Teblig

Tarimm ve Kovisleri Bakanhgindan:

Patates Halka Ciiriikliigii (Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus) Hastalig ile Miicadele
Hakkinda Teblig
(Teblig No:2002/59)

Amacg

Madde 1- Bu Teblig, patates halka c¢ilirikligii hastaligini olusturan Clavibacter michiganensis subsp.
Sepedonicus’ un yerinin ve yayilisiin tespit edilmesi, meydana ¢ikis1 ve yayillmasmin engellenmesi, eger tespit
edilmigse miicadelesinin yapilmasi ve eradike edilmesi amaciyla hazirlanmigtir.

Kapsam
Madde 2- Bu Teblig patates halka ¢iiriikliigii hastalifinin tespitini, yayilmasinin engellenmesini miicadelesini ve
eradike edilmesi hususlarini kapsar.

Hukuki dayanak
Madde 3- Bu Teblig, 15/5/1957 tarihli ve 6968 sayili Zirai Miicadele ve Zirai Karantina Kanunu ve 6/8/1964
tarihli Zirai Karantina Tiiziigii’ne istinaden Avrupa Birligi mevzuatina uyum ¢ercevesinde hazirlanmstir.

Siirvey

Madde 4- Zararli organizmanin var olmadigimi teyit etmek i¢in yumrularda ve uygun oldugu yerde patates
bitkileri tizerinde (Solanum tuberosum L.) sistematik siirveyler yapilir. Laboratuvar analizleri patojenin varligina ve
tanisina yonelik olarak (Ek 1)’de verilen metodlar kullanilarak yapilir. Konu uzmanlarinca yumrular kesilerek gozle
kontrol edilebilir.

Siirveyleri yapacak resmi kuruluslar

Madde 5- Siirveylerde alinacak ornek sayisi, ornekleme yeri ve Ornekleme zamam Bakanlik Zirai Miicadele
Arastirma Enstitiileri tarafindan belirlenir. Stirveyler bilimsel ve istatiksel ilkelere gore yiiriitiiliir. Laboratuar testlerine
alinacak patates yumru drnekleri i1 Tarim Miidiirliigii Bitki Koruma Subesi elemanlari tarafindan toplanir.

Siirvey sonuclari

Madde 6- Siirvey sonuglarinin Bakanliga bildirimi

a) Siirvey sonuglart her y1l 20 mayis tarihinde Bakanliga bildirilir.

b) Patates bitkilerinde ve yumrularinda veya hasat edilmis, depolanmis ve pazarlannmis yumrularda hastaligin
belirlenmesi veya siipheli durum sz konusu olmasi durumunda, ayrintili bilgileri igcerecek sekilde 20 mayis tarihi
beklenmeksizin Bakanliga bildirilir.

Tespit

Madde 7- Siipheli durumlarin dogrulanmasi siirecinde;( Ek I1)’ de linci maddede yer alan kosullar kapsaminda
(Ek- I)’ de verilen yontemlere gore laboratuar testleri yapilarak, mevcut durum dogrulanir veya yalanlanir. Sonuglar
rapor edilir. Stipheli durumun dogrulanmast durumunda;( Ek I1)’ nin 2 nci maddesindeki kosullar uygulanir.

Nakil yasag: ve alinacak énlemler

Madde 8- Siipheli durumun dogrulanmasi halinde, siipheli durumun goriildiigii yerde; (Ek-II) nin linci ve 2 nci
maddesindeki kosullar uygulanir. Bulagik 6rnegin iiretildigi yere ait tiim bitki ve yumrularin nakli yasaklanir.
Bulagmanin kaynag: arastirilir ve yayilmayi1 6nlemek i¢in ilave 6nlemler alinir.

Bulasmanin kaynagi ve simirlari

Madde 9- Bu Teblige uygun olarak alinan bir 6rnekte organizmanin varligi (Ek-I)’de verilen ydntemler
uygulanarak saptandiginda; (Ek-III)’teki kosullar g¢ercevesinde bulagmanin esas kaynagini ve derecesini belirlemek
icin asagidaki ¢alismalar ve tespitler yapilir.

a) Ornegin alindig1 yerde bulasik olarak kabul edilen bitkisel materyal, parti ve/veya parsel, makineler, tasit,
depo, bitkisel materyalle temas eden paketleme malzemesi, 6rnegin hasat edildigi tarla ve diger iiretim yerleri de
bulasik olarak kabul edilir.

b) Hasat Oncesi veya sonrasi temas, liretim, sulama, ilaglama sirasinda olast bir bulagma veya ayni klonal
orijinli olas1 bulagmalarin derecesi saptanir.

¢) (Ek-I1T)’2 nci maddede yer alan kosullar hesaba katilarak, 9 uncu maddenin (a) bendine gére belirlenen
bulasiklik, (b) bendine gore tespit edilen olas1 bulasmanin biiyiiklii§ii ve organizmanin olas1 yayilist esas almnip bir
bolge belirlenir.



d) Bu maddenin (b) bendine gore bulasik olarak belirlenen yumru veya bitkilerle klonal iliskisi olan patates
stoklar1 da bu Tebligin 7 nci maddesinde belirtilen testlere tabi tutulur. Primer enfeksiyon kaynagimi ve muhtemel
bulagmanin genisligini ve risk derecesini belirlemek amaciyla miimkiin oldugunca ¢ok yumruda bu testler yapulir.

Eradikasyon .

Madde 10- Bu Tebligin 9 uncu maddesinin (a) bendine gore bulasik olarak saptanan bitkisel materyal, I1 Tarim
Miidiirligii Bitki Koruma Subesi elemanlarinca (Ek-IV)’ iin 1 inci maddesinde yer alan yontemlerden birine tabi
tutulur.

Teknik temizleme
Madde 11- Organizma ile bulagik oldugu belirlenen veya risk altida bulunan yerlerdeki makine, tasit, tekne,
depo ve paketleme materyali dahil diger materyal uygun bir yontemle dezenfekte edilir veya imha edilir.

Bulasik iiretim alanlarinda yapilacak islemler ve bildirim
Madde 12- Bu Tebligin 9 uncu maddenin (c) bendine gore tarif edilen sinirlar belirlendikten sonra bu alanlarda
(Ek-VI) da belirtilen 6nlemler alinir. Organizmayla miicadele etmek amaciyla yapilan islemler Bakanliga bildirilir.

Tohumluk patatesler
Madde 13- Tohumluk patatesler (Ek-I) takip edilerek bu zararli organizmadan ari bulunmus olmali, sertifikasyon
sonucu elde edilmis hatlardan direkt tiretilmis olmalidir.

