenmesi planlanmaktadir.
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Giris

Tek yillik bir kiiltiir bitkisi olan patates, iiretimi yapilan
bolgelerde ciftcilerimizin 6nemli gelir kaynaklarindan
birisini olugturmaktadir. Patates, insanlar tarafindan
dogrudan mutfaklarda tiiketildigi gibi islenerek degisik
sekillerde de (cips, parmak patates vs.) tiikketilmekte olup,
zengin igerigi sayesinde de tiiketimde olduk¢a ¢ok
kullanilmaktadir. Ayrica ekmek ununa %3-5 oraninda
patates unu karstirildiginda, ekmeklerin  lezzetini
artirmakta ve bayatlamayr geciktirmektedir. Yiksek
oranda nisasta i¢eren bazi gesitler endiistride nisasta, alkol
vs. uretiminde ve bir kismi da hayvan yemi olarak
degerlendirilmektedir. Patates nisastasi, salam ve sosis
yapiminda da oldukg¢a yaygin kullanilmaktadir (Arioglu,
1997).

Patates 1liman ve serin iklim bdlgelerinin bir bitkisi
olmasina ragmen, farkli iklim bdlgelerine de kolaylikla
adapte olabilmektedir. Ayrica birim alandan elde edilen net
getirisi, alternatif Urlinlere gore daha yiiksek olmaktadir.
Bu nedenle, diinyanin hemen her iilkesinde az ya da ¢ok
patates iretimi yapilmaktadir. Tiirkiye patates iiretiminde
diinya iilkeleri arasinda 19. sirada yer almaktadir. 2018 yili
istatistiklerine gore, lilkemizde patates {iretimi 1.359.715
da alanda 4.550.493 ton olarak gergeklesmistir. 2018
yilinda en fazla tiretim yapan ilk 10 il sirasiyla; 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 iretimi
gergeklestirilmigtir (Anonim, 2018).

Ulkemizde patates iiretimini engelleyen en &nemli
hastaliklardan birisi Pectobacterium ve Dickeya tiirlerinin
neden oldugu patates karabacak ve yumusak ciiriikliik
hastaligidir. Pek c¢ok tarimsal iriinde o6nemli ({iriin
kayiplarma neden olan hastalik diinyada ilk on bakteriyel
patojen igerisinde yer almaktadir (Benlioglu, 2019).
Hastaliga sebep olan tiirler; P. atrosepticum [(van Hall)
Gardan ve ark. 2003], P. carotovorum subsp. carotovorum
[(Jones, 1901) Gardan ve ark., 2003], P. wasabiae [(Goto
ve Matsumoto, 1987) Gardan ve ark., 2003], P.
carotovorum subsp. brasiliense (Duarte ve ark., 2004), P.
parmentieri (Khayi ve ark., 2016), P. polaris (Dees ve ark.,
2017), P. peruviense (Waleron ve ark., 2017), D. solani
(Van Der Wolf ve ark., 2014) ve D. dianthicola (Samson
ve ark., 2005) olarak bilinmektedir.

Hastalik etmenlerinin varligi Fransa’da (Darrasse ve
ark., 1994a), Bat1 Avrupa iilkelerinde (Toth ve ark., 1999;
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), Norveg’de (Dees
ve ark., 2017) yapilan cesitli calismalar ile rapor edilmistir.

