EK I
BOLUM I

Bu Yonetmeligin 5 (1) maddesinde yer alan
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.”1n konuk¢usu olan bitkilerin listesi

Solanum tuberosum L.’un tohum harig bitkileri, yumrular dahil Patates
Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex Farw.’un tohum ve meyve harig bitkileri Domates

1.

2.

BOLUM II

Surveyler

Bu Yonetmeligin 5 (3) maddesinin (a) bendinde yer alan siirveyler planlanirken organizmanin
biyolojisi ve liretim sistemleri temel alinir. Bu siirveylerin esaslari agagida belirtilmistir:

1) Patates igin,

- vejetasyon donemi boyunca, uygun zamanlarda, yesil aksamda gézle muayene
ve/veya vejetasyon donemi iginde tarlada veya depoda hem tohumluk hem de
diger patateslerde ornekleme yapilir. Bu 6rnekleri olusturan yumrularin kesilerek
gbzle muayeneleri yapilir, ve

- tohumluk patateslerin ve eger kosullar uygunsa diger patateslerin, EK 11’ de yer
alan metotlar kullanilarak laboratuar testleri yapilir,

(i)  Domates igin,

- fidelikler gibi, 6zellikle ticari kullanim amaciyla yeniden dikilmek tizere domates
bitkilerinin  yetistirildigi alanlarda, uygun zamanlarda bitkilerin gozle
muayeneleri yapilir.

Bu Yonetmeligin 6 (1) maddesinde yer alan siirveylerin Bakanliga bildiriminde su bilgiler yer
almalidir:

) Patates siirveyinde,
- tohumluk patatesler ve diger patateslerin tahmini olarak toplam tiretim alani,
- tohumlugun kademesi, kullanim amac1 ve yetistirme alani,
- laboratuar analizi i¢in alinan 6rneklerin sayisi ve 6rnek alma zamani,
- tarlada yapilan gozle muayenelerin sayisi,
- yumrulardaki gézle muayenelerin sayisi ve 6rnegin biyukligi;

(i)  Fidelikler gibi, 6zellikle ticari kullanim amaciyla yeniden dikilmek iizere domates
bitkilerinin yetistirildigi alanlarda yiiriitiilen stirveylerde,
- bitkilerin tahmini olarak toplam sayisi,
- gbzle muayenelerin sayist;

(iii)  Yabani Solanaceae’ler de dahil olmak tizere, patates ve domates haricindeki diger
konukgu bitkilerde yiiriitiilen siirveylerde,
- tiirler
- Ornek alma zamani ve sayisi,
- Ornekleme yapilan alan /akarsu,
- analiz metodu;

(iv)  Endiistriyel isleme veya paketleme binalarindan bosaltilan siv1 atiklar ve yiizey suyu
icin yiiriitlilen siirveylerde,
- Ornek alma zamani ve sayist,
- ornekleme yapilan alan/akarsu/ binalarin yeri,
- analiz metodu.



EK 11

RALSTONIA SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL.’IN
TESHIS, TESPIT VE TANISI iCIN TEST SEMASI

Test Semasinin Kapsami

(i) Patates yumrularinda kahverengi ciiriikliik ve patates, domates ve diger bazi konukg¢u
bitkilerde bakteriyel solgunluk hastaliginin teshisi;

(i) Patates yumrulari, patates, domates ve diger konukgu bitkiler ile su ve toprak érneklerinde
Ralstonia solanacearum’un tespiti;

(iii) Ralstonia solanacearum’un tanisi.

ICINDEKILER

Genel ilkeler
BOLUM I: Test semasiin uygulanmasi

1.  Kahverengi ciiriikliikk veya bakteriyel solgunluk belirtilerini tasiyan patates
yumrulari, patates, domates veya diger konukg¢u bitkilerde kahverengi
ciiriikliik ve bakteriyel solgunlugun (R. solanacearum) teshisi i¢in tespit
semast

2. Belirti gbstermeyen patates yumru 6rneklerinde R. solanacearum’un tespit
ve tanisi igin gema

3. Belirti géstermeyen patates, domates veya diger konukgu bitki drneklerinde
R.solanacearum’un tespiti ve tanisi igin sema

BOLUM Il: Kahverengi giiriiklik veya bakteriyel solgunluk belirtilerini tasiyan patates
yumrulari, patates, domates veya diger konuk¢u bitkilerde R. solanacearum’un
tespiti i¢in ayrintili metotlar

1. Belirtiler
Hizli tarama testleri

2

3.  Izolasyon prosediirii

4 R.solanacearum’un tanisi i¢in testler
1

BOLUM I1I: Belirti gostermeyen patates yumru orneklerinde R. solanacearum’un tespit

ve tanisi igin ayrintili metotlar
1.1.  Ornek hazirlama
1.2.  Testleme

2. Belirti gdstermeyen patates, domates veya diger konukcu bitki 6rneklerinde
R.solanacearum’un tespit ve tanisi igin ayrintili metotlar

2.1.  Ornek hazirlama
2.2.  Testleme

BOLUM IV: 1. Yiizey suyundan ve patatesin islenmesinde kullanilan veya patates isleme
tesislerinden bosaltilan atik sulardan R. solanacearum’un tespiti ve tanisi
i¢cin sema

2. Yizey suyundan ve patatesin islenmesinde kullanilan veya patates isleme
tesislerinden bosaltilan atik sulardan R. solanacearum’un tespiti ve tanisi
i¢in metotlar



BOLUMV: 1.
2.

BOLUM VI: 1.
A

2.1.  Ornek hazirlama
2.2. Testleme
Topraktan R. solanacearum’un tespit ve tanisi i¢in sema
Topraktan R. solanacearum’un tespit ve tanisi i¢in metotlar
2.1.  Ornek hazirlama
2.2. Testleme
R. solanacearum’un tespit ve tanisi i¢in standart protokoller
Teshis ve tespit testleri
1. fletim demetlerinden bakteriyel akint: testi
2 Poly-B-hidroksibiitirat graniillerinin tespiti
3. Aggliitinasyon testi
4 Secici izolasyon

4.1. Secici ortama ekim

4.2. Zenginlestirme islemi
5. Immunofluorescence test (IF testi)
6. Polimeraz zincir reaksiyon testi (PCR testi)

6.1. DNA saflastirma metotlari

(a) Pastrik metodu (2000)
(b) Diger metotlar

6.2. PCR

6.3. PCR {iriniiniin analizi
7. Fluorescent in-situ hibridizasyon testi (FISH testi)
8. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) testi

(a) Indirek ELISA

(b) DASI (Double-Antibody Sandwich Indirect) ELISA
9. Bioassay testi
Tan testleri

1. Biyokimyasal testler

2. IF testi

3. ELISA testi

4. PCR testi

5. FISH testi

6. Yag asidi profili (FAP)

7. Strain karakterizasyon metotlari

7.1. Biovar tespiti

7.2. Genomik parmak izi



7.3. PCR metotlari
Dogrulama testleri
Tave 1 Protokollerin optimizasyonuna katilan laboratuarlar
Ilave 2 R.solanacearum’un izolasyonu ve kiiltiirii i¢in besi ortamlar
Iave 3 (A) Ticari olarak satilan standardize edilmis kontrol materyali
(B) Kontrollerin hazirlanmasi
Ilave 4  Tampon ¢dzeltiler
Ilave 5  IF ve FISH testlerindeki bulasma seviyelerinin tespiti
Ilave 6  Onaylanmis PCR protokol ve kimyasallar
Ilave 7 FISH testi icin onayli kimyasallar
Ilave 8  Domates ve patlican igin yetistirme kosullar1

Kaynaklar



GENEL iLKELER

Optimize edilmis metotlar, onaylanmis kimyasallar, testlerin yapilmasi igin gereken ayrintilar
ve kontrol materyalleri eklerde verilmistir. Protokollerin optimizasyonu ve onaylanmasinda
calisan laboratuarlarin listesi /lave 1’de yer almaktadir.

R.solanacearum karantinaya tabi bir organizma oldugundan ve kontrol materyali olarak bu
bakterinin canli kiiltiirleri kullanilacagindan, bu bakteriyle yapilacak ¢alismalarin uygun atik
bosaltim sistemine sahip ve karantina kosullarinin yerine getirildigi yerlerde yapilmasi
gerekmektedir.

Pozitif kontrollerle ¢alisilmasi gerekmektedir.

Calismalarda kullanilan ekipmanin kalibrasyonu, kimyasallarin dikkatli bir sekilde islenmesi ve
muhafazasi, 6rnekler arasinda bulasmanin engellenmesi gereklidir.

Bu Yonetmeligin 8 (1) maddesinde s6zii edilen siipheli durumda, teshis veya hizli tarama testleri
kullanilarak bir pozitif sonuc¢ elde edilmesi zorunludur. Ilk yapilan ve pozitif olan tarama
testinin (IF, PCR/FISH, seg¢ici besi yerine ekim) sonucu, farkli biyolojik temele dayanan ikinci

bir tarama testi ile teyit edilmelidir.

Eger ilk yapilan tarama testi pozitifse, R.solanacearum’la bulasmadan siipheleniliyorsa, ikinci
tarama testi yapilmalidir. Eger ikinci tarama testi de pozitifse bu sliphe dogrulanmis olacaktir ve
diger testlerde tamamlanmalidir. Eger ikinci tarama testi negatifse, 6rnegin R.solanacearum’la
bulasik olmadigina karar verilir.

Bu Yonetmeligin 10 (1) maddesinde s6zii edilen organizmanin varliginin dogrulanmasi ig¢in mutlaka
izolasyon ve patojenisite testi ile birlikte R.solanacearum’un saf Kkiiltiiriiniin tanisi
gerekmektedir.
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BOLUM I

TEST SEMASININ UYGULANMASI

Kahverengi ciiriikliik veya bakteriyel solgunluk belirtilerini tasiyan patates
yumrulari, patates, domates veya diger konukcu bitkilerde kahverengi ciiriiklik ve
bakteriyel solgunlugun (R. solanacearum) teshisi icin tespit semasi.

patates yumrulari veya bitkileri domates veya diger konukgu bitkiler (*)

[ Kahverengi ¢iirtikliik veya bakteriyel solgunluk belirtilerinden $ﬁphelenilen}

@zh Teshis Testleri (%)

az biri yapilmalidir:

- iletim demetlerinden akint: testi (%)
- Poly-B-hidroksibiitirat test (*)

- Agglutinasyon testi (°)

k(8)/1>CR test (°)

~

Teshis i¢in asagida yer alan testlerden en

- IF test (°)/FISH test ()/ELISA test

)

[ iIZOLASYON (%) ]

[ Tipik morfolojiye sahip koloniler (*!) ]

R.solanacearum tespit

edilmedi
HAYIR ..
Ornek R.solanacearum
ile enfekte degil

EVET

[ Saflastirma ]

[ TANI TESTLERI (B) )

[ PATOJENISITE TESTI (%) ]

) L

[

Her iki test sonucu da saf kulttiriin R.solanacearum oldugunu
teyit etmeli

Ornek

HAYIR R.solanacearum’la
enfekte degil

EVET

[ Ornek R.solanacearum’la enfekte ]
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Boliim II.1.de tarif edilen belirtiler

Hizli tarama testleri olarak kullanilabilecek testler. Bu testlerin sonucunun negatif ¢ikmasi,
Ornegin organizmadan ari oldugu anlamina gelmez.

Bolim IV.A.1.”de tarif edilen iletim demetlerinden bakteriyel akint1 testi,

Boliim IV.A.2.’de tarif edilen bakteriyel hiicrelerdeki poli-B-hidroksibiitirat graniilleri igin
test,

Boliim IV.A.3.’de tarif edilen belirti gosteren doku ekstraktlari veya su icinde siispanse
edilmis bakteriyel akintidan yapilan aggliitinasyon testi

Bolim IV.A.5.°de tarif edilen belirti gosteren doku ekstraktlar1 veya su iginde siispanse
edilmis bakteriyel akintidan yapilan IF testi

Boliim IV.A.7.de tarif edilen belirti gosteren doku ekstraktlari veya su icinde siispanse
edilmis bakteriyel akintidan yapilan FISH testi

Bolim IV.A.8.de tarif edilen belirti gosteren doku ekstraktlari veya su iginde siispanse
edilmis bakteriyel akintidan yapilan ELISA testi

Boliim IV.A.6.°da tarif edilen belirti gosteren doku ekstraktlar1 veya su icinde siispanse
edilmis bakteriyel akintidan yapilan PCR testi

Seyreltme serilerinden yapilan ekimle belirti gosteren bitkilerden organizma kolaylikla
izole edilir (Boliim I1.3).

Tipik koloni morfolojisi Boliim I1.3.d’de tarif edilmistir.

Saprofit bakterilerin hizla gelismesi ve rekabetten dolayi, enfeksiyonun ileri devrelerinde
bitki materyalinden yapilan izolasyonda basarisiz olunabilir. Eger hastalik belirtileri tipik
ancak izolasyon sonucu negatifse, izolasyon tercihen secici besi ortami testi kullanilarak
tekrarlanmalidir.

R.solanacearum’un saf kiiltiirlerinin, B6liim VI.B’de verilen testler kullanilarak giivenilir
bir sekilde tanis1 yapilmalidir. Alt tiir karakterizasyonu istege baglidir. Ancak her yeni
bulagsmada yapilmasi tavsiye edilir.

Patojenisite testi Boliim VI.C’de tarif edilmistir.



Belirti gostermeyen patates yumru o6rneklerinde R. solanacearum’un tespit ve tanisi
icin sema

Prensip:

Bu test prosediirii ile patates yumrularindaki latent enfeksiyonlarm tespit edilmesi
amaglanmaktadir. Farkli biyolojik temele dayanan en az iki tarama testinin pozitif sonucu,
patojenin izolasyonu ile tamamlanmalidir. Bunu takiben elde edilen saf Kkiiltiiriin
R.solanacearum olarak tanisi yapilmalidir. Sadece bir tarama testinin sonucunun pozitif
¢ikmast 6rnegin siipheli oldugunu diisiinmemiz i¢in yeterli degildir.

Tarama ve izolasyon testleri, yeniden siispanse edilmis peletin mililitresindeki 10°-10*
bakteri hiicresini tespit edebilmelidir. Testlerin her birinde ayni konsantrasyondaki pozitif
kontrollerde kullanilmalidir.



[ Patates yumru 6rnekleri @) ]
|
[ Patojenin ekstraksiyonu ve konsantrasyonu(*) ]
|
- TARAMA TESTLERI (%)

IF test (*)/Segici izolasyon (°)/ PCR test (°)/FISH test ()
istege bagh olarak ELISA testi (8)

I
[ ilk tarama testi(®) ]

- @ R.solanacearum tespit
_[W]_ edilmedi
Pozitif Ornek R.solanacearum ile
LI—] Y enfekte degil )

[ ikinci tarama testi(®) ] ~

~

é R.solanacearum tespit

z edilmedi
- Ornek R.solanacearum ile

enfekte degil

Pozitif A J
[ Secici izolasyon (°)ve/veya bioassay(®) ]
|
[ Tipik morfolojiye sahip koloniler &) ]
R.solanacearum tespit
11 edilmedi
HAYIR () Ornek R.solanacearum ile
EVET enfekte degil

[ Saflagtirma ]

[ TANI TESTLERI (%) ]

PATOJENISITE TESTI (**) ]

\\

[Her iki test sonucu da saf kiiltiiriin R.solanacearum oldugunu teyit]

etmeli
HAYIR Ornek R.solanacearum’la
enfekte degil
EVET

[ Ornek R.solanacearum’la enfekte ]
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Standart 6rnek biiyiikliigii 200 yumrudur. Eger 200 yumru temin edilemiyorsa daha az
ornekle de test yapilabilir.

Patojenin ekstraksiyon ve konsantrasyon metotlar1 Boliim II1.1.1.’de verilmistir.

Eger farkli biyolojik prensibe dayanan en az iki test sonucu pozitif ise, izolasyon ve bunun
sonucunda elde edilen bakterinin R.solanacearum oldugu teyit edilmek zorundadir. En az
bir tarama testi gergeklestirilmelidir. Bu test negatif sonug vermisse, 6rnegin negatif oldugu
diistiniiliir. Eger bu testin sonucu pozitifse, farkli biyolojik temele dayanan mutlaka ikinci
bir tarama testi veya daha fazla sayida tarama testleri yapilmali ve bu sekilde birinci testten
alman pozitif sonu¢ dogrulanmalidir. Eger ikinci test sonucu ve diger testlerin sonucu
negatifse, ornegin negatif oldugu diistiniiliir. Daha ileri testleri yapmak gereksizdir.

IF testi Bolim VI.A.5’de tarif edilmistir.

Secici izolasyon testi Boliim VI.A.4’de tarif edilmistir.

PCR testi Boliim VI.A.6°da tarif edilmistir.

FISH testi Boliim VI.A.7’de tarif edilmistir.

ELISA testi Bolim VI.A.8’de tarif edilmistir.

Bioassay testi Boliim VI.A.9’da tarif edilmistir.

Tipik koloni morfolojisi Boliim I1.3.d.’de tarif edilmistir.

Kiiltire alma ve bioassay testlerinin sonuglari, saprofit bakterilerin engellemesi ve
rekabetten dolay1 basarisiz olabilir. Eger tarama testlerinin sonucunda kesin bir pozitif
sonug elde edilmisse, fakat izolasyon sonucu negatifse, ayni pelet veya ayni 6rnegin kesilen
yumrularinin gobek (heel-end-yumrunun stolana baglandigi nokta) boliimiine yakin iletim
demetlerinden alman pargalardan izolasyon tekrar edilmelidir. Eger gerekliyse ilave
orneklerde test edilebilir.

R.solanacearum’un saf kiiltiirlerinin, B6liim VI.B’de verilen testler kullanilarak giivenilir
bir sekilde tanist yapilmalidir.

Patojenisite testi Bolim VI.C’de tarif edilmistir.
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3. Belirti gostermeyen patates, domates veya diger konukc¢u bitki Orneklerinde
R.solanacearum’un tespiti ve tamsi i¢in sema

[ Bitkilerin saplarindan alinan 6rnekler (') ]
|
[ Patojenin ekstraksiyonu ve konsantrasyonu(*) ]
|
- TARAMA TESTLERI (%)

Segici izolasyon (*)/ IF test (°)/ PCR test (°)/FISH test (')
istege bagh olarak ELISA testi (%), Bioassay testi (°)

Tipik morfolojiye sahip koloniler (‘% W ( Tiim test sonuclari

J L negatif

HAYIR (%) R.solanacearum tespit
edilmedi

Ornek R.solanacearum ile
enfekte degil

[TANI TESTLERI (*%) PATOJENISITE TESTI (*%) ]

Her iki test sonucu da saf kiiltiiriin R.solanacearum oldugunu
teyit etmeli

HAYIR ( Ornek R.solanacearum’la
enfekte degil
EVET

[ Ornek R.solanacearum’la enfekte ]
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Tavsiye edilen 6rnek biiyiikliigi i¢in Boliim I11.2.1.° e bakiniz.

Patojenin ekstraksiyon ve konsantrasyon metotlar1 Boliim I11.2.1.’de verilmistir.

Eger farkli biyolojik prensibe dayanan en az iki test sonucu pozitif ise, izolasyon ve bunun
sonucunda elde edilen bakterinin R.solanacearum oldugu teyit edilmek zorundadir. En az
bir tarama testi gergeklestirilmelidir. Bu test negatif sonu¢ vermisse, 6rnegin negatif oldugu
diistiniiliir. Eger bu testin sonucu pozitifse, farkli biyolojik temele dayanan mutlaka ikinci
bir tarama testi veya daha fazla sayida tarama testleri yapilmali ve bu sekilde birinci testten
alman pozitif sonu¢ dogrulanmalidir. Eger ikinci test sonucu ve diger testlerin sonucu
negatifse, drnegin negatif oldugu diistiniiliir. Daha ileri testleri yapmak gereksizdir.

Secici izolasyon testi Boliim VI.A.4’de tarif edilmistir.

IF testi Bolim VI.A.5’de tarif edilmistir

PCR testi Boliim VI.A.6’da tarif edilmistir.

FISH testi Boliim VI.A.7’de tarif edilmistir.

ELISA testi Bolim VI.A.8’de tarif edilmistir.

Bioassay testi Boliim VI.A.9’da tarif edilmistir.

Tipik koloni morfolojisi Boliim I1.3.d.’de tarif edilmistir.

Kiiltire alma ve bioassay testlerinin sonuglari, saprofit bakterilerin engellemesi ve
rekabetten dolay1 basarisiz olabilir. Eger tarama testlerinin sonucunda kesin bir pozitif
sonug elde edilmisse, fakat izolasyon sonucu negatifse, izolasyon tekrar edilmelidir.
R.solanacearum’un saf kiltiirlerinin, B6liim VI.B’de verilen testler kullanilarak giivenilir
bir sekilde tanist yapilmalidir.

Patojenisite testi Boliim VI.C’de tarif edilmistir.
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BOLUM 11

KAHVERENGI CURUKLUK VEYA BAKTERIYEL SOLGUNLUK BELIRTILERINi

1.2

1.3.

TASIYAN PATATES YUMRULARI, PATATES, DOMATES VEYA DIiGER

KONUKCU BITKILERDE R. SOLANACEARUM’UN TESPITI ICIN AYRINTILI

METOTLAR

Belirtiler
Patatesteki belirtiler

Patates bitkisi: Enfeksiyonun erken doéneminde, giin igerisindeki yiiksek sicakliklarda
bitkinin tepe yapraklarinda bir solgunluk olusur. Ancak bu solgunluk geceleri diizelir.
Solgunlugun ilk donemlerinde yapraklar yesil kalir, daha sonra yapraklarda sararma ve
kahverengi nekrozlar goriiliir. Epinasti olusur. Solgunluk hizla geri doniisiimsiiz bir hal
alir ve bitkinin 6liimiine yol agar. Bu tip bitkiler enine kesildiginde iletim dokusunun
kahverengi renkte oldugu goriiliir ve kesilen yiizeyden kendiliginden veya sikilinca
siitiims0 bir akint1 (ooze) ¢ikar. Kesilen sap su igerisine dikey olarak yerlestirildiginde,
bakteri iplik¢iklerinin iletim demetlerinden suyun igine aktig1 goriiliir.

Patates yumrusu: Patates yumrular1 gobek (heel-end-yumrunun stolana baglandigi nokta)
boliimiine yakin kisimlarindan enine ya da stolon ucundan uzunlamasina kesilmelidir.
Enfeksiyonun erken devresinde iletim demeti halkasinda saman sarisi agik kahverengi
renk degisikligi vardir. Yumru kesildikten birka¢ dakika sonra kendiliginden iletim
demetlerinden acik krem rengi siitimsii bir bakteriyel akinti1 (ooze) ¢ikar. Daha sonra
iletim demetlerindeki renk degisikligi koyu kahverengiye doner ve nekroz, parankimatik
dokuya dogru yayilir. leri devrelerde enfeksiyon yumrunun goébek kismi ve gozlerinden
disariya dogru yayilir. Gobek kismi ve gozlerden ¢ikan bu bakteriyel akintiya toprak
pargalar1 yapisir. Yumrunun ig¢indeki iletim dokusunun ¢okmesinden dolayi, kabukta
kirmizims1 kahverengi, hafifce ¢okilk lezyonlar olusabilir. Hastaligin daha sonraki
donemlerinde ikincil olarak gelisen bakteriyel ve fungal yumusak ¢iiriikliikler yaygindir.