Cogaltim materyali
Madde 14- Tohumluk patates iliretim alanlarinda bu zararli organizmanin varhigma dair bulgularin olmasi
durumunda, ana¢ tohumluk patates klonlar1 dahil baslangi¢ cogaltim materyali sistematik sekilde test edilmelidir.

Bulundurma ve nakil yasag:
Madde 15- Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus Xiiltiirlerinin bir yerden bir yere nakli,
bulundurulmasi ve dagitimi yasaktir.

Cesit seleksiyonu, deneme veya bilimsel amach getirilen materyal
Madde 16- Cesit seleksiyonu ¢alismalarinda ve deneme veya bilimsel amagli getirilen materyal igin bu Tebligin
hiikiimleri Bakanlik tarafindan degistirilebilir.

Ek tedbirler
Madde 17- Patates iiretim bolgelerinde organizmanin yayilmasini dnlemek i¢in gerektiginde Bakanlik tarafindan
daha sik1 6nlemler alinir.

Yiiriirliik
Madde 18- Bu Teblig yayim tarihinde yiiriirliige girer.

Yiiriitme
Madde 19- Bu Teblig hiikiimlerini Tarim ve Kdyisleri Bakan: yliriitiir.



Ek-1
Patates Yumrularinda Halka Ciriiklik Etmeni Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus’un
Belirlenmesi ve Teshisi Igin Metot

Yumru gébek baginin (heel-end) ¢ikarilmasi

1.1. 200 yumru ¢esme suyunda yikanir, heel-end g¢evresindeki epidermis %70’lik alkole batirilmis ve
alevden gegirilerek dezenfekte edilmis bigak veya patates soyucu yardimiyla uzaklastirilir.

1.2. dezenfekte edilmis bigak veya patates soyucu yardimiyla iletim demeti igermeyen dokular minimum
olacak sekilde yumrunun gobek bagi konik sekilde dikkatlice ¢ikarilir. Konik yumru pargalar1 24
saat i¢inde isleme alinir veya en fazla 2 hafta siireyle —20 °C’de saklanabilir.

Halka ciiriikliigii belirtilerinin gérsel kontrolii:

Yumrunun gobek bagi ¢ikarildiktan sonra yumru enine kesilir ve halka ¢iiriikliigii belirtisi aranir.

Yumru parmaklar arasinda sikilir ve iletim demetlerinden sivilasmis dokunun ¢ikisina bakilir. Erken

belirtiler; 6zellikle gdbek bagina yakin iletim demetleri ¢evresinde yumusama olmaksizin dokunun hafif

saydamlasmasidir. Gobek baginda iletim halkas: normal renginden hafifce koyulasmis olabilir. Ilk teshis

edilebilir belirti iletim demetleri etrafinda halka seklinde sarimsi bir renklenme ve yumrular hafifce

sikildiginda iletim demetlerinden peynirimsi bir maddenin ¢ikmasidir. Bu sizintilar milyonlarca bakteri

icerir. Iletim dokularinda kahverengilesme bu safthada gdzlenir. Baslangicta, bu belirtiler halkanin bir

kismu ile simirlt olabilir, ancak zamanla tiim halkaya genisleyebilir. Infeksiyonun ilerlemesiyle vaskuler

doku hasar1 meydana gelir, dis korteks i¢ korteksten ayrilabilir. Infeksiyonun ileri evrelerinde yumru

yiizeyinde kenar kisimlar1 kizil-kahve renginde ¢atlaklar belirir. Fungal ve bakteriyel sekonder tiirlerin

saldiristyla  belirtiler maskelenebilir ve ilerlemis halka c¢iiriikligi belirtilerini  diger yumru

ciiriikliiklerinden ayirmak imkansiz olmasa bile ¢ok gii¢ olabilir

Gram boyama, immunofluoresens boyama (IF) ve patlican testi i¢in 6rneklerin hazirlanmasi

3.1. Heel ends (gobek baglar1) patojene toksik olmadig: bilinen bir tampon ¢ozeltide (6rnegin, 0.05 M
phosphate buffer saline) 30 °C’nin altinda bir sicaklikta tam olarak masere edilir, ¢okelmeyi
onleyici eklenebilir ve toksik olmayan bir kopiik giderici gerekebilir. Asir1 yumusatmadan
(maserasyondan) kacinilmalidir.

3.2. Homojenattan bakterilerin ekstraksiyonu agsagidaki yontemlerden biri ile yapilir (1).

A. (a) 180 g dan fazla olmamak kosuluyla 10 dakika santrifiijlenir.
(b) iist s1vi en az 4 000 g’da 10 dakika santrifiijlenir ve tist siv1 atilir.
(1) Dinesen 1984 tarafindan verilen ekstraksiyon metotu alternatif bir metotdur.

B. (a) Doku artiklariin ¢okelmesi i¢in macerate 30 dakika siireyle kendi haline birakilir. Cokelti
bozulmaksizin iist siv1 alinir
(b) Ust stv1 ozel kireg cam filtre (No 2=40-100 um) iizerine yerlestirilmis filtre kagidindan
(Whatman No 1) vakum pompasi yardimiyla filtre edilir. Filtratlar santrifiij tiiplerinde
toplanir. Maksimum filtrat hacmi 35 ml olacak sekilde filtre kagid steril PBS ile yikanir.
(c) Filtrat 20 dakika siireyle 4 000 g’dan az olmamak kosuluyla santrifiijlenir.

3.3. Cokelti toplam hacim 1 ml olacak sekilde steril 0.01 M phosphate buffer pH 7.2 (EK 1 Boliim 2) ile siispanse
edilir. iki esit parcaya ayrilir. Bir parca referens amaciyla —20 °C’de  dondurulur veya liyoflize edilir. Diger
kisim tekrar ikiye ayrilir bir yarist Gram boyama ve IF testi i¢in, diger kisim ise patlican testi igin kullanilir.

(2) Donma Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus’ un canliligim azaltabilir (Janse ve Van Vaerenberg,
1987). % 10 luk gliserol i¢inde peletin siispansiyonu bu problemi ortadan kaldirabilir.

3.4. Bulasmadan kaginmak i¢in biitiin pozitif Cms kontrolleri ve drneklerin ayr1 ayr1 uygulanmasi zorunluluktur. Bu
IF lamlarina ve patlican testine uygulanir.

Gram boyama

4.1. Biitlin pellet (¢okelti) seyreltmelere saydamlagma, giirlime veya diger belirti siipheli yumru pargalarina Gram
boyama uygulanir. Ornekler, hastalikli dokularin smirindan alinmalidir.

