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ONSOZ

Patates son yillarda verim artigina paralel olarak
{iretim miktari da artan dnemli tarimsal lriinlerimizden bi-
ridir. Ne varki patates tariminda en &nemli girdilerden
biri olan tohumluk problemi ilkemizde halen ¢dzilime kavusg-
turulamamis temel konulardandir. Tiirkiye'de patates tohum-
luk talebi ithalat yoluyla karsilammaya calisilmakta, bu da
gereksinim duyulan miktarin ¢ok altinda kalmaktadir. Bu c¢a-
ligma 8ncelikle {ilkemizde tohumluk patates liretim merkez-
leri olan Bolu, Nevgehir ve Nigde illerinde, tarla ve depo
devresinde patateslere zarar veren Erwinia cinsine bagli
baktexrilerin tanilanmasi, yayginlik oraninin saptanmasi
amaciyla ele alimmistir. Yumusak clrlikliik grubu olarak
adlandirilan ve genélde Erwinia carotovora Subsp. caroto-
vora, E. carotovora subps. atroseptica ve E.chrysanthemi
tiirlerini igeren bu grup bakteriler, diinyada ticari ve
8zellikle tohumluk patates liretiminde {izerinde Snemle du-
rulan bakteriyel etmenlerdir. Bu nedenle adi gegen bak-
terilerin, Bolu, Nevsehir, Nigde illerinde olasi inokulum
kaynaklarini belirlemekte, c¢alismanin ikinci ana hedefini

olusturmustur.

Bu hedeflere ulasabilmek amaciyla ylriitilen ca-
ligmalar sonunda elde edilen bulgularin, patates Uretici-
sine, yayimci ve tohumluk kontrolu yapan tarim kurulugla-
rina, karantina tegkilatina, tohumluk patates endiistrisine
ve bu konuda c¢alisan arastiricilara yararli olacagi kani-

sindayim.

Bu caligsmanin ele alinmasinda degerli katkilariy-
la beni ydnlendiren sayin hocam Dog¢.Dr. Hikmet SAYGILI'vya
ve bu tezin sonucglandirilmasinda dederli bilgileriyle yar-
dimlarini g8rdiigiim sayin hocam Prof.Dr. Tayyar BORA'ya
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ABSTRAKT

Bu caligma Bolu, Nevsehir, Nigde illeri patates
Uretim alanlarinda yumusak clirikliik grubu Erwinia'larin
varligini, yayginlik oranini ve baslica inokulum kaynak-
larini aragtirmak amaciyla ele alinmigtir. 1989-1990 yil-
lari arasinda bu illerde tarla ve depo silirveyleri yapi-
larak yumusak clirliklik grubu Erwinia'larin yayginlik orani,
depolanan patateslerde bu bakterilerle bulagma ve c¢ilirlime
oranlari saptanmigtir. Yumusak c¢lriikliik grubu Erwinia'la-
rin inokulum kaynaklarini belirlemek amaciyla: ithal edi-
len tohumluk patateslerde, hastalikli ve saglikli patates
bitkilerinde olusan yeni yumrularda, patates yetigtirilen
tarlalardaki topraklarda, patates bitkilerinin rizosferinde,
patates sulamasinda kullanilan ylizey ve yeralti su kaynak-
larinda yumusak c¢lriikliltk grubu Erwinia'larin varlidi aras-
tirilmistir. Erwinia'larin izolasyonu igin zenginlestirme
teknikleri ve segici besiyeri (CVP) kullanilmigtir. Elde
edilen bilitlin Erwinia izolatlarinin patojenisite testleri
vapilmigs ve virulens de§erleri belirlenerek biyokimyasal

farkliliklari ortaya konmustur.

ABSTRACT

This study was undertaken to investigate the
presence and prevalence of soft rot erwinias and their
sources of primary inoculum in potato growing areas of
Bolu, Nevgehir and Nigde provinces. Field and storage
surveys in these provinces were carried out between
1989 and 1990. The prevalance of soft rot erwinias, decay
rate and the level of infestation of potato tubers with
these bacteria in storage were.evaluated. To determine

the sources of inoculum for soft rot erwinia: imported
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seed potatoes, daughter tubers from infected and non-
infected parent plants, soils of potato fields, rhizosphere
of potato plants, surface and underground waters used to
irrigate potatoes were tested for the presence of soft
rot erwinias. Enrichment tehniques and selective media
were used to isolate soft rot erwinias. Pathogenicity and

(Cvp)

virulence of all erwinia isolates were determined and, they

were differantiated biochemically.



1.1 RIS

Patates (Solanum tuberosum L.) diinyada halkin bes-
lenmesinde agirlik kazanan temel iirlinler itibariyle piring
ve bugdaydan sonra 3. sirada gelmektedir. Insan beslenme-
sindeki bu Snemli yerinin yanisira hayvan yemi olarak da
kullani1ldigi gibi bazi endilistri {lirinleri ic¢in (nisasta,
gocuk mamasi, pudra, glikoz, ispirto, tutkal, dekstrin gibi)

vazgeg¢gilmez bir hammaddedir.

Tiirkiye bulundudu cografi kusak ve sahip oldugu
arazi yapisi nedeniyle patates yetistirmeye ¢ok uygun bir
{ilke olup, hemen hemen her yerde patates tarimi yapilabil-
mektedir. Son yillarda artan patates liretimi, Tlrk halkinin
beslenme diyeti ic¢inde patatesin giderek daha c¢cok Onem ka-
zandi§ini gdstermektedir. 1981-1990 yillari arasinda pata-
tes ekim alanlarinda %7, verimde %34 ve Uretimde %43 ora-

ninda bir artis g&rilmektedir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Tirkiye'de 1981-1990 yillari arasinda patates
ekilig alani, retimi ve verimi(l).

Yillar Ekilis alana Uretim Verim
1000 ha 1000 ton kg/ha
1981 180 3.000 16 .667
1982 180 3.000 16.667
1983 185 3.050 16 .486
1984 190 3.200 16.842
1985 207 4.100 19.807
1986 196 4.000 20.408
1987 194 4.300 22.165
1988 196 4.350 22.194
1989 190 3.900 20.526
1990 192 4.300 22.395

(1) Basbakanlik Devlet Istatistik Enstitiisi, Tarim Ista-
tistikleri

1985 1i yillardan itibaren 4 milyon tonu bulan

patates lretimimizdeki bu olumlu artigsta en biyidk etken,



iretim alaninin genislemesi yaninda birim alandan elde edi-
len {irlindeki artislardir. Verimdeki bu yikselme sulama ola-
naklarinin artigi, gliibre kullanimi, tarimsal mekanizasyon
vb. igslemlerin zamaninda ve dozunda uygulanmasi ve de en
dnemlisi Resy, Granola, ilona, Marfona, Ausonia gibi yiiksek
verimli, Ulkemiz kosullarina iyi adapte olan gegsitlerin
iretimlerinin yayginlastirilmasindan dolayidir. Ne varki,
liretimin en Onemli ve temel girdilerinden biri olan pata-
tes tohumluk problemi halen {ilkemizde ¢&zlime kavusturul-
mamis temel sorunlardan biridir. Tirkiye'de yaklasik

200.000 hektarlik alanda patates tarimi yapildigi, bir
dekara 200 kg patates tohumlugu kullanildigi ve de tohumun
3-4 yilda bir yenilenmesi esas alindiginda ihtiyag duyulan
sertifikali tohumluk miktari 100.000 ton civarindadir. Pa-
tates lreticisinin tohumluk talebi biliylk &l¢iide Taraim Kredi
Kooperatifleri ve 6zel sektdr tarafindan ithal edilen to-
humlukla karsilanmaya c¢alisilmaktadir. Cizelge 2 de 1981-
1990 yillari arasinda patates tohumludgu ithal edilen ilke-
ler ve ithal edilen miktarlar yillara g&re verilmisgtir.
Cizelge 2 de goriildligli gibi Onemli miktarda patates tohum-
luk ithalati 1985 yilinda baslamis olup, son beg yilda
4000-9000 ton arasinda dedismektedir. Ithalatin biylk bir
counludgu Avrupa llkelerinden yapilmaktadir. Ancak ithal
edilen ve sdzlegsmeli ciftgilere dagitilarak elde edilen
sertifikasyonu yapilmis tohumluk miktari, ihtiyacin oldukga
altinda kalmaktadir. V.Bes Yillik Kalkinma Plani'nda tohum-
luk konusunda yilksek verimli standart gegitlerin yetigtiril-
mesine imkan veren bir tohumluk endiistrisinin olusturulmasi
hedef alinarak, bu alanda yurt disinda gelistirilen teknolo-
Jiler ile verimli ve iyi kalitede tohum gegsitlerinin siliratle

¢iftgiye ulastirilmasi Sngdriilmektedir (Anonymous, 1985).

Ulkemizde ithal tohumluk kullaniminin baslamasiyla
liretim miktarainin izledigi artis edilimine karsilik, patates
ihracatimiz {iretimin ancak %0.3~-0.6 sini tegkil eden sembo-
lik miktarlarda kalmaktadir. Hazine Dig Ticaret Mistesarligas

Elektronik Bilgi Iglem Merkezi kayitlarina g&re son 5 yilda
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y1llik 8408 ton ile 48130 ton arasinda dedigen miktarlarda
ve gogunlukla Ortadodu lilkelerine ihracat yapilabilmigtir.
Avrupa lilkelerine patates ihracatimiz hemen hemen yok gibi-
dir. Bunun da en Snemli nedeni, ihracatta zorunlu standar-
din bulunmayisi, depolamada gd&riilen yetersizlikler ve llke-
mizde bulundudu ileri siiriilen Patates Halka Clirikldgd
(Corynebacterium sepedonicum) (Karel ve Karahan,1962) has-
taligaidair. Son yillarda Avrupa topluludunun dnerdigi metod-
larla yapilan arastirmalarla bu bakterinin Orta Anadolu
B6lgesinde bulunmadidi saptanmistir (Benlioglu et al.l991).

Uretim miktarlari dikkate alindiginda en Snemli
patates ireticisi illerimizin bagsinda Nevgehir, Nigde ve
Bolu gelmektedir. Bu 3 il sahip oldudu ekolojik kosullari
ve patates tarimina uygun toprak yapisi nedeniyle toplam
patates {iretimimizin %45 ini teskil etmesinin yanisira hek-
tara en ylksek verimle (Nevsehir 32228 kg, Nigde 36316 kg,
Bolu 27498 kg)* dliinyada &nemli patates lUreticisi lilkelere
yaklagan dlizeyde (Almanya 35874 kg, Hollanda 41532 kg,
Isvicre 36842 kg, Ingiltere 35871 kg)** birim alandan drin
elde etmektedir. Ayrica daha &nemli olarak bu 3 ilimiz
Tirkiye'de patates tochumlugu liretim merkezleri olup, ithal
edilen tohumludun biylk bir g¢odunlugu bu bdlgede sertifi-
kali tohum lretmek amaciyla desteklenerek s&zlesmeli ¢ift-

cilere dadgitilmaktadir.

Insan beslenmesinde temel iiriinler ig¢inde yer alan
Patatesin fungal, viral ve bakteriyel hastalik etmenleri
izerinde diinyada pek ¢ok calaigma yapilmigtir. Patateste
gerek depo gerekse vejetasyon devresinde hastalik yapan
baslica bakteriyel etmenler cCclavibacter michiganense subsp
sepedonicum (Spieck. and Kotth.) Davis et al., Pseudomonas
solanacearum E.F.Sm. ve yumusak c¢lriklik grubundan Erwinia
spp.dir. Bunlardan diinyada en yaygin olani patateste tohum-

luk yumru clirlimesi, sap veya gdvde ¢liriikliigli ve hasat sonrasi

{(*) Bagbakanlik Devlet Istatistik Enstitiisii 1990
tarim istatistikleri

(#*)FAQ Production Yearbook (1989).



yumru c¢lirlimesi seklinde birbiriyle iligkili 3 farkli ev-
rede belirti olusturan, Erwinia carotovora SUpspP. caratovora
(Jones) Dye, Erwinia carotovora subsp.atroseptica (Van Hall)
Dye'dir (Stanghellini, 1982). Yine ayni grup Erwinia'lardan
Erwinia chrysanthemi (Burkh. et al.) nin son yillarda pata-
teslerde tohumluk yumru c¢liriimesi, sap c¢lirimesi ve solgunlu-
Jda neden oldﬁ@u bildirilmektedir (Lumb et al., 1986). Bu

3 bakterinin neden oldugu kayiplar ililkeden lilkeye, depo ve
yvetistirme kosullarina ve iklime gdre degismektedir. Ozel-
likle tohumluk patates yetigtiriciliginde ¢ok &nemli olup,
pek ¢ok tarladaki tohumludun Erwinia carotovora Subsp.
atroseptica ve Erwinia carotovora Subsp. carotovora nede-
niyle sertifika alamadidi (Graham & Harper,1967) ve tohumluklarin
{iretim periyodu ig¢inde bu bakterilerle bulastigi ve ciddi
kayiplara yol agtigi pek c¢ok arastirici tarafindan kayde-
dilmigtir (Graham et al., 1976; Perombelon et al., 1976;
Sampson, 1977; Copeman and Schneider, 1978; De Boer et al.,
1978 ; Perombelon and Kelman, 1980; Powelson and Apple,l1984,
1986) . Her iki bakteri depo kosullarinda da yumusak c¢lirik-
liige neden olmakta ve &nemli zararlar meydana getirmektedir
(Graham 1962, 1967; Perombelon and Kelman 1980; Bartz and
Kelman 1984; Tzeng et al., 1986). Ornedin, ABD'nin kuzeyin-
deki g¢ok biiylik bir depoda 14.000 ton patatesin depoda uygun
olmiyan nem kosullari nedeniyle Erwinia carotovora tarafin-
dan %50 oraninda c¢liriiyerek 350.000 dolarlik kayba yol ag¢ti-
g1 ve 4 m. ylkseklikte olan patates yidininan 2 metreye
indigine iliskin kayatlar bu grub bakterilerin ne denli

6nemli oldudunu g&steren O&rneklerdir (William, 1982).

Ulkemizde yumusgak c¢lirtiklilk grubu Erwinia'lardan
Erwinia phytophthora (Erwinia carotovora subsp atroseptica
nin sinonimi, Bradbury,1977b) ilk kez Bremer et al.(1947)
tarafindan Adapazari'nda patateslerde saptanmigtir. Karel
ve Karahan (1962) ayni etmenin Orta Anadolu'da patateslerde
mevcut oldugunu ve tarlada’%20—30 oraninda ¢ikig gdsterdi-
gini bildirmigtir. Baykal ve Oktem (1978) de Bolu'da hasta-

likli patates bitkilerinden Erwinia atroseptica'yl izole



ederek etmeni laboratuvarda teshis etmiglerdir. Gilindogdu
ve Karaca (1981l) ise Ege bdlgesinde hastalidin ¢ok digilk
oranlarda gdriildii§lini bildirmiglerdir. 1981-1983 yillarin-
da Hollanda'li bir arastirici tarafindan yapilan Tilirkiye
fungal ve bakteriyel patates hastaliklari siirveyinde ise
tarla devresinde hastalida rastlanmadigini, ancak patates
depolarinda Erwinia carotovora Vvar carotovora 'nin neden
oldugu yumusak cliriikldiglin goériildiigdi belirtilmistir
(Turkeensteen, 1985).

Ulkemizde 21.8.1963 tarihli ve 308 sayili tohum-
luklarin Tescil, Kontrol ve Sertifikasyonu hakkindaki ka-
nuna gdre; hazirlanan patates tohumludu sertifikasyon sart-
larinda, Erwinia clriklikleri adi altinda tarla ve depo
standartlari belirlenmigstir. Buna gdre toleranslar tarla
devresinde ana¢ kademede %0, sertifikali kademede %1,
Kontrollu kademede %2, depoda ise sirasiyla %1, %2 ve %3
tiir. Orta Anadolu B&lgesinde Bolu, Nevsehir ve Nigde ille-
rinde sertifikasyon amaciyla yapilan resmi kontrollerde
pek ¢ok tohumludun Erwinia g¢liriikkliikleri nedeniyle tohumluk
olma 6zelligini yitirdigi, ya da bir kademe asgagi dlistiriil-
dugu Tarim Orman K8y Igsleri Bakanligi resmi kayitlarinda

mevcuttur.

Tlrkiye'de yumusak ¢lirtikklik grubu Erwinia'lar
lizerinde yapilan caligmalar dikkate alindiginda, sadece
Erwinia carotovora subsp. atroseptica'nin tarla devresinde
hastaliga neden oldugu hatta son yillarda yapilan siirvey
sonuclari dikkate alinirsa bdéyle bir hastaligin Tlirkiye'de
bulunmadidi seklinde silipheli bulgular mevcuttur. Diinya da
son yillara dedin sadece E.carotovora subsp. atroseptica'-
nin tarla devresinde Karabacak hastaligina,depoda ise her
iki alt tlriin (E.carotovora subsp. atroseptica, E.carotovora
subsp. carotovora) yumru clirlimelerine neden oldudu godriisi
kabul edilmektevdi. Ancak Stanghellini and Meneley (1975)
ve Molina and Harrison (1977) her iki alt tiirlinde Karabacak
hastaligi ve yumru c¢lirimelerine sebep oldudunu kesin olarak

saptadilar.
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tilkemiz patates Uretiminin yaklasik %45'ini olus-
turan ve cok dnemli tohumluk {iretim merkezleri sayilan
Bolu, Nevsehir, Nigde illerinde yiriitiilmils olan bu galisma

ile:

- Yumusak c¢ilirtikliik grubu Erwinia'larin patates
ekim alanlari ve patates depolarindaki yayginlik orani,
hangi etmenlerin bulundugu, ne tip belirtilere yol actig:i

ve zarar sekli,

- Ithal edilen patates tohumluklarinin Erwinia

spp. 1le bulasiklik oranlarzi,

- Hastalikli ve saglikli patates bitkilerinden
olugan yeni yumrularda, bu bakterilerin ne oranda bulun-
dugu ve depolandigi takdirde clirlime oranlarzi,

- Bu bakterilerin ilkemiz kogullarinda toprakta
ve sulama sularinda bulunup bulunmadidi, konularinin aydin-

latilmasi amaclanmistir.



2,LITERATUOR BILDIRISLERI

Yumusak c¢liriikliik grubu bakteriler gelismekte olan
bitkilere veya depolama ya da tasima sirasinda iurine, pa-
rankimatik dokulari enzimleri ile pargalayarak zarar ve-—
rirler. Bu bakterilerle ilgili ekonomik kayiplar, idrin
dederine ve hastalik siddetine ba&li olarak diinyada yillik
yvaklasik 50-100 milyon dolari bulmaktadir. Bu ‘grup bak-
teriler icinde de en genis konukgu dizisine gahip ve en dnem-
1i olanlari yumusak cilirlikllik yapan Erwinia'lardir (Perom-
belon and Kelman, 1980).

Erwinia cinsi iginde "carotovora" grubuna (Lelliott,
1974) ait tiirler ig¢inde yer alan yumusak ¢liriikliik grubu
Erwinia tiirlerinden en &nemli ve en genis konukgu dizisine
sahip-olanlar ve de taksonomik y&nden en ayrintili olarak
incelenenler; Erwinia carotovora subsp. carotovora (Jones)
Dye.(Ecc)*, Erwinia carotovora subsp.atroseptica (van Hall)
Dye (Eca)*, Erwinia chrysanthemi (Burkholder et al.)(Echr)*
dir. gce ilk kez 1901 yilinda Jones tarafindan tanimlanmig
ve Bacillus carotovorus adi verilmistir. Literatiirde 60'ain
tizerinde sinonimi mevcut olup (Bradbury, 1977 a) 1980 yilin-
da basilan ve uluslararasinda kabul edilen bakteri isimle-
rinin yer aldidi listede Erwinia carotovora subsp.carotovora
olarak adlandirilmistir (Skerman et al. 1980). Eca ise ilk
kez 1902 de van Hall tarafindan Bacillus atrosepticus olarak
isimlendirilmis olup literatilirde yaklasik 10 kadar sinonimi
bulunmakta (Bradbury, 1977 b) ve uluslararasinca kébul edi-

len listede ismi Erwinia carotovora subsp.atroseptica'dir.

Erwinia carotovora (Ec)* gram negatif, spor olus-
turmayan cubuklar olup, genelde ¢iftler halinde, arasira
birkag¢ hiicreden meydana gelen zincir geklinde gériilen,
0.5-0.8 x 1.3 y Dboyutlarda, cevresel kamcilariyla hareketli,
kapsili bulunmayan fakiiltatif anaerob bakterilerdir (Bradbury,
1977 a,b).
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(*) Erwinia tiirlerinin adlari bundan bdyle ve genellikle
kisaltilarak kullanilacaktzir.



Bol miktarda pektolitik enzim liretebilme yetenedi-
ne sahip olan Ecc, Eca ve Echr biyokimyasal testlerle tak-
sonomik olarak birbirlerinden ayrilmaktadir (Graham, 1964;
Dye, 1969; Graham, 1972; Dickey, 1979). Ecc, 37°C'de gelige-
bilme, maltoz ve a-methylglucoside'den asit ve sakkorozdan
indirgemmis maddeler olugturma yetene§inden yoksun olma Szelliklerivie
Eca'dan ayrilmaktadir. Echr ise Eca ve Ecc'den, indol ve fosfataz {i-
retebilme yetenedi, laktoz ve trehaloz'dan asit olusturamama, %5
Nacl'de gelismeme ve erythromycin'e duyarli olma 6zellikle-
riyle digerlerinden ayrilmaktadir (Bradbury, 1977 a,b). Eca,
Ecc ve Echr birbirinden farkli minumum ve maksimum sicak-
liklarda geligebilme Gzellifine sahip bakterilerdir. Orne-
gin; Eca 36-37°C"da geligemezken Ecc bu sicaklikta rahatlik-
la geligebilmektedir. Bunun yanisira pek ¢ok Ecc izolati
39°c'de geligemezken Echr oldukg¢a iyi gelisme gOdstermekte-
dir (Perombelon and Kelman, 1980). Bu 3 bakterinin in viet-
ro'da belirli kritik sicakliklarda geligebilme Szellikleri
ve erythromycin'e olan duyarlilik durumlari dikkate alina-
rak bu bakterilerin hastalikli patates bitkisi ve yumrula-
rindan izolasyonunda sliratle tanimina yo&nelik metodlar ge-
ligtirilmistir (Perombelon and Hyman 1986; Perombelon et al.,
1987) .

Yumugak c¢lirtikliik grubu Erwinia tiirlerinin hastalik-
11 patates bitkilerinden, yumrulardan ve topraktan secici
ya da yari secgici besiyerlerine izolasyonu ig¢in pek ¢ok ga-
lisma yapilmistir. Bu besiyerlerinin hemen hepsinin temeli,
bu bakterilerin pektolitik enzim olusturma yeteneklerine
dayanmakta olup, kullanilan besiyerlerinde en &6nemli madde
pektin ve tilirevleri olan sodyum polypectate ve polygalactu-
ronik asittir. Noble and Graham (1956) bitki dokusundan yu-
musak c¢lriklik grubu Erwinia'larin izolasyonunda salicin
kullanmislardir. Stewart (1962) Enterobacteriaceae'nin pek-
tolitik olanlarinin izolasyonunda Na-polypectate, Paton
(1959) pektin, Beraha (1968) Na-polypectate, Burr and Scrotch
(1977) ise polygalacturonic asit'i temel madde olarak kul-
lanmiglardir. Cuppels and Kelman (1974) 'in Na-polypectate
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kullanarak gelistirdikleri CVP (crystal violet pectate)
besiyeri seg¢iciligi en yiliksek besiyeri olup, carotovora
grubu Erwinia'larin topraktan, sulama sularindan ve has-
talikli bitkilerden izolasyonunda en ¢ok kullanilan besi-

yeri olmugtur.