Ulkemizde ise hastaligin varhigi ilk kez Benlioglu
(1991) tarafindan ortaya konulmustur. 1988, 1989 ve 1990
yillarinda Nevsehir, Nigde ve Bolu’da patates iiretiminin
yogun olarak yapildig: tarlalarda ve patates depolarinda
yapilan surveyler sonucu hastaligin Bolu ilinde ortalama
%0,62 oraninda, Nevsehir’de %1,27 oraninda ve Nigde
ilinde ortalama %1,19 oraninda bulundugu rapor
edilmistir. Surveylerde elde edilen bakteriler ile yapilan
testler sonucu 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
¢ilirtik yumru Bolu ilinde %0,49 oraninda, Nevsehir ilinde
%1,25 oraninda ve Nigde ilinde %0,77 oraninda
belirlenmistir. Yumrulardaki bulagsma orani ise Bolu ilinde
93,99, Nevsehir ilinde %8,97 ve Nigde ilinde %5,37
olarak belirlenmistir. Daha sonraki yillarda Oztiirk ve ark.
(2016) tarafindan yapilan g¢alismada Yozgat ili Sorgun
ilcesinde %5-20 oraninda, Oztirk ve Aksoy (2016)
tarafindan yapilan c¢alismada ise Amasya ilinde patates
iiretim alanlarinda %11-40 arasinda degisen oranlarda
hastalik belirlenmistir. Yine Oztiirk ve Aksoy (2017)
tarafindan Karadeniz Bolgesinde Samsun, Amasya, Tokat,
Ordu ve Corum illeri patates iretim alanlarinda yapilan
calismada hastaligimm %4—60 arasinda degisen oranlarda
yayginlik gosterdigi belirlenmistir.

Karabacak ve yumusak ciiriikliik hastaligi, ciftgilerimiz
icin onemli gelir kaynaklarindan birisi olan patates
bitkisinde ve pek c¢ok kiiltiir bitkisinde Onemli {iriin
kayiplarina neden olmaktadir. Tokat ilinde de patates
tiretimi yaygin bir sekilde yapilmakta ve her gecen giin
iretim de artmaktadir. Bu ¢alisma ile, Tokat ilinde patates
tiretim alanlarinda karabacak ve yumusak ¢iiriikliik
hastaliginin bulunma oranlarmin belirlenmesi ve hastalik
etmenlerinin tanilanmasi1 amaglanmustir.

Materyal ve Yontem

Caligmanin ana materyalini 2018 yilinda Tokat ilinde
yapilan arazi surveyleri sonucu toplanan hastalikli patates
bitkileri, patates yumrular1 ve bu 6rneklerden elde edilen
bakteri izolatlar1 olusturmustur. Calismada referans
izolatlar, Dr. Ogr. Uyesi Murat OZTURK (Yozgat Bozok
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii)
tarafindan temin edilmistir. Ayrica calismada besi yeri
olarak King B (King ve ark., 1954), Nutrient agar (NA) ve
Nutrient broth (NB) kullanilmistir.

Hastalikli Bitki ve Yumru Orneklerinin Toplanmast

Patates karabacak ve yumusak ciiriiklilk hastaliginin
bulunma oranmin belirlenmesi igin Tokat Il Tarim ve
Orman Miidiirligi’'nden alinan veriler dogrultusunda
Tokat ilinde patates iiretiminin yogun olarak yapildigi
Artova, Basciftlik, Erbaa, Niksar, Merkez, Pazar ve Zile
ilgelerinde arazi surveyleri yapilmustir. Arazi surveyleri
2018 yilinda Mart-Agustos aylarmda (patatesin %50
ciceklenme evresinde) yapilmistir. Arazi surveyleri
sirasinda arazide tesadiifi olarak secilen 100 adet bitki
incelenmis, kok bogazi kismida ve gévdede hastaliga ait
karabacak belirtisi gosterip gostermedigi kaydedilmis ve
elde edilen verilerle hastaligin tarladaki ve bdolgedeki
bulunma oranlar1 belirlenmistir.