4.2. Gram boyama bilinen Cms kiiltiirlerinden ve miimkiinse dogal infekteli dokulardan hazirlanir.

4.3. Tipik gram pozitif coryneform hiicreleri igeren Ornekler saptanir. Genelde, Cms hiicreleri 0.8-1.2 um
uzunlugunda ve 0.60 pm genisligindedir.

Uygun gram boyama prosediirii (Ek- I) Bolim 3’te verilmistir.

Taze kiiltiirlerden veya dogal infeksiyonlardan hazirlanmis 6rneklerde yash agar kiiltiirlerindeki hiicrelerden
genellikle daha kiiciik coccoid ¢ubuklar daha agirliktadir. Cogu kiiltiir ortamlarindaki Cms hiicreleri pleomorfic
coryneform ¢ubuk seklindedir ve degisken Gram reaksiyonu verebilirler. Hiicreler tek tek, karakteristik dirsek
bi¢imli ¢iftler ve genellikle diizensiz gruplar halinde olabilir.

IF testi

5.1. Cms’nin bilinen strainlerine (ATCC 33113, NCPPB 2137, NCPPB 2140) kars1 hazirlanmig antiserum kullanilir.
Antiserumun IF titresi 1:600’den biiyiik olmalidir. FITC (fluorescein isothiocyanate anti-rabbit immunuglobulin
conjugate)’nin bakteriyel hiicrelerle spesifik olmayan kombinasyonlarini belirlemek i¢in test lamlaria bir PBS
kontrol ekleyin. Cms (ATCC 33113, NCPPB 2137, NCPPB 2140) ayr1 bir lamda homolog antijen kontrolii
olarak yer almalidir. Dogal infekteli doku ayni lamda benzer kontrol olarak miimkiinse kullanilmalidir (Sekil 2).



5.2. Prosedir
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Son ¢ozeltinin (pellet) steril su ile 3 seri seyreltmesini (10, 107, 10™ hazirlaym (Sekil 1)
Her bir pellet siispansiyonundan veya Cms siispansiyonundan (10° hiicre/ml) 25 pl pipet yardimiyla ok
odacikli lamin her bir odacigina konur (Sekil 1).
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Lamlar kurumaya birakilir ve alevden gecirilerek fikse edilir.

Kullanilan Cms antiserumunun Onerilen seyrelmeleriyle odaciklara 25 pl eklenir. Antiserumun
calisildig1 seyreltme antiserum titresinin yaklasik yarisi olmalidir. Antiserumun diger seyreltmeleri
calismaya alinacaksa ayr1 bir lam kullanilmalidir.

Lamlar oda sicakliginda nemli hiicrede 30 dakika siireyle inkubasyona birakilir.

Lamlar 0.01 M PBS pH 7.2 ile dikkatlice ¢alkalanir. Yikama islemi 5 dakika siireyle 3 kez tekrarlanir.
Fazla nem dikkatlice uzaklastirilir.

her bir odaciga FITC konjugate ayn: seyreltme oraninda eklenir ve oda sicakliginda karanlikta nemli
hiicrede 30 dakika siireyle inkube edilir.

Daha once belirtildigi sekilde yikama yapilir.

Lamlarin her bir odacigina yaklasik 5-10 pl 0.1 M phosphate buffer gliserin pH 7.6 eklenir ve lamel
kapatilir.

Epifluorescens 151k kaynagina FITC ¢alismaya uygun filtreye sahip mikroskopta lamlar incelenir. 400-
1000 biiyiitme uygundur. Pozitif kontrollerdeki fluoresent hiicreler gdzlenir ve antiserumun titresi
belirlenir. FITC/PBS odaciginda fluorescent hiicreler aranir, eger yok ise; diger odaciklara gegilir.
Minimum 10 mikroskop alaninda inceleme yapilir ve bir mikroskop alanindaki morfolojik olarak tipik
fluorescent hiicreler sayilarak hesaplama yoluyla seyreltilmemis peletin 1 ml.sinde bulunan hiicre sayisi
belirlenir.

IF testinde bazi problemlerle karsilasilabilir.

-Patates peletlerinde boyut ve morfolojik olarak Cms hiicrelerine benzeyen atipik saprofit fluorescent bakteriler
olabilir. Yalnizca boyut ve morfoloji olarak tipik olan fluoescent hiicreleri dikkate aliniz. Capraz reaksiyonlar
nedeniyle IF pozitif 6rnekler farkl bir antiserumla yeniden testlenmelidir.



-Metodun saptama sinir1 seyreltilmemis peletin ml.sinde 10°-10* hiicredir. IF tipik hiicrelerin sayis1 bu sinirda ise
ornekler Cms yoniinden genellikle negatiftir. Ancak patlican testiyle dogrulanabilir. Morfolojik olarak tipik
fluoescent hiicreler saptanmamuissa IF testi negatif olarak kabul edilir. Ornekler Cms ile “bulasik degil” olarak
kabul edilir. Patlican testine gerek yoktur.

Herhangi bir morfolojik olarak tipik fluorescent hiicreler bulunursa IF testi pozitif olarak kabul edilir. Her 2
antiserumla pozitif IF sonucu veren 6rnekler Cms ile “potansiyel bulagik” olarak kabul edilir. Potansiyel bulagik
tiim 6rneklere patlican testi gerekir.

6. Patlican testi

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.
6.7.

6.8.

6.9.

Patlican testi i¢in ayrilmis pelet 3 yaprakli donemdeki en az 25 patlican bitkisine asagida verilen yontemlerden
biri ile inokule edilir.
Yara inokulasyonu I
6.2.1. Her bir saksiy1 yatay olarak destekleyin ( 5 cm derinlik x 10 cm genislik x 15 cm uzunlugunda
polystyrene bir blok, bir ylizeyi 10 cm’ lik saks1 girecek sekilde ¢ikarilmis (Sekil 3)). Steril aliiminyum
folyo seridi test edilecek her bir 6rnek i¢in blokla sap arasina yerlestirilir. Bitki lastik bir bant ile bloga
sabitlenir.

6.2.2.  Bir bisturi kullanilarak, kotiledon yapraklarla ilk yaprak arasindaki bdlgeye sap capinin iigte biri
derinliginde ve 0,5 ila 1,0 cm uzunlugunda hafifge ¢apraz uzunlamasina bir boliim agilir.

6.2.3.  Yara bisturinin ucu ile agik tutularak, ince uglu bir firga yardimiyla pelet bu noktaya siiriiliir. Patlicanlar
arasinda peletin geri kalam paylastirilir.

6.2.4. 2 ml’ lik siringa kullanilarak steril vazelinle kesik yer kapatilir.