Domatesteki belirtiler

Domates bitkisi: ilk belirtiler en geng yapraklarda sarkik ve cansiz olusum seklinde
gortliir. Patojen i¢in uygun gevresel kosullar olustugunda (doymus nemle birlikte 25 °C
civarinda toprak sicakligl), epinasti ve tek tarafli veya bitkinin tamaminda olusabilen
solgunluk goriiliir. Bunu izleyen birkag¢ giin igerisinde bitkiler tamamen ¢oker. Daha az
uygun olan kosullarda (toprak sicakligi 21 °C nin altinda), solgunluk daha az goriiliir
ancak bunun yaninda sapmn iizerinde ¢ok fazla sayida yan kok gelisebilir. Iletim
demetlerinde olusan nekroz nedeniyle, sapin dip kisimlarinda sulu goriiniislii ¢izgiler
olugmasi olasidir. Sap capraz kesildiginde, iletim demetlerinin kahverengiye dondiigii
goriiliir. Ayrica beyaz veya sarimsi bakteriyel akinti damlalari ¢ikar.

Diger konukgulardaki belirtiler

Solanum dulcamara ve S.nigrum bitkileri: Dogal kosullarda, toprak sicakhigi 25 °C’yi
asmadikc¢a ya da toprakta ¢ok yiiksek bir inokulum seviyesi olmadik¢a (6rnegin hastalikli
patates veya domates bitkilerine bitisik olan yetisen S.nigrum’da goriildiigi gibi) yabanci
otlarda ¢ok seyrek olarak solgunluk belirtileri goriiliir. Solgunluk olusursa, belirtiler
domateste tarif edildigi sekildedir. Suyun icinde yetisen solgunluk gostermeyen
S.dulcamara bitkilerinin, su altindaki parcalar1 veya dibe yakin yerden saplar1 enlemesine
kesildiginde, iletim demeti dokularinda acik kahverengi renk degisikligi olustugu
goriilebilir. Solgunluk belirtileri goriilmese bile, eger kesilen sap dik olarak su igine
yerlestirilirse, iletim demetlerinden suya dogru bakteriyel iplik¢ilerin aktig1 goriilebilir.
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Hizh tarama testleri

Hizli tarama testleri yonteme bagli taniy1 kolaylastirir. Asagidaki testlerden bir veya daha
fazlas1 kullanilir:

[letim demetlerinden bakteriyel akint: testi

Boliim VI.A.1.’e bakiniz.
Poli-B-hidroksibiitirat graniillerinin tespiti:

Ralstonia solanacearum hiicrelerindeki tipik PHB graniilleri, enfekteli dokulardan alinan
bakteriyel akintinin bir lam tizerine siiriilmesi ve bunun 1s1 ile lama sabitlendikten sonra,
Nile blue A veya Sudan Black ile boyanmasi sonucu goriilebilmektedir (Boliim VI.A.2’ye
bakiniz).

Aggliitinasyon testi
Boliim VI.A.3 e bakiniz.
Diger testler

Diger hizli tarama testleri IF testi (Boliim VI.A.5.’e bakiniz)), FISH testi (Bolim
VIL.A.7’ye bakimiz), ELISA testi (Bolim VI.A.8’e bakiniz) ve PCR testini (Bo6lim
VI.A.6.’ya bakiniz) igermektedir.

Izolasyon prosediirii

(a) Patates yumrularindaki iletim demeti halkasindan veya patates, domates veya
solgunluk gosteren diger konukgu bitkilerin saplarindaki iletim demetlerinden renk
degistirmis doku parcalar1 veya bakteriyel akint1 alinir. Az bir miktar steril destile su
veya 50 mM fosfat tamponu (/lave 4) iginde siispanse edilir. 5-10 dakika bekletilir.

(b) Siispansiyondan onluk seyreltme serisi hazirlanir.

(c) Siispansiyon ve seyreltme serilerinin 50-100 pl’si genel besi ortamlarina (NA,
YPGA veya SPA; Ilave 2’ye bakiniz) ve/veya Kelman’in tetrazolium ortamia (flave
2) ve/veya onaylanmis SMSA segici ortamina (Ornegin SMSA; flave 2’ye bakiniz)
ekilir. Uygun seyreltme serisi ekim teknigiyle yayarak veya ¢izerek ekim yapilir.
Eger faydali olacagi distniiliiyorsa, pozitif kontrol olarak Ralstonia
solanacearum’un virulent Biovar 2/race 3 straininin sulandirilmis hiicre
stispansiyonu hazirlanir ve bu her ortam iizerine ayr ayr ekilir.

(d) Petriler 28 °C’ de 2-6 giin siireyle inkube edilir.

- Genel besi ortamlar: tizerinde Ralstonia solanacearum’un virulent izolatlari, inci
beyazi, diiz, diizensiz ve akigkan koloniler seklinde gelisir. R.solanacearum’un
viriilent olmayan (avirulent) formlart ise, kiiciik, yuvarlak, akiskan olmayan,
yaglimsi krem-beyaz renkli koloniler olusturur.

- Kelman’in tetrazolium agar1 ve SMSA besi ortamui iizerinde akiskan kan kirmizi
merkezli koloniler olusturur. R solanacearum’un viriilent olmayan formlar kiigiik,
yuvarlak, akiskan olmayan, yaglimsi koyu kirmizi renkli koloniler olusturur.

R.solanacearum icin tam testleri

Bu testler Boliim VI.B.’de verilmistir.
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BOLUM 111

Belirti gdstermeyen patates yumru 6rneklerinde R. solanacearum’un tespit ve tanisi
icin ayrintih metotlar

Ornegin hazirlanmasi
Not:

- Standart 6rnek biiyiikliigii her test icin 200 yumrudur. Daha yogun 6rneklemede ayni
sayida yumruya sahip daha fazla sayida 6rnekle testler yapilir. Ornek biiyiikliigiiniin
200 yumrudan daha fazla olmasi1 engellemeye yol acar veya sonuglarm
yorumlanmasini gii¢lestirir. Bununla beraber bu prosediir fazla sayida yumrunun
temin edilemedigi yerlerde 200 yumrudan daha az miktarla da uygulanabilir.

- Asagida yer alan tespit metotlar1 200 yumruluk 6rnek biiyiikliigii izerinden yapilarak
onaylanmustir.

- Bu yontemle elde edilen patates ekstrakti ayn1 zamanda Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus’ un tespitinde de kullanilabilir.

Eger faydali oldugu diistiniiliiyorsa, istege bagl olarak, test 6ncesi yapilabilecek islemler:

(a) Teste baslamadan 6nce 6rneklerin iki hafta kadar 25-30 °C’ de inkube edilmesiyle,
R.solanacearum populasyonunun ¢ogalmasi tesvik edilir.

(b) Yumrulart yikamak. Uygun deterjan ve dezenfektanlarla (PCR testi yapilacaksa
patojenin DNA’sin1 yok etmek igin klorinli bilesikler kullanilmalidir) her bir drnek
yikanir. Yumrular kurumasi igin birakilir. Yikama, eger ornekler yogun olarak
toprakla bulasmigsa ve eger PCR testi veya direk izolasyon yapilacaksa ozellikle
faydalidir (fakat yine de yapilmasi istege baglidir).

Temiz ve steril bir bisturi veya sebze bigagiyla yumrunun goébek (heel-end/yumrunun
stolana baglandigi nokta) kismindaki kabuk kaldirilir, bu sekilde iletim demetleri
goriilebilir hale gelir. Dikkatlice gobekteki iletim demetlerinin bulundugu dokudan koni
seklinde kiiciik bir parga cikarihr (3-5 mm c¢apinda). iletim demetlerine ait olmayan
dokunun miktar1 minimum tutulur. Ornekteki her bir yumru icin islem aymi sekilde
tekrarlanir.

Not: Kahverengi c¢iiriiklik belirtisi gosteren yumrular (¢iiriiyenlerde dahil) ayrilir ve
ayrica test edilir.

Eger siipheli kahverengi ciiriiklik belirtisi gosteren gobek parcasi cikartildiysa, bu
yumruda mutlaka gézle muayene yapilmali ve yumru goébege yakin yerden kesilmelidir.
Stipheli belirtiler gosteren herhangi bir kesik yumru mantarlagmayi saglamak amaciyla
oda sicakliginda en az iki giin siireyle tutulmalidir. Daha sonra karantina kosullar altinda
buzdolabinda (+ 4-10 °C’de) saklanmalidir. Siipheli belirtileri gosteren yumrularda dahil
olmak tizere tiim yumrular EK 111’de belirtildigi sekilde saklanmalidir.

. Tek kullammlik kapakli ve/veya miihiirlii kapali bir kap (kaplarn tekrar kullanilmasi

durumunda tam olarak temizlendikten sonra klorinli bilesikler kullanilarak dezenfekte
edilmelidir) i¢ine gobek pargalari toplanir. Tercihen gobek parcalart hemen isleme alinir.
Eger bu miimkiin degilse, oda sicakliginda 24 saatten, + 4 °C’ de ise 72 saatten fazla
olmamak kaydiyla tampon ¢ozelti ilave etmeksizin muhafaza edilebilir.

Asagidaki yontemlerden biriyle gobek pargalari iglenir: ya,

(a) Gobek pargalarinin Ustiinii kapatacak kadar yeterli miktarda ekstraksiyon tampon
¢ozeltisi (yaklasik 40 ml) eklenir (/lave 4) ve 24 °C’ den diisiik sicakliklarda 4 saat
stireyle, +4 °C’ de ise 16-24 saat siireyle bir ¢alkalayicida (50-100 rpm) calkalanir,
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veya

(b) Gobek parcalar1 yeterli miktarda (yaklasik 40 ml) ekstraksiyon tampon c¢ozeltisi
(Ilave 4) ilave edilerek, ya bir parcalayici (blender) yardimiyla (6rnegin Waring
Blender veya Ultra Thurrax) ya da miihiirli tek kullanimlik yumusatma torbasi
(6rnegin Stomacher veya Bioreba strong guage polythene, 150 mm x 250 mm;
radyasyonla steril edilmis) i¢inde kauguk bir ¢eki¢ veya uygun bir ezme aparati
(6rnegin Homex) kullanilarak homojenize edilir.

Not: Bir pargalayici kullanilarak 6rnekler homojenize edildigi zaman, drneklerde ¢apraz
bulagsma riski yiiksektir. Ekstraksiyon iglemi sirasinda piiskiirme veya dokiilmeden
kagimmak i¢in dnlemler alinmalidir. Her bir 6rnek i¢in yeni steril edilmis parcalayici
bicaklar1 ve govdeleri kullanilmalidir. Eger PCR testi kullanilacaksa, kullanilan kaplar
veya parg¢alama aparatlarinin iizerinde DNA’nin tasinmasindan kaginilmalidir. DNA
bulagmalarindan kaginmak igin, tek kullanimlik torbalarda ezme isleminin yapilmasi ve
tek kullammmlik tiiplerin kullammi PCR isleminin yapilacagi yerlerde tavsiye
edilmektedir.

. Ust s1v1 bosaltilir. Eger iist s1v1 ¢ok yogun bir sekilde bulaniksa, ya yavas hizda (+4-10 °C

arasinda bir sicaklikta 10 dakika siireyle 180 g den daha fazla olmayan rpm’de) santrifiij
edilir ya da ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi ilave edilerek (yaklagik 10 ml) filtreden (40-
100 um) vakum filtrasyon yontemiyle yikanarak berraklastirilmalidir.

. 4-10 °C arasinda bir sicaklikta 15 dakika siireyle 7 000 g de (veya 10 dakika siireyle

10.000 g de) santrifiij edilerek bakteriler ¢oktiiriiliir ve dipteki pelet bozulmadan {ist sivi
bosaltilir.

. 1.5 ml pelet tamponuyla (/lave 4) tekrar siispanse edilir. Bu siispansiyonun 500 pl ’si

R.solanacearum igin, 500 pl’si Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus i¢in ve 500
ul’si ise referans olarak kullanilir. 500 pl’lik referans seriye ve test serilerinin kalanlarina
son konsantrasyonlart % 10 ila 25 (v/v) olacak sekilde steril gliserol ilave edilir,
vortekslenir ve — 16 ila - 24 °C’ de (haftalar) veya — 68 ila - 86 °C’ de (aylarca) saklanir.
Testleme islemi devam ederken bu seriler +4 ila 10 °C’ de muhafaza edilmelidir.

Tekrar tekrar dondurma ve ¢ozdiirme islemi tavsiye edilmemektedir.

Eger doku ekstraktinin bir yerden diger yere nakledilmesi gerekiyorsa, 24 ila 48 saat
icerisinde soguk zinciri kirilmadan nakledildiginden emin olunmalidir.

. Bulasmay1 engellemek i¢in tiim R.solanacearum pozitif kontrolleri ve 6rneklerin ayr1 ayri

muamele edilmesi zorunludur. Bu; IF lamlarinda ve tiim testlerde uygulanir.
Testleme

llgili eklerde yer alan testlere ve optimize edilmis protokollerin tanimlarina ve akis
semasina bakiniz:

Segici izolasyon (Boliim VI.A.4.’¢ bakiniz)
IF testi (Bolim VI.A.5’e bakiniz)

PCR testi (B6lim VI.A.6’ya bakiniz)

FISH testi (B6liim VI.A.7’ye bakiniz)
ELISA testi (Bolim VI.A.8’¢ bakiniz)
Bioassay (Boliim VI.A.9’a bakiniz)
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Belirti g0stermeyen patates, domates veya diger konukcu bitki orneklerinde
R.solanacearum’un tespit ve tamisi i¢cin ayrintili metotlar

Ornek hazirlig

Not: R.solanacearum populasyonlarinin latent enfeksiyonlarin1 tespit etmek icin
orneklerin birlestirilerek test edilmesi tavsiye edilmektedir. Burada yer alan metotla 200
sap parcasina kadar olan birlesik 6rneklerde rahatlikla uygulanabilmektedir. Siirveylerin
yuriitiildiigi alanlarda inceleme altindaki bitki populasyonunundan alinacak ornekler
populasyonu istatistiki olarak temsil edecek sayida olmalidir.

.Asagida yer alan Ornekleme prosediiriine gore, 1-2 cm uzunlugundaki sap pargalari

kapakl1 steril bir kap i¢inde toplanir:

Domates fideliklerinde: Temiz dezenfekte edilmis bir bigak ile, her bir sapin hemen
toprak lizerinde yer alan dip kismindan 1 cm’lik bir parca alinir.

Tarla veya serada yetistirilen domates bitkileri: Temiz dezenfekte edilmis bir bicak ile, en
altta bulunan yan siirgiiniin ana gévdeye baglandig1 en yakin noktadan 1 cm’lik bir parca
almir. Her bir yanda yer alan en alttaki siirgiinler i¢in bu islem tekrarlanir.

Diger konuk¢ular: Temiz dezenfekte edilmis bir bigak veya makas ile, her bir sapin
hemen toprak iizerinde yer alan dip kismindan 1 cm’lik bir parca alinir. Su i¢inde yetisen
S.dulcamara ve diger konuke¢u bitkiler s6z konusu oldugunda, sucul koklii stolonlar veya
su altindaki saplardan 1-2 cm’lik pargalar alinir.

Ozel bir bolgede 6rnekleme yapildigi zaman, potansiyel konukgu olan her bir yabanci ot
icin, her bir 6rnekleme noktasinda yer alan en az 10 bitkinin test edilmesi tavsiye
edilmektedir. Her ne kadar su kenarlarinda daimi olarak yetisen S.dulcamara tizerinde
tim yil boyunca dogal enfeksiyonlar tespit edilebilse de, ilkbahar sonlari, yaz veya
sonbahar mevsiminde patojenin tespiti yapilacak olursa en giivenilir sonuglar alinmig
olacaktir. Bilinen konukculari kendi gelen patates bitkileri, Solanum dulcamara,
S.nigrum, Datura stramonium ve Solanaceae familyasinin diger iiyeleridir. Ayrica
Pelargonium spp. ve Portulaca oleracea’da konukgular1 arasindadir. Ozel bazi cevre
kosullarinda bazi Avrupa yabanci otlarinin kdklerinde ve/veya rizosferinde
R.solanacearum biovar 2/Race 3’lin populasyonlart kolonize olabilmektedir. Bunlar
Atriplex hastata, Bidens pilosa, Cerastium glomeratum, Chenopodium album,
Eupatorium cannabinum, Galinsoga parviflora, Ranunculus scleratus, Rorippa spp.,
Rumex spp., Silene alba, S.nutans, Tussilago farfara and Urtica dioica’dir.

Not: iletim demetlerinde renk degisikligi ve bakteriyel akinti gibi belirtiler igin yapilan
gbzle muayeneler bu devrede yapilmalidir. Belirti gdsteren sap pargalari ayrilmali ve
bunlar ayr olarak test edilmelidir (Béliim II’ye bakiniz).

. Sap pargalar1 % 70’lik etil alkolle dezenfekte edilir ve hemen kurutma kagidi arasinda

kurutulur. Sonra saplar asagida yer alan prosediirlerden biriyle isleme tabi tutulur: ya,

(a) Sap pargalarinin istiinil ortecek kadar ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi (yaklasik 40 ml)
eklenir ([lave 4) ve 24 °C’ den diisiik sicakliklarda 4 saat siireyle, +4 °C’ de ise 16-24
saat siireyle bir ¢alkalayicida (50-100 rpm) ¢alkalanir,

veya

(b) Sap parcalari yeterli miktarda ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi (/lave 4) ilave edilerek,
saglam bir yumusatma torbasi (6rnegin Stomacher veya Bioreba) i¢cinde kauguk bir
cekic veya uygun bir ezme aparati (6rnegin Homex) kullanilarak hemen homojenize
edilir. Eger bu miimkiin degilse, oda sicakliginda 24 saatten, + 4 °C” de ise 72 saatten
fazla olmamak kaydiyla muhafaza edilebilir.
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15 dakika bekledikten sonra iist sivi bosaltilir.

2.1.4. Doku ekstraktinin berraklastirilmasi ya da bakterilerin ¢okeltilmesine genellikle ihtiyag

2.2.

duyulmamaktadir ancak eger gerekliyse Boliim II1.1.1.3.-1.1.5.’de agiklandigi sekilde
filtrasyon veya santrifiij islemleri yapilabilir.

. Doku ekstrakt1 esit iki miktarda boliiniir. Yarisi testleme islemi devam ederken +4 ila 10

°C’ de muhafaza edilir, diger yarisina ise, son konsantrasyonu % 10 ila 25 (v/v) olacak
sekilde steril gliserol ilave edilir, vortekslenir ve ihtiya¢ duyulabilecek diger testlerde
kullanilmak tizere — 16 ila - 24 °C’ de (haftalar) veya — 68 ila - 86 °C’ de (aylarca)
saklanir.

Testleme

llgili eklerde yer alan testlere ve optimize edilmis protokollerin tanimlarina ve akis
semasina bakiniz:

Secici izolasyon (Boliim VI.A .4.”¢ bakiniz)
IF testi (Bolim VI.A.5’e bakiniz)

PCR testi (B6lim VI.A.6’ya bakiniz)

FISH testi (B6liim VI.A.7’ye bakiniz)
ELISA testi (Bolim VI.A.8’¢ bakiniz)
Bioassay (Boliim VI.A.9’a bakiniz)
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BOLUM IV

1. Yuzey suyundan ve patatesin islenmesinde Kkullamilan veya patates isleme
tesislerinden bosaltilan atik sulardan R. solanacearum’un tespiti ve tamsi i¢in sema

[ Su 6rnegi (V) }

[ Patojenin yogunlastiriimasi (%) ]

TARAMA TESTLERI
Segici izolasyon (°)
Istege bagh testler: bioassay (*/enrichment PCR(®)/enrichment ELISA (°)

[zolasyondan sonra tipik morfolojiye sahip
koloniler ()

R.solanacearum tespit
HAYIR ~edilmedi
0 Ornek R.solanacearum
ile enfekte degil
EVET
[ Saflastirma ]
[ TANI TESTLERI () | [ PATOJENISITE TESTI () ]

[Her iki test sonucu da saf kiiltiiriin R.solanacearum oldugunu teyit]
etmeli

Ornek
HAYIR R.solanacearum’la
enfekte degil

CEer)

[ Ornek R.solanacearum’la enfekte ]
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Semada yer alan referanslar:

M
@

3)
4
®)
©)

(M
®)

®

(10)

Tavsiye edilen 6rnekleme prosediirii i¢in Boliim IV.2.1.”e bakimiz.

Patojenin yogunlastirma metotlar1 Boliim 1V.2.1.”de verilmistir. Yogunlastirma islemi hem
patojen hem de onunla rekabet eden bakterilerin populasyonlarini artirdigindan, izolasyon
sonucunu etkilemeyecegi durumlarda ancak tavsiye edilebilir.

Secici izolasyon testi Boliim VI.A.4’de tarif edilmistir.

Bioassay testi Boliim VI.A.9’da tarif edilmistir.

Zenginlestirme PCR testi Boliim VI.A.4.2. ve Boliim VI.A.6’da tarif edilmistir.
Zenginlestirme ELISA testi Bolim VI.A.4.2. ve Bolim VI.A.8.’de tarif edilmistir.

Tipik koloni morfolojisi Boliim I1.3.d.’de tarif edilmistir.

Kiiltiire alma, saprofit bakterilerin engellemesi ve rekabetten dolay1 basarisiz olabilir. Eger
saprofitlerin ¢ok yiiksek miktarda olmasindan dolay1 izolasyonun basarisiz oldugu
disiiniiliiyorsa, steril su ile 6rnek seyreltildikten sonra izolasyon tekrarlanmalidir.
R.solanacearum’un saf kiiltiirlerinin, B6liim VI.B’de verilen testler kullanilarak giivenilir
bir sekilde tanist yapilmalidir.

Patojenisite testi Bolim VI.C’de tarif edilmistir.
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YUlzey suyu ve patatesin islenmesinde kullanilan su veya patates isleme tesislerinden
bosaltilan atik sularda R. solanacearum’un tespiti ve tamsi i¢in metotlar

Prensip

Burada agiklanan metot ile yiizey suyunda bulunan patojen tespit edilebilir, ayn1 zamanda
bu metot patatesin islenmesinde kullanilan su veya patates isleme tesislerinden bosaltilan
atik sularda patojenin tespiti i¢in kullanilabilir. Bununla beraber patatesin islenmesinde
kullanilan su veya patates isleme tesislerinden bosaltilan atik sularda, yiizey suyuyla
kiyaslandiginda, patojenle rekabet eden saprofit bakterilerin sayis1 daha fazladir. Saprofit
bakteri populasyonunun yiiksek olmasi da izolasyonun hassasiyetini etkileyebilecektir.
Halbuki asagida yer alan metot ile yiizey suyunun her bir litresinde bulunan 10° bakteri
hiicresinin tespit edilmesi hedeflenmektedir. Patatesin islenmesinde kullanilan su veya
patates isleme tesislerinden bosaltilan atik sulardan yapilacak tespitin hassasiyeti ise,
bundan 6nemli dlgiide diisiik olacaktir. Saprofit bakterilerin populasyonunu azaltabilmek
icin, bu atik sularin 6nce herhangi bir saflastirma islemine (6rnegin ¢oktiirme veya
filtrasyon) tabi tutulmasi ve daha sonra test edilmesi tavsiye edilmektedir. Bu nedenle
elde edilen negatif bir sonucun giivenilirligi degerlendirilirken, bu test metodunun
hassasiyetini sinirlayan faktorler géz oniinde bulundurulmalidir.

