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ARASTIRMA MAKALESI RESEARCH ARTICLE

Yozgat ve Kirsehir illerinde Tiiketime Sunulmus Patates Yumrularinda Bakteriyel
Yumusak Ciiriikliik Hastalig1 Etmeni Pectobacterium Izolatlarinin izolasyonu ve
Tanmilanmasi

Isolation and Identification of Bacterial Soft Rot Disease Agent Pectobacterium Isolates on
Potato Tubers Delivered for Consumption in Yozgat and Kirsehir Provinces

Murat OZTURK", Soner SOYLU?

Oz

Pectobacterium spp. genis bir konuk¢u yelpazesine sahip, her ortamda bulunan bakteriyel bitki patojenlerden biri
olup, istila ettigi bitki dokusunda Bakteriyel Yumusak Ciiriikliik olarak bilinen hastaliga neden olur. Bu ¢aligmada
2018-2019 yillar1 arasinda Yozgat Merkez ve Kirgehir Kaman ilgesindeki yerel pazar, manav ve zincir marketlerde
satisa sunulan patates yumrularinda bakteriyel yumusak ¢iiriiklik hastaligina neden olan Pectobacterium spp.
izolasyonu, biyokimyasal, patojenisite ve molekiiler yontemlerle tanilanmasi amaglanmistir. Survey yapilan
market ve manavlardan 168 yumru 6rnegi toplanmistir. Tipik yumusak ¢iiriikliik belirtisi gdsteren ve gostermeyen
stipheli yumrularda pektolitik izolatlarin varliginin arastirilmasi amaciyla nemli hiicre testi yapilmistir. Ciirlime
belirtileri gosteren 54 farkli yumru kesitlerinden pektolitik izolatlarin izolasyonu Kristal Violet Pektat (CVP)
besiyeri lizerinde yapilmistir. CVP besi yerinde ¢ukur olusturan pektolitik koloniler NA besi yerine saflastiriimasi
ile toplam 42 adet bakteri izolat1 elde edilmistir. Elde edilenler bakteri izolatlar1 arasinda 27 farkli izolatin Nutrient
Agar (NA) besi yerinde seffaf, parlak, diizensiz, krater formda koloni olusturdugu belirlenmistir izolatlarin tamami
gram ve oksidaz negatif, katalaz pozitif, fakiiltatif anaerob, floresen olmayan koloni morfolojisine sahip
ozelliklerde sergilemis ve patates dilimi {izerinde yumusak ¢iiriikliige neden olmustur. Elde edilen izolatlar ile
yapilan PCR ¢alismasinda, 54 simptomlu yumru 6rneginin 19 adedinde P. carotovorum subsp. carotovorum (9
izolat), P. atrosepticum (6 izolat) ve Pectobacterium spp. (4 izolat) enfeksiyona neden olan etmenler olarak
tanilanmistir. Tipik hastalik belirtisi gostermeyen 114 yumru 6rneginin 8 adedinde P. carotovorum subsp.
carotovorum (5 izolat), P. atrosepticum (2 izolat) ve P. carotovorum subsp. brasiliense (1 izolat) etmenleri latent
enfeksiyon sorumlusu olarak belirlenmistir. Bu calisma ile tiiketime yonelik olarak satisa sunulmus patates
yumrularinda Pectobacterium izolatlarinin varligi belirlenerek patojenin farkli bolgelere transfer edilebilecegi
belirlenmistir. Tiiketim i¢in satisa sunulan patates yumrulariin hastaliktan ari bdlgelere Pectobacterium
izolatlarmin nakledilmesinde énemli bir inokulum kaynagi oldugu diisiiniilmektedir.
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Abstract

Pectobacterium spp. are ubiquitous bacterial plant pathogens with a wide host range which cause soft rot disease
on the invaded plant tissue. This study aimed to isolate the bacterial soft rot disease agents belonging to
Pectobacterium spp. on potato tubers delivered for consumption in the local bazaar, grocery and markets in the
Center district of Yozgat province and Kaman district of Kirsehir province of Turkey between 2018 and 2019.
Local bazaar, market and grocery stores were surveyed and 168 potato tubers were collected. The humidity cell
test was performed to investigate the presence of pectinolytic bacteria in asymptomatic and soft rotted potato
tubers. Bacterial isolation from 54 different soft rotted tuber slices was performed on Crystal Violet Pectate (CVP)
medium. A total of 42 bacterial isolates, that formed pits on CVP medium, were obtained following isolation.
Among these, 27 isolates were observed to have shiny, transparent, irregular, crater-shaped colony morphology
on Nutrient Agar (NA) plates. All isolates were gram and oxidase negative, catalase-positive, facultative anaerobe,
non-fluorescent morphological characteristics and caused soft rot on potato tuber slices. Following PCR analysis,
19 of 54 symptomatic tuber samples were determined as infected by P. carotovorum subsp. carotovorum (9
isolates), P. atrosepticum (6 isolates) and Pectobacterium spp. (4 isolates). In 8 of 114 asymptomatic tuber
samples, P. carotovorum subsp. carotovorum (5 isolates), P. atrosepticum (2 isolates) and P. carotovorum subsp.
brasiliense (1 isolate) were determined as responsible agents of latent infections. The presence of Pectobacterium
isolates in the stored potato tubers brought for consumption suggests the pathogen can be transferred to different
regions. Potato tubers offered for sale for consumption are thought to be an important inoculum source for the
transfer of Pectobacterium isolates to disease-free areas.