Yara inokulasyonu II

6.3.1.  Bitki iki parmak arasinda tutulur, 1 damla (yaklasik 5-10 ul ) pelet siispansiyonu kotiledon ile gercek
yaprak arasinda govdeye pipetle verilir.

6.3.2.  Steril bistiiri yardimiyla pelet damlasinin yanindan 1.0 cm uzunlugunda ve gdvde capmnin 2/3
derinliginde yara agilir.

6.3.3.  Yara yeri steril vazelin ile kapatilir.

Igne inokulasyonu
6.4.1.  Turgor basimcini azaltmak i¢in inokulasyondan 1 giin 6nce bitkileri susuz birakiniz.

6.4.2. Ucuna hipodermik igne takili enjektdrle patlica govdeleri kotiledonlarin hemen iizerinden inokule
edilir. Kalan pelet patlican bitkileri arasinda dagitilir.

Ayni inokulasyon yontemleriyle 25 patlican bitkisi bilinen Cms kiiltlirii ve miimkiinse dogal infekteli
yumrularin dokulartyla inokule edilir.

25 bitki ayni inokulasyon yontemiyle steril 0.05 M PBS ile inokule edilir.

Bitkiler giindiiz 21-24° C gece 15 °C’de 14 saat giin uzunlugunda 40 giin siireyle inkube edilir. ilk 8 giinden
sonra belirti ¢ikigi yoniinden diizenli gézlem yapilir. Belirti gosteren bitkiler sayilir. Cms, patlican bitkilerinin
yaprak kenarlarinda gevseme seklinde kendini gosteren solgunluga neden olur. Solan dokular 6nce koyu yesil
veya benekli goriilebilir, ancak nekrotiklesmeden once soluklasir. Damar arasi solgunluklar suda haslanmig
goriiniimdedir. Nekrotik doku parlak sari kenara sahiptir. Bitkilerin 6lmesi sart degildir. Bitkiler zamanla
infeksiyonu yenebilir. Duyarli geng¢ patlican bitkileri patojenin diisiik populasyonlarina yash bitkilerden daha
duyarhidir. Bu nedenle; inokulasyonlarda 3 yaprakli donemden hemen 6nceki bitkiler kullanilmalidir. Yumru
dokularimin peletlerinde bulunan diger bakteri ve fungus populasyonlari solgunluk belirtisini tegvik edebilir. Bu
organizmalar; Erwinia carotovora subsp. carotovora, E. carotovora subsp. atroseptica, Phoma exigua var.
foveata ve hatta yiiksek saprofit bakteri populasyonlaridir. Bu tip solgunluklar tiim yapraklarin veya tim
bitkilerin hizla solmastyla Cms’nin neden oldugu solgunluklardan kolaylikla ayrilabilirler.

Belirti gdsteren tiim patlican bitkilerinin solmus yaprak ve govde dokularinda Gram boyama ve uygun bir besi
yerine izolasyon yapilir. Patlican yaprak ve govdeleri %70’lik alkole daldirilarak ylizey dezenfeksiyonu yapilir.
Inokule edilmis patlican bitkileri optimal kosullarda birakilmazsa, 40 giin siireyle inkubasyondan sonra bile Cms
patlicanlarda latent infeksiyona neden olabilir. Bu tip infeksiyonlar, inokule edilmis bitkilerde kuvvetin
yitirilmesi ve bodurluk seklinde kendini gosterebilir. IF testi pozitif olarak kabul edilmisse, sonraki testlerin
gerekliligi dusiiniilmelidir. Tiim teste alinan patlicanlarin steril 0.05 M PBS kontrol bitkileri ile gelisme
oranlarinin karsilagtirilmasi zorunluluktur. Bu ayni zamanda seranin iklim kosullarini da kontroliine olanak
saglar.

Onerilen diger testler asagida verildigi sekildedir;

6.9.1.  inokulasyon noktasinin iizerinde gévdeyi kesin ve yapraklar1 koparin

6.9.2.  govdeleri 0.05 M PBS pH 7.0 iginde masere edin

6.9.3.  peletin yarisin1 Gram boyama (4) ve IF testi (5) i¢in kullanin

6.9.4. IF ve/veya Gram boyama pozitif ise; slispansiyonun kalan kismini tekrar patlican testine alin. Bilinen
Cms Kkiiltiiriinii ve 0.05 M PBS kontrollerini denemeye alin. Son testte belirti olusmazsa; ornek
negatif(temiz) olarak kabul edilmelidir.

7. Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus’un izolasyonu

Ancak Cms izole edilir ve tanilanirsa teshis dogrulanabilir. Cms miiskiilpesent bir organizma olmasina ragmen
belirti gosteren dokulardan patojen izole edilebilir. Bununla birlikte, cok hizli gelisen saprofit bakteriler Cms’nin
gelismesini maskeleyebilir, bu yiizden yumru doku peletlerinden direkt izolasyon dnerilmez. Patlicanlar, Cms
izolasyonunda miikemmel bir secicilik saglar ve konukgu testi dogrulamak icin milkemmel bir aragtir. Belirti



7.1.

