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Amag

Madde 1- Bu Teblig, patateste kahverengi glriklik ve patates ve domates bitkilerinde
bakteriyel solgunluk hastaligini olusturan Ralstonia solanacearum’ un yerinin ve yayilisinin

tespit edilmesi, meydana cikisi ve yayillmasinin engellenmesi, eder tespit edilmisse
micadelesinin yapilmasi ve eradike edilmesi amaciyla hazirlanmistir.

Kapsam

Madde 2- Bu Teblig, Ralstonia solanacearum’ un tespit edilmesi, mlicadelesi, yayilmasinin
engellenmesi ve eradike edilmesi hususlarini kapsar.

Hukuki dayanak

Madde 3- Bu Teblig; 15/5/1957 tarihli ve 6968 sayili Zirai Mlicadele ve Zirai Karantina
Kanunu ve

6/8/1964 tarihli Zirai Karantina Tlizigl’ ne dayanilarak ve AB mevzuatina uyum
cercevesinde hazirlanmistir.

Siirvey

Madde 4- (Ek-I) Bolim I’ de listelenen bitkilerin yetistirildigi ekilis alanlari, depolar, zararli
organizmanin yayillmasinda risk olusturan Solanaceae familyasindan yabanci otlar, bu
konukgularin sulanmasinda ve ilaglanmasinda kullanilan ylizey suyu, endulstriyel isleme ve
paketleme binalarindan bosaltilan sivi atiklar Gzerinde Ralstonia solanacearum’ a ydnelik
olarak yillik sistematik strveyler yapilir. Bu slirveylerin blytkligu yapilacak olan risk
dederlendirmesine goére tespit edilir. Ayrica yetistirme ortami, toprak ve endistriyel isleme
ve paketleme binalarindaki kati atiklar Gzerinde de bu organizmaya yoénelik olarak sirveyler
yapilabilir.

Siirveylerin yapilmasi
Madde 5- Bu sirveyler asagidaki sekilde yapilir :

a) Patates ve domates igin (Ek-I) B6lim-II'nin linci maddesinde yer alan esaslara gére
yapilir.

b) Patates ve domates disindaki diger konukgu bitkiler ve sivi atiklar igin uygun yerlerden
ornekler alinir ve uygun metotlar kullanilarak analizleri yapilir.



c) Diger materyaller icin de uygun metotlara gére sirveyler yapilir.
Siirveyleri yapacak resmi kuruluslar

Madde 6- Sirveylerde alinacak 6rnek miktari, kaynagi ve 6rnek alma zamani Bakanlik Zirai
Micadele Arastirma Enstittileri ve dider ilgili Bakanlhk Arastirma Enstittleri tarafindan
belirlenir. Siirveyler Il Tarim Midarliga Bitki Koruma Sube Midirlikleri elemanlari
tarafindan yapilr.

Siirvey sonuglarinin bildirimi

Madde 7- Siirvey sonuglar (Ek-I) Bolim II'nin 2 nci maddesinde yer alan bilgileri icerecek
sekilde her yil 20 mayis tarihinde Bakanhda bildirilir.

Bakanliga bildirim

Madde 8- Bu zararli organizmanin tespit edilmesi yada stpheli bir durum oldugu taktirde
Bakanliga bildirilir.

Tespit

Madde 9- Sipheli durumun dogrulanmasi stirecinde bu durumun olustugu boélgedeki
patatesler ve domateslerin (Ek -II)‘de yer alan test prosedlrindeki ilgili metotlar
kullanilarak laboratuvar analizleri yapilir. Uygulanan metot tamamlanincaya veya dogrulama
testleri sonuglanincaya kadar (Ek- III)" Gn 1 inci maddesinde yer alan kosullara uygun
hareket edilir. Stpheli durum dogrulandiginda (Ek-III)'Un 2 nci maddesindeki kosullar
uygulanir.

Siipheli durumda yapilmasi gereken islemler

Madde 10- Bu Tebligin 9 uncu maddesinde bahsedilen stipheli durumun dogrulanmasi
slirecinde supheli durumun gortldtga yerde;

a) Organizma tarafindan meydana getirilen belirtilerin gérilmesi durumunda (Ek-II) Bolim I,
madde 1 ve Bo6lim II'de yer alan hizli tarama testleri kullanilarak ya da,

b) (Ek-II), Bolim I, madde 2 ve Bolim III' te yer alan tespit ve taniya ybnelik metotlar
kullanilarak pozitif sonug elde edilmelidir. Ornedin alindi§i yerdeki triinlere ait tim bitki ve
yumrularin, parsellerdeki bitkilerin veya partilerin nakli yasaklanir. Stpheli bulgunun kaynadi
arastirilir ve yayilmasini énlemek amaciyla ilave énlemler alinabilir.

Bulasmanin kaynagi ve sinirlari

Madde 11- Bu Teblige uygun olarak alinan bir 6rnekte organizmanin varligi (Ek-II)’ de yer
alan test prosedurindeki ilgili metotlar kullanilarak dogrulandiginda, (Ek- IV)’ te yer alan
esaslara gore bulasmanin ana kaynadini ve derecesini belirlemek igin bir galisma baslatilir.

a) Patates ve domates icin, 6rnegin alindigi ve bulasik olarak tespit edilen bitkisel materyal,
parti ve/veya parsel, ayrica makine, tasit, depo, bitkisel materyalle temas eden paketleme



materyali ve yine 6rnedin hasat edildigi ve alindigi tarlalar ve 6rtt alti Gretim yerleri de
bulasik olarak kabul edilir.

b) Patates ve domateste hasat dncesi veya sonrasi temas, Uretim, sulama veya ilaglama
yada klonal bir akrabalik yoluyla gerceklesen olasi bir bulasmanin derecesi (Ek-V)’in 1 inci
maddesinde yer alan esaslara uygun olarak tespit edilir.

c) (Ek-V) madde 2 (i)’ de yer alan esaslara uygun olarak bu maddenin (a) bendinde yer alan
bulasmanin ve/veya bu maddenin (b) bendinde yer alan olasi bulasmanin ve organizmanin
olasi yayilisinin bulundugu bélgenin sinirlari gizilir. Patates ve domates Uretiminin yapildigi ve
risk altinda bulunan yerlerde yetisen diger konukgu bitkiler icin de bu maddenin (a), (b) ve
(c) bentlerine uygun hareket edilir.

d) Sulama, ilaglama veya taskinlar yoluyla risk altinda bulunan patates ve domates iretim
alanlarindaki yabani Solanaceae’ lerdeki ve endustriyel isleme, paketleme binalarindan
bosaltilan sivi atiklar da dahil olmak Gzere ylzey suyundaki bulasmanin derecesini tespit
etmek icin uygun zamanlarda 6rnekler alinarak sirvey yapilir.

e) Bu maddenin (d) bendine gére alinan ylzey suyu 6rneklerinde organizmanin tespit
edilmesi durumunda yilzey suyu bulasik olarak kabul edilir.

f) Bu maddenin (e) bendine goére bulasik olarak kabul edilen ylzey suyunun olasi bulasma
bolge sinirlari (Ek-V) madde 2 (ii)’ ye goére belirlenir.

g) Bu maddenin (a) ve (e) bendine gore belirlenen herhangi bir bulasma ve bu maddenin (c)
ve uygulanabildigi yerlerde ( f ) bendine gére sinirlar belirlenen bélgeye ait ayrintilar (Ek-V)’
in 3 Uncl maddesinde yer alan esaslara gore Bakanlda acilen bildirilir. (Ek-V)" in 4 (ncu
maddesinde yer alan ilave bildirimler de Bakanliga ayni zamanda yapilir.

Eradikasyon

Madde 12- Bu Tebligin 11 inci maddesinin (a) bendine goére bulasik olarak bulunan bitkisel
materyal Il Tarim Mudurlagu Bitki Koruma Subesi elemanlarinca (Ek-VI)'nin 1 inci
maddesinde yer alan yontemlerden birine tabi tutulur.

Kullanima sunma

Madde 13- Bu Tebligin 11 inci maddesinin (b) bendinde belirtildigi sekilde muhtemelen
bulasik durumda bulunan patates ve domates bitkileri ile risk altinda bulunan arazilerdeki
bitkiler, organizma igin yayilma riski yaratmamak kaydiyla (Ek-VI)'nin 2 nci maddesinde yer
alan sekilde kullanima sunulabilir veya satisi yapilabilir.

Teknik temizleme

Madde 14- Bu Tebligin 11 inci maddesinin (a) ve (b) bentlerinde s6zl edilen, organizma ile
bulasik oldugu belirlenen veya risk altinda bulunan yerlerdeki makine, tasit, tekne, depo ve
paketleme materyali dahil diger materyal (Ek-VI)'nin 3 Gnct maddesine gbre uygun bir
metot kullanilarak imha ya da dezenfekte edilir.



Bulasik iiretim alanlarinda yapilacak islemler

Madde 15- Bu Tebligin 11 inci maddesinin (c) bendine gore tarif edilen sinirlar
belirlendikten sonra bu alanlarda (Ek- VI)' nin 4.1 ve 4.2 nci maddelerinde belirtilen
onlemler alinir. Organizmayla miicadele etmek amaciyla bu Tebligin 12, 13 ve 14 Uncl
maddelerinde belirtilen hususlarla ilgili yapilan islemler Bakanliga bildirilir.

Patates tohumlugu

Madde 16- Tohumluk patatesler (Ek- II)’ de yer alan test prosediri uygulanarak
organizmadan ari bulunmus olmali, sertifikasyon sonucu elde edilmis direkt patates
hatlarindan Gretilmis olmahdir.

Cogaltim materyali

Madde 17- Tohumluk patates Uretim yerlerinde organizmanin var olduguna iliskin bulgularin
olmasi durumunda; anag tohumluk patates klonlari dahil baslangic cogaltim materyali
sistematik sekilde test edilir, klonal bir akrabaligin olmadigi durumlarda tim anag patates
klonlar test edilir.

Bulundurma ve nakil yasagi

Madde 18- Ralstonia solanacearum kiiltirlerinin bir yerden bir yere nakli, bulundurulmasi
ve dagitimi yasaktir.

Cesit seleksiyonu, deneme veya bilimsel amacgh getirilen materyal

Madde 19- Cesit seleksiyonu calismalarinda ve deneme veya bilimsel amach getirilen
materyal icin bu Tebligin hikimleri Bakanlik tarafindan degistirilebilir.

Bakanhgin yetkisi

Madde 20- Organizmanin yayilmasini engellemek ve miicadele etmek icin gerektiginde
Bakanlik tarafindan ilave daha sert dnlemler alinabilir.

Yiirurliik
Madde 21- Bu Teblig yayim tarihinde yirirlige girer.
Yiiriitme

Madde 22- Bu Teblig hiktumlerini Tarim ve Kdyisleri Bakani ylratir.