Yumru oOrneklerinin  toplanmasi, patates hasadi
esnasinda gergeklestirilmistir. Hasat sirasinda cuvallara
yerlestirilmekte olan patateslerde inceleme yapilarak,
clirime, kararma, kahverengilesme belirtilerini gosteren
yumrular toplanmis, kese kagidi igerisine konularak
etiketlenmistir. Laboratuvara getirilen drnekler izolasyon
igslemine kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.
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. Hastalikl Bitki ve Yumru Orneklerinden Etmenlerin
Izolasyonu

Surveylerde hastaliktan siiphelenilen bitkiler ve
yumrular gazete kdgidi arasina sarilarak naylon torba veya
kese kagidi igerisinde laboratuvara getirilmistir. Bitkilerin
kok bogazina yakin kisimlarimdan ve yumrularin ¢lirtimiis
doku kenarlarindan, saglikli kismi da igerecek sekilde
kiiglik bir doku pargasi alinmus, steril porselen havanda
ezilmistir. Orneklerin iizerine %0,85°lik saline buffer (8,5
g NaCl/1000 ml saf su) eklenerek havanda 15 dakika
bekletilerek 10° seyreltme serisi yapilmis olup, 10° ve 10°
serilerinden King B besi yerine yayma ekim yapilmis ve
27°C’de inkiibasyona birakilmistir. King B besi yerinde
gelisen bakteri kolonilerinden alinarak Nutrient agar besi
yerinde saflagtirma yapilmistir. Saflastirilan izolatlardan
Nutrient broth ve Gliserol igerisine stok yapilarak -20°C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Patates Karabacak ve Yumusak  Ciiriikliik
Hastaligina Neden Olan Etmen/Etmenlerin Tamist

Pektolitik aktivite testi: Doku yumusama testi i¢in ilk
olarak yumrularda yilizey 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
gecirilmistir. Yumrular soyulduktan sonra dilimlenmis ve
steril nemli filtre kagidi igeren petrilere yerlestirilmistir.
Nutrient agar besi yerinde 24 saat gelistirilen bakteri
kiiltiirlerinden hazirlanan siispansiyonlardan yaklagik (108
hiicre/ml) 0,1 ml’si alinarak patates dilimleri yiizeyine
striilmistiir. Petriler 27°C’de 2 giin inkiibe edildikten
sonra inokulasyon noktasi civarinda meydana gelen doku
yumusamasi bir igne ile kontrol edilmistir. Uygulama
yapilan dilim {zerindeki yumusama pozitif olarak
degerlendirilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

Gram reaksiyon testi: Taze hazirlanmis %3’lik
Potasyum Hidroksit (KOH) soliisyonu kullanilarak yapilan
Gram reaksiyon testinde, lam iizerinde viskoz,
yapigkanimsi bir uzama olusturan izolatlar Gram negatif
olarak degerlendirilmistir (Sands 1990).

Katalaz testi: Nutrient agar besi yerinde 48 saat
gelistirilen bakteri kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu alinmis,
lam tizerine konulmus ve %3’lik hidrojen peroksitten
(H202) bir damla damlatilmigtir. Uygulama yapilan yerde
kabarcik  seklinde gaz cikist  pozitif  olarak
degerlendirilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

Oksidaz testi: Nutrient agar besi yerinde 48 saat
gelistirilen bakteri kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu bakteri
alinarak steril filtre kagidi lizerine siiriilmiis ve %]1°lik
tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (CsHa[N
(CHs)2]2.2HCI) soliisyonundan damlatilmigtir. On saniye
icerisinde olusan mor renk pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

Farkly 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 P. carotovorum, 39°C’de gelisen
izolatlar Dickeya spp. olarak kaydedilmistir.

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 P.
atrosepticum ve P. carotovorum olarak kaydedilmistir.

Tiitiinde aswri duyarlilik testi: Tiitlinde asir1 duyarlilik
testinde, Nutrient agar besi yerinde gelistirilen bakteri
izolatlarmdan  10® hiicre/ml yogunlugunda bakteri
slispansiyonu hazirlanmistir. Elde edilen
stispansiyonlardan steril bir enjektor ile alinmig ve tiitiiniin
yaprak damar arasindan verilmistir. Etiketlenen tiitiin
bitkisi yapraklar1 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonucunda 6lii doku olusturan izolatlar,
Hipersensitif Reaksiyon (HR) pozitif (+), olusturmayanlar
ise HR negatif (-) olarak degerlendirilmistir. Kontrol
bitkilerinde steril saf su kullanilmigtir (Dadasoglu, 2007).