Ornegin hazirlanmasi
Not:

- Yiizey suyundan R.solanacearum’u tespit etmek icin su sicakligmin 15 °C’yi astig
ilkbahar sonlar1, yaz ve sonbahar aylar1 en uygun zamandir ve en giivenilir sonuglar bu
donemde yapilan analizler sonucunda alinmaktadir.

- Omek almak igin belirli noktalar tespit edilmelidir. Bu noktalardan yukarida
bahsedilen donemler iginde farkli zamanlarda 6rnekler alinmalidir. Bu sekilde iklimsel
degisikliklerin etkisi minimuma indirilecek ve bu sekilde tespitin giivenilirligi de artmis
olacaktir.

- Yogun yagis alan donemlerde su miktar1 artacagindan patojenin yogunlugu
diisebilecektir. O nedenle bu donemlerde yapilacak oOrnekleme de olumsuz sonug
almabilir. Degerlendirmeler yapilirken bu g6z 6niinde bulundurulmalidir.

- Eger su kaynaklarinin yakinlarinda R.solanacearum’un konukgusu olan bitkiler varsa
bunlara yakin olan noktalardan 6rnekler alinmalidir.

. Segilen 6rnekleme noktalarinda, kiyidan 2 m uzaklikta ve suyun yaklasik 30 cm altindan

tek kullanmimlik steril tiipler veya siseler kullanilarak Ornekler almmalidir. Patates
islemesinde kullanilan su ve isleme tesislerinden bosaltilan atik sulardan alinan 6rnekler
ise, bosaltim noktasindan alinmalidir. Her bir 6rnekleme noktasindan 500 ml’ye kadar
ornek alinmasi tavsiye edilmektedir. Eger daha kii¢iik 6rneklerin alinmasi tercih edilirse,
her bir drnekleme noktasinin en az ii¢ farkli yerinden alinmalidir. Bu durumda her 6rnek
en az 30 mD’lik iki tekerriirlii alt 6rnekten olugmalidir. Yogun bir siirvey calismasi igin,
her 3 km’de bir en az {i¢ 6rnekleme yapilmasi tavsiye edilmektedir.

Alman 6rnekler soguk (+4-10 °C) ve karanlik kosullarda 24 saat igerisinde laboratuara
gonderilmelidir.

Eger bakterinin ¢okeltilmesine ihtiyag duyuluyorsa asagidaki metotlardan biri
kullanilmalidir:

(@) +4-10 °C sicaklikda 10 dakika siireyle 10 000 g’de 30-50 ml’lik alt Grnekler
santrifiij edilir. Ust stvi bosaltilir ve pelet 1 ml pelet tampon ¢ézeltisi (/lave 4) ile
sulandirilir.
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(b) Delik ¢apt minimum 0,4fim olan membran filtreden gailir. Daha sonra bu
membran filtrede kalanlar 5-10 ml pelet tampon ¢ozeltisi kullanilarak yikanir. Bu
metot saprofit bakterilerin miktarimin diisiik oldugu daha biiyiik hacimli su 6rnekleri
icin kullanilir.

Yogunlastirma, patates islemesinde kullanilan su ve isleme tesislerinden bosaltilan atik
sulardan alinan orneklerde tavsiye edilmemektedir. Ciinkii bu islemle saprofitlerin
populasyonu da artmakta ve R.solanacearum’un tespiti engellenmektedir.

Testleme

fgili eklerde yer alan testlere ve akis semasina bakiniz.
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BOLUM V

Topraktan R. solanacearum’un tespit ve tanisi i¢in sema
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Semada yer alan referanslar:

M
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Tavsiye edilen 6rnekleme prosediirii i¢in Boliim V.2.1.”e bakimiz.

Secici izolasyon testi Boliim VI. A.4’de tarif edilmistir.

Zenginlestirme PCR testi Boliim VI. A.4.2. ve Boliim VI. A.6°da tarif edilmistir.

Bioassay testi Boliim VI. A.9°da tarif edilmistir.

Tipik koloni morfolojisi Boliim I1.3.d.’de tarif edilmistir.

Kiiltiire alma, saprofit bakterilerin engellemesi ve rekabetten dolay1 basarisiz olabilir. Eger
saprofitlerin ¢ok yliksek miktarda olmasindan dolay1 izolasyonun basarisiz oldugu
disiiniiliiyorsa, steril su ile 6rnek seyreltildikten sonra izolasyon tekrarlanmalidir.
R.solanacearum’un saf kiiltiirlerinin, Boliim VI. B’de verilen testler kullanilarak giivenilir
bir sekilde tanis1 yapilmalidir.

Patojenisite testi Boliim V1. C’de tarif edilmistir.
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Topraktan R. solanacearum’un tespit ve tanisi icin metotlar
Prensip

Burada agiklanan metot ile toprak orneklerinde bulunan patojen tespit edilebilir, ayni
zamanda bu metot patatesin isleme tesislerinden bosaltilan kat1 atiklardan da patojenin
tespiti i¢in kullanilabilir. Bununla beraber dogal olarak bulasik materyal tizerinde
R.solanacearum populasyonu az miktarda ve/veya diizensiz olarak dagilabilmektedir. Bu
nedenle de tespitin hassasiyeti yeterli diizeyde olmamaktadir.

Bu test metodunun hassasiyetini sinirlayan faktorler, toprak ve kati atiklarda patojenin
varligmi belirlemeye yonelik siirveylerde ve herhangi bir negatif sonug¢ alinmasi
durumunda g6z 6niinde bulundurulmalidir. Toprakta patojenin var olup olmadigini tespit
etmek icin en giivenilir test, hassas bir konuk¢unun dikilmesi ve bunun i zerinde
gbzlemlerin yapilmasidir. Bu metot ile diisiik seviyelerdeki bulagsma bile tespit
edilebilmektedir.

Ornegin hazirlanmasi

Topraktan yapilacak 6rnekleme igin, her 3 da’lik alandaki farkli 60 noktadan topragin 10—
20 cm derinliginden 6rnek alinir. Her bir toprak ornegi 0,5-1 kg olmalidir. Eger patojenin
var oldugundan siipheleniliyorsa, drnekleme noktalarmin sayisi artirilir ve 3 da igin 120
noktadan ornek almir. Ornekler 12-15 °C’de muhafaza edilmelidir. Patates isleme
tesislerindeki kat1 atiklardan alinacak Ornekler ise test edilecek toplam hacmi temsil
edecek sayidaki alandan toplam 1 kg olarak alimmalidir. Testlemeden 6nce her bir 6rnek
iyice kanigtirtlmalidir.

. Toprak veya kati atiklarin 10-25 gr’lik alt 6rneklerini 6150 ml ekstraksiyon tampon

¢ozeltisi (Ilave 4) icinde iki saate kadar calkalanir (250 rpm). Eger ihtiya¢ duyulursa, %
0,02 steril Tween 20 ve 10-20 gr steril gravel ilave ederek toprak parcaciklarinin birbirine
yapismasi engellenir.

Testleme sirasinda siispansiyonlari +4 °C’de muhafaza edilmelidir.
Testleme

Ilgili eklerde yer alan testlere ve akis semasina bakiniz.
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BOLUM VI

R. SOLANACEARUM’UN TESPIT VE TANISI iCiN
OPTIMIZE EDILMIiS STANDART PROTOKOLLER

TESHIS VE TESPIT TESTLERI

Iletim demetlerinden bakteriyel akint: testi

Solgunluk belirtisi gosteren patates, domates veya diger konukgu bitkilerin saplarindan
R.solanacearum basit bir test metoduyla tespit edilebilir: Toprak seviyesinin hemen
iizerinden sap kesilir. Temiz su dolu bir tiip igerisine kesik yiizey daldirilir. Birkag dakika
sonra iletim demetlerinden suya dogru akan bakteriyel akint1 goriilebilecektir.

Poli-R-hidroksibitirat grandllerinin tespiti

1.  Enfekteli dokudan ¢ikan bakteriyel akint1 direk olarak veya YPGA veya SPA (flave
2) besi yerleri iizerinde 48 saat siireyle gelistirilmis bir kiiltiirden lam iizerine
stiriiliir ve yayilir.

2. R.solanacearum Biovar 2 kullanilarak pozitif kontrol hazirlanir ve eger faydal
olacag1 diisiiniiliiyorsa, PHB negatif oldugu bilinen bir tirle negatif kontrol
hazirlanir.

3. Kurumasi igin birakilir. Sabitlemek i¢in lamin alt yiizii birka¢ kez hizlica alevden
gecirilir.

4.  PHB graniilleri Nile Blue veya Sudan Black ile asagida verilen metot ile boyanir ve
mikroskopta gozlenir.

Nile Blue testi:

(a) Nile Blue A’nin % 1” lik suda hazirlanmis solusyonuyla lam boyanir ve 55 °C de 10
dakika siireyle inkube edilir.

(b) Boyama solusyonu bosaltilir. Akan su altinda yavasga kisa siire yikanir. Bir kagit
havluyla fazla su alinir.

(c) % 8 lik suyla hazirlanmis asetik asitle lam boyanir. Oda sicakliginda bir dakika
stireyle inkube edilir.

(d) Akan su altinda yavasca yikanir. Bir kagit havluyla fazla su alinir.

(e) Bir damla suyla tekrar nemlendirilir. Bir lamel kapatilir.

(f) 600-1000° lik biiyiitmede immersion yag altinda 450 nm epifluorescence
mikroskopta yag veya su-immersion objektif kullanilarak lam incelenir.

(g) PHB graniilleri parlak portakal renkli fluorescence gosterir. R. solanacearum’un

tipik hiicre morfolojisi ve graniillerin hiicreler i¢inde olup olmadig1 da normal 151k
mikroskobuyla ayrica kontrol edilir.

Sudan Black testi:

(a)

(b)

(©)

% 70 lik etil alkolde hazirlanmis % 0.3’ liikk Sudan Black B solusyonu ile lam
boyanir ve oda sicakliginda 10 dakika siireyle inkube edilir.

Boyama solusyonu bosaltilir. Musluk suyuyla kisa siireyle yikanir. Fazla su kagit
havluyla alinir.

Lam kisa siireyle xylol icerisine daldirilir. Kagit havluyla kurulanir.
Dikkat! Xylol zararh bir iiriindiir. Ceker ocakta calisiniz.
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(d) Suyla hazirlanmis % 0.5 (w/v)’ lik safraninle boyanir ve oda sicakliginda 10 saniye
siireyle inkube edilir.
Dikkat! Safranin zararh bir iiriindiir. Ceker ocakta cahsinz.

(e) Akan musluk suyunda yavasca yikanir. Kagit havluyla kurulanir. Bir lamel
kapatilir.

() 1000’ lik biliylitmeyle immersion yag kullanilarak 1sik mikroskobuyla boyanan lam
incelenir.

(g) Hiicre duvarlari pembe boyanmis olan R.solanacearum hiicreleri i¢inde PHB
graniilleri mavi-siyah boyanmis olarak goriilecektir.

Agglutinasyon testi

Bakteriyel akint1 veya belirti gosteren doku O6zlerindeki R.solanacearum hiicrelerinin
aggliitinasyonu, kirmizi Staphylococcus aureus hiicreleri veya renkli latex partikiilleri
gibi isaretleyicilerle etiketlenmis onayli antibadiler (/lave 3’e bakiniz) kullanilarak en iyi
sekilde gozlenmektedir. Eger ticari bir kit (/lave 3’e bakiniz) kullamlacaksa, iiretici firma
tarafindan verilen talimatlara uyulur. Aksi takdirde asagida yer alan metod uygulanir:

(a) Pencereli lam iizerinde bakteriyel akinti (yaklasik her bir pencereye 5 ul) ve
etiketlenmis antibadi damlalar1 karigtirilir.

(b) R.solanacearum biovar 2 siispansiyonu ve heterolog bir strain kullanilarak pozitif
ve negatif kontroller hazirlanir.

(c) 15 saniye siireyle hafifce kanstirildiktan sonra pozitif orneklerde olusan
aggliitinasyon gozlenir.

Secici izolasyon
Secici ortama ekim

Not: Bu metot ilk kez uygulanacaksa, 6nceden metodun tespit siurlan ile ilgili bir 6n
deneme yapilir. Daha oOnceden test edilerek negatif oldugu belirlenmis doku
ekstraktlarinin i¢ine R.solanacearum’un 10°-10* cfu/ml’si ilave edilir ve tespit smirlart
belirlenmis olur.

SMSA gibi onaylanmug bir se¢ici ortam kullanilir (Elphinstone et al. tarafindan modifiye
edilen, 1996, Ilave 2’ye bakiniz).

Ortamda gelisebilen diger bakteriler nedeniyle R.solanacearum’u ayirt ederken dikkatli
olunmalidir. Eger ortamda ¢ok yogun bir gelisme ve antagonist bakteriler var ise,
R.solanacearum kolonileri tipik olmayan bir morfoloji sergileyebilirler. Besi yeri
tizerinde diger bakteriler tarafindan R.solanacearum’ un engellenebileceginden
stiphelenildiginde, 6rnek farkli bir test kullanilarak yeniden testlenmelidir.

Taze olarak hazirlanan 6rek doku ekstraktlart kullanildiginda bu metot ile en yiiksek
hassasiyet saglanmaktadir. Bununla beraber bu metot gliserol ile -68 ila -86 °C’de
depolanmis doku ekstraktlari i¢in de uygulanabilir.

R.solanacearum’un viriilent bir biovar 2 straininin (6rnegin NCPPB 4156 = PD 2762 =
CFBP 3857) 10° cfu/ml konsantrasyonluk bir siispansiyonundan seyreltme serisi
hazirlanir. Herhangi bir bulagsma olasiligini ortadan kaldirmak i¢in, pozitif kontroller test
edilecek orneklerden tamamen ayr bir sekilde hazirlanir.

Yeni hazirlanan her SMSA ortami patojenin gelisip gelismedigini kontrol etmek igin
kullanmadan 6nce test edilmelidir.
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Saprofit bakterileri azaltmak igin seyreltme serileri hazirlanir. Ornek doku ekstrakti ve
her bir seyreltme serisinin 50-100 pl’si besi ortamina yayailir.

28 °C de petriler inkube edilir. 48 saat ve daha sonra 6 giine kadar giinliik olarak petrilere
bakilir. R.solanacearum’un tipik kolonileri SMSA ortamu iizerinde siitiimsii-beyaz, diiz,
diizensiz ve akiskandir. Ug giinliik inkubasyondan sonra bu kolonilerin merkezi
pembeden kan kirmizi renge kadar doner.

Not: R.solanacearum’un atipik kolonileri bazan bu ortam tizerinde olusur. Bunlar kiigiik,
yuvarlak, akigkan olmayan veya kismen akiskan olan kirmizi renkli koloniler olusturur.
Bundan dolay1 bunlar1 saprofit bakterilerin kolonilerinden ayirmak giictiir.

Genel bir besi ortamt lizerine ¢izgi ekim veya seyreltme serisi ekim teknigi kullamlarak
ekim yapilir ve bu sekilde siipheli koloniler saflastirilmis olur (/lave 2).

Kiiltiirler oda sicakliginda kisa siireli olarak steril su iginde (pH 6-8, klorsuz su) muhafaza
edilmelidir. Uzun donem saklama i¢in ise soguk zararma karsi koruyan uygun bir ortam
icinde -68 ila -86 °C’ler arasinda muhafaza edilmelidir. Liyofilize kiiltiir olarak da
saklanabilir.

Saf kiiltiirlerin tanis1 Boliim VI.B’de yer alan testlere gore yapilmalidir. Patojenisite
testini Boliim VI.C’de tarif edildigi gibi yapiniz.

Secici ortama ekim testinin sonuglarinin yorumlanmast

Pozitif kontrolde R.solanacearum’un karakteristik kolonilerinin bulunmasi ve diger
bakteriler tarafindan olusturulan bir engellemeden siiphe edilmemesi durumunda; eger
bakteri kolonileri alti giin sonra goriilmiiyorsa veya karakteristik R.solanacearum
kolonileri izole edilmemisse segici besi ortamina ekim testi negatiftir.

R.solanacearum’ un karakteristik kolonileri izole edilmisse, seg¢ici besi ortamina ekim
testi pozitiftir.

Zenginlestirme islemi

Modifiye edilmis Wilbrink broth gibi bir zenginlestirme ortami kullanilir ([lave 2’ye
bakiniz).

Bu iglem, 0rnek doku ekstrakti icindeki R.solanacearum populasyonunu ve tespitin
hassasiyetini artirmak icin kullanilabiliv. Bu islemle PCR reaksiyonunun engelleyicileri
seyreltilmekte ve etkisiz hale gelmektedir (1:100). Ancak bu zenginlestirme islemi
swrasinda  saprofit  organizmalarda  hedef organizma gibi  populasyonunu
artirabileceginden,  bunlarin  olusturacagi  rekabet ve engelleme nedeniyle,
R.solanacearum’un zenginlestirme iglemi basarisizlikla sonuglanabilecektir. Bu sebeple,
zenginlestirilmis broth kiiltiirlerinden R.solanacearum’un izolasyonu ¢ok gii¢ olabilir.
Buna ilaveten serolojik olarak R.solanacearum ile akraba saprofitlerin de populasyonu
artabileceginden, ELISA testinin kullanildigi yerlerde poliklonal antibadilerden ziyade
monoklonal olanlarin kullanilmasi tavsiye edilmektedir.

Zenginlestirilmis-PCR i¢in, DNA’dan ari tiipler veya erlenler igine 10 ml zenginlestirme
brothu (/lave 2) koyulur ve daha sonra bunlara doku ekstrakt1 érneklerinin 100 pl’si ilave
edilir. Zenginlestirilmig-ELISA i¢in, daha fazla miktarda doku ekstrakti 6rnegi broth igine
ilave edilir (6rnegin; 1,0 ml broth igine 100 ul doku ekstrakti 6rnegi).

Calkalayarak 72 saat siireyle 27-30 °C’de inkube edilir ve havalanmay1 saglamak igin
tiiplerin kapaklar1 hafifce gevsetilir.

ELISA veya PCR testinde kullanmadan 6nce iyice karigtirilir.
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Not: Eger herhangi bir sekilde saprofit bakterilerden kaynaklanan bir engelleme veya
rekabet sonucunda bu islemin basarisiz olacagi diisiiniilityorsa, 6rnek doku ekstraktlar
santrifiij veya diger yogunlastirma islemlerinden birine tabi tutulmadan, zenginlestirmenin
yapilmasindan daha iyi sonuglar aliabilecektir.

Immunofluorescence test (IF testi)
Prensip

Istenilen esik degerlere ulasmadaki dogrulugu ispatlandigindan, birinci tarama testi olarak
IF testin kullanimu tavsiye edilmektedir.

IF testi birinci tarama testi olarak kullanilip pozitif sonu¢ alindiginda, izolasyon, PCR
veya FISH ikinci tarama testi olarak yapilmalidir. ikinci tarama testi olarak IF kullamldig
ve IF testi sonucu pozitif sonu¢ alindiginda analizi tamamlamak i¢in akig semasindaki
diger testleri yapmaya gerek vardir.

Not: R.solanacearum i¢in onaylanmus antibadiler kullanilmalidir (web sayfasina bakiniz
http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/ Home/main). Her yeni antibadi agildiginda
titrenin yeniden tespit edilmesi tavsiye edilmektedir. Titre, uygun fluorescein
isothiocyanate (FITC) konjugat kullamimi ve R.solanacearum’un homolog bir strainin
10°-10° hiicre/ml’sini igeren bir siispansiyonun testlenmesiyle optimum reaksiyonun
meydana geldigi en yiiksek seyreltme olarak tanimlanmaktadir. Onayli poliklonal
antiserumlarm tamami en az 1:2000 IF titresine sahiptir. Testleme sirasinda antibadiler
tam titrede veya ¢alisma seyreltmelerine yakin degerlerde kullanilmalidir.

Test taze olarak hazirlanmig doku ekstrakti ornekleri ile gerceklestirilmelidir. Eger
gerekliyse, gliserol altinda -68 ila -86 °C’de depolanmus doku ekstraktlariyla da basarili
olarak yapilabilir. Gliserol, 1 ml pelet tampon ¢ozeltinin (/lave 4) ilave edilip 7000 g’de
15 dakika siireyle santrifiijj edilmesi ve daha sonra tekrar 1 ml pelet tampon ¢ozelti
ilavesiyle oOrnekten uzaklastirilabilir. Bu islem eger lamlar alevden gegirilerek
sabitleniyorsa gerekli degildir.

Ilave 3 B’de belirtildigi gibi patates doku ekstrakt: igcinde ve istege bagli olarak tampon
¢ozelti icinde siispanse edilmis R.solanacearum’un homolog straini veya diger bir
referans straini kullanilarak pozitif kontrol lamlar1 ayr1 olarak hazirlanmalidir.

Dogal olarak enfekte olmus doku ekstrakti (liyofilizasyon veya -16 ila -24 °C’de
dondurulmus) eger miimkiinse ayni lam {izerinde benzer kontrol olarak kullanilmalidir.

Negatif kontrol olarak, daha o6nceden R.solanacearum yoniinden negatif oldugu
belirlenmis doku ekstrakti 6rnekleri kullanilabilir.

Bu test ile birlikte kullanilabilecek standardize edilmis pozitif ve negatif kontrol
materyalleri /lave 3’de listelenmistir.

En az 6 mm ¢apinda tercihen 10 pencereli ¢ok kuyulu mikroskop lamlar1 kullanilir.
Asagida yer alan test yontemlerinden biri kullanilarak test lamlar1 hazirlanir:
(a) Nispeten daha az nisasta igeren peletler:

Ilk pencereye 1/100’liik yeniden siispanse edilmis patates peletinin uygun bir
miktar1 (6 mm capindaki pencereler i¢in 15 pl uygundur ancak daha genis
pencereler icin bu miktar artirilabilir) pipetle konur. Daha sonra ayni sira
tizerindeki diger pencerelere ayni miktarda seyreltilmemis pelet (1/1) pipetle
koyulur. ikinci sira Sekil 1°de verildigi gibi ya aym 6rnek icin kullanilir ya da
ikinci bir 6rnek bu siraya yerlestirilir.

(b)  Diger peletler igin:


http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main�
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Pelet tampon ¢ozelti ile yeniden siispanse edilmis peletin 1/10, 1/100 seyreltme
serileri hazirlanir. Her bir seyreltme ve yeniden siispanse edilmis peletin uygun bir
miktart (6 mm c¢apindaki pencereler i¢in 15 pl uygundur ancak daha genis
pencereler i¢in bu miktar artirilabilir) pencerelerin bir sirast {izerine pipetle
koyulur. ikinci sira Sekil 2°de verildigi gibi ya ayni1 6rnek icin kullamlir ya da
ikinci bir 6rnek bu siraya yerlestirilir.

Oda sicakliginda veya 40—45 °C’de damlaciklar kurutulur. Bakteri hiicreleri isitilarak (60
C’de 15 dakika siireyle), alevden gegirilerek, % 95°lik etil alkolle ya da antibadilerin
temin edildigi yerlerden verilen 6zel talimatlara gore lam iizerine sabitlenir.

