AKDENIZ BOLGESi PATATES ALANLARININ HALKA
CURUKLUK HASTALIGI (CLAVIBACTER MICHIGANENSE
SUBSP. SEPEDONICUM) YONUNDEN TARANMASI

Sebiha TOKGONUL'

OzET

Akdeniz Bolgesi’nde patates uretiminin yogun oldugu itlerde 1991 yilinda yo-
rGtllen sUrveylerde alinan patates yumru ornekleri Halka GUrukluk Hastahgi (Clavi-
bacter michiganense subsp. sepedonicurn) yonunden incelenmistir,

Patates yumrularinda gerek makroskobik inceleme gerekse Immunofloren-
cense boyama, gram boyama testleri sonucu s6z konusu hastaliga rastlaniimamustir.

GIRIiS

Ulkemizde patates alani toplam 196.000 hektar, Gretimi 4.350.000 tondur. Ak-
deniz bolgesinde ise toplam patates alani 6.338 hektar, Uretim 126.903 tondur
(Anonymous, 1990).

Patates Bakteriyel Halka Gurukluk Hastaligi karantinaya tabi, tohumluk Ureti-
minde sertifikasyonda toleransi sifir olan, en dnemli patates hastaliklarindan biridir.
Patates Halka Gurakilgunin Turkiye'de var olduguna dair itk yayin Bremer et al.
(1947) tarafindan yapimistir. Adapazari, Nevsehir, Urgiip ve Ankara kaynakli patates-
lerde yapilan simptomatolojik incelemeler sonucunda var oldugu bitdiritmistir (Karel
ve Karahan, 1962). Patates hastalikiariyla ilgili olarak Glkemizle ulusiararasi patates
merkezi (CIP) arasindaki anlasma gergevesinde 1981-1983 yillan arasinda patates
hastaliklar: strveyi Dr. Turkensteen tarafindan yapimis ve bu hastahgin Turkiye'de
bulunmadii bildiriimigtir (Turkensteen, 1985). Daha sonra 4 yiliik sertifikasyon tarla
ve depo kontrollerinin sonuglari ve Dr. Turkensteen'in survey sonuglart kanit gdsteri-
lerek Avrupa Bitki Koruma Organizasyonu (EPPO)’nun dan 26.6.1984 tarihinde 84/
6-RSE 452 sayil C.sepedonicuni un Turkiye'de mevcut olmadigina dair karar ¢ikaril-
migtir. :

Baolgemizin dnemli patates atanlarinda C.sepedonicum’un varliginiarastirmak
Uzere yapilan bu ¢aligmada, Avrupa Toplulugunun EUR.11288-EN sayil raporunda?
belirtilen metotiar (Immunofiuorescense boyama, Gram boyama) latent enfeksiyon-
tari belirlemek igin uygulanmistir.

1 Zirai Mucadele Arastirma Enstitiisii - 01230 Adana.

2 Scheme for the detection and diagnaosis of the ring rot bacterium Corynebacteriuin sepedonicum
in batches of potato tubers. Report Commission of the European Communmes 1987.
Yazinin Yayin Kuruluna gelis tarihi (Received) : 23.03.1992
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MATERYAL VE METOT

Orneklerin Toplanmasi : Bu amagla Akdeniz Bélgesi’nde patates dretiminin
yogun oldugu illerde tesadufe gore hasat devresinde veya hasat sonrasinda yumru
ornekleri alinmigtir (Gizelge 1). Her 6rneklemede en az 200 yumru alinmistir.

CIZELGE 1. Akdeniz Bélgesinde patates yumru 6rnegi alinan iller, ekilis alani (Anonymous,
1990) ve Ornek sayilan

ILLER Ekilig Alani(ha) Ornek Sayisi
Antalya 1.731 5
Adana 2.066 8
Hatay 1.067 5
Kahramanmaras 956 3
Icel 509 3
TOPLAM 6.338 24

(izelge 1’de goruldugu gibi Antalyailinde toplam 5 6rnek Kokuteli ilgesinden,
Adanailinde toplam 8 drnek Ceyhan ve Seyhan iigelerinden, Hatay ilinde toplam 5 6r-
nek Merkez ilgeden, Kahramanmaras’tatoplam 3 6rnek Elbistanilgesinden, Igelilinde
toplam 3 ornek Tarsus ilgesinden alinmistir. Bu ilgeler b&lgemizde patates ekilisleri-
nin yogun olarak yapildigi ve dzellikle yazlik olarak yetistirildigi yoreierdir.