Patates karabacak ve yumusak ciiriikliik hastalik
etmenlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile tanilamast

Yapilan arazi surveyleri sonucu hastalikli bitki ve
yumru Orneklerinden elde edilen ve klasik testler ile
tanilanan bakteri izolatlar1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) teknigi ile tanilanmustir. Orneklerde genomik DNA
izolasyonu yapilmadan dogrudan bakteri kiiltiirii ile PCR
calismast yapilmistir. Tablo 1’de calismada kullanilan
primer ciftleri, Tablo 2’de thermalcycler cihazinda (BIO-
RAD T100) gerceklestirilen PCR programi verilmistir.

Yapilan PCR calismasi sonrasinda, elde edilen PCR
diriinleri %1,2’lik agarose jel hazirlanarak elektroforezde
yuriitillmistiir. Pectobacterium spp.’ye spesifik olan Y1:
TTACCG GAC GCCGAG CTG TGG CGT ve Y2: 5CAG
GAA GAT GTC GTT ATC GCG AGT primer dizilimleri
kullanilarak yapilan PCR ¢alismasinda %1,2’lik agaroz jel
iizerinde Darrasse ve ark. (1994b)’nin bildirdigi gibi 434
b¢  Dbiyiikliigiinde bant olusumu pozitif olarak
degerlendirilmistir. P. atrosepticum’a spesifik ECAIlf:
CGG CAT CAT AAA AAC ACG ve ECAZr: GCA CAC
TTC ATC CAG CGA primer c¢ifti kullanilarak yapilan
PCR c¢aligsmasinda ise De Boer ve Ward (1995)’e gére 690
b¢  biyiikligiinde bant olusumu pozitif olarak
degerlendirilmistir. Dickeya spp.‘e spesifik olan ADEL:
GATCAGAAAGCC-CGCAGCCAGAT ve  ADE2:
CTGTGGCCGATCAGGATGGTTTTGTCGTGC primer
dizilimleri kullanilarak yapilan PCR c¢alismasinda ise
%1,2’lik agaroz jel lizerinde Nassar ve ark. (1996)nmn
bildirdigi iizere 420 bg biiyiikliiglinde bant olusumu pozitif
olarak degerlendirilmistir (Oztiirk ve ark., 2018).

Tablo 1. Patates karabacak ve yumusak ¢iiriikliik hastalik etmenlerinin tanilanmasinda kullanilan spesifik primerler
Table 1. Specific primers used to identification of potato blackleg and soft rot disease agents

Hastalik etmeni Primer dizilimleri PCR R
Pectobacterium spp Y1: TTA CCG GAC GCC GAG CTG TGG CGT 434
" | Y2: 5CAG GAA GAT GTC GTT ATC GCG AGT
Pectobacterium ECALf: CGG CAT CAT AAA AAC ACG 690 2
atrosepticum ECA2r: GCACAC TTC ATC CAG CGA
. ADE1: GATCAGAAAGCC-CGCAGCCAGAT
Dickeya spp. 420 3

ADE2: CTGTGGCCGATCAGGATGGTTTTGTCGTGC

PCR: PCR iiriiniiniin baz biiyiikligii (bg); R: Referanslar; 1: Darrasse ve ark. (1994b); 2: De Boer ve Ward (1995); 3: Nassar ve ark. (1996)
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Tablo 2. PCR ¢alismasinda kullanilan program
Table 2. The program used in PCR analysis

Program adimlar1 REDTCHW
Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayist

[k denatiirasyon 95 4 dak
Denatiirasyon 95 30s 1
Primer Baglanmasi 65 30s

72 90s

95 30s
Uzama 56 30s 34x

72 90s
Son Uzama 72 5 dak 1
Bekleme 4 )

Bulgular ve Tartisma

Patates Karabacak ve
Hastaliginin Bulunma Orani
Tokat ili Merkez ve ilgelerinde patates {iretim
alanlarinda, patates karabacak ve yumusak ciiriikliik
hastaligi’nin bolgede bulunma oranlarinin belirlenmesi
icin 2018 yili Mart-Agustos aylarinda survey calismalari
yapilmistir. Tokat ili Merkez ve ilgelerinde toplam 67
patates arazisinde survey yapilarak incelenen bitkilerde
patates karabacak ve yumusak ciiriikliik hastaliginin
varhigi/yoklugu kaydedilmistir. Tokat ili Merkez’de
toplam 155 dekarlik 12 tarlada, Erbaa ilgesinde toplam 311
dekarlik 15 tarlada; Niksar ilgesinde toplam 338 dekarlik
22 tarlada; Pazar ilgesinde toplam 30 dekarlik 4 tarlada,
Turhal ilgesinde 350 dekarlik 1 tarlada; Zile ilgesinde 250
dekarlik 1 tarlada; Artova ilgesinde toplam 150 dekarlik 6
tarlada; Basgiftlik ilgesinde toplam 175 dekarlik 6 tarlada
survey calismalar yiiriitiilmistiir. Toplamda 1759 dekarlik
67 patates tiretimi yapilan tarlada survey yapilmustir.
Patates karabacak ve yumusak ¢iiriiklik hastaligmin
Tokat ili Merkez ilgesinde tarlada bulunma oran1 %0,42,
bolgede bulunma orami %0,25 olarak, Erbaa ilgesinde
tarlada bulunma oran1 %0,6, bélgede bulunma orani %0,33
olarak, Niksar ilgesinde tarlada bulunma orani %0,72,
bolgede bulunma orant %0,31 olarak, Pazar ilgesinde
tarlada bulunma oran1 %1, bdlgede bulunma orant %0,5
olarak tespit edilmistir. Ayni1 sekilde Turhal ilgesinde
hastaligin tarlada ve bolgede bulunma orani %1 olarak,
Zile ilgesinde de tarlada ve bolgede bulunma orani %8
olarak tespit edilmistir. Artova ve Basgiftlik ilgelerinde ise
hastalikl1 bitkiye rastlanilmamis olup, hastaligin tarlada ve
bolgede bulunma oranlar1 %0 olarak kaydedilmistir.
Ulkemizde patates iiretim alanlarmda patates
karabacak ve yumusak ciiriikliik hastaliginin varligina dair
yapilan onceki calismalarla, bu calisgmada elde edilen
sonuglar benzerlik gostermektedir. Benlioglu (1991)
tarafindan Nevsehir, Nigde ve Bolu illerinde patates
tarlalarinda ve depolarda yiiriitilen ¢aligmada, 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 iginde yer aldig1 diger bir
caligmada da Oztiirk (2017) 2015 yilinda yaptig1 arazi
surveylerinde, Corum ilinde hastalik yayginligini ve

Yumugsak  Ciiriikliik

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
surveylerinde 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 surveylerinde
331 da’lik 25 tarlada incelemeler yapilmistir. Tokat ilinde
hastalik yayginligi %11,9, hastalik siddeti ise %6,97
oraninda belirlenmistir. Ayni c¢alismada hastalik ile
bulagiklilik oran1 da Tokat ilinde yiiksek (%48) ¢ikmistir.

