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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KASTAMONU iLi PATATES (Solanum tuberosum) DEPOLARINDA
GORULEN BAKTERIYEL HASTALIKLARIN BELIRLENMESI

Ozge Caliskan Pirci
Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Hasan Murat Aksoy

Gram - pozitif, coryneform grubu Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus,
tohumluk patates endiistrisi i¢in ekonomik Oneme sahip bir hastalik etmenidir.
Hastalik etmeni, patates bitkilerinde solgunluga ve yumrularin iletim demetlerinde
clirimeye neden olur. Ayrica, etmen, patates yumrularinda uzun siire belirti
gostermeksizin latent olarak canliligini siirdiirebilir. Patatesin diger 6nemli bakteriyel
hastalik etmeni Dickeya solani'dir. Pektinolitik ozellikteki bu bakteri, patates
bitkisinde karabacak ve solgunluk belirtilerine neden olur. Bu c¢alismada; 2014 -
2015 yillar1 arasinda Kastamonu II’inin patates iiretiminde en fazla paya sahip olan
Kastamonu Merkez kdyleri ve Devrekani Ilce ‘sindeki patates depolarinda survey
caligmalar1  gergeklestirilmistir. Survey c¢alismalar1 ile Kastamonu Merkez
koylerinden toplanan 370 yumru 6rneginden elde edilen 87 izolattan, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiller tan1 sonucunda; izolatlarin yaklasik % 2°‘sinin
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) ile yaklasik % 1°‘inin Dickeya
solani (Ds) oldugu tespit edilmistir.

Aralik2018, 54 sayfa

Anahtar Kelimeler: Patates, yumru, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus,
Dickeya solani



ABSTRACT
Master’s Thesis

DETERMINATION OF BACTERIAL DISEASES IN POTATO (Solanum
tuberosum) STORAGE IN KASTAMONU PROVINCE

Ozge Caliskan Pirci
Ondokuz Mayis University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan Murat Aksoy

Potato ring rot caused by the gram-positive coryneform bacterium Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus is an economically important disease for the
potato seed industry. The disease agent causes wilting of potato plants and
degradation of vascular tissue in rotting tubers. In addition, it can survive latently in
potato tubers for long periods without causing symptoms. Other important bacterial
disease agent of potato is Dickeya solani. The pectinolytic bacterium causes blackleg
and slow wilt symptoms on potato. This study was carried out in potato deposits in
Kastamonu central villages and Devrekani districts, which have the largest share of
potato production in Kastamonu province, in 2014 - 2015. With the surveys, 87
isolates obtained from 370 tuber samples collected from the Kastamonu Province.
The isolates were determined as a result of physiological, biochemical and molecular
tests; about 2% of the isolates were Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
(Cms) and about 1% of Dickeya solani (Ds).

December2018, 54 page

Keywords: Potato, Potato tuber, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus,
Dickeya solani
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1. GIRIS

Peru’'nun And Daglari’nda sekiz bin yil dnce yasayan Inka’larin iiretime aldif
patates, 16 yiizyilldan sonra Avrupa’ya getirilmis ve iiretim agisindan tahillardan

sonra 4. siray1 almistir (Yildirim ve Yildirim, 2002).

Patates, Kanada adalarindan Avrupa’ya ilk olarak Belgika’nin Anvers (1567)
ve Fransa’nin Rouen (1574) limanlarindan giris yapmustir. Patatesin Avrupa’da
benimsenmesi, yetistirilmesi ve tliketilmesi uzun zamanlar igerisinde olmustur.
Bunun nedeni patatesin gesitli hastaliklara neden oldugu diisiiniilmesidir. Ornegin;
cevizin girintili ¢ikintili olmasi beyne benzedigi disiiniilerek akil hastalar
tedavisinde kullanilacag: diisiiniiliirken, patates yumrularmin farkli renklerde ve
diizgiin olmayan, egri biigrii olusundan dolay1 patateslerin ciizzam hastaligina neden
olduguna inanilmistir. Daha sonra diger Avrupa {ilkelerinde patates botanik

bahgelerinde ve siis bitkisi olarak yetistirilmeye baglanilmigtir (Cetiner, 2016).

Patatesin iilkemizde ise Rusya ve Kafkaslar {lizerinden getirilip Dogu ve

Karadeniz yayla ikliminde yetistirilmeye baslandig1 bilinmektedir (ilisulu, 1986).

Gilinlimiizde patates {iretim alanlar1 deniz seviyesinden 4.000 m yiikseklige, 70.
kuzey enleminden 50. giiney eylemine kadar ¢cok genis bir alana yayilma gostermistir
(Hawkes, 1992). Boylesine genis bir adaptasyon alanina sahip olan patates bitkisi
ayn1 zamanda cevresel degisimlere de oldukca hassas olup, ayn1 ¢esitler bile farkl
cevre kosullar1 altinda verim ve kalite ozellikleri acisindan biiyiik farkliliklar

gosterebilmektedir (Caliskan vd, 1999).

Diinyada yaygin olarak kiiltiirii yapilan patates bir iliman - serin iklim bitkisi
olup bitki gelisimi ve verimi acisindan en uygun sicaklik araligi 17 - 21 °C
arasindadir (Struik ve Ewing, 1995). Sicakligin optimum degerlerin {izerine ¢ikmasi,
patates bitkisinde bitki biiylimesi ile verim ve kalite olusumunu belirleyen, birbiriyle
iligskili bircok farkli fizyolojik islevi Onemli derecede etkilemektedir (Levy ve
Veilleux, 2007).

Patates, icerdigi karbonhidratlar, mineral maddeler ve vitaminler bakimindan
insanlarin dengeli beslenmesinde onemli bir yere sahip olan, dort 6nemli bitkisel

kaynak (bugday, misir, geltik, patates) arasindadir (Anonymous, 2009).



Dogrudan insan beslenmesinde kullanildigi gibi, son yillarda gida sanayi de ve
cok degisik alanlarda da islenerek degerlendirilmektedir (Anonymous, 2008).
Yumrularinda, nisasta halinde karbonhidrat, protein, vitaminler ve demir gibi 6nemli
besin maddelerini igeren patates, insanlar tarafindan mutfaklarda dogrudan
tiketildigi gibi, islenerek degisik sekillerde de (cips, parmak patates vs.)
tiketilmektedir. Ayrica, ekmeklik una belirli oranda (% 2,5 — 3,0) patates unu
kanistirildiginda, ekmeklerin lezzetini artirarak bayatlamayi geciktirmektedir. Yiiksek
oranda nisasta i¢eren ¢esitler, endiistride ham madde (un, nisasta, alkol, vs.) olarak

ve bir kismi da (1skartalar) hayvan yemi olarak kullanilmaktadir (Arioglu, 2002).

Ulkemizde genis alanlarda tarim: yapilan patatesin ihracatimizda da énemli bir
pay: vardir. Yumrulari, % 20 - 30 oraninda nisasta, % 2 oraninda protein, B1, B2 ve
C vitaminleri ve bazi mineral maddeler icermektedir. Bu nedenle endiistri ham
maddesi olarak ve insan beslenmesindeki kullanim: agisindan tahillardan sonra gelen
onemli bir kiiltiir bitkisidir (Alisdair vd, 2001).

Patates ucuz olmasi, birim alanda fazla verim saglamasi, yiiksek besin degerine
sahip Dogu Anadolu Bélgesi’nde, ozellikle de I¢ Anadolu Bélgesi’nde 6nemli bir
gecim kaynagidir. Akdeniz Bolgesi’nde turfanda yetistiriciligide yapilmaktadir. Bu
sebeple yiiksek gelir getiren bir sebzedir. Uretilen diger patatesler hem i¢ piyasada
tikketilir hem de bagta Ortadogu iilkelerine ve bir¢ok diger iilkelere ihra¢ edilmektedir
(Elgi vd, 1994).

Diinya patates iiretiminin % 50,4’tinii Asya, % 31,1’ini Avrupa, % 11,4 {inii
Amerika, % 6,7’sini Afrika ve % 0,4’tinii Okyanus iilkeleri gergeklestirmektedir
(Sekil 1.1) (Anonymous, 2018).

W Asya

m Avrupa
= Amerika
B Afrika

E Okyanus

Sekil 1.1. Patates iiretiminin diinyada dagilimi



Diinya’da 2015 ve 2016 yillarinda patatesin {iretim miktarlar1 Cizelge 1.1°de
verilmigtir. Bunun sonucunda diinyada en fazla patates iiretimi yapan ilkeler
arasinda Cin, Hindistan ve Rusya Federasyonu oldugu gériilmektedir. Uretim
acisindan Tiirkiye ise 2015-2016 yillarinda toplam 9.510.000 ton fiiretimi ile
15.s1rada yer almaktadir (Anonymous, 2018).

Cizelge 1.1. Diinyada en fazla patates iireten iilkeler (Anonymous, 2018)

Ulke Uretim Verim Hasat Edilen Alan
(ton) (hg/ha) (ha)
2015 2016 2015 2016 2015 2016
Cin 94.916.653 99.122.420 171.935 170.456 5.520.485 5.815.140
Hindistan 48.009.000 43.770.000 231.257 205.493 2.076.000 2.130.000
Rusya  33.645.799 31.107.797 159.337 153.176 2.111.613 2.030.858
Ukrayna 20.839.270 21.750.290 161.420 165.830 1.291.000 1.311.600
ABD 20.012.720 19.990.950 469.000 490.203 426.710 407.810
Almanya 10.370.200 10.772.100 438.116 444.210 236.700 242.500
Banglades 9.254.285 9.474.099 196.476 199.162 471.013 475.699
Polonya 6.313.669 8.872.445 210.207 284.720 300.355 311.620
Hollanda 6.651.692 6.534.338 427.319 419.961 155.661 155.594
Fransa 7.119.837 6.834.680 425.052 390.052 167.505 175.225
Belarus  5.995.298 5.985.810 193.630 204.712 309.626 292.401
Ingiltere  5.588.000 5.373.000 433.178 386.547 129.000 139.000
[ran 5.140.623 5.164.891 320.854 319.272 160.217 161.771
Maisir 4955445 5.029.022 269.646 272.440 183.776 184.592
Tirkiye  4.760.000 4.750.000 309.489 328.252 153.802 144.706

Ulkemizde 2015 yilinda en fazla 227.466 dekar alanda 674.773 ton patates
tiretimi ile Nigde ili 1. Sirada yer almistir. Kastamonu ise 2015 yilinda 8.004 dekar
alanda 19.558 ton patates iireterek 30.sirada yer almistir. 2016 yilinda patates
237.851 dekar alanda 892.297 ton iireterek yine Nigde ilk sirada yer almistir.
Kastamonu ise 8.109 dekar alanda 21.569 ton iireterek 2016 yilinda Tiirkiye’ de en

cok patates iiretimi yapilan iller arasinda 29. sirada yer almistir (Anonim, 2018a).