Yumusak g¢lriikliik grubu Erwinia'larin patates bit-
ki ve yumrularindan, cansiz materyalden tesbitinde ve et-
menin teshisinde serolojik y&ntemlerden de genis cgapta ya-
rarlanilmaktadir. Yapilan serolojik ¢aligmalar Eca ve Ecc
arasinda serolojik ydnden biliylik bir benzerlik oldudunu
gbstermistir (De Boer et al., 1979D).erwinia carotovora'nin
patatesten elde edilen izolatlarinda 18 serotip belirlenmis
bunlardan Eca L. grup serotipi olusturmugtur. Ec¢ nin bu se-
rolojik gruplari ig¢inde bazi grublarin Kamc¢i antijenleri
y6niinden, bazilarinin da somatik antijenler yé&niinden farkli-
lastigil ortaya konmustur (De Boer, 1980). Son yillarda ya-
pilan galismalar ise, Ec'nin 36 'dan fazla serotipi oldugunu
gbstermistir (De Boer and Sasser, 1986). Tip ve veteriner-
lik dalinda en ¢ok kullanilan immunolojik test ydntemlerin-
den biri olan Immunofluorescent (IF) boyama ydntemi de Eca
ve Ecc'nin topraktan, b&ceklerden, yumrulardan ve belirti
g8stermiyen patates bitkilerinden tesbitinde genis olarak
kullanilmaktadir (Allan and KRelman, 1977; De Boer et al.,
1979a;Phillips and Kelman, 1982; De Boer, 1984). Son yil-
larda hibridoma teknigiyle lretilmis monoklonal antikorlar
kullanilarak IF ve ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
teknikleri ile Eca, ¢ok daha hassas ve glivenilir bir gekilde
tanimlanabilmektedir (De Boer and Mc Naughton, 1987).

Biitiin diinyada yayilmis olan Ecc, Eca ve Echr konuk-
¢u ag¢isindan da farklilik goOstermektedir. Eca sadece bir
soguk iklim bitkisi olan patateste hastalik olusturmaktadir.
Echr ise tropik ve subtropik bitkilerde genis bir konukgu
dizisine sahiptir (Perombelon and Kelman, 1980). Ayrica Echr
sicak bblgelerde yetigtirilen bitkilerde, serada yetistiri-
len siis bitkilerinde (Karanfil, difenbahya, philodendron gibi)
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(Dickey, 1979), misirda (Hoppe and Kelman, 1969) hastalik
olusturmaktadir. Iliman iklime sahip b&lgelerde yetigtiri-
len patateslerde gerek vegetasyon devresinde, gerekse de-
poda yumrularda &nemli bir patojen olabilmektedir (de lindo
et al., 1978; lumb et al., 1986). Ecc ise diinyanin hemen
her tarafinda yaygin olan ve Echr'den ¢ok daha genis konuk-
gu dizisine sahip &nemli bir tiirdlir (Bradbury, 1977a).

Yumusak ¢iriklik grubu Erwinia'lardan Ecc, Eca ve
Echr'nin patateslerde meydana getirdigi hastalik genelde
3 farkli gorinimde fakat birbirleriyle iligkili belirtiler
seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar; tohum g¢lirliimesi, sapta
yumusama ve siyahlasma seklinde beliren sap ¢lirlimesi ve
hasat sonrasi yumru c¢lirlimesidir (Perombelon and Kelman,
1980). 19701i yillara degin bu belirtilere Eca'nin neden
oldudgu bilinmekteydi. Daha sonraki yillarda yapilan galis-
malar hem Eca hemde ‘Ecc'nin tohum c¢iliriimesine ve hasat son-
rasi yumrularda yumusak c¢lirtiklii§e neden oldugunu ortaya
koydu (Perembelon, 1972, 1973). Bununla birlikte "Blackleg"
(Karabacak) olarak adlandirilan. sap clirimesine sadece Eca'-
nin neden oldudu, Avrupa'da Graham and Hardie (1971); Perom-
belon (1972, 1973) ve Amerika'da Molina et al. (1974),
De Boer et al. (1978) tarafindan kabul edilmekteydi.
Stanghellini and Meneley (1975) Arizona'da 1lik ¢61 ikli-
minde patateslerde Karabacak hastaligina neden olan etme-
nin Ecc oldugunu kesin olarak saptadi. Daha sonra yapilan
galismalar Ecc ve Eca'nin patates bitkilerinde Karabacak has-
talidi olusturmasinda en Snemli etkenin vegetasyon devresin-
deki c¢evre kosullari oldugunu gdsterdi. Soduk bir bdlge
olan Iskogya'da Karabacak hastalidina Eca'nin neden oldugdu
(Pexraombelon, 1973), Colorado'da ise sap ¢lirlimesinde Snemli
olan etmenin Zca oldugu, bununla birlikte lilkede 1liman ik-
limin hiikiim slirdiigi bélgelerinde Ecc 'nin sap ¢liriikligline
sebep oldudu belirlendi (Molina and Harrison, 1977). Powelson
(1980) ise ABD de Oregon'da yapmis oldudu g¢alismalarda sap
¢lirlimesine her iki bakteri tiiriinlin de neden olabildigini,
sicakliklarin nispeten diisiik oldugu vegetasyon devresinin
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baslarinda yaygin olan etmenin Eca oldugunu, sicakliklarin
arttidi hasat devresine dogru Ecc'nin hakim tiir durumuna
geldigini ve tarladd belirtiler acisindan bu iki tiirii ayzr-
manin imkansiz oldugunu g&sterdi. Halen tarlada hangi alt
tlirlin hangi g¢evre kosullarinda Karabacak hastaliina neden
olabilecegi tam bilinmemekle birlikte, toprak sicaklidinin
18%¢'nin altinda oldudu durumlarda infekteli patates bitki-
sinde Eca'nain g¢ogunlukta oldugu, 25%¢c nin {izerindeki sicak-
liklarda ise Ecc nin yodunluk kazandigi bildirilmektedir
(Molina and Harrison, 1980).

Ozellikle tohumluk patates yetistiriciliginde gok
Gnemli yeri olan Eca ve Ecc'nin baglica inokulum kaynakla-
rinin ne oldugu da arastiricilar arasanda uzun yillar tar-
tisma konusu olmustur. 1900 basglarinda arastiricilar ilk
bulasma kaynadinin infekteli tohum olduuna:inanmislardir
(Stanghellini, 1982). 1930-1950 1li yillar arasinda bulasgik
topragin ana inékulum kaynagi oldugu dikkate alindi (Leach,
1930) . Bu ise,patates yumrusu yem olarak kullanilarak Erwinia
carotovora'nin topraktan izole edilebilmesi galismalarina
dayanmaktaydi. Bu bulgular izolasyonda kullanilan patatesin
icten ya da distan Ecc ile bulasgabilecegi gdriisii nedeniyle
kesinlik kazanmadi. Nitekim bu gdriigte olan Graham and Hardie
(1971) Iskogya'da Ecc we Eca'nin primer inockulum kaynaginin
tohum oldudunu rapor etmesi ile tohumun bulasmada en Snemli
kaynak oldugunu hipetezi gegerlik kazandi. Bu bulgular;
Logan (1968); Perembelon (1972, 1973, 1974); Molina et al.
(1974) ; De Boer and Kelman {(1975); Burr and Scrotch (1977)°
nin arastirmalari ile de desteklendi. Ayrica 1 gram toprakta
lO3 hiicre/ml dzerindeki Ec papulasyonunu dodru olarak tesbit
edebilecek kadar hassas olan segici besiyeri (CVP) 'nin kul-
lanilmasi durumunda bile topraktan izole edilemedi (Cuppels
and Kelman,1974; De Boer et al., 1978). Bu bulgulara gére ne
Eccne de'Eca'nin toprak orijinli olmadid:r sonucuna varildi.
Bu goérilisler i1gsiginda Avrupa, Avustralya, Kanada ve ABD'de
tohumluk patates {iretimi patojenden ari bitki elde edilmesi
esasinda dayandirildi. Bununla birlikte daha sonra yeni
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yumrularin Ecc veya Eca 1ile tekrar bulastigi pek ¢ok calig-
mada saptandi (Graham et al., 1976; Perombelon et al.,
1976; Sampson, 1977; Copeman and Schneider, 1978; De Boer
et al., 1978). iskogya'da tohumluk {iretim peryodunun 3. yi-
linda yumrularin %100'dinlin bulastigi gdrildi (Perombelon
et al., 1976). Bu bulgular arastiricilari farkli bulasma
yollari oclabilecegi goriisi lizerinde yogunlasgtairdi. Bécek-
lerin (Molina et al., 1974; Harrison et al., 1977; De Boer
et al., 1978; Perombelon, 1978) wve aeroscllerin (Graham
and Harrison, 1975; Perombelon 1978; Perombelon et al.,
1979; Quinn et al., 1980) inokulum kaynaklari oldudu ve
yumrularin bulasmasinda rol oynadi§i belirlendi. Ancak
toprak lizerinde durulmadi. 1975 yilinda Meneley and
Stanghellini Arizona'da nadasa bairakilmis tarlalarda pata-
tes dikiminden 1 giin Snce hem Ecc, hemde Eca'y1l zenginleg-—
tirme teknikleri kullanarak topraktan izole etmeyi bagardi.
Bu bulgulardan sonra yari kurak mutedil iklim hiikiim siliren
b&lgelerden, soguk ve nemli b&lgelerdeki nadasa birakilan
tarla topraklarindan Ecc ve Eca izole edildi. De Boer
(1979) hem Ecc'nin hemde:. Eca 'nin Wisconsin'de toprakta
kislayabildigini, 1980 de Coplin, Ohio'da toprakta kisi
gecirdigini belirttiler.

Son yillarda yapilan cgalismalar Eca ve Ecc'nin
daha &nce yetistirilen iiriine bakmaksizin ekili ve ekili
olmiyan tarlalardan alinan toprak Orneklerinde mevcut ol-
dugunu g&sterdi (Perembelon and Hyman, 1989). Zenginleg-
tirme tekniklerinin kullanimi (Meneley and Stanghellini;
1976 ; Burr and Scrotch, 1977; Butler and Stanghellini, 1980)
topradin yanisira sulama sularinain da Erwinia carotovora
ile bulasabilecedini ve sularin da inokulum kaynagi olabi-
lecegi dislincesini kanitladi. Nitekim, Mc Carter-Zoner et
al.(1984) gliney Iskogya'da, Colorado da, ABD'de daglardaki
yviiksek yaylalardaki, ekili alanlardaki; ¢g&l, irmak, dere
ve gay sularinda Ecc'nin yil boyunca mevcut oldudunu, Eca'-
nin ise ¢ok daha az siklikla izole edilebildi§ini, yeralta
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sularinda ise yasamadidini ortaya koydular. Ayrica bu
aragtiricilar Ec'nin Iskogya'da yadmur sularinda, Colorado-
daki daglardaki karlarda, Iskogya ve Oregon kiyilarinda de-
niz suyunda mevcut oldugunu saptadilar. Jorge and Harrison
(1986) Amerika'da Colorado “éa South Platte ve Big Thompson
irmaklarindaki sularda, Perembelon and Hyman (1987) Iskogya-
da Alyth Burn irmadinda, Maddox and Harrison (1987)Colorado-
da Rio Grande irmadi ve kollarindaki ylizey sularinda ve yer-
alti sularinda Ec'nin mevcut oldugunu belirttiler.

Zenginlegtirme teknikleri ve seg¢ici besiyerinin
kullanimi, Erwinia carotovora'larin yukarda s&zili edilen ino-
kulum kaynaklarinin yanisira belirti gdstermiyen patates
bitkilerinin ve taraimsal veya tarimsal olmiyan alanlardaki
pekgok kiiltlir bitkisinin: rizosferinde yasayabildigini de
g&sterdi (Meneley and Stanghellini, 1976; Perombelon, 1976;
Burr and Scrotch, 1977; De Boer et al., 1978; de Mendonca
and Stanghellini, 1979; Coplin, 1980) . Mc Carter-Zorner
et al. (1985) ticari amagli patates tarlalarindaki pekgok
yabanci ot tirli ve mlinavebe bitkileri rizosferinden,
Colorado'da 24, Iskogya'da 47 bitki tiirtinden E. carotovora
izole ettiler. Bu calismada peryodik olarak toplanip in-
celenen yabanci ot rizosferlerinin %44 'linlin Ecc veya Eca
ile bulasik oldudu saptandi. Ayrica hangi alt tiliriin hakim
oldugunun drneklerin alinma zamanina badgli olarak degistigi
de belirlendi. Perombelon and Hyman (1989) Iskogya'da Ec'-
nin rizosferde canli kalabilmesi ile ilgili g¢alismalarinda
Brassica cinsi bitkilerde yasam sansainin g¢ok yiiksek, ¢im
ve hububatta orta derecede, patates ve difJer yabanci otlarda
dliglik oldugunu kanitladi. De Boer (1983) Ec'nin topraktaki
populasyonunun patates ekili tarlalarda gelisme sezonunda
oldukga diisiik oldugunu, yesil aksamin &ldiiriilmesinden sonra
artmaya basladigini, patates hasatindan Sonra artmaya devam
ettigini ve kis aylarinda azaldigini belirledi. Powelson and
Apple (1984) tohumluk yumrularda mevcut ayni Ec serogrubla-
rinin, belirti g&stermiyen patates bitkilerinde de bulundu-~-

gunu, belirti gdsteren patates saplarindan izole edilen
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Ec izolatlarinin %11-15 inin karekteristik toprak izolat-
lari ile ayni serogrubtan oldugunu, %4-14 {inlin tohum ori-
jinli Ec'lar oldudunu, ancak geride kalanlarin ise toprak
ve tohumda bulunan serotiplerden farkli serotipler tara-
findan infekte edildigini saptadilar.



3. MATERYAL v METOT
3.1. Materyal

Yapilan biitiin denemelerde Bolu, Nevsehir ve Nigde
illeri patates ekim alanlari ve depolardan toplanan hasta-
likli patates bitkileri ve yumrular, yurt digindan ithal
edilen tohumluk patatesler galismalarda kullanilan bitki-
sel materyali olusturdu. Ayrica bu 3 ildeki patates liretim
alanlarindan alinan toprak Ornekleri, ylizey ve yeralti su
kaynaklarindan alinan su &rnekleri ¢aligsmalarda kullanilan

cansiz materyaldi.

Denemelerde elde edilen yumusak ¢lirtikliik grubu
Erwinia spp izolatlarinin kesin tanilamalarini yapmak ama-
ciyla Scottish Crop Research Institute (SCRI) Edinburgh-
Iskogya'dan temin edilen asagidaki Erwinia killtlirleri po-
zitif kontrol olarak kullanaildi:

Erwinia carotovora subsp. carotovora — SCRI-133 patates izolatxi

n "

Erwinia carotovora subsp, atroseptica— SCRI-1039

" n

Erwinia chrysanthemi ..eoeeeses eeseses SCRI-4043

Patojenisite denemelerinde ise anag¢ kademede

Granola ¢egidi tohumluk patates yumru ve bitkileri kullanildi.

3.2. Metot
3.2.1. Silirvey calismalaray
Slirvey calismalari patatesin vegetasyon devresinde

tarlada, hasat sonrasi ve kisin depolarda olmak {izere hem

patates bitkilerinde hem de yumrularda yapilda.
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3.2.1.1. Tarla silirveyleri

Bu silirveyler Bolu, Nevsehir ve Nigde illerinde
patates ekim alanlarinda vegetasyon devresinde Haziran-
Eylil aylarini kapsayan 4 aylik peryot iginde yapildi. Her
ilde incelenecek tarla sayisi, ekilis alani ve Srnek alma,
alinan &rneklerden laboratuvarda bakterilerin izolasyonu
calismalari dikkate alinarak Basit UOrnekleme ¥d&ntemi'ne
(Bora ve Karaca 1970) gdre belirlendi. Bu 3 ilde ilcgeler
diizeyinde patates akilis alanlari, liretim ve incelencek
tarla sayilariGCizelge 3'de verilmigtir.

Clzelge 3. Bolu, Nevsehir ve Nigde illerinde patates
lretimi ve incelenen tarla sayilari

(*) . . (%)

ILLER Ekilis Alanai Uretim Incelenen tarla
(ha) (ton) sayisi
BOLU
Merkez 8 .651 268 .620 49
Gerede 702 13.601 8
Diger 9 ilge 1.991 29.718 -
TOPLAM 11.344 311.939 57
NEVSEHIR
Merkez 12.065 461 .461 44
Derinkuyu 6.147 223.445 20
Urglip 3.704 53.918 17
Avanos 2.303 30.699 5
Acigdl 1.832 71.114 8
Diger 3 ilge 226 6.207 -
TOPLAM 26 .277 846 .844 94
NIGDE
Merkez 19.600 747.733 70
Camarda 1.000 14.572 3
Diger 2 ilge 970 21.033 -
TOPLAM 21 .570 783.338 73
GENEL. TQPLAM 59.191 1.942.121 224

(*) Basgbakanlik Devlet Istatistik Enstitiisii Bilgi Islem
kayitlarindan alinmigtir (Yayinlanmamisg) .
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Tarla slirveylerde sayim yapilacak her tarladaki
kontrol edilecek bitki sayisi, 308 sayili yasaya badli ola-
rak hazirlanmig olan Tohumluk Kontrol ve Sertifikasyonu
Hakkinda Talimat (Anonymous, 1976) da belirtilen metoda g&-
re saptandi. Tesadiifen seg¢ilen 50 m. (yaklasik 100 bitki)
uzunluundaki siralarda tiim tarla alanini temsil edecek se-
kilde sayimlar yapaildxa:

Tarla alani 0-5 dekar ise 5 sira (500 bitki)
11 " 5_10 ” 11 lo 1] (1000 " ) «
1] 11 >lo ”n " 15 n (1500 ” )

Her tarlada hastalik ¢ikis oranlari {izerinde yapilan sayaim-
larda, yapraklarinda pdrsiime, sararma ve kuruma, saplarda
ve gbvdede tipik siyahlasma ve yumusama seklinde belirti
gbsteren patates bitkileri hasta olarak kabul edildi. Sayim
sonuclari hasta saglam seklinde dederlendirilerek her tar-
ladaki yiizde hastalik ¢ikis oranlaria belirlendi. Hastalik
gorillen her tarlada 3-5 adet hastalikli bitkiden sap ve
gdvde 6rnekleri alinarak yeni polyethylen torbalara kondu,
laboratuvara getirilerek sec¢ici besiyerine {(CVP) izolasyon-

lar yapildi ve elde edilen izolatlar tanilandi.

Slirvey.'yapilan her ilgedeki hastalik ¢ikis oranai,
sayimlar sonunda o ilgede incelenen tarla alanlari ve her
tarladaki ylizde c¢ikis oranlari dikkate alinarak tartili or-
talama metoduna g&re (Bora ve Karaca, 1970) hesaplandi.
Karabacak hastaliginin yayginlik orani ise silirvey yapilan
her ilgedeki hastalikli tarla sayisinin incelenen toplam
tarla sayisi icgindeki ylizde orani sgeklinde hesaplandi. Tar-
t1l1 ortalama metoduna gdre de her ildeki hastalidin yaygin-
lik orani belirlendi.

3.2.1.2. Depo silirveyleri

Bu calismalar hasat sonrasinda ve kisin Aralik-

Subat aylarinda Bolu ve Nigde illerinde {dretici depolari
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ve Nevgehir ilinde tabii yeralti depolarindaki patates
yumrulari lzerinde yapildi. Bunun ig¢in Tohumluk Xontrol

ve Sertifikasyonu Hakkinda Talimat'da (Anonymous, 1976)
belirtilen &rnek alma metoduna gére: ambardaki b&lmelerin
kapasitesi 10 tona kadar olanlardan tesadiife gére 100 yum-
ru, 20 tona kadar olanlardan 200 yumru incelendi. Depoda
veya bdlmelerdeki patates miktarlari iliretici veya depo sa-
hibine sorularak tahmini olarak belirlendi. Yapilan ince-
lemelexde tipik, yumusamis sulu civik bir hal almig yumru-
lar hasta olarak kabul edildi ve bu ¢liriik yumrulardan CVP
besiyerine izolasyonlar yapilarak Erwinia spp'lerin varlai-
g1 aragtirildi.

Depolarda yapilan c¢liriik yumru sayimlarina ilave-
ten, depolama siliresince patateslerin sik sik elden gegiri-
lerek ayiklanmasi nedeniyle ve latent infeksiyonlardan do-
layi (Hayward, 1974) yumrulardaki gerc¢ek bulasmayi belir-
leyebilmek ig¢in sayim yapilan bdlmelerin bazilarindan da
tesadlife g&re 30-40 adet yumru Ornedi alindi. Alinan Srnek-
lerde, laboratuvarda yumru inkubasyon metoduyla {Permcbelon, 1979) yu-
musak ¢liriklik grubu Erwinia spp.'larla bulasma durumu arastirildi. Bu
amagla her Ornege ait 30-40 patates yumrusunun her birinde 10 lentisel
steril bir kiirdan yardimiyla vaklasik 2-3 mm. -derinlikte olacak gekilde
delindi. Delinen yumrular ince kadit havluyla sarilarak steril su
ile 1islatildi. Nemliligi siirekli saglamak ig¢in her bir
yumru polywvinilidin filmle sikica sarildi. Bir kap igine
tek sirali olarak yerlestirilen yumrular 22° de 3-4 giin
boyunca inkube edildiler. Inkubasyondan sonra ince polyvi-
nilidin film ve kagit havlular ¢ikarilarak yumrular tek tek
incelendi. Delinen lentisel civarinda tipik yumusak cliriik-
liik belirtisi g&steren yumrular yumugak cliriikliik grubu
Erwinia spp. ile bulasik olarak degerlendirildi. Cliriikliik
belirtisi gdsteren yumrulardan CVP sec¢ici besiyerinde izo-
lasyon yapilarak, izole edilen bakteriler tanimlandi. Daha.
sonra inkubasyona tabi tutulan toplam yumru ve bulagik yum-
rular sayisi dikkate alinarak Erwinia spp ile bulagik yum-
rulag ylizdesi hesaplandi.
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Her ile ait ylizde clirlime ve Erwinia spp. ile
bulasma cranlari, depolanan patates miktarlari dikkate
alinarak tartili ortalama metoduna gdre hesaplandi.

3.2.2. Inockulum kaynaklara

Olasi inokulum kaynaklarini arastirmak gayesiyle
(a) ithal edilen tohumluk patatesler, (b) tohumluk {iretimi
amaciyla yetistirilen patates tarlalarindaki hastalikli ve
saglikli bitkilerden olusan yeni yumrular (c) patates sula-
masinda kullanilan ylizey ve yeralti sulari (d) bitki rizos-
feri ve toprak, yumusak c¢lirtiklilk grubu Erwinia Spp. agisin-

dan incelendi.

3.2.2.1. Ithal tohumluk patatesler

Tohumluk patates ihtiyacini karsilamak am501yla
yurt disindan ithal edilen tochumluk patates gesitlerinin
herbirinden toplam olarak 35-50 yumru &rnek olarak alindi.
Alinan yumru srnekleri laboratuvarda yumru inkubasyon meto-
duyla incelendi. Her &rnekte gﬁrﬁklﬁk belirtisi g&steren
yumrulardan bakterilerin izolasyonu ve tanilamalari yapila-
rak yilizde bulasma oranlari saptandi.

3.2.2.2. Yeni yumrular

Tohumluk amagli patates yetigtirilen tarlalalarda
hasata yakin devrede hastalik belirtisi gdsteren ve saglikla
gbriinen bitkilerin olusturdugu yeni yumru &rnekleri alind:.
Bunun ig¢in hastaligin go&riildligi her tarladaki hastalikli ve
saglikli bitkilerden 100 er yumru olmak {izere her tarladan
toplam 200 yumru Srnek olarak alindi. Bu islem 4 ayri tar-
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lada yapilarak toplam 800 yumru elde edildi. Her tarlaya
ait hastalikli bitkilerin saplarindan &rnek alinarak la-
boratuvarda bakterilerin izolasyonu ve tanilamalari yapil-
di. Her tarlada hastalikli ve sadlaikli bitkilerden alinan
100'er yumrunun 50 ser tanesi laboratuvarda yumru inkubas-
yon metoduyla incelendi ve cglirtikliik belirtisi gOsteren
yumrulardan izolasyon, tanilama g¢alismalari yapildi. Her
tarlaya ait kalan, hastalikli ve saglikli 50 ser yumru
(toplam 400 yumru) ise kis boyunca depoda kadit torbalarda
saklandi. Nisan-Mayis aylarinda bu yumrularda yumusak ¢lirtiklik be-
lirtileri yé&éniinden g&zlem vapildi ve yilizde c¢lirlime oranlari

belirlendi.

3.2.2.3. Sulama sularai

Bolu, Nevsehir ve Nigde illerinde patates sulama-
sinda kullanilan ylizey ve yeralti sularinin yumusak c¢lrik-
likk grubu Erwinia'larla bulasma durumu arastirildi. Bunun
igin Bolu ilinde patates sulamasinda kullanilan G3lkdy ba-
rajir ve Cepni deresinin sularindan 1 yil boyunca farkli
zamanlarda su Ornekleri alindi. Ayrica Nevsehir ve Nigde
illeri patates liretim alanlarinda ¢odunlukla yeralti sula-
rinin kullanildidi derin su kaynaklarindan Ornekler alaindi.
Her Ornek alindiginda su sicakligi kaydedildi. Her kaynak-
tan 250 ml'lik steril cam siselere konan su &rnekleri, la-
boratuvara getirilerek pH dederleri 8lgiildli ve 24-48 saat
iginde seg¢ici besiyeri CVP kullanilarak izolasyon islemine
tabl tutuldu.