2018 yilinda Tokat ili ve ilgelerinde yapilan survey
calismalarinda, patates iretim alanlarinda patates
bitkilerinde kdk bogazindan baglayarak gévde kisminda
kahverengilesme, kararma, yumusama seklinde belirgin bir
sekilde belirtiler goriilmiistiir. Hasat esnasinda arazilerden
toplanan yumrularda da yumusama seklinde belirtiler
gozlemlenmistir. Yapilan arazi surveylerinde 67 patates
iiretim alanindan hastaliktan siiphelenilen 88 adet hastalikli
bitki ve yumru 6rnegi toplanmustir. Toplanan 6rneklerden
toplam 120 adet bakteri izolat: elde edilmistir.

Klasik Test Sonuclart

Elde edilen bakteri izolatlarina ilk olarak patates
dilimlerinde pektolitik aktivite testi yapilmistir. Pektolitik
aktivite testinde 120 adet bakteri izolatindan 22 tanesi
patates dilimleri iizerinde yumusama meydana getirmis ve
pozitif sonu¢ olarak kaydedilmistir (Tablo 3). Patates
yumusak ¢liriiklik hastaligi i¢in patateste yumusama
olusumu olduk¢a o6nemli olup, o6zellikle tanilamada
yapilmasi gereken testler icerisindedir. Yapilan testte
Pectobacterium carotovorum tiirleri daha erken ve daha
yogun yumusama meydana getirmistir. Benzer sekilde
Dees ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada da, P.
carotovorum subsp. carotovorum ve Dickeya spp.
tirlerinin, P. atrosepticum ve P. wasabiae tiirlerine gore
yumugsama iiretme yeteneklerinin daha yiiksek oldugu
vurgulanmistir.

Yapilan gram reaksiyon testinde potasyum hidroksit ile
muamele goren 22 izolatta yapiskanimsi bir siinme
meydana gelmis ve bakteri izolatlar1 gram negatif olarak
kaydedilmistir (Tablo 3).

Nutrient agar besi yerinde gelistirilen 22 adet izolata
hidrojen peroksit ile katalaz testi uygulanmis ve uygulama
yapilan 22 izolatin 21’inde kabarcik seklinde gaz ¢ikist
gozlenmis ve 21 izolat katalaz pozitif olarak kaydedilmistir.
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Nutrient agar besi yerinde 48 saat gelistirilen bakteri
kiiltiirlerine ~ %1’lik  tetramethyl-p-phenylenediamine
dihydrochloride (C¢Ha[N(CHs3)2]2.2HCI) soliisyonu ile
oksidaz testi uygulanmistir. 22 izolattan 22’si oksidaz
negatif olarak kaydedilmistir (Tablo 3).

Nutrient agar besi yerine g¢izilen 22 adet bakteri
izolatindan 37°C’de daha iyi gelisim gosteren 21 izolat,
39°C’de de daha iyi gelisim gosteren 8 izolat pozitif olarak
kaydedilmistir (Tablo 3). Benzer sekilde, Oztiirk ve ark.
(2018) tarafindan yapilan ¢aligmada da Pectobacterium
carotovorum 37°C’de gelisirken, P. atrosepticum
gelisememigstir. 39°C’de ise Pectobacterium tiirlerinin
hicbiri gelisememistir. Tuza tolerans testinde NaCl ilaveli
besi yerinde gelisim gosteren 22 izolatin tamami1 pozitif
reaksiyon gostererek tiiplerde tiirbidite olusturmustur.
Benzer olarak %5°lik NaCl ig¢eren besi yerinde Dadasoglu
ve Kotan (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada da, testlenen
12 adet Pectobacterium tiirleri ve Erwinia chrysanthemi
izolatlarmmn hepsi NaCl ilaveli besi yerinde gelisim
gostermistir. Bunun aksine Ngadze ve ark. (2012) bazi
yumusak ¢iiriiklik etmenlerinin sodyum kloriirli besi
yerinde gelisemedigini de ifade etmiglerdir. Tiitiin
bitkisinde yapilan asir1 duyarlilik testinde 22 adet izolattan
12 tanesi HR pozitif (+), 10 adeti ise HR negatif (-) olarak
degerlendirilmistir. Pectobacterium tiirlerinde tiitiinde asir1
duyarlilik testi hem pozitif hem de negatif sonug
verebildigi yapilan bazi caligmalarda da ifade edilmistir.
HR testine ilaveten tir bazinda ayrim igin diger
biyokimyasal testlerin yapilmas: gerektigi vurgulanmistir
(Pitman ve ark., 2010; Mikicinski ve ark., 2010).