EK I

Bolom |
Raisionia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. *in konukeusu olan bitkiler
- Solanum tuberosum L."un tohum harig bitkileri, yumrular dahil Patales
-Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsien ex Farw. lohum ve meyve harig bitkileri Domates
Balom II
Sarveyler

1. Bu Tebligin 4 0ncd maddesinde yer alan strveylerde organizmanin biyolojisi ve Gretim sisternlen: temel alinir ve
5 inci maddenin (a) bendinde yer alan strveylerin yapilmasina iligkin esaslar asagida belirtilmigtir :
(i) Patatesler igin,

-Uygun zamanlarda, yetigtirme mevsimi boyunca gorsel kontrol ve/veya yeligtirme mevsiminde veya depoda
hem tohumluk hem de diger patateslerde omekleme yapilir. Bu omekleri olugturan yumrular kesilerek gorsel
kontrold yapilir, ve

~Tohumluk patateslerde ve diger patatesler igin uygun yerlerde, Ek II' deki test prosedriinde yer alan
metotlar kullantlarak laboratuvar testleni yapilir,

(ii) Domatesler igin,
-Ticari kullaum amaciyla tekrar dikilecek olan bilkilerin en azindan yetistirme mevsiminde uygun
zamanlarda gorsel kontrold yapilir.
1. BuTebligin 7 inci maddesinde yer alan sdrveylerin bildirimi yunlan igerir :
(i) Patatesler igin yspilacak strveylerde,
-Tohumluk ve dijer patateslerde hektar olarak tahmini toplam Gretim alam,
~Tohumlufjun kademesi, kullanim amac: ve yetitirme alani ,
-Testlemek igin alinan dmeklenn Smmek alma zamam ve miktan,
-Tarlada gorsel olarak kontrol edilenlerin sayisi,
-Yumrulardaki gorsel kontrollerin sayis ve dmefiin boytklajo ;



(i) Tohumluk amagh olan domalesler igin yeliglimne mevsiminde yapilacak siirveylende,
-Ditkilerin tahmini toplam sayis,
“Gorsel kontrollerin sayis;
(iif) Konukgusu olan yabani Solanocece'ler dahil, palales ve domales haricindeki difier konukgu bitkiler
ozerinde yapilan sirveylerde,
-Torler,
“Omek slma zamarn ve sayisi,
“Omekleme yapilan alan fakarsu
~Analiz metodu;
{iv) Endostriyel isleme veya pakelleme binalanindan bogaltilan su ve sivi aiklarda yapilan stirveylerde,
“Omek alma zamam ve sayis,
“Omeklemne yapilan alan/akarsw/ binalann yeri,
=Analiz metodu.

EK-1I
Ralstoma selanocearum (Srmith) Yabuuch: et al. “un teghis, tespil ve tanisi igin kullamilan test prosedirn

Test Prosedtiringn Kapsarmi
(i) Patates yunrulannda kahverengi gorokiok ve patates ve domates bitkilerinde bakteriye] solgunlugun teghisi
(i} Patates yumnru dmeklerinde Ralsionia solanacearum’un lespiti;

llavelerde test materyallcrinin (besi ortamilan, tampon gozeltiler, soldsyonlar, ayiraglar gibi) haz_urlu.nma.sl
igin gerekli ayrinhilar verilmistir.
‘Test Prosedlininin Iperigi

BOLOM I:  Tesl prosedUriingn uygulanmasi
l. Palates yumrulannda kahverengi ¢UrOklO0k wve patales ve domates bitkilerinde bakieriyel
solgunlugun teghisi
1. Patates yumru 8meklerinde Ralsionia solanocearum®un tespit ve tamst
BOLUM II :  Patates yumrulannda kahverengi iriiklik ve patales ve domates bitkilerinde bakteriyel solgunlugun
teghisi
1. Delidtiler
2. Hizh taramm test{leri)
1. lzolasyon prosediirl
4. Dogirulama tesi{leri)
BOLOM I : Patates yumru Smeklerinde Ralstonia solanacearim®un tespit ve tanis:
I, Test icin Grmeklerin hanrlanmas:
2, Immunoflvorescence (IF) test
3. Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay test (ELISA)
4. Polymerase Chain Reaction test (PCR)
5. Segici orlama ekim testi
6. Bioassay testi
7. Zenginleglirme testleri

£. Patojenisile testi
llave 1 Ralstonia solanacearum®un izolasyonu ve kidrGnde kullanslan besi ortamlan
Have 2 Omegin hazrlanmasinda kullamian materyaller
Have 3 IF testinde kullamlan materyaller
llave 4 IF testi igindeki bulayma seviyesinin tespiti
llave 5 ELISA testinde kullantlan materyailer
llave & PCR testinde kullanilan materyaller
llave 7 Segici besi ortamina ckim ve zenginlegtirme testlerinde kullanitan materyaller

Kaynaklar



BOLOM |
Test prosediiriniin uygulanmas:

|. Patates yumrulannda kahverengi ¢lirikiDk ve patates ve domates bitkilerinde bakteriyel solgunlupun teshisi
Asaida yer alan prosedilr, tipik ya da siipheli kahverengi ¢lirikidk belirtisi gdsteren patates yumrulan ve tipik ya
da 50pheli bakteriyel solgunluk belirtisi gsteren patates ve domates bitkileri igin uygulanir,

Belirti gisteren patates bitkileri veya yumrulan "

1
Hizh TaramaTestleri

4
lzolasyon

1
Tipik Ralstonia solanacearum Kolonileri

i l
Evet Hayi"”

1
Dogrulama test(leri)
Patojenisite testiyle™ birlikte
Ralstonia solanacearum olarak saf
koltdriin tandanmas:

-
Evet Hayir ————= Hitkiler velveya yumm Ralstonia solanacearum
ile enfekreli degil
1
Bitkiler ve/veya yumrular
Ralstonia solanacearum
ile enfektedi

Semada verilen referanslar :
" galam 11.1.de tarif edilen belirtiler
® Hyzh tarama testleri olarak kullanilabilecek testler
Uygun testler :
lietim demetlerinden bakteriyel akmnu testi (BOldm I1.2),
Poly-p-hydroxybutyrate granileri igin test (BolGim 11.2),
IF testi {(Bo10m I11.2),



ELISA testi {Ballm 111.3),

PCR. testi (B&liim 111.4).

™ Tipik belirti giisteren bitkilerden patojenin izolasyonu seyreltme serilerinden ckimle kolaylikla yapilmasina
ragmen, enfeksiyonun ileri devrelerinde bu izolasyon yapilmigsa bagansiz olunabilir. Hastalikh dokuda saprofitik
bakteriler daha hizly geligebilir veya izolasyon ortarminda patojeni engelleyebilir. Efer izolasyon sonucu negatif,
fakat belirtiler tipikse, izolasyon segici bir besi ortemu testi kullamilarak tekrarlanmalidir,

® Ralstonia solanacearum®un saf kihirindn ghvenilir tamsina patojenisite testiyle (Boldm [1.4.3) birlikte Balim
11.4.1 de yer alan testlerin en azndan bini yapilarak ulagihir. Strain karakterizasyonu isteie baghdir, fakat her yeni
durum igin yapilmas: tavsive edilir.

2. Patates yumru 3meklerinde Ralsionia solanacearum’un tespit ve tanisi
Asafida yer alan prosedilr bir veya tercihen birden fazla tarama test kullaruiarak patates yumrulanndaki latent
enfeksiyonlanm tespitinde kullamlir, . efer pozitif sonug alinrsa, patojenin izolasyonuyla tamamlanir, tipik
kolonilerin izolasyonu durumunda Ralstonia solanacearum’un saf kQitOrindn tams: yaplarak prosediir
tamamlanar.

| Patates yumru demekleri ! J
i

Tarama T?(bﬂl'} -

tstege bagh ilave testlerle IF testi ™
vefveya secici besi yerine ekim

ELISA testi ¥
PCR testi
Zenginlegtinme test{leri) ™
* *

En az bir Yapilan thm Ormek Rolsonio
test testler negatif > solanacearum ile
pozicif enfekteli degil
i
Lzolasyon Test(leri)

ekim testleri ™

i

| Tipik morfolojik ozelliklere sahip koloniler II

+ 4 Omek Ralstonia
> | solanacearum ile
[ ] > | e
4
Dogrulama Test(leri)
Patojenisite testiyle ™ birlikte
Ralgronia sol olarak
kolttrtn s ™
: : « | Omek Ralsiomio
m :i: = | solanacearum ile
enfekieli degil
Ornek Ralstonia

solonocearum ile
enfelctedi




Diyagramda yer alan referanslar:

D Smek blyklugu
Standart bilylklok 200 yumrudur. Bununla beraber 200 yumrudan daha az Bmekle de prosedlr rahatlikla
uygulanabilir

®Tarama test(leri)
Tek bir test, Smekteki Ralsionia solanacearum'u tespit etmek igin yeterince hassas ve glvenilir olmayabilir.
Bundan dolayr birden fazla test tavsiye edilir ve bu testlerde tercihen farkh biyolojik prensipler temel alinmug
olmalidur.

2 immunofluorescence (IF) test
IF testi iyi oturmus bir tarama testidir. Bu tam olarak gelistiilmemis ve gecerlilifi olmayan difier testlere kars:
bir avantajdir. Bu test difer bir gok benzer bakteriler (8megin Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus)
icinde kullanilir. Bu metot iginde belirtilen okuma parametreleriyle hassas bir testtir. (Hassasiyet sinirlan patates
ekstraktunin her bir ml'si igin 10°- 10" hicredir. }
Antiserumun kalitesi bu testin sonucunun givenilirligi igin kritik bir etkendir. Sadece yilksek titreye sahip
antiserum kabul edilir (seyreltiimemis antiserum igin minumum 2000) ve tiim testler antiserum titresi veya bu
titrenin altinda yer alan bir seyreltme kullanlarak yiirGtilmelidic. Indirek metot tercih edilir. Direk metot, efer
test indirek metota egit hassasiyet ve 8zellikie ise uygulanabilir,
IF testi, boyanan hlicrenin morfolojisi ve fluorescence younlugunun subjektif yorumu gibi bir avantaja sahiptir.
Serolojik olarak Raistonia solanacearum ile akraba olan topraktaki bakterilerden ve Ralttonia solanacearum
hilcre morfolojisiyle iliskili patates dokulanndan kaynaklanan capraz reaksiyonlar yaygindir, Capraz
reaksiyonlardan gliphelenildiginde farkli bir biyolojik prensibe sahip ilave bir tarama testi yapiimasina gerek
duyulsa da, IF testi tek bagina bir tarama testi olarak da kullanilabilir. Bu gibi durumlarda segici anama ekim en
uygun testtir.

“) Secici besiyeri

Bu metottaki SMSA besi ortam ve test yOntemi Ralsionia solanacearum igin segici ve hassas bir testtir. Omek
hanrandiktan sonra sonug 3—6 giln icinde alinir. Patojen kiltdrden direk olarak elde edilir ve kolayhkla
tanilanabilir. Testten tam anlamiyla faydalanmak ve bu ontam Ozerinde Ralstonia solanacearum ile rekabete
giren ve patates yumrulanyla birlikie bulunan ikincil bakterilerden sakinmak igin heel end’lerin hazirlanmasinda
dikkaili olunmahdir. Hedef organizmay etkileyen ortam igerigi nedeniyle bazy strainler zayf geligebilir.
Ortamda gelisebilen diger bakteriler nedeniyle Ralstonia sofanacearum * u ayint ederken dikkatli olunmalwdir.
Besi  yeri (Ozerinde diger bakteriler tarafindan Ralsiomia solonacearum’ un engellenebileceginden
sOphelenildifinde negatif test sonucu olan bir Smekte teghisi dofrulamak veya reddetmek i¢in farkh bir test
kullanilabilir. Bu gibi durumlarda, IF en uygun testtir.



¥ ELISA testi
ELISA testinin hassasiyeti genellikle IF testinden daha azdir (hassasiyet e5ifli patates ekstraktimin her bir mi'si

icin 10'-10° hocredir). Bu test ucuz ve hizhdr, fakat genellikle yanhs pozitif (capraz reaksiyonlar) ve yanhis
negatif (patates ekstrakt icindeki fenolik molekliler tarafindan engellenme) sonuclara daha agiktir. Antiserum
seyiciligi son derece ylksektir. ELISA testi tek bagina bir tarama testi olarak kullamimamalidur.

) PCR testi
PCR bitki veya yumru ekstraktinda yer alan baz inhibitdrler nedeniyle kolaylikla yanhs negatif sonuglara
scbebiyet verse de, cok hassas bir tespit potansiyeline sahiptir. Bani patates gegitleri digerlerinden daha fazla
inhibitde icerir. Bundan dolayr bu inhibitrleri yok etmek gereklidir. Engelleme seyreltme yoluyla azalulabilir
fukat ayms anda Ralstonia solanacearum’ un populasyonuda seyreltilmiy olacakur. Yanls pozitif sonuglara
sebebiyet veren bulagmadan keginmak igin dmegin ve testin hanrlanmasinda blylk dikkat gdsterilmelidir.
Yanlhy pozitif sonuglar diger organizmalann dizilig benzerliginden de dogabilir. Bu nedenle direk PCR. tek bagina

hir tarama test olarak kullamimamalidir.