3.2.2.4. Toprak ve rizosfer

Erwinia spp. nin toprakta bulunma durumunu sap-
tayabilmek amaciyla Bolu ve Nevgehir illerinde patates lre-
timi yapilan tarlalardan 1 yil boyunca muhtelif zamanlarda
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(dikim Oncesi, vegetasyon devresi, hasat sonrasi ve kisin)
toprak &rnekleri alindi. Toprak Srnekleri De Boer et al.
(1979) ve De Boer (1983) te belirtilen metoda g&re 2.5 cm.
capindaki toprak sonda aletiyle, tim tarlayi temsil ede-
cek gekilde 20-24 yerden olmak lizere 5-25 cm. derinlikteki
toprak zonundan allndl.“Her tarladan alinan &rnekler pacgal
yapilarak yeni polyeth§len torbalara kondu ve iglem g&re-
ne kadar 5°c da saklandi. Alinan her &rnek 24-48 saat icin-
de izolasyon iglemlerine +tabii tutuldu. Ayrica &rnek ali-
nan her tarlada &rnek alinan derinlikteki toprak sicakliga

bir toprak termometresi ile &lglilerek-.kaydedildi.

Toprak Ornekleri yani sira Nevsehir ilinde hasata
yakin devrede hastalik belirtisi gdstermiyen saglikli pata-
tes bitkileri so&kiildii. Sap kisimlara kesilerek toprakli ko&k
kisimlari temiz polyethylen torbalara kondu ve 24-48 saat
i¢ginde laboratuvarda izolasyon islemine tabii tutuldu (De
Boer et al., 1978).

3.2.3. Bakterilerin izolasyonu

Yumusak c¢lirtikliik grubu Erwinia spp'lerin hastalik-
11 bitkilerden, clirik yumrulardan, topraktan, sulardan ve
rizosfer'den izolasyon calismalarinda, bu grup bakterilerin
kuvvetli pektolitik enzim meydana getirebilme &zelliklerin-
den yararlanilarak bulunmus olan; CVP (Crystal Violet Pectate)
seg¢ici besiyeri kullanildi (Cuppels and Kelman, 1974). CVP
se¢ici besiyerinin igeridi ve hazirlanis sekli asadida veril-

mistir.

CVP (Crystal Violet Pectate) Besiyeri (Arthur

Kelman kigisel g&rilisme)

%$0.075 W/V Crystal violet sulu ¢dzeltisi 1.0 ml
1 N Na OH 4.5 ml
%10 CaCl2 2H2O 6 ml
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Agar (Difco No:l) 2 g
Na~~NO3 ‘ 1 g
Trisodium citrate dehydrate 2.5 g
%10 Sodium Lauryl sulfate 0.5 ml
%32 CycCloheximide 2.5 ml
Damitik su 1 1t

Yukardaki maddeler, iginde 1 1t kaynar damitik su
bulunan ve digik hizda galistirilan karistiriciya (Waring
Blendor) konduw Daha sonra karistirici yiliksek devirde ca-
listirailarak 9 g Na polypectate (Burger Enterprises, 2225
Eton Ridge Madison, Wisconsin 53705-USA) azar azar ilave
edildi. KRarigtirica 15 sn yiikksek hizda g¢alistirildiktan
sonra durduruldu ve besiyeri 2 1t 1lik bir erlene ddkiildii.
Agzi aliminyum folye ile kapatilarak 120°c da 1,5 atmosfer
basing altinda 25 dakika sterilize edildi. Daha sonra ha-
zirlanan besiyeri 9 cm gapli cam petri kaplarina her petriye
yaklasik 13-15 ml olacak gekilde ddkiildli. Besiyerlerxi kati-
lastiktan sonra 24-48 saat ylizeylerinin tamamen kurumasi
igin beklendi. Besiyerleri hemen kullanilacaksa katilagtik-
tan sonra steril hava lflemeli bir kabin (Laminar flow ca-
binet) ig¢inde petri kaplarinin kapaklari yari agik olarak

2-4 saat besiyeri ylizeyinin tamamen kurumasi saglandi.

Bu sekilde hazirlanan CVP besiyerine,alinan OSrnek-
lerin steril destile su ig¢inde hazirlanmis siispansiyonlarin-
dan 0.1 er ml alinarak cam bégetle ekim yapildi. Inokule
edilen besiyerleri 27°c da inkube edildiler. 2-3 gin inku-
basyondan sonra CVP besiyerinde tipik krater seklinde koloni
olusturan bakteriler yumugak c¢liruklilkk grubu Erwinia spp. olarak dederlen-—
dirildi.
3.2.3.1. Saplardan izolasyon

Hastalikli patates bitkilerin saplarandan %70'lik

ethyl alkole bandirilmig ve alevden geg¢irilmis steril bir
bistiiri yardamiyla, saglikli doku ile siyahlasmig, yumusamisg
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infekteli dokuyu kapsayan kisimdan 2-3 cm.lik parcgalax
kesildi. Daha sonra bu pargalar %1 lik Na ClO0 g¢Gzelti-
sinde 3 dakika ylzeysel dezenfeksiyona tabii tutuldu. Ste-
ril suda 1 ka¢ kez durulandiktan sonra steril kurutma ka-
gitlaranda kurutuldu ve steril bir havanda 1-2 ml steril
su icinde ezilerek silispansiyon hazirlandi. Hazirlanan bu
sliispansiyondan lo—irden 10'5'e sulandirma serileri hazir-
landi. Her seriden mikropipet yardaimiyla 0.1 ml alainarak
CVP besiyerine cam bagetle ekim yapaildi.

3.2.3.2. Clrik yumrulardan izolasyon

Hastalikli yumru Orneklerinden saglikli doku ile
clirtiyen kismin kenarindan yaklasik 0.5 g'lik doku pargalari
alevden gec¢irilmis steril bir bistiliri yardimiyla iginde 9ml
steril su bulunan tiiplere ' alindi. Daha sonra tilip karigtai-
ricida iyice karistirildi ve bu silispansiyondan yine 10-5 e
kadar sulandairma serileri hazirlandi. Her seriden yukaraida
belirtildigi sekilde CVP besiyerine ekim yapildx.

3.2.3.3. Sulardan izolasyon

Laboratuvara getirilen su drneklerinden her Ornek-
ten yaklasik 50 ml su, 100 ml lik agzi wvidali kapakli steril
siselere kondu. Siselerin lizerine asagida bilegsimi ve hazir-
lanis gsekli anlatilan Pektate Zenginlegtirme besiyeri karaig-
tirilarak ilave edildi. §Sise agzina kadar dolduruldu ve ka-
pagdi, icerde hava kabarcigi kalmamasina &zen g&sterilerek
dikkatlice siki bir gekilde kapatildi. Siseler 24°¢c de 48
saat boyunca inkube edildiler (Meneley and Stanghellini,
1976) .
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PEM (Pektate Zenginlestirme Ortami) Meneley and
Stanghellini (1976).

Na polypectate (Burger Enterprises). 0.625 g

%10 (NH4,)2 SO4 2.5 ml
310 KZHPO4 2.5 mlL
%5 Mg SO4. 7H20 1.5 ml
Damitik su 225 ml.

Na- polypectate kullanilmadan &nce Meneley and
Stanghellini (1976) da belirtilen metoda gdre ¢ozlinebilir
gsekerlerden arindirildi. Bunun igin 100 gr Na- polypectate
500 ml %60'1lik ethyl alkol ilave edilerek 15-20 dakika
otoklavda sterilize edildi. Daha sonra pektate her seferin-
de 250 ml 1ik %60!lik ethyl alkol (%5 HCl ile asitlegtiril-
mig) ile 3 kez yikandi. 3 kez de 150 ml 1lik %95 lik ethyl
alkol'le yikanip durulandiktan sonra 60°c de 12 saat boyunca
kurutuldu. Bu sekilde hazirlanan Na-polypectate'den 0.625 g
alindi, yukarda belirtilen miktarlarda, sterilize edilmis
tuz c¢ozeltileri 225 ml steril su ile karaistairaldi. ‘

PEM'da inkubasyondan sonra sigelerin kapaklari
ag¢ilarak her Ornekten daha Once saplardan izolasyon kisminda
belirtildigi gibi sulandirma serileri hazirlanarak (lO—l—

10-5) CVP besiyerine cam bagetle ekim yapilda.

3.2.3.4. Topraktan ve rizosferden izolasyon

Tarladan alinan ve pagal yapilan toprak drnekle-
rinden yaklasik 25 g. toprak Ornegi 250 ml'lik steril agzi
vidali kapakli giselere kondu. Siseler daha Once sulardan
izolasyon kisminda anlatildigi sekilde hazirlandi, PEM be-
siyeriyle agzina kadar karigtirilarak dolduruldu. Daha sonra
kapaklar yine ic¢erde hava kalmamasina &zen g&sterilerek dik-
katlice ve. sikica kapatildi. Kapaklar parafilmle sarilarak
24°c de 48 saat boyunca inkube edildiler. (Meneley and
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Stanghellini, 1976). Inkubasyondan sonra yine sulandirma

serileri hazirlanarak CVP'ye ekim yapildi.

Rizosfer den izolasyon ig¢in saplari kesilmis kd&k
bogazi ve k&kleri iceren patates bitki Ornekleri temiz bir
kurutma kagidi lizerine konarak bitki lizerine yapismis top-
rak parcalari steril bir firga yardimiyla kagit lzerine
alindi. Bu sekilde elde edilen rizosfer toprak Orneklerin-
den yaklagik 5-10 g.lik kisaim 20 ml'lik wvidali kapakli gi-
selere kondu ve {izeri PEM ile tamamlanarak giselerin agzi
yukarda belirtilen gsekilde kapatildi. 24°c de 48 saat in-
kubasyondan sonra sulandirma serileri hazirlanarak CVP
besiyerine ekim yapildxi.

3.2.4. Bakterilerin tanilanmasi

Yumusak c¢lirikliik grubu Erwinia spp.'nin 6n tanila-
masi igin Perembelon and Hyman (1986) erythromycin'e duyar-
li1lik ve sicaklik toleranslarina dayali olarak gelistirdik-
leri siiratli teshis metodu ve Philips and Kelman (1982) nin
E.carotovora Subsp carotovora, E.carotovora Subsp atrosep-
tica'nin o-methyl-glucosid'den agarli besiyerinde yararlanma
farkliligina dayali test metodlari birlestirilerek kullanildi.

Bunun ic¢in CVP segici besiyeri daha &nce belirtil-
digi sekilde hazirlanarak petrilere dokiildli. Ayrica ayni se-
kilde hazirlanmigs CVP besiyerine otoklavdan sonra aseptik
kosullarda litrede 35 g olacak gekilde erxrythromycin ilave
edilerek petrilere dokiildii. a-methyl-glucoside'den yarar-
lanma testi iginde asagida igeridi ve hazirlanigi verilen

aMG besireyi hazarlandi.

oMG besiyeri (Philips and Kelman, 1982)

oe
o
.

Solusyon A KH,PO

4 2P0y
31.4  K,HPO,
30.2 NH.CL

4
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Solusyon
Solusyon

Solusyon

c
D
E
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%0.2.Bacto Casamina Acids
% 3 Agar (Difco No.l).
%10 MgSO4.7H20

%20 .o-Methyl-Glucoside

%l TTC (Triphenil tetrazolium choride)

Bu 5 solusyon ayri ayri otoklavda sterilize edil-
di. Otoklawvdan sonra 500 ml A, 50C ml B, L. ml C, 50 ml D wve
2 ml E solusyonlarindan olmek {izere karigtirilip petri kaplarina

12-13 ml olacak sekilde d&kiilerek aMG besiyeri hazarlandi.

Bu sekilde hazirlanan besiyerlerini igeren petri
kaplarinin alt kasimlarina ¢ok sayida drnegi testlemek ama-
ciyla cam kalemiyle asagidaki sekilde bir sablon ¢izildi
veya lizerine ayni sekilde sablon ¢izilmis ve petrikabi ca-
pinda kesilmis asetatlar seffaf plastik bantla petrilerin
altaina tutturuldu (Sekil 1).

Sekil 1. Besiyerinde g¢ok sayida izolatin testlenmesi
icin petri kabi altina ¢izilen sablon.
1.2.3 - Referans izolatlarai
4.5.6.7- Testlenecek izolatlar.
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Daha once bakterilerin izolasyonu bd&liimiinde an-
latildagi gibi her Ornede ait CVP besiyerinde 27°% de
24-48 saat inkubasyon sonunda olugsan tipik krater bigimin-
deki kolonilerden ve her &rnek ig¢in en az 5 koloniden ol--
mak lizere steril bir igne ile, altinda sablon bulunan 4
ayri petriye (2 adet CVP, 1 adet Erythromycinli CVP (CVPE)
1 adet aMG) nokta inokulsayonu yapaildi. Ayrica pozitif
kontrol olarakta ayni petrilere gekil-l de belirtilen yer-
lere (1.2.3) Ecc -133, Eca-1039, Echr- 4043 nolu tanilamasi
vapilmig kiiltlirlerden (Nutrient Agar'da 24 saat geligtiril-
mig) nokta inckulasyonu yapildi. Bu gekilde ekim yapalan
besiyerleri asagidaki sicaklik kogullarinda 24-48 saat in-
kube edildiler.

1- cvp -
2- CvP - 36
3- CVPE - 27
4- aMG -~ 24

Wy,

N
~J
O O

(6]
QO o o

Inkubasyondan sonra asagidaki tabloya gdre tanilamalari

vapildi.

cvp 27°% cve 36% cveE 27°% aMG
Ecc + + + Beyaz koloni
Eca + - + Kirmizi "
Echr + + - Beyaz H

(+) tipik krater tipi koloni
(=) gelisme yok

Tanilamalari yapilan kolonilerden Nutrient Agar
(Difco) besiyerine 8ze ile ¢izgi ekim yapilarak 24 saat 27%
de inkiibe edildi. NA'daki tek kolonilerden edik besiyerine
alanarak 24 saat geligtirildi ve lizerinde steril mineral yag

eklenerek 20°C'de saklandi.
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3.2.4.1. Patojenisite ve Vvirulens

Yumusak c¢lirlikliik grubu Erwinia spp.ler Uzerinde
patojenisite calismalari yumrulardan gikarilmig patates
dilimleriyle ve patates bitkilerinin yesil aksamiyla olmak
lizere 2 gekilde .yapaildi. Izolatlarin virulensi ise yesil

aksamda yapilan denemelerle belirlendi.

3.2.4.1.1. Patates dilimleri testi

Bunun ig¢in patates yumrulari (yeni hasat edilmig
veya c¢imlenmemisg) musluk suyunda yikandiktan sonra %10 luk
NaClQ solusyonunda 10 dakika tutuldu ve havada . kurutuldu.
Alevden gegirilmis steril bir bisturi yardimiyla 7=8 mm.
kalinlikta patates dilimleri hazirlandi. Her dilim iginde
steril su ile 1slatilmis filtre kagidi bulunan petrilere
yerlestirildi. Patates diliminin {list ylizeyine steril bir
bisturi yardimiyla 3-4 mm. derinlikte bir yarik a¢ildi. Bu
varik lizerine 24 saatlik NA'da geligtirilen bakteri kiiltir-
lerinden steril su ile hazirlanan silispansiyondan (yaklasik
lO8 hiicre/ml) bir kag¢ damla kondu. Denemede kullanilan her
yumrudan bir dilim de kontrol olarak alindi ve bakteri kiil-
tiirli yerine steril su damlatildi. I¢inde patates dilimleri
bulunan petri kaplari 24°c da 48 saat inkube edildi. inku-
basyon sonunda patates dilimlerinde inockulasyon noktasinda
yumugak c¢lirlikliik belirtisi bulunup bulunmadidi steril bir
bze ile kontrol edildi (Lelliott et al., 1966).

3.2.4.1.2. Patates bitkilerinde patojenisite ve virulens

Bu amac¢la anac¢ kademede tohumluk olarak yetigtiri-
len granola ¢esiti patates yumrulari her saksiya 3 tane ol-
mak lizere dikildi. Bitkiler 5-6 haftalik oldudu devrede
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(yaklagik 25 cm. boyda) inokule edildiler. 24-48 saatlik
Nutrient Agarda gelistirilmig bakteri kiiltlirlerinden ste-
ril bir kiirdanla alinan bakteri kitlesi sapa 2 bogum ara-
sindan batirilmak suretiyle inockule edildi (Hossain and
Read, 1983), kiirdan yerinde birakilarak inckulasyon noktasi
parafilmle sarildi. Her denemede pozitif kontrol olarak

3 ayri saksidaki bitkiler Eca -1039, Ecc—133, Echr-4043
kodlu bilinen bakterilerle inokule edildi. Ayrica 1 sak-
sida, kiirdan steril suya daldirilarak bitkilere batirildi.
Her saksida 3 bitki sapi, kilirdan metoduyla inokule edile-
rek deneme 3 tekerrilirli olarak yiliriitlildli. Bitkiler aslatil-
mis polyethylen torbalara kondu ve oda sicakliginda inku-
basyona baraklidi. 48 saat sonra torbalar ¢ikarildi ve ino-
kulasyondan sonra 4.glinde bitkilerde belirti olusumu ince-
lendi. Yapraklarda solgunluk, inockulasyon noktasinin altin-
da ve iistlinde sap boyunca siyahlasma ve yumugsama seklindeki
belirti olusturan izolatlar patojen olarak dederlendirildi.
Izolatlarin virlilensini saptamak igin inokulasyondan sonra
4 .glinde saplardaki lezyon boyu bir cetvelle O&lglilerek kayde-
dildi. Her sapta 8lg¢lilen lezyon boyu, ortalama sap uzunludgu
(yaklasik 25 cm.) dikkate alinarak ylizde infekteli kasim
lizerinden Horsfall - Barrett skalasina gbre (1=0 higbir be-
lirti yok, 2=sapin%l-3 infekteli, 3=%3-6, 4=%6-12, 5=%12-25,
6=%25-50, 7=%50-75, 8=%75-87, 9=%87-93, 10=%93-96, 11=%96-99,
12=%100) hastalik siddeti deferlendirildi (Horsfall, 1945).

3.2.4.2. Biyokimyasal testler

CVP seggi¢i besiyerinde krater tipi koloni olugu-
muyla On tanailamalari yapilmis patojen carotovora grubu
Erwinia'larin tlr wve alt tilirlerinin ayiraimi ig¢in; glikoz
fermentasyonu, karbonhidratlardan asit olusumu, fosfataz,
indol olusumu, sakkarozdan indirgenmig maddeler olusumu tests
leri yapaildir (Graham, 1972). Kod numarali izolatlar (Eee-133,
Eca=-1039, Echr-4043) pozitif kontrol olarak kullanildi.
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3.2.4.2.1. Glikoz fermentasyonu

Glikoz oksidatif ya da fermentatif metabolizasyonu
i¢in Hugh and Leifson (1953) un O-F ortamindan yararlanildi.

O-F ortami:

Pepton (Difco) 2.0 g
NacCl 5.0 «a
K,HPO 0.3

259 Bl
Bromthymol blue 0.03 g
g

Agar (Difco No:1l) 3.0
Damitik su 1 1t

Yukardaki maddeler damitik suda isatilarak ¢ozildi
ve pH 6,8-7.0 ye ayarlandi. 4,5 ml ortam 12x200 mm.lik ag-
z1 vidali kapakli tiliplere dagitildi. Tiipler 120° de 15
dakika otoklavda tutuldu. Sterilizasyondan sonra, su banyo-
sunda 45-50°¢ de sogutulan tliplerin igine filtre (0.22u
sortarius) ile sterilize edilmis %10 luk glikoz solusyondan
aseptik kosullarda 0.5 ml ilave edilip karistirildi ve so-
Jumaya birakildi. Testlenecek her izolat i¢in 2 tip 24 saat
NA besiyerinde gelistirilmis kiiltiirlerden &ze yardaimiyla
besiyerin batirilarak inokule edildi. Testlenen her izolat
i¢in inckule edilen tiiplerden birinin {izeri 2-3 ml steril
mineral yagla kapatildi. Tlpler 27°c'de 24-48 saat inkube
edildiler. Her iki tiipte de sari renk olusumu durumunda

glikoz fermentasyonu pozitif olarak dederlendirildi.

3.2.4.2.2. Karbonhidratlardan asit olusmu

Bunun ig¢in Ayers, Rupp and Johnson (1919) ortamin-

dan yararlanaildi:

NH,H,PO, 1.0 g
KCl 0.2 g
MgSO, 7H..0O 0.2 g

4 72
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Bromthymal blue (%1.6 alkolik solusyon) 1.0 ml
Damitik su 1.0 1t

Yukardaki maddeler suda eritildi ve pH: 7.0 ye
ayarlandi. Hazirlanan solusyondan 1.8 ml 12x100 mm.lik tilip-
lere kondu. Tlplerin agzi pamukla kapatilarak 120°c de 1.5
atmosfer basing altinda 15 dakika sterilize edildi. Testle-
necek karbon kaynaklarinin (o-Methyl Glucoside, Maltoz, Laktoz
Trebaloz , Palatinoz) %10 luk sudaki solusyonlari filtre
(0.22u sortarius) ile sterilize edildi ve her tiipe 0.2 ml
aseptik kosullarda sterilizasyondan sonra ilave edildi.
Test edilecek her izolat ve pozitif kontrol igin bilinen
Erwinia tlirlerinin 24 saatlik NA da geligmig kiiltiirleri ile
6ze yardimiyla her karbonhidrat kaynaga ig¢in 2 tekerriirli
olarak inokule edildi. 27°c de inkube edilen tiiplexrdeki ge-
ligme 3,7,14 ve 2l.gilinlerde kontrol edildi. Sari renk olu-

sumu pozitif sonug¢ olarak degerlendirildi.

3.2.4.2.3. Fosfataz

Fosfataz testi Cowan (1974)'e gGre asagidaki besi-
veri kullanilarak yapaildz:

Peptone 10 g
beef extract (Difco) 5 g
Agar (Difco-No:1) 16 g
Damitik su 1 1t

Yukardaki maddeler isitalarak suda eritildi wve
pH: 7.0 e ayarlandai. 120° de 10 dakika sterilizasyondan
sonra 45-50°Cc te su banyosunda sodutuldu. Sodutulan besiye-
rine filtre ile sterilize edilmis %10' luk Phenolphthalein
diphospate tetra sodium tuzundan aseptik kosullarda 5 ml
ilave edildi ve iyice calkalanarak her bir petriye 12-13 ml
dokiildii. Besiyerlerinin ylizeyi steril hava Ufleyen kabinde
petri kapaklari yari acgik olarak 2-3 saat iyice kurutuldu.
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Test edilecek ve pozitif kontrol olarak bilinen bakterilerin
24 saatlik NA daki kiiltlirlerinden steril igne yardimiyla bu
besiyeri nokta geklinde ve 2 tekerriirlii olarak inockule edildi.
Petriler 27°c de 48 saat inkube edildiler. Daha sonra petri
kapagina 0.1 ml amonyum hidroksit damlatilarak besiyeri ka-
pagin lzerine kapatildi. Yaklasik 30 sn. sonra amonyak dif-
fuzyonu sonucu renkleri pembe ya da kirmizimsi olan koloni-
ler fosfataz pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.4.2.4. Indol

Indol olusumu ig¢in Dickey and Kelman (1988) 'in

metodl uygulandi. Bunun igin:

Tryptone 10 g
L.tryptophan lg
Damitik su 1l 1t

bilegsiminde hazirlanan eriyikten 12x200 mm ' lik
agzi vidala kapakli tliplere 5 ml kondu ve 120°c1de 15 da-
kika sterilize edildi. Sodutulduktan sonra bu tilipler test-
lenecek izolatlar ve referans olarak alinan Erwinia'laran
24 saatlik NA'daki kiiltlirleri ile &ze yardimiyla 2 teker-
rirlli olarak inokule edildi. Tipler calkalayicida 27%1 de
5 giin boyunca inkube edildi. Daha sonra {izerine 0.5 ml
Kovac's indol ayairaci (p.dimethyl aminobenzaldehyde 5 g +
butyl alkol 75 ml + konsantre HC1l 25 ml) konarak hafifge
karistairildi. Tipte Ust kisimda koyu kirmizi renk olusumu

pozitif sonug¢ olarak deferlendirildi.