PCR Test Sonuclart

Tokat ili ve ilgelerinden toplanan hastalikli patates
bitkisi ve yumrularindan izole edilen ve biyokimyasal
testler ile tamilanan 22 adet bakteri izolati 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 ¢alismasinda %1,2’lik agaroz jel iizerinde 19
adet izolat Darrasse ve ark. (1994b)’nin bildirdigi tlizere
434 be biiyiikliigiinde bant olugturmus olup, testlenen 19
izolat Pectobacterium spp. olarak tanilanmistir. Ayni
sekilde, hastalikli patates Orneklerinden elde edilen ve
biyokimyasal testler ile tanilanan 22 izolat ile Dickeya spp.
etmenine spesifik olan ADE1l: GATCAGAAAGCC-
CGCAGCCAGAT ve ADE2: CTGTGGCCGATCAGGA
TGGTTTTGTCGTGC primer dizilimleri kullanilarak
yapilan PCR c¢alismasinda, 22 adet izolattan 3 tanesi
Nassar ve ark. (1996)'min bildirdigi iizere 420 bg
biyiikliigiinde bant olusturmus olup, pozitif olarak
degerlendirilmistir (Tablo 4).

Pectobacterium spp. olarak tanilanan 19 izolat ile
Pectobacterium atrosepticum’a spesifik ECAlf: 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)’na gére 690 bg
biiyiikliigiinde bant olusumu gézlenmemis olup, testlenen
izolatlarm  Pectobacterium  atrosepticum  olmadig
belirlenmistir. Bu durumda Pectobacterium spp. olarak
tanilanan 19 izolat Pectobacterium carotovorum olarak
kaydedilmisgtir.

Yapilan PCR c¢alismasinda Pectobacterium spp.’ye
spesifik Y1/Y2, Pectobacterium atrosepticum’a spesifik
ECALf/ ECAZ2r ve Dickeya spp.’ye spesifik ADE1:/ADE2
primer ciftleri kullamilmistir. Kullanilan primerler
Pectobacterium ve Dickeya i¢in cins diizeyinde tanilamada
yeterli olsa da, tiir ve alt tiirlerin belirlenmesi i¢in farkli
primerler ile tanilamanin yapilmasi gerekmektedir. Benzer
sekilde Oztiirk ve Aksoy (2016), Amasya ilinde hastalikli
patates bitki drneklerinden elde edilen izolatlart ilk olarak
Pectobacterium spp.’ye spesifik Y1/Y2 primerlerini
kullanarak tanilamislardir.

Tablo 3. Yumusak ciiriikliik izolatlarinin biyokimyasal testlere olan reaksiyonlari

Table 3. Results of biochemical analysis of soft rot isolates

Izolat Kodu KOH Oksidaz Katalaz PA 37°C 39°C TT ADT
MC14 - - + + + - +(2) +
MC15 - - + + + - +(2) -
MC32 - - + + + + +(2) +
MC39 - - + + + - +(2) +
MC41 - - + + + - +(2) +
MC42 - - - + + + +(2) +
MC45 - - + + + - +(2) +
MC46 - - + + - - +(2) -
MC48 - - + + + - +(2) +
MC57 - - + + + - +(2) +
MC71 - - + + + + +(2) -
MC81 - - + + +(2) + + .
MC82 : - + + ) + + :
MC83 - - + + + - +(2) +
MCS88 - - + + + + +(2) -
MC91 - - + + + - +(2) -
MC93 - - + + + - +(2) +
MC97 - - + + + - +(2) +
MC104 - - + + +(2) - +(2) -
MC113 - - + + + - +(2) +
MC115 - - + + + + +(2) -
MC116 - - + + + + +(2) -