™ Zenginlestirme testi
Muodifiye SMSA broth gibi yan segici bir sivt besiyeri iginde patates ekstrakn pellet Smeklerinin inkube
edilmesiyle, Ralstonia solanacearum® un ¢ofialmas: saglamir. Belki bundan daha Snemlisi, PCR veya ELISA
testindeki potansiyel engelleyicilerinde aym zamanda seyreltilmis olmasidir. Zenginlegtirme ortamindaki
Ralstonia solanacearum 1F, ELISA ve PCR kullanilarak tespit edilebilmektedir. Zenginlestirme ortamindan
yapilan direk ekim tavsiye edilmemektedir. Aynca bu metotlarla ilgili deneyim eksikliginden dolay tek bagina
bir tespit metodu olarak kullamlmamalidar.

™ Bipassay testi
Bioassay testi, bir konukgu bitki iginde segici zenginlejtirme yapilarak patates cksirakundan Ralsionia
solamxcearum” un izolasyonu igin kullamlr ve domates veya pathcan bu test igin kullanilir. Test bu metota

Sacllegmis optimum inkubasyon kogullarina ihtiyag duyar. SMSA ortami Gzerinde Ralstomia solanacearum'a
kargs olan inhibitdr bakteriler bu testi muhtemelen etkileyecektir.

® Dogrulama tesi(leri)
Ralstoniu solanacearum 'un saf kiitGrindn glvenilir tanisina BS1m 11.4.1" de yer alan testlerin en azndan biri
yopilarak ulagilir. Bu testlere ilave olarak BSlim I1.4.3° te yer alan patojenisite testide yapilmahdir. Strain
kurakteriznsyonu istege baghdir fakat her yeni durum igin yapilmas: tavsiye edilir.



BOLOM 11

Patates yumrulannda kahverengi ¢rilklik ve patates ve domates bitkilerinde bakteriyel solgunlugun teghisi

1. Beliniler

1.1 Patatesteki belirtiler
Patates bitkisi : Enfeksiyonun erken ddneminde, yllksek sicaklikta giln boyunca bitkinin tepe yapraklannda
solgunluk gBrillr. Bu solgunluk baglarda gece diizelir. Zamanla solgunluk geri dSnilslmsiz bir hal alir ve
bitkinin Slimine yol agar. lletim dokusu bu tip bitkilerde enine kesildiginde kahverengi renk degigikligi
ghrllebilir ve kesilen yiizeyde siitimsli bir alonty (ooze) olugabilir veya bu siitiimsit akinty yumru sikildiginda
kolaylikla gorillebilir. Kesilen sap su igerisine dikey olarak vyerlestirildiginde, bakteri iplikgikleri iletim
demetlerinden akar.
Patates yumrusu : Patates yumrulan heel (=siolon) end'e ( stolonun baglandii kisim) yakin enine kesilir.
Enfeksiyonun erken devresinde iletim demeti halkasinda saman sans) agik kahverengi renk degisikligi vardir.
Yumru kesildikten birkag dakika sonra ya kendiliginden ya da kesilen yilzeye yakin bir yerden yumru
sikildiginda agik krem rengi bir akinti gikar. Daha sonra bu renk degigikligi (iletim demetlerindeki) daha koyu bir
kahverengine ddner ve nekroz parankimatik dokuya dofru yayilir. lleri devrelerde enfeksiyon heel end ve
ghzlerden disanya dogru yawvilir ve buralarda kabukta kirmizmsi kahverengi, hafifge ¢okilk lezyonlar olugur.
Aynca heel end ve gbzlerden gikan bu bakteriyel akintiya toprak pargalan da yapisabilir.
1.2 Domatesteki belirtiler

Domates bitkisi: llk g8rillir belinti en geng yapraklann cansiz olusudur. Patojen igin uygun gevresel kosullar
olustugunda (doymus nemle birlikte 25 °C civannda toprak sicaklifi) epinasti ve tek tarafli solgunluk veya
bitkinin tamaminda birkag giin igerisinde giikme gdrillebilir. Daha az uygun kosullarda (toprak sicakligs 21 °C nin
altinda) yan kdklerin ¢ok fazla bir miktan sapin Ozerinde geligebilir. lletim demetlerindeki nekrozun sonucunda
sap boyunca yaglims: bir ip gdrilmesi olasidir. Sap ¢apraz kesildi§inde burada iletim demetlerinin kahverengiye
dindigl ghrdlor. Aynca beyaz veya sanms: bakteriyel akinti gikar.

2. Hizh Tarama Testleri
Hizh tarama testleri yOnteme bagh tamiyn kolaylastinr, Asagidaki testlerden bir veya daha fazlasi kullamific
lletim demetlerinden bakteriyel akints testi :
Solgunlagan patates veya domales saplannda Ralstomia solanacearum’un varh agagida yer alan basit
testlerle degerlendirilebilir.
Toprak seviyesinin hemen fGstlinden sap kesilir. Suyla dolu bir kap igine kesilen ylzey yerlestirilir, Kisa sOre
sonra bakteriyel akint iplikler halinde iletim demetlerinden kendilifinden akar. Patates veya domateslerde iletim
demetierinde enfeksiyona sebep olan diger bakteriler bu tip belirtiye sebep olmamaktadar.
Poly-f-hydroxybutyrate granillerinin tespiti :
Ralstonia solanacearum hilcrelerindeki PHB granGlleri Nile Blue A veya Sudan Black B ile boyanarak g5rilldr.
Ya akinti yada slphelenilen bir doku bir lam Ozerine slrilllir, yayilir veya YPGA veya SPA (llavel) Ozerinde 48
saat slreyle geligtirilmis bir kiltirden lam Gzerine sOrdldr. Biovar 2wk 3 strain pozilif kontrol olarak hanranir
ve efer yararh olacaf digilnilldyorsa, heterolog bir strain ile de negatif kontrol hanrlanir. Kurumas: igin
berakilir. Fikse etmek igin lamin alt yUzid birkag kez hizlica alevden gegirilir.

Mile Blue testi
(1) Nile Blue A'nm % 1" lik suda hanranmij solusyonuyla fikse edilen bu lam boyamir. 55 °C de 10 dakika

slireyle inkube edilir.

(2) Boyama solusyonu bogaltilir. Akan su altinda yavagga kisa stire yikanir. Bir kagu havluyla fazla su ahmr.



(5) Bir damla suyla tekrar nemlendirilir. Bir lamel kapanhr,

(6) 1000° lik biylitmede immersion yag alunda 450 nm epifluorescence mikroskopta lam incelenir.

PHB granillleri parlak portakal renkli fluorescence glisterir, Ralstonia solonacearum'un tipik hilcre morfolojisi
ve grantllesin hilcreler iginde olup olmadif) da normal 151k mikroskobuyla ayrica kontrol edilir.

Sudan Black testi

(1) % 70" lik etil alkolde hanrlanmig % 0.3* 10k Sudan Black B solusyonu ile fikse edilen lam boyanir. Oda
sicakliginda 10 dakika sGreyle inkube edilir.

(2) Boyama solusyoanu bogaltilr. Musluk suyuyla kisa sire yrkanir. Fazla su kagut havluyla alimr.

(3) Lam kisa siireyle xylol igerisine daldinlir. Kagnt haviuyla kurulanr.
Dikkat ! Xylol zararh bir Grindir. Ceker ocakta calyinz

{4} Suyla hazrlanmig % 0.5" lik safraninle boyanir ve oda sicakliginda 10 saniye slreyle inkube edilir.
Dikkat ! Safranin zararh bir Girind@r. Ceker ocakia galpinee.

(5) Akan musluk suyunda yavagga yikanir. Kagit haviuyla kurulamir. Bir lamel kapatihr.

(6) 1000" lik bilyiitmede immersion yag altinda transmitted 151k kullanitan bir 151k mikroskobunda boyanan lam
incelenir.

PHB grandlleri mavi-siyah boyanmug olarak Ralsienia solanacearum hicreleri iginde grilecektir. Hilcre duvan

ise pembe boyanur.

Diger testler :

32
33

3.4

315

Diger uygun tarama testleri IF testi (BSldm 111.2), ELISA testi (B8lom 181.3) ve PCR testi (B8idm 111.4) dir.
lzolasyon prosedtri

Patates veya domates bitkilerinin saplanndaki iletim demetlerinden veya patates yumrularindaki iletim demeti
halkasindan renk degistirmis doku pargalan veya akinti abmir. Steril destile su veya 50 mM fosfal tamponu iginde
slispanse edilir. 5-10 dakika bekletilir.

Slspansiyondan onluk seyreltme serisi handanir (1710 ve 1/100 veya uygun olacaf diglinildyorsa daha Fazlasi)
Sispansiyonun standant bir hacmi ve genel besi onamlan (NA, YPGA ve SPA, llave 1) velveya Kelman'in
tetrazolium ortami (llave 1) ve/veys SMSA segici ontamina (llave 7) silspansiyon ve seyreltmelerin standart bir
miktan aktanlir. Yayarak veya gizerek ekim yapilir. Eger faydal) olacag diginilliyorsa, pozitif koatrol olarak
Ralstonia solanacearum®un virulent Biovar 2hrk 3 straininin sulandinlmug hilere siispansiyonu haaramr ve bu
her ortam Ozerine ayn ayn ekilir.

Petriler 28 °C" de 3 giin sOreyle inkube edilir. Eger yavas gelisirse inkubasyon siiresi 6 giine kadar uzar, Fakat
SMSA ortam Gizerinde koloniler sik sik tipik clmayan sekle ddnOg0r ve S10r.

Genel besi ortamlan Ozerinde, Ralstonia solanacearum'un virulent izolatlan inci beyan, diz, dizensiz ve
akigkan koloniler seklinde geligir,

Kelman'in tetrazolium agan Ozerinde, Rafsionia solanacearum’un virulent izolatlan krem, d0z, diizensiz ve
alagkan kan kirmia merkezli koloniler olugturur. Ralstonia solanacearwmun avirulent formlan koyu kimnizdir.
SMSA besi ortarmi Ozerinde, Ralstonia solanacearum™un virulent izolatlannin tipik kolonileri sitimsil beyaz,
diz, dizensiz ve merkezi kan ki renkli alagkandir,

Ralstonia solanacearum'un avirulent formlan SMSA ortami Ozerinde tamamen pembeden kuminya dSnen daha
az alugkan koloailer olugturur,

Genel bir besi ortami Uzerindeki alt kiltdr karakteristik morfoloji gBsteren kolonilerden saflagtnhir, Dizenli
olarak alt killtiir yapmakian kagimimaliudir, Bu sekilde virulens kaybi olmaktadir.

Dogrulama testleri

Ralsionig solanacearum®un tanisi

Asgagida yer alan prosedilrlerden en az bir tanesi yapilarak Ralstonia solanacearum™un saf kOl nslanr :



Besinsel ve enzimatik testler
Mot: Her teste uygun kontrol strainler kullamiimalidir.
Ralstonia solanacearum'un fenotipik Szelliklen :

Fluorescent pigment -
PHB igerikleri +
Oxidation/Fermentation(C/F) testi O+/F-
Catalase +
Kovac's oxidase +

Mitrat indirgemesi

Citrate kullanima +
40 °C de gelisme -

% 1 NaCl de geliyme +
% 2 NaCl de gelisme -
Arginine dihydrolase -
Gelatine liquefaction -
Migasta hidroliz

Aesculine hidrolizi

Levan (retimi -

Ortam ve metotlar Lelliott ve Stead (1987) den alinmigtir.

IF testi
Killidr ve konirol strainlerinden m! de 10° hiicrelik bir slspansiyon hamrlamr. Antiserumdan iki seyrelime
haardanir. IF prosediirdl (B310m 111.2) uygulanir. KOltdrln IF titresi, pouitif kontrollin titresine egit olmalidir.