Orneklerin Hazirlanmasi: Her drnekte 200 yumru cesme suyunda yikandik-
tan sonra, her yumruda stolonlarin baglandigi dip kisminin epidermisi steril bir bisturi
ile soyulmustur. Her yumruda dip kismindaki (heel end) doku pargasi steril bir bisturi
yardimiyia koni seklinde oyularak ¢ikariimistir. Dip kisimiarr ¢ikarilan yumruiar ikiye
béllinerek hatkal: gurukluk belirtileri gozle incelenmistir.

Her ¢rnekte 200 yumrudan efde edilen doku pargalari 0.05 M Phosphat Buffer
Seline (Phosphate tampon ¢ozelti) (PBS, pH=7.0: Na,HPO, 4.26 g, KH,PO, 272 g,
NaCl 8 g, Distile su 1 It.) iginde homojenizatdrde pargalanmistir. 1 It PBS’e topakian-
may1 &nleyici olarak Tetra sodium pyrophospate 1 gve %0,1 oraninda Tween 20 ilave
edilmistir.

Bakterinin Ekstraksiyonu : Elde edilen homojenat 10 dakika 180 g devirde
santrifujlenerek Ustsivi alinmigtir. Daha sonra Ust sivi 10 dakika 4000 g'de santrifujle-
nerek Ust sivi atilmig, geride kalan ¢ékelti 1 ml steril 0.01 M Phospate Buffer Saline
(PBS, pH=7.2 : Na, HPO, . 12H,0 2.7 g, NaH,PO, 0.4 g, NaCl 8 g, Distile su 1 1t) igin-
de ¢ozUlmustur. Elde edilen stispansiyon IF testi ve gram boyamada kullaniimistir.
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immunofluorescense Boyama : Bu ¢alismada indirect IF yontemi kullanii-
mistir. Antiserum clarak Hollanda’dan (Plant Protection Research Institute Wagenin-
gen) getirilen PD-460 Nolu C. michiganenseSubsp.. sepedonicumizolatna karst ha-
zirlanmus olan Polyclonal antiserum kullaniimistir. IF testi igin ayritan suspansiyondan
mikropipet yardimiyla 10 odacik igeren lamin (Flow) her bir odacigina 25’er mikrolitre
konmustur. Diger lama ise PD-460 Nolu C.sepedonicum suspansiyonundan (10°
hucre/ml) 25 konarak pozitif kontrol lamt hazirtanmistir. Lamlar 37°C de havada kuru-
tutmus ve alevde fikse edilmistir.

a) Lamlardaki birinci hari¢ (negatif kontrol) diger odaciklarasteril PBS pH 7.2ile
1/10,1/20,1/40,1/80,1/60,1/320, 1/640,1/1280, 1/2560 oraninda seyreititen an-
tiserumdan en seyreltilmig olandan basianarak 25 pi eklenmistir.

b) Lamiar 30 dakika sUreyle nemli hlcrede, karanlkta, oda sicakliginda inkiube
edilmistir.

c) Hafifce silkelenerek fazla sivisi atilan tamlar dnce 0.01 M PBS pH 7.2 ile du-
rulanmis ve S’er dakika 3 kez her seferinde degistirilen 0.01 M PBS ile yikanmistir.

d) Fazla sivi kurutma kagidi ite alinmistir.

‘ e) Bu sekilde hazirlanan preparatlar TITC Konjugate (Sigma 6.005) ile boyan-
mistir. Bu amagla konjugata 1/100 oraninda sterit PBS PH 7.2 ile seyreltilmis ve lam-
lardaki tUm odaciklara 25 ¢ | konulmustur.

f) b, ¢ ve d maddeleri tekrar edilmistir.

g) 5-10 #10.1 M Glycerol Buffer pH 7.6 (Na,HPC,.12 H,O 3.2 g, NaH,PO,.2
H,0 0.15 g, glycerol 50 ml, distile su 100 ml) ile her pencere kaplanmis ve Uzerlerila-
mel ile ortulmustur.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar Olympous epi floruresan mikroskapta 40 bi-
- yUtmede immersiyon objektifte mikroskop alaninin tuminu igerecek sekilde incelen-
misgtir. Pozitif kontrol laminda titer 1/2560 olarak belirlenmistir.