3.2.4.2.5. Sakkarozdan indirgenmig maddeler olusumu

Bu test ig¢in tiliplerde sivi besiyerinde (Dye,
1969) ve petrilerde agarli besiyerinde olmak lizere 2 ayri

metottan yararlanailda.
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Dyve (1969) tert ortami:

Pepton 10 g
Beef extract 5 g
Sakkaroz 40 g
Damitik su 11

Yukardaki maddeler suda eritildikten sonra 12+200-
mm.lik agzi vidali kapakli tiiplere 5 er ml. da§1t;ld1 ve
120°c de 15 dakika otoklavda tutuldu. Daha sonra bu tilipler
24 saatlik NA da gelistirilen testlenecek izolat ve pozitif
kiiltlirlerle &ze yardimiyla inokule edildi. Tipler 27°c de
2 glin boyunca g¢alkalayicida inkube edildi. Inkubasyondan
sonra tilipler {izerine asagida iceriqi verilen Benedict ayi-
racindan 5'er ml kondu. Tiipler elle hafifge calkalandiktan
sonra kaynar su iginde 10 dakika tutuldu. Tiip i¢inde sarim-
s1 turuncu renk olusmu pozitif sonug¢ olarak deferlendirildi.

Benedict Ayiraci (Fahy and Hayward 1983)
Solusyon A: Sodyum sitrat (C6H5 Na3o72H20) 173 g

Na2 CO3 100 g

Yukardaki maddeler 600 ml damitik su iginde isitai-
larak eritildi ve hacmi 850 ml.ye tamamlandai.

Solusyon B: 18 g. CuSO4 100 ml destile su iginde
eritildi ve hacim 150 ml'e tamamlanarak yavasca solusyon
A icine karistairaildi. Hazirlanan ayirag¢ isiktan etkilenme-
mesi ic¢in kahverengi gigelere konarak +4°c'de buzdolabinda

saklandi.

Sakkarozdan indirgenmis maddeler olusumunda ayrica
alternatif metod olarak Dickey and Kelman (1988) 'de wverilen Stowel and
Stanghellini'nin agar plate metodu degigtirilerek uygulandi.
Besiyeri 2 ayri solusyon seklinde hazirlandai:

Solusyon. A: Peptone 10 g
Agar (Difco.No:l) 17 g
Damitik su 800 ml
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Solusyon B: Sucrose 40 g
Damitik su 200 ml

Solusyon A hazirlanarak 120°c da 15 dakika otok-
lavda tutuldu ve su banyosunda 45—500C'ye getirildi. Solus-
yon B filtre (0.22u Sortarius) ile sterilize edilerek
45-50°C deki solusyon At*ya aseptik kosullarda karistiraldi.
Iyice calkalandiktan sonra 9 mm ¢apli petri kaplarina
16-18 ml olacak gekilde dagitaildi. Besiyeri donduktan ve
ylizeyi tamamen kuruduktan sonra, besiyeri {izerinde vakum
pompasina bagli 2 mm. delik g¢apli ve alevden gegirilmis
bir mantar delici ile gukurlar agildi. Cukurlar.besiyeri
kalinliginain yarisina kadar derinlikte olup deliklerin al-
tinda besiyeri kalacak sekilde mantar delici tutuldu. Daha
sonra 24 saatlik NA'da geligtirilen kiiltiirlerden &ze ile
¢ukur icindeki besiyeri {izerine nokta..ekim yapildi. Bu se-
kilde inockule edilen besiyerleri 27°c de 24-48 saat inkube
edildi. Inkubasyondan sonra petri kapadi acg¢ilirak besiyeri
lizerine 10 ml Benedict ayiraci pipet yardimiyla yavasga
dékildii. Petri kaplarai 60°c deki bir firina konarak 30-45
dakika tutuldu. Inokulasyon noktasi etrafinda mavi zemin
lizerinde sarimsi turuncu zon olusumu pozitif sonug¢ olarak

dederlendirildi.



4, BULGULAR

4.1. Slirvey Caligsmalari

Slirvey ¢alismalari 1989 ve 1990 yillarinda Bolu,
Nevsehir ve Nigde illerinde patates ekim alanlarinda ve
patates depolarinda olmak lizere iki alanda yapilda.

4.1.1. Tarla slirveyleri

1989 ve 1990 yillarxnda Haziran-Eylil aylari ara-
sinda 4 aylik bir peryot ig¢inde Bolu, Nevsehir ve Nigde
illerinde patates tarlalari belirtilen metoda gdre incelen-
di. Yapilan incelemeler hastalikli patates bitkilerinin ge-
nelde saglikli bitkilere oranla daha zayif gelistigini g&s-
terdi. Bu tilir bitkilerin yapraklarinin daha agik yesil renk-
te veya sarimsi oldugu, yaprak kenarlarinin ige dodru kiv-
ri1ldigi, bazi bilesik yapraklarin ana saptan itibaren tama-
men solup kuruyarak kahverengi bir renk aldigi goriildd
(Sekil 2). Genelde toprak lUzerinde devrilmeden duran bu
bitkilerin g8vdesinde herhangi bir belirtiye rastlanmamak-
la birlikte, bitki sokiildiliglinde topragin hemen altinda ka-
lan kOk bogazinin tamamen kahverengimsi bir renk aldiga
dikkati cekti (Sekil 3). Vegetasyon peryodunun basinda bu
tip belirti g8steren ve diferlerine oranla daha zayif ge-
lisen bitkiler sd&kiildiiinde k&kiin badlandidi yumrunun civaik,
sulu bir hal aldigi ve tamamen c¢lirtidigd gdriilddi. Bu tlr
infeksiyonlarin gdériildiigli tarlalarda yer yer bosluklara da

rastlandzi.

Bazi hallexrde hastalikla bitkilerin toprak Ustii
aksaminda ayni tip yaprak belirtilerinin yanisira gSvdenin
hemen toprak Ustlinde kalan kisminda saplarin infekte ol-
dugu, infekteli dokunun saglikl: dokuya g&re ige dogru
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hafifce batmis, sert, kuru, kahverengimsi siyah lezyonlar-
la saglikli dokudan ayrildigi gdrildd (Sekil 4). Bu tip
belirtilere daha ziyade sulanmamis tarlalarda veya hava-
larin kurak oldugu zamanlarda rastlandi. Gdvdenin toprak
{istiindeki hasta kismindaki bu belirtiler sulanan tarlalar-
da ve nemli kosullarda sulu, yumusak bir cliriiklik seklinde
olup lezyonlar sapi bazen boydan boya kaplayacak kadar
uzun ve siyahimsi-kahverengi bir renkteydi. Sapin list kis-
minl tasiyamamasl nedeniyle bu sekildeki infekteli bitki-
lerin toprak ilizerine devrildigi g&zlendi. Ayrica bu tip
belirti gdsteren bitkilerde bazi saplarin saglam oldugu,
bazilarinin da dip kisimlarinda herhangi bir lezyona rast-
lanmazken iist kisimlarinda siyahlasip yumusama seklinde,
sapl cepegevre saran uzunlamasina lezyonlar gérildii. Ben-
zer belirtiler hastalikli bitkilerin etrafindaki sagliklia

bitkilere ait saplarda da gdzlendi (Sekil 5 )

Vegetasyon peryodu boyunca yukarda belirtilen
sekillerde ortaya ¢ikan hastalik sendromuna sirvey yapi-
lan her 3 ilde de ydre lreticisi tarafindan "Karabacak"
ad1 verilmekteydi. Hastalik gdriilen her tarladan 3-5 adet
hastalikli bitki Srneginden segici besiyeri (CVP) kullani-
larak bakteriler izole edildi ve tanilamalari yapildi.
1989-1990 yillarinda Bolu, Nevsehir ve Nigde illeri pata-
tes tiretim alanlarinda yapilan tarla siirveyleri sonuglari
ve Erwinia carotovora ile bulagsma durumlari sirasiyla

Cizelge 4, 5 ve 6'da Ozetlenmistir.
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Sekil 5. Nevsehir ili merkez ilcede patates tarla-
lasinda Gronola cesiti bir bitkide Karaba-
cak hastaliginin gdvdedeki gorinimi: Oklar
sonradan infekte olmus bir sapi ve bu sapin
enine kesitini gdstermektedir.
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Cizelge 4. Bolu ilinde 1989-1990 yillarinda patates ilretim
alanlarinda Karabacak hastaligi lzerinde yapilan
slirvey sonucglari

Pl incelenen Patates Tarla Hastalik Yayginlik Izole edilen*
tarla sa— cesitl alani cikisi orani etmen
yisi (dk) (%) (%)

Merkez 12 Resy 65.5 0.0
8 1 2 10 1210 Eca
o 1 ” 25 B8 Eca
" 7 Marfona 43.5 0.0 =
i 1 N g i Y] Eca
S 1 o S 1.0 Eca
e i " >0 Eca
i kil Ausonia 44 0.0 -
g il i 30 Eca
& i Planta 13 1l=io] Eca
i 6 Concoerd 33 0.0 =
" il Granola 3 (00} -
& i " 3 5.8 Eca
it i W 12 Ziuitd Eca
f 12 Sandra 4 0.0 -
i 1 " 10 5.0 Eca
" L It 6 sl Eca

TOP LAM 49 291 'ort 0.60 22.44

Gerede 2 Marfona 12 0.0 -
" L & 10 3.2 Ecc
" 1 # 10 8.1 Eca
" 4 Ausonia 14 050 -

TOPLAM 8 46 ort 0.72 2540

TOP LAM 57 337 ort 0.62 22.79

Ecce - Erwinia carotovora Subsp carotovora
Eca - Erwinia carotovora subsp artroseptica
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Bolu ilinde patates ekim alanlarinda yapilan sUr-
veylerde 8zellikle tohumluk ve ticari amag¢li patates ye-
tistiriciliginin Bolu Merkez'de ve Gerede Dortdivan'da ol-
dugu gdzlenmistir. Diger ilgelerde ise sadece ¢iftginin
kendi ihtiyacini karsilamak ic¢in kiiciik gapta patates ta-
rimi yapildigi gériilmligtir. Bu nedenle Bolu Merkez ve
Gerede'de siirveylere agirlik verilmistir. Cizelge 4 ince-
lendiginde Bolu Merkezde hastaligin ortalama ¢ikis orani
20.60, Gerede de ise ortalama %0.72 olarak saptanmistir.
Bolu ilinde toplam 337 dekarlik bir alanda 57 tarlada ya-
pilan siirveylerde patates cesitlerine gére degismekle bir-
likte %0.5-5.0 oraninda Karabacak hastaligina rastlanmis—
tir. Hastaliga neden olan etmenin genelde Zca oldugu gé-
rilmis, 1 tarladan da Ecc izole edilmistir. Echr 'ye rast-
lanmamistir. Cizelge 1l'deki veriler dikkate alinarak tar-
111 ortalama metoduna gdre hastalidin Bolu ilinde c¢ikis
orani %0.62, yayginlik orani ise 222.79 olarak hesaplan-

mistir.
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Cizelge 5. Nevsehir ilinde 1989-1990 yillarinda patates
{iretim alanlarinda Karabacak hastaligi dze-
rindeyapilan siirvey sonuglarys

tice incele— Patates Tarla Hastalik Yayginlik izple
nen tar— cesiti alani . cikisi cxrani edilen
la sayisi (dk) (%) (%) etmen
Merkez 4 Granola 67 0.0 -
i e 20 3o Eca
il = 8 101 Eca
1 . 20 12:2 Ecc
2) Ilona 24 0.0 -
1 il 20 5.4 Eca
il . 9 5. 0 Eca
ull i 10 1240 Eca, Ecc
1 " 6 1.0 Ecc
5 Resy 65 0.0 -
il AL 10 (0] 457 Eca
3 Ausonia 42 il -
1 4 20 452 Ece
i p 3ot Eca
1k Panda 20 Qe 0 -
L . 25 1o.1 Eca
il " 10 2.5 Eca
i Ernest tolz 10 3.2 Eca
L & 6 1:6 Eca
3 Mar fona 48 0.0 -
2 Planta 20 0.9 -
il 1 8 2.0 Eca
4 Russet Burbank 282 9.0 -
1 H 2 4Q 2= Eca
il u u 30 32 Eca, Ecc
1 Hertha 10 130 Eca
n i 12 2.0 Eca
8 Apollo 3 0.5 Ecc

TOPLAM 44 853 ort 1.64 45 .45
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Cizelge 5. (Devamai)
tlicE incele- Patates Tarla Hastalik Yayginlik ia?le
nen tar- cesiti alani cikisi crant edilen
la sayisi @ax) (%) (3) etmen
Derinkuyu 2 Granola 44 Q.0 -
il " 20 2.4 Ecc
i} - a7l 7.4 Eca
i L 4 0ri5 Eca, Ecc
1 iflona 16 7 Eca, Ecc
i & 10 2.0 Eca
2 Resy 35 0.0 —
1 " 25 0.5 Eca
it Ausonia 8 0158 -
1 * 12 2.3 Eca
4 Planta 9 0.8 =
1 " 2 1.6 Eca
i§ Agria 20 0.0 -
i N 15 (S Ecic
1 Russet Burbank 30 6.0 -
il N 130 2.0 Eca
I ” 40 05 Ecc
1 Hertha 15 B Eca
20 462 ort 1.54 60.0
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Cizelge 5. (Devami)

Sigs incele- Patates Tarla Hastalik Yayginlik Izple
nen tar- cesiti alani cikisi orani edilen
la sayisi @k) (%) (%) etmen
Urglip 3 Granola 52 2.0 -
1 " 16 AN Eca,
i " 16 3.0 Eca
1 flona 18 0.0 =
1 4 15 5.1 Eca
1 * 10 1013 Eca
2 Marfona 24 0.0 =
3 Agria 28 0.0 -
1 s 20 0.3 Ece
1 Hermes 8 1.0 Ecc
1 Y 10 3% Eca
iR o 8 3= Eca
Toplam 17 225 art 1.47 47.0
Acigdl 1 Granola 10 0.0 -
i N 20 4.0 Eca
i Ilona 12 0.0 -
1 o 8 6:+.3 Eca
1 = 15 2 Eca
3 Mar fona L2 Q. -
2 Ausonia 16 8.0 -
Toplam 8 93 ort 1.74 .
Avanos 3 Russet Burbank 129 0.0 -
1 Shepody 200 0:0 -
1 & 100 Ul Eca
Toplam 5 420 art 0.02 20.0

TOP LAM 94 2053 L.27 43.3
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Nevsehir ilinde 1989-1990 villarinda ylritilen
tarla slirveylerinde patates ekilisinin, kumlu gevsek top-
rak yapisi ve yeraltl sulama suyu imkaniyla Nevsehir mer-—
kezinin batisindaki Derinkuyu, Urgiip, Acigdl ilcelerini
kapsayan bdlgede yapi1ldigy gérilmistlir. Bu bdlge ayni za-=
manda, Tirkiye'de patates lretiminin en yogun, verimin
en yiksek oldugu tohumluk ve ticari patates yetistirici-
liginin merkezi durumundadir. Nevsehir ilinde toplam
5 ilgede 2063 dekarlik bir alanda 94 tarla incelemnmistir.
Cizelge 5 incelendiginde, yaklasik 14 patates ¢esitinin
yetistirildiéi Nevsehir'de, Karabacak hastaliginin c¢ikis
orani en diisiik Avanos ilcesinde (30.02), en yiksek Acigdl'de
(31.74) ve ilde ortalama %1.27 oldugu anlasilmaktadir.
Nevsehir ilinde hastaligin yayginlik orani ise ortalama
243.3 olarak hesaplammigtir. Slrveyler sirasinda hasta-
11kl1 bitki drneklerinin alindigi tarlalarin %63 'lnde
Karabacak hastaligina neden olan etmenin Eca, $%23'linde
Ecc, %l4'iinde ise Eca ve Ecc oldugu gorilmistir. Echr ise

rastlanmamistir.
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Cizelge 6. Nigde ilinde 1989-1990 yillarinda patates
dretim alanlarinda Karabacak hastaligy lize-
rinde yapilan siirvey sonuglari

incelenen Patates Tarla Hastalik Yayginlik Izole

ilge tarla sa- cesitleri alam1 ¢ikisi orani edilen
yisi dk) (%) (%) etmen
Merkez i2 Granola 118 0.0 -
1 " 33 0 Ece
1 " 10 3l Eca
1 0 12 122, Eca
il & 10 Sl Eca ,Ecc
1 ! 18 fy==y Hce
1 ] 12 4.0 Ecc
1 " 20 Dhier2i Eca.,Ecc
1 b 60 ) Bee
4 ilona 26 9Ei0 -
fL a 8 61 Eca
L - 8 i [ Eca
1 3 1.2 12.0 Eca, Ecc
L " 10 22 Eca
i " 2 b5 EcE
5 Mar fona 41 0.8 -
i g 10 82 5) Eca
1 o 8 29540 Eca
1 " 45 1.0 E€a,Ecc
1 A 4 1.2 Eca
1 Ernest Tolz 14 2. Eelc
2 Sandra 5 0,0 -
13 L 4 .2 Bec
3 Russet Burbank 48 0.0 -
1 " il 4.0 Eca
L . 30 1z 0 Ec¢
il Katja 20 0 Eca
5 Ausonia 32 g.0 -
1 u 4 B2 Eca
3 Hermes 18 0.0 -
1 b 19 3.0 Eca
1 " 8 1.0 Eca
4 agria 29 0.0 -
1 " 20 Dl Eca
5 Planta 16 B0 =
il ¥ 24 1.0 Eca
TOPLAM 70 824 ort 1.20 38.5
Camardi 2 Granola 4 0.0 -
| Marfona 2 9:0 -
TOPLAM 3 6 ort 0.9 0.9 -

TOPLAM 73 830 ert 1.l9 38.3
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Nigde ilinde yapilan slrveylerde genis capta pa-
tates {retiminin yapildidi Merkez'de 70, ¢iftcinin kendi
ihtiyaci icin patates yetistiriciliginin yapildigi
camardi'nda 3 olmak lzere toplam 73 tarla incelemmistir.
Cizelge 6'da gdriildiigi gibi 830 dekarlik bir alanda yapi-
lan incelemelerde Karabacak hastaliginin ¢ikis orani or-
talama %1.19 olarak bulunmustur. Nigde ilinde hastaligin
yayginlik orani ise ortalama %$38.3 olarak hesaplanmistir.
Nigde ilinde hastalik goériilen tarlalarin %55'inden Eca,
330 undan Ecc , %15'inden Eccve £Eca izole edilmistir.

Echr'e Nijde ilinde rastlanmamistir.

Her 3 ilde yiiriitiilen siirvey calismalari sonucunda
incelenen tarla sayisi, toplam tarla alani, Karabacak has-

taliginin ¢ikis ve yayginlik orani ve hastalik goriilen tar-

5 S 122 cat maas 27~ vl Aamma i i
lalarin EBrwinia carviovora alt tiézleri ilc bulagma puzdead

Cizelge 7'de Szetlenmistir.

Cizelge 7. 1989-1990 yillarinda Bolu, Nevsehir, Nigde
patates iiretim alanlarinda Karabacak has-
taligi zerinde yapilan slirveylerin veri
bzeti

tncelenen Tarla Hastaligin Hastaligin Izole edilen et-

11 tarla sa- alami c¢ikis orani yayginlik menlerin viizdesi
yisi orani
dk 2% % Eca Bt Eca+Ecc
BOLU 517 337 0.62 22.79 92 8 -
NEVSEHIR 94 2053 327 43.30 66 23 Bl
NIGDE 73 830 dsid 38.30 55 30 15

TOPLAM 224 3220 ort 1.18 ort 39.86
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Cizelge 7 incelendiginde, 3 ilde patates lretim
alanlarinda yapilan tarla siirveylerinde Karabacak hasta-
1i1ginin cikis orani Nevsehir ilinde en yiksek oranda (or-
talama %1.27), daha sonra Nijde ilinde ortalama %1.19,
en diisiik olarak da Bolu ilinde ortalama %0.62 oldudu an-
lasilmaktadir. Hastalidin yayginlik orani ise Nevsehir,
Nigde ve Bolu illerinde sirasiyla ortalama %43.3, %38.3
ve 322.79 olarak saptanmistir. Incelenen tarlalarda has-
talikli bitki Srneklerinden yapilan izolasyonlar her
3 ilde hastaliga neden olan etmenin genelde rca oldugunu
géstermistir. Bununla birlikte Bolu, Nevsehir ve Nigde
illerinde Karabacak hastalidi goriilen tarlalarda sirasiy-—

la %8, %23 ve %30 oranlarinda Ecc izole edilmistir (Cizelge 7).

Ayrica Nevsehir ve Nigde'de ise bazi tarlalarda her iki
alt tiiriinde ayni zamanda ve ayni tarlada Karabacak hasta-

11§ina yol actigi saptanmistir.

4.1.2. Depo siirveyleri

Patates depo silirveyleri 1988, 1989 hasat sonra-
sinda ve 1989, 1990 Ocak-Subat aylari i¢inde Bolu, Nevsehir
ve Nigde illerindeki depolarda yapilmistir. Patateslerin
Bolu ilinde genelde lreticiye ait ev altlarindaki kicik
depolarda, Yenigag'da Tohum Islah Uretme Istasyonu ve
Merkez'de ise Tarim Il Midirliigi'ne ait biylik capli depo-
larda saklandidi gdériilmistiir. Nevsehir ilinde patates ye-
tistirilen pek cok k&yde mevcut olan, ¢ogunlugu Ortahisar
ilcesinde toplanmis tabii yeralti depolarinin patates de-
polamasinda kullanildigi goriilmistir. Nigde ilinde ise
ireticiye ait ambar seklindeki depalarda ve bazi kdylerde
yeralti depolarinda sayimlar yapilmistir. Her 3 ilde yapi-
lan incelemelerde kontrollu kosullarin yaratildigi modern

depolara rastlanmamistir. Patateslerin yiJinlar halinde
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veya delikli naylon, teliz guvallar iginde 5-10 tonluk
partiler halinde tabii kogullarda depolandigi gézlenmis,
depo cliriikliklerine karsi da genelde aktarma yapilarak
yumrularin elden gecirilmesi ve ciiriiklerin ayiklanmasi

seklinde dnlem alindigi dikkati cekmistir.

Patates depolarinda yapilan incelemelerde patates
gesitleri de g6z Onilinde tutularak Snerilen metod uyarinca
sayimlar yapilmistir. Sayimlar sirasinda tipik yumusak,
sulu, civik belirti gdsteren yumrular hasta olarak kabul
edilmis ve bu yumrulardan alinan &rneklerden CVP secici
besiyerine izolasyonlar vapilarak bakterilerin tanilamasi
yapilmistir. Ayrica sayim yapilan depolarda hastalik gori-
len veya gdriilmeyen bazi bdlme veya yiginlardan 30-40 adet
saglam yumru Srnekleri alinmistir. Bu drnekler laboratu-
varda yumru inkubasyon metoduyla incelenerek depolardaki
patateslerin gercekte ne oranda Erwinia Spp ile bulasik
oldugu ortaya kommaya ¢alisilmistir. Bolu, Nevsehir ve
Nigde illerinde incelenen depo veya b&lme sayilari, pata-
tes cesitlerine gére miktar, cliriime ylizdesi ve Erwinia SPp
ile bulasma oranlari sirasiyla Cizelge 8, 9 ve 10'da ve-

rilmistix.



Cizelge 8. Bolu ilinde 1989-1990 yillarinda patates depo-

larinda yapilan silirvey sonuglari

Patates Depo veya Miktar Cliriik yumru E.carotovora Izole
cesiti bSlme sayisi (ton) (3) bulasma (%) edilen
etmen
Mar fona 2 28 0.0 -
1 12 0.0 245 Eca
Planta 7 94 0.0 =
1 17 0.0 3.3 Eca ,Ecc
1 12 17 2.5 Eca
1 8 2.0 = Ecc
1 14 2.4 = Eca
1 17 8., {1 20.0 Ecc
5 63 0.0 -
il 16 0.0 Qo0
1 12 2.0 6.6 Eca
Aula 2 18 0.0 -
Semena L 16 0 o) =
o il 12 0.0 D 0
Diamant 2 Z6 0.0 -
1 3 0.0 0.0
Toplam 29 366 ort 0.49 ort 3.949

Cizelge 8 incelendiginde Bolu ilinde yapilan depo

surveylerinde toplam 29 depo veya bélmede yapilan incele-

melerde depo veya c¢esitlere gdre degismekle birlikte en az

21.7, en cok %8, ortalama 20.49 oraninda yumusak clriiklik

saptanmistir. Bu depolardan alinan yumru Srneklerinde ise

yumrularin en az %2.5, en cok %20 ortalama %3.99 oraninda

Erwinia carotovora ile pulagtiklari gdrilmistir. Bolu ilin-

deki yumru Srneklerinden Eca ve Ecc izole edilmis

rastlanmamistir.