ELISA testi
Kiltiir ve kontrol strainlerinden ml de >10° hiicrelik bir sispansiyon hazrlanir. ELISA proseddril (Baldm 111.3)
uygulamir. Koltiriin ELISA degeri pozitif kiiliGrlin deferine egit olmalidir.

PCR testi
Kiltlir ve kontrol strainlerinden ml* de 10° hilerelik bir sOspansiyon haziddanir, PCR. prosedlird (B5lim 111.4)
uygulanyr. Kbltdrlin PCR Oriink, pozitif kontrolle aymi Siglde olmahdr.
Fluorescent in-situ hibridizasyon (FISH)
KDitlir ve kontrol strainlerinden ml'de 10* hilcrelik bir stispansiyon hezirlanir. FISH prosedilril (van Beuningen et
al,1995) OLI-1 PCR primer {Seal et al,1993) ile uygulamr. Kahir pozitif kontrolle aym reaksiyonu
gbstermelidir.
Protein profili
Denature edilen tm hilcre proteinleri polyacrylamide gel elektroforez-PAGE (Stead, 1992a) ile aynir,
Yag asidi profili (FAP)
Trypticase soy agar lizerinde 28 °C" de 4% saat slreyle pozitif kontrol ve killtdr geligtirilir ve FAP prosedilril
{Janse,1991; Stead, 1992a; Stead, 1992b) uygulanir. Killtiriin profili pozitif kontroliin profiliyle ayn: olmalidir.
A e e e e oo R e T L B UOVH TED AOYH 1A FOH ve 1201 20OH dir



Strain karakterizasyonu

Strain karakterizasyonu istefe bagldir fakat her yeni durumda agafida yer alanlardan en az bir tanesinin
kullanilmas: tavsiye edilmektedir.

Biovar tespiti

Raistonia solanacearum ; Ui hexose alkol ve i sekerden asit Oretim kabiliyeti temel ahnarak biovarlara
aynimistir (Hayward, 1964 ve 1994) :

Biovar

| 2 3 4 5
Kullanm::
- maltose . + + . -
- lmE - + + = +
- cellobiose . + + . +
= mannitol . . + + "
- sorbitol . . ¥ + .
- dulcitol ) _ + +

Biovar 2 nin alt fenotiplerinin farkhlagmalann: gdsteren ilave testler (Hayward, 1994);

Biovar 2 Biovar 2-A Biowar 2-T
Trehalose kullanimi - + +
Inositol kullanam: + - +
D-ribose kullanim - - +
Pektolitik aktivite dilgiik diigiik Y Oksek

Irk tespiti
Irk (Buddenhagen et al., 1962) tiitdn yapraklannda asin duyarhhik reaksiyonu (Lozano ve Sequeria, 1970) yoluyla ve
domates veya patlican bitkilerinde ve tOtlin bitkilerinde patojenisite testi temel alinarak tespit edilebilir.

Irk (*)
1 2 i
Reaksiyon:
~domates bitkileri/patlican solgunluk Reaksiyon yok Solgunluk
=tlitln bitkileri solgunluk Reaksiyon yok Reaksiyon yok
Tittlin yapraklan Nekroz{48 saat) ve HR(12-24 saat) Kloroz(2-8 giin)
solguniuk (7-8 glin)

(*) Irk 4 (Zingiber officinale ve birkag bitkide patojen) ve Irk 5 {sadece mulberyde patojen) | igermemektedir.
Patojenisite testi veya tiiinde apin duyarhhk testiyle ik karakterizasyonu glivenilir olmayabilir ve bunlarin yerine
orijin dofal konukqusu ve biovardan sonug gikanlabilir.

Kilitdriin daha iler kerakterizasyonu :

Genomik parmakiz

Raistonia solanacearum kompleksinden strainlerin molekiller farklilify belirlenebilir:
RFLP enalizi (Cook et al, 1989)

Repetitive sequence PCR. [REP., ERIC-ve BOX-PCR {Louws et al,1995; Smith et al,1995))




4.3 Patojenisite lesti

Bu test Ralsionia solanacearum®un teshisinde teyit amagh olarak kullanilir ve bu testle Ralstonia solanacearum
olarak tamilanan kiltirlerin virulensi de degeriendirilebilir.
Koltdr ve pozitif kontrolden ml* de 10° hocrelik bir inokulum hazrlanis. 5-10 domates veya patlican bitkisi
inokule edilir. Tercihen bu bitkiler 3 gergek yaprakli veya daha yasl d8nemde olmalidir {B&ldm HILE). Ganlok
sulamayla ylksek cranuh nem saglamir ve 22 - 28 °C* de 2 haftadan daha fazla sire bitkiler inkubasyona
birakilir. Solgunluk ve/veya epinasti, kloroz, ciicelegme gdzlenir.
Belini gdsteren bitkilerden agagidaki sekilde izolasyon yapihir :

-Saptaki inokulasyon noktasinin 2 cm dstiinden bir doku pargas: alinir.

-Steril destile su veya 50mM fosfat tamponun az miktanyla slspanse edilir. Besi ortamina ekilir, inkube
edilir ve Ralsionia solanacearum®un tipik kolonileri kontrol edilir.

BOLOM 11

Patates yumr Smeklerinden Rafstoma solanacearum’un lespit ve tamisi
Not: Standart Smek blydklig0 200 yumrudur. Ancak bu prosediir 200 yumrudan daha az mikiarla da uygulanabilir,
1. Test igin Ormeklerin hazrlanmasi
Not: Bu prosedilrde elde edilen patates ekstrakti ayni zamanda Clavibacter mihiganensis subsp. sepedonicus® un
tespitinde de kullamlabilir,
Eger faydah oldufu di5dnilGyorsa test Sncesi yapilabilecek uygulamalar:
(i) Ralstonia solanacearum® un digik olan populasyonunun gogalmasin tegvik etmek igin iki hafta kadar 25-30 °C"
de Smekler inkube edilir.
(ii) Uygon deterjan ve dezenfektanlasla akan su altinda yumrular yrkanir ve kurumalan igin burakilir,

1.1 Temiz ve steril bir bisturi veya sebze bigagryla yumrunun heel end kismundaki kabuk iletim demetleri
gorillebilecek gekilde kaldinhr, Heel end kismmdaki iletim demetlerinin bulunduu dokudan koni seklinde
kilgilk bir parga gikanhr (3-5 mm gapinda). lletim demetlerine ait olmayan dokunun miktan minumum twiulur.
Omekieki her yamru igin iglem aymi sekilde tekrartanir.

Not: Yumrulann girsel kontrold (BSlim 1L.1) bu ddnemde vapily, Siddetli ¢lirlme veya belinti gOsteren
yumrular aynhr ve aynca test edilir (B310m 11).

1.2 Kapah bir kap igine heel end pasgalan toplanir. Terciben heel end dokulars hemen iglenmeye baglanir, Eger bu
mimkin degilse, 24 soatten fazla olmamak kaydiyla bekletilebilir, 72 saatten fazla olmamak kaydiyla da + 4 °C’
de muhafaza edilebilir.

1.3 Agsapdaki yntemlerden biriyle heel end’ler islenir:

(i) Uygun bir kap igine heel end'ler aktanlir,
Heel end’leri kaplayacak kadar yumugatma tamponu (llave 2) eklenir.
Heel end’ler bir blender veya Ulira Thumrax homojenizatdr yardimiyla tam olarak homojenize edilir. Asin
homojenizasyondan kagimimalidir.
15-30 dakika sOreyle dinlendirilir.
{ii) Uygun bir kap igine heel end'ler aktanhr,
Heel end’leri kaplayacak kadar yumugatma tamponu eklenir.
Bir galkalayic: Ozerine kap yerlestirilir,
20-22°C" de 4 saat sreyle 50-100 rpm de veya 16-24 saat slireyle 4 °C" de inkube edilir.



(iii) Heel end’ler tek kullanimhik yumugatma torbasina aktanhr ( Smegin stomacher torbasi, 105 mm x 150 mm
Slgillerde, radyasyonla steril edilmis)

Uygun bir aletle dikkatlice heel end'ler ezilir, Smegin ¢ekig, bu isleme homojenizasyon lamamlanana kadar
devam edilir.

Heel end’lerin Gstll kapanana kadar yumusatma lamponu ilave edilir.

15-30 dakika sOireyle dinlendirilir.

1.4 Heel end’lerden elde edilen bakteri ekstrakti agadidaki iglemlerden birine maruz birakilr :

(i) Cokelti kap veya torbanin iginde birakilarak siv kisim yavagca bir santrifij tplne bogaltilir. Eger tpteki kisim
bulaniksa, 10 °C" nin alunda bir sicaklikia 10 dakika sireyle 180 g den daha fazla olmayacak sekilde santriftij edilir.
Santrifilj tiipine alinan sivi veya ilk santrifijden elde edilen supernatant (Ost kisim) 10 °C nin altndaki bir sicaklikta
10 dakika siireyle 10.000 g de veya 15 dakika siireyle 7 000 g de santriflij edilir. Santrifiijden sonra dipleki pelet
(¢8ken kisim) bozulmadan Ust sivi bogaltulie.

{ii) 40-100 pm" lik delik gapna sahip filtre yarhmiyla filtre edili. Vakum pompasi kullamilarak filtrasyon
gergeklestirilir, Filtreden gegirilen kisum santifllj tipdne ahor. Yumugatma tamponuyla filtrat ykansr. 10 °C* nin
alundaki sicaklikta 10 dakika siireyle 10 000 g de veya 15 dakika sreyle 7 000 g de filtrat santrifilj edilir. Pelet
bozulmaksizn dst siva bosaltulir.

1.5 1 ml pelet tamponuyla (llave 2) tekrar siispanse edilir. Egit iki pargaya b8liinlr ve her biri bir steril mikrotlpe
aktanhr. Test igin mikrothplerden sadece bir tanesi kullambir. Test siresince + 4 °C" de bu ekstrakbin kalam
saklanir. Diger mikrotiipe steril glycerol’un % 10-25 (v/v) 'i ilave edilir. Kangtinlir. - 18 °C" de (haRalar) veya -
70°C’ de {aylarca) saklanabilir.

2.  Immunoflucrescence test ( IF)

Ralstonia solanacearum, tercihen 1k3/biovar 2, igin dretilen antiserum kullambir. Oretici firmamin tavsiyelerine
gtre, Fluorescein isothiocyanate (FITC) konjugain uygun bir seyrelimesiyle Ralsiomia solanacearum'un
homolog straininden mi’sinde 10* hicre olan bir siispansiyon hanrlanarak antiserumun titresi tespit edilir. Ham
antiserum en az 1:2000 IF titresine sahip olmalidor.

En az 6 mm ¢apinda tercihen 10 pencereli mikroskop lami kullanaler.

Her bir test lam: bir FITC konjugat kontrol igerir. FITC kontrolde efier pozitif hiicre gbrilltirse, bir PBS kontral ile
tekrarlanmaldir. Rafsionia selanacearum®un uygun wk/biovanmin bir straininden m1'sinde 10° hilcre bulunan bir
sspansiyon hazzrlanir ve bunlarla ayn pozitif kontrol lamlan hazirlanir. Testin her biri igin bir lam kullanibr.

2.1 Asapudaki prosediirlerden biniyle test lamlan hazaranir ;

{i) Az nigastah peletler igin ;

Pencerelerin bir sirasina tekrar slispanse edilmis standart hacim pipetle koyulur (6 mm ¢apindaki pencere igin 15
! uygundur-daha blyllk pencereler igin hacim ayarlanir). Kalan sira Sekil 1'de grlldiig gibi ikinci bir Smek
veya duplikasyon olarak kullanilabilir.