Keywords: Pectobacterium spp., Soft rot, Latently infected tuber, Potato, PCR
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1. Giris

Besleyici degeri oldukga yiiksek olan patatesin (Solanum tuberosum L.), diinyanin neredeyse her yerinde tarimi
yapilabilmektedir. Misir, bugday ve celtikten sonra en fazla liretime sahip olan patates bitkisinin Avrupa lizerinden
Tiirkiye’nin bat1 bolgelerine, 150 y1l kadar 6nce Rusya ve Kafkaslar tizerinden dogu bolgelerimize girdigi tahmin
edilmektedir (Arioglu ve ark., 2010; Oner ve Aytag., 2016). Ozellikle Orta Anadolu’da yetisen dnemli bir iiriin
olan patates, Tiirkiye nin hemen her yerinde iiretilebilmekte ve bilyiik bir kism1 ana iiriin olarak yetistirilmektedir
(Samanc1 ve ark., 2003). 2018 yilinda, Diinyada 17.6 milyon ha alanda 368 milyon ton patates iiretilmis olup
ortalama verim 20.944 ton/ha’dir. En fazla ekim alanina sahip olan iilkeler Cin (4.8 milyon ha), Hindistan (2.1
milyon ha) ve ABD’dir (1.7 milyon ha). Tiirkiye ise 2018 yilinda 135.937 ha alanda 4.5 milyon ton patates
iiretilmistir (Anonim, 2020). Uygun olmayan depolama sartlarina bagl olarak iilkemizde patates itiretiminde y1llik
yaklasik %20 kayip yasanmaktadir. Uretilen patates yumrulari hasat sonrast dogal depolarda saklanmaktadirlar.
Yumrular ile vejetatif yolla cogaltilan patates bitkisinde basta viriisler olmak tizere birgok hastalik etmeninin daha
kolay tasinmasi s6z konusudur.

Diinyanin en 6nemli 10 bitki bakteriyel hastalik etmenleri arasinda bildirilen Pectobacterium (Erwinia
carotovora) ve Dickeya spp. (Erwinia chrsanthemi) tiirleri patates tiretiminde Bakteriyel Yumusak Ciirtiklik ve
Karabacak Hastaligina neden olmaktadir (Ma ve ark., 2007; Mansfield ve ark. 2012; Czajkowski ve ark., 2011;
Nabhan ve ark., 2012a). Pectobacteriaceae familyasinda yer alan bu patojenler diinyanin birgok yerinde basta
patates olmak iizere genis konukcu araliginda patojenik izolatlara sahiptir (Gardan ve ark., 2003; Samson ve ark.,
2005; De Haan ve ark., 2008, De Boer ve ark., 2012; Adeolu ve ark., 2016). Ana yumruda baslayan pektinolitik
bakteriyel enfeksiyon ile ¢ikis yapan bitkilerin toprak seviyesindeki bitki gévdelerinde siyah, sulu-islak belirtiler
karabacak olarak tanimlanir. Hastalifin en onemli bulagma kaynagi simptom sergilemeyen latent enfekteli
tohumluk yumrulardir. Ozellikle latent enfekteli yumrularin kullanildig {iretim alanlarinda zamanla enfeksiyonu
gerceklestirebilecek yeterli sayida bakteriyel cogunluk olusarak bitkilerde solgunluk, bitkinin tamamen ¢kmesi
ya da hi¢ c¢ikis yapmadan toprakta giiriimesi seklinde belirtiler gézlemlenmektedir. Karabacak enfeksiyonu
gozlemlenen iiretim alanlarindan hasat edilen yumrularin pazarlanabilir nitelikte olanlarinda da hasat sonrasi,
nakliye ve depolama asamalarinda yumusak ciiriikliik nedeniyle kayiplar devam etmektedir. Bir sonraki {iretim
sezonu i¢in tohumluk olarak ayrilan latent enfeksiyon kaynagi yumrular hastaliktan ari alanlara etmenin
taginmasinda en énemli primer inokulum kaynagidir (Pérombelon, 2002; Potrykus ve ark., 2016). Uzun yillar P.
atrosepticum ve P. carotovorum subsp. carotorum ve Dickeya spp. etmenleri patates {iretiminde en 6nemli
yumusak ¢iiriikliik ve karabacak patojenleri olarak bildirilmistir (Waleron ve ark., 2002; Portrykus ve ark., 2014).
[leri tan1 tekniklerinin biyokimyasal ve fizyolojik testlere gore iistiin ayrim kabiliyetlerinin olmasi ve son yillarda
DNA’ya dayali tanilama g¢aligmalarinin giderek yayginlagmas: atipik izolatlarin yeni tiir/alt tiir olarak
siniflandirilmasina neden olmustur (Cigna ve ark., 2017; Nabhan ve ark., 2012b; Nabhan ve ark., 2013). Brezilya
patates iiretim alanlarinda karabacak hastaligina neden olan oldukga viriilent oldugu bildirilen atipikal izolatlar P.
carotovorum subsp. brasiliense (Duarte ve ark., 2004; Nabhan ve ark., 2012a; De Boer ve ark., 2012; Panda ve
ark., 2012), Yeni Zellanda patates iiretiminde enfekteli yumrulardan izole edilen bazi atipikal izolatlar ise P.
parmentieri olarak siniflandirilmistir (Pitman ve ark., 2008; Pitman ve ark., 2010; Khayi ve ark., 2016; Zoledowska
ve ark., 2018). Son yillarda patates iiretiminin yapildigi iilkelerde siklikla rapor edilen major Yumusak Ciiriikliik
ve Karabacak hastalik etmenleri P. atrosepticum, P. carotovorum subsp. caratovorum, P. carotovorum subsp.
brasiliense, P. parmentieri ve Dickeya spp. olarak belirlenmistir (Dees ve ark., 2017; Charkowski ve ark., 2020;
Motyka-Pomagruk ve ark., 2021).