Cizelge 1.2. Tiirkiye’de patates tiretimi yapilan illere ait veriler (Anonim, 2018a)

2015 2016
Mller E:Igﬁn Uretim Verim E:Iia:ﬁn Uretim Verim
(da)* (ton) (kg/da) (da)* (ton) (Kg/da)

Erzurum 33.244 78.516 2.362 31.293 72.173 2.306
Erzincan 2.318 3.450 1.488 2.436 4.135 1.799
Bayburt 10.420 23.457 2.251 12.302 28.564 2.322
Agn 1.107 1.416 1.279 632 765 1.210
Kars 61.712 152.010 2.463 742 1.629 2.235
Van 2.326 6.602 2.849 2.460 6.652 2.714
Bitlis 53.859 212.490 3.945 45.159 163.992 3.631
Gaziantep 1.257 4.485 3.568 871 3.350 3.846
Adiyaman 1.209 2.854 2.361 825 1.953 2.367
Kirklareli 1.251 2.317 1.852 1.133 2.021 1.784
Balikesir 2.586 6.475 2.504 2.260 5.431 2.403
[zmir 114.671  407.745 3.556 104.974  367.706 3.503
Aydin 2.998 6.238 2.329 2.799 6.715 2.399
Mugla 9.417 27.074 2.875 9.006 29.961 3.327
Afyon 149.424  434.929 2.911 139.958 476.900 3.407
Kiitahya 8.330 11.889 1.442 10.949 28.664 2.618
Usak 3.580 11.501 3.213 3.850 12.165 3.160
Bursa 14.342 35.005 2.441 13.123 30.936 2.357
Eskisehir 14.119 45.228 3.203 15.750 49.492 3.184
Sakarya 1.976 5.487 2.777 1.674 4.729 2.825
Bolu 90.422 249.603 2.761 84.603 226.919 2.682
Ankara 1.651 5.803 3.515 2.310 8.012 3.468
Konya 126.780 493.748 3.895 135.824  549.802 4.075
Karaman 9.375 28.857 3.078 9.123 28.027 3.072
Antalya 10.739 26.181 2.438 6.303 14.887 2.362
Isparta 4.037 10.258 2.572 3.477 8.861 2.548
Burdur 2.816 6.605 2.346 2.576 6.453 2.505
Adana 58.011 219.221 3.779 61.306 221.397 3.611
Mersin 2.148 7.123 3.316 2.026 6.572 3.244
Hatay 16.927 70.231 4.149 26.513 109.961 4.147




Cizelge 1.2. Tiirkiye’ de patates iiretimi yapilan illere ait veriler (devami)

2015 2016
fller E:Iialﬁn Uretim Verim E:Iialﬁn Uretim Verim
(da)* (ton) (kg/da) (da)* (ton) (Kg/da)
Nevsehir 69.901  301.039 4.307 58.856  255.773 4.346
Kirsehir 1.136 4.503 3.964 998 3.136 3.142
Kayseri 77.007  287.835 3.738 84.931  305.470 3.597
Sivas 76.702  263.167 3.431 69.434  202.524 2.917
Yozgat 6.969 25.476 3.656 8.628 29.613 3.432
Bartin 1.809 3.170 1.752 1.715 2.986 1.741
Kastamonu 8.004 19.558 2.465 8.109 21.569 2.663
Cankiri 2.620 5.782 2.207 2.206 4.806 2.179
Samsun 11.189 24.918 2.227 7.981 17.488 2.191
Tokat 29.236 70.764 2421 28.282 67.902 2.401
Corum 16.074 37.734 2.348 12.155 41.821 3.441
Amasya 5.442 18.405 3.382 5.446 18.105 3.324
Trabzon 33.723 38.689 1.149 33.174 46.487 1.404
Ordu 20.148 25.753 1.278 18.921 23.180 1.225
Giresun 11.355 13.801 1.215 10.181 11.820 1.176
Artvin 12.752 15.098 1.184 11.774 16.941 1.439
Gilimiishane ~ 22.005 46.387 2.108 19.144 43.862 2.291
K.marag 7.710 14.356 1.862 8.894 18.595 2.091
Aksaray 69.425  242.302 3.490 66.854  210.959 3.158
Nigde 227.466  674.773 2.966 237.851  892.297 3.751

*Cizelgede 1000 dekardan fazla ekim alanina sahip illere yer verilmistir.

Ulkemizde patates {iretiminin en fazla yapildig: iller arasinda Nigde, Nevsehir,

Adana, izmir, Afyon, Bolu, Ordu, Nevsehir, Nigde, Giresun, Kayseri, Trabzon,

Aksaray, Erzurum gelmektedir. Uretimin ¢ok oldugu bu illerde 2001 yillindan

itibaren patateste en biiyiik sorun patates sigili hastaligi (Synchtrium endobioticum)

olmustur. Karantinaya tabi olan bu hastalik Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi

tarafindan saptanan bolgelerde gilivenlik kusagina alinmaktadir (Giinact1 ve Erkilig,

2010).



En Onemli patates bakteriyel hastalik etmenleri arasinda; Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus, Ralstonia solanacearum ve Streptomyces scabies
diinya genelinde risk teskil etmekte olup, EK1-B karantina listesindedir.
Pectobacterium ve Dickeya spp. etmenleri ise risk sirasinda bu etmenlerden daha
sonra gelmektedir. Patates iiretiminde 6nemli iiriin kayiplarina neden olan hastaliklar
arasinda bakteriyel hastaliklar gelmektedir. Bu hastaliklara neden olan etmenler
arasinda; karabacak ve yumusak ¢lirtikliik hastalik etmenleri; Dickeya dianthicola, D.
solani, Pectobacterium atrosepticum, P. carotovorum subsp. brasilinse, P.
carotovorum subsp. carotovorum ve P. parmentieri, Bakteriyel halka ¢iiriikligii
hastalik etmeni; Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Kahverengi ¢iiriikliik
etmeni; Ralstonia solanacearum, Uyuz hastalik etmeni Streptomyces spp. (en
Oonemlisi Streptomyces scabies) olarak bilinmektedir (Sawyer, 1984). Diinya
genelinde riskli olan Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Ralstonia
solanacearum ve Streptomyces scabies ise karantina listesinde yer almaktadir. Bu
riskleri sahip diger hastalik etmenleri Pectobacterium ve Dickeya spp. ise daha sonra
gelmektedir. (Van der Wolf ve De Boer, 2007).

Bu ¢alismada, Kastamonu ili merkez koylerinde ve Devrekani ilgesinde patates
yetistiriciligi yapilan koylerdeki -depolardan alinan- yumru 6rneklerinden elde edilen
bakteriyel izolatlarin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler testlerle tanilari

yapilarak bolgedeki bakteriyel hastaliklarin tespiti amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ile Tlgili Calismalar

Patates bakteriyel halka ciirtikligli hastalign ilk olarak 1905'te Almanya'da
goriilmiistiir (Appel, 1906) ve Bacterium sepedonicum etmeninden ismini almistir
(Spieckermann ve Kotthoff, 1914). 1932’de hastalik belirtisi Norveg’ te raporlara
gecmistir (Jorstad, 1932) ve 1956 yilindan 6nce Isveg’te tohumluk patateslerde ve
depolarda yaygin olarak goriilmiistiir (Olsson, 1976). Fransa’ da 1934 yilinda
hastalik tanimlanmis fakat uzun bir siire etmenin ’Verticillium®’ olarak kayitlara
yanlig sekilde gegmistir (Lansade, 1942). ABD'de ise ilk olarak 1932 yilinda
Maine'de, 1936 yilinda Wisconsin'de ve 1938 yilinda Wyoming ve Colorado'da
hastaligin varligi rapor edilmistir (Starr ve Riedl, 1941). 1939 yilina kadar hastalik
27 eyalette ve 1948 yilinda ise ABD'nin 45 eyaletinde goriildiigii rapor edilmistir
(Baribeau, 1948).

Hastalik etmeninin sistematikteki yeri ise su sekildedir:

Alem: Bacteria

Sube: Actinobacteria (phylum)
Sinif: Actinobacteria

Takim: Actinomycetales

Familya:  Microbacteriaceae
Cins: Clavibacter

Tiir: Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Spieckermann ve
Kotthoff, 1914) Davis et al.

C. michiganensis subsp. sepedonicus 0.4 - 0.6 x 0.8-1.2 um boyutunda, gram
pozitif, hareketsiz bir bakteridir. Etmenin optimum gelisme sicakligi 21°C olup,
yavas gelisen bir bakteridir. Etmen, petrilerde 21 - 24 °C’de yaklasik 10 giinde
geligir. Petrilerde gelisen koloniler krem renklidir ve igne ucu biiyiikliigiinde

kubbemsi sekilde gelisir (Anonim, 2009; Anonim, 2011a).

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus dogal yolla enfeksiyon

olusturan en 6nemli ve tek konukcusu patatestir. Bunun yani sira dogal olarak belirti



gostermeden sekerpancarinda da goriilmektedir (Bugbee ve Gutmestad, 1988). Ayni
zamanda daha dogrulanmamis bir rapora gore, bakterinin konukgulari arasinda
Solanum sarrachoides olabilecegi diistiniilmektedir (Zizz ve Harrison, 1991). Bazi
raporlarda, C. michiganensis subsp. sepedonicus’un bazi yabanci otlarda simptomlar
gosterdigi goriilmiistiir. Knorr (1948), birgok bitki tiirlerine kok inokiilasyonu yapmis
ve simptom gosterenleri su sekilde siralamigtir: Althenaea sp., Solanum lycopersicum
(domates), S. antipoviczii, S. ballsii, S. chacoense, S. citrullifolium, S. commersonii,
S. corymbosum, S. demissum atypicum, S. endlicheri, S. fendleri, S. jujuyense, S.
melongena, S. mammosum, S. pampasense, S. parodii, S. radicans, S. tequilense, S.
tlaxcalense, S. vavilovii, S. verrucosum, S. warscewiczii ve S. tuberosum. Slack
(1987), baz1 bitki tiirlerini (potansiyel) alternatif bir konukgu olarak belirtmistir fakat

asilama ve test edilme agsamalarini belirtilmemistir.

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, tohumlu patateslerin
ekilmesiyle ve bulasik depolarin, ekipmanlarin, konteynirlarin varligi ile
yayilmaktadir. Eger tohumluk olarak segilen patatesler dikimden once kesilirse ve
bulasik olan yumrularin kesilmesinde kullanilan aletler dezenfekte edilirse yayilma
Onlenebilir. Aksi taktirde etmen 20 - 30 civarinda saglikli yumrulara da bulasarak
onemli bir yayilmaya neden olabilmektedir. C. michiganensis subsp. sepedonicus ile
enfekte olan yumrular diger yumrulara dogrudan temas yoluyla ya da patateslerin
temas ettigi makine ve diger ekipmanlarin kirlenmesiyle yayilma gosterir. Bulasik
yumrularin yayilmasinda smiflandirma makineleri ve nakliye kamyonlar1 6nemli
yayllma alanlar1 arasindadir. Tarladaki ekim alanlarinda kullanilan aletler bu
yayilima gore genellikle daha disiiktiir (Mansfeld - Giese, 1997). C. michiganensis
subsp. sepedonicus‘un boceklerle bulasilabilecegine dair bir rapor yoktur (Christie
vd,1991). Enfekteli yumrular bir alanda ekilmeden kendiliginden bitebilir ve bu da

enfeksiyon kaynagi olabilmektedir.

C. michiganensis subsp. sepedonicus, Avrupa iklim sartlarinda belirtileri nadir
ya da mevsim sonunda siklikla ortaya cikar. Etmenin belirtileri ¢ogu zaman kendini
gostermez, maskelenir. Belirtiler mekanik zararlar ve yaslanmalarla karistirilabilir.
Bundan dolay1 tarlada yapilan kontrollerde etmenin varligi goriilmeyebilir. Patateste
kahverengi ¢iirikligiin (Ralstonia solanacearum ) solgunluk belirtileri ile
karistirilabilir. Hastalik etmeninden dolayr meydana gelen solgunluk, ilk yaprak

kenarlarinda baslar ve yavas gelisim gosterir. Geng yapraklarda enfekte olmus



boliimlerde gelisme yavaglar ve enfekte olmamis boliimlerde gelisme devam eder.
Bu durum yapraklarda deformasyonlara neden olmaktadir. C. michiganensis subsp.
sepedonicus, patatesin iletim demetlerinin tikanmasina neden olarak yapragin sap
kisminda sarimsi turuncu renkte klorotik bir gelisme gosterir. Daha sonra enfekte
olmus yaprak, sap ve yaprakciklar Oliir. Etmenin yapraklarin ve yumrularin

biliylimelerinde azalma meydana getirir ve bitkilerde ciicelesme meydana gelir.