{ii) Diger peletler igin :

1710, 1/100 ve 1/1000°lik seyrelimeler pelet tamponuyla haznrlamir. Pencerenin bir sirasina her bir seyreltme ve
tekrar slispanse edilen peletin  standart bir hacmi (6 mm ¢apindaki pencere igin 15 pl uygundur-daha bilyiik
pencereler igin hacim ayarlanir) pipetle koyulur. Kalan sira Sekil 2'de grild0gn gibi ikinci bir 8mek veya
dublikasyon olarak kullamlabilir.

2.2 Damlaciklar kurumaya birakilir. Ya isiyla, alevle ya da % 95 * lik etil alkolle lam Ozerine bakteri hilcreleri fikse
edilir,

23 [F prosediirl

(i) 2.1 {i)* & gtire test larm hazrlanirc

IF tampon kullanilarak antiserumun iki kati olan seyreltmelerle bir seri hazrdanir (flave 3)



Y4 titre (T/4], & titre (T/2), titre (T) ve iki kat titre (2T).

(i) 2.1 (ii) ye gbre test lam hazrlanir:
IF tampon iginde antiserumun ¢aligma seyrelimesi (WD) hanranir. Calisma seyreltmesi optimum spesifiteye
sahip antiserum seyreltmesi ve genellikle titrenin yansidir,

Sekil 1
2.1 (i) ve 2.3 (i) ye gbre test lamiun hazirlanmas:
Tekrar silspanse edilen peletin standart seyreltmesi

T= Titre
FITC T4 T2 T 2T = Antiserumun
iki kat seyreltmeleni
- © ®© © © ©
1 2 3 4 5
Ormek Ui ® © © 6 ¢
dublikasyonu veya
Sekil 2
2.1 (i) ve 2.3 (ii) ye gbre test laminin hazirlanmas)
FITC Antiserumun standart seyreltmesi
Meat Meat 1/10 17100 1/ 1000 — Tekrar
siispanse edilen peletin onluk seyrelimesi
Omek |

~-_|® o o o @

dublikasyonu veya
Omek 2

231 Memli kagn haviu iizerine lamlar dizilir.
Antiserum seyreltme(leri) test pencerelerine konur. FITC pencereleri dizerine PBS uygulamir. Pencerelere
konulan antiserum miktan ekstraktin miktanina egit olmalidir,

232  Oda sicaklifinda 30 dakika siireyle bir kapakla Srilerek inkube edilir.

233  Lam iizerindeki antiserum damlalan silkelenir ve lamlar dikkatlice IF tampona daldinlir. IF tampon-Tween
ile 5 dakika yikanur daha sonra IF tampon ile 5 dakika daha yrkamr (llave 3). Fazla su dikkatlice alinir,

234 Nemli kagit havlu Gzerine lamlar dizilic. Titreyi tespit etmek igin kullamilan FITC konjugatin seyreltmesiyle

FITC penceresi ve test pencereleri kapaulir. Pencerclere uygulanan konjugatn mikian uygulanan
antiserumun miktanyla egit olmalidar.

- P o . -



23.6  Lamin Dzerindeki konjugat damlalan silkelenir. 2.3.3° deki gibi daldinbir ve yikanir, Yogun su dikkatlice
uzaklastinhr.
2.3.7  Her bir pencereye 5-10 ul 0.1 M phosphate buffer gliserol (llave 3) pipetle kayulur ve bir lamel kapaulr.
24  [F testinin okunmasi
FITC nin harekete gegmesi igin uygun filireli epifluorescence mikroskopla lamlar incelenir. Bu inceleme igin
lamlar izerine immersion yajy koyulur ve 500-1000 bdylitmede inceleme yapilir. Pencereler mikroskopta gapin
sap ve sol tarafi olmak Ozere ikiye aynlarak taranir.
Ik olarak pozitif kontrol lam incelenir. Hiicreler parlak fluoresan ve tamamen boyanmig olmalidir. Not: Eger
boyama iyi dedilse test tekrarlanmalidir,
Test lamlan okunur, [lk olarak FITC kontrol pencerelerinde fluoresan hilcrelerin olup olmadig: kontrol edilir,
FITC kontroldeki fluoresan veren hilcreler konjugatn spesifik olmayan baglanmasini, autofluorescence veya
bulagmayr glsterir. Mot: Bu gibi bir durum sdz konusuysa test tekrarlamr.
Test pencerclerinde Ralstonia solanacearum' un karakteristik morfolojive sahip parlak fluoresan hilcreleri
kontrol edilir. Fluoresanin yoBunlugu (giddeti) pozitif kontrolGn aym antiserum seyreltmesindeki yogunluguna
e5it olmahdw. Tam olarak boyanmamiy veya zayf fluoresan veren hicreler ok sayida olmadikga
dnemsenmemelidir (IF testinin sonucunun yorumlanmasina bakiniz).
IF testi sonucunun yorumlanmas: :
(i) Eger parlak karakteristik morfolojiye sahip flucresan veren hilcreler yoksa, IF testi negatiftir.
(i) Eger parlak karakteristik morfolojiye sahip fluoresan veren hilcreler varsa, her bir mikroskop alanindaki
hiicrelerin ortalama sayis: tespit edilir ve tekrar sispanse edilen peletin her bir mililitresindeki hilcrelerin (M)
sayist hesaplanir (llave 4),
Tekrar slspanse edilen peletin her bir mililitresindeki yaklagik 10° hicrelik bir populasyon IF testi igin tespit
simn olarak digindlmektedir,
-Tekrar sUspanse edilen peletin her bir mililitresinde N>10" hilcre olan dmeklerin IF testi pozitif olarak
diginilmektedir,
~Tekrar shspanse edilen peletin her bir mililitresinde N<10’ hlcre olan dmeklerin IF testi pozitif olarak
digiindlebilir.
(iii) Cok fazla saywda tam olarak boyanmamg veya zayf fluorcsan veren hiicreler (her bir mililitrede >10° hilcre)
antiserum titresinde gOrilliyorsa, ikinci bir test yapilmalidir
ya farkli bir biyolojik temele dayanan bir test, ya da
Ikinci bir antiserum veya peletin 10 kan seyreltmesikullamlarak IF testi tekrarlanir.
3. Enzyme Linked Immuno Sorbent test { ELISA )
Robinson-Smith et al., 1995 ¢ glre
Ralstonia solanacearum' un tercihen wk 3/biovar 2'si igin Oretilen antiserum kullamilir. Antiserum titresi,
Ralstonia solanacearum' un homolog straininden hazirlanan ve mililitresinde 10 hilere bulunan bir sllspansiyonla
tespit edilir,
NUNC-Polysorb mikrotitre platelerin kullanimi tavsiye edilmektedir.
Negalif bir patates ekstraku ve bir fosfat tuz tamponu (PBS) kontrol olarak kullamilyr.
Ralstonia solanacearum’ un uygun ik/biovannin bir straininden hazsrlanan >10° hilcre/mi® lik bir sspansiyon
pozitif kontrol alarak kullanilir. Ancak pozitif kontrol olarak kullamilan Smeklerle , microtitre plate Gzerindeki
Bmekler iyi aynimis olmalidur.
3.1 Birmikroillp iginde tekrar sBspanse edilen peletin 100-200p0" si pipetle koyulur.,
100 °C de 4 dakika silreyle 1sitlir. Buz Ozerine mikrotilp konur.
3.2 Iki kat kuvvetli karbonat coating buffer (llave 5) it mikiarda ilave edilir. Kanstiniir.
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Mikrotitre plate’in kuyularina seyreltmelerin her biri en az iki kuyu olacak sekilde 100" er pul * lik balimier
geklinde uygulamir. 37 °C de bir saat veya 4°C de bir gece silreyle inkube edilir.

Kuyulardan ekstrakt tek bir ani hareketle bogaltilr. PBS-Tween (llave 5)° le 3 kez kuyular yrkanir, kuyularda son
ykama solusyonu en az 5 dakika stireyle birakilir.

Bloklama buffen (llave 5) kullamilarak Ralsionia solgnacearum antiserumunun uygun seyreltmeleri hazirlanr.
Kuyulara antiserum seyreltmesinin 100 p *si ilave edilir. 37 * C de bir saat siireyle inkube edilir.

Kuyulardan tek bir hareketle antiserum bogaltlir. 3.4 de oldugu gibi kuyular yikanir.

Bloklama tamponu  kullanilarak slkaline phosphatase konjugatin uygun seyreltmesi haarlanir. Kuyulara
konjugatin 100 pl *si ilave edilir. 37 ®C de bir saat sireyle inkube edilir.

Kuyulardan tek bir ani hareketle konjugat bogaltilir. 3.4 ve 3.6 da oldugu gibi kuyular yikamr.

Alkaline phosphatase substrate solusyonu (llave 5) hazirlanir. Kuyulara 100 pl ilave edilir. Oda sicakhiginda
karanlikta 30 dakika ila | saat siireyle inkube edilir.

3.10 409 nm de absorbans degerleri okunur.

4.1

4.2
43

44

ELISA testinin yorumu :
Egger Smegin optik yogunlugu (OD) negatif kontrol@nkiinden <2x0D ise ELISA testi negatiftir.
Efger 8megin optik yogunlugu (OD) negatif kontrolnkinden >2xOD ise ELISA testi pozitiftir.

Polymerase Chain Reaction test { PCR. )
Seal et al., 1993 & glire
Not: PCR yaparken Smegin hamranmasinin tlim ewrelerinde ve difer iglemlerde filtreli pipet uglan
kullamilmalwdir.
Ralstonia solanacearum’un ik 3/biovar 2 straininden 10° hilcre/m| konsantrasyonda hazirlanan bir sispansiyon
poatif kontrol olarak kullanilir,

Bir mikrotlp igine tekrar slispanse edilmiy peletin 100 pl* si pipetle koyulur. Diger bir yolda ; 10 pl 0.5 M
NaOH igeren bir mikrotiipe 90 pl tekrar siispanse edilmig pelet ilave edilir. Mikrotip tekrar tekrar ters yonde
gevrilerek kanglinhr,

100 *C de 4 dakika slreyle 1sitilir. Hemen buz Gzerine mikrotilp aktanlhy.

1/10 ve 1/100 gibi en az iki 10" lu seyreltme hanrlanir, eger faydal olacag: dilsinilliyorsa bu daha fazla sayida
da olabilir, bu seyreltmeler steril destile veya ultra saf su (UPW) ile haznrdanr.

Asagida yer alan bilegikler aymi sirayla ilave edilerek bir steril tlp iginde PCR reaksiyon kangimi (llave 6)
hazrlanir :

50 ul lik reaksiyon hacmi igin :

Igerik Miktar Son konsantrasyon
Steril destile veya UPW 30.8-33.8 pl

10 x PCR buffer 5.0 ul Ix

d-ATP 1.0l 0.2 mM

d-CTP 1.0 pl 0.2 mM

d-GTP 1.0l 0.2 mM

d-TTP 1.0l 0.2 mM

Primer OLI-1 (20 uM) 25l I uM

Primer Y-2 (20 pM) 25ul | pM

Taq polymerase (5 U/pl) 0.2 pl 1L.oU



Daha fazla sayida reaksiyon igin :

ihtiyag duyulan sayidaki reaksiyon igin her bir madde mikian hesaplanir.
Maddeler kangtinlir ve 45 pl — 48 pl® lik kangim steril PCR tipleri igine aktanlr.
PCR reaksiyon kansiminin oldugu tipler buz Ozerinde tutulmalidir,

25 i lik reaksiyon hacmi igin :

Maddeler indirgenir.

4.5 PCR gogalmasi

45.1  lstege bagh : Kaynamig 8mek ve pozitif koatrol igeren tipler sallayarak ¢oktilrilir.