Ulkemizde farkli Pectobacterium tiirlerinden kaynakli enfeksiyonlarin varhig ile ilgili raporlar meveuttur.
Etmenin patates bitki 6rneklerinde enfeksiyona neden oldugunu gosteren ilk caligmalar 1988-1990 yillarinda Bolu,
Nevsehir ve Nigde illeri ekim alanlar1 ve depolarinda yiiriitiilmiis ve enfeksiyonuna neden olan tiirlerin P.
atrosepticum (E. carotovora pv. atroseptica) ve P. carotovorum subsp. carotovorum (E. caratovora subsp.
carotovora) oldugu bildirilmistir (Benlioglu, 1991). Yozgat ili Sorgun ilgesinde patates karabacak hastaligina
neden olan atipik Pectobacterium spp. izolatlar1 ise P. parmentieri olarak tanilanmistir (Ozturk ve ark., 2016).
Orta Karadeniz Bolgesinde yer alan Amasya, Corum, Ordu, Samsun ve Tokat illeri patates iiretim alanlarinda 146
patates tarlasindan toplanan 242 bitki 6rneginden elde edilen 90 adet pektinolitik izolatin 38 adedi P. carotovorum
subsp. carotovorum, 22 adedi P. carotovorum subsp. brasiliense, 21 adedi P. parmentieri, 6 adedi P. atrosepticum,
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3 adedi ise D. solani olarak tanilanmis olup, P. carotovorum subsp. brasiliense ve P. carotovorum subsp.
carotovorum'a ait oldukga viriilent izolatlarn tespit edildigi ayrica bildirilmistir (Oztiirk, 2017). Genis konukcu
araliginda enfeksiyon olusturan Pectobacterium spp. tirlerinden P. carotovorum (E. carotovora subsp.
carotovora) etmeni Dieffeanbachia amoena (Cetinkaya-Y1ldiz ve ark., 2004), domates (Aysan ve ark., 2004), lale
(Boyraz ve ark., 2006), Primula sp., Kalanchoe sp., Diffenbachia spp., Cactus sp., Yucca aloifolia, Ficus elastica,
Schefflera actinophylla, Senecio cruentus (Kilig ve ark., 2012), aycicegi (Bastas ve ark., 2009), enginar (Ustun ve
Arslan, 2016), beyaz bas lahana (Aksoy ve ark., 2017a; Oztiirk ve Soylu, 2022), havug (Soylu ve ark., 2022) ve
muz (Basim ve ark., 2019) bitkilerinde rapor edilmistir. Son yillarda yapilmis bir calismada ise P. betavasculorum
etmeninin seker pancarn bitkisinde, P. polaris’in ise patates bitkilerinde yumusak ciiriikliik hastaligina neden
oldugu rapor edilmistir (Ozturk ve ark., 2019; Oztiirk, 2022).

Bu calisma ile Yozgat (Merkez Ilgesi) ve Kirsehir (Kaman ilgesi) illerindeki yerel pazar, manav ve zincir
marketlerde satisa sunulan patates yumru orneklerinde bakteriyel yumusak ciiriikliik hastaligina neden olan
Pectobacterium spp.’e ait olabilecek izolatlarin izolasyonu ve biyokimyasal, fizyolojik, patojenite ve PCR’a dayali
molekiiler tanilanmasi hedeflenmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Patates yumru orneklerin toplanmasi

2018 ve 2019 yillar1 Ekim-Mart aylarinda, Yozgat ili Merkez ve Kirsehir ili Kaman il¢esinde yerel pazar,
manav ve zincir marketler haftalik ziyaret edilerek satisa sunulan yumusak ciiriikliik belirtileri gosteren ve bu
orneklerin hemen yanindaki belirti gdstermeyen siipheli patates yumru 6rnekleri tesadiifi drnekleme yontemiyle
toplanmugtir. Her hafta ayr1 market ve manavlar ziyaret edilerek ayni tedarik¢iden alinan {iriin rastlantisinin en aza
indirilmesi hedeflenmistir. Survey sonucunda 54 adedi ¢iiriime belirtisine sahip 114 adedi ise yumusak ciiriikliik
belirtisiz olmak {izere toplam 168 adet patates yumru o6rnekleri kese kagitlarina ayri ayr1 konulup etiketlendikten
sonra laboratuvara getirilerek izolasyon ¢alismalar1 boyunca +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