Echr'e
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Cizelge 9. Nevsehir ilinde 1989-1990 yillarinda patates
depolarinda yapilan silirvey sonuc¢lari

Patates Depo veya Miktar Cliriik yumru E.carotovora  Izole
cesiti pSlme sayisi (ton) (%) bulasma (%) edilen
etmen

Ausonia 3 36 0.0 =

1 16 .0 0.0

1 12 o 25 Eca

i | 12 3.0 10.0 Ecc

1 15 2.0 - Eca

1 16 3.0 = Eca
Granola 7 96 0.0 -

i 16 0.0 0) 0]

i 15 0.0 6.6 He'c

il 15 0.0 x5 Ecc

al 15 Bie 7 338.3 Eca,Ecc
ilona 3 65 0.0 -

1 10 0.0 4.0 Eca

' | 8 6.3 225 Ecc

1 15 0.9 3

1 16 23] - Fo

1 15 3.0 - Ecc

1 £2 549 - Eca

1 10 8.0 - Eca ,Ecc

1y 16 10:0 = Eca

1 15 14.0 531,33 Eca,Ecc
Resy 9 122 0.0 =

] 12 0.0 010

2 20 1.5 6.6 Ecc
Russet 3 2 0.9 =
burbank 1 1 0.0 2:5 Eca

2 3 35 15:0 Eca, Ecc
Marfona < 70 0.0

i 2 010 00

1 15 150 0.0 Aed

2 20 210 6.6 Ectc
Agria 2 30 0.0 -

1l 12 0.0 0.0

Toplam 63 763 et lea25 ort 8.97
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Cizelge 9 incelendiginde, Nevsehir ilinde toplam
63 depo veya bdlmede yapilan incelemelerde depo veya c¢e-
sitlere gdre dejismekle birlikte en az %31, en gok %14
oranlarinda ve ortalama %1.25 oraninda vumusak cliriklik
gériilmiistiir. Bu depolardan alinan yumru drneklerinde ise
yumrularin en az %2.3, en gok %53.3 oranlari arasinda
E.carotovora ile bulastiklari saptanmistir. E.carotovora
ile ortalama bulasiklilik orani %8.97'dir. Cliriik veya bu-
lasik yumrulardan yapilan izolasyonlarda ise Eca ve Ecc

izole edilmis, Echr'e rastlanmamistir.

Cizelge 10. Nigde ilinde 1989-1990 yillarinda patates
depolarinda yapilan slirvey sonuclari

Patates Depo veya Miktar Cliriik yunru E.carotovora Izole
cesiti blme sayisi (ton) (%) bulasma (%) edilen
Erwinia Spp

Krapka 2 30 Q =

i 1 4] 3.8 Eca, Ecc

1 15 2.8 158 Ece
Granola 2 40 (015 0] =

1 15 0.0 2:8 Bcc

1 16 2 6.6 Eca

1 8 4.0 = Eca
Planta 2 24 0.0 =

i} 10 0.0 0.0

L 15 650 20.0 Eca,Ecc

1 12 0.0 4.0 Ece
Ilona 2 30 0.0 0.0

1 12 0.0 2.5 Ecc

1 10 3.0 12.:5 Ecc

i 15 0.0 5l d Eca
Mar fona 2 24 0.0 -

1 20 0.5 3.3 Eca

L 10 2.0 D5 Ecc
Toplam 23 317 o¥t 0.77 ort 5:37




55

Cizelge 10 incelendiginde Nigde ilinde yapilan
depo surveylerinde toplam 23 depo veya bdlmede yapilan in-
celemelerde depo veya cesitlere gdre degigmekle birlikte
en az 30.5, en cok %36.0 oranlarinda ve ortalama %0.77 ora-
ninda yumusak ciliriikliik saptanmistir. Bu depolardan alinan
yumru Srneklerinde patateslerin 22.5-20 oranlari arasinda
Erwinia carotovora ile bulasik olduklari gdrilmis, ortalama
bulasiklilik orani ise 35.37 olarak hesaplanmistir. Cirik
veya bulasik yvumrulardan Eca ve Ecc izole edilmis, Echr'ye

rastlanmamistir.

Bolu, Nevsehir ve Nigde illerinde ylirlitiilen patates
depo silirveylerinde incelenen depo veya b&lme sayilari, pa-
tates miktarlari, clriik yumru ve E.carotovora ile bulasik-
1111k oranlari ve izole edilen Erwinia carotovora alte" tir-
lerinin Srneklerdeki bulunma oranlari Cizelge 11'de Gzet-

lenmistir.

Cizelge 11. 1989-1990 villarinda Bolu, Nevsehir ve Nigde
illerinde patates depolarinda yapilan slirvey-
lerin veri 6zeti

izole edilen

3 Incelenen Clirtik E.carotovora - )
Eh depo veya Miktar yunru ile bulasma M?l_

Blme sayisi (Ton) (%) (%) Eca Ecc Eca+Ecc
BOLU 29 366 0.49 3.99 5%. 29 14
NEVSEHIR 63 763 P 25 8.97 40 40 20
NIGDE 23 37 O 77 537 33 50 17
Toplam 1%5 1446 ort 0.95 ort 6.92

Cizelge 11 incelendiginde, Bolu, Nevsehir, Nigde il-
lerinde 2 yil boyunca yapilan depo siirveylerinde toplam
1446 tona varan 115 depo veya bdlme incelenmistir.
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Bu 3 ildeki incelenen depolarda clirik yumru ylzdesi orta-
lama 0.95 olarak saptanmis, depolanan yumrularin ortalama
26.92 oraninda Erwinia carotovora ile bulasik oldugu g&-
rilmistiir. Yumusak ciirikliik belirtisi g&steren ve bulasik
yumrulardan yapilan izolasyonlarda Eca veEcc izole edil-

mistir.

22°%"de yumru inkubasyon metoduyla yapilan test-
lerde her 3 ildeki depolardan alinan yumru drneklerinde
Sekil 7'de goriilen yapiskan stmiiksi c¢liriklik belirtileri-
ne de rastlanmigtir. Bu yumrulardan yapilan izolasyonlarda

ise Erwinia carotovora tesbit edilmemistir.

4.2. Inockulum Kaynaklari

Bolu, Nevsehir, Nigde illeri patates lretim alan-
larinda tarla devresinde Karabacak hastaligina ve patates
depolarinda yumru cilirimelerine neden olan Erwinia caroto-
vora'nin olas1l inokulum kaynaklarini saptamak amaciyla,
tohumluk olarak ithal edilen patatesler, yiizey ve yeralti
sulari, toprakta ve rizosferde etmenin bulunma durumlara,
hastalikli ve saglikli bitkilerden elde edilen yumrularin

bulasma oranlari arastirilmistir.

4.2.1. ithal tohumluk patatesler

1988, 1989 ve 1990 yillarinda Tlrkiye, sirasiyla,
8157, 3958 ve 9384 ton (Cizelge 2) olmak lizere anag ve
sertifikali kademede patates tohumlugu ithal etmistir.
Bolu, Nevsehir ve Nigde illerinde tohumluk ithali yapan
ve ciftcilerle sdzlesmeli olarak bu tohumlugu dagitarak
iretim yapan resmi ve &zel sirketlerin (Tarim Kredi Koope-

ratifleri-Tareks, Tohum Islah Uretme Istasyonu, Cagdas
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Tarim, Tekfen Tarimsal Uretim ve Pazarlama, Simplot ve Be-
sikcioglu, GOmec¢ Tohumculuk, Cutamtas A.S) ithal etmis ol-
duklari tohumlardan &rnek allnmlstlé. ithal edilen tohum-
luklarin ¢ok pahaliya mal olmasi ve gesitli gimriik kapila-
rindan (izmir, Istanbul, Nevsehir) girmesi nedeniyle tohum-
luk partilerinin hepsinden &Srnek alinamamigtir. Ancak adi
gecen illerde ilreticiye dagitilan patates tohumluklaraindan,
farkli cgesitlerden toplam olarak 35-50 kadar yumru Srnegi
alinabilmis ve bunlar Erwinia spp. yéniinden yumru inkubas-
yon metoduyla testlenmistir. 22% da 3-4 gliin sonra Erwinia
carotovora ile bulasik yumrularda delinen lentisel civarin-
da dokunun daire seklinde yumusayarak ¢oktiigii, rengin koyu-
lastigi gorilmiistiir. Infekteli kaisimdaki kabuk kaldirildi-
§inda c¢lirliyen kismin etrafinin siyah bir hale ile g¢gevrildi-
gi ve dokunun derinlemesine krater geklinde yumusayip clri-
yerek sulu bir hal aldigi dikkati g¢ekmistir. Bu tiir belirti
gdsteren yumrulardan yapilan izolasyonlarin hepsinden Erwi-
nia carotovora izole edilmistir. Sekil 6'da yumru inkubas-
yonu ile testlenmis Erwinia carotovora ile bulagik ithal

patates yumrulari gorilmektedir.

Ithal edilen patateslerde yapilan yumru inkubas-
yonu testlerinde, bazi durumlarda, delinen lentisel etrafin-
da genis bir alanda dokunun yumusadidi daha agik bir renk
aldigi da gorilmistlir. Bu yumrularda glirliyen kismin istiine
parmakla hafifce basildiginda sumiksi, yapigkan bir sivinin
disari c¢iktigi goézlenmistir. Bu yumrular enine kesildiginde
cliriyen kismin patatesin iginde genis bir alana yayildidi
ve tamamen civik,slimiiksl,yacigkan bir yapida oldugu dikkat
cekmistir. Bolu, Nevsehir, Nigde illeri patates depolarindan
alinan yumru Orneklerinde de rastlanan bu belirti tipi ge-

kil 7'de gorilmektedir.



Sekil.6:

Yumru inkubasyon metoduyla testlenmis,
Erwinia carotovora 1ile bulasik patates

yumrulari (a) ilona c¢esiti (b) Condor
cesiti.
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Sekil.7: Condor gesiti bir patates yumrusunda vapiskan,
slmiksli yumusak clirtiklilk belirtileri
a- yumrunun distan gdriiniisii
b- yumrunun enine kesilmis hali

1988, 1989 ve 1990 yillarinda ithal edilen tohum-
luk patateslerden alinan &rneklerin yumru inkubasyonu ile
testlenmesi sonucu elde edilen bulgular ¢izelge 12'de g8s-

terilmistir.

Cizelge 12 incelendiginde, yurt disindan ithal
edilen patates yumrularinin cgesitlere gdre degismekle bir-
likte 32.5-16 oranlari arasinda Eca, Ecc veya her ikisiyle
bulasik oldugdu goriilmektedir. Bulasma oranlari dikkate ali-
nirsa Erwinia carotovora ile en ¢ok bulasik gesitler sira-—
siyla ilona (%10-16), Condor (%11.4) , Granola (%4-6), Aula
(%4) , Ausonia (%0-6.6), Marfona (%2.8-3.3) seklindedir.

3 y1l boyunca ithal edilen cesitlerde bulasma gorilen 14 &r-
negin %14 Unlin Fca , %64 inin Ecc ve kalan %22 sinin de Eca
ve fcc ile bulasik oldugu saptanmigtir. Yapilan izolasyon-

larda Echr 'e rastlanmamistir.
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Cizelge 12. 1988-1990 yillarinda ithal edilen tohumluk pata-
tes yumrularinin Erwinia carotovora ile bulas-
ma oranlari

Patates incelenen Bulasik yumru Bulasma Izole

il cesiti yumru sayisi sayisi oranir edilen
(3) etmen

1988 Jetta 50 0 -

Ilona 50 5 10.0 Ecc

Resy 40 Q =

Hertha 40 9 -

Aula 50 2 4.0 Eca

Granola 50 2 4.0 Eca,Ecc
1989 flona 50 8 5610 Eca ,Ecc

Cardinal 50 0 =

Ausonia 40 & 245 Ecc

Ausonia 40 1 2 Ece

Escort 50 0 -

Caépar 35 0 =

Condor 35 4 i, 4 Eca ,Ecc

Granola 50 3 6 Eee
1990 Agria 35 0 -

Resy 35 0 o

Mar fona 35 1 248 Ecc

Concorde 30 0 =

Ausonia 45 3 6.6 Ecc

Marfona 30 L 3w Ecc

Ausonia 40 2 5.0 Bec

Planta 40 0 -

Resy 40 J =

Ausonia 40 0 =

Ausonia 40 1 245 Ecc

Sandra 40 a -

flona 40 4 10.0 Eca
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-4.2.2. Yeni yumrular

Hastalikli ve sagdlikli bitkilerden olusan yeni
yumrularin Erwinia carotovora'yla bulagma durumunu incele-
yebilmek amaciyla 1989 yilinda hasata yakin devrede (23
Agustos, 1989) Nevsehir ilinde Karabacak hastaliginin go-
riildigi 4 tarla secilmistir. Tohumluk patates yetigtirmek
amaciyla anag¢ kademede ithal tohumluk ekilmis olan bu tar-
lalarda hastalidin bulasma orani saptanarak hastallkl} ve
saglikli bitkilerin bulundugu ocaklardan her tarladan 200
adet olmak tzere (100 saglikli+100 bulasik) toplam 800 yum-—
ru 6rne§i alinmistir. Yumru OSrneklerinin alinmasi sirasinda
saplarinda veya gévdede hastalik belirtisi gériilen bitkile-
re ait bazi yeni yumrularin da infekte oldugu gorilmiistir.
Infekteli bu yumrulara ait stolanlarin simsiyah oldugu ve
stolonun yumruya baglandidi yer etrafinda yumusak ¢lriklik
belirtilerinin, infeksiyonun siddetine gdre de§igik c¢aplar-
da oldugu dikkati g¢ekmistir. Bu yumrular yakindan incelen-
diginde infekte olan kisimlarda lentisellerin hafifge kabar-
misoldugu ve siyahlastigi goériilmiigtiir. Sekil 8'de stolonlar
vasitasiyla infekte olmus yeni yumrular gdriilmektedir.

Tarla devresinde bu sekilde infeksiyona ugramig
yumrularda c¢lirlime gdriilen kisimlarda kabuk kolaylikla doku-
dan ayrilmaktadir. Kabuk kaldirildiginda alttaki dokunun
tamamen sulu, yumusak ve kolaylikla dagilabilen peynirimsi
bir yapida oldugu g&zlenmistir. Bu durum sekil 9'da goril-

mektedir.

Karabacak hastaligi goriilen 4 ayri tarlada hasta-
likli ve saglikli gorinen bitkilere ait yeni yumrularin
E.carotovora ile bulasma oranlarini belirlemek icin yliriiti-
len calismalarla ilgili veriler c¢izelge 13.de Ozetlenmigtir.
Bu tarlalarda hastalikli bitkilere ait, ancak sadlikli gorii-
nen yumrularda ortalama %18 oraninda bulasiklilik saptanmig-
tir. Bu oranda E.carotovora ile bulasik yumrular Nevsehir

Ortahisar'da tabii yeralti depolarinda saklanmigtir.



Sekil.8:
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Nevsehir ilinde tarlada Karabacak belirtileri
goriilen bir patates bitkisinde stolonlar kana-
liyla infekte olmus yeni yumrular (istte) ve
bir yumrunun yakindan g&rinimd (altta)

(1) . Infekte olmus stolonlari

(2) . infekte olmus lentiselleri g&stermektedir.
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Sekil.9: Nevsehir ilinde tohumluk patates tarlasinda
Karabacak belirtileri gdsteren bir bitkide
olusan yeni yumrulardaki yumusak cliriiklik
belirtileri.

Bu yumrularin depo kosullarinda hasattan 7 ay sonra ortalama
%44 inin, 8 ay sonra da ortalama %75.5 nin ciridigi gézlen-
migtir.

Cizelge 13: Nevsehir ilinde 4 farkli tarlada hastalikla

bitkilerden alinan yeni yumrularin E.carotovora
ile bulagma orani ve depoda c¢liriime oranlari

Ornek Patates Tarla Tarlada Yumrularda Depoda glirline orani
no gegiti alani hast.orani bulasna orani Hasat%an =
. 3 7.ay 83
1 Granola 4 2 (Eca,Ecc) 22 (Eca) 68 98
2  Granola 8 10 (Eca) 18 (Eca) 52 76
3 Agria 20 3 (Bea) 12 (EBea) 16 36
4  Granola 20 @2 (Bee) 20 (Eca,Ecc) 40 92

art. 7.46  Ort. 18 Ort. 44 art. A1)
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S6z konusu tarlalardaki saglikli bitkilere ait
yeni yumrularin yumru inkubasyon metoduyla testlenmesi so-
nucunda, sadece 4 nolu tarladan alinan yumrularda %2 oranin-
da Eca g&rilmiistir. Ancak depolamada sonrasinda yumrularin

hi¢ birinde yumusak ¢ilriiklik belirtisi gdzlenmemistir.

4.2.3. Sulama sulari

1989 yilinda Bolu ili Merkezde patates sulamasinda
kullanilan GO8lkdy baraji ve Cepni deresinden ayda bir olmak
izere 9 ay boyunca su Ornekleri alinmigtir. G&lkdy baraji
Devlet Su Igslerine (DSi) ait olup yapilan kanaletler vasi-
tasiyle yaklasik 9200 hektarlik bir alani suladigi belir-
lenmistir. Bolu.'daki yilizey sularina ilaveten,sulamanin ta-
maminin yeralti su kaynaklariyla gergeklestirildigi Nevsehir
ve Nigde illerindeki yeralti su kaynaklarindan da Ornekler
alinmistir. Her oOrnek alinirken su sicakligi bir termometre
yardimiyla belirlenmis ve pH dereceleri laboratuvarda Slcgil-
miistir. Alinan Ornekler 24-48 saat ic¢inde, zenginlestirme
teknigi ve secici besiyeri (CVP) kullanilarak Erwinia caro-
tovora'nin varligi yoniinden testlenmigtir. Su OSrnekleri ile
ilgili bulgular Cizelge 14'de werilmistir.

Cizelge 14 incelendiginde, Bolu ilinde GO&lkoy
barajindan alinan &rneklerde yalniz Mart, Nisan ve Temmuz
aylarinda Ecc izole edilebilmis, Cepni deresinde ise 9 ay
boyunca sularin Ecc ile bulasik oldugu gorilmistiir. Nevsehir
ve Nigde illerinde ise vegetasyon devresinde yeralti su kay-
naklarindan alinan &rneklerde Erwinia carotovora tesbit
edilmemistir. Tim calismalar boyunca tarla sirveyleri si-
rasinda lireticilerle yapilan gorilismelerde Bolu ilinde bazi
tarlalarda hi¢ sulama yapilmadigi sulama yapanlarin da en
fazla 3 sulama yaptigl belirlenmigtir. Nevsehir ve Nigde
illerinde ise sulamalar tamamen yagmurlama seklinde yapil-
makta ve vegetasyon siiresince {ireticilerin 10-14 sulama

yaptiklari gdzlenmistir.



Cizelge 14: 1989 yilinda Bolu ilinde G&lkdéy Baraji,

Cepni deresi sulariyla Nevsehir ve Nigde
illeri patates ekim alanlarindaki yeralta
su kaynaklarinin Erwinia carotovora . ile
bulasma durumu.

Su kaynagi Ormek alma Su sicakligl pH Erwinia carvotora
zamanil % ile bulasma
G&1lkoy Subat 3.0 746 -
Mart 12.0 7.4 Ecc
Nisan 13.2 e Ecc
Haziran 7.5 4.6 =
Temmuz 2345 . Ece
Eylul 215 7.4 -
Ekim 21 76 =
Aralik 4 P -
Ocak 90 3 .8 16 -~
Gepni Subat 345 6.9 Eee
Mart 13.0 7.8 Ecc
Nisan 14.0 disD EcE
Haziran 3.5 8.0 Bee
Temmuz 19.5 73 Ecc
Eylil 15.5 1.5 Eec
Ekim 16.0 7.8 Ecc
Aralik 3.0 7.4 Fofo ol
Ocak 90 30 7.8 Eec
Nevsehir Haziran 200 73 -
Agustos 20.0 6:3 =
e 18.0 6.4 -
L 2155 6.8 -
Nigde Haziran 15.0 7 sl =

Agustos 16.5 6.5 -
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4.2.4. Toprak ve rizosfer &rnekleri

Erwinia carotovora 'nin patates tarimi yapilan
topraklarda mevcut olup olmadigini saptamak igin 1985 yi-
linda Bolu, Nevsehir ve Nigde illerinde vegetasyon devre-
sinde ve kisin birénceki yil patates yetistirilmis tarla-
lardan toprak sonda aletiyle &rnekler alinmis ve toprak
sicakliklari kaydedilmigtir. Alinan &rneklerde laboratuvar-
da zenginlestirme teknidi ve secici besiyeri (CVP) kullani-
larak Erwinia carotovora'nin varligi arastirilmigtir. Elde

edilen bulgular Cizelge 15'de verilmistir.

Cizelge.l5: 1989 yilinda Bolu, Nevsehir ve Nigde illerinde
patates yetistirilen tarlalardan alinan toprak
Srneklerinde Erwinia carotovora'nin bulasma du-

rumu.
°c

e Zaman Ornek sayisi Toprak Sicakligi Ec ile bulagma.

Bolu Subat 4 5 -
Mart 4 B =
Nisan 4- b =
Haziran 3 113 -
Temmuz 4 16 =
Eylil 3 15 -

Nevsehir Haziran 3 21 =
Agustos £ 22 -
Eylil 2 21 -

Nigde Agustos 2 21 -

TOPL & M32

Bolu ilinde kisin ve vegetasyon devresinde 22 top-
rak 6rne§inde, Nevsehir ve Nigde ilinde de vegetasyon devre-
sinde patates tarlalarindan alinan 10 &rnekte zenginlestirme
teknikleri kullanilmasina ragmen Erwinia caratovora izole

edilememigstir.

1990 yilinda ise Nevsehir ilinde hasata yakin dev-
rede hastalik belirtisi gdstermiyen patates bitkilerinden
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rizosfer &rnekleri alinmistir. Nevsehir ili patates ekim
alanlarinda 11 tarladan alinan drneklerin 4'linden Erwinia
caratovora izole edilmis, bunlardan 3'4 Ecc, 1 tanesi de

Eca olarak tanilanmistir.

4.3. Bakterilerin Izolasyonu

Biitiin ¢alismalar boyunca pektolitik Erwinia Spp.-—
lerin izolasyonunda Crystal Violet Pectate (CVP) secgici
besiyeri kullanilmistir. Hastalikli bitkilerden, clirik
yumrulardan, topraktan,sulama sularindan izolasyonlarda
sulandirma serileri seklinde hazirlanan slispansiyonlardan

5,

CVP'ye bagetle ekim yapilmistir. Bu izolasyonlarda 1L

kadar seyreltme yeterli bulunmustur. Ancak hastalikli bitki
materyalinden yapilan izolasyonlarda lO_l, 10_2 seyreltme-
leriyle vapilan ekimlerde petri kaplari 24-48 saat inkubas-
yondan sonra yojun bakteri gelisimi nedeniyle sulu bir

gdriinim almis ve koloni ayirimi yvapmak imkansizlasmistir.

fnokule edilen CVP besiyerlerinde, 27°C'de 36-72
saat inkubasyondan sonra besiyerinde derin, kupa benzeri
diizgiin kenarli gukurlar olusturan tipik bakteri kolonile-
ri g6rilmistiir. Bu kolonilerin g&riildigi petri kabi ters
cevrilip karsidan veya yandan egik 1sik alacak sekilde
tutularak, yva da bir binokiiler altinda ayni sekilde tutu-
larak incelendiginde cukur olusturan bu kolonilerin g&k-
kusadl gibi yanar ddner renklerde, yari saydam,lzerinde
capraz c¢izgiler oldugu gdzlenmistir. Bilinen referans
izolatlarla (Eca-1039, zZcc=-133,Echr—4043) yapilan dene-
melerde her 3 tiiriinde ayni sekilde koloni olusturdugu
gérilmigtir. izolasyon c¢alismalarimizda CVP besiyerinde
bu tip koloni olusturan bakteriler dikkate alinmis ve
saflastirilarak tanilama ¢alismalari yapilmistir. Tanila-
ma calismalari sonucu elde edilen bulgularda bu tip
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Sekil 10. CVP besiyerinde tipik cukur olusturan Erwinia
carotovora kolonileri.

kolonilerin hepsinin Erwinia carotovora olduju saptanmistir.
Sekil 10'da infekteli bir patates bitkisinden yapilan Hzo=
lasyonda CVP besiyerinde olusan tipik Erwinia carotovora

kolonileri gériilmektedir.