Omek(lerin) 2-5 ui* si, su kontrol ve pozilif kontrolin PCR reaksiyon kangiminin bulundugu tiplere

(belirtilen sirada) ilave edilir. Thpler DNA thermal cycler® in sitma bloguna yerlestirilir.
452  Asafidaki program uygulany ;

1 cycle’ hk :

(i) 96 °C de 2 dakika : 3megin denaturasyonu

50 cycle’lik

(ii) 94 °C de 20 saniye : denalurasyon

(iii) 68 °C de 20 saniye ; primerlerin annealingi

{iv) 72 ° C de 30 saniye : Kopyamin uzatiimas:

I cycle’ik

{v) 72 ° C de 10 dakika : daha ileri uzatma

1 cycle' hk

{vi) 4 °C de tutma

Mot: Bu parametreler Perkin Elmer 9600 igindir. Difer thermal cycler” lar PCR reaksiyon tiiplerini kaplamak ve/veya

cogaltma profilindeki (ii), (iif) ve (iv) basamaklannda modifikasyon igin mineral yaga ihtiyag duyulabilir,

4.5.3 Thermal cycler"dan tipler gikanhir. PCR Grilnliniin analizi yapilr. Eger hemen yapilmazsa fakat aym giin iginde

kullamlacaksa tipler 4 ° C de veya daha sonra kullanilacaksa — 18 ® C de saklanir,

4.6 PCR Oriinlindn analizi

PCR Grilnleri agarcse jel elektroforezle tespit edilir ve EtBr ile boyanr,

4.6.1 Tris-acetate-elektroforez (TAE) buffer iginde agarose yavasca kaynalilarak uygun bir agarose jel hazirlamr.

4.62 50-60 ° C ye kadar erimig agarose sogutulur, elektroforez tankina dokUlir ve tarak yerlestirilir. Katlagmas: igin
brakihir.

463 Tarak gikanhr. TAE buffer jelin fizerini 2-3 mm kalinhi§inda Srtene kadar doldurulur.

4.64 Bir parafilm Ozerine yilkleme tamponundan 3 ul koyulur. Ya Omekler, pozilif kontrol ya da su kontrolden 12
pl” lik PCR Ordnd ilave edilir ve yOklemeden Snce pipet ucuyla hafifye kanstinhr, Agarose jeldeki kuyularn
kapasitesine gbre ylklenecek miktarlar degistirilebilir.

4.6.5 Jeldeki kuyulara dikkatlice yliklenir. En azindan bir kuyuya referans olarak uygun bir DNA marker kayulur.

4.6.6 Elektroforez ekipmam ve glig kaynafinin kablolan birbirine baglanir. Jelin ucuna 1 em kalincaya kadar 5-8
Viem de Omekler kosturalur.

4.6.7 Gig kaynafi kapatilir. Elektroforez biriminin kablolan gikanlir. Jel dikkatlice kaldinhr. 30-45 dakika streyle
EtBr solusyonuna batinlir,

Mot: EtBr kavvetli bir mutajen oldufundan cahgihrken daima ebdiven giyilmelidir !

4.6.8 10-15 dakika sireyle destile su iginde boya yikanur,

46.% UY transilluminator Gzerinde gogaltilmig olan DNA bantlan gorillebilir. OLI-1 ve -2 primer setiyle Ralstonia
solanacearum'un PCR Orlini} 288 bp uzunlufundadir. DNA marker ve pozitif kontrolle karsilastinlarak kontrol
edilir,
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PCR

Eger

testi

Not: Her zaman su kontrol negatif olmahdir, Eger pozitifse test tekrariamr.
0 Eger kayda ihtiyag varsa jelin fotografi gekilir,
| Restriction enzim analizi (REA) ile cofaltilmig bantlann gvenilirlifi dogrulanr.
Restriction Enzim Analiz (REA)
Yeni bir mikrotlpe PCR dirilniinden (4.5.3) 8.5 pl aktanhr. 10 x enzim tamponun Ipl® si ve restriction enzim
Avall nin 0.5 i’ si ilave edilir.
Pipet ucuyla hafifge kangtinlw. Tlpln duvarlannda eger damlalar kabrsa, mikrosantrifiijle ¢Sktlirilar, 37 ° C
de 1 saat inkube edilir.
4.6 da oldugu gibi agarose jel elekiroforez yapilarak PCR bantlan analiz edilir.

Lest sonucunun }“ﬂlmllﬂml H
karakteristik 288 bp seviyesinde bantlar yoksa ve Ralstonia solanacearum'un pozitif kontrolGnde bant varsa PCR
negatifdir. Eger 288 bp seviyesinde bant var ve gogaltilmug bantin REA analizi Ralstonia solanacearum’un

pozitif kontroliyle benzarse, PCR testi pozitifdir,

5.1
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6.1

Segici besi ortamina ekim testi
Elphistone et al., 1996* a gore
Uygun bir seyreltme serisi ekim teknigi kullamilarak test yapilir, Grnegin:
(i} En azndan iki onluk seyreltme hazidlamir. (1/10 ve 1/100 veya eger faydah clacafy diglniliyorsa daha
fazla) Bu seyreltmeler pelet tampon kullanilarak tekrar slspanse edilen peletten hazrlanir. Bu seyreltmelerin
standart bir miktan (50-100 pl) pipetle gekilir ve modifiye SMSA segici ortamina (llave 7) aktanlr ve cam
bagetle tiim yilzeye yaylir.
Eger faydah olacag dilsOniillyorsa, tekrar siispanse edilen peletien bir 8ze dolusu (10 wl) alnir ve ¢izgi ekimle
ekilir. Cizgiler arasinda 8ze alevden gegirilir.
(i) Modifiye SMSA segici ortami Ozerine tekrar slispanse edilen peletin standart bir mikian (30-100 ui)
aktanlir ve cam bir bagetle yayilir,
En az iki modifiye SMSA petri Ozerine alevden gesiriimeyen gubukla gizilir,
Aym seyreltme ckim teknigi kullanilarak, Ralstomia solamacearum'un virulent ik 3/biovar 2 awkimn 10°
hicre/ml* lik bir sdspansiyonupozitif kontrol olarak modifiye SMSA ortarm dzerine ekilir.
28 °C de petriler inkube edilir. 3 glin sonra petrilere bakilir. Eger negatifse, 6 gilne kadar inkube edilir. Ralsionia
solanacearum™un virulent izolatlarinm kolonileri sitOmsi-beyaz, diiz, dilzensiz ve merkezde kan kirmiz renkli
akiskandir,
Genel bir besi ortami zerinde (llave 1) alt kiltlr yapilarak, karakteristik morfolojiye sahip koloniler saflagtinlir.
Saf killtGrier tanilanwr (BSlm 11, 4.1) ve patojenisite testi (Baldm 11, 4.3) yapilarak Ralstonia solonacearum
kiiltiirleri dogrulanir.
Segici besi ortarmina ekim testinin yorumlanmas: :
Ralsionia solanacearum® un pozitif kontrolinde karakteristik kolonilerin bulunmas: ve diger bakieriler tarafindan
olusturulan bir engellemeden sliphe edilmemesi koguluyla; efier bakteri kolonileri alt glin sonra gSrOimilyorsa
veya karakteristik Ralstonia solanacearum kolonileri izole edilmemigse segici besi ortamina ekim testi negatiftir,
Ralstonia solanacearum® un karakteristik kolonileri izole edilmisse secici besi ortamuna ekim testi pozitiftie.
Bioassay testi
Janse, 1988 glre.
Her bir Bmek igin 3 gercek yapraklhh hassas domates veya pathcan fidelerinden 10 tanesi kullamihr.



6.2 Tekrar siispanse edilen peletin 10 pl” si test bitkileri arasinda dagtilir, Inokulum kotiledonlar arasindaki bir veya
daha fazla biigeden sapa yayihr.

6.3 Aym teimikle; pozitif kontrol olarak Ralstonia solanacearum® un virulent ik 3/ Biovar 2 straininin 10° hilera/ml’
lik bir sispansiyonu ve negatif kontrol olarak pelet tampon kullamlarak 10 fide inokule edilir. Bulasmadan
kaginmak igin pozitif kontrot diger bitkilerden ayn rutulur.

6.4 22 - 28 °C sicakliklarda ve ginluk olarak sulama yapilarak saglanan yilksek orantili nemde 4 hafla siireyle test
bitkileri geligtirilir. Solgunluk, epinasti, kioroz ve/veya clicelesme gbzlenir,

6.5 Enfekteli bitkilerden izolasyon yapilir (BS10m ). Karakeeristik mocfolojisiyle saf kiltirler tamlamir (Bolim

1i.4.1) ve bir patojenisite testi yapilarak Ralstenia solanacearum kiltirleri dogrulanr (BSlom 11.4.3),

6.5 Eer faydah olacaf disinQldyorsa, belirti gbstermeyen test bitkilerinin bir balimd enfeksiyonun clup olmadig
konusunda kontrol edilir. Her bir test bitkisinin inokulasyon noktasinin 2 em iizerinden | cm’ lik bir sap kism
almir. Yumugatma tampon da dokular homojenize edilic. Seyreltrae serisi hazirlanic (B8lim 11.5.1). Efer
pozitifse, karskteristik morfolojisiyle saf kiltrler tanilamir (B3ldm 11.4.1) ve patojenisite testi yapilarak kiltiirler
dogrulanir (B5llm 11.4.3).

Bioassay test sonucunun yorumlanmas: :

Ralstonia solanacearum belinilerinin pozitif kontrolde goriilmesi koguluyla eger test bitkiler ;

Ralstonia solanacearum ile enfekteli degilse bioassay testi negatiftir,

Ralstonia solanacearum ile test bitkileri enfekteli ise bioassay testi pozitifiir,

7. Zenginlegtirme testleri

Elphinstone et al., 1996* a giire.

7.1 3 ml modifiye SMSA broth igine tekrar slispanse edilen peletin 100 pl’ si aktanlir (llave 7).

7.2 Havalanma igin tllplin pas: hafifge gevsek takilarak 48 saat siireyle (72 saatten daha fazla degil) , 28 °C de inkube

edilir.

7.3 Tipa sikaca kapatilir ve kangtunlr. IF test (Bu bdlam, 2.), ELISA testi (Bu bolim, 3.) velveya PCR testi (Bu

balim,4.) igin seyreltme serisi hazirlamr,

8. Patojenisite testi

Bolim 11.4.3." & bakimz.

llave 1
Ralstonia solanacearum ' un izolasyonu ve kiiltlriinde kullanilan besi ortamlan

Mutrient Agar (NA)
Mutrient agar {Difco) g
Destile su 1 litre

1 litrelik erlenlerde yanm litre ortam hazranir. Kansimdaki maddeler eritilir.
15 dakika 121 °C de otoklavla sterilize edilir.
50°C ye soffutulur, Petrilere dokalir.

Yeast-Peptone-Glucose Agar (YPGA)
Y east extract (Difco) ig
Bacto peptone(Difoo) 5g
D(+) Glucose (monchidrat) 10 g
Bacto agar (Difco) 15g
Destile su 1 litre



Bir litrelik erlenlere yanm litre ortam hazirlanr,
Igindekiler ¢dzillar,

15 dakika 121 °C de otoklavla sterilize edilir,
50°C ye sogutulur. Petrilere diskalir.

Sucrose Peptone Apar (SPA)
Sucrose Wg.
Peptone ig
K.HPO, 05g
MgS0,.7TH,0 0.25¢g
Bacto agar{ Difco) I5g
Deestile su 1 liitre

Bir litrelik erlenlere yanim litre ortam haznrlanir,

Igindekiler gbzilliir. Eger gerekliyse pH 7.2-7.4" ¢ ayarlanir.
L5 dakika 121 °C de otoklavla sterilize edilir.

50 °C ye sofutulur, Petrilere dikillir.

Kelman®in tetrazolium agan

Casamino acid (Difco) lg
Bacto pepione (Difco) 10g
Dextrose ig
Bacto agar (Difco) 15g
Destile su 1 litre

Bir litrelik erlenlers yarum litre ortam hazrlamr,
lgindekiler ¢ozillar.
15 dakika 121 "C" de otoklavia sterilize edilir.
50°C" ye sofutulur.
Litrede 50 mg’ lik bir son konsantrasyon saglamak igin triphenyl tetrazolium chloride (Sigma) min filtre sterilize
edilmig sulu solusyonu ilave edilir,
Petrilers ddkilliir.

llave 2
Omegin hanrlanmasinda kullanilan materyaller
Maceration (yumusatma) tampon : 50 mM fosfat tampon, pH 7.0
Bu tampon dokuyu yumugatmak igin kullanlir.