2.2, izolasyon calismalart

Patates yumrulart musluk suyunda fir¢alanarak yikanmis ve daha sonra % 5°lik camasir suyunda (NaOCI) 3
dakika bekletilmistir. 3 kez steril saf su ile duruladiktan sonra hastalik belirtisi tagtyan yumrularin saglikl
kisimlarinda pektolitik bakterilerinin gelismesi ve izolasyon petrilerinde daha az saprofit bakteri elde edilmesi
amaciyla 2-4 cm biyiikliigiinde pargalara ayrilmistir. Her bir yumru igin steril kurutma kagitlar1 bulunan petrilere
2-4 cm biiytikliigiinde 4-5 yumru parcast konulduktan sonra nemli hiicre sartlarinin olusmasi amaciyla steril su ile
nemlendirilerek 27 ‘C’de 24-72 saat inkiibe edilmistir. Saglikli oldugu diisiiniilen simptomsuz yumrular i¢in patates
pargalar1 stolunun sonu ve kabuktan baslayan 1.5 cm derinlikteki dokulardan alinmistir ve yukarida belirtildigi
gibi petrilere yerlestirilerek ciiriime belirtileri yoniinden kontrol edilmistir (Czajkowski ve ark., 2011; Czajkowski
ve ark., 2013). Pektolitik kolonilerin izolasyonu i¢in steril 6ze ile yumusama gozlemlenen patates yumru dokusuna
dokundurulmus ve CVP besi ortamina ¢izgi ekim yapilmistir 26°C sicaklikta inkiibasyona birakilan petrilerde
gelisen bakteriyel kolonilerin etrafinda ¢ukur olusumu 24-72 saat sonra kontrol edilmistir (Oztiirk, 2017).

2.3. Pektolitik aktivite testi

Saglikli patates yumrulan yilizeysel dezenfeksiyon igin dnce deterjanli suda firgalanarak yikanmig ve daha
sonra % 1’lik NaOCI’da 3 dakika bekletilmistir. NaOCI’yi uzaklastirmak i¢in 3 kez steril saf su ile durulanmistir.
Bu islemden sonra steril bisturi ile patates yumrusu dilimlere ayrilmistir. Steril filtre kdgidi bulunan petriler i¢ine
yumru dilimleri yerlestirildikten sonra bir 6ze dolusu bakteri kiiltiirli patates dilimi {izerine bulagtirilmistir ve
petriler steril su ile nemlendirilmistir. 25 °C’de iki giinliik inkiibasyondan sonra degerlendirme yapilmustir. inokule
edilen bolgedeki yumusama (maserasyon) pozitif, yumusamanin meydana gelmemesi negatif oldugunu
gostermistir (Lojkoswka ve Kelman, 1994; Bozkurt ve Soylu, 2019).

2.4. Yumusak ciiriikliik izolatlarinin muhafazasi

CVP besi yerinde gukur olusumu ve patates dilimlerinde maserasyona neden olan yumusak ¢iiriikliik
izolatlar1 %40’luk gliserolde -20°C’de tan1 caligmalari icin muhafaza edilmistir (Lelliott ve Stead, 1987; Benlioglu
ve ark., 1991; Potrykus ve ark., 2014).
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2.5. Izolatlarin biyokimyasal tanist

Bakteriyel izolatlarin tanisinda KOH, oksidaz, katalaz, oksidatif/fermantatif, King B besi yerinde floreans
parlama, %5 NaCl’e tolerans, 37 °C ve 39 °C’de gelisebilme testleri yapilmistir (Lelliot ve Stead, 1987; Schaad ve
ark., 2001; Yiizbasioglu ve Aysan, 2021).

2.6. Tiitiinde asir1 duyarhiik testi

NA besi yerinde 26 °C’de 24-48 saat siireyle gelistirilen izolatlarin bakteriyel siispansiyonlar1 yaklasik 10°-108
hiicre/mI’lik yogunlukta hazirlanarak tiitiin (Nicotiana tabacum cv. bentamiana) bitkisi yapraginin alt yiizey damar
aralarina enjektdr yardimi ile inokule edilmistir. inokulasyondan 24-48 saat sonra tiitiin bitkisinde agir1 duyarlilik
reaksiyonunun olup olmadigi kontrol edilmistir (Klement, 1990; Soylu ve ark., 2020).