C. michiganensis subsp. sepedonicus, patates yumrularinda ilk olarak
yumrunun gobek (yumrunun stolana baglandigi nokta) kismina yakin iletim
demetinde seffaf bir sekilde ve yumusak olmayan, normalden daha koyu bir renk
degisimine neden olur. Ayrica iletim demetlerinde sarimsi renkte yapilarin varhigi ile
yumrulart hafif bir sekilde sikilmasi sonucunda peynir gibi yapilarin olusmast,
hastaligin ilk belirtileri arasindadir. Zamanla iletim demetleri kahverengilesir ve bu
belirti yapraklarda solgunluk belirtisi gibi patateste kahverengi ¢iiriiklik (R.
solanacearum ) belirtisi ile karistirilabilir. fletim demetlerindeki kahverengilesme
baslangicta gobek boliimiiniin yakinken zamanla tiim iletim demetine yayilir ve
etmen hizla ¢ogalir. Zamanla iletim demetleri tahrip olur ve dis kisim i¢ kismindan
kabuga yakin yerden ayrilir. Etmen daha ileri safhalarda yumrularin yiizeyinde
catlaklara neden olur. Bu catlaklar kirmizimsi kahverengi rengindedir. Avrupa’da
son yillarda yapilan aragtirmalarda etmenin illetim demetlerinde gosterdigi belirti ile
yumrularin ortasinda gosterdigi ¢liriikliik ayni anda goriilmiistiir. Son zamanlarda
Avrupa’da bir¢ok kez iletim demetlerinde olusan belirti ve yumrunun ortasinda
ciiriikliiklerin olustugu belirtiler bir arada gozlenmistir. Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus etmeni fungal ve ikincil olarak gelisen bakteriyel enfeksiyonlar
tarafindan kendini gOstermeyebilir. Ayni1 zamanda diger yumru ve halka

ciiriikliiklerinden ayirt etmek oldukg¢a zordur (Anonim, 2011a).

C. michiganensis subsp. sepedonicus’ un iilkemizdeki mevcut durumu ile ilgili
ilk kayit Bremer vd (1947)’e aittir ve etmenin Adapazari’nda bulundugunu
bildirmistir.

Karel ve Karahan (1962)’ 1n yaptiklar1 ¢alismada hastaligin Nevsehir ve Urgiip
orjinli patates yumrularinda Ankara’da bir depoda % 37.47, Ankara kaynakli
patateslerde % 15.16 — 29.04 oraninda tahribe sebep olduklari rapor edilmistir. 1981

- 1983 yillarinda yapilan survey calismalarinda patates hastaliklar1 incelenmis ve



halkal ¢iiriikliik hastaliginin Tiirkiye’de bulunmadig: rapor edilmistir (Turkensteen,

1985).

Ic Anadolu bolgesinde 1988 ve 1989 yillarinda patateslerde Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus kaynakli patates halka-¢iiriikliigii hastaliginin
tespiti i¢in segici Ozel ortamlar kullanilarak arastirilmistir. Orta ve Dogu Anadolu
bolgesinde 2007 yilinda giftcilerden alinan 200 yumru o6rneginin 90’minda C.
michiganensis subsp. sepedonicus’un varlig: tespit edilmistir. Ayrica her numunenin
yaklasik olarak 50 yumrusunda yumusak c¢iiriikliik etmeni Pectobacterium spp.
oldugu kayit edilmistir (Benlioglu vd. 1991).

Diinyada patates ticaretini etkileyen ve biitiin {ilkelerde toleranst sifir olan
patates halka ciiriikliigii hastaligi ¢cok tehlikeli ve 6nemli bir hastaliktir. Daha 6nceki
yillarda, Tiirkiye'de simptomlar géz oniine alinarak varlig: belirtilen hastalik, patates
ihracatinda zorluklara neden olmustur. Avrupa Toplulugu ve EPPO / OEPP
tarafindan yiiriitilen bu calismada hastaligin gercek durumu ve ihracattaki sorunlar
onlenmeye calisilmistir. Ege bolgesinden 65 ornek incelenmis ve Hollanda (18),
Almanya (5) ve Kanada'dan (12) ithal edilen patates tohumlarindan alinan 35 6rnek
alimmistir. Bu ¢alismada indirekt immiinofloresan (IF) yontemi kullanilmistir. Bu
calismanin 100 orneginin Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus’un hem
belirgin hem de latent enfeksiyonu agisindan temiz oldugu belirlenmistir (Demir ve
Gilindogdu, 1991).

Kayseri’de 2007 yilinda tohumluk olarak alinan 336 yumru 6rnegin de halkali
leke ve kahverengi ciriikliik hastaliklarinin varhigi tespit edilmistir. Bu calisma
sonucunda ti¢ 6rnekte C.michiganensis subsp. sepedonicus igin pozitif sonu¢ verdigi
tespit edilmis ve etmen Tiirkiye’de ilk rapor olarak kaydedilmistir. Etmen Tiirkiye’de
karantina listesindedir (Altundag vd, 2009).

2.2. Dickeya solani ile Tlgili Calismalar

Bilinen en eski Dickeya solani irki ilk olarak siimbiilden izole edilmistir (Parkinson
vd, 2015). 2013 yilinda Dickeya solani Cin’in Ningbo Limaninda Hollanda’dan ihrag

edilen hastaliklt Hyacinthus orientalis soganlarinda goriilmiistiir (Chen vd, 2015).

2004’ten beri D. solani enfekteli patates tohumlar ticaretiyle 5 yildan az bir
siire Avrupa ve Israil’e yayilmistir (Toth vd, 2011).
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Polonya’da ise 2005 yilinda D. solani ilk olarak goriilmiistiir (Slawiak vd,
2009). Kaynagin Hollanda’dan ithal edilen patatesler oldugu tahmin edilmekteydi.
Polonya’da patates tarlalarinda ve su kaynaklarinda 2009 - 2013 yillar1 arasinda
genis bir arastirma yapilmis ve bu g¢alisma sonucunda D. solani‘nin varlig1 rapor
edilmistir. Yaz aylarinin sicak ve kuru gegtigi donemlerde etmenin yogunlugunun
arttig1 da rapor edilmistir. Ayn1 ¢aligmada su kaynaklarinda etmene rastlaniimadigi
belirtilmistir (Potrykus vd, 2016).

Norveg'te ise ilk kez 2012 yilinda, ithal tohumdan yetistirilen patateslerde D.
solani’nin varligina rastlanmigtir (Van der Wolf ve Bergsma Vlami, 2013). 2010
yilinda Iskogya’da bir izleme programi ile Dickeya spp. goriilmiistiir (Cahill vd,
2010). Tirkiye'de ise 2016 yilinda Amasya’da patates yetistirilen alanlardan D.
solani ilk kez tespit edilmistir (Ozturk ve Aksoy, 2017).

Hastalik etmeninin sistematikteki yeri ise su sekildedir:

Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Sinif: Gammaproteobacteria
Takim: Enterobacteriales
Familya: Enterobacteriaceae
Cins: Dickeya

Tiir: Dickeya solani

Dickeya solani peritrik kameili, hareketli, fakiiltatif anaerob ve gram negatif bir
bakteridir. Etmen pektolitik enzimlerinden dolayr hiicrelerdeki hiicre duvarindaki
pektik maddeleri ve orta lameli parcalayarak dogal agikliklardan, yaralardan giris
yapmaktadir. Hastalik etmeninin optimum gelisme sicakligi 23 - 27° C, maksimum
gelisme sicakligi ise 36-42° C’ dir (Anonim, 2015). D. solani hiicreleri 1 - 3 pm
boyutunda ve cubuk sekillidir (Perombelon ve Kelman, 1980; Agrios, 1997;
Charskowski, 2006). Karbonhidratlari aside fermante ederek nitrati nitrite indirgerler

(Graham, 1964).

D. solani ‘nin birincil konukgusu patatestir. Ayn1 zamanda D. solani nin

konukgular1 arasinda Hyacinthus orientalis (siimbiil) ve Israil'de yaygmn olarak
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goriilen Cyperus rotundus bulunmaktadir (Tsror vd, 2010). D. solani, bugiine kadar
yapilan tiim patates ¢esitlerinde en azindan bir dereceye kadar duyarlilik gostermistir.
Rouffiange vd (2013), sera denemelerinde arastirilan alti ¢esit arasinda (Agria,
Arinda, Charlotte, Innovator, Lady Claire ve Victoria) en duyarli patates gesidini

Agria olarak not etmislerdir.

Yumusak c¢iiriiklik etmeni olan D. solani, riizgar ve yagmur gibi atmosferik
etkenlerle veya boceklerle, uzaktaki diger saglikli bitkilere tasinabilir (Mc Carter-
Zorner vd, 1985; Harrison vd, 1987). Bunun yaninda farkli boélgelerde tohumluk
patatesler, hastaligin tasinmasinda ana nedenlerden biri olarak goriilmektedir. Ayn
zamanda etmenin konukgular1 da hastaligin yayilmasinda dnemli bir etkendir. Bu
nedenle etmenin; hem konukgular1 ile hem de yabanci otlar araciligi ile taginma ile

temiz alanlara yayilmasi, olduk¢a énemli bir problemdir (Toth vd, 2011).

Patates bitkisinde karabacak hastaligi olarak bilinen Dickeya spp. yumrularda
yumusak ciiriiklik, govde ¢iirikliigi ve govde 1slak ¢lirtikliigii hastaliklarina neden
olurlar (Czajkowski vd, 2015). Patateste sap kisminda tarla doneminde meydana
gelen belirtiler karabacak olarak isimlendirilir. Patateste karabacak hastaliginin en
tipik simptomu; nemli kosullarda yumrudan govdeye kadar yayilan siyah
curtikliikler, stimiiksii ve 1slak bir goriiniimdedir. Fakat etmen hava degisikliginde
ozellikle kuru havada yapraklarda ve govdede sarilik, solma, bodurluk ve kuruma
olarak kendini gostermektedir. Tohum koékenli olmayan gévde c¢iiriikliigii; bocek,
mekanik zararlar ve dolu sonucunda yapilan yagmurlama sulama ile govdenin tst
kismindan asagiya dogru yayilan ¢iiriiklik olarak tarif edilir (Perombelon ve
Kelman, 1980).

D. solani; yumrulara stolon, lentisel ve vyaralardan girerek tarladaki
patateslerde enfeksiyona neden olur. Enfekteli patates yumrularina temas edildiginde
yumusaklik hissedilir ve dokular krema yogunlugundadir (Perombelon, 1974;
Shroeder, 2003). Yumrulardaki yumusak dokular hava yoluyla siyah renge doner ve
cliriik¢iil organizmalarin olugsmasiyla kotii bir koku olusur. Yumusak cirtikliik
simptomlar1 yeni bitkiden c¢ikacak yavru yumrularda da goriilebilir. Etmenin
enfeksiyon siddetine bagl olarak belirtilere ya da latent enfeksiyonlar gozlenebilir
(Tsror vd, 2009; Czajkowski, 2011). Hastalik etmeni, fakiiltatif anaerob bir bakteri
oldugundan yiiksek nemli ortamlarda ve diisiik oksijenli ortamlarda hizla yayilma

gosterir (Perombelon ve Van der Wolf, 2002).
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Tohum kokenli olan patates karabacak hastaligi, bitkilerde solmalara,
govdelerde kararmalara ve yumrularda ¢iirimelere sebep olurlar (Tsror vd, 2009).
Erlich vd (2012), 100 hektar alanda 3 g¢esit iizerinde Giircistan’da karabacak
hastaligini incelemistir. Dickeya spp. 2008 yilinin bahar mevsiminde Hollanda ve
Almanya merkezli patates bitkilerinde ve yumrularinda belirlenmis ve etmenin
varh@inin tespiti icin Israil’e gonderilmistir. Yapilan izolasyonlar sonucu CVP besi
ortaminda pektolitik izolatlarin Dickeya spp.‘ye ait oldugu belirlenmistir. Nassar vd
(1996), yapilan PCR sonucunda spesifik pelADE primerleriyle Dickeya cinsinde
oldugunu belirlemislerdir. izolatlarm biyokimyasal testleri sonucunda da biovar 3
oldugu rapor edilmistir (Palacio - Bielse vd, 2009). Dickeya biovar 3 Avrupa’da hizla
hakim olmaya baglamistir ve Glircistan’da yayinlanan ilk rapor olmustur (Laurila

vd, 2008).