Eger gerekliyse, sabitlenen lamlar nemli olmayan kutular igerisinde dondurularak
saklanabilir (maksimum 3 aya kadar).

IF prosediirii

(a)

(©)

5.1 (a)’da hazirlanan test lamina gore:

Seyreltme serilerinin bir serisi hazirlanmir. Birinci kuyuya titrenin '%’si (T/2),
digerlerine titrenin Y4’ (T/4), titrenin '2’si (1/2), titre (T) ve titrenin iki kati
yerlestirilir.

5.1 (b)’de hazirlanan test lamina gore:

IF tamponu i¢inde antibadinin ¢aligma seyreltmesi hazirlanir. Calisma seyreltmesi
Ozgilinliigii etkiler.

Yeniden siispanse edilmis pelet seyreltmeleri

1/100 1/1 1/1 1/1 1/1

(T=titre) T2 T/4 T2 T 2T
omk1 @) @ @ @ @

1 2 3 4 5

o ® @ @ @ @
6 7 8 9 10

Sekil 1. 5.1 (a) ve 5.3 (a)’ya gore test lamlarinin hazirlanmasi

Antiserum/antibadinin ¢aligma seyreltmesi
1/1 1/10 1/100  bos bos

Ornek 1 . . . . .

1 2 4
veaome2| @ @ . @ .
6 7 8 9

10

Sekil 2. 5.1 (b) ve 5.3 (b)’ye gore test lamlarinin hazirlanmasi
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Nemli kagit havlu {izerine lamlar dizilir. Antibadi seyreltmeleri her bir test penceresini
tamamen kapatacak sekilde mikropipet yardimiyla koyulur. Her bir pencereye koyulacak
antibadinin miktari, pencereye daha 6nceden koyulmus olan doku ekstraktinin miktari
kadar olmalidir.

Daha sonra asagida yer alan prosediir uygulanir (Eger antibadinin temin edildigi tiretici
firmanin 6zel bir talimat1 yoksa):

Nemli kagit {izerinde, {izeri kapali olarak oda sicakhiginda (18-25 °C) 30 dakika siireyle
lamlar inkube edilir.

Inkubasyon siiresinin sonunda her bir lam {izerindeki damlalar silkelenir ve lamlar
dikkatlice IF tampona daldirilir. IF tampon-Tween iginde 5 dakika siireyle yikanir daha
sonra IF tampon ile 5 dakika daha yikanir (/lave 4). Lamlar iizerindeki fazla su kagit
havluyla dikkatlice alimuir.

Nemli kagit havlu tizerine lamlar dizilir. Titresi tespit edilmis FITC konjugat seyreltmesi
her bir test penceresini tamamen kapatacak sekilde mikropipet yardimiyla koyulur.
Pencerelere uygulanan konjugatin miktar1 5.3.1°de verilen antibadinin miktariyla esit
olmalidir.

Nemli kagit iizerinde, iizeri kapali olarak oda sicakliginda (18-25 °C) 30 dakika siireyle
lamlar inkube edilir.

Inkubasyon siiresinin sonunda her bir lam {izerindeki damlalar silkelenir ve lamlar
dikkatlice IF tampona daldirilir. IF tampon-Tween iginde 5 dakika siireyle yikanir daha
sonra IF tampon ile 5 dakika daha yikanir (/lave 4). Lamlar iizerindeki fazla su kagit
havluyla dikkatlice almuir.

Her bir pencereye 5-10 ul 0.1 M phosphate buffer gliserol (/lave 4) mikropipetle koyulur
ve bir lamel kapatilir.

IF testinin okunmasi:

FITC’nin harekete gegmesi i¢in gereken uygun filtreli epifluorescence bir mikroskopla
lamlar incelenir. Bu inceleme igin lamlar iizerine immersion yagi koyulur ve 500-1000
biiyiitmede inceleme yapilir. Lam iizerindeki her bir pencerenin capi, dikey ve yatay
yonde olmak iizere taranir. Az sayida ya da hi¢ bakteri hiicresi gézlenmeyen 6rnekler i¢in
en az 40 mikroskop alaninda inceleme yapilir.

[k olarak, pozitif kontrol olarak boyanan lam incelenir. Hiicreler, boyamada kullanilan
antibadi titresi veya galisma seyreltmesinde parlak fluoresan ve tamamen boyanmis
olmalidir. Not: Eger boyama iyi degilse test tekrarlanmalidir (Bliim VI.A.5).

Test pencerelerinde R. solanacearum’ un karakteristik morfolojiye sahip, parlak fluoresan
hiicreleri kontrol edilir. Fluoresanin siddeti, ayni1 antibadi seyreltmesinde pozitif
kontroliin verdigi fluoresan siddetine esit olmalidir. Tam olarak boyanmamis veya zayif
fluoresan veren hiicreler ¢cok sayida olmadik¢a dnemsenmemelidir.

Eger herhangi bir bulasmadan siipheleniliyorsa test mutlaka tekrarlanmalidir. Ayni grupta
boyanan tiim lamlarda pozitif hiicreler goriilityorsa, bu tampon ¢ozeltideki bulagsmadan
kaynaklanabilir. Eger lam iizerindeki pencerelerin disinda hiicreler goriililyorsa,
kullanilan immersion yagda bir bulagsmadan siiphelenilebilir.

R.solanacearum hiicrelerine benzemeyen ancak fluoresan veren hiicrelerin zeminde
olusturdugu yogunluk ve yine patates gobek ve sap pargalarindan elde edilen doku
ekstraktlarinda bulunabilen ve R.solanacearum’a benzer morfolojide ve olgiide olan
saprofit bakterilerin olusturdugu capraz reaksiyonlar IF testine 6zgii problemlerdir.
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5.4.4. Bu testte sadece R.solanacearum’un tipik 6l¢ii ve morfolojisine sahip fluoresan veren

5.4.5.

hiicreler dikkate alinir.
IF testi sonucunun yorumlanmas:

(i) Eger karakteristik morfolojiye sahip parlak fluoresan veren hiicreler varsa, her bir
mikroskop alanindaki hiicrelerin ortalama sayist tespit edilir ve tekrar siispanse edilen
peletin her bir mililitresindeki hiicrelerin sayisi hesaplanir (/lave 5).

Tekrar siispanse edilen peletin her bir mililitresinde en az 5x 10 hiicre olan
orneklerde, IF testi pozitiftir. Bu 6rnekler potansiyel olarak bulasik kabul edilir ve
bulasikligin teyit edilmesi ve kesin kararin verilebilmesi i¢in ilave testler yapilmasina
gerek vardir.

(ii) Tekrar siispanse edilen peletin her bir mililitresinde 5 x 10 *’den az hiicre bulunan
orneklerde, IF testi negatiftir. Bu durumda 6rnek negatif olarak kabul edilir ve ilave
testlerin yapilmasina gerek yoktur.

PCR testi
Prensip

PCR, ilk tarama testi olarak kullanildig1 ve pozitif sonu¢ alindiginda, izolasyon veya IF
testi mutlaka ikinci zorunlu test olarak yapilmalidir. PCR ikinci tarama testi olarak
kullanildig1 ve pozitif bulundugu zaman ise, tam olarak teshisi tamamlayabilmek i¢in akis
semasinda yer alan daha ileri testlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Not: Onceden test edilerek temiz bulunmus patates doku ekstraktlarinin icine,
mililitresinde 10°-10" olacak sekilde R.solanacearum ilave edilmis ve bu doku ekstraktlari
kullanilarak PCR metodunun ilk testlemesi yapilmistir. Bu nedenle tiim laboratuarlarda
hassasiyet ve 0Ozgilinliiglin maksimum seviyelerine ulasmak ic¢in optimizasyon
caligsmalarina ihtiyag vardir.

Ilave 6’da yer alan PCR kimyasallar1 ve protokolleri kullamlmalidir. Dahili kontroliin
kullanildig1 bir metot tercihen segilmelidir.

Hedef DNA ile 6rnegin bulagmasini engellemek icin gerekli tedbirler alinmalidir. Hedef
DNA’yla bulagsma olasiligin1 minimuma indirmek igin, sadece molekiiler biyoloji
calismalar1 i¢in kullanilan bir laboratuarda, deneyimli elemanlarca PCR testi
gercgeklestirilmelidir.

Negatif kontrol (DNA ekstraksiyonu ve tim PCR islemleri igin), daima en son 6rnek
olarak isleme alinmalidir.

PCR testi yapilirken asagida yer alan negatif kontroller kullanilmalidir:

- Daha 6nceden R.solanacearum yoniinden test edilerek temiz bulunmus bir doku
ekstrakt1 rnegi

- Ornekten bakteriyi ve DNA’y1 ¢ikartmak i¢in kullanilan tampon ¢ozeltiler
- PCR reaksiyon karigimi
PCR testi yapilirken asagida yer alan pozitif kontroller kullaniimalidir:

- R.solanacearum ilave edilmis ve yeniden siispanse edilmis peletlerin seyreltmeleri
(Bunlarin hazirlik islemleri /lave 3 B’de yer almaktadir)

- R.solanacearum’un viriilent bir izolati (6rnegin NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP
3857; Ilave 3 B’ye bakimz) kullanilarak militresinde 10° bakteri hiicresi olacak
sekilde su ile hazirlanmis bir siispansiyon

- Eger miimkiinse, PCR testindeki pozitif kontrol érneklerinden ¢ikartilan DNA.
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Bulagma olasihgin ortadan kaldirmak i¢in pozitif kontroller test edilen 6rneklerden
ayr1 bir ortamda hazirlanmahdir.

Doku ekstrakti 6rnekleri miimkiin oldugu kadar topraktan ari olmalidir. Bundan dolayz,
bazi durumlarda, eger PCR protokolii kullanilacaksa, yikanmis patateslerden doku
ekstraktlarinin hazirlanmasi tavsiye edilebilir.

PCR testinde kullanilabilecek standart hale getirilmis pozitif ve negatif kontroller /lave
3’de yer almaktadir.

DNA saflastirma metotlari

Ilave 3’de yer alan ve yukarida bahsedildigi gibi pozitif ve negatif kontrol Srnekleri
kullanilir.

Kompleks 6rnek substratlari igindeki PCR engelleyicileri ve diger enzimatik reaksiyonlar
ortadan kaldirarak, doku ekstrakt ornegi icindeki hedef DNA’y1 saflastirabilecek bazi
metotlar vardir. Asagida verilen metot /lave 6’da yer alan PCR metoduyla beraber
kullanilmak i¢in optimize edilmistir.

(a) Pastrik metodu (2000)

1) 220 ul lysis buffer (100mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8.0], 1 mM EDTA [pH
8.0]) 1.5 mI’lik eppendorf tiip igine koyulur.

2) 100 ul doku ekstrakt1 6rnegi ilave edilir ve 1s1 blogu veya 95 °C’ye 1sitilmis su
banyosunda 10 dakika tutulur.

3) 5 dakika buz iizerinde tutulur.

4) 80 ul lizozim stok solusyonu (mililitresinde 50 mg lizozim olacak sekilde bir
solusyon 10 mM Tris HCI i¢inde hazirlanir, pH 8.0) ilave edilir ve 30 dakika
stireyle 37 °C’de inkube edilir.

5) 220 pl Easy DNA solusyon A (Invitrogen) ilave edilir ve vorteks kullanilarak
iyice karistirilir ve 30 dakika siireyle 65 °C’de inkube edilir.

6) 100 pl Easy DNA solusyon B (Invitrogen) ilave edilir ve tlip igerisindeki
cokeltiler serbest kalip, 6rnek esit bir sekilde jel veya koyu tutkal goriintimii
alana kadar, kuvvetli bir sekilde karistirilir (vorteksle).

7) 500 ul kloroform ilave edilir ve jel goriiniimii azalana ve karisim homojen bir
hale gelinceye kadar vorteks kullanilarak karistirilir.

8) Fazlar1 ayirmak ve interfazi olusturmak i¢in +4 °C’de 20 dakika siireyle 15 000
g’de santrifiij edilir.

9) Her bir tiipte bulunan {ist faz ayr1 temiz bir tiipe aktarilir.

10) % 100’liik etil alkoliin (-20 °C) 1 ml’si ilave edilir ve kisa siireyle vorteksle
karistirilir, 10 dakika siireyle buz iizerinde tutulur.

11) +4 °C’de 20 dakika siireyle 15000 g’de santrifiij edilir ve peletten etil alkol
uzaklagtirilir.

12) 500 ul % 80’lik etil alkol (-20 °C) ilave edilir ve tiip bir asag1 bir yukar:
cevrilerek karistirilir.

13) +4 °C’de 10 dakika siireyle 15 000 g’de santrifiij edilir, pelete dokunmadan etil
alkol uzaklastirilir.

14) Havada veya DNA speed vakum kullanilarak pelet kurutulur.
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15) 100 pl steril ultra saf su (UPW) kullanilarak pelet siispanse edilir ve oda
sicakliginda en az 20 dakika siireyle birakilir.

16) PCR isleminde kullanilana kadar -20 °C’de depolanir.

17) Herhangi bir beyaz c¢okelti olusmas1 durumunda santrifiij yapilir ve PCR igin
DNA’nin 5 ul’si kullanilir.

(b) Diger metotlar

Militrede 10°~10* bakteri hiicresi igeren kontrol 6rneklerden DNA’y1 saflastirabildigi
belirlenmis diger DNA ekstraksiyon metotlar1 kullanilabilir, Qiagen DNeasy Plant
Kit gibi.

PCR

Gegerli olan protokole gére PCR i¢in kontrol ve test orneklerini hazirlaym (Bolim
VLA.6). Ornek DNA ekstraktmin 10" (Ultra saf su iginde 1:10) seyreltmesini hazirlayin.

Bulagsma riski olmayan bir ortamda, yaymlanms protokollere gére (flave 6) PCR
reaksiyon karigimi hazirlanmir. Uygun olan ortamlarda, dahili PCR kontroliin kullanildig:
multiplex PCR’mn kullanimu tavsiye edilir.

PCR protokollerine gore, steril PCR tiipleri igine, her bir 25 pl’lik PCR reaksiyon
karigimi igin 2-5 pl kadar DNA ekstrakti ilave edilir (Zlave 6).

Sadece PCR reaksiyon karigiminin ve PCR reaksiyon karisimi igine 6rnegin yerine ultra
saf suyun (UPW) katildig1 negatif kontrollerde hazirlanir.

Hazirlanan tipler ayni thermal cycler i¢ine yerlestirilir ve optimize edilmis bir PCR
programi kullanilarak calistirilir (Zlave 6).

PCR iiriinliniin analizi

Agaroz jel elektroforez yontemi ile PCR {iriinii analiz edilir. Her bir santimetresine 5-8 V
akim uygulanan Tris-acetate-EDTA (TAE) tampon ¢ézelti (lave 6) iginde bulunan %
2’lik (w/v) agaroz jele, her bir 6rnekten en az 12 pl alinip 3 pl yiikleme tampon ¢ozeltisi
ile karistirilarak yiiklenir. Uygun bir DNA isaretleyici (marker) kullanilir, 6rnegin 100 bp.

Mutajen olan ethidium bromidle ¢alisirken gerekli glivenlik tedbirleri alinir ve jel 30—60
dakika siireyle ethidium bromide (litrede 0.5 mg) i¢inde boyanarak DNA bantlar1 elde
edilir.

Bantlar1 gorebilmek i¢in kisa dalga boyu UV transillumination (A = 302 nm) kullanilir ve
jel bu transilluminator {izerine konularak bantlar gézlenir ve resmi gekilir (Zlave 6).

Herhangi yeni bir bulguda, PCR firiiniiniin giivenilirligini dogrulamak igin, geriye kalan
DNA uygun enzim ve tampon ¢ozelti (/lave 6’ya bakimz) kullamlarak optimum sicaklik
ve siirede inkube edilir ve bu sekilde kesim enzimleri analizi (restriction enzyme analysis)
gerceklestirilmis olur. Daha sonra bunlar agaroz jel elektroforez yontemiyle ayristirilir ve
ethidium bromide ile boyandiktan sonra UV transilluminator kullanilarak kesilen
parcaciklara pozitif kontrollerle karsilastirilarak bakilir.

PCR test sonuglarimin yorumlanmasi:

Tim pozitif kontrollerde (eger multiplex PCR yapilmigsa bitkiye 6zel dahili kontrol
primerleri: beklenen bant dizilisinin oldugu yerde ikinci bir bant olugmalidir)
R.solanacearum icin beklenen bant dizilisi tespit edilip, eger calisilan 6rnekte tespit
edilmediyse PCR testi negatiftir.

Tim negatif kontrollerde herhangi bir bant dizilisi gézlenmeyip, eger c¢alisilan 6rnekte
R.solanacearum icin beklenen bant dizilisi ve gerek duyuldugu hallerde kesim modeli
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(restriction pattern) tespit edildiyse, PCR testi pozitiftir. Pozitif sonucun teyit edilmesi
amaciyla ikinci bir PCR primer seti kullanilarak test tekrarlanabilir (/lave 6).

Not: Eger su ile hazirlanmis olan R.solanacearum’un bulundugu pozitif kontrolde bant
dizilisi gozlenip, patates doku ekstrakti icinde hazirlanmis olan pozitif kontrolde
gozlenmediyse, PCR testini engelleyen bazi engelleyicilerden (inhibitor) siiphelenilebilir.
Dahili PCR kontrollerinin kullanildigr multiplex PCR’da ise, eger beklenen her iki bantta
olusmadiysa, bu PCR reaksiyonunun engellendigini gostermektedir.

Negatif kontrollerin bir veya daha fazlasinda bant olusumu gozlendiyse, bulagsma
olasiligindan siiphelenilir.

FISH testi
Prensip

FISH testi ilk tarama testi olarak kullanilip pozitif sonug¢ alindiginda, izolasyon veya IF
testi ikinci zorunlu tarama testi olarak mutlaka yapilmalidir. FISH testi ikinci tarama testi
olarak kullanilip pozitif sonug alindiginda ise, teshisin tamamlanmasi igin akis semasina
gore daha ileri testlerin yapilmasina gerek vardir.

Not: Bu testte R.solanacearum’a 6zel oligo-problar kullanilir (/lave 7). Onceden analiz
edilerek R.solanacearum yoniinden temiz bulunmus patates doku ekstraktinin i¢ine ilave
edilen R.solanacearum’un, mililitrede 10°~10* hiicresi bu testin 6n denemelerinde tespit
edilebilmistir.

Asagidaki yontem tercihen taze olarak hazirlannms doku ekstrakt oOrnekleri ile
gerceklestirilir, ancak -20 veya -86’da depolanmis Orneklerde de basarili bir sekilde
kullanilmaktadir.

Onceden test edilmis ve R.solanacearum yéniinden temiz bulunmus doku ekstrakt
ornekleri, negatif kontrol olarak kullanilir.

0.01 M fosfat tampon ¢ézelti kullanilarak mililitresinde 10°~10° R.solanacearum biovar 2
(6rnegin strain NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857; [lave 3 B’ye bakiniz) hiicresi
olacak sekilde hazirlannus siispansiyonlar, pozitif kontrol olarak kullamlir. flave 3 B’de
verilen diger R.solanacearum strainleride patates doku ekstraktinin igine katilarak, pozitif
kontroller hazirlanabilir. Kullanilan R.solanacearum strainleri 3—5 giin siireyle inkube
edilmis kiiltiirler olmalidir.

Ornegin iginde bulunan tiim 6karyotlar boyanacagindan, hibridizasyon islemi igin FITC
ile etiketlenmis Gbakteriyel oligo-probe kullanilmaktadir.

Ilave 3 A’da verilen standardize edilmis pozitif ve negatif kontrol materyali de
kullanilabilir.

Patates doku ekstraktiin sabitlenmesi
Asagida yer alan protokol Wullings et al. (1998)’den alinmustir:
Sabitleyici solusyon hazirlanir ({lave 7°ye bakiniz).

100 pl 6rnek eppendorf tiip igerisine pipetle koyulur ve 7 000 g *de 7 dakika santrifiij
edilir.

. Ust stv1 atilir ve pelete yeni hazirlanmus sabitleyicinin 200 ul’si ilave edilir. Vorteksle

karistirilir ve bir saat siireyle buzdolabinda inkube edilir.

. Yedi dakika 7 000 g’de santrifiij edilir, iist siv1 atilir ve pelet 75 pl’e 0.01 M PB ile tekrar

siispanse edilir (/lave 7°ye bakiniz).
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Temiz bir pencereli lam iizerine, Sekil 7.1.de gosterildigi gibi siispansiyonlarin 16 pl’si
damlatilir. Seyreltilmemis iki farkli 6rnek uygulanan her bir lam ve 1:1000’lik seyreltme
(0.01 M PB iginde) yapmak i¢in 10 ul kullanilir. Kalan 6rnek solusyonuna (49 ul) esit
miktarda % 96’lik etil alkol ilave edilir ve daha sonra — 20 °C’de depolanir. FISH
isleminin tekrarlanmasi durumunda, etil alkol santrifiij edilerek 6rnekten uzaklastirilir ve
ayn1 miktarda 0.01 M PB ilave edilir (Vorteksle karistirilir).

Sekil 7.1. FISH laminin plani

Ornek 1 Bos Bos Bos Ornek 2
Pencere 1 Pencere2 Pencere 3 Pencere 4 Pencere 5
Ornek 1 Bos Bos Bos Ornek 2
Pencere 6 Pencere 7 Pencere 8 Pencere 9 Pencere 10

Lamel 1 Lamel 2

. Lamlar iizerindeki damlalar kurumaya birakilir (veya 37 °C’ye ayarlanmus bir

inkubatorde) ve alevden gegirilerek sabitlenir.

Eger istenirse islem bu asamada iken birakilabilir ve hibridizasyon iglemine ertesi giin
devam edilebilir. Lamlar nemsiz, toz olmayan bir ortamda oda sicakliginda tutulmalidir.

Hibridizasyon

% 50, % 80 ve % 90’lik etil alkolde sirasiyla birer dakika tutularak hiicrelerdeki su
uzaklastirilir. Daha sonra lamlar kurumaya birakilir.

Dip kismina 1x hybmix (flave 7) ile 1slatilmis kagit havlu veya filtre kigidi yerlestirilmis
ve hava gecirmeyecek sekilde sikica kapatilmig bir inkubasyon kutusu hazirlanir. Bu kutu
en az 10 da kika siireyle 45 °C’de 1sitilmis hibridizasyon firminda 6n inkubasyona
birakilir.

Her bir lam iizerindeki 3 ve 8 nolu pencereler bos b1raklla_1rak, geriye kalan 1, 2,4, 5, 6, 7,
9 ve 10 nolu pencerelere 10 ul hibridizasyon solusyonu ({/lave 7) koyulur.

Hava kabarcig1 kalmayacak sekilde ilk dort ve son dort pencere 24 x 24 mm’lik lamelle
kapatilir. Lamlar 6nceden 1sitilmis olan inkubasyon ¢emberine yerlestirilir ve karanlikta
45 °C’de hibridizasyon firminda 5 saat siireyle inkubasyona birakilir.