2.7. Izolatlarin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) teknigi ile molekiiler tanist

izolatlarin molekiiler tanisinda De Boer ve ark. (2012)’de belirtilen primerler kullanilmustir (Tablo 1) 10 pl
master mix (Bioline redmix, 2x), 1 pl forward primer, 1 pl reverse primer ve 8 pl steril su eklenerek toplam 20 pl
hacimde PCR reaksiyon karigimi hazirlanmigtir. PCR karigimina 24-48 saatlik kiiltiirlere ait kolonilerden pipet ucu
yardimiyla eklenmistir. PCR dongii programi, Aksoy ve ark. (2017)’de belirtildigi gibi kademeli sicaklik diigiirme
yontemine goére uygulanmistir. PCR iiriinlerinin elektroforez islemleri %1°lik agaroz jelde 100 voltta 1 saat
kosturularak gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA bantlar1 jel goriintileme sistemi ile goriintiilenerek
incelenmistir (Dees ve ark., 2017; Ozturk ve ark., 2018).

Tablo 1. PCR tani ¢calismalarinda kullanilan primer oligoniikleotidleri
Table 1. Oligonucleotid primers used in PCR identification studies

Etmen ad1 Primer adi Primer niikleotid dizisi
ADEI GATCAGAAAGCCCGCAGCCAGAT
Dickeya spp.
ADE2 CTGTGGCCGATCAGGATGGTTTCGTGC
Y1 TTACCGGACGCCGAGCTGTGGCGT
Pectobacterium spp.
Y2 CAGGAAGATGTCGTTATCGCGAGT
Y45 TCACCGGACGCCGAACTGTGGCGT
P. 1
atrosepticum Y46 TCGCCAACGTTCAGCAGAACAAGT
EXPCCF GAACTTCGCACCGCCCTTCTA
P. carotovorum subsp. carotovorum
EXPCCR GCC GTA ATT GCC TAC CTG CTT AAG
BRIF GCGTGCCGGGTTTATGACCT
P. carotovorum subsp. basiliense LIR CAAGGCATCCACCGT
PHF GGTTCAGTGCGTCAGGAGAG
P. tieri
parmentiert PHR GCGGAGAGGAAGCGGTGAAG

3. Arastirma Sonuclari ve Tartisma
3.1. Patates yumrulart ve Izolasyon

2018-2019 yillarinda Yozgat ili ve Kirsehir Kaman Ilgesinde survey sirasinda hastalikli yumru &rnekleri
toplanirken bakteriyel hastalik etmenlerinin olusturdugu simptoma benzer Orneklerin toplanmasina dikkat
edilmistir. Yapilan surveylerde yumusak ciiriikliik belirtisi gosteren yumrularin varligi kasalarda ve depolarda
bulunan ¢uvallarda taranarak gozlenmistir. Ciirlime belirtisi gézlemlenmeyen ¢uval ve kasalardan latent
enfeksiyonlarin belirlenmesi amaciyla ¢iirlime belirtisi gostermeyen (simptomsuz) saglikli gorillen yumrular
toplanmustir. Patates yumrularinin tiiketim 6ncesi depolandigi iller Tablo 2°de belirtilmistir. Surveyler sonucunda
54 adedi ¢iiriime belirtisine sahip, 114 adedi ise simptomsuz olmak iizere toplam 168 yumru steril bistiirii
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yardimiyla kesildikten sonra nemli hiicre testi yapilarak bakteriyel yumusak ciiriikliik belirtisi yoniinden
gdzlemlenmistir. Inkiibasyon sonucunda, 54 ¢iiriime belirtisi gosteren yumru arasinda 19 6rnekte, 114 simptomsuz
yumru arasindan ise 8 drnekte yumusak ciiriikliik belirtileri gézlemlenmistir. Yumrularin yumusama gosteren
kisimlarindan CVP besi yerine yapilan ekimler sonucu c¢ukur olusturan toplam 42 adet bakteri izolat1 elde
edilmistir. Bu izolatlar arasindan izole edildigi rnegi temsil eden 27 pektolitik bakteri izolat1 detayli morfolojik
ve molekiiler tanilama ¢aligmalarinda kullanilmak {izere segilmistir.

Figure 1. Disease symptoms in potato tubers from which bacterial isolations were made
Sekil 1. Bakteri izolasyonlarinin yapildigi patates yumrularindaki hastalik belirtileri