4.4. Bakterilerin Tanilanmasi

izolasyon calismalarinda her drnek igin CVP besi-

verinde olusan tipik koloniler binokiiler altinda incelenmisg
ve yine binokiiler altinda CVP besiyerindeki kolonilerin en
az 5 tanesinden alevden gegirilmis steril ince bir igne yar-
dimiyla 4 ayri petrideki besiyerlerine (cvp, CVvP, CVPE, aliG)
nokta inokulasyonu yapilmistir. Bu petri kaplari CVP 27°C,
cveE 27°C, cvp 36°C, aMG 24°C'lerde 24-48 saat inkube edile-
rek cukur olusturma ve koloni rengi karakteristikleri yonin-

den incelenmistir.
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Tani calismalarinda elde edilen bulgular bu meto-
dun ayni anda cok sayida 5rnedi teshis etme olanagi sagla-
digi gibi 3 ayrai tir Erwinia'nin ayrimina imkan veren glve-
nilir bir ydntem oldugunu géstermistir. Bu metoda dayali
olarak yiirlitmis oldugumuz tani calismalarinda alinan Ornek-
lerin hig¢ birinde Erwinia chrysanthemi'ye rastlanmamistir.
Sekil 1l'de 4 farkli drnekten izole edilen Erwinia carotovo-
ra kiiltiirleri ve referans izolatlarin s&z konusu yénteme go-—

re besiyerlerindeki geligme durumlari goériilmektedir.

Sekil 11 incelenecek olursa Eca'nin (1) CVP ve CVPE
besiyerinde 27% 'de tipik cukur koloni olusturdugu, buna kar-
sin 36°C'de geligemedigi ve a-MG'de 3-4 mm capli kirmizi ko-
loni olusturdudu gériilmektedir. Ecc (2) ise CVP ve CVPE'de
27°C'de, CVP'de 36oc'de tipik cukur koloni olusturmus ancak
aMG'de 1-2 mm capli beyaz koloni meydana getirmistir. Refe-
rans izolati Echr (3) ise 27°C ve 36°C'de CVP'de cukur kolo-
ni olusturmus, buna karsin CVP'de gelisememistir. aMG besi-
yerinde ise 1-2 mm capli pembe beyaz koloni meydana getir-
mistir. Bu veriler dikkate alinarak 4 ve 6 no'lu drnege ait
izolatlar Eca, 5 ve 7 no'lu Ornege ait izolatlar Ecc olarak

tanilanmigtir.

vukarida belirtilen yonteme gére tanilanan 1Zblat~
lar NA (Nutrient Agar-Difco) egik besiyerinde mineral yag
altainda -20°C'de saklanmislardir. Bu sekilde saklama ydnte-
ninde Eca ve Ecc izolatlarinin en az 2 y1l boyunca canli
kaldiklari saptanmigtir. Tanilamasi vapilan ve stoklanan

izolatlarla ilgili bulgular Gizelge 16'da verilmigtir.



gekil 1l. Eca-1039 (1), Ecc-133 (2), Echr-4043 (3) ve
4 farkli E.carotovora izolati (4,5,6 ve 7)
ile inokule edilmis besiyerlerinde gelisen
bakteri kolonileri.

a. cvp 27°%

b. cvp 36°%C

c. CVPE (CVP + 35 ug erythromycin) 27°C
4. omMG 24°C de inkube edilmis
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4.4.1. Patojenisite

Srneklerden izole edilen ve tanilanmis izolatlarin
patojenisite galismalari patates yumrularinda ve saksilarda
yetistirilmis Granola cesidi patates bitkilerinde yapilmis-

taxr.

4.4.1.1. Patates Dilimleri Testi

Nutrient Agar besiyerinde geligtirilen 24 saatlik
taze kiiltiirlerden hazirlanan bakteri siispansiyonu ile inoku-=
le edilen patates dilimlerinde, 24°C'de 48 saat inkubasyon-
dan sonra inokulasyon noktasi etrafinda tipik yvumusak cliriik—-
1iik belirtisi gdsteren izolatlar pozitif sonug¢ olarak deger-
lendirilmigtir. Patates dilimleri testi gercekte bir patoje-
nisite testi olmayip sadece belirli bakterilerin pektolitik
enzim olusturma vetenegini ortaya koymaktadir (Lelliclt et
aliy; l966) . Hide edilen biitlin izolatlar (cvPp'de cukur Kolo—
ni olusturan) patates dilimleri testinde pozitif sonug¢ ver-—

mislerdir (Cizelge 7)) «

4.4.1.2. Patates Bitkilerinde Patojenisite ve Virulens

izolatlarin patojenisite denemeleri saksilarda anac
kademede Granola ¢esiti patates tohumluklarindan yetistiril-
mis bitkilerle yapilmistir. Granola cesidinin Karabacak has-—
taligina reaksiyonu konusunda literatiirde herhangi bir kayda
rastlanmamistir. Ancak bdlgede, Karabacak hastaliginin en
sik gdrildigi cesitlerden biridir. Anag kademede tohumluk
kullanilmasi nedeni ise patojenisite amaciyla kullanilan

yumrularda disardan bir Erwinia SPpP. ile bulasma olasiligi-



nin az olmasindan dolayidir. Patojenisite denemelerinde kul-
lanilan kiirdanla inokulasyon yénteminin ¢ok pratik ve kisa
zamanda kesin sonuc¢ verdigi anlasilmistir. Patojen izolat-
larda inokulasvondan 4 gilin sonra, inokulasyon noktasi altin-
da ve iistiinde saplarin yumusayip siyahlastigi, bu saplara
ait vapraklarin solup porsiidigi ve asagiya dofru sarktigi,
hatta bazi durumlarda saplarin bitkiyi tagiyamayarak devril-
digi gdzlenmistir. Pozitif sonuc olarak dederlendirilen bu
belirtiler Sekil 12'de gdériilmektedir. Yapilan patojenisite
denemelerinde saplardaki lezyon boyu degismekle birlikte,
tarla devresinde hastalikli patates bitkilerinden elde edi-
len Ecc-500 no'lu izolat disinda tim izolatlarin patojen ol-

duklari saptanmistir.

tzolatlarin virulensi, 3 tekerriirlii olarak yiriti-
len patojenisite denemelerinde, saplardaki lezyon boylari-
nin Slglilerek Horsfall-Barrett skalasina gdre degerlendiril-
mesiyle bulunmustur. calismalarda elde edilen toplam 1.9
Erwinia carotovora izolatinin virulens degerlerinin dagilimi

Cizelge 16'da gdsterilmistir.

Cizelge 16. Erwinia carotovora izolatlarinin virulens
degerlerinin dagilimi

Skala Hastalik siddeti Izolat
degeri 3 saylsi
1 0 1
2 1-3 =
3 3-6 =
4 6=12 4
5 12~-25 15
6 25-50 72
7 50~75 21
8 75-87 6
9 87=93 -

10 93-96 -
i 96-99 -
12 100 -

TOPLAM 1.9
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R

Eca-209 no'lu depo izolatiyla inokule edilmisg
Granola cesiti bir patates bitkisinin inokulas-
vyondan 4 gin sonraki gorintmi.

Sekil 12.

inockulasyon noktalarini ve hastalikli saplari
gbstermektedir.

g
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Cizelge 16 incelendiginde, elde edilen Erwinia ca-
rotovora izolatlarinin virulensinin oldukga yuksek oldugu
goriilecektir. Nitekim toplam 119 izolattan 72'si %25-50, 21
tanesi %50-75 oranlarinda patates saplarinda hastalik olug-
turmustur. 6 tane izolat ise ¢ok virulent olarak bulunmus,

1 izolatin da virulent olmadigi gérilmistlr.

4.4.2. Biyokimyasal Testler

CVP besiyerinde farkli sicakliklarda gukur koloni
olusumu, Erythromycin'e duyarlailik ve aMG besiyerinde kolo-
ni rengine goére tanimlanarak stoklanan 119 adet Erwinia ca-
rotovora izolatinin Snemli biyokimyasal karakteristiklerini

belirlemek ig¢in 5 testten yararlanilmistir.

4.4.2.1. Glikoz Fermentasyonu

Calismalarda elde edilen 119 Erwinia carotovora
izolatinin hem oksijenin mevcut oldugu kosullarda, hem-
de anaerobik kosullarda fermentatif olarak glikozu kullan-—
diklari gdriilmistir. Cegitli kaynaklardan izole edilen Er-
winia carotovora izolatlarinin glikozdan yararlanma (O/F)

test sonuclari cizelge 17'de verilmistir.

4.4.2.2. Rarbonhidratlardan Asit Olusumu

Erwinia carotovora izolatlari Ayer's, Rupp and
Jhonson (1919) metoduna gbre Eca, Ecc Ve Echr'nin ayirimin-

da Snemli 5 karbonhidrat kaynagi (a-methyl glucoside, maltoz, lak-



tuz, trehaloz, palatinoz) yoniinden testlenmistir. 2 teker-
riirlii olarak yapilan testlerde, inokulasyondan 21 giin son-
raki sari renk olusumu pozitif sonug olarak degerlendiril-
mistir. Sekil 13'te hastalikli patates bitkilerinden elde
edilen 2 Erwinia carotovora izolatinin (Eca-503, Ecc-504)
palatinoz'dan asit olusumu test sonucglarz gdrilmektedir.
Elde edilen tiim izolatlarin karbonhidratlardan asit olusu-
mu ile ilgili bulgular g¢izelge 17'de gdsterilmistir.

4.4.2.3. Fosfataz

Petri kaplarainda kati besiyerinde ¢ok sayida izo-
latin testlenmesine olanak saglayan Cowan (1974) 'e gore ya-
pilan fosfataz testi Erwinia chrysanthemi'nin diger caroto-
vora grubu Erwinia'lardan ayiriminda kullanilmaktadir. Ca-
lismalar boyunca elde edilen tiim izolatlar fosfataz testinde

Sekil 13. palatinoz'dan asit olusumu a- Pozitif sonuc¢
(Eca-503), b- Negatif sonug (Ecc-504) , c- Inokule
edilmemis kontrol.
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negatif sonu¢ vermislerdir (Cizelge 17). Sekil 14 'te fosfa-
taz pozitif olan referans izolati E.chrysanthemi (SCRI-4043) -
nin phenolphthalein diphosphate tetra sodium tuzu igeren ka-
t1 besiyerinde inokulasyondan 48 saat sonra amonyum hidrok-
sit uygulamasi sonucu pembe renk olan kolonileri ve testle-
nen izolatlara ait beyazimsi renkteki koloniler goriilmekte-

diEs

44,24 Indol

indol olusumu testinde, calismalar boyunca elde
edilen izolatlarin biiyiik bir c¢ogunlugu indol negatif olarak
bulunurken, bazi Ecc izolatlarinin (Bec—1¥2, Bec-216; Ecc-223,
Ecc-506,.8cc-513 7@ referans izolati Ecc-133) indol pozitif ol-
dugu gorildi (Cizelge 17). Sekil 15'te Dickey and Kelman
(1988) 'a gdre 5 giin boyunca calkalama kiiltiirde gelistiril-
dikten sonra, indol ayiraci uygulanmis indol poz TEitENyeR e~
gatif olan izolatlara ait test sonuclari goérilmektedir.

Sekil l4. Fosfataz testi: pembe renkli fosfataz pozitif
Echr (SCRI-4043) ve beyaz renkli fosfataz negatif
Frwinia carotovora kolonileri.
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Sekal 154 fndel testi: a- Pozitif sonug. b- Negatif sonucg.
c- inokule edilmemis kontrol.

4.4.2.5. Sakkarozdan Indirgenmis Maddeler Olusumu

Elde edilen bilitin Erwinia carotovora izolatlari,
ve pozitif kontrol olarak kullanilan Erwinia kiiltlirleri 2
ayri metotla sakkarozdan indirgenmis maddeler olusumu igin
testlenmistir. Testlenecek izolatlar birincisinde sivi be—-
siyerinde galkalayicida, ikincisinde kati besiyerinde pet-
ri kaplarinda gelistirilmis ve her iki yéntemde de Benedict
ayiraciyla sakkarozdan indirgenmis maddeler olusumu arasti-
rilmistir. Her iki yéntemle yapilan testlerde tiim izolatlar
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igin ayni sonu¢ alinmisg olup, Cizelge 17'de tek situn halin-
de bulgular verilmistir. Bu amacgla yiiritiilen testlerde Dic-—
key and Kelman (1988) 'de Stawell and Stanghellini'nin degis-
tirerek uygulamis oldugumuz agar plate metodu bir petri ka-
binda ¢ok sayida izolatin testlenmesine olanak saglayan,
calkalayiciya gereksinim duyulmadan uygulanabilen daha pra-
tik bir yéntem olarak pelirlenmistir. Sekil 16'da bu metod-
la testlenmis referans izolatlari (1-Eca-1039, 2-Ecc-133,
3-gchr-4043) ve Erwinia carotovora (4-12) izolatlari goril-
mektedir. Mavi zemindeki turuncu renkli zon olusumu pozitif
sonug olarak degerlendirilmis ve Eca olarak tanilanmigtir.

Sekil 16. Kata besiyerinde sakkarozdan indirgenmis maddeler
olusumu testi.
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Cizelge 17. Caligmalarda elde edilen Erwinia carotovora i1zolatlarimn
biyockimyasal test sonuglari
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(Devamai)

Cizelge 17.
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Ecc-202
Ecc-203
Ecc-204

Ecc-3205
Eca-206

Ecc=-206/1
Ecec=207
Eca-208
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Ece=-221
Ecc-222

Ecc-223
Ecc=300
Ecc—301
Ecec=302

Ecc=-303/1} +
Ecec=303/2f +
Ecc=305
Ecc~=306

Ecc-306/1| +
Ecc-308
Ecc=309

Ecc~-400
Ecc—-401
Eca-403
Ecc-404

Ecc=500
Eca=501
Eca=~502
Ecc=503

Ecc~504

Eca=505

Eca—-505/1| +
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Cizelge 17. (Devami)
. 3N
Asit olusumu g 5
H G| —
2 o - '_g Of=m
@ N o}
+ SRS el A ol s o) N N N . 0
it 1% | V% | 817 5 Sl 3 -l I
[92] e N .
0 N[ e SIS < 180 =21 0 8| O @ | - BE| L
N Q.0 s} + Faf + Y @] A el O
— oy oy O I S | — O | M v | T AP
> > 218 | 32 o] o = | o o { & 9 & oo
9] &) &) O jg o> o = [ - b, | V1| Pu o~
Bec~-506 + + + - + - - - + + | - + - +
Eca=-506/1] + - + + + + + - + + | = - + +
Eca=507 + - + + + + + + + + | - - + +
Eca=-508 + - + + + + + - + + | = - + +
Eca-509 + - ¥ + + + + + + + | = - + +
Eca=-510 + - + + + + + + + + | - - + +
Eca-511 + - + + + + + + + + | - - + +
Ecc=511/1 + + + = + - - = ¥ + | - - - +
Eca=512 + - + + + + + - + + | - - + +
Ecc~-513 + + + - + - - - + + | - + - +
Eca—=514 + - + + + + + + + + | - - + +
Eca-=-515 + - + + + + + + + + | - - + +
Eca-516 + - + e + + + + + | - - + +
Ecc=517 + + + + + - - - + + | - - - +
Eca-518 + - + + + + + + + + | - - + +
Eca=519/1} + - + + + + + + + + | - - + +
Ecc—-519/2] + + + - + - - - + + | = - - +
Eca-520 + - + + + + + - + + | - - + +
Eca=521 + - + + + + + + + + | = - + +
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Eca-522

Ecc-523

Eca-525

Eca-526

Eca-=527

Eca-528

Ecc-529

Ecc-530

Eca-531

Ecc=-532

Eca=-533

Eca-534

Ecc534/11 +

Ecc-535

Eca-536

Ecc=537

Ecc=538

Ecc—~539

Ecc-540
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Cizelge 17. (Devami)
Asit olusumu .

" o 2=

b 0 - v{ N ﬁ ol o

— v jo |~ o] vilmgl| o N N g o oo

+ o o o~ o) 0| > =1 0 o] S

o] ~ O < O jSw o N | - N + orgfq

—~f N ™ =3 o~ P |B 0 ES] 0 1] o] o] ~— ﬁ = 8#

o] Q Ol © RV I« + U 0 B

Solg 8 lel g eEaS 9|85 8| Bi%E 4F

G | O] O] 3| ojsofa | 2la | A & A|la-a s

Eca-600 + - + + + + + + + + - - + +
Eca-601 | + - + + + + + + + + - - + +
Eca-602 + - + + + + + - + + - - + +
Eca-603 + - + + '+ + + + + + - - + +
Eca—-604 + - + + + + + + + + - - + +
Eca—-605 + - + + + + + - + + - - + +
Ecc—-606 | + + + - + - - - + + - - - +
Eca-607 + - + + + + + - + + - - + +
EFca=1039 + - + + + + + + + + - - + +
Ecc~133 | + + + = + - - - + + = + - +
Echr~4043| + + - o - - |- - + + + e +

(*)

100 ile baslayanlar

ithal tohumluk yumru izolatlar

200 " " Depo izolatlari

300 " " Su izolatlari

400 " " Rizosfer izolatlara

500 " " Tarla izolatlara

600 " " Yeni yumru izolatlara

Eca — Erwinia carotovora subsp. atroseptica
Ecc - Erwinia carotovora subsp. carotovora
Echr- Erwinia chrysanthemi

(+) Pozitif, (-) Negatif, (+) Zayif reaksiyon
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1989-1990 yillarinda Bolu, Nevgehir ve Nigde ille~
ri patates liretim alanlarinda yapilan calismalarda toplam
119 adet Erwinia carotovora izolati elde edilmigtir (Cizel-
ge 17). Bu izolatlarin 21 tanesi ithal tohumluk patatesler-
den, 31 tanesi depo siirveylerinde yumugak ¢tlirtikliik belirti-
si g&steren yumrulardan, 10 tanesi Bolu ilinde sulama sula-
rindan, 4 tanesi Nevsehir ilinde rizosferden, 45 tanesi tar-
la devresinde hastalikli bitkilerden, geride kalan 8 tanesi-
de Nevgehir ilinde hastalikli ve sadlikli bitkilerden olusan
yeni tohumluk yumrulardan elde edilmigtir. Toplam 119 adet
E.carotovora izolatindan 118 tanesinin saksilarda, patates
bitkilerinde yapilan patojenisite denemelerinde patojen ol~--
dugu saptanmig, 1 izolatin ise (Ecc-500) pektolitik enzim
olusturma yetenedi olmakla birlikte, bitkide hastalik olus-
turamadi§i goriilmistiir. Virulent olmadi§i saptanan bu izo-
lata da testlerde yer verilmigtir. Yapilan caligmalarda 119
adet Ec izolatinin 68 adeti Erwinia carotovora subsp. caro-
tovora olarak, 51 tanesi de Erwinia carotovora subsp. atro-

septica olarak teshis edilmistir.

Cizelge 17'de verilen test sonuglari elde edilen
119 izolat ig¢in ayri ayri incelendiginde, tanilamasi yapi-
lan Ecc ve Eca izolatlarainin karakteristikleri Cizelge 18'de

Hzetlenmigtir.

Cizelge 18'de gOriildiigi gibi testlenen 68 Ecc izo-
lati ve 51 Eca izolati pek gok testte %100'e varan oranla
beklenen sonucu vermigtir. Ancak 36°C'de gelisme testinde
3 Ecc izolatinin bu sicaklikta ¢ok az gelisme g8sterdi§i,
palatinoz'dan asit olusumunda 2 Eca izolatinin palatinozu
yeterince kullanmadidi, maltoz'dan asit olusumunda 3 Ecc
izolatinin maltozdan yararlandigi, buna kargin 14 Eca izo-
latinin maltoz'dan asit olugturmadidi, indol testinde 5 Ecc
izolatinin pozitif reaksiyon verdi§i saptanmigtir (Cizelge
16) . Trehalozdan asit olusumu testinde ise yine 3 Ecc izola-
tinin zayif reaksiyon verdigi goériilmigtlir. Cizelge 17 ve
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GCizelge 18. Caligsmalarda elde edilen Ecc ve Eca izolatlari-
nin biyokimyasal test sonuglari veri &zeti.

Test ECC ECA
(68 izolat) (51 izolat)
36°%'de gelisme + (95) -
Erythromycin'e duyarlilik - _
(35 ug CVP)
aMG'de kairmizi koloni - (74) +
O/F testi + +
Asit olusum a-Methyl glucoside - (88) +
Palatinoz - + (96)
Maltoz + (95) + (73)
Trehaloz + (95) +
Laktoz + +
FPosfataz - -
indol - (93) -
Sakkarozdan indirgenmis _ +
madde olugum
Patates dilimleri testi + +

+ Biitiin izolatlar pozitif. - Bilitlin izolatlar nega-
tif (%) + veya - izolat.

Cizelge 18'de g&rililecegi gibi 2 farkli a-Methyl glucoside
testi yapilmistir. Bunlardan l'incisi aMG (Philips and Kel-
man, 1982) agarli besiyerinde yabllan testtir. Bu metoda

gbre testlenen 18 adet izolat (Cizelge 17) aMG besiyerinde
Eca'da oldugu gibi kirmizi renkli 2-3 mm gapli koloni olus-
turmuslardir. oaMG besiyerinde pOzitif olarak gdriinen bu izo-
latlar ise tipik Ecc izolatlari gibi palatinoz'u kullanmamis
36°c'de geligmis ve sakkarozdan indirgenmis maddeler meydana
getirmemiglerdir. Ayrica bu izolatlarain tilipte sivi besiyerin-
de yapilan a-Methyl glucoside testinde (Ayers et al., 1919)

10 tanesinin negatif, 8 tanesinin zayif reaksiyon verdidi sap-~

tanmistair.
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Yukarida belirtilen farkla sonuglar veren tiim izo-
latlarla stokta bekleme nedeniyle biyokimyasal 6zelliklerin-
de farkliliklar olabilecedi dlislincesiyle tekrar patates
bitkilerine inokulasyon yapilmigs ve elde edilen reizolatlar-
la Cizelge 1l7'de belirtilen testler tekrarlanmagtair. Yapilan
bu testlerde de &ncekilere gdre verdikleri reaksiyonlar agi-
sindan bir farklilik goriilmemigtir.
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5. TARTISMA VE SONUC

1989-1990 yillarinda Bolu, Nevsehir ve Nigde pata-
tes ekim alanlarinda vegetasyon devresinde yapilan silirvey
calismalari sonunda, yumusak ¢liriikliik grubu Erwinia tilirle-
rinden Erwinia carotovora subsp. carotovora ve Erwinia ca-
rotovora subsp. atroseptica'nin ydre lireticileri tarafindan
"Karabacak" adi verilen hastaliga neden oldugu saptanmigtir.
Karel ve Karahan (1962); 1960 yilinda Nevsehir, Nigde ve Or-
ta Anadolu bdlgesindeki diger illerde tarla devresinde has-
taligin mevcut oldugunu ve bu ¢alismayla da saptanmig olan
belirtilerin gdriildiiginii kaydetmislerdir. Ayni aragtirici-
‘lar hastaliga "Kok Bogazi Yanikligi" adaini vermis ve etme-
nin Erwinia phytophthora (Appel) Hall. oldugunu ifade etmig-
lerdir. Baykal and Gktem (1978) ise Bolu ilinde tchumluk pa-
tateslerde hastali§i saptamis ve hastalaikli bitkilerden izo-
le ettikleri bakteriyi Erwinia atroseptica van Hall. olarak
tanimlamiglardir. Hastaliga"Patates Dip Yanikliga" adini
vermislerdir. Turkeensteen (1985) Tiirkiye'de patates alan-
larinda yapmig oldugu 2 yillik silirvey calismasinda tarla
devresinde "Karabacak" hastaligina rastlanmadigini ifade

etmistir.