gdsteren tiim patates yumrularindan ve patlicanlardan izolasyon yapilmalidir. Patlican gévdelerinin maserasyonu
gerekli oldugu durumlarda; 6.8.”de verilen yontem uygulanir.
EK 1 Boliim 6°da formiilleri verilen agagidaki ortamlardan birine siispansiyon 6ze ile ¢izilir ve 21 °C’de 20
giine kadar inkube edilir.
Nutrient dextrose agar (yalnizca saflagtirmak igin),
Yeast pepton glikoz agar,
Nutrient yeast dextrose agar,
Yeast mineral salts agar.
Cms yavas geligir ve genellikle 10 giin i¢inde toplu igne bast goriiniimiinde, krem bombeli koloniler meydana
getirir.
Saf izolat elde etmek igin yeniden besi yerine ¢izgi ekim yapilir. Saf kiiltiirlerin gelisme hizi daha yiiksektir.
Tipik koloniler; krem-beyaz veya fildisi renginde, yuvarlak, diiz, yiiksekge, konveks-kubbeli, mukoid, diizgiin
kenarlh ve genellikle 1-3 mm capindadir.
Tamilama:
Saglikli veya hastalikli patates ve patlicanlarda izole edilebilen ¢ogu Gram pozitif coryneform bakterilerin koloni
ozellikleri Cms’nin kolonilerine benzerdir. Bu nedenle Cms agagida verilen testlerle tanilanmalidir.
IF test (5.1),
Patlican testi,
Beslenme ve fizyolojik testler (EK I Boliim 7)
Oksidasyon/fermentasyon testi (O/F),
Oksidaz testi,
37 °C’de gelisme,
urease tretimi,
eskulin hidrolizi,
nisasta hidrolizi,
% 7 NaCl solusyonuna tolerans,
indol testi,
katalaz testi,
H2S {iretimi,
Sitrat kullanimu,
Jelatin hidrolizi,
Glcerol, laktoz, ramnoz ve salisinden acid tiretimi,
Gram boyama
Biitiin testlere bilinen bir Cms kiiltiirii pozitif kontrol olarak eklenir. Besin ve fizyolojik testlerde nutrient agar
kiiltiirleri inokulum olarak kullanilir. Morfolojik karsilastirmalar nutrient dekstroz agar kiiltiirlerinde yapilir.
IF testi igin hiicre populasyonu 10° hiicre/ml’ye ayarlanir.
IF titresi bilinen Cms kiiltiiriine benzer olmalidr.
Patlican testinde kullanilacak hiicre populasyonu 10’ hiicre/ml olmalidir. Patlican testinde her bir organizma igin,
pozitif kontrol (Cms) ve steril su kontrolu olarak 10’ar adet bitki kullanilir. Saf kiiltiirlerle 20 giin i¢inde tipik
solgunluk belirtileri elde edilir, ancak bu siirede belirti gdstermeyen bitkiler toplam olarak 30 giin siireyle
patlicanin gelismesine olanak saglayan ancak 30 °C’yi asmayan sicaklikta inkube edilir. 30 giiniin sonunda hala
belirti ortaya ¢ikmamissa, kiiltiiriin Cms’nin patojenik formu oldugu dogrulanamaz.

C.sepedonicus’un test sonuclari
O/F - veya zayif oksidatif
Oksidaz -

Katalaz +

Nitrat rediiksiyonu -
Urease aktivitesi -
H2S {iretimi -

Indol iiretimi -

Sitrat kullanim1 -

37 °C’de gelisme -

eskulin hidrolizi +

nisasta hidrolizi - veya zay1f

% 7 NaCl solusyonuna tolerans -

Jelatin hidrolizi -

Asit liretimi:

Glycerol -

Laktoz - veya zayif
Rhamnose -
Salicin -




BOLUM 1- Maserasyon Sivilarmin Formiilleri (Lelliott and Sellar, 1976)

DC slicone antifoam MSA 10 ml
Lubrol W flakes 0.5 g
Tetra —sodium pyrophosphate lg

0.05 M phosphate buffer saline pH 7.0 (EK 2) 1 litre
BOLUM 2-Tampon Cézeltiler

0.05 M phosphate buffer saline pH 7.0

Bu tampon ¢6zelti yumru dokularinin maserasyonu igin kullanilabilir.
Na,HPO, 426¢g
NaCl 80g
Safsu 1 litre

0.01 M phosphate buffer saline pH 7.2
Bu ¢dzelti antiserumlarin seyreltilmesi ve IF lamlarinin yikanmasi igin kullanilir.
NazHPO4 12 HzO 2.7 g
NaH,PO,2 H,0 04¢g
NaCl 80¢g
Safsu 1 litre

0.1 _M phosphate buffer gliserin pH 7.6
Bu tampon, IF testinde fluoresensligi artirmada destek olarak kullanilir.
NazHPO4+ 12 H20 32 g
NaH,PO42 H,0 0.15¢g
Glyserol 50 ml
Safsu 100 ml

BOLUM 3-Gram Boyama (Hucker’s modifikasyonu)
Cristal violet solusyonu:
2 g cristal violet 20 ml. Ethanolde(%95 lik) ¢oziliir
0.8 g amonyum oxalat 80 ml saf su i¢inde ¢oziiliir
Her iki solusyon karistirilir.
Lugol solusyonu
fyot lg
Potasyum iyodiir 2 g
Safsu 300 ml
Maddeler havan i¢inde birlikte ezilir, erlene konarak eritilir.
Safranin solusyonu
Stok solusyon:
Safranin O 25¢g
%095 ethanol 100 ml
karistir ve sakla. 1:10 oraninda ¢alisma seyreltmesi hazirlanir.

Boyama islemi
1. Lam lizerine bakteriyi konulur, havada kurutulur ve 1s1 ile fikse edilir
Kristal violet solusyonu lam {izerine dokiiliir ve 1 dakika beklenir
Cesme suyu altinda yikanir
Lugol solusyonu lam iizerine dokiiliir ve 1 dakika beklenir
Cesme suyunda yikanir ve nemi kurulanir
Boyanin rengi gidinceye kadar damla damla %95 lik ethanol eklenir
Cesme suyunda yikanir ve kurulanir
Safranin solusyonu lam iizerine dokiiliir ve 10 saniye beklenir
. Cesme suyunda yikanir ve kurulanir
Gram pozitif bakteriler menekse-mavi, Gram negatifler ise, pembe-kirmizi boyanir.

DN LR WD

BOLUM 4- IF-Pozitif hiicrelerin Populasyon Miktarmin Belirlenmesi
S= ¢ok odacikli lamin 1 odaciginin yiizey alani

p (1)
D= odaci8in ¢ap1



s= objektif alaninin alani

p(2)

d= objektif alaninin ¢ap1

(d) ya direkt 6lgiimle, ya da asagidaki formiille hesaplanir.

p@3)

i= alan katsay1s1 (okiiler tipine baglidir ve 8-24 arasinda degisir)

K= tiip katsayisi (1 veya 1.25)

G= objektifin biyiitmesi (40x, 100x)

D xix K x G x ¢ (bir mikroskop alanindaki tipik fluorescent hiicrelerin sayisi)
Formiiliiyle her bir odaciktaki tipik fluorescent hiicrelerin sayis1 hesaplanir (C)
N= peletin 1 ml.sindeki tipik hiicrelerin sayis1 bulunur

y= bir odaciga konan pelet hacmi

F= pelet seyreltme faktorii

BOLUM 5-Patlican Yetistirilmesi

Patlican (Solanum melongena var. Black Beauty) tohumlari pastorize edilmis tohum kompostuna ekilir. Ekimden
10-14 giin sonra kotiledon yapraklarin1 tamamen ¢ikarmis olan fideler pastorize kompost igeren saksilara sasirtilir. 2-3
yaprakli donemdeki (3 yaprakli donemi gegmemelidir) patlican bitkileri kullanilir. Patlicanlar asagida verilen iklim
kosullarimi igeren seralarda gelistirilir.