3.2. Bakteri izolatlarin tanilanmasi

Orneklenmesi yapilan patates yumrularindan maserasyona (yumusamaya) neden oldugu belirlenen 27 adet
koloni morfolojisi uyumlu pektolitik izolatin KOH, oksidaz, katalaz, %5°lik NaCl’ i¢eren besi yerinde, 37°C ve
39°C’de gelisebilme ve tiitiinde asir1 duyarlilik testilerine gosterdigi sonuglar 7ablo 2°de verilmistir. Elde edilen
27 izolat, KOH ve katalaz pozitif, oksidaz testi negatif olarak kaydedilmistir. Fakiiltatif anaerobik 27 izolatin King
B besi yerinde UV 151k altinda floresan parlama yapmadigi gdzlemlenmistir. izolatlarin, 37°C’de 19 adedi
gelismis, 8 adedi ise gelisememisken, 39°C’de ise 2 adedi gelismis 25 adedi gelisememistir. %5°lik NaCl ilave
edilerek hazirlanan NA besi yerinde tiim izolatlar geligme gostermistir. Tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyona 25 adet
izolat neden olurken 2 izolat negatif reaksiyon gostermistir (Tablo 2).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak molekiiler tanilanmis izolatlarin 27 adedi Pectobacterium
spp.’ye spesifik Y1/Y2 primerleri ile beklenen 434 bp biiyiikligiinde PCR iiriinii olusturmustur (Darrasse ve ark.,
1994). Elde edilen 27 izolat ayn1 zamanda Dickeya spp. izolatlarinin tanisinda kullanilan ADE1/ADE2 primer g¢ifti
ile test edilmis fakat hicbir izolat beklenen 420 bp PCR iiriinii olusturmamustir. Pectobacterium spp.’de yer alan
27 izolatin 14 adedi (S4, S5, S6, S7, S8, S17, S18, S19, S20, S21, S22, S23, S24, S25) EXCPCCF/EXPCCR
primer gifti ile 550 bp PCR iiriinii olusturmustur (Kang ve ark., 2003). De Boer ve ark. (2012)’de bildirildigi gibi
EXPCCF/EXPCCR primerleri ile 550 bp PCR iiriinii olusturan izolatlar arasinda P. parmentieri izolatlarinin ayirt
edilmesinde kullanilan PHF/PHR primerleri kullanilmistir. Higbir izolat 113 bp biiyiikliigiinde P. parmentieri igin
spesifik PCR iiriiniinii olusturmamustir. P. atrosepticum izolatinin tanisinda kullanilan Y45/Y46 primerleri ile 8
izolat (S1, S2, S11, S12, S13, S14, S15, S16) 439 bg PCR iiriinii olusturarak P. atrosepticum olarak tanilanmigtir
(Frechon ve ark., 1998). BR1{/L1r primerleri kullanilarak yapilan PCR analizinde 1 izolat (S3) 322 b¢ PCR iiriinii
olusturarak P. carotovorum subsp. brasiliense olarak tanilanmistir (Duarte ve ark., 2004). 27 adet Pectobacterium
izolat1 arasindan 4 adedinde (S9, S10, S26, S27) tiir/alt tlir primerlerinin higbiri ile beklenen PCR {irliniinii
olusmamustir.

Bu caligma, Yozgat ili Merkez ilgesi ve Kirsehir ili Kaman Ilgesinde tiiketim igin getirilen depolanmis patates
yumrularinda bakteriyel yumusak ciiriikliik hastaligina neden olan Pectobacterium etmenlerinin belirlenmesi
amactyla yapilmistir. Toplam 168 yumru drneginden 27 tanesinde yumusak ¢iiriikliik patojeni tespit edilmistir. 54
simptomlu 6rnegin 19 adedinde, 114 simptomsuz (latent enfekteli) yumru 6rneginin 8 adedinde yumusak ciiriikliik
izolat1 elde edilmistir. Latent enfekteli yumrulardan kaynakli enfeksiyonlarin ticari tohumluk depolarinda yaygin
oldugunu, tohumluk ve tiiketime ydnelik patatesler igin biiyiik bir kayip nedeni olarak bildirilmektedir. Latent
enfeksiyonlarda, bakteri yogunlugunun dokularda 10%hiicre/gr’a erisinceye kadar yumusak giiriikliik
simptomunun olugsamayabilecegi bildirilmistir (Perombelon, 2002). Latent enfekteli yumrular enfeskyion kaynag:
olan 5 adet P. carotovorum subsp. carotovorum, 2 adet P. atrosepticum ve 1 adet P. carotovorum subsp. brasiliense
nemli hiicre sartlar1 olusturularak izole edilmistir. Hastalik belirtisi gdsteren 54 yumru &rneginden direk izolasyon
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yapilmadan dnce daha az saprofitik bakteri izolasyonu ger¢eklestirmek amaciyla yumrularin en saglikli kisimlar
kesilerek nemli hiicre sartlarinda yumusak ciiriikliik olusumu tekrarlanmistir.

Tablo 2. Tanis1 yapilan Pectobacterium izolatlar
Table 2. Bacterial strains of Pectobacterium identified