Bulgularimiza gbre Karabacak hastalidi tarla dev-
resinde bitkilerde fenolojik evre ve ¢evre kogsullarina gd-
re bir 8lglide farklilasan belirtiler seklinde ortaya ¢ikmak-
tadir. Graham (1962; 1967), Bradbury (1977 b), Perombelon
and Kelman (1980), Cother and Sivasithamparam (1983) Kara-
bacak hastaliinin tarla devresinde yaprak aksaminda, gov-
de, k8k bogazi ve kdklerde ayni tip belirtiler olusturdugu-
nu belirlemektedirler. Karel ve Karahan (1962) Orta Anadolu
B8lgesinde yaptiklari calismalarda Erwinia phytophthora ile
infekteli bitkilerde benzer belirtilerin vegetasyon baglan-
gicinda gdériildiiglinii, ileri devrelerde infekte olmus bitkile-
re rastlanmadigini belirtmislerdir. Calaismalarimizda Szel-
likle yagmurlama seklinde sik sulanan tarlalarda yesgil ak-
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samin saglikli bitkilerde oldugu gibi herhangi bir belirti
gdstermeyip sadece saplarin bazilarinda kdkbogazina yakin
kisimda siyahlasip yumusadigi, bazende saplarin iist kismin-
da bu tip belirtilerin g&riildiigi saptanmistir. Bu tip be-
lirti g6steren bitkilere ait yeni yumrularainda stolonlar
yoluyla infekte oldugu (Sekil 8.), hatta yeni yumrularda
yumugsak c¢liriiklilkk belirtilerine''bile rastlandiga (Sekil 9.)
durumlar gdrilmiigtiir. Cother and Sivasithamparam (1283) ay-
ni1 tip belirtilerin Bati Avustralya'da goriildigiinii bildir-
mistir. Perombelon et al. (1987) Iskogya ve iIsrail'de yap-
mis olduklari calismalarda hastaligin tarla devresindeki
belirtilerini 4 grupta toplamislardir. Bunlardan ilk 2'si

(A ve B tipi) yukarida s&zli edilen Sekil 2, 3 ve 4'teki be-
lirti tiplerine uymakta olup daha ziyade bulagik tohum ve
bitkinin bu yolla infekte olmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
3. tip belirti, (C tipi) ise bitkide solgunluk seklinde or-
taya ¢ikan ancak saplarda igte ve digta herhangi bir clri-
menin gdrilmedidi E.chrysanthemi’'nin neden oldudu belirti
seklidir. Calismalarimizda bu tip bir belirti gekline rast-
lanmamistir. 4. tip belirti (D tipi) ise nemli kosgsullarda
saplarda rilizgar, toprak isleme vs. ile yaralanma sonucu bit-
kilerin yagmur, sulama suyu, bdcekler veya aerosollerle in-
fekte olarak saplarda yumusak, siyahimsi-kahverengi bir c¢ii-
riikliik seklinde belirmektedir. Bu belirti Nevsgehir ve Nigde
illerinde yagmurlama sulamanin yapildigi tarlalarda sapta-
m1is oldugumuz Sekil 5'te g8sterilen belirtilerle benzegmek-
tedir. Nevsehir ve Nigde patates ekim alanlarinda bu tip
belirtilerle ortaya c¢akan hastaligin gerek ticari gerekse
tohumluk patates yetigtiriciligimiz ac¢isindan ¢ok Onemli
oldudu kanisindayiz. Clinkii erken devrelerde hastalik godriil-
diilinde {ireticiler hastalakli bitkileri s&kiip uzaklagtirmak-
tadir. Zaten bu gekilde hastalanan bitkilerde yumru olusumu-
da gdSriilmemektedir. Oysa bitkilerin biyilylp siklastidi hasa-
ta yvakan devrelerde lreticiler tarlaya girip temizlik yap-
maktan kacinmaktadirlar. Ayrica bu devrede lireticilerin has-
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talikli bitkileri s6kse de yumrulari toprakta biraktigi gdz-
lenmigtir. Tarlada hastalikli bitkilerin wve olugsan yeni yum-
rularin s&kililip tarladan uzaklastirilmasinin gelecek yil
hastalidin azalmasinda ¢ok Snemli rol oynadigi bir gercek-
tir (Powelson and Apple, 1986).

Bolu, Nevsehir ve Nigde illerinde yapilan tarla siir
veylerinde Karabacak hastalidinin yayginlaik orani sirasiyla
ortalama %22.79, %43.3 ve %38.3 olarak bulunmugtur (Cizelge
7) . Karel ve Karahan (1962) Orta Anadolu bdlgesinde yapmig
olduklari siirvey calismasinda Nevsehir ilinde %30-35, Nigde
ilinde ise %20-30 oraninda bulasik tarlalar oldudgunu bildir-
miglerdir. Slirvey ¢alismalarimizda Bolu ilinde %0-5 (ort.
%062) , Nevgehir'de %0.1-15 (ort. %1.27), Nigde ilinde %0.1~-
12 (ort. %1.19) arasinda dedisen oranlarda hastalikli tarla-
lara rastlanmigstir (Cizelge 4, 5, 6). Nevsehir ve Nigde ilin
de hastalidin daha yaygin ve yiiksek oranda gdriilmesi bu il-
lerdeki ekim alanlarinda sulamalarin ¢ok sayida ve yadmurla-
ma seklinde yapilmasi, y&rede patatesin monokiiltlir geklinde
yetigtirilerek hububatla ekim ndbetinin yeterince uygulanma-
masindan kaynaklanmaktadir. Powelson and Apple (1986) Kara-
bacak hastalifinan sulanmayan alanlarda %2'den az, yagmurla-
ma seklinde sulama yapilan yerlerde %75'e varan oranlarda

gbriilebilecegini belirtmiglerdir.

Tarla slirveyi caligsmalarinda Bolu ilinde hastalikli
bitki 8rneklerinden %92 oraninda Eca, %8 oraninda da Ecc izo
le edilmigtir. Nevsehir ve Nigde illerinde ise sirasiyla %66
255 oranlarinda Eca, %23, %30 oraninda Ecc, %1l ve %15 oran-
larinda ise her iki ilde ayni tarlada Eca ve Ecc'nin Karaba-
cak hastalidina neden oldudu saptanmigtir (Cizelge 7). Lite-
ratiir bildirisleri bdéliimiinde dedinildigi gibi 70'li yillaran
sonuna dedin sadece Eca Karabacak hastaligi, yada sap c¢lrime
sine neden olan etmen olarak kabul edilmekteydi. Ancak Stang
hellini and Meneley (1975), Arizona'da 1lik ¢6l1 ikliminde ye

tistirilen patateslerde sap clirlimesine neden olan etmenin

-

-
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Ecc oldugunu saptamistir. Soduk bir iklimin hiikiim sirdigi
Iskogya'da sap c¢lirlimesine Eca neden olmaktadir (Perombelon,
1973) . Molina and Harrison (1977) Amerika'da soduk iklimin
hikiim slirdiifli bélgelerde Eca'nin, 1liman iklimin oldudgu
bélgelerde ise Ecc'nin sap c¢lirlimesine neden oldudunu belirt-
miglerdir. Powelson (1980) ise ABD'de Oregon'da yapmig ol-
duklari calismalarda vegetasyon devresinin baginda yaygin
olan etmenin Eca, sicakliklarin arttidi hasat devresine dod-
ru Ecc'nin hakim tiir durumuna geldigini ortaya koymuglardir.
Molina and Harrison (1980) ise hangi tliriin hastalia sebep
olabilecegi konusunda toprak sicakliginin Snemli bir faktdr
oldudunu, sayet toprak sicakliga 18°C'nin altinda ise Eca'-
nin, 25°C'nin tizerinde ise Ecc'nin Karabacak hastaligina ne-
den oldugunu belirtmektedir. Bulgularimiza g&re, Nevgehir

ve Nigde'den daha yliksek ve serin bir iklime sahip Bolu ilin-
de Karabacak hastaligina sebep olan etmenin biiylkk ¢odunlukla
(%92) Eca oldugu goériilmiistlir. Bolu ilinde vegetasyon devre-
sinde toprak sicaklik &Slglimleri dikkate alinirsa (Cizelge 15),
sicakliklarin 18°C'nin altinda oldugu go&riilecektir. Nevsgehir
ve Nigde illerinde ise toprak sicakliklari 18°C'nin tizerinde~
dir. Perombelon et al. (1987) birbirinden farkli iki iklime
sahip Iskogya ve iIsrail'de yapmigs oldudu galismalarinda;
Iskogya'da Haziran-Temmuz aylarinda testledikleri 65 hasta-
likli sapin %100'iinden Eca, AJustos—-Eyliil'de 82 sapin %83'{in-~
den Eca, %17'sinden de Eca + Ecc izole etmislerdir. israil'-
de ise Nisan ayinda testledikleri 96 hastalikli saptan %50'-
sinin Eca, %7.3'Uiniin Ecc, %39.6'sinin Eca + Ecc, %3.l1'inden-

de Ecc + Echr 1zole etmiglerdir.

Bolu, Nevgehir ve NiJde illerinde yapilan depo siir-
veylerinde ortalama c¢lirlime orani sirasiyla %0.49, %1.25, %0.77 ola-
rak saptanmistir (Cizelge 1ll1l). Xarel ve Karahan (1962) Nev-
sehir'den ¢esitli depolardan almigs olduklari toplam 459 yum-—
ru O8rneginde %37.47 oraninda ¢esitli bakteriyel ¢lirlimeler ol-
duguna deginmislerdir. Ancak adi geg¢en arastiricilar Erwinia
phytophthora 'nin ne oranda bir g¢lirtikliik olusturdugu iizerinde



92

herhangi bir galisma yapmadiklarini da belirtmiglerdir.
Turkeensteen (1985) ise Tiirkiye'de patates depolarainda yap-
mig oldudu slirvey galismalarinda, tarla d&neminde rastlan-—
mamasina kargin Ecc 'nin neden oldudu yasg c¢liriiklige rastlan-
dig1 ve yaygin olarak go&riildiiGlini belirtmigtir. Ayni arag-
tirici Tirkiye'de yas c¢lirliklilk nedeniyle depodaki kayipla-
rin tahmini %2 oldugunu bildirmistir. Siliphesiz depolanan
patateslerde depo kosullari, sayim zamanl ve sayisi, Ureti-
cilerin depoclarda aktarma yapmak suretiyle ayiklama yapma-
s1, diger mikroorganizmalar tarafindan meydana getirilen
¢liriikliikler depolarda Erwinia carotovora'nin olugturdugu
gergek ¢lirtikliik oraninin saptanmasinda etkili olan &nemli
faktdrlerdir. Perombelon and Kelman (1980) depolanan pata-
tes yumrularinda yumusak ¢lirtikliik grubu Erwinia'larain g¢lirli-
meyi baglatmasi igin: Anaerobik kosullarin, yumru yilizeyini
kaplayan su katmaninin, patojenin gelismesi ig¢in gerekli mi-
numum sicakligin izerinde bir depo sicakligi gibi &n kogul-
lardan birinin olmasi gerektigini belirtmigtir. Lipton (1967),
Perombelon and Lowe (1970), De Boer and Kelman (1978) cilirii-
menin havadakinden daha diisiik bir 02 konsantrasyonunda g¢ok
daha hizli ocldudgunu saptamiglardir. Yumru cgliriimelerinde len-
tiseller disainda hasat, tasima, depolama sirasinda yumrular-
da ag¢ilan yaralar, bécekler, nematodlar ve fungal infeksiyon-
lar bakteriler igin giris kapisi olusturmaktadir. Sayet ya-
ralar mantar dokusuyla kapanmadan &nce anaerobik kogullar
veya yumru yilizevinde su tabakasi olusursa gliriime baglamak-
tadir. Bu kosullarda g¢ok az sayida bakteri (<}.O2 hiicre) lez-
yon olusumu ic¢in yeterli olmaktadir. Oysa tam aksine aerobik
kogullar altainda 30°C'den daha disiik sicakliklarda yaklasik
106—107 bakteri genig bir lezyon ig¢in gerekli olmaktadir
(Perombelon and Kelman, 1980). Bartz and Kelman (1984) tica-
ri paketleme evlerindeki patateslerin toprak vs.'den arindi-
rilmasi ve yikama islemleri sirasinda saglikli yumrularin da
Erwinia carotovora 1ile bulagmasinda Snemli rol oynadidini ve
clirlimenin ¢ok daha fazla oldudunu saptamigtir. Bolu, Nevge-
hir ve Nigde patates liretim alanlarinda ve depolarda yapmig
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oldugumuz ¢alismalarda bu tiir bir yikama iglemine rastlan-
mamistir. Ayrica Nevsehir ve Nigde illeri patates Uretim
alanlarindaki topraklarin kumlu ve gevsek bir yapida olma-
s1 nedeniyle, patateslerin traktdre bagli sckiim aletiyle,
s6kiildiigli ve yikanmaya gerek duyulmaksizin tarlada guvalla-
nip paketlendigi gézlenmigtir.

Yumusak ¢lriiklilkk grubu Erwinia'lar lizerinde yapi-
lan galismalar, bu bakterilerin pek g¢ok konukcgu bitkide la-
tent infeksiyonlar geklinde mevcut oldudunu, yani gdzle g&-
riinebilir herhangi bir simptom g&stermemekle birlikte pata-
teslerde bulunabildigini ve sartlar uygun oldugunda gelise-
rek g¢lirlimeye neden olabildiklerini g8stermistir (Hayward,
1974) . Bolu, Nevgelir ve Nigde illerinde yapilan depo siir-
veylerinde ¢lirtikliik belirtisi gdsteren yumru sayimlarina
ilaveten depolardan saglikli yumru &rnekleri de alinmigtir.
Yumru inkubasyon metoduyla yapilan bu testlere gbre, Erwinia
carotovora ile yumrularin bulagma oranlari Bolu ilinde oxrta-
lama %3.99, Nevsehir'de %8.97 ve Nigde'de %5.37 olarak bulun-
mustur (Cizelge 11l). 3 ilde ortalama %6.1 gibi oldukg¢a yiik-
sek bir bulasmanin goriilmesi depoda kosullar uygun oldudu
takdirde ortalama %0.95 olarak belirlenen c¢lirtime oraninin
yikselerek ciddi kayiplar verebilecedini g&stermektedir. Ci-
zelge 13'te gOriildigl gibi ortalama %18 oraninda Erwinia ca-
rotovora ile bulagik yumrularin depoda bekletilmesi sonucun-
da hasattan sonra 7. ayda yapilan incelemelerde yumrularin
ortalama %44 '{inin, 8. ayda ise ortalama %75.5'inin ¢iiriidiigii-
saptanmistir. Ayrica daha da Snemli olarak bu patatesler to-
humluk olarak kullanildiginda tarlada Karabacak hastalida
i¢in Gnemli bir inockulum kaynagdi olacaktir. Sliphesiz Erxrwinia
carotovora ile bulasik bu yumrulardaki bakteri populasyonu,
depodaki kosullar ve zamana bagli olarak patatesin ne oranda
clirivebilecedi, tarla devresinde ne oranda tohumluk yumru gii-
riimesi ve Karabacak hastalifina neden olabilece§i ise arasti-
rilmasi gereken Snemli konulardir. Ancak latent haldeki bak-
terinin metabolik aktivitesi ile, geligen bitkideki dokularin
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dayanikliligi arasinda nasil bir denge kuruldu§u, Karabacak
hastaliginin baslamasinda ne gibi bir tetik mekanizmanin
rol oynadigi heniliz saptanmamigtir (Perombelon and Kelman,
1980) .

Depo silirveyi calismalarinda gerek c¢iiriik yumrular-
dan gerekse yumru inkubasyon metoduyla test edilen yumrular-
dan yapilan izolasyon galismalarinda Eca ve Ecc'nin yumru
glirlimelerine neden oldugu saptanmistir. Perombelon (1979)
farkla Erwinia carotovora alt tlirlerinin patatesi infekte
etmesinde en dnemli faktérlerden birinin sacaklik oldugunu
saptamigtir. Ornedin; yvumruda Eca ve Ecc'den her ikiside
mevcutsa 15°C'nin altindaki sicaklikta Eca, daha yliksek si-
cakliklarda ise Ecc hakim bakteri durumuna gelmekte, 22°%'de
ise her iki bakteri esit oranda bulunabilmektedir. Depolar-
dan alinan yumru Orneklerinin testlenmesinde bazi yumrularin
caivik, slimiksli yapida, yapiskan bir yumusak c¢liriikliik belirti-
si (Sekil 6) gbsterdigi saptanmigtir. Yapilan izolasyon ga-
lismalarinda Erwinia carotovora'nin izole edilemedidi bu tip
yumrularin muhtemelen pektolitik &zellikte Clostridium sSpp.
ile bulagik olabilecedi kanisina varilmigtir. Nitekim Campos
et al. (1982) ticari patates depolarindan aldiklarai yumru Or-
neklerinin %45'inin Eca, %13'linlin Ecc, %22'sinin pektolitik
Clostridium'larla bulagik oldudunu belirtmislerdir. Turkens-
teen (1985), Tlirkiye'de yapmis oldudu patates hastaliklari
slirveyinde Clostridium'dan ileri gelen ¢lirlikliiklerin varli-

gini bildirmektedir.

Erwinia carotovora 'nin en &nemli inokulum kaynagi-
nin infekteli tohum oldugu pek ¢ok arastirici tarafindan or-
taya konmustur (Logan, 1968; Graham and Hardie, 1971; Perom-
belon 1972, 1973, 1974; Molina et al., 1974; De Boer and
Kelman, 1975; Burr and Scrotch, 1977). Bolu, Nevgehir ve
Nigde illerinde Erwinia carotovora 'nin baglica inockulum
kaynaklarinin arastirildidi galismalarimizda ithal edilen
tohumluklarin ¢esitler ve tohumluk partilerine g&re degisg-
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mekle birlikte bazilarainda hig¢ bulagma gd&riilmezken, biiyik
godunlugunda %2,5-16 arasinda de§igsen oranlarda Erwinia
coratovora ile bulagma saptanmistir (Cizelge 12). Ithal
edilen ana¢ kademede yumrularin kullanildidi tohumluk pata-
tes yetigtirilen 4 tarlada yapilan denemelerde ise, hasta-
likli bitkilere ait saglikli gériinen yumrularin testlenme-—
si sonucu ortalama %18 oraninda Erwinia carotovora ile bu-
lagtigi gOrilmistiir (Cizelge 13). Ayni calismada glriinebi-
lir hi¢ bir hastalik belirtisi tasimayan bitkilerden alinan
yvumru Orneklerinde bile %2 oraninda (4 no'lu Ornek) Eca ile
bulasma saptanmigtir. Pawelson and Apple (1986) Karabacak
hastaligir gbriilen bitkilerden elde etti§i yumrularda l.yil
ortalama %14.2, 2.yil ortalama %30.8 oraninda, sagliklai bit-
kilerden aldiklari yumrularda ise l.yil ortalama %5.9, 2.
y1l ortalama %12.3 oranlarinda Erwinia carotovora ile bula-
siklilik saptamiglardir. Ayni arastiricilar Amerika'da 2
ayri ySrede yapmis olduklari bu denemelerde toprak &rnekle-
rinin sirasiyla %58 ve %47'sinde, sulama suyu Orneklerinin
%67 ve %45'inde Ecc ile bulasma oldugunu ancak Eca ve Echr'e

rastlanmadigini bildirmiglerdir.

Tohum haricinde diger inokulum kaynaklarinin aras-
tiraildigi galaismalarimizda Bolu, Nevsehir ve Nigde illerin-
den alinan toprak O8rneklerinin higbirinde yumugak c¢liriikliik
grubu Erwinia spp. l1zole edilememigtir. Meneley and Stang-
hellini (1976) Arizona'da yapmis oldudgu galigmalarda pata-
tes dikiminden 1 gilin Once nadasa birakilan topraklardan zen-
ginlestirme teknikleri kullanarak hem Eca hem de Ecc izole
etmigtir. De Boer (1979), Coplin (1980) ayni zenginlegtirme
tekniklerini kullanarak Erwinia carotovora'nin toprakta ki-
s1 gecirdigini, Perombelon and Hyman (1989) ayni yontemden
yararlanarak Eca ve Ecc'nin Iskogya'da topraklarda mevcut
oldugunu ortaya koymuslardir. Her 3 ildeki toprak Ornekle-
rinin testlenmesinde yukarda adi gegen arasgtiricilarin kul-
landi§ir zenginlegtirme ortamindan (PEM, Meneley and Stang-
hellini, 1976) yararlanilmig ve izolasyonlar igin CVP besi-
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yveri kullanilmistir. Ayni ydntemler kullanilmasina karsin
topraktan izole edilememe nedeni, muhtemelen, topraktaki
populasyonun ¢ok diigik olmasi, ¢ok fazla sayida ornek alin-
masi gerektigi ve pektate zenginlegtirme besiyerinde anaero-
bik inkubasyon kosullarinin saglanamamasi nedenine baglana-
bilir (Perombelon kigisel goriisme) . De Boer (1979) Erwinia
carotovora'nin topraktan izolasyonunda PEM ortamiyla birlik-
te Fluorescent Antibody Staining (FAS) metodunun digerleri
iginde en duyarli yodntem oldugunu belirtmektedir.

Nevsehir ilinde hastalik belirtisi g&stermeyen pa-
tates bitkilerinin rizosferinden alinan 11 &rnegin 3'linden
Ecc, 1 tanesinden de Eca zenginlestirme teknikleriyle izole
edilmigtir. Diinyada yapilan calismalar Erwinia carotovora'-
nin saglikli patates bitkileri yanisira pek ¢ok kiiltiir bit-
kisi rizosferinde yasayabildigini ortaya koymustur (Perom-
belon, 1976; Burr and Scrotch, 1977; De Boer et al., 1978;
de Mendonca and Stanghellini, 1979; Coplin, 1980; Mc Carter-
Zorner, 1985). De Boer (1983) Erwinia carotovora 'nin rizos-
fer populasyonunun tohumluk yumru c¢lriliyene dedin diisiik oldu-
Junu, hasata kadar populasyonda degismeler oldudunu, hasat-
tan énce bitki rizosferi ve yumrulardan her iki alt tliri
izole etmenin miimkiin oldudunu belirtmistir. Perombelon and
Hyman (1989) patates {iretimi yapilan tarlalarda Erwinia ca-
rotovora populasyonunun hasat sonrasinda ¢ok yliksek aldugu-
nu kis boyunca ve ertesi yil ¢ok azaldigini, yasam sansinin
Brassica cinsi bitki rizosferinde g¢ok yilksek, ¢im ve hububat-
ta orta derecede, patates ve dijer yabanci otlarda az oldudu-

nu saptamigtir.

Bolu ilinde sulama suyu kaynaklaraindan G&lkdy bara-
j1 sularindan senenin 3 ayinda, Cepni deresi sularindan ise
vil boyunca zenginlegtirme teknigi ile Ecc izole edilmigtir
(Gizelge 14). Mc Carter-Zorner et al. (1984) Glney Iskocgya,
Kolorado ve ABD'deki pek ¢ok ekili alanda, ylksek yayla ve
daglardaki su kaynaklarini inceledikleri calismalarinda
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Ecc'nin yi1l boyunca mevcut oldudunu Eca 'nin ise g¢ok daha

az siklikla izole edilebildigini belirtmiglerdir. Ayni aras-—
tiricilar Erwinia carotovora 'nin yadmur sularinda, Kolorado-
da daglardaki karlarda, Iskogya ve Oregon kiyisinda deniz
suyunda bile mevcut oldugunu saptamislardir. Testledikleri
yver alti su kaynaklarinda ise Erwinia carotovora'nin mevcut
olmadigini bildirmislerdir. Jorge and Harrison (1986) Ameri-
ka'da Kolorado'daki irmaklardan 1 yil boyunca %97.5 oranin-
da Ecc, %2.5 oraninda Eca, Perombelon and Hyman (1987) Is~
kogva'da Alyth Burn irmagindan 1 yil boyunca %80 oraninda

Ecc izole etmiglerdir. Maddox and Harrison (1987) Gliney Ko-
lorado'da sulama sularinda Erwinia carotovora 'nin populas-
yon dinamigi {izerine yapmis olduklari calismada, Adgustos ve
Eyliil aylarinda populasyonun maksimum diizeyde oldugunu, Eca-
nin ¢ok diisiikk oranlarda izole edilebildigini Echr'e ise hig
rastlanmadigini belirtmiglerdir. Ayni arastiricilar Kolora-
do'da patates sulamasinda kullanilan 14 yeralti su kaynagin-
dan 8'inde Erwinia carotovora ile bulasma oldugunu ancak bun-
lardan 1 tanesi harig¢ diJerlerinde y1l boyunca Erwinia caro-
tovora 'nin bulunma oraninin g¢ok diisiik oldudunu bildirmisler-
dir. Patates sulamasinin biiyllk Olglide yeralti su kaynakla-
rindan yapildidi Nevsehir, Nigde illerindeki yeralti sularin-
dan almis oldudumuz Srneklerde de Erwinia carotovara'ya rast-

lanmamigtir.