D. dianthicola ve D. solani; patateste simpton gosterirken, D. zeae ve D.
chrysanthemi su kaynaklarindan izole edilmistir. Dickeya spp.’nin Orta Avrupa’da
tlman iklime sahip patates yetistirilen bdlgelerden yillarca izole edildigi

bildirilmektedir (Potrykus vd, 2016).

Dickeya spp.’nin konukgu araligi olduk¢a genistir. Bazi konukgular1 zakkum,
karanfil, ananas, muz, sogan, havug, patates, ay¢igegidir (Toth vd, 2003; Henz vd,
2006; Palacio-Bielsa vd, 2006; Slawiak vd, 2009). Hastalik etmeninin tropik ve yar1
tropik bolgelerde sicakligin 25 °C iizeri oldugu yerlerde daha siddetli hastalik
olusturdugu bildirilmistir (Boccara vd, 1991; Nassar vd, 1996).

Hollanda ve Almanya kokenli patates yumrularinda ve bitkilerinde Dickeya
spp. etmenini belirlemek igin; CVP besi ortaminda gelistirilen izolatlar, Dickeya

spp.’ye spesifik pel ADE primerleriyle tanilanmigtir (Nassar vd, 1996).

Yapilan aragtirmalarda Avrupa’da son 10 yilda Dickeya spp.’nin soguga
dayanikli olan izolatlari, D. dianthicola biovar 1 ve 7 olarak belirlenmistir. Dickeya
spp. izolatlar1 Avrupa’da 2004 - 2005 yillarinda aslinda D. dianthicola olarak
tanimlama yapilmistir. Dianthus spp. bitkilerinde hastalik etmeni ilk olarak bodurluk

ve solma belirtilerine neden olmustur (Parkinson vd, 2009; Slawiak vd, 2009).

2016 yilinda Tirkiye yapilan survey caligmalarinda Samsun, Amasya, Tokat,
Ordu ve Corum illerinde bulunan patateslerde yapraklarda solma, kok kisminda

siyahlasma ve yumusak ¢iiriikliikkler arastirilmis ve Amasya’da patates yetistirilen
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alanlarindan alinan hastalikli patates orneklerinden D. solani‘nin tanisi yapilmistir

(Ozturk ve Aksoy, 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismanin ana materyalini Kastamonu ili patates depolarindan alinan hastalikli

patates yumrular1 olusturmaktadir.

3.1. Survey Calismalari

Survey ¢alismalar1, 2014 — 2015 yillar1 arasinda Tarimm 11 ve Ilge Miidiirliiklerinin
goriigleri dogrultusunda patates {liretiminin yogun olarak yapildig: ve ilin yaklasik %
70°’ni temsil eden ilgelerine ait koylerdeki patates depolarinda hastalikli yumrular

toplanarak yapilmistir (Sekil 3.1) (Cizelge 3.1).

Sekil 3.1. Kastamonu’nun Survey yapilan ilgeleri
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Cizelge 3.1. Kastamonu ili patates iiretim verileri (Anonim, 2018b)

flge Ad Ekilen Alan Uretim (ton) Verim (kg/da)
(dekar)
Merkez 3.713 10.532 2.837
Agh 11 37 3.364
Arag 147 387 2.633
Azdavay 35 89 2.781
Bozkurt 532 555 1.043
Cide 12 27 2.455
Daday 133 274 2.060
Devrekani 1.513 4.363 2.884
Doganyurt 9 20 2.222
Hanonti 37 95 2.568
Thsangazi 275 370 1.345
Inebolu 129 373 2.891
Kiire 23 52 2.261
Seydiler 183 473 2.642
Taskoprii 550 1.983 3.605
Tosya 807 1.939 2.403

Her depoda hastalik belirtisi gosteren 10’ar adet yumru incelenmis ve bu
yumrulardan elde edilen patojen Ozellikteki izolat sayisini toplam izolat sayisina
oranlayarak bakteriyel hastalik bulunma yiizdeleri elde edilmistir (Bora ve Karaca,
1970).

Hastalikli yumrularin her biri ayri ayr1 kese kagitlarina konularak; alindig yer,
ornek numarasi ve ornekleme tarihini igeren etiket bilgileri kaydedilmistir. Hastaliklh

ornekler laboratuvara getirilerek izolasyon yapilmak lizere + 4 °C’de saklanmistir

(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Hastalikli yumru 6rnekleri

3.2. izolasyon Calismalari

Hastalikli yumru orneklerinden bakteriyel etmenlerin izolasyonlari igin; karabacak
belirtisi stolonun sonundan 2- 4 mm boyutlarinda kesitler alinmis, doku pargalar1 %
1°1ik NaOCl igerisinde 2 dakika siireyle yiizeysel dezenfeksiyona tabi tutulmustur.
Doku pargalart daha sonra steril kurutma kagitlarinda kurulanmistir. Kurulanan doku
pargalari, igerisinde 300 ul steril su bulunan 1.5 mI’lik steril ependorf tiipe konulmus
ve homojenizator ¢ubuk yardimiyla ezilmistir. Ependorflar, 24 — 26 °C’de 30 dakika
siire ile inkiibe edilmistir. inkiibe edilen oziitlerden 107 - 10° seri seyreltmeler
hazirlanmis, bu seyreltmelerin 10 ve 10® ik tiiplerinden 50°ser pl alinarak KBA
(King B Agar) ve NGA (Nutrient Glukoz Agar) besi yerlerine steril drigalski baget
yardimiyla yayilmistir. Petriler 24 - 26 °C’de 24 - 48 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Petride gelisen kolonilerden koloni morfolojilerine gore patojen olma ihtimali
bulunanlar, yeni besi ortamina aktarilarak saflastirilmistir. Saflastirilan izolatlar %

50’lik gliserinde tani ¢alismalari igin - 20 °C’de saklanmugtir.
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Cizelge 3.2. Besiyerleri ve igerikleri

Nutrient Glukoz Agar (NGA) King B

(/L) (g/L)

Beef ekstrakt 3.0 Proteoz pepton 20.0
Peptone 5.0 K2HPO4.3H20 1.5
Glukoz 2.5 MgS04.7H20 1.5
Agar 15.0 Agar 15.0

Gliserin 10.0

Saf su 1000 ml Saf su 1000 ml
pH=7.2 pH=7.2

3.3. Tanilama

3.3.1. Biyokimyasal ve fizyolojik tamilama

3.3.1.1.Gram boyama testi

Hiicre duvari yapisina gore bakteriyel izolatlarinin Gram (+) veya Gram (-) oldugunu

belirlemek i¢in gram boyama testi yapilmistir. Bu test i¢in hazirlanan ortam igerigi:

L. Soliisyonun Icerigi: a/L
A Cozeltisi: Kristal violet 2

Etil alkol (%95) 20 ml
B Cozeltisi: Amonyum okzalat 0.8
Saf su 80 ml

A ve B ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanip, karistirildiktan sonra filtre kagidindan
gecirilmistir.

1. Lugol Cézeltisinin I¢erigi: a/L
Iyot 19
Potasyum iyodiir 20
Saf su 300 mi
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[11. Safranin Cozeltisinin icerigi: a/L

Stok Soliisyonu: Safranin 2.5
Etil alkol (%95) 100 ml
Kullanma Soliisyonu: Stok ¢ozeltisi 10 ml
Saf su 90 ml

Bovama Islemleri:

NGA’ da 24 - 26 °C’de 24 — 48 saat siireyle inkiibe edilen bakteriyel kolonilerden
siispansiyon hazirlanmis, bu siispansiyondan bir 6ze dolusu alinarak lamin ortasina
damlatilmigtir. Daha sonra siispansiyon lam iizerine yayilmistir. Bakteriyel
hiicrelerin lama sabitlenmesi ig¢in lam, alevden hafifge gegirilip, oda sicakliginda
kurumasi icin bekletilmistir. I. ¢Ozeltiden lam iizerine dokilerek, 1 dakika
beklenmis, daha sonra ¢esme suyu ile indirekt olarak yikanip lamin tizeri hafifge
kurulanmistir. ikinci olarak lamin iizerine Lugol ¢ozeltisi dokiilmiis, 1 dakika
beklendikten sonra ¢esme suyunda indirekt olarak yikanip kurutma kagidi ile hafifce
kurulanmigtir. Lamlar % 96’lik etil alkol bulunan bir kaba 30 saniye batirilarak
beklenmis ve su ile durulandiktan sonra hafifce kurulanmistir. Son olarak Safranin
¢ozeltisi lam tizerine dokiilerek 10 saniye zit boyama yapilip, suda indirekt olarak
yikanmig, kurutma kagidi ile kurulanmig ve 100x’lik objektifte immersiyon yagi
kullanilarak bakteriyel hiicrelerin gram reaksiyonu incelenmistir. Bakteriyel
hiicreler, eger mavi — mor renkte ise Gram (+), pembe — kirmizi renkte ise Gram (-)

olarak degerlendirilmistir (Gram ve Friedlaender, 1884; Schaad vd, 2001).

3.3.1.2. KOH testi

Hazirlanan % 3’liikk potasyum hidroksit c¢ozeltisinden lam {izerine bir damla
damlatilmis ve NGA’da 24 — 48 saatte 24 - 26° C’de gelistirilen izolatlarin kolonileri
Ozeyle almip dairesel hareketlerle soliisyonda karigtirllmistir. Yaklasik 15 — 20
saniye sonra 0ze yukar1 kaldirildiginda ipliksi bir uzama meydana gelmisse, izolatin
Gram (-), ipliksi bir uzama meydana gelmemisse Gram (+) olduguna karar
verilmistir (Sands, 1990).
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3.3.1.3. Katalaz testi

% 3’lik hidrojen peroksit (H,O;) lam flizerine 1 damla damlatilip, NGA’ da 24-48
saatte 24 — 26 °C’de gelisen izolatlarin kolonilerinden bir 6ze dolusu alinarak
¢Ozeltiye batirilma islemi yapilmistir. Bu tepkime sonucunda hava kabarciklarinin
c¢ikmasi, izolatin pozitif reaksiyon verdigini, yani katalaz enzimine sahip oldugunu

gostermistir (Lelliott ve Stead, 1987).

3.3.1.4. Oksidatif - Fermentatif testi

Bu test, oksijenli ve oksijensiz ortamda karbonhidratlarin kullanimlarini belirlemek

icin yapilmustir.

1. Grup alL
NH4H,PO, 1.0
KCL 0.2
MgS04.7H,0 0.2
Bromotimol mavisi 0.08
Saf su 900 ml
Agar 3

1l. Grup o/l
Glukoz 10.0
Saf su 100 ml
pH: 7.0-7.1

Agar haricinde bu kimyasallarin hepsi tartilip, erlenmayer igerisinde ¢ozelti
haline getirilmistir. Cozeltinin pH’s1 % 40’lik NaOH ile 7.0-7.1°e¢ ayarlanmus,
ortamin rengi zeytin yesiline doniismiistiir. Daha sonra ortama agar ilave edilerek
121 °C’ de 1sitilan otoklovda homojenizasyon igslemine baslatilmigtir. Otoklovdan
c¢ikan karisim 6 — 7 ml’lik 6l¢iide tliplere bosaltilmis ve 121 °C’de 15 dakika siireyle
otoklavda sterilizasyon islemi yapilmistir. Daha sonra 10 g glikoz, 100 ml saf su
igerisinde eritilerek tindalizasyon islemi ile sterilize edilmis ve daha 6nce hazirlanan

6 — 7 ml’ lik tiiplerin i¢indeki ortama 45 — 50 °C’de aseptik kosullarda 0,5 ml’lik
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miktarlarda paylastirilmistir. Daha sonra Tiipler oda sicakliginda dik konumda
bekletilerek donmalari saglanmistir. Her bir izolat igin oksijenli ve oksijensiz olmak
tizere iki tiip kullanilmistir. NGA’da 24-26 °C’de 24 - 48 saatte gelistirilen izolatlar
tiiplere bir 6ze dolusu almarak bulastirilmustir. Iki tiipten birisinin iizeri % 3’liik agar
yardimiyla hava ile temasi kesilmistir. Her iki tiipiin agizi pamuk ile kapatilmistir.
Daha sonra izolatlar 24 - 26 °C’de 7 - 14 giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonunda hava ile temasi kesilen ve kesilmeyen tiliplerin glukozdan asit iiretimi
sonucunda ortamin zeytin yesili renkten saritya doniisiip dontismedigi kontrol

edilmistir (Ayers vd, 1919).