Na;HPO, 426
KH;PO, 272g
Destile su 1 litre

Igindekiler goziilir ve pH kontrol edilir. Uygun oldugu digliniilen sekilde balindr.
15 dakika 121 °C" de otoklavda sterilize edilir.



Cogalmayr simrlandiran ekstrakt igindeki aromatik molekallerin siddetini azaltmak igin direk PCR testi yapilirken % 5
lik polyvinylpyrolidone-40000 MWT (PVP-40) ilavesi tavsiye edilir.

Patates dokulanoin yomugamasi igin Waring blender veya Ultra Thurrax kullanilarak yapilan homojenizasyon
prosedirilnde bir topaklanmay Snleyici, bir kipOklenmeyi engelleyici veya bir oksitlenmeyi engelleyici ilavesi tavsiye
edilir.

Lubrol flakes her bir litre igin 0.5 g
DC Slicone antifoam her bir litre igin 1.0 ml
Tetrasodiumpyrophosphate her bir litre igin 1.0 g

Ayn otoklav edilir. Istenilen konsantrasyonda ilave edilir.

Pellet tampon : 10 mM fosfat tampon, pH 7.2,
Bu tampon patates heel end ve pelletlerinin sulandinimasi ve tekrar slispanse edilmesinde kullamir,

MNazHPO,. 12H;0 2.7g
Na,HPO,.2H,0 04g
Destile su 1 litre

Igindekiler ¢8z010r ve pH kontrol edilir. Uygun oldugu dBslindlen sekilde balandr.
15 dakika 121 °C"* de otoklavla sterilize edilir.

llave 3
IF testinde kullanilan materyaller

IF tampon : 10mM fosfat buffer saline (PBS) pH 7.2
Bu tampon antiserumun sulandinimasinda kullanilsr.

Ma,HPO,.12H,0 2.7g
Na,HPO,2H,0 04g
MaCl $0g
Destile su 1 litre

Igindekiler g8zbltr ve pH kontrol 3ig0l0r. Uygun oldugu dasiintilen gekilde bdlinir.
15 dakika 121 °C" de otoklavla sterilize edilir.

IF tampon - Tween

Bu tampon lamlann yikanmasinda kullanilir. IF tampona %50.1" lik Tween 20 ilave edilir.

0.1 M Fosfat buffer glycerol pH 7.6

Bu tampon fluorescenceyi zenginlestirmek igin IF laminin pencereleri lizerine konulan bir yayici sivi olarak kullamhr?
NayHPO,. 12H,0 l2g

Na;HPO,.2H,0 0.15g

Glycerol 50 m!

Destile su 100 ml



flave 4
IF testi igindeki bulagma seviyesinin tespili

Cok pencereli lamda pencerenin vilzey alam  (S)
= aD’
4
D=Pencerenin ¢apt (1)

Objektif alaninin yllzey atar
= ad"
4

d=alanin gaps {2)
va asagidaki formiilden ya da direk 8lglimie “d™ hesaplamr.

S= &'
GK x4 3

i = alan katsayis: (okiller tipine baghdir ve 8 den 24° & degisir)
K =1tiip katsayiss {1 veya 1.25),
G = Objektif bhyiitmesi 100x, 40x gibi

(Z) den
= Ve

Her bir alandaki tipik fluorescent hilerelerin miktanm sayilir (c)
Her bir penceredeki tipik fluorescent hilcrelerin miktarm hesaplanr ()

C= 8
5
Peletteki tipik fluorescent hilcrelerin miktanm hesaplaywn (N)

N=cx |000xF

Y
Y= penceredeki peletin hacmi
F= pelet sulandirma faktril



llave 5
ELISA testinde kullamilan materyaller
Iki kat kuvvetli Karbonat Coating Buffer , pH 9.6

NayCO, 636 g
NaHCO, 1.72g
Destile su 1 litre

Igindekiler ¢Oziilir ve pH Slgillor. Uygun oldugu dilglindlen sekilde bilGntir.

15 dakika 121 °C de otoklavia sterilize edilir.

Eger ckstrakt yOksek fraksiyonda aromatik molekiil igeriyorsa anti-oxidant olarak son konsantrasyonda % 0.2 olacak
gekilde Sodium silfit ilave edilebilir.

10x Fosfat Buffer Saline (PBS), pH 7.4

NaCl 80g
KH;PO, 2g
Ns,HPO,12H,0 29g
KCl 2g
Destile su 1 litre

Igindekiler ¢ziliir ve pH 8lgalir. Uygun oldugu dastiniilen sekilde b3linir.
15 dakika 121 °C de otoklavla sterilize edilir.

Fosfal Buffer Saline-Tween (PBS-T)

10x PBS 100 mi
%10 Tween 20 5ml
Destile su 895 mi

Bloklama (antibody) Buffer (taze olarak haarlanmal)

10x PBS 10 mi
Polyvinylpyrrolidone-44000 MWT (PVP-44) 20g
% 10 Tween 20 05g
S tozu 05g
Destile su 100 ml

Alkaline phosphatase substrate solusyonu pH 9.8
Drethanolamine 97 ml
Drestile su 300 ml

Kangtinlir ve derigik HCl ile pH 9.2 ¢ ayarlanir.

Destile suyla | litreye tamamlamir.

MgCl; 0.2 g ilave edilir.

Solusyonun her 15 ml si igin 5 mg * Likiki phosphatase substrat tablet (Sigma) ¢Oziilr.



llave &

PCR testinde kullanilan materyaller
Oligonucletide primer dizilisi
Primer OLI-1 5" = GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC -3'
Primer Y-2 5" - CCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT - ¥

Materyaller icin Seal ¢t al (1993) ¢ bakimiz.

ltave 7
Segici besi ortamina ekim ve zenginlegtirme testlerinde kullanilan materyaller

SMSA segici ortan (Engelbrecht, 1994, 1996, Elphinstone tarafindan modifiye edilmis ) agar ve tetrazolium tuzlan

silinir.

Basal medium

Casamino asit (Difco) lg
Bactopeptone (Difco) 0g
Glycerol 5ml
Agar (Difco) 15g
Destile su 1 litre

1 litrelik erlenlerde yanm litre ortam hazirlamr.

Igindekiler ¢Bzhlir ve pH kontrol edilir. Eger gerekliyse otoklavdan 8nce pH 6.5 ¢ ayarlanir. Rafstonia solanacearum
pH 7.0 den fazla olan ortamlar Gzerinde iyi gelismez.

15 dakika 121 °C de otoklavla steril edilir.

50 °C ye sogurulur.

Son konsantrasyon igin asafidakiler (1lmi Sigma’ dan) ilave edilir.

Crystal violet lirede Smg

Polymixin B stifat = 100 mg (vaklagik 600.000 unite) Sigma P-1004
Bacitracin (*) “ 25 mg (yaklagik 1250 unite) Sigma B-0125
Chloramphenicol - 5 mg Sigma C-3175

Penicillin - G - 0.5 mg (yaklagik 825 unite) Sigma P-3032
Tetrazolium tum - 50mg

Hanrlanan ortam igin verilen konsantrasyonlar % 70" lik etil alkol iginde gdzllerek hazrlamr. Bazlan Smegin
polymixin B silifat ve chioramphenicol hafif isitma ve galkalamaya ihtiyag duyar.

SMSA broth (Elphinstone et al., 1996)

Agarsiz SMSA segici ortami haardanir.

Tek kullaramlik Gniversal thplere 30 ml 3" er ml olarak b8lOnerek paylagtinlir.

{(*) Fger gerekli oldugu dislniillyorsa, bacitracin konsantrasyonu 300 ppm e artnlabilir. Bu gsekilde Ralstonia
solanacearum® un gelismesi azalmaksizin saprofitlerin bulagiklify azaltilabilir,



EK-il

l. Listelenen bitkisel materyal igin Ek 11" de yer alan veya resmi olarak onaylanan metotlar kullamlarak yapilan
testler sirasinda bu Tebligin 9. Maddesinde belirtilen sipheli bir durumla kargilagiidifinda uygulanan metot
tamamlammcaya veya dogrulama testleri sonuglanincaya kadar ;

-MUmkin olan her yerde, lot veya alinan Smek orijinal ambalajinda ve etiketd ile
-MUOmkiin olan her yerde, 3megin geri kalan kismu,
=IF lamlan gibi tarama testleri esnasinda hazirlanan preparat veya ekstrakt,
-ligili dokdmanlar ,
bekletilir ve muhafarza altina alinir,
2. Organizmamn varlifimin dogrulanmas: durumunda;
- (EK- HI)' @in 1 inci maddesinde sdzil gegen materyaller ve ,
-Yumru veya bitki ekstraktlanyla inokule edilmis enfekteli domates veya patlican materyali,
= Organizmanin izole edilen kltiird,
bildiimden sonra en az bir ay siireyle uygun gekilde muhafaza edilir,

EK -1V

Bu Tebligin 11 inci maddesine gire baslanlacak galigmada yer almas: gereken esaslar :
(i) Oretim yerleri,
-Organizmayla enfekteli olarak bulunan patateslerie kional akrabaligs olan yetistirilmis veya yetigtirilmekte olan
patateslerin,
=Organizmayla bulagik olarak bulunan domateslerle aym kaynakian gelen yetistirilmis veya yetigtirilmekte olan
domateslerin,
-Organizmanin varh@indan jiphe edilmesi durumunda, resmi olarak kontrol alnda bulunan yetistirilmis veya
yetigtirilmekie olan patates veya domateslerin,
-Organizmayla bulagik olarak bulunan Oretim yerlerinde yetistiilmis patateslerle klonal akrabaligi olan
yetigtirilmis veya yetigtiilmekte olan patateslerin,
-Bulagik Uretim yerlerine komgu alanlarda yetigtirilen patates veya domatesler ile bu gibi yerlerde miigterek olarak
kullamlan alet ve ekipmanlar,
-Organizmayla bulagik oldufundan siiphe edilen veya organizmamin varifiin dofrulandify herhangi bir
kaynakian alman ve sulama veya ilaglama igin kullaniian yilzey suyu,
-Organizmayla bulasik oldufundan sOphe edilen ve bulagik oldugu dogrulanan Uretim yerleriyle ontak kullamilan
bir kaynakian alinan ve ilaglama ve sulama igin kullamilan ylzey suya,
“Organizmayla bulagik oldugundan siiphe edilen veya bulagik oldufu dofrulanan yiizey suyunun yapups
taskinlardan etkilenen alanlar ve;
(ii) Organizmayla bulagik oldufu bilinen Uretim yerleri veya tagkinlardan etkilenen tadalann sulanmas: ve
ilaglanmasinda kullemilan yiizey suyunu .



1. Bu Tebligin 11inci maddesinin (b) ve (f) bentlerinde belirtilen olasi bulasmalann derecesinin belirlenmesindeki
temel esaslar :

- 11 inci maddenin (z) bendine gore bulagik oldufu belirtilen Gretim alaminda oretilen listelenmis bitkisel
maleryal,

- Oretim araglan ve binalan mosgterek olarak kullanilan, 11 inci maddenin (a) bendine gore bulagik oldugu
belirtilen listelenen bitkisel materyalle aretim baglantisi olan aretim yerleri,

-Bir anceki paragrafla belirtilen yerlerde oretilen listelenmig bitkisel materyal veya 11 inci maddenin (a) bendine
gore bulagik oldufu belirlenmig ve bu lip yerlerde bulunan materyal,

+Yukanda belirtilen yerlerde aretilen listelenmiy bitkisel materyalin isleme depolan,

-1linci maddenin (a) bendine gore bulagik olarak belidtilen listelenen bitkisel maleryal ile temas edebilecck
makine, arag, gerni, depo ve ambalaj materyalini de igeren difier objeler,

=Yukanda belirlilen yapilar veya araglarla dezenfeksiyon ve lemizlik dncesi lemas eden listelenmis hitkisel
materyal,

-Test sonucu negalil giksa bile klonal akmabalik nedeniyle bulagikhk ihtimali olan ve 11 inci maddenin (a)
bendine gore  bulapk oldufu belirlenen palales bitki ve yumrulannin klonal akrabalik iliskilerinin bulundugu
palatesler ve aym kaynakian gelen domates bitkileri.