Bir litre siv1 alabilen ii¢ ayr1 beher hazirlanir. Bunlarin birinde 1 litre Milli Q (molecular
grade) su, digerindel litre 1x hy bmix (334 ml 3x hybmix ve 666 m1 Milli Q su) ve
sonuncusunda 1 litre 1/8x hybmix (42 ml 3x hy bmix ve 958 m1 Milli Q su) koyulur.
Bunlar 45 °C’de 1s1tilm1s su banyosunda 6n inkubasyona birakilir.

Lamlarin iizerinden lameller kaldirilir ve lam tasiyiciya yerlestirilir.

Probun fazlasiin uzaklastirilmasi i¢in 45 °C’de i¢inde 1x hybmix bulunan erlende 15
dakika siireyle tutulur.

Buradan alinan lamlar, i¢inde 1/8 hybmix yikama solusyonu bulunan erlene aktarilir ve
15 dakika daha inkube edilir.
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Daha sonra lamlar Milli Q su i¢ine daldirilir ve filtre kagidi lizerine yerlestirilir. Fazla
suyu uzaklastirmak i¢in filtre kagidiyla lamlar yavasg¢a kurulanir. 5-10 upl anti-fading
mountant solusyon (6rnegin Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA veya buna
esdeger bir diger kimyasal) her bir pencere iizerine koyulur ve tiim lam 24 x 60 mm’lik
bir lamel ile kapatilir.

FISH testinin okunmasi

Immersion yag kullanilarak 630 veya 1000 x biiyiitmede epifluorescence bir mikroskop
ile hemen lamlar incelenir. Fluorescein isothiocyanate (FITC) igin uygun bir filtre
kullanildiginda, 6rnegin igindeki dkaryotik hiicreler (¢ogu gram negatif hiicrelerde dahil)
yesil fluoresan boyanir. Tetramethylrhodamine-5-isothiocyanate i¢in uygun filtre
kullanildiginda, R.solanacearum’un Cy3 ile boyanmis hiicreleri kirmizi fluoresan verir.
Pozitif kontrolle hiicrelerin morfolojisi karsilagtirilir. Hiicreler parlak fluoresan ve
tamamen boyanmis olmalidir. Eger boyama iyi degilse FISH testi (Bolim VI.A.7)
tekrarlanmalidir. Lam {izerindeki her bir pencerenin cap1 dikey ve yatay yonde olmak
lizere taranir. Az sayida ya da hi¢ bakteri hiicresi gozlenmeyen ornekler i¢in en az 40
mikroskop alaninda inceleme yapilir.

Test pencerelerinde R. solanacearum’ un karakteristik morfolojiye sahip, parlak fluoresan
hiicreleri kontrol edilir. Fluoresanin siddeti, pozitif kontroliin verdigi fluoresan siddetine
esit ya da ondan daha iyi olmalidir. Tam olarak boyanmamig veya zayif fluoresan veren
hiicreler dikkate alinmamalidir.

Eger herhangi bir bulasmadan siipheleniliyorsa test mutlaka tekrarlanmalidir. Tampon
¢oOzeltideki bulagsmadan dolayi, ayni grupta boyanan tiim lamlarda pozitif hiicreler
goriilebilir ya da eger lam tizerindeki pencerelerin disinda hiicreler goriiliiyorsa kullanilan
immersion yagda bir bulasmadan siiphelenilebilir.

R.solanacearum hiicrelerine benzemeyen ancak fluoresan veren hiicrelerin zeminde
olusturdugu yogunluk ve IF testindeki kadar olmasa da, yine patates gobek ve sap
parcalarindan elde edilen doku ekstraktlarinda bulunabilen ve R.solanacearum’a benzer
morfolojide ve Ol¢lide olan saprofit bakterilerin olusturdugu ¢apraz reaksiyonlar FISH
testine Ozgii problemlerdir.

Bu testte sadece R.solanacearum’un tipik 6l¢ii ve morfolojisine sahip fluoresan veren
hiicreler dikkate alinir.

FISH testi sonucunun yorumlanmast:

(1) Gegerli bir FISH test sonucu igin tiim pozitif kontrollerde, R. solanacearum’un tipik
morfolojiye ve biiyiikliige sahip hiicrelerinin goriilmesi gerekmektedir. Bunlar, FITC
filtresi kullanildiginda parlak yesil fluoresan ve eger rhodamine filtre kullaniliyorsa
parlak kirmizi hiicreler seklinde goriilecektir. Bu arada negatif kontrollerde de
herhangi bir boyama gozlenmemelidir. Eger karakteristik morfolojiye sahip parlak
fluoresan veren hiicreler varsa, her bir mikroskop alanindaki hiicrelerin ortalama
sayisi tespit edilir ve tekrar siispanse edilen peletin her bir mililitresindeki hiicrelerin
sayis1 hesaplanir (/lave 5). Tekrar siispanse edilen peletin her bir mililitresinde en az
5 x 10 hiicre olan 6rnekler potansiyel olarak bulasik kabul edilir ve bulagikhigin teyit
edilmesi ve kesin kararin verilebilmesi igin ilave testler yapilmasia gerek vardir.
Tekrar siispanse edilen peletin her bir mililitresinde 5 x 10°’den az hiicre bulunan
ornekler ise negatif olarak kabul edilir.

(i1)) Rhodamine filtre kullanilarak pozitif kontrollerde parlak kirmizi fluoresan veren
R.solanacearum’un tipik morfolojisi ve biiyiikliigiine sahip hiicreler gézlendiginde,
eger ayni hiicreler ¢alisilan 6rneklerde yoksa FISH testi negatiftir.
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ELISA testi
Prensip

ELISA testinin diger testlere oranla hassasiyeti diisiik oldugundan, IF, PCR veya FISH’e
ilaveten tercihe bagl olarak sadece kullamlabilir. ELISA’ya baslamadan 6nce 6rneklerin
zenginlestirilmesi bu testin hassasiyetinin arttirilmasi i¢in faydalidir, fakat bu sirada
Ornegin i¢indeki diger organizmalarla rekabetten dolay1 bu islemde basarisiz olunabilir.

Not: R.solanacearum igin gegerliligi onaylanmis antibadiler kullanilir (web sayfasina
bakiniz http:/forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/ Home/main). Her yeni antibadi
acildiginda, titrenin yeniden tespit edilmesi tavsiye edilmektedir. Titre,
R.solanacearum’un homolog bir straininin 10°-10° hiicre/ml’sini igeren bir
stispansiyonun testlendigi ve iiretici firmanin tavsiyesine gore uygun bir ikinci
konjugat kullanildiginda, optimum reaksiyonun meydana geldigi en yiiksek
seyreltme olarak tamimlanmaktadir. Testleme sirasinda, antibadiler ticari
formulasyonunda Onerilen titre veya calisma seyreltmelerine yakin degerlerde
kullanilmalidir.

R.solanacearum’un homolog bir straininin 10°-10° hiicre/ml’sini iceren bir
siispansiyon kullanilarak antibadilerin titresi belirlenir.

Daha onceden R.solanacearum yoniinden negatif oldugu belirlenmis bir doku
ekstraktt 6rnegi ve capraz reaksiyon vermeyen bir bakterinin PBS tampon ¢o6zelti
kullanilarak hazirlanmig bir siispansiyonu negatif kontrol olarak kullanilir.

Onceden test edilerek temiz bulunmus patates doku ekstraktlarinin igine,
mililitresinde 10°~10* hiicre olacak sekilde R.solanacearum biovar 2 (6rnegin strain
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857, Ilave 2 A ve B’ye bakiniz) ilave edilir ve
bunlar pozitif kontrol olarak kullanilir. PBS kullanilarak R.solanacearum’un
homolog bir straini ile mililitresinde 10°~10° hiicre olacak sekilde hazirlanan standart
siispansiyon ise, her bir plate’de sonuglarin karsilagtirilmasi amaciyla kullanilir.
Bulagma riskini ortadan kaldirmak i¢in, pozitif kontrollerle ¢alisilan 6rneklerin plate
tizerinde karigsmasinin engellenmesi gerekmektedir.

Bu test ile birlikte kullamlabilecek standardize edilmis pozitif ve negatif kontrol
materyalleri /lave 3 A’da listelenmistir.

Iki ELISA protokoliiniin kullanimi onaylanmustir.
(a) Indirek ELISA (Robinson Smith et al., 1995)

1) Doku ekstrakti 6rneginin 100-200 pl’si kullanilir (bazi durumlarda spesifik
olmayan sonuglar1 azaltabilmek igin, 1s1 blogu veya su banyosunda 4 dakika
stireyle 100 °C de 6rnekler 1sitilir).

2) Double strength coating buffer (/lave 4) esit miktarda ilave edilir ve vorteksle
karistirilir.

3) Mikrotitre plate’in (6rnegin Nunc-Polysorp veya buna esdeger olan) kuyularina,
her bir seyreltmeden 100’ er ul pipetle koyulur. Her bir seyreltme icin en az iki
kuyuya bu uygulama yapilir ve 37 ° C de bir saat veya +4°C de bir gece siireyle
inkube edilir.

4) Kuyulardan doku ekstrakti 6rnekleri tek bir ani hareketle bosaltilir. PBS-Tween
(flave 4)’le 3 kez kuyular yikanir, kuyularda PBS-Tween son yikamada en az 5
dakika siireyle birakilir.
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Blocking buffer (Ilave 4) kullanilarak anti-R.solanacearum antibadilerinin
uygun seyreltmeleri hazirlanir. Kullanimi onaylanmus ticari antibadiler igin,
tavsiye edilen seyreltmeler kullanilir

Her bir kuyuya 100 pl ilave edilir ve 37 © C’de bir saat siireyle inkube edilir.

Kuyulardan tek bir hareketle antiserum bosaltilir. (4)’de oldugu gibi kuyular
yikanir.

Blocking buffer (/lave 4) kullanilarak alkaline phosphatase konjugatin uygun
seyreltmeleri hazirlanir. Kullanimi onaylanmis ticari antibadiler i¢in, tavsiye
edilen seyreltmeler kullanilir

Kuyulardan tek bir hareketle antiserum bosaltilir. (4)’de oldugu gibi kuyular
yikanir.

Alkaline phosphatase substrate solusyonu (/lave 4) hazirlanir. Kuyulara 100 pl
ilave edilir. Oda sicakliginda karanlikta inkube edilir ve 90 dakika siiresince
diizenli araliklarla 405 nm’de absorbans degerleri okunur.

(b) DASIELISA

1)

2)

3)
4)

S)
6)

7)
8)

pH’st 9.6 olan coating buffer kullanilarak, anti-R.solanacearum poliklonal
immunoglobulinlerin uygun seyreltmesi hazirlanir ({lave 4). Her bir kuyuya 200
pl kullanilir. 37 °C de 4-5 saat veya 4°C de 16 saat siireyle inkube edilir.

PBS-Tween (/lave 4)’le 3 kez kuyular yikanir.

En az iki kuyu olacak sekilde her bir doku ekstrakti 6rneginden 190’ar pl
uygulanir. Ayrica her bir plate’e iki kuyuya pozitif ve negatif kontroller ilave
edilir. +4°C de 16 saat siireyle inkube edilir.

PBS-Tween (/lave 4)’le 3 kez kuyular yikanir.

% 0.5 bovine serum albumin (BSA) iceren PBS (flave 4) kullanilarak,
R.solanacearum’a spesifik monoklonal antibadilerin uygun seyreltmeleri

hazirlanir ve 190’ar pl her bir kuyuya uygulanir. 37 °C’de iki saat siireyle
inkube edilir.

PBS-Tween (/lave 4)’le 3 kez kuyular yikanir.

PBS (flave 4) kullanilarak alkaline phosphatase’la konjuge edilmis anti-mouse
immunoglobulinlerin uygun seyreltmeleri hazirlanir. 190ar pl her bir kuyuya
uygulanir ve 37 °C’de iki saat siireyle inkube edilir.

PBS-Tween (/lave 4)’le 3 kez kuyular yikanr.

Substrat buffer’in her bir mililitresinde 1 mg p-nitrophenyl phosphate bulunan
alkaline phosphatase substrate solusyonu (/lave 4) hazirlamir. Kuyulara 200 pl
ilave edilir. Oda sicakliginda karanlikta inkube edilir ve 90 dakika siiresince
diizenli araliklarla 405 nm’de absorbans degerleri okunur.

ELISA test sonuglarinin yorumlanmas:

Pozitif kontrollerin hepsinden, negatif doku ekstrakti 6rneklerinin OD degerinin iki
katindan daha fazla ve 1.0’in iizerinde (substratla 90 dakikalik inkubasyondan sonra) OD
degeri elde edilmek kosuluyla, eger 6rnegin koyuldugu her iki kuyudan okunan ortalama
optik yogunluk (OD) degeri, kontrol olarak yer alan negatif doku ekstrakti 6rneginden
elde edilen degerden < 2x OD ise, ELISA testi negatiftir.

Tiim negatif kontrol kuyularindan elde edilen OD degerleri, pozitif kontroliinkiinden < 2x
oldugunda, eger drnegin koyuldugu her iki kuyudan okunan ortalama optik yogunluk



9.1.

9.2.
9.2.1.

9.2.2.

9.3.

94.

40

(OD) degeri, negatif doku ekstrakti drneklerinden elde edilen degerden > 2x OD ise
ELISA testi pozitiftir.

Pozitif kontrollerdeki negatif ELISA okumalari, testin dogru olarak gergeklestirilmedigini
ya da sonucun bir sekilde engellendigini gosterir. Negatif kontrol kuyularindaki pozitif
ELISA okumalar1 ise, ¢apraz bulasmayi veya spesifik olmayan antibadi baglanisini
gosterir.

Bioassay testi

Not: Onceden analiz edilerek R.solanacearum yoniinden temiz bulunmus patates doku
ekstraktinin icine ilave edilen R.solanacearum’un, mililitrede 10°~10" hiicresi bu testin 6n
denemelerinde tespit edilmelidir (Hazirlanmasi i¢in /lave 3’e bakiniz).

Taze olarak hazirlanmis doku ekstrakti 6regi kullanildigi ve optimum gelisme kosullart
saglandiginda, en yiiksek tespit hassasiyeti beklenebilir. Bununla beraber -68 - -86 "C’de
gliserol altinda depolanan doku ekstrakti oOrnekleri ile de bu test basariyla
gerceklestirilebilir.

Asagida yer alan protokol kullanilir (Janse- 1988):

Her bir 6rnek i¢in 3 gergek yaprak donemindeki hassas bir domates ¢esidinden (6rnegin
Moneymaker veya buna es derecede hassasiyet gosterdigi laboratuar testleri ile tespit
edilmis bir gesit) 10 bitki kullamlir. Ayrmtilar i¢in [lave 8’e bakiniz. Alternatif olarak
patlican bitkileri (6rnegin Black beauty veya buna esdeger hassasiyet gosteren diger bir
cesit) kullanilir, bu bitkilerden 2-3 adet gercek yapraklari tam agilana kadarki donem de
olanlar kullanilir. Belirtiler patlican bitkisinde daha az siddette olusur ve daha yavas
geligir. Bu nedenle miimkiin oldugu yerlerde domates fidelerinin kullanilmasi tavsiye
edilmektedir.

Test bitkilerine 100 ul 6rnek doku ekstrakti verilir.
Enjektor ile inokulasyon

Ince uglu bir enjektér (23G’den daha ince degil) ile kotiledonlarin hemen iizerinden bitki
sap1 inokule edilir. Test bitkileri arasinda érnek dagitilir.

Diiz uzunlamasina bir kesik atilarak yapilan inokulasyon (Slit inokulasyon)

Bitki iki parmak arasinda tutulurken, kotiledonlar ve ilk yapraklar arasindaki sap tizerine
stispanse edilen peletin bir damlasi (yaklasik 5-10 pl) pipetle koyulur.

Steril bir bistiiri kullanilarak, yaklasik 1.0 cm uzunlugunda ve sapin yaklasik 2/3’i
derinligine kadar inen bir ugtan diger uca bir ¢izik, pelet damlasindan baslayarak atilir.

Kesilmis olan yer bir enjektdr kullanilarak steril vazelin ile kapatilir.

R.solanacearum biovar 2’nin viriilent oldugu bilinen bir straini 48 saat siireyle gelistirilir
ve bundan su ile 10°~10° hiicre/ml yogunlugunda bir siispansiyon hazirlamir. Yukarida
anlatilan metot kullanilarak, 5 fide pozitif kontrol olarak bu siispansiyonla inokule edilir.
Negatif kontrol olarakta yine 5 bitki ayn1 yontemle pelet tampon ¢dzeltisiyle (flave 4)
inokule edilir. Capraz bulasmadan kaginmak icin pozitif ve negatif kontrol bitkileri diger
bitkilerden ayrilmalidir.

inokule edilen bitkiler, karantina kosullarma uygun bir sekilde, 25-30 °C ve yiiksek
orantili nem kosullarinda 4 haftaya kadar yetistirilir. Bu sirada bitkiler su eksikligi
nedeniyle olusan solgunluk veya asir1 su yiiklemesinden kaginilacak sekilde uygun bir
sulama programi takip edilerek sulamir. inkube edilen pozitif ve negatif kontrollerde
bulasmadan kagmmak igin, bunlar serada veya yetistirme odasinda ayri yerlerde
tutulmalidir. Eger yer agisindan bir sikinti varsa, bunlar birbirine degme durumu
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olmayacak sekilde steril edilmis bariyerlerle ayrilmalidir. Aynm1 durum farkli drneklerle
inokule edilmis bitkilerin birbirine yakin bir sekilde bulunmasi gerektigi durumlarda da
gecerlidir, bu bitkilerde birbirine degmeyecek sekilde uygun bariyerler kullanilarak
ayrilmahdir. Giibreleme, sulama ve rutin kontrol islemleri sirasinda, ¢apraz bulasmalari
engellemek i¢in azami dikkat gésterilmelidir. Sera veya yetistirme odalarinin boceklerden
arl olmasi ¢ok 6nemlidir. Ciinkii bu bocekler 6rnekten 6rnege bakteriyi aktarabilir.

Solgunluk, epinasti, kloroz ve/veya ciicelesme gibi belirtiler yoniinden bitkiler kontrol
edilir.

Enfekteli bitkilerden izolasyon yapilir (Boliim II.3) ve gelisen koloniler saflastirilarak
tantya gidilir (Bolim VI. B).

Ug hafta sonra herhangi bir belirti goriilmezse, her bir test bitkisinin inokulasyon
noktasiin {izerinden yaklasik 1.0 cm uzunlugunda sap parcalart alinir ve bunlardan
IF/PCR/izolasyon gerceklestirilir. Eger test pozitif ise, seyreltme ekim teknigi uygulanir
(Bolim 4.1).

Gelisen koloniler saflagtirilarak taniya gidilir (Boliim V1. B).
Bioassay test sonu¢larinin yorumlanmasi

Pozitif kontrol olarak kullanilan bitkiler tipik belirtiler olusturup, bu bitkilerden bakteri
tekrar izole edilebiliyorsa ve negatif kontrol olarak kullanilan bitkilerde hicbir belirti
olugsmamissa, bioassay test sonuglari kabul edilebilir test sonuglart olarak kullanilir.

Test bitkileri R.solanacearum ile enfekteli degil ve pozitif kontrolde R.solanacearum
tespit edilmigse, bioassay test sonuglar1 negatiftir.

Eger test bitkileri R.solanacearum ile enfekteli ise bioassay testi pozitiftir.
TANI TESTLERI

Asagida yer alan testlerden farkli biyolojik temele dayanan en az iki tanesi kullanilarak,
R.solanacearum oldugu varsayilan saf kiltirlerin tanisi yapilir. Bu testler yapilirken
gerektigi hallerde Jlave 3’de yer alan bilinen referans strainlerde kullanilir.

Besinsel ve enzimatik tani testleri

Asagida yer alan fenotipik ozellikler, Lelliott ve Stead (1987), Klement et al. (1990) ve
Schaad (2001)’de yer alan metotlara gore belirlenir.

Test Beklenen sonug

Fluorescent pigment -

PHB igerikleri +

Oxidation/Fermentation(O/F) testi O+/F-

Catalase aktivitesi +

Kovac’s oxidase testi

J’_
Nitrat indirgemesi +
Citrate kullanim +

40 °C de gelisme -

% 1 NaCl de gelisme +

% 2 NaCl de gelisme -

Arginine dihydrolase aktivitesi -

Gelatine liquefaction -

Nisasta hidrolizi -

Aesculine hidrolizi -

Levan tiretimi -
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IF testi
Militrede yaklasik 10° hiicre olacak sekilde bir siispansiyon hazirlanir.

Antiserumun seyreltmeleri hazirlanir
(http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

IF boyama yapilir (Boliim VL. A.5).
Eger kiiltiirtin IF titresi pozitif kontroliin titresine esitse, IF testi pozitiftir.

ELISA testi

Not: Eger sadece iki tani testi kullanilacaksa bu metoda ilave olarak diger bir serolojik
test kullanilmamalidir.

Mililitrede yaklasik 10° hiicre olacak sekilde, 1x PBS (flave 4) kullanilarak bir
stispansiyon hazirlanir.

R.solanacearum’a spesifik bir monoklonal antibadi kullanilarak ELISA testi yapilir.
Kiiltiiriin ELISA degeri pozitif kiiltiiriin en az yar1 degeri kadarsa, ELISA testi pozitiftir.
PCR testi

Mililitrede yaklasik 10° hiicre olacak sekilde, molekiiler ¢alismalarda kullanilan steril su
i¢inde bir siispansiyon hazirlanir.

100 pl’lik bakteri siispansiyonu 1s1 blogu veya 100 °C’de kaynayan su banyosu i¢inde 4
dakika siireyle 1sitilir. Ornekler kullanilana kadar — 20 °C’de tutulur.

R.solanacearum’a spesifik primerler kullanilarak PCR islemi gerceklestirilir [6rnegin
Seal et al. (1993); Pastrik ve Maiss (2000); Pastrik et al. (2002); Boudazin et al. (1999);
Opina et al. (1997); Weller et al. (1999)]

Eger olusan PCR iiriinii pozitif kontrol olarak kullanilan strainle aynm dlclide ve aym
RFLP modeline sahipse, R. solanacearum i¢in pozitif bir tan1 yapilmustir.

FISH testi

Mililitrede yaklasik 10° hiicre olacak sekilde ultra saf su (UPW) iginde bir siispansiyon
hazirlanir.

R.solanacearum’a spesifik en az iki oligo-probe kullanilarak FISH testi (Bolim VI.A.7)
yapilir.

Kiiltiir ve pozitif kontrolden ayn1 sonuglar alindiginda FISH testi pozitiftir.

Yag asidi profili (Fatty acid profiling, FAP)

Kiiltiirler, 28 °C’de 48 saat siireyle trypticase soy agar (Oxoid) iizerinde gelistirilir.
Uygun FAP prosediirii uygulanir (Janse, 1991; Stead, 1992).

Calisilan ornek pozitif kiiltiiriin profiliyle ayniysa, FAP testi pozitiftir. 14:0 30H, 16:0
20H, 16:1 20H ve 18:1 20H yag asitlerinin bulunmast ve 16:0 30H’in olmamasi
Ralstonia sp. igin belirleyici bir dzelliktir.

Stain karakterizasyon metotlari

R.solanacearum’un yeni bir ornekte tespit edildigi her durumda, asagidaki metotlardan
biri kullanilarak strain karakterizasyonunun yapilmasi onerilir.