)sb )EP )
§ £ 285 iE = ¢ z £ £ 4, & 3
= a S 2 o (~ 3 $
S1 Pba  Simptom Yozgat/Merkez = Nigde + - + + + - -
S2 Pba Simptom Yozgat/Merkez = Nigde + - + + + - -
S3  Pcbhr Latent Kirsehir/Kaman  Nigde + - + + + + -
S4 Pcc  Latent Kirsehir/Kaman  Nigde + - + + + + -
S5 Pcc  Latent Kirsehir/Kaman  Tokat + - + + + + -
S6 Pcc  Latent Kirsehir/Kaman  Tokat + - + + + + -
S7 Pcc  Simptom Kirsehir/Kaman  Tokat + - + + + + -
S8 Pcc  Simptom Kirsehir/Kaman  Adana + - + + + + -
S9 Pec  Simptom Yozgat/Merkez  Adana + - + + + + -
10 Pec  Simptom Yozgat/Merkez  Tokat + - + + + + -
S11  Pbha Simptom Yozgat/Merkez  Tokat + - + + + - -
S12 Pbha Simptom Yozgat/Merkez  Tokat + - + + + - -
S13  Pbha Simptom Yozgat/Merkez  Tokat + - + + + - -
S14  Pba Simptom Yozgat/Merkez  Tokat + - + + + - -
S15  Pba Latent Yozgat/Merkez ~ Tokat + - + + + - -
S16  Pba Latent Yozgat/Merkez ~ Tokat + - + + + - -
S17  Pcc Simptom Yozgat/Merkez  Nevsehir + - + + + + -
S18  Pcc Simptom Yozgat/Merkez  Nevsehir + - + + + + -
S19  Pcc  Simptom Yozgat/Merkez  Nevsehir + - + + + + -
S20  Pcc  Simptom Yozgat/Merkez  Nevsehir + - + + + + -
S21 Pcc  Simptom Yozgat/Merkez = Nevsehir + - + + + + -
S22 Pcc Simptom Yozgat/Merkez  Nevsehir + - + + + + -
S23  Pcc Simptom Yozgat/Merkez  Nevsehir + - + + + + -
S24  Pcc  Latent Yozgat/Merkez ~ Nevsehir + - + + + + -
S25  Pcc  Latent Yozgat/Merkez ~ Nevsehir + - + + + + -
S26  Pec Simptom Yozgat/Merkez  Nevsehir + - + - + + +

S27  Pec Simptom Yozgat/Merkez  Nevsehir + - + - + + +

* Pba: P. atrosepticum; Pcc: P. carotovorum subsp. carotovorum; Pcbr: P. carotovorum subsp. brasiliense; Pec:
Pectobacterium spp.

Yumusak ciiriikliik belirtileri gosteren 19 simptomlu yumru &rneginde 9 adet P. carotovorum subsp.
carotovorum, 6 adet P. atrosepticum ve 4 adet Pectobacterium olarak smiflandirilan izolat elde edilmistir. Dees
ve ark. (2017) Norvec yumusak ciiriikliik izolatlarinin sirasiyla en fazla P. atrosepticum ve P. carotovorum subsp.
carotovorum’ a ait oldugu, Polonya izolatlarinin ise P. carotovorum subsp. carotovorum ve P. parmentieri (=P.
wasabiae)’ye ait oldugunu bildirmistir. P. atrosepticum izolatlar1 37°C gelisme gosterirken %5 NaCl’yi tolere
edememektedir (De Neergaard ve ark., 2020). Bu ¢alismada elde edilen P. atrosepticum izolatlari i¢in de ayni
sonuglar elde edilmistir ve Frenchon ve ark. (1998)’de belirtildigi gibi izolatlar Y45/Y46 primerleri ile 439 bg
PCR iiriinii olusturmuslardir. Ulkemiz patates {iretminde varlig1 sinirh sayida da olsa bildirilen Dickeya izolatlarina
elde edilen 27 izolat arasinda ADE1/ADE2 primerleri kullanilarak yapilan PCR c¢aligmasi neticesinde
rastlamilmamistir (Tsror ve ark., 2009; Toth ve ark., 2011). Yumru yumusak ¢iiriikliigiinde bakteriyel enfeksiyon,
patojenin yerlestigi lentisel, stolonun sonu ve yaralardan baslayip lezyonlar yumrunun tamamina ve beraber
depolanan diger komsu yumrulara bulasmaktadir (Czajkowski ve ark., 2011). Simptom gosteren yumrulari 19
adedinde Pectobacterium izolati enfeksiyon kaynagi olarak belirlenmistir. Yapilan caligmalarda yumusak
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clirikliige neden olan pektolitik 6zellikte Bacillus spp., Enterobacter spp., Leliotta spp., Clostridum spp.,
Flavobacterium spp. ve Pseudomonas spp. gibi firsatc1 sekonder bakterilerden kaynakli yumusak ciiriikliik
enfeksiyonlar bildirilmektedir (Perombelon, 2002). Calismamizda saprofitik karakterli bu bakterilerle enfekteli
olma ihtimali oldugu disliniilen yumrulardan Pectobacterium izolatlarinin baskilandif1 ve Pectobacterium
etmenine ait kolonilerin izole edilemedigi diistiniilmektedir. Yumusak ciiriikliik etmenleri arasinda genis konukcu
araliginda ve farkli cografyalarda P. carotovorum subsp. carotovorum kaynakli enfeksiyonlar tiim diinyada daha
yaygindir (De Haan ve ark., 2008). 37°C’de ve %5 NaCl’de gelisebildigi bildirilen P. carotovorum subsp.
carotovorum izolatlart i¢in yapilan EXPCCF/EXPCCR primerleri ile beklenen 550 bp PCR fiiriinii 14 izolat igin
elde edilmistir (Kang ve ark., 2003). Uzun yillardir P. atrosepticum izolatlari, Avrupa kitas1 gibi daha iliman
bolgelerde yaygin enfeksiyon kaynaklarindan biridir. Sicaklik Pectobacterium izolatlarinin enfeksiyon
olusturmas1 ve tlir/alt tiir kompozisyonu ve dokulardaki hiicre yogunluguna en fazla etki eden faktor olarak
bildirilmektedir (Du Raan ve ark., 2016). Arazi kosullarinda farkli tiirler ile yapay inokule edilen ana yumrulardan
gelisen bitkilerin olusturdugu yavru yumrulardaki tiirlerinin baskinligi sicaklik ve nem gibi iklim verilerine gore
degisebilmektedir (Skelsey ve ark., 2018). Bu nedenle, iklim degisikli§i nedeniyle patojen popiilasyonunda
farklilik olustugu ve enfeksiyon sorumlusu olarak P. parmentieri ve P. carotovorum subsp. brasiliense
etmenlerinin diinya genelinde 6n plana c¢iktigi ve P. atrosepticum izolatlarimin daha az izole edildigi
bildirilmektedir (Van der Wolf ve ark., 2017).