Gilin uzunlugu: 14 saat veya dogal giin uzunlugu

Sicaklik: giindiiz: 21-24 °C, gece: 15 °C

Cms sicaklik 30 °C’nin iizerinde ise gelismez. Gece sicaklii 15 °C’nin altinda ise kromofor zarar1 (giimiisiimsii
nekroz) meydana gelir. Uygun bir insektisit uygulamasiyla Sciaridae familyas: larvalariin koklere zarar vermesi
onlenebilir.

Black Beauty ¢esidi patlican tohumlar1 ¢esitli tohum sirketlerinden saglanabilir.

BOLUM 6 -C. SEPEDONICUS ‘un izolasyonu ve Gelistirlmesi I¢in Besiyerleri
Difco bacto nutrient agar {iretici firmanin onerisi oraninda saf su i¢inde eritilir ve 121 °C’de 15 dakika siireyle
otoklavda sterilize edilir.

Nutrient dextrose agar (NDA)
Difco bacto nutrient agara % 1 oraninda D(+) glucose eklenir ve 115° C’de 20 dakika siireyle otoklavda sterilize

edilir.

Yeast pepton glucose agar (YPGA)

Difco bacto yeast extract 5 g

Difco bacto pepton 5g

D(+)-glucose (monohydrate) 10g

Difco bacto purified agar 15 g

Safsu 1 litre

Besi yeri 0.5 ml. Hacimler halinde 115 °C’de 20 dakika otoklavda sterilize edilir.

Yeast extract mineral salts medium (YGM)

Difco bacto yeast extract 2 g

D(+)-glucose (monohydrate) 25¢g

K,HPO, 0.25 ¢

MnSO, .H,O 0.015¢g

NaCl 0.05¢g

FeSO,4 7H,O 0.005 g

Difco bacto purified agar 18 g

Safsu 1 litre

Besi yeri 0.5 ml. Hacimler halinde 115 °C’de 20 dakika otoklavda sterilize edilir.

BOLUM 7-C. SEPEDONICUS “un Tamlanmasi I¢in Beslenme ve Fizyolojik Testler

Biitiin besi yerleri 21 °C’de inkube edilir ve 6 giin sonra incelenir. Gelisme olmazsa, 20 giine kadar inkubasyona
devam edilir.

-oxidative ve fermentative test (Hugh&leifson, 1953)- O/F-test

Temel besi yeri:

KCl 02g




10’ar ml.

NH4H2PO4 1.0 g

Difco bacto pepton 1.0g

Difco bacto purified agar 3.0 g
D(+)-glucose (monohydrate) 100 g
Bromothymol blue 0.03 g

Safsu 1 litre
Kimyasallar karigtirilir ve 1 N KOH ile pH 7.0-7.2’ye ayarlanir. Tiiplere (12°ser ml’ lik , 16 mm x 100 mm) 5 ve

olarak paylastirilir ve 115 °C’de 10 dakika otoklavda sterilize edilir. Tiiplere asilama yapilir ve 10 ml.lik
olanlara 1-2 ml steril s1v1 parafin aseptik olarak eklenir. inkube edilir.

Pozitif reaksiyon :

Tiip Renk Aciklama

Agik Sar1

Kapali Sar1 Fermentatif

Acik sar1

Kapali Mavi-Yesil Oksidatif

Agik Yesilimsi

Kapali Mavi-Yesil Oksidatif veya etkisiz

Oxidase testi (Kovacs, 1956)
Ayrrag:
Tetrametyl paraphenylenediamine dihydrochloride saf su iginde %1 oraninda eritilir. Bu solusyon 1 ml hacimde

taze olarak hazirlanmali ve koyu renkli siselerde 5° C’de 1-4 hafta depolanabilir.

alinarak

Temiz Petri kab: icinde filtre kagidina 1 damla damlatilir ve hemen taze nutrient agar kiiltiiriinde 1 6ze bakteri
striiliir. 10 saniye iginde mor renk olusumu pozitif reaksiyondur. Eger 10-30 saniye i¢in renk olusuyorsa bu

kiiltiirler zay1f pozitiftir. Yanlis pozitif sonuglardan kaginmak i¢in mutlaka platin uclu 6ze kullanilir.

Lactose, rhamnose, glycerol ve salicinde asit iiretimi:
Hugh&leifson, 1953- O/F besi yeri glikoz eklenmeksizin hazirlanir ve tiiplere 5’er ml olarak paylagstirilir vel15°

C’de 10 dakika otoklavda sterilize edilir. 45° C’de filtre ile sterilize edilmis gliserin, laktose, rhamnose ve salicinin %5 lik
sulu solusyonlarindan 0.5 ml aseptik olarak temel besi yerine eklenir ve dikkatli sekilde karistirilir.

dagitilir.

Pozitif reaksiyon: Ortam renginin mavi-yesilden sariya doniisii asit liretimini gosterir.

Katalaz testi:
Temiz bir lam {izerine 1 damla hidrojen peroksit ( 30 hacim) damlatilir ve 1 6ze bakteri kiiltiirii damla iginde
Damla i¢inde oksijen kabarciklarinin olusumu katalazin varligini gosterir.

Nitrat rediiktaz aktivitesi ve denitrifikasyon (Bradbury, 1970):

Besi yeri:

KNOs; (nitrit free) 1.0 g

Difco bacto yeast extract 1.0 g

K,HPO, 5.0 g

Safsu 1 litre

Besi yeri 20 ml lik siselere 10’ar ml olarak paylastirilir ve121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilir.
Ayirag A:

HzSO4 8.0 g

5 N acetic asit 1 litre

Ayrrag B:

Napthylamine 50g

5 N acetic asit 1 litre

Duplike olarak nitrat ortamina inokulasyon yapilir. 10-20 giin sonra 1 damla lugol iodine solusyonu, 0.5 ml

ayira¢ A ve 0.5 ml ayirag B eklenir. Ortam kirmizimsi renge déonmezse; yaklasik 50 mg ¢inko tozsu eklenir ve renk
olusumu gozlenir. 1. ve 2. evrede kirmizi renk olusmazsa nitrat rediiksiyonu yoktur.

Urease iiretimi (Lelliott, 1966):
Temel besi yeri:

Oxoid urea agar base (CM53)2.4 g
Saf su 95 ml




115 °C’de 20 dakika otoklavda sterilize edilir. 50° C ye sogutulan ortama filtre ile sterilize edilmis %40 lik iire

(Oxoid SR20) solusyonundan aseptik olarak 5 ml eklenir ve iyice karigtirilir. Steril tiiplere ( 16 x 100 mm) 6 ml olarak

dagitilir.