Bu testler yiiriitiiliirken bilinen referans strainlerde testlerde kullanilmahdir (flave 3’e
bakiniz).
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Biovar tespiti

R.solanacearum, ii¢ disakkarit ve 3 heksoz alkoliinii kullanma ve/veya oksitleme
kabiliyetine gore, biovarlara ayrilmistir (Hayward, 1964 ve Hayward et al., 1990). Biovar
testi icin kullanilan besi yeri flave 2’de verilmistir. Bu testte R.solanacearum saf
kiiltiirlerinin besi yerlerine igne ile inokulasyonu yapilir ve 28 °C’de inkube edilir. Eger
ortam steril 96 kuyulu bir plate’e 200’er pl olarak paylastirilirsa, pozitif test sonucunu
gOsteren zeytin yesilinden sariya donen renk 72 saat igerisinde gozlenebilir.

Biovar
1 2 3 4 5
Kullanima:
Maltose - + + +
Lactose - + + - +
Cellobiose - + + - +
Mannitol - - + + +
Sorbitol - - + + -
Dulcitol - - + + -
Biovar 2 nin alt fenotiplerinin farklilagmalarini gsteren ilave testler
Biovar 2 Biovar 2A Biovar 2T
. . (Sili ve (Tropikal
(Dunya genelinde |\ o hivarda bolgelerde
dagilim) olomblya g
bulundu) bulundu)
Trehalose kullanimi - + +
meso-inositol
kullanimi * ) *
D-ribose kullanimi - - +
Pektolitik aktivite (') diisiik diisiik Y uksek

(1) Lelliott veStead (1987)’e bakiniz.

7.2.

7.2.1.
7.2.2.

7.2.3.
7.3.

Genomik parmak izi

R.solanacearum kompleksi igindeki strainlerin molekiiler olarak ayristirilmasi bazi
teknikler kullanilarak yapilabilir. Bunlar asagida verilmistir:

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) analizi (Cook et al., 1989).

REP, BOX ve ERIC primerleri kullanilarak repetitive sequence PCR (Louws et al., 1995;
Smith et al., 1995).

Amplified fragment length polymorphism (AFLP) analizi (Van der Wolf et al., 1998).
PCR metodu

RFLP analizi (Cook et al., 1989) ve 16S rDNA dizileme (Taghavi et al., 1996)’de
tammlandig1 gibi, spesifik PCR primerleri (Pastrik et al., 2002; flave 6’ya bakinz),
R.solanacearum’un boliim 1 (biovar 3,4 ve 5) ve boliim 2 (biovar 1, 2A ve 2T)’ye ait
strainlerinin farklilastirilmasinda kullanilabilir.
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DOGRULAMA TESTI

Patojenisite testi, R.solanacearum olarak tanisi yapilan Kkiiltiirlerin viriilensligini
degerlendirmek ve R.solanacearum’un teshisinin dogrulanmasi amaciyla yaplmalidir.

2) R.solanacearum’un pozitif kontrol straini (6rnegin NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP
3857; Ilave 3’¢ bakiniz) ve test edilen izolatin 2448 saatlik kiiltiirinden ml’ de 10°
hiicrelik bir inokulum hazirlanir

3) Hassas ii¢ gercek yaprakli donemdeki 5-10 domates veya patlican bitkisi inokule
edilir (B6lim VI.A.9’a bakiniz).

4) Kuraklik veya su fazlasindan kaginmak i¢in uygun bir sulama programiyla beraber
yiiksek orantili nem ve 25-28 °C’de 2 hafta kadar inkubasyona birakilir. Saf kiiltiirle
calisildiginda 14 giin icerisinde tipik solgunluk belirtileri olugsmalidir. Eger bu
siirenin sonunda bu belirtiler olusmamussa, kiiltiir R.solanacearum’un patojenik
formu olarak dogrulanamaz.

5) Solgunluk ve/veya epinasti, kloroz, ciicelesme belirtileri gozlenir.

6) Belirti vermeyen bitkilerin inokulasyon noktalarinin iizerinden yaklasik 2 cm’lik bir
sap parcasi aliarak bundan izolasyon yapilir. Steril destile su veya 50 mM fosfat
tampon ¢ozeltisi ([lave 4) icinde siispanse edilir veya ezilir. Bu siispansiyondan
tercihen secici besi yerine olmak iizere ([lave 2) ¢izgi ekim veya yayarak ekim
yapilir, 28 °C’de 72 saat inkube edilir ve R.solanacearum’un tipik kolonileri kontrol
edilir.
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Tlave 1

Protokollerin optimizasyonu ve gecerliliginin tespit edildigi testlere katilan

laboratuarlar

Laboratuar (V) Sehir Ulke
Agentur fur Gesundheit und Ernahrungssicherheit Viyana ve Linz Avusturya
Department Gewasbescherming Merelbeke Belgika
Plantedirektoratet Lyngby Danimarka
Central Science Laboratory York Ingiltere
Scottish Agricultural Science Agency Edinburg Iskogya
Laboratoire National de la Protection des Vegetaux, Angers Fransa
Unite de Bacteriologie
Laboratoire National de la Protection des Vegetaux, Le Rheu Fransa
Station de Quarantine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Almanya
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Almanya
State Laboratory Dublin Irlanda
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Bologna Italya
Agroambientali
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Verona Italya
Fitosanitari
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Hollanda
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Hollanda
Direccao-Geral de Proteccao das Culturas Lizbon Portekiz
Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Ispanya
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencia Ispanya
Swedish University of Agricultural Sciences Uppsala Isveg

(") Arastirmacilarla baglantiya gegmek igin,

http://forum.europa.cu.int/Public/irc/sanco/Home/main web sayfasina bakiniz.



http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main�

Tiave 2

Ralstonia solanacearum’ un izolasyonu ve gelistirilmesi icin besiyerleri

(a)  Genel besiyerleri
Nutrient Agar (NA)
Nutrient agar (Difco) 230¢g
Destile su 1.0 litre

Karisimdaki maddeler eritilir. 15 dakika 121 °C de otoklavla sterilize edilir.

Yeast-Peptone-Glucose Agar (YPGA)

Yeast extract (Difco) 50¢g
Bacto peptone(Difco) 50¢g
D(+) Glucose (monohidrat) 100 g
Bacto agar (Difco) 150¢g
Destile su 1.0 litre

Karisimdaki maddeler eritilir. 15 dakika 121 °C de otoklavla sterilize edilir.

Sucrose Peptone Agar (SPA)

Sucrose 20.0 g.
Bacto peptone(Difco) 50¢g
MgS0,.7H,0 025¢g
Bacto agar (Difco) 150¢g
Destile su 1.0 litre
pH 7.2-7.4

Karisimdaki maddeler eritilir. 15 dakika 121 °C de otoklavla sterilize edilir.

Kelman in Tetrazolium Agart

Casamino acid (Difco) 1.0g
Bacto peptone (Difco) 100 g
Dextrose 50¢g
Bacto agar (Difco) 150¢g
Destile su 1.0 litre

Karisimdaki maddeler eritilir. 15 dakika 121 °C de otoklavla sterilize edilir.

50 °C’ ye sogutulur ve litrede 50 mg’ lik bir son konsantrasyon saglamak i¢in 2,3,5-
triphenyl tetrazolium chloride (Sigma) nin filtre sterilize edilmis sulu solusyonu ilave
edilir.

(b)  Gegerliligi onaylanmus secici besiyerleri

SMSA besiyeri (Engelbrecht, 1994, 1996’da Elphinstone tarafindan modifiye edilmis )

Temel ortam
Casamino asit (Difco) 1.0g
Bacto-peptone (Difco) 100 g
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Glycerol 5.0 ml
Bacto-Agar (Difco); Not 2’ye bakiniz 150¢g
Destile su 1.0 litre

Karisimdaki maddeler eritilir. 15 dakika 121 °C de otoklavla sterilize edilir.

50 °C ye sogutulur ve agagida stok solusyonlar1 verilen maddeler filtre sterilizasyondan
sonra ilave edilir:

Crystal violet (Sigma) litrede 5 mg

Polymixin B siilfat (Sigma P-1004) litrede 600.000 iinite (yaklasik 100 mg)
Bacitracin (Sigma B-0125) litrede 1250 {inite (yaklasik 25 mg)
Chloramphenicol (Sigma C-3175) litrede 5 mg

Penicillin — G (Sigma P-3032) litrede 825 tinite (yaklasik 0.5 mg)

2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride (Sigma)  litrede 50 mg

Not:
1. Yukarida verilenler disindaki kimyasallarin  kullanimi  R.solanacearum ’un
gelismesini etkileyebilir.

2. Bacto-agar (Difco)'in yerine Oxoid Agar No:1 kullamlabilir. Bu durumda
R.solanacearum’un gelismesi daha yavas olacaktir. R.solanacearum’un tipik
kolonilerinin geligimi 1-2 gun daha uzun slrebilir ve kirmizi renk daha agiktir.

3. Bacitracin  konsantrasyonunun litrede 2500  iiniteye  ¢ikarilmasiyla,
R.solanacearum’un  gelisimi etkilenmeden saprofit bakterilerin  populasyonu
azaltilabilir.

Hazirlanmig olan antibiyotik stok solusyonlari ve besiyerleri karanlikta +4 °C de
depolanir ve bir ay i¢inde kullanilmalidir.

Besiyerlerini kullanmadan 6nce petrilerde olusmus su damlalart kurutulmalidir.
Asir1 derecede kurumusg besiyerleri kullanilmamalidir.

Hazirlanan yeni besiyerlerinde kalite kontroliinii yapmak i¢in, R.solanacearum’un pozitif
kontrolii bu besiyerlerine ekilir ve 2-5 giin siireyle 28 °C de inkubasyondan sonra tipik
kolonilerin olusup olusmadigr gozlenir.

Gecerliligi onaylanmis zenginlestirme ortam

SMSA Broth (Elphinstone et al., 1996)

Bacto-Agar ve 2, 3,5 -tetrazolium chloride ilave etmeksizin SMSA segici besi yeri
hazirlanir.

Modifiye edilmis Wilbrink broth (Caruso et al., 2002)

Sucrose 10 g
Proteose peptone Sg
MgSO, 025¢g
NaNO’ 025¢
Destile su 1 litre

15 dakika 121 °C de otoklavla sterilize edilir ve 50 °C ye sogutulur.
SMSA broth i¢in antibiyotik stok solusyonlardan ilave edilir.
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Ilave 3
A.  Ticari olarak satilan standart hale getirilmis kontrol materyali
(a) Bakteriyel izolatlar

Asagida verilen bakteriyel izolatlarin, ¢apraz bulasmadan kac¢inmak i¢in, ya pozitif
kontrol olarak (Tablo 1) ya da testlerin optimizasyonu sirasinda (Tablo 2) standart
referans materyal olarak kullanimi tavsiye edilir. Tiim strainler ticari olarak asagidaki
merkezlerde mevcuttur:

1. National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB), Central Science
Laboratory, York, Ingiltere

2. Culture Collection of the Plant Protection Service (PD), Wageningen, Hollanda

3. Collection Francaise de Bacteries Phytopathogenes (CFBP), INRA Station
Phytobacteriologie, Angers, Fransa

Tablo 1. R.solanacearum’un referans izolatlari

NCPPB Kod | SMT Diger Kodlar Orijin ulke Biovar
NCPPB 4153 6 CFBP 4582, Pr 3020, EURS11 Misir 2
NCPPB 4154 10 CFBP 4585, 550, EURS21 Tiirkiye 2
NCPPB 3857 12 CFBP 4587, Pr 1140, EURS26 Ingiltere 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Kibris 2
NCPPB 2505 24 CFBP 4599, EURS50 Isveg 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURS55 Belgika 2
NCPPB 4156 71 (*) | PD 2762, CFBP 3857 Hollanda 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 Fransa 2
NCPPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80 Portekiz 2
NCPPB 4160 69 | IVIA-1632-2 Ispanya 2
NCPPB 4161 76 B3B Almanya 2
NCPPB 325 41 CFBP 2047, KEL60-1, R842 A.B.D 1
NCPPB 3967 42 CFBP 4610, R285, GONg7 Kostarika 1
NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, SEQ205 Kolombiya 2
NCPPB 3985 44 CFBP 4612, R578, CIP312 Peru 2T
NCPPB 3989 45 CFBP 4613, R568, CIP226 Brezilya 2T
NCPPB 3996 46 CFBP 3928, R276/355, CIP72, SEQ225 Peru 3
NCPPB 3997 47 CFBP 4614, R280/363, CIP49, HAYO0131a Avustralya 3
NCPPB 4029 48 CFBP 4615, R297/349, CIP121, CMIb2861 Sri Lanka 4
NCPPB 4005 49 CFBP 4616, R470 Filipinler 4
NCPPB 4011 50 CFBP 4617, R288, HEmps2 Cin 5
(*) R.solanacearum biovar 2 (1irk 3)’nin standart referans straini olarak kullanilir.
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Tablo 2. Tespit testlerinin optimizasyonunda kullanilan serolojik veya genetik olarak akraba
bakterilerin SMT referans paneli

NCPPB Kod | SMT Diger Kodlar Tani

NCPPB 4162 51 | CFBP 1954 Bacillus polymyxa (")

NCPPB 4163 52 | CFBP 1538 Pseudomonas marginalis pv.marginalis (')

NCPPB 4164 — | CFBP 2227 Burkholderia cepacia (%)

NCPPB 4165 — | CFBP 2459 Ralstonia pickettii (%)

NCPPB 4166 58 | CFBP 3567, CSL Pr1150 Ralstonia pickettii (")

NCPPB 4167 60 | CFBP 4618, PD 2778 Ralstonia sp. (")

NCPPB 1127 53 | CFBP 3575 Burkholderia andropogonis (')

NCPPB 353 54 | CFBP 3572 Burkholderia caryophylli (')

NCPPB 945 55 | CFBP 3569 Burkholderia cepacia (")

NCPPB 3708 56 | CFBP 3574 Burkholderia glumae (")

NCPPB 3590 57 | CFBP 3573 Burkholderia plantarii (')

NCPPB 3726 59 | CFBP 3568 Banana Blood Disease Bakterisi (') (*) )

NCPPB 4168 61 CFBP 4619, TPO S339 Enterobacter sp. (")

NCPPB 4169 62 | IPO 1695 Enterobacter sp. (")

NCPPB 4170 63 | CFBP 4621, IPO S306 Ochrobactrum anthropi (') ()

NCPPB 4171 64 | CFBP 4622, IPO 1693 Curtobacterium sp. () ()

NCPPB 4172 65 | IPO 1696a Pseudomonas sp. (1)

NCPPB 4173 — | PD2318 Aureobacterium sp. (°)

NCPPB 4174 81 | IVIA 1844.06 Flavobacterium sp. () ()
Poliklonal antiserumla serolojik testlerde (IF ve/veya ELISA) potansiyel olarak ¢apraz
reaksiyon verebilecek strainler

@ PCR testinde, OLI-1 ve Y-2 spesifik primerleri kullanildiginda olusan bantlarla ayni 6lciide
bant olusturabilecek strainler

®) Endonezya’da muz iizerinde sadece varligi bildirilen ve c¢ogu testte capraz reaksiyon
verebilecek strain

(b)

Ticari olarak mevcut standart kontrol materyal
Asagidaki standart kontrol materyal NCPPB kiiltiir koleksiyonunda mevcuttur.

Tiim testlerde negatif kontrol olarak kullanilabilecek 200 saglikli patates yumrusundan
elde edilmis patates doku ekstraktinin dondurularak kurutulmus peleti

Serolojik testlerde ve PCR’da pozitif kontrol olarak kullanilabilecek R.solanacearum
biovar 2 (strain NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857)’nin 10°~10* ve 10*~10° hiicresini
iceren 200 saglikli patates yumrusundan elde edilen patates doku ekstraktinin
dondurularak kurutulmus peleti. Dondurarak kurutma sirasinda hiicrelerin canlilig
etkilenebildiginden, izolasyon veya bioassay testlerinde standart kontrol olarak uygun
degildirler.

Serolojik testlerde pozitif kontrol olarak kullanilabilecek R.solanacearum biovar 2 (strain
NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857)’nin mililitrede 10° hiicresini igeren formalinle
sabitlenmis slispansiyonlari.

PCR/IF ve FISH tarama testlerinde kullamilacak pozitif ve negatif kontrollerin
hazirlanmasi

R.solanacearum race 3/biovar 2 (strain NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857)’nin
viriilent bir straini SMSA ortaminda 48 saat siireyle gelistirilir. Bu kiiltiirden 10 mM
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fosfat tampon ¢ozelti kullanilarak mililitrede 2 x 10° olacak sekilde bir siispansiyon
hazirlanir. Bu, 600 nm’de 0,15 optik yogunluga esit hafif bulaniklikta bir siispansiyondur.

R.solanacearum’dan ari oldugu bilinen beyaz kabuklu bir patates c¢esidinin 200
yumrusunun gébek parcalart ¢ikarilir.

Gobek pargalari her zaman oldugu gibi islenir ve pelet 10 ml ile tekrar siispanse edilir.

Tekrar siispanse edilen peletle, steril 1.5 m I’lik tiipler i¢inde 10 adet 900 ul’lik
stispansiyonlar hazirlanir.

Birinci tiipe R.solanacearum’un siispansiyonundan 100 pl ilave edilir ve vortekslenir.
Bundan sonra gelen bes tiip kullanilarak 10°luk seyreltmeler hazirlanir.

Bu alti tiip pozitif kontrol olarak kullanilacaktir. Geriye kalan R.solanacearum
bulastirilmamus 4 tiip ise negatif kontrol olarak kullanilacaktir. Bu tiipler etiketlenir.

Her bir kontrol 6rneginin 100 pl’lik 9 a det tekerriirii, steril 1.5 ml’lik tiipler i¢inde
hazirlanir. — 20 °C’de kullanilana kadar depolanr.

Kontrol orneklerinde R.solanacearum’un varligi ve miktar1 IF boyama yapilarak
dogrulanur.

PCR testi i¢in, pozitif ve negatif kontrol 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu yapilir.
IF ve FISH testleri igin, pozitif ve negatif kontrol 6rneklerinden tetleme yapilir.

IF, FISH ve PCR testleri i¢in, R.solanacearum’un en az 10° ve 10" hiicre/ml’si tespit
edilmelidir. Negatif kontrollerde ise hicbir hiicre tespit edilmemelidir.
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Tlave 4

Testlerde kullamlacak tampon cozeltiler

Kural: Sterilize edilmis ve kapaklar1 agilmamis tampon ¢ozeltiler bir yil siiresince saklanabilir.

1.2.

2.2.

Ornek hazirlanmas: icin tampon ¢ozeltiler
Ekstraksiyon tampon ¢6zeltisi (50 mM fosfat tampon, pH 7.0)

Bu tampon; parcalama veya c¢alkalama yoluyla bitki dokularindan bakterinin
cikartilmasinda kullanilir.

Na,HPO, (susuz) 426¢
Destile su 1 litre

Icindekiler ¢oziiliir ve pH kontrol edilir. 15 dakika 121 °C’ de otoklavda sterilize edilir.

Asagidaki maddelerin kullanimi tavsiye edilir:

Amag Miktar (litre)
Lubrol flakes topaklanma engelleyici (*) 05¢g
DC Slicone antifoam kopiiklenmeyi engelleyici (*) 1.0 ml
Tetrasodiumpyrophosphate antioksidant 10g
Polyvinylpyrolidone-40000 (PVP-40) PCR engelleyicilerini baglayan S0g

(*) Ekstraksiyon metodu olarak pargalama yontemi kullanildiginda onerilir.
Pelet tampon ¢ozeltisi (10 mM fosfat tampon pH 7.2)

Bu tampon; patates gdbek pargalart ve peletlerinin sulandirilmast ve tekrar siispanse
edilmesinde kullanilir.

NazHPO4.12H20 2.7 g
NazHPO4.2H20 04 g
Destile su 1 litre

Icindekiler ¢oziiliir ve pH kontrol edilir. 15 dakika 121 °C’ de otoklavda sterilize edilir.
IF testi icin tampon ¢ozeltiler
IF tampon ¢o6zeltisi [10mM fosfat buffer saline (PBS) pH 7.2]

Bu tampon; antibadilerin sulandirilmasinda kullanilir.

Na,HPO,.12H,0 27¢g
NazHPO4.2H20 04 g
NaCl 80¢g
Destile su 1 litre

Icindekiler ¢oziiliir ve pH kontrol edilir. 15 dakika 121 °C’ de otoklavda sterilize edilir.
IF tampon ¢6zeltisi - Tween
Bu tampon; lamlarin yikanmasinda kullanilir.

IF tampona % 0.1° lik Tween 20 ilave edilir.
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Glycerol fosfat tampon ¢ozeltisi, pH 7.6

Bu tampon; fluoresan1 zenginlestirmek i¢in IF laminin pencereleri iizerine konulan bir

yayict sivi olarak kullanilir.

Na,HPO,.12H,0 32¢g
NazHPO4.2H20 0.15 g
Glycerol 50 ml
Destile su 100 ml

Ticari olarak mevcut olanlar: Vectashield (Vector Laboratories) veya Citifluor (Leica).

Indirek ELISA testi icin tampon cozeltiler
Double strength coating buffer, pH 9.6.

N32C03
NaHCO3
Destile su

Icindekiler ¢oziiliir ve pH &lgiiliir. 15 dakika 121 °C de otoklavda sterilize edilir.
Eger doku 6zii yiiksek dl¢giide aromatik bilesikler iceriyorsa, antioksidan olarak % 0.2’ lik

sodyum siilfit ilave edilebilir.
10X Fosfat Buffer Saline (PBS), pH 7.4.

NaCl

KH,PO,
Na,HPO,.12H,0
KCl

Destile su

PBS-Tween

10X PBS
%10 Tween 20
Destile su

6.36¢g
11.72 g
1 litre

80 g
2g
29¢g
2g

1 litre

100 ml
5 ml
895 ml

Blocking (antibody) buffer (taze olarak hazirlanmalidir)

10X PBS

Polyvinylpyrrolidone-44000 (PVP-44)
% 10 Tween 20

Siit tozu

Destile su

Alkaline phosphatase substrate solusyonu, pH 9.8.

Diethanolamine
Destile su

Karistirilir ve derisik HCI ile pH 9.8’ e ayarlanr.
Destile suyla 1 litreye tamamlanir.

0.2 g MgCl, ilave edilir.

Solusyonun her 15 ml si igin 5 mg’lik iki phosphatase substrat tableti (Sigma) ¢oziiliir.

DASI ELISA testi icin tampon ¢ozeltiler
Coating buffer, pH 9.6.
N32C03

10 ml

20¢g

0.5ml

05¢g

100 ml’ye tamamlanir.

97 ml
800 ml

1.59¢
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NaHCO3
Destile su

Icindekiler ¢oziiliir ve pH 9.6’ya ayarlanir.
10X Fosfat Saline Buffer (PBS), pH 7.2-7.4.

NaCl

NaHzP O42H20
Na,HPO,.12H,0
Destile su
PBS-Tween

10X PBS
%10 Tween 20
Destile su

Substrate buffer, pH 9.8.

Diethanolamine
Destile su

Karigtirilir ve derisik HCl ile pH 9.8 e ayarlanir.