3.3.1.5. Jelatini eritme testi

Ortam igerigi Litre’de
Peptone 59
Beef extract 30
Jelatin 120 g

Tartilan bu kimyasallar 1 L saf suda 121 °C’de homojenize edilmis, cam
tiiplere 6 - 7 ml’lik dlgiide paylastirildiktan sonra, 20 dakika 121 °C’de otoklovda
sterilize edilmistir. NGA’da 24 - 26 °C’de 24 - 48 saatte gelistirilen izolatlar 6ze ile
tiiplere bulastirilmis, 24 — 26 °C’de 7 - 14 giin inkubasyona birakilmistir. izolatlarin
jelatini eritip eritmedigini anlamak amaciyla 30 dakika siireyle +4 °C’de
buzdolabinda bekletilmistir. Tiipteki ortamin akict ve bulanik olmasi testin pozitif

oldugunu, kat1 halde olmasi ise negatif oldugunu géstermistir (Klement vd, 1990).

3.3.1.6. Floresan pigmentasyon testi

King B besi ortami igerigi a/L
Proteaz pepton 20.0
K2HPO, 15
MgS0O,.7H,0 1.5
Agar 15.0
Gliserol 15.0
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Saf su 1.0
pH=7.2

Bakteriyel izolatlar, King B besi ortamina ¢izildikten sonra 24 — 26 °C’de 24
— 48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra izolatlarin floresan 6zellige sahip
olup olmadigini anlamak i¢in UV (Ultraviyole) translimiinatér altinda floresan

parlama 6zelligi incelenmistir (King vd, 1954).

3.3.1.7. Oksidaz testi

Icerisinde % 1’lik glukoz olan Nutrient Agarda 24 - 26 °C’de 24 - 48 saat siireyle
gelistirilen izolatlarin kolonilerinden 6ze ile alinmis ve tizerine % 1°lik tetramethyl -
p-phenylenediamine  dihydrochloride ¢ozeltisi damlatilmis  filtre kagidina
stiriilmiistiir. Yaklasik 10 saniye siire sonunda mavimsi - mor renk olusumu, pozitif

reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Kovacs, 1956).

3.3.1.8. Arginin dehidrolaz aktivitesi testi

Bu yapilan test bazi izolatlarin anaerobik kosullarda gelisimini saglayan iki enzime

sahip olup olmadiklarini belirleyen bir testtir.

Ortam icerigi a/L
Peptone 1.0
NaCL 5.0
K2HPO4 0.3
Agar 3.0
Phenol red 0.01
L - Arginine 10.0
pH=7. 2

Ortam igerigi agar ilave edilmeden pH 7.2’ye ayarlanmig, daha sonra agar ilave
edilerek, 121 °C’de homojenize edilmis ve 5 - 7 ml’lik miktarlarda tiiplere

paylastirilmigtir. Ortam, 121 °C’de 15 - 20 dakika otoklavda sterilize edilmistir.
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izolatlarin kolonileri 6ze yardimiyla tiiplere batirildiktan sonra iizerleri yaklasik
olarak 3 cm yiiksekliginde % 3’liik steril agar ile Ortiilmiistiir. Tiipler, 24 - 26 °C’de
7 - 14 giin siireyle inkiibe edilmistir. Ortamin agik pembe renginin kirmizi renk
almasi pozitif reaksiyon, ortam renginde higbir degisme olmamasi ise negatif

reaksiyon olarak degerlendirilmistir.

3.3.1.9. Eskulinin hidrolizi testi

Ortam icerigi a/L
Yeast exract 5.0
NaCl 5.0
MgS0,.7H,0 0.2
K2HPO, 0.5
NH4H,PO, 0.5
Ferric amonyum sitrat 50.0 mg
Esculin(Sigma) 1.0

pH 6.8

Ortam 121 °C’de 15 — 20 dakika siireyle sterilize edildikten sonra petrilere
dokiilmiistiir. Izolatlarin ¢iziminden sonra petriler, 1 - 4 giin siire ile 24 - 26 °C’de
inkiibe edilmistir. Ortam renginin kahverengi - siyaha doniismesi pozitif reaksiyon

olarak kabul edilmistir.

3.3.1.10. Fosfataz testi

Bu testin igerigi; 10 g pepton ve 5 g beef ekstrakt 1 L suda magnetik karistirict ile
homojenize edilmis, pH 7.0’ye ayarlanmis ve ortama 15 g agar ilave edilerek 121
°C’de 20 dakika siireyle sterilize edilmistir. Daha sonra besi yerine filtrasyon ile
sterilize edilen 10 ml miktarinda % 5°lik fenol fitalein difosfat tetra sodyum ilave
edilmistir. Hazirlanan ortam petrilere petrilere dokiildiikten sonra NGA’da
gelistirilen 24 - 48 saatlik izolatlarin kolonileri, steril pipet ucu ile ortama
bulastirilmis ve 24 - 26 °C’de 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. Petri kapaklarina 50

ul amonyum hidroksit damlatilmis ve 15 - 30 sSaniye siire icerisinde kolonilerin

23



pembe - kirmizi renk almasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Cowan ve
Young, 1973).

3.3.1.11. indol olusumu testi

Ortam i¢in 10 g Tripton ve 1 g L-Triptofan 1 L su ile karistirilarak 121 °C’de
otoklavda homojenize edildikten sonra ortam 5 - 7 mI’lik hacimlerde test tiiplerine
paylastirilmigtir. Tiplerin 121 °C’de 20 dakika otoklavda sterilize edilmesinden
sontra NGA’da 24 - 48 saat gelistirilen izolatlarin kolonilerinden steril 6ze ile
alinarak ortama bulastirllmistir. Calkalayici inkiibatérde 24 — 26 °C’de 24 - 48 saat
gelistirilen izolatlara, Kovaks ayiracindan 0.5 ml ilave edilmis ve hafifge
calkalanmistir. Test tiipliniin en iist kisminda koyu kirmizi renk olusumu pozitif
reaksiyon olarak degerlendirilmistir. Kovaks indol aywraci; 5 g p-
dimetilaminobenzaldehit, 75 ml iso-amyl alkolde 50 - 55 °C’de ¢0ziilmiis, daha
sonra sogutulmus ve 25 ml’lik konsantre HCIl yavasca ilave edilerek hazirlanmistir.
Bu ortam, 1siktan korunmak amaciyla aliiminyum folyo igerisinde +4 °C’de

saklanmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

3.3.1.12. Karbon kaynaklarmin kullanimi testi

Ortam icerigi a/L
NH4HPO, 0.5
K2HPO4 0.5
MgS04.7H,0 0.2
NaCl 5.0
Yeast ekstrakt 0.8
Agar 12.0
Brom cresol purple 0.7 ml
Karbon kaynagi 2.0
pH=6.8

Yukaridaki kimyasallar agar hari¢ belirlenen miktarlarda tartilarak hazirlanmas,

% 40°’lik NaOH ile pH’s1 6.8 olarak ayarlanip agar eklenmistir. Daha sonra 121
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°C’de homojenize edilip tiiplere 6 - 7 ml’lik 6l¢lide konulmustur. Bu tiipler daha
sonra 20 dakika siireyle 121 °C’de otoklovda sterilize edilmistir. Bu testin
uygulanmasinda karbon kaynagi olarak; D (-) Arabinose, D (+) Mannose, D (+)
Xylose, L (+) Rhamnose, D (+) Trehalose, Raffinose ve D (-) Sorbitol kullanilmistir.
NGA’da 24 - 26 °C’de 24 - 48 saatte gelistirilen izolatlar 6ze ile tiiplere bulastiriimas,
1 — 7 giin igerisinde ortamda asit olusumuna bagli renk degisikliginin olup olmadig1

gozlemlenmistir (Saygili, 1995).

3.3.1.13. izolatlarin 37 - 39 °C’de gelisimi testi

izolatlarin NGA’ya cizgi ekimi yapilmis ve inkiibatorde 1 — 7 giin siire ile 37 ve 39
°C’lerde inkiibe edilmis, Kontrol olarak ise 24 - 26 °C’de gelistirilmistir. Besi
yerinde bakteri gelisimi gergeklesmisse pozitif, gerceklesmemisse negatif olarak

kabul edilmistir.

3.3.2. Patateste pektinolitik aktivite testi

izolatlarin pektolitik &zellige sahip olup olmadigini anlamak icin; kabuklari
soyulmus patates yumrulari, yikanarak % 70’lik etil alkol ile yiizeysel
dezenfeksiyonu yapilmigtir. Yumrular 7 - 8 mm’lik kalinlikta dilimlenerek,
tizerlerine steril mantar delici ile kii¢iik ¢ukurlar agilmistir. Daha sonra dilimler steril
islak filtre kagitlart bulunan steril petrilere yerlestirilmistir. NGA’da gelistirilen
izolatlarm 108 hiicre/m1’lik slispansiyonlarindan 25 pl’ser ¢ukurcuklara konulmustur.
Daha sonra petriler, 24 - 26 °C’de 24 — 48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Yapilan bu
testte pozitif kontrol olarak Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum izolati
kullanilirken, negatif kontrol olarak steril saf su kullamlmistir. Inokule edilen
bolgede yumusuma goriilmesi test sonucunun pozitif oldugunu gostermistir (Lelliot
ve Stead, 1987).

3.3.3. Tiitiinde asir1 duyarhhk testi

Biitiin izolatlar, NGA’ da 24 - 26 °C’de 24 — 48 saatte gelistirilmis ve 10°
hiicre/mI’lik siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bu siispansiyonlarin her biri tiitiin
(Nicotiana tabacum cv. Samsun N) bitkisinin yapraklarinin altina iki damar

arasindaki epidermisin arasina steril hipodermik igne ile enjekte edilmistir. Daha
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sonra bu bitkiler 24 - 26 °C’de 24 — 72 saat inkiibasyona birakilarak, yapraklarda
asirt duyarlilik reaksiyonunun goriiliip goriilmedigi gozlemlenmistir (Klement vd,

1990).

3.3.4. Patojenisite testi

Biitiin izolatlar, NGA’da 24 - 26 °C’de 24 — 48 saat inkiibe edilerek gelistirilmis ve
10®  hiicre/mI’lik siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Daha sonra bu hazirlanan
stispansiyondan patates yapraklarinin alt tarafindan iki epidermis arasina hipodermik
igne ile enjeksiyon yapilmistir. Kontrol olarak saf su kullanilmustir. Bitkiler 24 - 26
°C’de 24 — 72 saat inkiibe edilmis ve yapraklar koyu kahverengi nekrotik alanlarin
meydana gelip gelmedigi kontrol edilmistir (Van der Zwet, 1986).