Inokulasyon yapilir.
Pozitif reaksiyon: urease aktivitesi ger¢eklesirse sari-turuncu renkli ortam kiraz kirmizisi renge doniistir.

Citrate kullanimi (Skerman, 1967):
Citrate agar base (Merck 2503) 23 g

Safsu 1 litre
Isitilarak eritilir ve karistirilir. 6 ml olarak tiiplere paylastirilir ve 121° C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilir

ve egik agar i¢in yerlestirilir. Bakteri inokulasyonu yapilir.

Pozitif reaksiyon: Besi yeri renginin turuncudan kirmiziya degismesi citrate kullanimini gésterir.

Hidrojen siilfit {iretimi:

Besi yeri:

Difco bacto tryptone (No 0123) 10g

K2HP04 1 g

NaCl 5¢g

Safsu 1 litre

Kimyasallar eritilir, 6 ml olarak tiiplere paylastirilir ve 115 °C’de 10 dakika otoklavda sterilize edilir.

Inokulasyon yapilir ve kursun asetat emdirilmis kagitlar (Merck 9511) aseptik olarak tiiplerin agiz kismindan asag1 dogru
sarkitilir ve sabitlenir. 20 giin kadar inkube edilir.

Pozitif reaksiyon: Test kagitlarinin siyah-kahve renk almasi tryptondan H,S iiretildigini gosterir.

Indol iiretimi (Ramamuthi, 1959):
Besi yeri H,S testinde oldugu gibidir. Kursun asetat kagitlar ¢ikarilir ve 1-2 ml diethyl ether eklenir ve dikkatlice

calkalanir. Ayirici tabaka olusumu i¢in 5 dakika beklenir ve 0.5 ml Kovacs’ reagent (Merck 9293) dikkatli sekilde eklenir.

Pozitif reaksiyon: Ether ve sulu fraksiyonlar arasindaki sari tabakada kirmizi bir seridin olusumu indolun

varligini gosterir.

37 °C de gelisme (Ramamurthi, 1959):

Besi yeri:

Difco bacto nutrient broth 8 g

Safsu 1 litre

Eritilir ve kanistirilir. 6 ml olarak tiiplere paylastirilir ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize

edilir. Inokule edilir ve 37 °C de inkube edilir.

Pozitif reaksiyon: Gelisme durumu gozlenir.

%7 NaCl degelisme(Ramamuthi, 1959):

Besi yeri:

Difco bacto nutrient broth 8 g

NaCL 70¢g

Safsu 1 litre

Eritilir ve kanistirilir. 6 ml olarak tiiplere paylastirilir ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize

edilir. Inokule edilir.

Pozitif reaksiyon: Gelisme durumu gozlenir.

Jelatin hidrolizi (Lelliott et al., 1966):

Besi yeri :

Difco bacto nutrient broth 8 g

NaCL 70¢g

Safsu 1 litre

Eritilir ve kanigtirilir. 6 ml olarak tiiplere paylastirilir ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize

edilir. Inokule edilir.

gosterir.

Pozitif reaksiyon: Tiipler 5 °C de 30 dakika tutuldugunda bile hala siv1 ise jelatinin sivilagtirildigini

Nisastanin hidrolizi:

Besi yeri:

Difco bacto nutrient agar (erimis) 1 litre

Difco bacto soluble starch (No 0178)2 g

Eritilir ve karnistirthir ve 115 °C’de 10 dakika otoklavda sterilize edilir. Petrilere dokiiliir ve

katilasmis besi yerine nokta inokulasyon yapilir. 10-20 giinde iyi bir gelisme saglandiktan sonra kiiltiiriin bir
kismu atilir ve petri ylizeyleri Lugol solusyonu ile kaplanir.



Pozitif reaksiyon: Bakteriyel gelismenin g¢evresinde agik bir zon olusurken, besi yerinin kalan
kisimlarinin mor renge boyanmasi nisastanin hidrolize oldugunu gosterir.

Eskulin hidrolase aktivitesi (Sneath & Collins, 1974):

Besi yeri:

Difco bacto pepton 10g

Aesculinl g

Ferric citrate 0.05¢g

Sodium citrate lg

Safsu 1 litre

Eritilir ve karigtirilir. 6 ml olarak tiiplere paylastirilir ve 115 °C’de 10 dakika otoklavda sterilize
edilir. Besi yeri berrak, fakat mavimsi fluoresense sahiptir. inokule edilir.

Pozitif reaksiyon: Fluoresensligin kaybolmasi ile birlikte ortam renginin kahverengine
doniigsmesi eskulinin hidrolize oldugunu gosterir. Bu ultraviole lamba altinda kontrol edilebilir.

Ek-1I

1. Immunofluorescense (IF) testinin pozitif oldugu her bir siipheli durumlar i¢in izlenecek yontem (Ek I)’de
verilmistir. Dogrulama veya ret etmek i¢in metodun sonuglarinin sdyleyeceklerinin tamamlanmasi beklenir.
-her nerede miimkiinse tiim yumrular ve bitkiler 6rnekleri ve

-kalan ekstraktlar ve ilave olarak hazirlanmig IF lamlari uygulanan metot tamamlanincaya kadar uygun
sekilde muhafaza edilir.

2. Organizmanin varliginin pozitif dogrulanmasi durumunda
-yumru veya bitki ekstrakti ile inokule edilmis infekteli patlican bitki 6rnegi, ve
-organizmanin izole edilmis kiiltiirii Madde 7 de verilen ihbar prosediiriinden sonra en az 1 ay siireyle saklanir.

Ek- 111

1. Muhtemel bulagmalarin mesafesinin belirlenmesinde incelemeye alinacak unsurlar;
- bulasik olarak kabul edilmis iiretim alanlarinda yetistirilmis yumru veya bitkiler,
- bulasik olarak kabul edilmis iiretim alanlarinda yetistirilmis yumru veya bitkilerle iligkili bazi alanlar ve
tiretimde kullanilan ekipmanlar veya genel bir miiteahhit kanaliyla muhtemel bulagmalar,
-liretim alanlar iizerindeki merkezi patates isleme depolart,
-12 ay once bulasik olarak kabul edilmis olan yumru ve bitkilerle direkt iligkili olan makine, kamyon, ambar,
depo ve diger paketleme materyalleri,
-bu tip objelerle dezenfeksiyon veya temizlik oncesi temasi olan depolanmis yumru ve bitkiler ve
-bulasik kabul edilmis olan yumru veya bitkilerin ayni klonal orijinli olan bitki veya yumrulari igerir.
2. Muhtemel yayilmalarin saptanmasinda incelemeye alinacak unsurlar;
-patates veya diger konukgularin yetistirildigi alanlarin patates veya diger konukgularin yetistirme alanlarina
yakinligi,
-tohumluk patates stoklarinin dagitildigi alanlar
3- Madde 7 de isaret edilen ihbar yonteminin detaylari;
-bulagik kabul edilen herhangi bir patates veya partinin kimlik veya ruhsat numarast,
-tohumluk patates stoklarinin gesit adi,
-bulasik kabul edilen unsurlarin ve bulagsma zonunun tarifi,
-infekteli patlicandan hazirlanmig IF lamlari, ekstraktlar ve patojenin pozitif dogrulama testinden
organizmanin izole edilmis kiiltiiriinii igerir.