Calismalarimizda yumusak c¢lriiklik grubu Erwinia 'la-
rin izolasyonunda se¢ici besiyeri CVP kullanilmigtir. Bu be-
siyeri hazirlama zorlugu olmakla birlikte son derece secgici
8zellikte olup calismalarimizda bakterilerin izolasyocnu ve
tanilamasi ydniinden biyiik kolaylik saglamistir. Cuppels and
Kelman (1975) CVP besiyerini kullanarak 103 hiicre/gram top-
rak seviyesinde bile bakterilerin izole edilebildigini ve
Erwinia carotovora izolasyonunda diJer seg¢ici besiyerlerin-
den (Miller-Scrotch, Kado Haskett, Beraha pectate) ¢ok daha
secgici 8zellikte oldudunu gdstermigtir. Yumusak ¢lirtikliik
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grubu Erwinia'larin (Eca, Ecc, Echr) tanilanmasina y&nelik
calismalarimizda CVP'de 27°C'de, CvP'de 36 Co'de, CVPE 'de
27°C'de ve aMG'de 24°C'de inkubasyona dayali olarak kulla-
nilan yéntem her 3 bakterininde kisa zamanda ve glivenilir
olarak teghisine olanak saglamistir. Bu y&ntemle ayni za-
manda tek petri iginde ¢ok sayida izolat testlenebilmekte-
dir. Perombelon and Hyman (1986) yumusak ¢liriklidk grubu
Erwinia'larin hastalikli bitki materyalinden direkt izolas-
yonu ve ayirimi igin CvP'de 27°c, cvp'de 33.5°C, cvp'de 36°C
ve CVPE'de 27°%C seklinde bir ydntemin basariyla kullanilabi-
lecedini ifade etmigtir. Ancak buradaki 33.5°C ¢ok kritik
bir sicaklik olup, bilinen kiiltlirlerle yapmas oldudumuz &n
denemelerde olumlu sonu¢ alinamamigtir. Bunun yerine g¢alis-
malarimizda Eca ve Ecc'nin koloni rengine gbre ayirimi yapi-
labilen MG besiyeri (Philips and Kelman, 1982) kullanilmig-
tir. Ayrica hastalikli bitki materyalinden izolasyon &ncelik-
le CVP besiyerine yapilmis, daha sonra elde edilen tipik kra-
ter olugturan koloniler yukarda s&zli edilen ydnteme gdre

testlenmistir.

Hastalikli bitki matervali ve g¢gegitli kaynaklardan
elde edilen Erwinia carotovora izolatlarinin Eca ve Ecc ol-
dugu saptanmigtir. Echr ise izole edilememistir. Echr daha
ziyade tropik ve subtropik bdlgelerde pekgok bitkide hasta-
lik olusturan bir bakteri olup (Perombelon and Kelman, 1980),
Avustralya'da patateslerde ¢ikis &ncesi yumru cilirlimelerine
(Cother, 1980), Perﬁ'da tropik bdlgelerde siddetli sap cirii-
mesine (de Lindo et al., 1978), Israil'de patateslerde sol-
gunluga (Lumb et al., 1986) neden oldudu bildirilmektedir.
Perombelon et al. (1987) yumru derinligindeki toprak sicak-
liginin 20°C'nin altainda oldugu durumlarda Echr'nin patoje-—

nik olmadigini saptamistir.

Bolu, Nevsehir ve Nigde illerinde yliriitiilmliis olan
calismalarda toplam 119 Erwinia carotovora izolati elde
edilmis, bunlardan 68 tanesi Ecc, 51 taneside Eca olarak
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tanilanmigtir. Bu izolatlarin Cizelge 18'de belirtilen bi-
yokimyasal testlerle saptanan karakteristikleri incelendi-
ginde izolatlarin bilylik bir ¢ogunlugunun beklenen sonucu
verdigi gdrilmiistiir. Bu konuda elde edilen bulgular, cegit-
1i tdlkeler ve kiiltilir kolleksiyonlarindan temin edilmis olan
Erwinia carotovora izolatlarinin biyokimyasal karakteristik-
lerinin arastirildigdi Graham (1972) ve Dickey (1979) 'un ca-
ligmalarindaki sonu¢larla kargsilastirmali olarak Cizelge

19'da verilmisgtir.

Cizelge 19 incelendidinde testlemig oldudumuz 68
Ecc, 51 Eca ilzolatindan elde edilen sonuc¢larin, Graham
(1872) ve Dickey (1979) 'un bulgulariyla ayni paralelde ol-
dugu gdriilmektedir. Calismalarimizda erythromycin'e duyar-
1ilik testi 35 ug erythromycin igeren CVP besiyerinde (Pe-
rombelon and Hyman (1986) 'a gdre yapilmistir. Graham (1972)
ve Dickey (1979) ise nutrient agarda 15 ug'lik erythromycin
igeren kagit disklerle erythromycin'e duyarlilaik testini
yapmigslardir. Calismalarimizda Eca'nin Ecc ve Echr'den ay-
riminda anahtar testlerden biri olan o-methyl glucoside'den
yararlanma 2 ayrl y&ntemle tiim izolatlar ig¢in uygulanmigstir.
aMG kati besiyerinde ve Graham (1972), Dickey (1979) 'un uy-
gulamis oldugu sivi besiyerinde yapilan testlerde elde edi-
len bulgular, Eca izolatlari i¢in %100'e varan dodrulukla
sonug alinabilecedini gdstermistir. Ancak Ecc izolatlarain-
dan 18 tanesinin (%26) kati besiyerinde a-methyl glocuside
testinde pozitif sonug¢ verdigi gorilmigtir. Sivi besiyerin-
de yapilan (Ayers, Rupp and Jhonson, 1919) a-methyl glocu-
side'den yararlanma testlerinde ise Ecc izolatlarinin %4
oraninda pozitif reaksiyon verdigi goérilmiistiir. Cizelge 19-
da 68 Ecc, 51 Eca izolatinin biyokimyasal Gzellikleri ile
ilgili bulgular, 36°C ' de geligme, o-methyl glucoside ve pa-
latinose'dan yararlanma, sakkarozdan indirgenmis maddelerxr
olusumu testlerinin Graham (1972), Dickey (1979), Lelliott
and Dickey (1984) Dickey and Kelman (1988) 'de de belirtil-
digi gibi Eca ve Ecc izolatlarinin ayriminda glivenlikle
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kullanilabilecegini g&stermistir.

Toplam patates lretimimizin %45'inin (Cizelge 3)
gergeklestirildigi ve iUretimin g¢godunlukla tohumluk amaciy-
la yapildigi Bolu, Nevgehir ve Nigde illerinde yiiriitiilen

bu galisma sonunda:

- Karabacak hastaliginin y8re ve patates gegitle-
rine gdre dedigmekle birlikte ortalama %1.18 oraninda c¢ikis.
ve bblgede ortalama %39.86 oraninda yayginlik gdsterdigi
saptanmig, hastaligin belirtileri ve zarar gekli ayrintila

olarak ortaya konmustur.

- Depolarda ise yine y&re ve patates g¢egsitlerine
gbre degisen oranlarda olmak {izere ortalama %0.95 oraninda
clirlime, %6.92 oraninda da Erwinia carotovora ile bulasma

saptanmigtair.

- Tarla ve depoda hastalia neden olan etmenin
Erwinia carotovora sSubsp. atroseptica, Erwinia carotovora
subsp. carotovora oldugu belirlenmigtir. Yapilan caligmalar-

da Erwinia chrysanthemi'ye rastlanmamistir.

- fthal edilen tohumluk patateslerin testlenmesin-
de tohumluk parti ve gegitlere g&re degigmekle birlikte yum-
rularin %2.5-16 arasinda dedisen oldukca ylksek oranlarda
Eca veya Ecc ile bulasik oldudu tesbit edilmistir.

- Bu li¢ ilde patates sulamasinda kullanilan su kay-
naklarinin incelenmesinde sadece Bolu ilinde yiizey sularin-
da Ecc ile bulagma saptanmistir. Nevsehir, Nigde illerinde
veralti su kaynaklarinda ise Erwinia carotovora'ya rastlan-

mamistir.

- Bolu, Nevsehir, Nijde illeri patates tarlalarin-
dan alinan toprak Orneklerinden Erwinia carotovora 1izole
edilememistir. Ancak saglikli goriinen patates bitkilerinin

rizosferinde ve bu patateslerin yumrularinda Erwinia caro-
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tovora'nin varligi saptanmistir.

- Tohumluk patates tarlalarinda yapilan denemeler-
de Karabacak hastaligi goriilen bitkilere ait yeni yumrularin
ortalama %18 oraninda Erwinia carotovora ile bulagstigi, bu
yumrularin depolanmasi sonucu hasattan sonra 7. ayda %44,

8. ayda %75.5'nin c¢lr{idligi belirlenmigtir.

- Segici besiyeri (CVP) kullanilarak yapilan izo-
lasyon ve tani c¢alismalarinda Eca, Ecc ve Echr'nin kisa sii-
rede tanimina ve ¢ok sayida izolatin testlenmesine imkan ve-
ren bir ydntem gelistirilmistir. Bu sekilde tanilanan izo-
latlarin biyokimyasal testlerdeki reaksiyonlari saptanarak
ybntemin basari ile uygulanabilecedgi kanitlanmigtir.

~ Biyokimyasal test g¢alismalarinda (a-methyl glu-
coside, sakkarozdan indirgenmis maddeler olugsumu, fosfatoz
gibi) Onerilen yontemler degigtirilerek uygulanmis, bu se-
kilde ayni petri kabinda c¢ok sayida izolatin kisa zamanda
testlenmesine olanak saglayan laboratuvar teknikleri gelig-

tirilmistir.

Caligsmalarda elde edilen bulgular degerlendirildi-
ginde Bolu, Nevgehir ve Nigde illerinde oldukga yaygin ola-
rak goriilen Karabacak hastaliginin en Snemli inokulum kay-
naginin tohumluk yumru oldudu sonucuna varilmistair. Bilin-
digi gibi {ilkemizde virus ve bakteriden arindirilmig doku
kiiltiirine dayali ve sap kesme seklinde vegatatif c¢odaltma-
nin yapildaigi tohumluk {ireten resmi veya 8zel bir kurulug
yoktur. Tohumluk talebi biiylik 8l¢iide ithalat yoluyla karsi-
lanmaktadir. Sliphesiz ithalat yoluyla saglanan tohumluk sa-
vesinde ¢esit ve kalite y&nilinden ¢ok iyi adapte olan pata-
tesler son 5-6 yilda tim bSlgeye hakim olmus ve bu 3 ilimiz-
de Onemli patates lireticisi llkeler diizeyinde birim alandan
iriin elde edilebilmigtir. Ancak ithal edilen tochumluklarin-
da belli oranlarda Erwinia carotovora ile bulagik oldudu
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bir gergektir. Nitekim Avrupa Topluludu Standartlarlna(l)
gbdre patates tohumluklarinda "Anag¢" kademede Erwinia caro-
tovora 'nin toleransi %2 sertifikali kademede %4 olarak be-
lirtilmektedir. Ulkemizde Cizelge 2'de gériildiigli gibi tohum-
luk ithalatinin biylik bir bdliimi Avrupa Ulkelerinden yapil-
maktadir. Ithal tohumluklar {izerinde yapmis oldugumuz galis-
malarda tohumluklarin olmasi beklenen sinirlarin ¢ok lzerin-
de Erwinia carotovora ile bulagsik oldugu goériilmiigtiir. Orne-
Fin Uretimi en yaygin olan g¢esitlerden Ilona'nain %10-16,
Granola'nin %4-6, Ausonia'nin %0-6.6, Marfona'nin %2.8-3.3
oraninda Erwinia carotovora ile bulasik oldudu saptanmistir
(Cizelge 12). Her 3 ilde yapilan tarla ve depo silirveyi sonug-
lari incelenecek olursa hastalijin ve bulasmanin en yaygin
ve ylikksek oranda goriildiigli g¢egitler yukarida s&zli edilen ge-
gsitler olup 6zellikle Ilona ve Granola'dir. Bu bulgular has-
taligin bdlgede ortalama %39.96 gibi kilglmsenmeyecek oranda
yayglnllk gbstermesinde kullanilan tohumludun ne denli &nem-
1li bir inokulum kaynagi oldudunu acikca gSstermektedir. Pa-
tates tariminda dekara yaklasik 200 kg tohum gerekli oldudu
diistintilirse bu 3 ilimizde toplam 59191 hektarlik bir ekilisg
alaninda (Cizelge 3) yaklasik 118 382 ton patates tohumlugu-
na gereksinim vardir. Anac¢ kademede bir tohumlugun 3 yilda
elden ¢ikacagi diisiinliliirse bdlgenin iyi kalitede tohumluk
ihtiyaci 39 460 ton'dur. Oysa tilim Tlirkiye'nin yillik tohum-
luk ithalati (¢izelge 2) 7000-10.000 ton arasindadir. Bu du-
rumda ¢iftci kendi tohumludunu gerekenden daha uzun yillar
kullanmak zorunda kalmakta, bu da hastaligin: yaygin gdrilme-
sinde &nemli bir etken olmaktadir. Nitekim depolardan alinan
8rneklerde ortalama %6.1 gibi bir bulasma oraninin saptanma-

s1 bunun ¢ok glizel bir kanitadir.

Literatlir bildiriglerinde genig olarak deginildigi
gibi Erwinia carotovora 'nin tek inokulum kaynagi tohumluk
vumru degildir. Ozellikle son yillarda yapilan calismalar
Erwinia carotovora 'nin ayni zamanda toprak orijinli oldudu-

nu, sulama sularinda mevcut oldudunu, vabanci otlarin rizos-

(1) AGRI/WP, 1/32, 3Td revision 1982, Revised European Standard for
seed potatces recommended by the working party on standardization
of perishable produce of the Economic Commission of Europe.
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ferinde yasam sansinin oldudunu ortaya koymustur. Caligma-
larimizda Erwinia carotovora topraktan izole edilememisg,
sulama sularinda da sadece Bolu ilinde ylizey sularinda sap-
tanmistir. Konuyla ilgili olarak patates alanlarinda toprak-
ta Erwinia carotovora'nin varligi ile ilgili daha genis ve
detayl: caligsmalara gereksinim vardir. Ayrica sulama sulari
ve &zellikle Nevgehir, Nijde patates {liretim alanlarindaki
yeralti sularinin daha gok O&rnekle taranmasi yararli olacak-
tir. Yine bdlgede patates {liretim alanlarindaki yabanci otla-
rin rizosferinde Erwinia carotovora'nin varlidi arastirilma-
lidir. Bulgularimiz rizosfer ve sulama sularinda saptanan
Erwinia carotovora'nin ne oranda ve hangi kosullarda hasta-
lik olusturdugu, yumrulara ne oranda gec¢tigi, Ulkemizde ye-
tigstirilen patates gesitlerinin Erwinia carotovora'ya olan
dayanikliliginin arastirilmasini gerekli kilmaktadair.

Calismalarimiz sonunda elde edilen bu bulgularain:

1. Uretimin biiylik bir kisminin tohumluk patates
yetistirmek amaciyla yapildidi Bolu, Nevsehir ve Nigde'de,
¢odu kez Karabacak hastaligi nedeniyle sertifika alamayan
va da tohumlugu tamamen elden g¢ikan ydre ¢ift¢isinin aydan-

LatllmaSL igin yayimci kuruluslara,

2. 308 sayili Tohumluklarin Tescil, Kontrol ve Ser-
tifikasyonu hakkindaki kanun geredi tohumluk patateslerde
tarla ve depo kontrolu yapan yetkili kurulusglara,

3. Tohumluk patates ithalati yapan resmi ve &zel

kuruluglara,

4. ithal edilen tohumluklarin kontrolu ac¢isindan

karantina kuruluslarina,

5. Calismalarda uygulanan laboratuvar metodlari ve
arastirilmasi gereken konular yoniinden bu konuda g¢alisan

arastiricilara,
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6. V. Beg Y1llik Xalkinma Plani hedefleri ig¢inde
ver alan yliksek verimli ve standart cegitlerin yetistiril-
mesine olanak saglayan bir tohumluk endlistrisinin planlan-

masainda yetkili kuruluslara, yararli bir kaynak olacagi
inancindayiz.
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UZET

Toplam patates liretimimizin yaklagik %45'inin ger-
ceklegtirildigi Bolu, Navsehir ve Nigde illeri ayni zamanda
Tlirkiye'nin en &nemli tohumluk patates iiretim alanlaraidir.
Bu c¢aligma yukarida s6zll edilen alanlarda yumusak c¢iriiklik
grubu Erwinia'larin varligini, yayginlik oranini ve baglica
inokulum kaynaklarini aragtirmak amaciyla ele alinmigtar.

Bu amac¢la, 1988-1990 yillarz arasinda depo ve tar-
la sﬁrveylefi yapilmig, tohumluk yumrular, toprak, patates
bitkileri rizosferi, ytizey ve yeralti sularinda yunugak ¢ii-
riklik grubu’Erwinia'larin varli§i arastirilmigtir. Erwinia
tlirlerinin izolasyonu igin Cyrst%l V&olet Pectate (CVP) se-
¢ici besiyeri kullanilmisgtir. Ayrica toprak, su ve rizosfer-
de diisiik sayidaki bakteriler, patates yumrularindaki latent
infeksiyonlari saptamak i¢in zenginlegtirme tekniklerinden _
yararlanilmigtair. Blitlin izolatlar, Erwinia'larin kati besi
yerinde o-methylglucoside kullanimi, erythromycin'e duyar-
l1lik ve sicaklik toleranslarina dayali dedistirilmig kisa
slirede sonug¢ veren bir teghis ydntemiyle tanilanmistir. Ay-
rica, ¢esitli kaynaklardan izole edilen yumusak g¢liriiklik
grubu Erwinia izolatlarinin ayirimi ig¢in tamamlayici olarak
9 biyokimyasal test yapilmig, karakteristikleri belirlenen
biitiin izolatlarain patojenisite ve virulensi Granola cesidi
patates bitkileri inokule edilerek belirlenmigtir.

Tarlada tohumluk yumru g¢lrlimesi ve sap cﬁfﬁmesi
seklinde ortaya g¢ikan Karabacak hastalidina neden olan et-
menlerin gca ve Ecc oldugu saptanmistir. Karabacak hastali-
dginin bulunma orani Bolu ilinde ortalama %0.62, Nevgehir'de
%$1.27, Nigde'de %1.19, yaygainlik orani ise sirasiyla ortala-
ma %22.79, %43.3 ve %38.3 olarak bulunmustur.

Bolu ilinde ticari depolarda, Nevgehir ve Nigde
illerinde dogal depolarda yiirlitlilen silirvey verilerine g&re;
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E.carotovora'nin neden oldudu cilirik ytumru ylizdesi sairasiy-
la ortalama %0.49, %1.25 ve %0.77, yumrulardaki bulagma ora-
n1 ise, sirasiyla ortalama %3.99, %8.97 ve %5.37 oclarak bu-
lunmusgtur.

1988-1990 yillari arasinda, ithal edilen tohumluk
patates yumrulara, 22°C'de yumru inkubasyon y8ntemiyle yu-
mugak ¢iirtikliik grubu Erwinia'larin varligi yoniinden test-
lenmigtir. Yumrularln)patates cesitleri ve tghuﬁluk partile-
rine gdre degigmekle birlikte %2.5 ile %16 arasinda dedigen
oranlarda E.caratovora ile bulagtigi belirlenmisﬁir. Ancak
bazi patates gegitlerinin, 6zellikle ilona ve Grancla'nin
Eca veya Ecc ile yliksek oranda bulagik oldufu gdériilmiigtiir.
Nevsehir'de tohumluk paﬁates yetistirilen 4 patates tarla-
sinda yiirlitiilen denemelexrde, Karabacak hastaligi g&riilen
ve gdriilmeyen bitkilere ait yeni yumrularlnddvE.caretovora
ile bulagik oldudu tesbit edilmistir. Bununla beraber has-
talik belirtisi g&steren bitkilerden alinan yumrulardaki
bulasma orani, belirti g6stermeyen bitkilerden alinanlara
gbre ¢ok daha yiliksek bulunmustur.

Patates bitkileri rizosferi, ylizey ve yeralti su-
lari ve topraktan yumusak c¢lirikliik grubu Erwinia'larain izo-
lasyonunda Pektat zenginlegtirme besiyeri kullanilmistair.
Bolu, Nevgehir ve Nigde illerinden alinan toplam 32 toprak
Ornedinden Erwinia spp. izole edilememis ancak, Nevgehir
ilinde incelenen 1l patates bitkisinden 4 tanesinin rizos-
fer topraginda Ecc ve Eca bulunmugtur. Subat 1989 ve Ocak
1990 arasinda Bolu'da Cepni deresi ve G81lkdy baraj gdliin-
den her ay peryodik olarak su Ornekleri alinmistir. GOlkoy'
den alinan &rneklerde Ecc 3 defa izole edilebilmig, Cepni
deresinde ise Ecc 'nin devamli mevcut oldudgu saptanmigtair.
Nevsehir ve Wigde illerinde yeralti su drneklerinden Erwi-
nia bakterileri izole edilememigtir.

Cesitli kaynaklardan izole edilen 119 Erwinia kiil-
tiiriinden 68 tanesi Ecc, kalanlar ise Eca olarak tanilanmis,
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Echr tesbit edilmemistir. Hastalikli saplardan izole edilen
1 izolat disinda biitin izolatlarin patates bitkilerinde pa-
tojen oldudu saptanmis, izolatlarin saplarda olugturdudu
hastalik siddetleri %6 ile %87 arasinda de§igmigtir.
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SUMMARY

Bolu, Nevgehir and Nijde provinces, which supplie
nearly 45% of our total potato production are also the main
seed potato growing areas of Turkey. This study was undertaken
to investigate the presence and prevalance of soft rot
erwinias and their sources of primary inoculum in above

mentioned areas.

With this aim, field and storage surveys were
carried out between 1989 and 1990, and seed tubers, soil,
rhizosphere of potato plants, surface and underground waters
were searched for the presence of soft rot erwinias. A
selective medium crystal violet pectate (CVP) were used to
isolate Erwimia spp. Furthermore, enrichment techniques were
used for the detection of latent infection in potato tubers
and of low numbers of the bacteria in soil, water and
rhizosphere. All erwinia isolates were identified with a
modified rapid method based on their temperature tolerances,
sensitivity to erythromycin and utilization of a-methylglucoside
on agar plate. For additional confirmation, 9 biochemical
tests were applied to distinguish soft rot erwinia strains
isolated from different sources, pathogenicity and virulence
of all charecterized isolates were evaluated by inoculation

of potato plants (cv. Granola).

It was determined that both Eca and Ece were the
causal agent of potato blackleg inducing seed-piece decay
and stem rot in field. Average incidence of blackleg was
found to be 0.62% in Bolu, 1.27 % in Nevgehir and 1.19%in
Nigde provinces while its prevalance was 22.79 , 43.3 and

38.3 % respectively.

According to data from storage surveys performed

in commercial stores in Bolu and natural stores in Nevsgehir
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and Nigde, the percentage of tuber decay caused by E.carotovora
was determined to be 0.49 , 1.25 and 0.77 % en an average
although the level of contamination of tubers with Eca or
Ecc averaged 3.99, 8.97 and 5.37%respectively.

Between 1988-1990, imported seed potato tubers were
tested by tuber incubation method at 22°c for the presence
of soft rot erwinias. The infestation of tubers with E.caro-
tovora ranged from 2.5 % to 16 % varying potato cvs and the
bulk of tubers. However, it was seen that some potato cvs
particularly Ilona and Granola were heavily contaminated
with Eca or Ecc. .Experiments carried out in four seed
potato growing fields in Nevsgehir indicated that éeed
tubers harvested from parent plants with or without blackleg
symptoms were also contaminated with E.carotovora. However,

a greater percentage of tubers from symptomatic parent plants
was infested with E.carotovora than of tubers from symptompless

parent plants.

Pectate enrichment medium was used to isolate soft-
rot erwinias from soil, surface and underground waters and
the rhizosphere of potato plants. Erwinia spp. could not be
detected in soil samples taken from 32 fields in Bolu, Nevsehir
ard Nigde. Water samples were collected monthly from the GO1lkdy
lake and Cepni stream in Bolu between February 15989 and
January 1990. Ecc were detected in the GOlkdy lake only
three times but it was consistently present in water collected
from the ¢epni stream. No Erwinia bacteria were isolated from

underground water samples in Nevgsehir and Nigde.

Of 119 Erwinia cultures isolated from various sources,
68 were identified as Ecc, the remaining strains were Eca
Echr was not detected. All strains except one isclated from
infected stem were found to be pathogenic on potato plants
and the severity of stem decay for all strains varied between

6 % and 87 %.
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