3.3.5. Molekiiler tanilama

Izolatlarin molekiiler tanis1 amaciyla; Dickeya solani igin ADE1/ADE2 primer cifti
(Nassar vd, 1996), P. atrosepticum igin Y45/Y46 primer ¢ifti (Frechon vd, 1998),
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum i¢in EXPCCF/EXPCCR primer
cifti (Kang vd, 2003) ve Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus i¢in PSA1/
PSAR primer ¢ifti kullanilmistir (Pastrik, 2000).

Cizelge 3.3. Izolatlarin tamisinda kullanilan primer giftleri

; . Uriin
Tu /Al .P”mer Sekans 5°—3’ Boyut Kaynak
tir Ismi ca
u (be)

ADEl GATCAGAAAGCCCGCAGCCAGAT Nassar
Dickeya
solani CTGTGGCCGATCAGGATGGTTTTGTC 420 Vd

ADE?2 (1996)

GTGC

P. Y45  TCACCGGACGCCGAACTGTGGCGT Erechon
atrosepticu 439 d (1998
m Y46 ~ TCGCCAACGTTCAGCAGAACAAGT vd (1998)
P.
rotoors £ GAACTTCGCACCGCCGACCTTCTA .
m subsp. EXPCC 550 (2%%%)\/
carotovory = GCCGTAATTGCCTACCTGCTTAAG
c. PSA1l CTCCTTGTGGGGTGGGAAAA _
michiganens 502 Pastrik
issubsp.  psar  TACTGAGATGTTTCACTTCCCC (2000)

sepedonicus
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Molekiiler tanilamada kullanilan tampon ¢cozeltisi

PCR firiinlerinin, agaroz jel elektroforez analizleri i¢in Tris borate- EDTA

(TBE) Buffer kullanilmigtir (Obradovic ve Kevresan, 2010).

5x TBE Buffer 1L

Tris base 54 ¢g

Boric acid 2759
EDTA 20 ml 0.5M
Steril saf su 500 ml

Yukaridaki karigim steril saf su ile ¢oziindiiriilmiis ve karigimm pH’s1 8

olarak ayarlanmistir. Toplam hacim 1 L’ye steril saf su ile tamamlanmistir.

1x TBE Buffer’1 hazirlamak icin:

100 mI’lik 5xTBE buffer, 900 ml steril saf su ile karistirilmistir.

PCR ¢ogaltma isleminde reaksiyon karigimi olarak Bioline firmasina ait 2x

Biomix Red Master miks kullanilmustir.

2x Biomix Red 10.0 pl
Forward primer 1.0
Revers primer 1.0 ul
Bakteri DNA’s1 X
Steril saf su 8.0 ul
Toplam hacim 20.0 ul

Izolatlarin molekiiler tanisi i¢in touchdown koloni PCR’1 yapilmustir.
NGA’da 24 — 26 °C’de 24 — 48 saat gelistirilen izolatlarin kolonilerinden pipet ucu
ile alinarak, son hacmi 20 ul olan master miksin igerisine ilave edilmistir. Kontrol

PCR tiiplerine ise steril pipet ucu degdirilmistir.

PCR dongii islemi Sambrook vd (1989)’ye gore yapilmistir. Buna gore;

Touchdown koloni PCR’ 1 i¢in kullanilan program su sekildedir:
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Sicaklik Dongii

95°C 4

95°C 30"

65 °C 30"
Decrease 1 dongii

72 °C 1.5

Cycle 2 — 9 kez

95°C 30'

56 °C 30’

72 °C 30"
Cycle 6 — 24 kez

18 °C Forever

PCR dirtinleri % 1’lik agaroz jelde kosturulmustur. Bunun igin; 100 ml
IxTBE buffer icerisine, 1 g agaroz konulmus, karisim mikro dalgada homojenize
edilmis ve igerisine 5 ul etidyum bromiir eklenmistir. Hazirlanan jel, jel tankina
dikkatlice dokiilmiis, taraklar dikkatlice takilmis ve jel kurumaya birakilmistir. Daha
sonra taraklar dikkatlice almip elektroforez tankina konulmustur. Elektroforez
tankindaki jelin iistine 1x TBE buffer koyulmustur. PCR driinleri, agaroz jele
yiiklenmistir. Molekiiler agirlik isaretleyici olarak Bioline Hyper Ladder 1kb DNA
Ladder kullanilmistir. PCR firtinleri 100 voltta 1 saat siireyle kosturulmustur. Siire
bitiminde PCR f{iriinleri UV transliminatérde (302 nm) incelenerek jelde olusan

bantlar fotograflanmistir (Sambrook ve Russell, 2001).
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4. BULGULAR

4.1. Survey Calismalar:

Kastamonu ili patates iiretiminin yaygin olarak yapildigi yaklasik % 70’lik alam
kapsayan, Merkez ve Devrekani ilgelerine bagli koylerde 2014 - 2016 EKim
aylarinda patateslerin depolandigi depolarda bakteriyel hastalik etmenleriyle bulasik
yumrulart bulmak amaciyla tarim il ve ilge miidiirliiklerinin tavsiyeleri gbz Oniine
almarak survey calismas1 yapilmistir. Buna gére Merkez ilge’nin 7 kdyiinde toplam

21 depo, Devrekani Ilgesi’ndeki 4 kdyde toplam 16 depo gezilmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Elde edilen izolatlar (survey ¢aligmalarinin yapildigi ilge ve koylerden)

Gezilen
) Izolat )
Ilgeler Koyler Depo Izolat Kodu
Sayisi
Sayist
Ahmet Bey Koyt 2 15 DsAB7
Hoca Koyii 6 ---
Koru Koyt 4 ---
Merkez Molla Koyii 3 32 CmsMo4
Has Koyt 2 9 CmsHa9
Etyemez Koyt 2 23 CmsEty6
Kurtgémeg Koyt 2 ---
Sazyaka Mabhallesi 1
) Kasaplar Mahallesi 4
Devrekani ] ]
Kadirbey Mahallesi 10 8 CmsKDB8
Ahmetoglu Mahallesi 1 ---
Toplam 11 37 87

4.2. Izolasyon Cahsmalari

Hastalikli yumrulardan toplam 370 adet hastalikli yumru orneginden 87 adet
bakteriyel izolat elde edilmistir. Bu izolatlardan 82 adeti, tiitlinde asir1 duyarlilik

reaksiyonu gostermedidi ve patates yapraklarinda nekrotik leke olusturmadigi igin
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tani testlerine tabi tutulmamigtir. Tiitiinde asir1 duyarliliga neden olan 5 adet izolatin

tamami patates yapraklarinda nekrotik leke olusturmustur (Cizelge 4.1.).

4.3. Tanllama

Tiitiinde asir1 duyarliliga ve patojenisite testinde patates yapraklarinda nekrotik leke
olusumuna neden olan bakteriyel izolatlarin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
tan1 testleri sonucunda 5 izolattan C.michiganensis subsp. sepedonicus’a ait 4
izolatin kolonileri, NGA’da diizgiin kenarli, diizgilin yiizeyli, Kremimsi — sar1 renkte,

Dickeya solani’ye ait 1 izolatin ise kremimsi beyaz renkte koloniler seklinde gelistigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1.  Tiitlinde asir1 duyarlilifa ve patateste nekrotik lekelenmeye yol agan
izolatlarin kolonileri: a) Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicus
(CmsMo4) ,b) Dickeya solani (DsSAB7)

4.3.1. Biyokimyasal ve fizyolojik tanilama

Tiitlinde asir1 duyarlilifa ve patateste nekrotik lekelenmeye yol acan izolatlarin gram
boyama, KOH, katalaz, oksidatif-fermentatif, jelatini eritme, floresan pigmentasyon,
oksidaz, arginin dehidrolaz, eskulinin hidrolizi, fofotaz, indol olusumu, karbon
kaynaklarmin kullanimi, 37 - 39 °C’de gelisme ve patateste pektinolitik aktive
testleri yapilmistir (Cizelge 4.2).

4.3.1.1. Gram boyama testi

Bu test ile 4 izolatin Gram pozitif, 1 izolatin ise Gram negatif oldugu belirlenmistir

(Cizelge 4.2).
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4.3.1.2. KOH testi

Bu test gram boyamay1 dogrulayici test olarak yapilmistir. Test sonucuna gore 4
izolatin Gram pozitif, 1 izolatin ise Gram negatif oldugu belirlenmistir Diger bir
ifade ile Gram pozitif izolatlarin hiicre duvari kalin oldugu i¢cin KOH ¢ozeltisi, hiicre
duvarin1 parcalayamadigindan bakteri DNA’s1 ortama karismamis ve ipligimsi bir
siinme meydana gelmemistir. Bu nedenle reaksiyon negatif, bakteri hiicresi ise Gram
pozitif olarak degerlendirilmistir. Gram negatif izolatlarin hiicre duvari ise ince
oldugu icin KOH ¢ozeltisi, hiicre duvarini kolayca parcaladigindan bakteri DNA’s1
ortama karismis ve ipligimsi bir siinme meydana gelmistir. Bu nedenle reaksiyon
pozitif, bakteri hiicresi ise Gram negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.2)
(Cizelge 4.2).

Sekil 4.2. KOH testi: a) Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
(CmsMo4)’un negatif reaksiyonu, b) Dickeya solani (DsAB7)’nin
pozitif reaksiyonu

4.3.1.3. Katalaz testi

Izolatlarin tiimii pozitif reaksiyon gdstermistir. Diger bir ifade ile tiim izolatlardaki
katalaz enzimi, H,O,’den O,-yi serbest hale gegirdigi i¢in ¢6zeltide hava kabarcigi
meydana gelmistir (Sekil 4.3) (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.3. Katalaz testi: a) Negatif reaksiyon; b) Pozitif reaksiyonu
4.3.1.4. Oksidatif — Fermantatif testi

Bakteriyel izolatlarin oksijenli ortamda mi veya hem oksijenli hem de oksijensiz
ortamda m1 gelistigini tespit etmek amaciyla yapilan bu test ile 4 izolatin oksijenli
ortamda (aerobik), 1 izolatin ise hem oksijenli hem de oksijensiz ortamda (fakiiltatif

anaerobik) gelistigi gozlemlenmistir (Sekil 4.4) (Cizelge 4.2).

Sekil 4.4. Oksidatif-Fermentatif Testi: a) Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus (CmsMo4)’un aerobik gelisimi; b) Dickeya solani
(DsAB7)’nin fakiiltatif anaerobik gelisimi
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4.3.1.5. Jelatini eritme testi

Test sonucunda izolatlarin tiimii bu teste negatif sonu¢ vermistir. Diger bir ifade ile

izolatlarin higbiri jeletinaz enzimine sahip olmadigindan jelatini sivilagtiramamistir

(Sekil 4.5) (Cizelge 4.2).
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Negatif kontro|
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Sekil 4.5. Jelatin eritme testi

4.3.1.6. Floresan pigmentasyon testi

King B agar besi yerinde gelisen izolatlar UV (Ultraviyole 1s1k) altinda incelenmis ve

higbir izolat, floresan parlama gostermemistir.

4.3.1.7. Oksidaz testi

Steril filtre kagidina damlatilan % 1°lik N,N,N,N-tetrametil - 1.4 fenilen diamonyum
diklorit ¢ozeltisi tizerine izolatlarin kolonileri 6ze yardimiyla ¢izilmistir. Yaklasik 10
saniye i¢inde koyu mavi renk olusumu meydana gelmemesi nedeniyle bu teste tiim

izolatlar, negatif reaksiyon gostermistir (Sekil 4.6) (Cizelge 4.2).

a b

Sekil 4.6. Oksidaz testi: a) Negatif reaksiyon, b) Pozitif reaksiyon
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4.3.1.8. Arginin dehidrolaz aktivitesi testi

NGA’da 24 - 26 °C’de 24 - 48 saat siireyle gelistirilen izolatlar, tiiplere agilanmis ve
24 - 26 °C’de 7 - 14 giin siireyle inkiibe edilmistir. Ortamin renginde hic¢bir degisme
olmamasi nedeniyle izolatlar bu teste negatif reaksiyon gostermistir (Sekil 4.7)
(Cizelge 4.2).