PA: Pektolitik Aktive; TT: Tuza Tolerans, ADT: Asir1 Duyarlilik Testi; Z: Zayif
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Tablo 4. PCR testinde pozitif sonug veren izolatlar
Table 4. The isolates resulted positive in PCR analysis

Izolat Kodu Y1/Y2

MC14 n
MC15
M(C32
MC39
MC41
MC42
MC45
MC46
MC48
MC57
MC71
MC81
MC82
MC(83
MC88
MC91
MC97
MC(C93
MC104
MC113
MC115
MC116

T e R o T Tk Tk T T i e

+ + +

Aragstiricilar daha sonra izolatlara 16S rDNA sekans
analizlerini yaparak Brlf/Lr primerleri ile P. carotovorum
subsp. brasiliense olarak tanilamislardir. Yozgat ili Sorgun
ilgesinden elde edilen bakteri izolatlar1 da ilk olarak
Y1/Y2, Y45/Y46 ve EXPCCF/R primerleri ile analize tabi
tutulmus daha sonra PhF/R primerleri ile P. wasabiae
olarak tanilanmustir (Oztiirk ve ark., 2016). Amasya ilinde
Marabel ¢esidi patateslerden elde edilen izolatlar ilk olarak
ADEI1/ADE2 primer cifti ile 420 b¢’lik bir bant olusumu
ile Dickeya spp. olarak belirlenmistir. Tiir bazinda A27G3
ve A37G9 Dickeya izolatlarinmm belirlenmesinde, 16S
rDNA genine dayali sekans analizi yapilarak izolatlarmn D.
solani’ye ait oldugu belirlenmistir (Oztiirk ve Aksoy,
2017). Dadasoglu ve Kotan (2017)’da yaptiklari ¢alismada
bakteriyel izolatlarin 16S rDNA bolgesinin PCR ile
amplifikasyonu i¢in fD1 ve rP2 universal primerlerini
kullanmuglar ve elde ettikleri izolatlar1 Pectobacter sp.
olarak belirlemislerdir. Yapilan FAME ve BIOLOG
testleri ile tiir diizeyinde ayrimlar1 yapilmustir.

Sonug¢

Tokat ili patates iiretim alanlarinda patates karabacak
ve yumusak c¢iiriiklik hastaligmin bulunma oraninin
belirlenmesi ve etmenin tanilanmasi {izerine yapilan bu
calismada; Tokat ilinde hastaligin Merkez’de %0,25,
Erbaa ilgesinde %0,33, Niksar ilgesinde %0,31, Pazar
ilgesinde %0,5, Turhal ilgesinde %1 ve Zile il¢esinde %8
oraninda bulundugu belirlenmistir. Artova ve Basciftlik
ilgelerinde ise hastalia rastlanilmamistir. Arazi surveyleri
sonucu toplanan orneklerden elde edilen bakteri izolatlart
ile yapilan biyokimyasal, patojenisite ve PCR analizlerine
gore, Tokat ilinde Erbaa ve Niksar ilgelerinde Dickeya
spp., Pazar, Zile, Erbaa ve Niksar il¢elerinde
Pectobacterium  carotovorum olarak  belirlenmistir.
Yiiriitilen bu ¢alismada, Tokat ilinde P. atrosepticum

tirtine rastlanilmamustir. Bu c¢alismada, Pectobacterium
spp., P. atrosepticum ve Dickeya spp.ye spesifik 3 adet
primer kullanilmistir. Daha ileriki c¢aligmalarda diger
tirlere de ait olan primerler kullanilarak pozitif sonug
veren izolatlarm tir/alt tiir diizeyinde tanilanmasi
planlanmaktadir.
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