=Bir Onceki ifade de belirtilen bitkilerin retim yerleri,

=11 inci maddenin (e) bendine gore bulagik clduu tespit edilen yerlerden alinan suyla ilaglama ve sulama yapilan
listelenmiy bitkisel materyalin Oretim alanlan,

-Organizmayla bulagik oldugu dogrulanmy yozey sulan ile su baskimina ufrarmg listelenen bitkisel maleryalin
bulundugu tarlalar,

2. DBu Tebligin 11 inci maddesinin ( ¢) ve (I} bentlerinde yer alan  olasi yayshgin simrlanmin belirlenmesinde
yapilmas: gerekenler agafiida yer almaktadir.
(i) 11 inci maddenin (c) bendinde yer alan durumlarda ;
- Listelenmiy bitkisel materyalin difer Gretim balgelerine yakanhg,
- Yaygin @retim ve lohumluk patates stoklarnin kullanm,
= 11 inci maddenin {a) bendine gore bulapik oldufiu belirlenen Oretim yerlerinde meydana gelen sel ve 1agknlar
sonucunda olugan yozey sulanyls ilaglama ve sulamasi yapilan Gretim yerleri ,
(ii) Bulagik oldufu belirlenen yozey sulan 38z konusu isc,
- Bulagik oldufu belirlenen yozey sulanina yakin veya su baskinu riski altinda olan listelencn bitkisel materyalin
Oretildifii Gretim slanlan,
- Bulagik olduu beliflenen ylzey sulan ile iligkili herhangi bir sulama havzas,
3. Bu Tebligin 11 inci maddesinin (g) bendinin birinci paragrafinda yer alan bildirimlerin ayninulan sunlan
wermelidir :

Bu Teblifin 9 ve 10 uncu maddelerine gore gopheli durumun rapor edildigi tarih ve 1linci maddeye gbre
dmeklemenin yapildif: ve organizmamin varlifiinan teyit edildigi tarihler,

- Belirtilen bulagma ve alan simirlanmin ana esaslarinin bir lammi,

4. Bu Tebliin 1linci maddesinin (g) bendinin ikinci paragrafinda yer alan ilave bildirimlerin ayrinlilan sunlan
igermelidir

- Tohumluk patates stoklar ve mOmkin olan yerlerde difier 10om durumlar iginde gesit ismi ve kalegorisi,

- Teyit edilen salgina iligkin ihtiyeg duyulan difier tim bilgiler.



EK- VI

I.  Bu Tebligin 12 inci maddesine gire yapilmass gerekenler asafiida yer almaktadir.
-Ciip finninda yakarak, veya
-Organizmanin yagama riski olmayan yerlerde sicak uygulamas: sonrasi hayvan yemi olamk kullanma, veya
-Tanmsal alanlara sizint riski olmayan veya tanmsal alanlann sulanmasinda kullanmilan su kaynaklanyla temas
etmeyecek yerlerde derin gbmme, veya
- (EK- VII)* de belintilen kogullara uygun, resmi olarak onaylanmis atik tesisleri olan bir yere direk ve derhal
ulagtinlarak endilsiriyel igleme 1abi tutma, veya
= Organizmanin belirgin yayilma riskinin clmayacag: diger dnlemier ki bunlar Bakanliga bildiciimelidir.

2. Bu Tebligin 13 Gnell maddesinde belirtilen listelenmig bitkisel materyalin elden gikanlmas: veya uygun bir
gekilde kullamimas: igin Bakanlikla iletigim kurulmal ve bu materyal resmi olarak onaylanmis atik tesisleri olan
yerlerde endlstriyel igleme tabi ttulurken Bakanhkca kontral edilmelidir.

(i) Petates yumrulan,
= Sofrahik patates olarak kullamilir ve uygun ¢Bp atik sistemi olan tesislerde paketlenerek direk olarak dagiima
verilir,
- Uygun atik antma sistemi olan patates igleme tesislerine direk ve acil olarak ulastinlir ve sanayi patatesi olarak
kullanihir,
= Organizmanin yaylmasiyla ilgili belirgin bir riski olmayan ve resmi makamlarm kabul edilen farkl: bir gekilde
de kullamilabilir,

(i) Govde ve yaprak artiklanni igeren diger bitki pargalan ise ,
- Imha edilir, veya
= Organizmanin yayilmasi konusunda risk yaratmayacak diger bir ydntem kullamilabilir.

3. Bu Tebligin 14 Gncll maddesinde belirtilen arag ve objeler Bakanlifan gBzetiminde organizmamin yapimasina
olanak vermeyecek gekilde dezenfekie edilir veya temizlenir.

4.  Bu Tebligin 1linci maddesinin ( ¢ ) ve (f ) bentlerine ve 15 inci maddesine atfen kurulan sinirlandinimig
blgede uygulanan Snlemler dizisi sunlan icermelidir :

4.1, Bu Tebligin 11inci maddesinin (a) bendine gtire bulagik olarek belidenen dretim alanlanmin bulunmas:
durumunda :
(a) 1linci maddeye gbre bulagik oldufu belirlenen korunmusg Griiniin oldugu yer veya tarlada,
(i) Bulagmanin tespitinden sonraki 4 firetim yil bovunca,
Kendi gelen patates ve domates bitkileri ile Solanaceae yabanci otlan
dahil diger konukeu bitkilerin eliminasyonu igin dnlemler alinir,
Agagdakiler ekilmez
Patates yumru ve bitkileri,
Domates bitki ve tohumlan,
Organizmamin biyolojisi hesaba katilir,
Difer konvkeu bitkilerde,
Organizmamin dzerinde yagama riski bulundugu Brassicae 1lirll bitkiler,
Organizmanin yayiima riski olan diger bitkiler,
Bir Snceki bilimde belirtilen silre sonunda ilk domares veya parates
Oretim sezonunda ve tarlanin kendi gelen domates ve patates bitkilerinden ve Solgnaceae’
ler dahil konukgu bitkilerden art arda en az iki vl sOreyle temiz olmas: durumunda,



Patates igin sadece tilketim amagh Uretim icin resmi olarak sertifikal
tohumluk patates kullanilir,

Testleri de iceren ve bu Tebligin 4 incll maddesinde detaylandinlan resmi
silrveyler yapalir,

Bir dnceki bdlimde ifade edilen domates veya patates Oretim sezonundan
ve takip eden rotasyondan sonraki tohumluk veya yemeklik patates Uretiminde senifikah
tohumluk kullamlimali, domates ve patatesler igin bu Tebligin 4 Gncll maddesindeki
silrveyler yapilir,

(ii) Bulagmanin belirlenmesini takip eden 5 iiretim yili boyunca,

Kendi gelen patates ve domates bitkileri ile Solanaceae yabanc otlan
dahil diger konukgulan elimine etmek igin Snlem alinmal

Tarla ilk 3 w1l boyunca ya nadasa birakilir ya da tammlanan riske gére
hububat veya sik bir gekilde ekilmis yem bitkileri ya da tohumluk Gretimi igin gim ekilir,
organizmanin konukgusu olmayan bitkilerle 2 yillik bir dikim de bunu izler.

Yukandaki ekim ndbetini takiben eger tohumluk veya tiketim amagh
patates yetistirilecekse sertifikali tohumluk kullandhir,

Ve testleri de igeren bu Tebligin 4 Gncil maddesinde detaylandinlan resmi
slrveyler yapilir.

(b) Diger tarlalarda:

Belirlenen bulasmay takip eden liretim yilinda:

Patates bitki ve yumrulan ile organizmamin diger konukgulan
yetistirilmez ve kendi gelen patates ve domates bitkileri ile yabani Solanaceae’ ler dahil
diger konukgulannin imhas: igin gerekli 8nlemler alinr,

Patates yefigtiilmesi durumunda sadece tilketim amagh patates {retimi
igin sertifikah tohumluk kullamilir ancak kendi gelen patates ve domates bitkileri ile yabani
Solanaceae’ ler dahil difer konukgulann risk olugturmadifindan emin olunmahdir.
Vejetasyon dBneminde kontroller yapilir ve kendi gelen patates bitkileri organizma
yonilnden test edilir. llave olarak hasat edilen yumrular da kontrol edilir.

Yukanda agiklanan yili takip eden ilretim nhinda,

Patates igin tohumluk ya da tilketim amagh Oretim igin sertifikah
tohumluk kullamhr.,

fkinci tiretim yih igin,

Patates igin tohumluk veya tilketim amagh iiretim igin sertifikah tohumiuk
ya da, kontrol edilmis sentifikali tohumdan elde edilen tohum kullanibr.

Yukanda belirtilen her diretim yih igin kendi gelen patates ve domates
bitkileri ile yabani Solanaceae’ ler dahil diger konukgu bitkilerin imhasi igin gerekli Snlemler
ahmir ve bu Tebligin 4 Oncli maddesinde belirtilen stirveyler yapihr. Tohumluk Uretimi stz
konusu ise yumrular da testlenir.

(c) Bu Tebligin 1linci maddesinin (a) bendine gdre bulagiklik tespit edildiginde tekrar patates veya
domates Oretimi icin izin verilen wi dahil gegen ynilarda;



Organizmanin yayimasim dnlemek igin sulama ve ilaglama programlan
kontrol edilir, gerekli gOrilliirse yasaklanir.
(d) Korunmus Griln Oretim birimlerinde bu Tebligin 1linci Maddesinin (a) bendine gére bulaniklik
tespit edildiginde ve lretim ortaminin tamamen defistirilmesinin milmkiln olduu durumlarda,

Organizmanin tamamen yok edildigi ve tim konuk¢u bitkilerin
uzaklasiinlarak Uretim ortaminin tamamen degigtirilip temizlendigi ve dretim yerindeki tiim
alet ve ekipmanlann dezenfekte edildifi resmi olarak onaylanmadikga tohumian dahil domates
bitkileri ve patates bitkileriyle yumrulan yetigtirilemez,

Patates flretimi igin sentifikah tohumluk veya test edilmis mini yumru
veya mikro bitkiler kullanilir,

Organizmamn yayllmasiu dnlemek igin sulama ve ilaglama programlan
kontrol edilir, gerekli gSrilldrse yasaklanir.
4.2 4.1" e giire detaylandinlan tedbirlere bakilmaksizin sinirlan gizilen bdlge iginde :
(a) Belirtilen bulagmadan sonraki en az Og yetigtirme mevsimi sdresince ve ivedilikle :

{aa) Bu Tebligin 11 inci maddesinin ( ¢) bendine gire tespit edilmis sirlan belidenmis olan
bdlgelerde,
Patates yomrulan veya domateslerin yetistiritme, depolanma veya isleme
binalan ve bunlarla birlikte sdzlegme alundaki patates veya domates Gretimi igin galistinlan
makinalann bulundugu binalann sorumlu resmi organlarca denetlendigi garanti edilir,

Uygun metotlar kullamiarak bu gibi binalardaki makine ve depolann
dezenfeksiyoau ve temizlenmesi talep edilir,

Belirtilen bblge iginde sadece sertifikali tohumluklann  veya resmi
kontrol altinda yetigtirilen tohumluklann dikilmesi yoluyla patates yetistirilmesi ve 1linci
maddenin ( ¢ ) bendine gre bulagma olasih: tespit edilen lretim yerlerinde yetigtirilen
tohumluk patateslerin hasattan sonra testienmesi talep edilir,

Bblge igindeki tim bina ve milstemilannda yer alan depolardaki hasat
edilen patates tohumluk stoklannin ayn olarak islenmesi talep edilir,
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