Sekil 4.7. Arginin dehidrolaz testi; Negatif reaksiyon
4.3.1.9. Eskulinin hidrolizi testi

Eskulin iceren ortama izolatlarin ¢iziminden sonra petriler, 1 - 4 giin siire ile 24 - 26
°C’de inkiibe edilmistir. Ortam renginin kahverengi - siyaha doniismesi pozitif
reaksiyon olarak kabul edilmistir. Bu teste 4 izolat pozitif, 1 ise negatif reaksiyon
vermistir (Sekil 4.8) (Cizelge 4.2).

Sekil 4.8. Eskulinin hidrolizi testi: a) Negatif reaksiyon, b) Pozitif reaksiyon
4.3.1.10. Fosfataz testi

Izolatlarin kolonileri, hazirlanan besi yerine steril pipet ucu yardimiyla bulastirilmus,
24 - 26 °C’de 24 - 48 saat siireyle inkiibe edilmis ve petri kapaklarina 50 pl

amonyum hidroksit damlatilmistir. Kolonilerde pembe - kirmizi renk degisimi,
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pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir. Bu teste 1 izolat pozitif ve 4 izolat negatif

reaksiyon gostermistir (Sekil 4.9) (Cizelge 4.2).

a b

Sekil 4.9. Fosfataz testi; a) Negatif reaksiyon, b) Pozitif reaksiyon
4.3.1.11. indol olusumu testi

NGA’da 24 - 26 °C’de 24 - 48 saat gelistirilen izolat kolonilerinden bir 6ze alinarak
hazirlanan ortama bulastirilmis ve ¢alkalayici inkiibatorde 24 — 26 °C’de gelistirilen
izolatlara, kovaks ayiracindan 0.5 ml ilave edilerek hafif¢e calkalanmasi ile test
tipliinin en Ust kisminda koyu kirmizi renk olusumu meydana gelmesi pozitif
reaksiyon olarak kabul edilmistir. Bu teste 1 izolat pozitif, 4 ise negatif reaksiyon
vermistir (Sekil 4.10) (Cizelge 4.2).

a b

Sekil 4.10. indol olusumu testi; a) Negatif reaksiyon, b) Pozitif reaksiyon

4.3.1.12. Karbon kaynaklarinin kullanim testi

NGA’da 24 - 26 °C’de 24 - 48 saat siireyle gelistirilen izolatlar, oksijenli ve
oksijensiz ortamlarin her ikisine de asilanmig, 1 — 7 giin igerisinde tiiplerde ortam

renginin glukozdan asit iiretimi sonucu sar1 renge doniismesi pozitif reaksiyon, sar1
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renge donlismemesi ise negatif reaksiyon olarak kabul edilmistir (Sekil 4.11)

(Cizelge 4.2).

Sekil 4.11. Karbon kaynaklart kullanim testi: a) Negatif reaksiyon, b) Pozitif
reaksiyon

4.3.1.13. izolatlarin 37 - 39 °C’de gelisimi testi

[zolatlarin NGAya ¢izgi ekimi yapilmis ve inkiibatdrde 1 — 7 giin siire ile 37 ve 39
°C’lerde inkiibe edilmis, Kontrol olarak ise izolatlar, 24 - 26 °C’de gelistirilmistir.
Besi yerinde bakteri gelisimi gergeklesmisse pozitif, gerceklesmemisse negatif olarak
kabul edilmistir. Bu teste; 37 - 39 °C’de 1 izolat gelismis, 4 izolat ise gelisme
gostermemistir. Tiim izolatlar 24 - 26 °C’de gelismistir (Sekil 4.12) (Cizelge 4.2).

Sekil 4.12. NGA’da 39 °C’de gelisen DsAB7’nin koloni gelisimi
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4.3.2. Patateste pektinolitik aktivite testi

Izolatlarin pektinolitik aktiviteye sahip olup olmadiklar1 belirlemek amaciyla, patates
yumru dilimlerine inokule edilen bélgede yumusamanin meydana gelip gelmemesi
incelenmistir. Bu teste 4 izolat negatif, 1 izolat ise pozitif reaksiyon vermistir (Sekil

4.13) (Cizelge 4.2).

Sekil 4.13.  Pektinolitik aktivite testi; a) Negatif kontrol, b) DsAB7 izolatininin
pozitif reaksiyonu

4.3.3. Tiitiinde asir1 duyarhhk testi

Biitiin izolatlar, NGA’ da 24 - 26 °C’de 24 — 48 saatte gelistirilmis ve 10®
hiicre/mI’lik siispansiyonlar1 Nicotiana tabacum cv. Samsun N yapraklarinin altina
iki damar arasindaki epidermisin arasina steril hipodermik igne ile enjekte edilmistir.
Bitkiler 24 - 26 °C’de 24 — 72 saat inkiibe edilmis ve yapraklarda asir1 duyarlilik
reaksiyonunun meydana gelip gelmedigi incelenmistir. Tim izolatlar tiitiin

yapraklarinda asir1 duyarlilia neden olmustur (Sekil 4.14) (Cizelge 4.2).

Sekil 4.14. Tiitlin bitkisi yapraklarinda asir1 duyarlilik reaksiyonu
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4.3.4. Patojenisite testi

Biitiin izolatlarm NGA’da 24 - 26 °C’de 24 — 48 saat’lik kolonilerinden 10°
hiicre/mI’lik siispansiyonlar1 hazirlanmis ve bu siispansiyonlar, patates yapraklarinin
alt tarafindaki iki epidermis arasina hipodermik igne yardimiyla enjekte edilmistir.
Kontrol olarak yapraklara steril saf su enjekte edilmistir. Bitkiler 24 - 26 °C’de 24 —
72 saat siire ile inkiibe edilmistir. Tiim izolatlar yapraklarda koyu renkli nekrotik
alanlar neden olmustur (Sekil 4.15) (Cizelge 4.2).

Sekil 4.15. Patates bitkisi yapraklarinda patojenisite testi; a) Negatif kontrol, b)
Nekrotik alan olusumu

Biyokimyasal, fizyolojik ve patojenisite ilgili tan1 testi sonuglarina gore C.
michiganensis subsp. sepedonicus’a ait tiim izolatlar; gram pozitif, katalaz, eskulinin
hidrolizi testleri ile tiitinde asirt duyarlilik ve ptojenisite testlerine pozitif, O/F
testine aerobik, KOH, jelatini eritme, floresan pigmentasyon, oksidaz, arjinin
dehidrolaz, fosfataz, indol olusumu ve karbon kaynaklarindan Arabinoz, Mannoz,
Rafinoz, Ramnoz, Trehaloz ve Xyloz testleri ile 37 — 39 °C’de gelisme ve

pektinolitik aktivite testlerine ise negatif reaksiyon gostermistir.

Dickeya solani’ye ait izolat ise; gram negatif, KOH, katalaz, fosfataz, indol
olusumu, karbon kaynaklarindan Arabinoz, Mannoz, Rafinoz, Trehaloz ve Xyloz
testleri ile 37 — 39 °C’de gelisme ve pektinolitik aktivite, tiitiinde asir1 duyarlilik ve

ptojenisite testlerine pozitif, O/F testine fakiiltatif anaerobik, jelatini eritme, floresan
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pigmentasyon, oksidaz, arjinin dehidrolaz, eskulinin hidrolizi, karbon kaynaklarindan
Ramnoz testlerine ise negatif reaksiyon gostermistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. izolatlarin biyokimyasal, fizyolojik ve patojenisite ile ilgili tani testi sonuglar:

o = fé N N 5 Karbon Kaynaklari Fizyolojik

§ ; % 0 é_') % = 0 a E O T ‘% o = £ g £ + > ,3\’ g r =
) = | O ¥ ¥ O 5 L O << W IL = << =2 xx o rF X o » o I o
1 Cms* CmsEty6 - - - +
2 Cms  CmsHa9 + - A - - - -+ - - - oo - . +
3 Cms CmskDB8 + - + A - - - - + - - - - - - - - - - -+ +
4 Cms CmsMo4 + -+ A - - - -+ - e e e e e e e - -+ +
S5 Ds DsAB7 - + + FA - - - - - + 4+ + + + - + + + + + + +

*Cms, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus; Ds, Dickeya solani; GB, Gram boyama, O/F, Oksidatif/Fermantatif (A, aerobik; FA, Fakiiltatif anaerobik);
JE, Jelatini eritme; FP, Floresan pigmentasyon; AD, Arginin dehidrolaz; EH, Eskulinin hidrolizi; 10, Indol olusumu; Ar, Arabinoz; Mn, Mannoz; Ra, Rafinoz; Rh,
Ramnoz; Tr, Trehaloz, Xy, Xyloz; PA, Pektinolitik aktivite; HR, Tiitiinde asir1 duyarhilik; PT, Patojenisite testi; - ; Negatif reaksiyon; +; Pozitif reaksiyon
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4.3.5. Molekiiler tanilama

Surveyler sonucunda hastalikli yumrulardan toplam 87 adet izolat elde edilmis, bu
izolatlarda 5 adetinin patojen 6zellikte oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin koloni
morfolojilerine gore Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, P. atrosepticum ve/veya Dickeya solani
olabilecegi diisiincesiyle tiire spesifik primerler kullanilarak PCR analizi yapilmustir.
Buna gore C. michiganensis subsp. sepedonicus’a spesifik PSAL/PSAR primerleri
kullanilarak yapilan PCR sonucunda beklenen bant biiyiikligii olan 502 bg
seviyesinde PCR iirini meydana gelmis ve bu PCR f{irlinline sahip 4 izolat
(CmsEty6, CmsHa9, CmsKDB8 ve CmsMo4) C. michiganensis subsp. sepedonicus
olarak tanilanmistir. ADE1/ADE2 primerleri ile yapilan PCR sonucunda ise 1 izolat
beklenen bant biiyiiklii olan 420 bg¢ seviyesinde PCR {irlinii meydana gelmis ve bu
PCR iriiniine sahip 1 izolat (DsAB7), Dickeya solani olarak tanilanmistir.
Pectobacterium atrosepticum’a spesifik Y45/Y46 primer ¢ifti ile P. carotovorum
subsp. carotovorum’a spesifik EXPCCF/EXPCCR primer giftleri ile yapilan PCR

testlerinde herhangi bir bant olusumu gézlemlenmemistir (Sekil 4.16).

PSA1/PSAR ADE1/ADE2

CmsEty6
CmsHaZ
CmsKDB8
CmsMo4

™~
o
<t
"
2
———

l
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l
l

Sekil 4.16. PSA1/PSAR ve ADE1/ADE2 primer ciftleri ile yapilan PCR analiz
tirtinlerinin % 1°lik agaroz jeldeki goriintiisii
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5. TARTISMA

Bu arastirma; Kastamonu ili Merkez ve Devrekani ilgelerindeki patates
depolarindaki bakteriyel hastaliklarin belirlenmesi amaciyla yapilmis olup, ¢alisma
sonucunda C.michiganensis subsp. sepedonicus ve Dickeya solani hastalik etmenleri

tespit edilmis, diger bakteriyel hastalik etmenlerine rastlanilmamaistir.

Bu ¢alismada elde edilen Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ve

Dickeya solani Kastamonu i¢in ilk tespittir.

C. michiganensis subsp. sepedonicus Bremer vd (1947) tarafindan Tiirkiye’de
ilk defa varlig1 Adapazari’nda rapor edilmistir. Yapilan bagka bir ¢aligmada ise Karel
ve Karahan (1962) etmenin Ankara’daki depolarda Nevsehir, Urgiip ve Ankara
kaynakli patates yumrularinda tahribata neden oldugunu rapor etmislerdir. Ancak
Hollandali arastirmaci Turkensteen 1985 - 1983 yillarinda yaptigi g¢alismada
“Tirkiye patates hastaliklar1” surveyi sonucunda etmenin iilkemizde olmadigini

rapor etmistir.