Ulkemizdeki yumusak ciiriikliik hastalig1 bildirimlerinde en fazla oranda P. carotovorum subsp. carotovorum
etmeni ile P. atrosepticum kaynakli enfeksiyonlarin oldugu bildirilmistir (Benlioglu, 1991). Ayrica, son yillarda
P. carotovorum subsp. brasiliense ve P. parmentieri izolatlarmin neden oldugu siddetli karabacak enfeksiyonlari
diinyada oldugu gibi iilkemiz patates iiretim alanlarinda da dikkat ¢ekmektedir (Oztiirk, 2017). Diinya genelinde
major enfeksiyon kaynagi olarak P. carotovorum subsp. carotovorum, P. atrosepticum, P. parmentieri ve P.
carotovorum subsp. brasiliense etmenleri bildirilmektedir (Potrykus ve ark., 2014). Bu ¢alismada en fazla P.
carotovorum subsp. carotovorum (14 adet), P. atrosepticum (8 adet) ve P. carotovorum subsp. brasiliense (1 adet)
izolat1 elde edilmistir. P. parmentieri izolatlarinin 37°C ve %5 NaCl’de gelisemedigi bildirilmektedir (Pitman ve
ark., 2008; 2010). Bu calismada 37°C ve %5 NaCl’de gelisememe gosteren higbir izolat elde edilememistir. P.
parmentieri izolatlarini tanilayabilen PHF/PHR primerleri ile yapilan PCR ¢aligmasinda beklenen PCR {iriinii
olusmamus ve iilkemizde varligi bildirilen P. parmentieri izolatlarina bu g¢alismada rastlanilmamistir (Pitman ve
ark., 2008; De Boer ve ark., 2012;.Waleron ve ark., 2013; Ozturk ve ark., 2016; Oztiirk, 2017). Heterojen oldugu
bildirilen Pectobacterium spp.’de atipik izolatlarin varligi karsilagilabilir bir durumdur (Duarte ve ark., 2004;
Pitman ve ark., 2008). Caligmada elde edilen S9, S10, S26 ve S27 izolatlar1 sadece Y1/Y2 primerleri ile sonug
vererek Pectobacterium spp. olarak tanilanmistir. Diger tan1 primerleri ile sonug elde edilemeyen bu izolatlardan
S26 ve S27 izolatlar1 39°C gelisme gosterirken tiitiinde asir1 duyarlik olusturamamisladir. Atipik izolatlarin daha
sonraki caligmalarda korunmus gen bdlgelerine dayali sekans analizleri yapilarak tiir tanilarmin yapilmasi
planlanmaktadir (Cigna ve ark., 2017; Nabhan ve ark., 2012b; Pasanen ve ark., 2013).

4. Sonug¢

Bu ¢alisma ile farkli illerde depolandiktan sonra tiiketime sunulmak amaciyla Yozgat Merkez ilgesi ve Kirsehir
Kaman ilgesine getirilen patates yumrularinda Pectobacterium izolatlarinin varligi belirlenmistir. Pectobacterium
izolatlarinin toprak, sulama suyu, akarsu, gélet ve deniz suyu gibi ¢cevresel 6rnekler ile bocek larva ve pupalarinda
yasamini siirdiirebildigi bildirilmektedir. Yumrulardaki enfeksiyon kaynagi olan bakteriyel etmenlerin gevresel
bulagmalara neden oldugu anlasilmaktadir (Perombelon, 1992; Agrios, 2005; Czajkowski ve ark., 2015; Rossmann
ve ark., 2018). Yumusak c¢iiriikliik belirtileri gosteren yumrularin kontrolsiiz bir sekilde uzaklastirildig, latent
enfekteli yumrularin bir siire sonra ¢iiriime belirtilerini gdstermesi nedeniyle market degerini yitirerek diskalifiye
edildigi gézlemlenmistir. P. carotovorum izolatlari farkli konukgularda hastaliga neden olabilmektedir. Ozellikle
P. carotovorum etmeni ile enfekteli latent yumrularin patates iiretimi yapilmayan hastaliktan ari bolgelere
nakledilmesi nedeniyle farkli konukcu bitkilerin iiretiminde verim ve kalite kayiplar1 yasanabilecegi
diisiiniilmektedir.
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