EK -1V
1. Bulasik olarak kabul edilmis yumru veya bitkilere karsi resmi olarak alinacak Onlemler asagidaki
unsurlari igerir;

-dogrudan veya hizli bir sekilde uygun atik degerlendirme olanaklari bulunan organizmanin yayilmasi
icin risk tasimayan depolama alanlarina ve nakil araglarina ve dezenfeksiyon sistemine sahip isletmelere
nakledilmesi sartiyla endiistriyel isletmelerde kullanilabilir.

2. Organizma ile bulasik kabul edilmis olan yumru veya bitkilerin sorumlu resmi organlarin kontrolii
altinda degerlendirilmesi agamasinda asagidaki dnlemler alinir;
-tiikketim amacgh kullanimi, nakile uygun paketlenmis sekilde, yeniden paketlemeden direkt nakli ve
kullanimi, veya
-endiistriyel amaclh kullanimi ve uygun atik degerlendirme ve dezenfeksiyon olanaklari bulunan endiistriyel
amagli isleme yerlerine dogrudan ve hizli nakledilerek kullanilabilir
3. Sorumlu resmi kurumlarin denetimi altinda organizmanin yayilma riskini ortadan  kaldiracak sekilde
dezenfeksiyon ve temizleme dnlemleri alinir.



4. Bulagik oldugu belirlenmis sinirlari belli alanlarda (zonlarda) resmi organlarca asagidaki 6nlemler serisi
uygulanir;
4.1 Bulasik kabul edilen iiretim alanlarinda;
a)Bulasik kabul edilen bir tarlada, ya
-hastaligin saptandig1 yili izleyen en az 3 yetistirme sezonu boyunca kendi gelen patates bitkileri ve
dogal olarak bulunan diger konukgu bitkileri elimine edecek dnlemler alinir, ve
-ancak birbirini takip eden 2 yetistirme sezonu boyunca kendi gelen patates bitkilerinden ari oldugu
belirlendigi takdirde; patates yumrusu, bitkiler veya gercek tohumlari, organizmanin diger dogal konukgular1 veya
organizmanin yagama ve yayilmasina olanak saglayan diger iiriinler bu tarlaya ekilebilir.
-Yukaridaki periyodu takip eden ilk iiretim sezonunda resmi olarak sertifika edilmis yumrular
tohumluk olarak ekilmelidir ve {iriin satisina resmi siirveyler yapilarak temiz bulunduktan sonra izin verilir.
-Uygun bir rotasyon ¢emberini takip eden yilda sertifikali tohumluk yumrularin ekildigi tarlanin
iirlinti resmi olarak sertifikalandirildiktan sonra tohumluk olarak ekilebilir veya yemeklik olarak satilabilir, veya
-Bulasik kabul edildigi y1l1 izleyen 4 yetistirme sezonu boyunca;
-kendi gelen patates bitkileri ve organizmanin dogal olarak bulunan diger konukcularmi eline
edecek onlemler alinir.
-Yukaridaki periyodu takip eden ilk iiretim sezonunda resmi olarak sertifika edilmis yumrular
tohumluk olarak ekilir ve iiriin satigina resmi siirveyler yapilarak temiz bulunduktan sonra izin verilir.
b) Diger tarlalarda;
Bulasmayi izleyen iiretim sezonunda:
-ya patates yumrulari, bitkileri, ger¢ek tohumlar1 veya patojenin dogal olarak bulunan diger
konukgulari dikilemez ve kendi gelen bitkileri elimine edecek 6nlemler alinir, veya
-yalnizca tiiketim amach {iretim i¢in, sorumlu resmi kurumlarin denetiminde kendi gelen bitkilerin
ve patojenin dogal konuk¢ularinin elimine edildigi kosullarda, resmi sertifikali yumrular ekilebilir.
-tohumluk veya tiiketim amagl {iretim i¢in en az 2 yil resmi sertifikali yumrular ekimde
kullanilabilir.
-her bir yetistirme sezonu boyunca patojenin yasama riskini olusturan énlemler alinir ve resmi
siirveyler yapilir.
-bulagiklig1 izleyen yetistirme sezonunda, tiikketim amagli liretim i¢in sertifikali yumrularin ekildigi
tarladaki bitkiler ve kendi gelen bitkiler uygun zamanda kontrol edilir.
¢)Bulagmanin saptandig: yili izleyen yildan baglayarak acilen ilk izin verilen y1l dahil alet ve makineler,
depolar uygun dezenfeksiyon ve temizleme yontemlerinden biri ile temizlenir.
d)Yetistirme ortaminda {iretimin miimkiin oldugu liretim sistemlerinde;
-organizmanin tamamen elimine edildigi resmi olarak dogrulanmadik¢a, yumru, bitki veya gercek
tohumlar ekilmez,
-patates iiretimi resmi olarak sertifikasyonu yapilmig patates tohumlarindan veya testlenmis
kaynaklardan saglanan mikro-bitki veya mini yumrularla yapalir.
4.2 yukarida 4.1’ de verilen dnlemlerin 6n yargisiz olarak alindig1 bulasik zonlarda;
a) bulagmayi izleyen en az 3 iiretim sezonu boyunca:
-resmi organlar denetiminde, iiretim, depolama, bakim islemlerinin yiiriitiilecegi garanti edilir,
-uygun yontemlerle depo ve makineler dezenfekte edilir ve temizlenir,
-bu alanlarda liretim i¢in yalnizca sertifikali yumrular kullamlir,
-bu alanlar iginde yer alan tiim bina ve miistemilatindaki depolarda bulunan hasat edilen tohumluk
yumrular ayr1 olarak islenir,
-detayl1 bir siirvey yapilir,
b) Uygun bir zaman periyodu i¢inde tiim tohumluk patates stoklarini karsilayabilecek bir program
gerceklestirilir. Bulagikligin saptandigi zon igindeki iireticilerin numaralari, ortak depolar ve sevk yerleri kaydedilir.