Diinyada patates ticaretini engelleyen ve en c¢ok Onemsenen patates
hastaliklarindan biri patates halkali ¢iiriikliik hastaligidir. Yapilan calismalarda Orta
Anadolu Bélgesinde etmeninin varligma rastlanilmamistir. Ulkemizde tohumluk
patates, biiyiikk oranda ithal edilmektedir. Ithalat yaptigimiz iilkeler arasinda
Hollanda, Almanya, A.B.D ve Kanada yer almaktadir (De Boer ve Slack,1984).
Etmenin yumrularda latent olarak bulunmasi tohumluk olarak ithal edilen iilkelerden

hastaligin tilkemize giris riskini artirabilecegi diistiniilmektedir.

Dickeya (eski adiyla Erwinia chrysanthemi) 6nemli bitkilerde kara lekeye ve

yumusak ¢iirtikliige neden olan bir hastalik etmenidir.

[k olarak Avrupa’da Polonya’da goriilen Dickeya spp,. sadece bir yumruda
gbzlenmistir. Etmen daha sonra Macaristan, Isvec¢ (Perrson, 1991), isvicre (Cazelles
ve Schwarzel, 1992), Fransa (Helias vd, 2006), Belcika, Ispanya (Palacio-Beilsa vd,
2006), Ingiltere (Parkinson vd, 2009), israil (Tsror vd, 2009), Hollanda (Czajkowski
vd, 2010), Giircistan (Erlich vd, 2012) ve Tirkiye'de rapor edilmistir (Ozturk ve
Aksoy, 2017).

Hollanda, Finlandiya, Polonya, Israil ve Avrupa’nin bazi yerlerinde 2004

yilinda sonra izolatlarin sekans verileri, biyokimyasal ve REP-PCR analiz ¢alismalari
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yapilmis ve diger tiirlerden farkli olarak Dickeya solani biovar 3 olan yeni bir tiir

olarak belirlenmistir.

Smid vd (1995), Dickeya spp.‘nin yumrularda latent olarak bulunan
popiilasyonlar1 belirlemek i¢in geleneksel yontemler yeterli olmamistir ve tiire 6zel
PCR kullanilmistir.  Dickeya spp.’yi tanilarken 450 bg¢’lik bant ERWFOR ve
CHRREV primer ¢ifti kullanilmistir.

Dickeya igerisinde 6 genomik tir; D. chrysanthemi, D. dianthicola, D.
dieffenbanchiae, D. paradisiaca ve D. zeae (Samson vd, 2005) belirlenmistir. Bu
grubun daha sonraki revizyonu ile D. dieffenbanchiae’nin yeniden siniflandirilmasi

ve D. dadantii 'nin alt tlirQi olmasinin gerektigi belirtilmistir (Ngadze vd, 2012).

Yapilan bu calismada biyokimyasal testlerden gram boyama testi C.
michiganensis subsp. sepedonicus pozitif iken, Dickeya igin negatif sonu¢ verdigi,
her iki etmenin de jelatini eritme testine, floresan pigmentasyon testine, oksidaz
testine, arginin dehidrolaz aktivitesi testine negatif reaksiyon verdigi goriilmiistiir.
KOH testi C. michiganensis subsp. sepedonicus negatif, Dickeya i¢in pozitif; Katalaz
testi C. michiganensis subsp. sepedonicus i¢in pozitif, Dickeya i¢in negatif sonug
verdigi goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda Ayers vd (1919), Lelliot ve Stead (1987),
Sands (1990), Saygili (1995), bulgulart ile de uyum gdstermektedir. Ayrica bu
calismada elde edilen izoltlarin tiitiinde asir1 duyarlilik, patateste pektolitik aktivite
ve patojenisite testlerine verdikleri reaksiyonlar; Van der Zwet (1986), Lelliot ve

Stead (1987), Klement vd (1990)‘in bulgulari ile uyum gostermektedir.

Laboratuvara getirilen hastalikli bitki 6rneklerinin tiimii, C. michiganensis
subsp. sepedonicus ve D. solani’ye ait hastalik belirtilerini igeren simptomlara sahip
olmasma ve hastalikli bitki 6rneklerinden toplam 87 adet izolat izole edilmesine
ragmen; tiitlinde asir1 duyarlilik, patojenisite, biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler
tan1 testleri sonucunda C. michiganensis subsp. sepedonicus ve D. solani’ye ait
sadece 5 izolatin saf olarak elde edilmesinin; izolasyon c¢alismalari ve/veya
saflastirma calismalar1 ya da saf olarak elde edilen izolatlarin tani ¢alismalar igin
tekrar canlandirilmasi sirasinda meydana gelen bulagsmalar nedeniyle olabilecegi

distiniilmektedir.

Kastamonu ilinde boyle bir ¢caligmanin daha once yapildigina dair bir rapora

rastlanmamustir. Bu sebeple Kastamonu ilinde yapilan bu ¢alisma, bilimsel olarak
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calismalara bilgi kaynag1 olusturmasi bakimindan 6nemlidir. Yapilan bu ¢aligmada

elde edilen izolatlarin biyokimyasal ve molekiiler tanis1 yapilmstir.

Bulunan izolatlarin 1k farkliliklarinin belirlenmesine yonelik bir c¢alisma
yapilmamistir. Molekiiler tanis1 yapilan bu izolatlarin tiir i¢inde 1irk diizeyindeki

farkliliklar1 sekans analizleri yapilarak belirlenebilir.

44



6. SONUCLAR ve ONERILER

Kastamonu Merkez ve Devrakani ilgelerine ait koylerde patates iiretim alanlarinda C.
michiganensis subsp. sepedonicus ve D. solani etmenlerinin fizyolojik, morfolojik ve
biyokimyasal testler daha 6nce hic¢bir ¢alismada mevcut olmadigindan dolay1 bu tez
calismasi daha sonraki ¢aligmalara kaynak olugturmaktadir. Bu ¢alismada Merkez ve
Devrakani ilgelerine ait 11 koyden toplanan hastalikli 6rneklerden toplam 87 adet
izolat elde edilmis, bu izolatlardan tiitiinde asir1 duyarlilik ve patates yapraklarinda
nekrotik lezyon olusturan 5 adet izolattan 4 adetinin C. michiganensis subsp.
sepedonicus ve 1 adetinin ise D. solani oldugu fizyolojik, morfolojik, biyokimyasal

ve molekiiler testler sonucunda belirlenmistir.

Patates de 6zellikle depolama yerlerinin uygunsuz, yetersiz, rutubetli, havasiz
ve serin olmamasi sebebiyle bu hastaliklarin olmasina olanak sagladig

distiniilmektedir.

Iyi bir depolama &ncelikle, patates yumrularinin filizlenmesinin
engellenmesi, asirt nem kaybinin 6nlenmesi ve kullanim amacina gore kalitesinin
korunmasi ile miimkiindiir. Basarili bir depolamada uygulanacak sicaklik, patatesin
yetistirme ve hasat kosullari, havalandirma ve nem diizeyleri 6nemli olan etkenler
arasindadir. Patates hasat doneminde olusabilecek ezilmelere ve yaralanmalara
dikkat edilmelidir. Depolama sirasinda olusan hastaliklarin biiyiik bir ¢ogunlugu
hatali hasat sonucu olusmaktadir. Funguslar ve bakteriler gelisimleri i¢in anaerob
ortamlar veya yiliksek bagil neme ihtiya¢ duyarlar. Patates yumrular iizerindeki su
kondansasyonu, yumru yiizeyindeki  go6zeneklerin  olusmasi  sonucunda
mikroorganizmalarin hizla yayilmasina neden olur. Boyle bir durumda yumrulardaki
yaralarin iyilesmesi i¢in +15°C” de yumrularin iki hafta beklemesi gerekir (Isler,
2016).

Depolarda sicaklik uygun olmadiginda hiicrelerin 6limii  gergekleserek
yumrunun merkezindeki oksijen eksikliginden dolayr yumru i¢i kararmalara neden
olabilir. Bu nedenle yetersiz havalandirma bulunan, hasattan 6nce tarlada uzun siireli
sicakliklar ve depo sicakliginin diisiik olmasi oksijen yetersizligine neden
oldugundan patateste depolama kosullarinda dikkat edilmesi gereken Gnemli bir

noktadir (Anonim, 2011).
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Patates hasat edildikten sonra sogutulmus depolara koyulmadan once
yumrularin iizerindeki toz, toprak ve bitki artiklar1 temizlenmelidir. Modern
depolama alanlarinda depo alaninin tiim i¢ kisimlar1 dezenfekte edildikten sonra
yumrular depoya alinmalidir. Yumrularin kabuklarinin iyice olgunlagmasi ve yara
dokularinin olusmamasi i¢in 15 -20 °C’de 1 - 2 hafta % 85'in {izerinde nem kosullar1
gbze alinarak 6n depolama yapilmasi gerekir. Bu 6n depolama asamasindan sonra
yumrularin kullanma amaglarima gore depo sartlar1 ayarlanarak depo igerisine

yumrular koyulmalidir (Anonim, 2015a).

Patateslerde bulunan bu bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde alinacak
tedbirler basta temiz ve sertifikali tohumluk kullanilmasi olup bunun yaninda
depolama sirasinda hasta yumrular ayiklanarak wuzaklastirilarak yumrularin

yaralanmamasina da dikkat edilmelidir.

Patates iiretiminde verimi etkileyen tohumluklarin sertifikali kullanimi ¢ok
onemlidir. Bu yiizden sertifikali tohumluk kullanimi iireticilere tesvik edilmesi

iiretimde 6nemli bir paya sahiptir ( Anonim, 2005).

Konukgu sayisinin ¢ok olmasindan dolayr ozellikle Dickeya tiirleri, temiz
alanlara hastaligin tasinmamasi i¢in gerekli 6nlemlerin alinmasi gerekir (Toth vd,
2011).

Avrupa’ da son yillarda patateste 6nemli kayiplara neden olan D. solani etmeni
% 3.3 orandaki varligi ciddi kontroller yapilmasi gerektigini gostermektedir.
Konukgu sayisinin fazla olmasindan dolayr Dickeya spp.’nin ekonomik agidan
kayiplara neden olmaktadir. Dickeya spp.’nin topraktaki ve sulama suyundaki
varlig1 Tirkiye’de bazi illerde yetistirilen sogan, lahanagiller, seker pancar1 ve agik
alanda yetistirilen domates ve biber yetistiriciliginde kontrol altinda olmasi

saglanmalidir.

Eger tohumluk patatesler dikimden oOnce kesilirse enfekteli bir yumrunun
kesilmesiyle kullanilan bicak saglikli yumrulara gecerek bulagsma gozlenebilir.
Bunun i¢in bu gibi durumlarda kullanilan aletlerin % 10’luk NaOCI ile

dezenfeksiyonu kesinlikle yapilmalidir (Anonim, 2017).

Hastaligin miicadelesinde etkin ve ekonomik bir kimyasal miicadele

olmadigindan kiiltiirel miicadeleye daha fazla 6nem verilmelidir.
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Patatesi tarlada yeterli ve diizenli yapilmadiginda ¢atlak yumrulara ve yumru
icinde kararma - bosluklar meydana getirir. Bu nedenle ilk sulama yumrular findik
buyiikliglindeyken yapilmalidir. Hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir kiiltiirel

miucadeledir.

Elde edilen bakteriyel hastaliklarin iiriin kayiplarinin en aza indirilmesinde en
etkili yontem temiz ve sertifikali tohumluk kullanilmasidir. Ayn1 zamanda depolama
kosullarinin uygun olmasi hastaligin yayilmasinda 6énemli bir etkendir. Bu konuda
ciftcilerimizin bilinglendirilmesi amaciyla Tarim ilge miidirliikleri ile egitim

seminerleri diizenlenebilir.
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