293 ¢
1 litre

80 g
4g
27g
1 litre

50 ml
5 ml
950 ml

100 ml
900 ml
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Ilave 5
IF ve FISH testindeki bulagsma seviyesinin tespiti

Her bir goriis alanindaki tipik fluoresan hiicrelerin miktar1 sayilir ().

Her bir penceredeki tipik fluoresan hiicrelerin miktar1 hesaplanir (C).
C= cxS/s

S= Cok pencereli lamda tek bir pencerenin pencerenin yiizey alani
s= Objektif alaninin yiizey alam
s= mi’/ 4G’K’
i= alan katsayis1 (okiiler tipine baglidir ve 8 den 24’ ¢ kadar degisir)
K = tiip katsayis1 (1 veya 1.25),
G = Objektif biiytitmesi (100x, 40x gibi).

Tekrar slispanse edilen peletin mililitresindeki tipik fluoresan hiicrelerin miktarini
hesaplaym (N).

N=Cx 1000/ yx F

y= Her bir penceredeki tekrar siispanse edilen peletin hacmi
F= tekrar siispanse edilen peletin seyreltme faktorii
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Tlave 6

Gecgerliligi onaylanmis PCR protokolleri ve kimyasallari

Kullamilan protokol doku ekstrakti 6rneginin her bir mililitresindeki 10° — 10* R. solanacearum
hiicresini tespit edebilmelidir.

Ayrica Ilave 3’de yer alan bakteriyel strainler ile yanlis pozitif sonug vermemelidir.

1.
1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Seal et al.”in PCR protokolii (1993)
Oligoniikleotid primerler

Forward primer OLI-1 5’ - GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC -3’
Reverse primer Y-2 5" — CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT -3’

R. solanacearum’un DNA’s1 i¢in beklenen bant biiyiikligii = 288 bp

PCR reaksiyon karigimi
Kimyasal Her bir reaksiyon Son konsantrasyon
icin kullanilacak
miktar ( 1X)

Steril ultra saf su (UPW) 17,65 ul
10X PCR buffer (') (15 mM Mg Cl,) 2,5 ul 1X (1,5 mM Mg Cl,)
dNTP mix (20 mM) 0,25 pl 0,2 mM
Primer OLI-1 (20 uM) 1,25 ul 1 uM
Primer Y-2 (20 uM) 1,25 pl 1 uM
Taq polimeraz (5 U/ pl) (V) 0,1 pl 0,5U
Ornek hacmi 2,0 ul

Toplam hacim 25 ul
(") Bu metodun gegerliligi, Perkin Elmer (AmpliTaq) ve Gibco BRL marka Taq
polimeraz kullanilarak onaylanmustir.

PCR reaksiyon kosullar1
Asagidaki program kullanilir:

1 dongii @) 96 °C’de 2 dakika (DNA nin pargalanmasi)

35 dongii (ii) 94 °C’de 20 saniye (DNAnin pargalanmasi)
(iii) 68 °C’de 20 saniye (primerlerin baglanmasi)
(iv) 72 °C’de 30 saniye (kopyanin uzamast)

1 dongii W) 72 °C’de 10 dakika (son uzama)
(vi)  4°C’de tutma ()

Bu program, Perkin Elmer 9600 thermal cycler kullanilarak optimize edilmistir. Thermal
cycler cihazinin diger modellerinin kullanilmasi durumunda (ii), (iii) ve (iv) nolu
dongiilerin siirelerinde degisikliklere gidilebilir.

Cogaltilan {irtiniin kesim enzimleriyle analizi

R.solanacearum’dan gogaltilmis olan PCR iiriinii 37 °C’de inkubasyondan sonra Ava II
enzimiyle kesilerek farkli bir restriction fragment length polimorfizm {iretir.
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Pastrik ve Maiss’in PCR protokolt (2000)
Oligoniikleotid primerler

Forward primer Ps-1 5" — AGT CGA ACG GCA GCG GGG G-3
Reverse primer Ps-2 5" -GGG GAT TTC ACATCG GTCTTGCA-3

R. solanacearum’un DNA’s1 i¢in beklenen bant biiyiikliigii = 553 bp

PCR reaksiyon karisimi
Kimyasal Her bir reaksiyon i¢in Son konsantrasyon
kullanilacak miktar (1X)

Steril ultra saf su (UPW) 16,025 pl
10X PCR buffer (') (15 mM Mg Cl,) 2,5 ul 1X (1,5 mM Mg Cl,)
BSA (fraction V) (% 10) 0,25 pl % 0,1
dNTP mix (20 mM) 0,125 pl 0,1l mM
Primer Ps-1 (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM
Primer Ps-2 (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM
Tagq polimeraz (5 U/ ul) () 0,1 ul 0,5U
Ornek hacmi 5,0 pl

Toplam hacim 25 ul

(") Bu metodun gegerliligi, Perkin Elmer (AmpliTaq) ve Gibco BRL marka Taq
polimeraz kullanilarak onaylanmuistir.

Gibco Taq Polimerazla, MJ Research PTC 200 thermocycler kullamlarak optimize
edilmistir.

Perkin Elmer Amplitaq ve 10X PCR buffer’da ayni1 konsantrasyonda kullanilabilir.

PCR reaksiyon kosullar1
Asagidaki program kullanilir:

1 dongii @) 95 °C’de 5 dakika (DNA nin pargalanmasi)

35 dongii (i1) 95 °C’de 30 saniye (DNA nin pargalanmasi)
(iii) 68 °C’de 30 saniye (primerlerin baglanmast)
(iv) 72 °C’de 45 saniye (kopyanin uzamast)

1 dongii ) 72 °C’de 5 dakika (son uzama)
(vi)  4°C’de tutma ()

Bu program, MJ Research PTC 200 thermocycler kullanilarak optimize edilmistir.
Thermal cycler cihazinin diger modellerinin kullanilmas1 durumunda (ii), (iii) ve (iv) nolu
dongiilerin siirelerinde degisikliklere gidilebilir.

Cogaltilan {irliniin kesim enzimleriyle analizi

R.solanacearum’dan gogaltilmis olan PCR iiriinii, 65 °C’de 30 dakika inkube edilir, daha
sonra Taq I enzimiyle kesilerek farkli bir RFLP iiretir. R.solanacearum’a 6zel pargaciktan
elde edilmis bu kesim parcalar1 457 bp ve 96 bp ol¢iisiindedir.
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Dabhili kontrol ile birlikte Multiplex PCR protokolt (Pastrik et al., 2002)

Oligoniikleotid primerler

Forward primer RS-1-F  5° — ACT AAC GAA GCA GAGATGCATTA-3’
Reverse primer RS-1-R 5° — CCC AGT CAC GGC AGA GACT-3’
Forward primer NS-5-F 5° — AAC TTA AAG GAA TTG ACG GAAG-3’
Reverse primer NS-6-R 5 — GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC -3’

R. solanacearum’un DNA’s1 i¢in beklenen bant biiyiikligii = 718 bp (RS primer seti ile)
18S rRNA dahili PCR kontrolii i¢in beklenen bant biiyiikliigi = 310 bp (NS primer seti

ile)
PCR reaksiyon karigimi
Kimyasal Her bir reaksiyon i¢in Son konsantrasyon
kullanilacak miktar (1X)
Steril ultra saf su (UPW) 12,625 pl
10X PCR buffer (') (15 mM Mg Cl,) 2,5 ul 1X (1,5 mM Mg Cl,)
BSA (fraction V) (% 10) 0,25 pl % 0,1
dNTP mix (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer RS-1-F (10 uM) 2,0 pl 0,8 uM
Primer RS-1-R (10 uM) 2,0 ul 0,8 uM
Primer NS-5-F (10 uM) (*) 0,15 ul 0,06 uM
Primer NS-6-R (10 uM) () 0,15 pl 0,06 uM
Taq polimeraz (5 U/ pl) (V) 0,2 pul 1,0U
Ornek hacmi 5,0 ul
Toplam hacim 25,0 pl

(') Bu metodun, Perkin Elmer (AmpliTaq) ve Gibco BRL marka Taq polimeraz
kullanilarak gegerliligi onaylanmistir.

(*) NS-5-F ve NS-6-R primerlerinin konsantrasyonlari, patates gobek parcalarinin
ekstraksiyonu i¢in homojenizasyon metodunun kullanildigi ve Pastrik (2000)’e gore
DNA’nin saflastirildigi metod ile optimize edilmistir (bakiniz bolim VI.A.6.1.a). Eger
ckstraksiyon c¢alkalama yoluyla yapilirsa veya diger DNA ekstraksiyon metodlari
kullanilirsa, kimyasallarin  konsantrasyonlarinda tekrar optimizasyona ihtiyag
duyulabilir.

PCR reaksiyon kosullar
Asagidaki program kullanilir:

1 dongii (1) 95 °C’de 5 dakika (DNA nin par¢alanmasi)

35 dongii (ii) 95 °C’de 30 saniye (DNAnin pargalanmast)
(iii) 58 °C’de 30 saniye (primerlerin baglanmasi)
(iv) 72 °C’de 45 saniye (kopyanin uzamasi)

1 dongii W) 72 °C’de 5 dakika (son uzama)

(vi) 4 °C’de tutma (c0)
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Bu program, MJ Research PTC 200 thermocycler kullanilarak optimize edilmistir.
Thermal cycler cihazinin diger modellerinin kullanilmas1 durumunda (ii), (iii) ve (iv) nolu
dongiilerin siirelerinde degisikliklere gidilebilir.

Cogaltilan {irliniin kesim enzimleriyle analizi

R.solanacearum’dan ¢ogaltilmis olan PCR fiiriinii, 65 °C’de 30 dakika inkube edilir, daha
sonra Bsm I veya bir Isoschizomere (6rnegin Mva 1269 1) enzimiyle kesilerek farkli bir
RFLP firetir.

R.solanacearum’un biovarlarina 6zel PCR protokolu (Pastrik et al., 2001)

Oligoniikleotid primerler

Forward primer RS-1-F 5’ — ACT AAC GAA GCA GAGATGCATTA-3’
Reverse primer RS-1-R 5° — CCC AGT CAC GGC AGA GACT-3’
Reverse primer RS-3-R 5 — TTC ACG GCA AGA TCG CTC -3’

R. solanacearum’un DNA’s1 i¢in beklenen bant bityiikligii:
RS-1-F/RS-1-R ile =718 bp
RS-1-F/RS-3-R ile = 716 bp

PCR reaksiyon karigimi

(a) Biovar 1 ve 2’ye 6zel PCR

Kimyasal Her bir reaksiyon igin Son konsantrasyon
kullanilacak miktar (1X)

Steril ultra saf su (UPW) 12,925 pl
10X PCR buffer (') (15 mM Mg Cl,) 2,5l 1X (1,5 mM Mg Cl,)
BSA (fraction V) (% 10) 0,25 pl % 0,1
dNTP mix (20 mM) 0,125l 0,1l mM
Primer RS-1-F (10 uM) 2,0 ul 0,8 uM
Primer RS-1-R (10 pM) 2,0 ul 0,8 uM
Tagq polimeraz (5 U/ ul) () 0,2 ul 1,0U
Ornek hacmi 5,0 pl

Toplam hacim 25,0 ul

(") Bu metodun, Perkin Elmer (AmpliTaq) ve Gibco BRL marka Taq polimeraz

kullanilarak gecerliligi onaylanmustir.
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(b) Biovar 3, 4 ve 5’¢ 6zel PCR

43

Kimyasal Her bir reaksiyon igin Son konsantrasyon
kullanilacak miktar (1X)

Steril ultra saf su (UPW) 14,925 pl
10X PCR buffer (') (15 mM Mg Cl,) 2,5 ul 1X (1,5 mM Mg Cly)
BSA (fraction V) (% 10) 0,25 pl % 0,1
dNTP mix (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
Primer RS-1-F (10 uM) 1,0 ul 0,4 uM
Primer RS-3-R (10 uM) 1,0 pl 0,4 uM
Taq polimeraz (5 U/ pl) (V) 0,2 pul 1,0U
Ornek hacmi 5,0 ul

Toplam hacim 25,0 pl
(') Bu metodun, Perkin Elmer (AmpliTaq) ve Gibco BRL marka Taq polimeraz
kullanilarak gegerliligi onaylanmistir.

PCR reaksiyon kosullari

Asagidaki program tiim biovara 6zel PCR’da kullanilir:

1 dongii @)
35 dongii (i1)
(iii)

95 °C’de 5 dakika (DNA nimn pargalanmasi)
95 °C’de 30 saniye (DNAnin pargalanmasi)
58 °C’de 30 saniye (primerlerin baglanmasi)

72 °C’de 45 saniye (kopyanin uzamasi)
W) 72 °C’de 5 dakika (son uzama)
(vi)  4°C’de tutma ()

Bu program, MJ Research PTC 200 thermocycler kullanilarak optimize edilmistir.
Thermal cycler cihazinin diger modellerinin kullanilmasi durumunda (ii), (iii) ve (iv) nolu
dongiilerin siirelerinde degisikliklere gidilebilir.

(iv)
1 dongii

4.4, Cogaltilan tiriiniin kesim enzimleriyle analizi

RS-1-F ve RS-1-R primerleri kullanilarak, R.solanacearum’dan g¢ogaltilmis olan PCR
urini, 65 °%C’de 30 dakika inkube edilir, daha sonra Bsm I veya bir Isoschizomere
(6rnegin Mva 1269 I) enzimiyle kesilerek farkli bir RFLP iretir. RS-1-F ve RS-3-R
primerleri kullanilarak, R.solanacearum’dan c¢ogaltilmis olan PCR iiriiniiniin kesim
bolgesi yoktur.
5. Yiikleme tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasi
Bromphenol blue (% 10 stok solusyon)
Bromphenol blue S5g
Bidestile su 50 ml
5.2.  Yikleme tampon ¢6zeltisi
Glycerol (% 86)

Bromphenol blue (5,1)

3,5ml
300 ul

Bidestile su 6,2 ml
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10X Tris Acetate EDTA (TAE) tampon ¢ozelti, pH 8.0

Tris buffer 48,40 g
Glacial acetic acid 11,42 ml
EDTA (disodyum tuzu) 372 g
Destile su 1,00 L

Kullanmadan 6nce 1X olacak sekilde sulandirilir.

Bu tampon ¢dzelti hazir olarakta satilmaktadir (6rnegin invitrogen veya esdegeri)
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Have 7
FISH testi icin gecerliligi onaylanmis kimyasallar

Oligo problar

R.solanacearum’a 6zel prob OLI-1-CY3: 5>-GGC AGG TAG CAA GCT ACC CCC -3’
Spesifik olmayan &bakteriyel prob EUB-338-FITC: 5-GCT GCC TCC CGT AGG
AGT-3’

Sabitleyici solusyon

(.DI'KK.A T! SAI?I'TLEYI'CI; TOKSIK BIR MADDE OLAN PAR4FORMALDEHiT
ICERIR. ELDIVEN GIYEREK CALISINIZ VE BU MADDEYI SOLUMAYINIZ.
CEKER OCAK ICERISINDE CALISILMASI TAVSIYE EDILIR.)

(i) Molekiiler ¢alismalarda kullanilan suyun (6rnegin ultra saf su, UPW) 9 ml’si 60 °C
civarinda sitilir ve 0,4 g paraformaldehit ilave edilir. Paraformaldehit, 1 N NaOH’in
5 damlasi ilave edildikten sonra manyetik karistiriciyla karistirmaya devam edilirken
¢Oziiliir.

(i) 0,1 M fosfat tampon ¢6zelti (PB; pH 7.0)’nin 1 m1’si ve 5 damla 1 N NaOH ilave
ederek pH 7.0’ye ayarlanir. pH, bir strip kullanilarak (turnusol kagidi benzeri)
kontrol edilir ve eger gerekliyse HCl veya NaOH ile ayarlama yapilir.

(DIKKAT! PARAFORMALDEHIT ICEREN SOLUSYONLARLA CALISIRKEN pH
METRE KULLANMAYINIZ.)

(iii) 0,22 pm’lik membrane filtreden solusyon gegirilir ve kullanilana kadar +4 °C’de toz
almayacak sekilde muhafaza edilir.

3X Hybmix
NaCl 2,7M
Tris-HCI 60 mM (pH 7,4)

EDTA (filtre steril edilmis ve otoklavlanmisg) 15 mM
Kullanilacak miktar kadar 1X seklinde seyreltilir.

Hibridizasyon solusyonu

1X Hybmix

Sodyum dodecyl siilfat (SDS) % 0,01
Formamide % 30
Prob EUB 338 5ng/ ul
Prob OLI-1 veya OLI-2 S5ng/ ul

Tablo 1’de yer alan hesaplamalara gore hibridizasyon solusyonunu hazirlanir. Her bir lam
icin (2 farkli 6rnek iceren) 90 ul hibridizasyon solusyonuna ihtiyag¢ vardir.

OZ.VE.M.LI': FORMAMIDE COK TOK$iKTiR. BU NEDENLE E.LD.I'VENLERI'NI'ZI'
GIYINIZ VE CALISIRKEN GEREKLI GUVENLIK TEDBIRLERINI ALINIZ!
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Tablo 1. Hibridizasyon karigiminin hazirlanmasi i¢in tavsiye edilen miktarlar

Lamlarin sayisi 1 4 6 8 10
Steril ultra saf su 23,1 92,4 138,6 184,8 231,0
3x hybmix 30,0 120,0 180,0 240,0 300,0
% 1 SDS 0,9 3,6 54 7,2 9,0
Formamide 27,0 108,0 162,0 216,0 270,0
Probe EUB 338 (100 ng/ pl) 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Prob OLI-1 veya OLI-2 (100 ng/ pul) | 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Toplam hacim (ul) | 90,0 360,0 540,0 720,0 900,0

Is1ga hassas olan oligo problari igeren tiim solusyonlar karanlikta — 20 °C’de depolanr.

Kullanim sirasinda direk giin 15181 veya elektrik kaynakli 1giktan uzak tutulur.

0,1 M Fosfat tampon ¢ozelti, pH 7,0

NazHPO4 8,52 g
KH,PO, 544 g
Destile su 1,00 L

Kimyasallar ¢oziiliir, pH kontrol edilir ve 15 dakika siireyle 121 °C’de otoklavda steril
edilir.
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Ilave 8
Pathican ve domates kiiltiirii
Domates (Lycopersicon esculentum) ve patlican (Solanum melongena) tohumlari pastorize

edilmis tohum kompostuna ekilir. Kotiledon yapraklarin tam olarak a¢ildigi donemde (10-14
giinliik) fideler pastorize edilmis karigim igeren saksilara sasirtilir.

Inokule edilmeden once, patlican veya domates bitkileri asagida yer alan kosullarda serada
yetistirilir:

Giin uzunlugu 14 saat veya dogal giin is181 varsa daha uzun
Sicaklik giindiiz 21-24 °C,
gece 14-18 °C,
Hassas domates ¢esidi “Moneymaker”
Hassas patlican ¢esidi “Black Beauty”
Temin edici http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main web

sayfasina bakiniz


http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main�
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EK I

R.solanacearum’un konukgusu olan ve bu yonetmelikte belirtilen, domates ve patates
bitkisel materyali ve diger tim materyal, EK II’de yer alan uygun tarama testlerinden
biri ile analiz edilmeli ve eger siipheli bir durum tespit edilirse asagidaki iglemler
yapilmalidir:

Stipheli durum dogrulanana veya reddedilene kadar asagida yer alan materyal uygun
saklama kosullar olan bir yerde bekletilmelidir:

- tim yumru Ornekleri ve eger miimkiinse toplanan tiim bitkiler,

- kalan doku 6zii 6rnekleri ve tarama testleri i¢in hazirlanmis olan materyal (6rnegin
Immunofluoresan test lamlar1 gibi) ve,

- 1ilgili olan diger tiim dokiimanlar.
Yumrulardan geriye kalanlar uygun durumlarda cesit testleme denemelerine alinabilir.

Siipheli durum dogrulanip, R.solanacearum’la bulasiklik kesin olarak belirlendiginde ve
bu Yonetmeligin 10 (4) maddesinde belirtilen bildirim yapildiktan sonra, en az bir ay siireyle
asagida yer alan materyal uygun saklama kosullar1 olan bir yerde bekletilmelidir:

- birinci paragrafta yer alan materyal,

- eger saklayabilecek kosullar mevcutsa, yumru veya bitki 6zleri ile inokule edilmis
patlican veya domates bitkilerinin bir 6rnegi,

- zararl organizmanin izole edilmis kiiltiird.
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EK IV

Bu Yonetmeligin 10 (1) (a) maddesinde yer alan bulasik alanlar ve bu alanlardaki bulasmanin ne
Ol¢iide oldugunu belirlemek i¢in arastirilmasi gerekenler asagida yer almaktadir:

(i) Uretim yerleri igin kontrol edilmesi gerekenler:

- R.solanacearum’la enfekteli oldugu tespit edilmis patateslerle klonal olarak akraba
olan hasat edilmis veya hala tarlada olup hasat edilmemis olan patatesler,

- R.solanacearum’la enfekteli oldugu tespit edilmis domateslerle ayni kaynaktan gelen
(ayn1 tohum lotu, aym fidelikte yetistirilmis domatesler gibi) hasat edilmis veya hala
yetistirilmekte olan domatesler,

- R.solanacearum agisindan siipheli bir durum s6z konusu oldugu i¢in, resmi kontrol
altina alinmis olan yerlerdeki hasat edilmis veya hasat edilmemis domates veya
patatesler,

- R.solanacearum’la bulasik oldugu tespit edilmis iiretim yerlerinde yetistirilen
patateslerle klonal olarak akraba olan, hasat edilmis veya hala tarlada olup hasat
edilmemis olan patatesler,

- R.solanacearum’la bulasik oldugu tespit edilmis iiretim yerlerine komsu olan yerlerde
yetistirilen patates veya domatesler, ayrica bulasik oldugu belirlenmis olan iiretim
yerleriyle direk olarak veya herhangi bir anlagsma yaparak ayni ekipman ve olanaklar
paylagmis veya kullanmuis {iretim yerleri,

- eger bir ylizey suyunun (nehir, irmak, sulama kanali vb.) R.solanacearum’la bulagik
oldugu dogrulanmig veya heniiz slipheli durum devam ediyorsa, bu yiizey sularim
sulama veya ilaglama amacl olarak kullanan yerler,

- R.solanacearum’la bulasik oldugu dogrulanmis veya hentiz siipheli durumun devam
ettigi tiretim yerleriyle ortak olarak aynmi kaynaktan gelen yiizey suyunu sulama veya
ilaglama amacli olarak kullanan yerler,

- R.solanacearum’la bulasik oldugu dogrulanmis veya heniiz siipheli durumun devam
ettigi ylizey suyunun herhangi bir nedenle tagsmasi sonucu su baskinina ugramais yerler,

Ve

(i) R.solanacearum’la bulasik oldugu dogrulanmus iiretim yerleri veya taskina maruz kalmis
tarlalarin sulanmast veya ilaglamasinda kullanmilan yilizey suyunun arastirilmasi
gerekmektedir.