Gram Boyama : Hazirlanan stspansiyonlardan Hucker’in modifive ediimis
metoduyla (Lelliott ve Stead, 1987) gram boyama yapilmistir. Pozitif kontrof olarak
PD-460 nolu C.sepedonicurnizolat kullaniimistir. Ornekler ve pozitif kontrol mikros-
kopta incelenmis mavi-mor renkteki bakteriler gram-pozitif olarak degerlendirilmistir.

SONUCLAR
Antalya, Adana, Hatay, Kahramanmaras, icel illerinin patates ekilisinin yogun
olarak yapildidi ilcelerden toplanan orneklerdeki patates yumrulan ikiye bollinerek

halka gUrukluk betirtisi ydnunden incelenmis ve herhangi bir hastalik belirtisine rastia-
niimamistir.
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IF testi uygulanan orneklerin epifluorescens mikroskopta 40 buyGtmeli immer-
siyon objektif altinda kontrot lamlarn (PD-460) ile karsilastirmall olarak yapilan incele-
melerinde tipit fluorescent bakteri hucrelere rastlaniimamistir.

Orneklere ait stispansiyontarin PD-460 ile karsilagtirmalt olarak yapian gram
boyamalarinda PD-460 kontrol suspansiyonu ife hazirlanan gram pozitif preparatlarda
mavi-mor renkte boyanan tipi hlcreler belirlenirken érneklerde bu sekildeki hiicrele-
re rastlanidmamistir.

TARTISMA VE KANI

Akdeniz Bolgesi’nde Antalya, Adana, Hatay, Kahramanmaras, icel illerinin pa-
tates ekiliginin yogun olarak yapildigi ilgelerden alinan 6rneklerin gerek mikroskobik
incelemelerinde ve gerekse IF, gram boyama ve patlican testlerinin yapildigi latent in-
feksiyonlann var olup olmadiginin arastinldigi testlerde herhangi bir Halkali Carukluk
Hastaligi (C.sepedonicum) belirtisine rasttanidmarmistir. 1981 ve 1993 yillari arasinda
patates hastatikian ile ilgiti olarak yapitan surveylerde bu hastahgin Ulkemizde olmadi-
g1 bildiriimistir (Turkensteen, 1985). Konu ile ilgili olarak ulkesel proje kapsaminda
Ege Bdlgesi'nde yuritulen galismada(Demir ve Gindogdu, 1991) dahastaligarastla-
nilmadidi bildiriimektedir. Keza Avrupa Toplulugunun 19 Aralik 1990 tarih ve 91/28/
EEC sayih komisyon kararinda TUrkiye’nin Adana’nin Karaisali ve Duzigi ilgelerinden
olugan hattin giineyinde kalan kesimden ve izmir'in Odemis ilgesinden Fransa, Belgi-
ka, Hollanda ve Liksemburg’a patates ihracaatinin yapilabilecegi bildiriimektedir. Bu
karar stz konusu toplulugun uzmanlarinin boigemizde yaptiklart incelemeler sonu-
cunda alinmistir. Bizim ¢alismalanmiz Akdeniz Bolgesi'nde ihracaata izin verilen bu
yGre disinda yetistirilen patatesterde de ihracaat engelleyen bu hastaligin bulunmadi-
gini ortaya koymustur.

Dis karantina agisindan toleransi sifir (O) olan bu hastah@in yurdumuza girmesi
icin Karantina Mudurlukleri’nde ozeliikle tohumluk amaciyla yurdigindan getirilen pa-
tateslerde hastaligin var olup olmadiginin anlagiimasi igin gerekli makroskobik kont-
rollerin yani sira latent enfeksiyonlarinda teshisine olanak saglayan IF testlerinin de
yapilmasi gerekmektedir.

SUMMARY

SURVEY ON THE BACTERIAL RING ROT DISEASE (CLAVIBACTER
MICHINGANENSE SUBSP.SEPEDONICUM) OF POTATOES IN THE
MEDITERANEAN REGION OF TURKIYE

In the Mediterranean Region provinces which have high potato production we-
re investigated for bacterial ring rot disease of potatoes in 1991.

Potato tuber samples were examined by eye and by IF and Gram stains tests.
According to resuits, there was not bacterial ring rot diseases of potatoes in the Medi-
terranean Region of Turkiye.
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