68

EKV

1. Bu Yonetmeligin 10 (1) (c) ve 10 (3) (c) maddelerine gore; olasi bulasiklifin biiytikligiinii
belirlemek i¢in arastirilmasi gerekenler asagida yer almaktadir:

bu Yonetmeligin 10 (1) (b) maddesine gore bulasik oldugu kabul edilmis iiretim yerlerinde
yetistirilmis olan listelenmis bitkisel materyal (Solanum tuberosum’un, yumrular déhil,
tohum harig bitkileri; Lycopersicon lycopersicum’un tohum ve meyve harig bitkileri),

bu Yonetmeligin 10 (1) (b) maddesine gore R.solanacearum’la bulagik oldugu kabul edilmis
listelenmis bitkisel materyalle iiretim baglantisina sahip iiretim yerleri, bu baglanti;
direk olarak veya herhangi bir anlagsma yapilarak ayni ekipman ve olanaklar1 paylasmis
veya kullanmis olan {iretim yerlerini de kapsamaktadir,

bir onceki paragrafta belirtilen yerlerde iiretilen listelenmis bitkisel materyal veya bu
Yonetmeligin 10 (1) (b) maddesine gore bulasik oldugu kabul edilmis {iretim yerlerinde
yetistirilmis, bu boliimiin ilk paragrafinda s6zii edilen listelenmis bitkisel materyal,

yukarida yer alan paragraflarda belirtilen iiretim yerlerinde yetistirilmis olan listelenmis
bitkisel materyalin islendigi yerler (bina, depo vb),

bu Yonetmeligin 10 (1) (b) maddesine gore bulasik oldugu kabul edilmis iiretim yerlerinde
yetistirilmis olan listelenmis bitkisel materyalle temas etmis veya etme riski bulunan
makine, arag, depo veya diger binalar ve paketleme materyalini de igeren diger
materyal,

bir onceki paragrafta belirtilen binalar ve materyal temizlenmeden ve dezenfekte
edilmeden once, bu bu binalarda depolanmis veya bu gibi materyalle temas etmis
listelenmis bitkisel materyalin tamamu,

bu Yoénetmeligin 10 (1) (b) maddesine gére bulasik oldugu kabul edilmis listelenmis bitkisel
materyalle, klonal akrabalik iligkisi bulunan patates yumru ve bitkileri ve aym
kaynaktan gelen domates bitkilerinin test sonuglar1 negatif ¢iksa bile, klonal akrabalik
nedeniyle bulasiklik ihtimali oldugu diisiiniiliir. Bu gibi materyal bulagsmayi teyit etmek

ve klonal olarak akraba olduklarmi belirlemek amaciyla cesit testlemesine tabi
tutulabilir,

bir dnceki paragrafta belirtilen listelenmis bitkisel materyalin tiretim yerleri,

bu Yonetmeligin 10 (3) (b) maddesine gore bulasik suyun, ilaglama veya sulama amacli
kullanildig listelenmis bitkisel materyalin iiretim yerleri,

R.solanacearum’la bulasik oldugu dogrulanmis yiizey sularimin tagmasina, ya da bu
sularim olusturdugu baskinlara maruz kalmis listelenen bitkisel materyalin {retildigi
tarlalar,

2. Bu Yonetmeligin 10 (1) (¢) ve 10 (3) (c) maddelerine gore olas1 yayilma tespit edilirken goz
onilinde bulundurulmasi gereken hususlar agsagida yer almaktadir:

(i) bu Yonetmeligin 10 (1) (¢) maddesine gore;

- listelenmis bitkisel materyalin yetistirildigi diger tiretim yerlerinin yakinligi,
- tohumluk patates stoklarinin yaygin tiretimi ve kullanimu,

- bu Yonetmeligin 10 (1) (b) maddesine gore bulasik oldugu kabul edilmis iiretim
yerlerinde yasanan su baskini sonucu bulagmig olan sular veya riskli akarsularla
sulanmis ya da ilaglanmus listelenen bitkisel materyalin yetistirildigi iiretim yerleri,
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(il)) bu Yonetmeligin 10 (3) (c) maddesine gore bulasik oldugu belirlenen ylizey sular1 s6z konusu

ise;

bulasik oldugu belirlenen ylizey sularina yakin veya su baskini riski altinda olan
iretim alanlari,

bulasik oldugu belirlenen yiizey sulari ile birlesen herhangi farkli bir sulama
havzasi,

bulasik oldugu belirlenen yiizey sulartyla baglantili olan su kaynaklar incelenirken
dikkate alinmasi gereken hususlar agagida verilmistir:

- bulasik oldugu belirlenen suyun akis yonii ve orani,

- R.solanacearum’un konukgusu olan yabani Solanaceae bitkilerinin suda ve
kenar bolgelerde bulunmasi.

3. Bakanliga, bu Yonetmeligin 10 (4) maddesinde yer alan bildirimler yapilirken verilmesi gereken
ayrintilar sunlardir:

4.

EK II’de yer alan metotlar kullanilarak yapilan laboratuar testleri sonucu
R.solanacearum’un varlig: tespit edilir edilmez acil olarak yapilmasi gerekenler:

- patatesler i¢in,
(a) lotun gesit ismi,

(b) ¢esidi (yemeklik mi, tohumluk mu vb.) ve eger biliniyorsa tohumluk
sinifi

- domatesler i¢in ise, lotun ¢esit ismi ve eger biliniyorsa sinifi.

Bakanliga, bu Yonetmeligin 10 (4) maddesinde yer alan ilave bildirimler yapilirken verilmesi
gereken ayrintilar sunlardir:

Tiim aragtirmalar sonu¢landiktan sonra,

(a)
(b)

(©)
(d)

(e)

0]

bulagmanin teyit edildigi tarih,

bulagsmanin kaynagi ve yayilisini tespit ederken yiiriitiilen caligmalara iligkin olarak
kisa bir bilgi,

bulagmanin belirlenen ya da tahmin edilen kaynag1 hakkinda bilgi,

bulagmanin biiyiikliigilinii ortaya koyan detaylar (iiretim yerlerinin sayisi, patatesler
icin lotlarin say1s1 ve eger tohumluk patates ise sinifl),

caligmalar sonucunda bulasik olarak belirlenmese de sinirlandirma bolgesi iginde
kalan yerlere iligkin bilgiler,

bulasik oldugu belirlenen su kaynagimin yeri, ismi, sulama icin yasaklanan su
kaynaklarimin uzunlugu.
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EK VI

Bu Yonetmeligin 11 (1) maddesinde sozii edilen bulasik oldugu belirlenmis olan bitkisel
materyalin eradikasyonu i¢in uygulanabilecek yontemler asagida verilmistir:

- R.solanacearum’un canli kalmayacagi sekilde bitkisel materyali bir 1si1l islemden
gecirdikten sonra, hayvan yemi olarak kullanarak,

veya

- tarimsal alanlara sizint1 riski olmayan veya tarimsal alanlarin sulanmasinda kullanilan
su kaynaklariyla temas etmeyecek resmi olarak onay verilmis yerlere derin sekilde
gomerek,

veya
- ¢Op firinlarinda yakarak,
veya

- R.solanacearum’un yayilmasi igin risk teskil etmeyecek, resmi olarak onaylanmis atik
tesisleri bulunan ve nakliyede kullanilan araglarin dezenfeksiyonu ve temizlenmesi i¢in
de bir sistemi olan endiistriyel isleme tesislerine bitkisel materyalin direk ve acil olarak
nakliye edip, burada isleyerek,

veya

- organizmanin yayilma riskinin olmayacag: diger bir metot da kullanilabilir. Ancak yeni
Onerilen bu metot uygulanmadan 6nce, metodun uygulanabilirligi ve etkinligi ile ilgili
Bakanlik’tan goriis alinmalidir.

Yukarida yer alan durumlar nedeniyle ortaya cikabilecek ve bunlarla birlikte bulunabilen
herhangi bir diger atik ise, bu yonetmeligin EK VII’sinde yer alan resmi olarak onaylanmis
metotlardan biriyle imha edilmelidir.

Bu Yonetmeligin 12 (1) maddesinde belirtilen listelenmis bitkisel materyalin elden ¢ikarilmasi
veya uygun bir sekilde kullanilmasi i¢in Bakanlik’la iletisim kurulmali ve bu iglemler
yapilirken birinci ve ikinci paragraflarda belirtilen Bakanlik¢a onaylanmis tesislerde
paketlenerek satilacak veya ¢Op atik tesislerinde islenecek patatesler kontrol edilmelidir.

(1) Patates yumrulari i¢in,

- sofralik patates olarak kullanilir ve uygun ¢Op atik sistemi olan tesislerde
paketlenerek direk olarak dagitima verilir. Ayn1 yerde temizleme ve
dezenfeksiyondan sonra veya ayri bir alanda dikim amagl patateslerde islenebilir,

veya
- atik aritma sistemi olan patates isleme tesislerinde sanayi patatesi olarak kullanilir,
veya

- organizmanin yayilmasiyla ilgili belirgin bir riski olmayan ve resmi makamlarca
kabul edilen farkli bir sekilde de kullanilabilir.

(i) Govde ve yaprak artiklarini igeren diger bitki pargalart,
- 1imha,
veya

- organizmanin yayilmasi konusunda risk yaratmayacak diger bir yoOntem
kullanilabilir.
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Bu Yonetmeligin 13 (1) maddesinde ifade edilen ara¢ ve objeler Bakanlhigin gozetiminde
organizmanin yayilmasina olanak vermeyecek sekilde dezenfekte edilir veya temizlenir.

Bu Yo6netmeligin 14 (1) maddesinde ifade edilen ve 10 (1) (¢) ve 10 (3) (c) maddelerine gore
simirlandirilmis bolgede uygulanan 6nlemler dizisi sunlar icermelidir:

. Bu Yonetmeligin 10 (1) (b) maddesine gore bulasik oldugu kabul edilmis iiretim yerlerinde
uygulanacak onlemler:

(a) Bu Yonetmeligin 10 (1) (b) maddesine gore bulasik oldugu belirlenen tarla veya ortii alt1
iretim yerinde,

ya,
(1) bulagmanin tespitinden sonraki en az 4 iiretim y1l1 boyunca,

- kendigelen patates ve domates bitkileri ile Solanaceae yabanci otlar1 dahil diger
konukeu bitkilerin tamamen yok edilmesi i¢in dnlemler alinir,

ve
- agagidakiler ekilmez:
- patates yumrulari, bitkileri veya gercek tohumlari,
- domates bitki ve tohumlari,
- organizmanin biyolojisi de dikkate alinarak,
- diger konukgu bitkiler,
- organizmanin iizerinde yasama riski bulundugu Brassicae tiirii bitkiler,
- organizmanin yayilmasinda etkili olabilecek diger bitkiler;

- bir dnceki bolimde belirtilmis olan en az 4 yillik siireyi takip eden ilk domates
veya patates lretim sezonunda (tarlanin kendi gelen domates ve patates
bitkilerinden ve Solanaceae’ ler dahil diger konuk¢u bitkilerden dikimden
onceki en az iki y1l boyunca temiz olmasi durumunda),

- bu alanlarda sadece yemeklik patates ekimine izin verilir,

- hasat edilen patates yumrulari veya domates bitkileri EK 11’de yer alan
uygun metotlar kullanilarak testlenir;

- ve bir onceki paragrafta sozii edilen patates veya domates liretim sezonunu
izleyen ve uygun bir miinavebeyi takip eden iiretim sezonunda eger tohumluk
patates yetistirilecekse, en az iki yil siireyle bu Yonetmeligin5 (1) ve (2)
maddelerinde belirtilen siirveyler yiiriitiiliir;

ya da,
(i1))  bulagmanin belirlenmesini takip eden 5 {iretim y1l1 boyunca,

- kendigelen patates ve domates bitkileri ile Solanaceae yabanci otlar1 dahil diger
konukcu bitkilerin tamamen yok edilmesi i¢in 6nlemler alinir,

Ve

- tarla, ilk 3 y1l boyunca ya nadasa birakilir ya da tanimlanan riske gére hububat
ekilir veya yem bitkileri ile kalict bir mera, otlak kurulur ya da tohumluk
iretimi icin ¢im ekilir, bunu takip eden iki yil siiresince de organizmanin
konukc¢usu olmayan ve onun canliligimi siirdiirmesi veya yayilmasinda etkili
olmayan bitkiler ekilir,
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- bir dnceki paragrafta belirtilen siireyi takip eden ilk patates veya domates iiretim
mevsiminde ve dikimden onceki birbirini takip eden en az iki yil siireyle
yapilan resmi kontroller sonucunda kendi gelen patates ve domates bitkileri ve
solanaceae familyasindan yabanci otlar1 da iceren diger konukgu bitkilerden
tarlanin ari bulunmasi durumunda,

- tohumluk veya yemeklik patates iiretimi yapilabilir,

- hasat edilen patates yumrularn veya domates bitkileri EK I1’de yer alan
uygun metotlar kullanilarak testlenir;

(b) bulasik iiretim alanlarindaki diger tiim tarlalarda ve kendi gelen patates ve domates
bitkileri ve solanaceae familyasindan yabanci otlar da igeren diger konukcu bitkilerin
risk olusturdugunun resmi kurumlar tarafindan belirlendigi durumlarda:

- belirlenen bulasmayi takip eden iiretim yilinda, ya

- patates yumrulari, bitkileri, ger¢cek tohumlar1 ve organizmanin konukgusu
olan diger bitkiler yetistirilmez,

ya da,
- sadece sertifikali tohumluk kullanilarak yemeklik patates tiretilebilir,

- domateste ise, sadece tiiketim amagli domatesler yetistirilebilir. Fide
amagcli liretim bu alanda yapilamaz;

- Dbelirlenen bulagmayi takip eden ikinci iiretim yilinda,

- patates i¢in; 4.1.’de sozii edilen tiretim alanlar1 disindaki tarlalarda, resmi
kontrol altinda yetistirilmis ve kahverengi ¢liriikliik hastaligi yoniinden test
edilmis tohumluk patatesler veya sertifikali tohumluk patatesler, ya
tohumluk ya da tiiketim amacl olarak dikilebilir,

- domates i¢in; hem fide hem de tiikketim amacgli domates ekilebilir. Bitki
saglig1 yoniinden laboratuar testleri yapilmig tohumlar kullanilmalidir. Eger
vejetatif olarak cogaltilacaksa, kullanilacak bitkiler 4.1°de sozii edilen
iretim alanlar1 haricindeki yerlerde resmi kontrol altinda yetistirilmis ve
laboratuar testleri yapilmis tohumlardan tiretilmis olmalidir.

- belirlenen bulagsmayi takip eden ii¢iincii tiretim yilinda,

- sadece sertifikali tohumluk patatesler kullanilarak ya tohumluk ya da
yemeklik olarak patates yetistirilebilir.

- domates i¢in; hem fide hem de tiiketim amagli domates yetistirilebilir.
Bitki sagligi yoniinden laboratuar testleri yapilmis tohumlar veya resmi
kontrol altinda yetistirilmis domates bitkileri kullanilarak bu {iretim
yapilmalidir.

- Yukarida yer alan iiretim sezonlarinin her birinde, kendi gelen patates bitkileri
ve organizmanin dogal olarak bulundugu diger konukcu bitkilerin yok edilmesi
icin gerekli tedbirler alinmalidir. Eger bu bitkiler mevcutsa, mutlaka uygun
zamanlarda resmi kontroller tarlalarda yapilmali ve her bir patates tarlasindan
hasat edilen yumrular EK II’de yer alan metotlara gore test edilmelidir.

(c) Bu Yonetmeligin 10 (1) (b) maddesine gore bulasiklik tespit edildiginde acil olarak ve bunu
takip eden ilk yetistirme sezonunda:
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- patates veya domates iiretiminde kullanilan tiim makine, alet ve depolama
alanlar1 temizlige tabi tutulur ve miimkiin oldugu takdirde EK VI (3)‘e gore
uygun bir dezenfektan ile muamele edilir,

- organizmanin yayilmasini 6nlemek i¢in sulama ve ilaglama programlart kontrol
edilir, gerekli goriiliirse yasaklanir.

(d) Ortii alt1 iiretim yerlerinde, bu Yénetmeligin 10 (1) (b) maddesine gore bulasiklik tespit
edildiginde ve iiretim ortaminin tamamen degistirilmesi miimkiin oldugu durumlarda,

- organizmanin tamamen yok edildigi ve tiim konukcu bitkilerin uzaklastirilarak
liretim ortaminin tamamen degistirilip temizlendigi ve {iretim yerindeki tiim alet
ve ekipmanlarin dezenfekte edildigi resmi olarak onaylanmadikg¢a, tohumlar
dahil domates bitkileri ve patates bitkileriyle yumrular1 ve organizmanin
konukeusu diger bitkiler yetistirilemez,

veE

- patates iiretimi igin, sertifikali tohumluk veya test edilmis mini yumru veya
mikro bitkiler kullanilmalidir,

- domates dretimi igin, bitki sagligi yoniinden laboratuar testleri yapilmis
tohumlar kullanilmalidir. Eger vejetatif olarak cogaltilacaksa, kullanilacak
bitkiler resmi kontrol altinda yetistirilmis ve laboratuar testleri yapilmig
tohumlardan tiretilmis olmalidir,

- organizmanin yayilmasini dnlemek i¢in sulama ve ilaglama programlar1 kontrol
edilir, gerekli goriiliirse yasaklanir.

4.2. Simirlan ¢izilen bolge i¢inde, EK VI 4.1 de detaylandirilan onlemlere bakilmaksizin,
Uye Devletler:

(a) bulasiklik tespit edildiginde acil olarak, patates veya domates {iretiminde
kullanilan tiim makine, alet ve depolama alanlarim temizlige tabi tutar ve
miimkiin oldugu taktirde EK VI (3) e gore uygun bir dezenfektan ile muamele
eder,

(b) bulagiklik tespit edildiginde acil olarak ve bunu izleyen en az 3 yil boyunca:

(ba) bu Yonetmeligin 10 (1) (¢) maddesine gore belirlenen, sinirlari ¢izilmis
bolgede,

- patates yumrulart veya domateslerin iglenmesi, depolanmasi,
yetistirilmesinde  kullanilan  yerler ve buralarda kullanilan
makinelerin  sorumlu  resmi  kurumlarin  denetimi  altinda
bulunduruldugunu garanti eder,

- sinirlan ¢izilmis bu bolge icinde sadece sertifikali tohumluk veya
resmi kontrol altinda yetistirilmis tohumluklarin dikimine miisaade
eder ve bu Yonetmeligin 10 (1) (c) maddesine gore bulasma olasilig1 olan
iiretim yerlerinde yetistirilen tohumluk patates bitkilerini hasattan
sonra test eder,

- bu bolge icinde hasat edilen tiim tohumluk stoklarmin yemeklik
patateslerden ayr1 bir yerde isleme tabi tutulmasmi saglar, ya da
uygun olan yerlerde tohumluk ve yemeklik patateslerin islenmesi
sirasinda birinden digerine gegerken uygun bir dezenfeksiyon
programi uygular,
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- domates liretimi i¢in; simirlandirilmis bolgede bitki sagligl yoniinden
laboratuar testleri yapilmig tohumlarin kullanilmasini saglar, ya da
eger vejetatif olarak ¢ogaltilacaksa, kullanilacak bitkiler resmi
kontrol altinda yetistirilmis ve laboratuar testleri yapilmis
tohumlardan tiretilmis olmalidir,

- bu Yonetmeligin 5 (1) maddesinde belirlenen veya belirtilen siirveyleri
yurutir;
(bb) bu Yonetmeligin 10 (1) (b) maddesine gore bulasik oldugu bilinen, EK V

(2)’ye gore organizmanin olasi yayilmasinda rol alabilecek yiizey suyu
ile ilgili olarak;

- yiizey suyundan uygun zamanda Orneklemeler yaparak yillik
sirveyleri yiriitir. Bu siirveylerde ayrica su kaynaklarinin
kenarlarinda ya da iginde bulunan organizmanin konukgusu olan
Solanaceae konukcu bitkilerinden de 6rnekleme yapar ve bu bitkileri
EK II’de yer alan metotlar1 kullanarak test eder,

- organizmanin yayilmasini Onlemek i¢in sulama ve ilaclama
programlar1 kontrol edilir, gerekli goriilirse listelenmis bitkisel
materyalin ilaglanmasi ve sulanmasi da dahil olmak {izere kullanimi
yasaklanir. Bu yasaklama, yillik siirvey sonuglar1 gézden gegirilerek
uzatilabilir ya da sonuglar bulagmanin ortadan kalktigini gosteriyorsa
sonlandirilabilir. Kullanimi yasaklanan su, resmi olarak onaylanmis
baz1 teknikler (kimyasal uygulamasi, ultraviyole uygulamasi gibi)
uygulanarak organizmadan arindirilabilirse, resmi makamlarin
gbzetimi altinda yeniden sulama ve ilaglama i¢in kullanilabilir,

- s1vi atiklarm bulasik oldugu yerlerde, domates ve patates bitkilerinin
isleme tesislerinden bosaltilan sivi1 ve kati atiklar iizerinde de resmi
kontrolleri ytiriitiir;

(c) uygun bir zaman dilimi i¢inde tiim tohumluk patates stoklarin1 yenilemek icin
bir program baglatir.
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EK VII

EK VI’nin birinci paragrafinda yer alan resmi olarak onaylanmig atik imha metotlar1 asagida yer
alan kosullar1 karsilamalidir:

@

(i)

Patates ve domates atiklar1 (bulasik bulunan patatesler ve kabuklar1 ve domatesler) ve
patates ve domatesle birlikte bulunabilen diger kat1 atiklar (toprak, tas ve buna benzer
diger atiklar) asagida yer alan metotlardan ya,

veya

veya

cevreye yayilma riski bulunmayan bir yere gomiilerek imha edilmelidir (6zellikle
tarim alanlarina yakin olmayan ve bu alanlara sizint1 riski bulunmayan yerler).
Atiklarin gomiilecegi yerin resmi olarak onaylanmis olmasi gerekmektedir.
At1gin bu alana nakledilmesi sirasinda, herhangi bir sekilde ¢evreye dokiilmesi ve
dagilmasi engellenmelidir,

yakarak,

organizmanin yayilmasina neden olmayacak diger tedbirlerden biri uygulanarak
imha edilmelidir. Ancak yeni 6nerilen bu metot uygulanmadan 6nce, metodun
uygulanabilirligi ve etkinligi ile ilgili Bakanlik’tan goriis alinmalidir.

stvi atiklar imha edilmeden oOnce, iglerinde bulunabilecek kati atik parcalarindan
temizlenmelidir (filtre edilerek ya da ¢oktiirme islemiyle). Bu kat1 atiklar da yukarida yer
alan alt paragraf (i)’ deki metotlardan biri kullanilarak imha edilmelidir.

Kat1 atik pargalarindan temizlenmis olan siv1 atiklarin zararl organizmadan arindirilmasi
i¢in agagida yer alan metotlardan biri uygulanir:

en az yarim saat siireyle sivi atigim her yerinde minimum 60 °C’lik bir sicaklik
olacak sekilde 1sitilarak, zararli organizmadan arindirilmast,

stv1 atiklar, tarimsal amach sulama i¢in kullanilan su kaynaklar1 veya tarimsal
alanlarla temas etme riski dogurmayacak sekilde yeni bir metot kullanilarak imha
edilebilir. Ancak bu metot uygulanmadan Once, metodun uygulanabilirligi ve
etkinligi ile ilgili Bakanlik’tan goriis alinmalidir.

Yukarida yer alan tiim se¢enekler, bulasik lotlarin islenmesi, atilmasi, gibi islemler sonucunda
ortaya ¢ikabilecek siv1 ve kati atiklara da uygulanabilir.
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