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ORTA ANADOLU BOLGES] PATATES EKIM _
ALANLARININ HALKAL! CURUKLUK HASTALIGH
YORUNDEN INCELENMESI

Kemal BENLIOGLU' Y.Emin OKTEM® Meric OZAKMAN!

OZET

Patates yetistirilen Ulkelerde patatesin en tahripkar bakteriyel hastaliklarindan
hiri olan hatkaly ¢irukilk hastahi§inin tohum sertifikasyon kontrollerinde de toleransi-
nin sifir olmasi ve bu hastahdin Gikemizde mevcut olup olmadigr konusunda geligkili-
raporlar bulunmasi nedeniyle 1990 ve 1391 yillannda bolgemizin énemli patates Ure-
tim alanlarinin bulundugu Afyon, Bolu, Nevsehir ve:Nigde ilterinden, herbiri 200 yum-
ru igeren 176 6rnek toplanmistir. Toplanan drnekler Avrupa Toplulugunun Onerdigi
yonteme gore dncelikle belirtiler bakimindan gozle incelenmig, daha sonra gram bo-
yama, IFAS yontemi ve patlican testi uygulanmigtir. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda
yaklagik 35.200 yumru incelenmis ancak Clavibacter michiganensis ssp. sepedoni-
cus saptanmamigtir,

GiRiS

tUlkemizde patates Uretimi 1985’ten itibaren 4 milyon ton civarina ytkselmis
atup bu olumlu artista en buyuk etken uretim alanlarinin genislemesinin yamsira birin
alandan elde edilen Urindeki artistir®. Ancak {lkemizde Uretilen patatesin nemii bir
- kisi i¢ tuketimde deelendiriimektedir. thracatimiz ise oldukg¢a sintrh elup toplam
uretim igindeki payt % 0.3-0.6 gibi ¢ok kuguk miktarlarda kalmaktadir?. Bunun da
6nemiibir kismi Ortadogu Gikelerine yapilan inracat olup Avrupa Ulkelerine ise itwaca-
timiz hemen hemen yoktur. thracatimizin bu denli az olmasindaki nedenterden en
dnemileri depo kosullarinin uygun duzeyde olmamast, ihracatta zorunlu standardin
bulunmamast ve Ulkemizde var oldudu 6ne stirlen Patates Halka G uruklugt Hastali-
Gidur.

Halkah CUrOklik Hastalgi { Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus )
dunyada en tehlikeli patates hastatiklarindan biridir. Butun dunya Utkelerinde karanti-
naya tabi olup patates tohumluk sertifikasyonunda toleransi sifirdir. Dunya patates ti-
caretinde 6nemli bir yeri olan hastalik CM!I {Commonwealth Mycological institute) ka-
yitlanina gore A.B.D., Kanada, Panama, Peru, Venezuella, Danimarka, Finlandiya,
Norveg, Polonya, isveg, Japonya, Kore, Lubnan ve Turkiye’'nin de aralarinda bulun-
dugu bazi Ulkelerde mevcut oldugu bildiriimektedir.

C.m.sepedonicus’un dikemizdekivarhdiile ilgiliilk kayit Bremer etat. (1947)e
ait olup, hastahgin Adapazari’nga mevcut oldugunu bildirmigtir. Karet ve Karahan
(1962) hastaligin Ankara’da birdepoda Nevsehir ve Urglp orifinti patates yum-
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rularinda %37.47, Ankara kaynakl patatesierde ise % 15.16-29.04 oraninda zarar
yaptigini rapor etmigtir. 1981-1983 yillan arasinda yapilan patates hastahkiarn sirvey
galismalan sonucunda ise-hastaligimn Tarkiye'de izine dahi rastianmadigy bildiriimistir
{Turkensteen, 1985). '

1989 yiinda Ulkemizder Avrupa topiulugu-Gikelerine yonelik patates ihracatiy-
Iz itgiti olarak toplulukga goéreviendiriten. bir uzman grubu patates alaniarimizt dolag- -
mistir. Bu grubun sunmusg oldugu resmi raporlarda Ulkemizde patates ihracatindaya-
saklamaya konu teskil eden-hastatkiarin bulunup bulunmadiginizy laboratuvar testle-
rivle ortaya konduktan sonra ihracatin: gergeklestirilebilecegini ifade-etmistir:

Bu ¢alisma, Ulkemiz patates uretiminin yaklasik % 50'sinin gergeklegtinitdigi
Orta Anadolu Bolgesinin patates ekim alanlannda Patates Halka G urikiGgu etmeninin.
bulunup bulunmadigini kesin alarak ortaya koymak amaciyla ele ahinmig ve Avrupa:
Toplutugunun EUR 11288 EN sayik raporundabelirtitenytntem gergevesindeplania-
narak yuratulmustar.

MATERYAL VE METOT "

1. Omekterin Yoptanmas:

Bu amaclaOrta Anadolu Bolgesinde patates:Uretiminin yogumolarak yapidigi
illerden tesadufiolaralc Gizelge 1°de belirtilen sayidahasat verhasat sonras: devrede
herbiri 200 yumrerigeren patates yumru ornekleri toptarigtis.

CIZELGE 1. 1990-1991 yillannda patates yumsu érnegi almanitter, Gretim miktarlar,
ekilig atanian ve Ornek sayilan.

Uretim* Ekilis Alani* OrnekSayiss  Toplam Ornek

fler ton ha 1980 1991 sayisi
Afyon 126.101 6.098 — 7 7
Bolu 252.626 11.669 36 20 56
Nevsehir 812.185 25.317 70 12 82
Nigde 607.288 24.526 — 31 31
TOPLAM 1.798.200 67.610 106 70 176

* Basbakanlik Devlet Istatistik Enstitiisi, Tanm istatistikleri, 1986.

2. Ornelderin Hazirlanmas:

Her Brnekteki 200 yumru musiuk suyunda yvikandiktan sonra, her yumruda sto-
lonfann baslandigl kisimda epidermis steril bir bistir kullanilarak soyulmusgtur. Her
yumruda soyulan kistmdaki yaklasic0.5 g’ ik istirmderretterinin butundugu doku par-
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¢as) bistiyi dte koni seklinde gikartmistir. Her dtnekte 200 yumrudan gikasian doku
parcalan 24 saatiginde isleme tabi tutulmustur. Aynica dip kisimidri ¢ikanian yumyular
bir bigakla ortadan ikiye kesiterek halkah gUriikluk belirtileri yoninden gorsel olarakin-
celenmigtir.

3. Bakterilerin Ekstarksiyonu

200 yumrudan elde edilen doku pargalan 30 mi sterii 0.05 M PBS’de
(Na,HPO,: 4.26 g, KH,PO,: 2.72 g, NaCl: 8 g, Tween 20: 1 ml, Tetra Sodium Pyropp-
hoshate: 1 g, Destile su: 11) 30 sn sureyle parcalanmustir. Eide edilen karnigim, uzerin-
de Whatman-1 filtre kagidi konmus sintered glass fiiter no: 2’den vakum pompasiyar--
dimiylafiltre edilmis ve alinan fittrat 6000 g'de 20 dak. santrif(j edilmistir. Buislemden
sonra Ust sivi atilmis ve ¢okelti 1 mi steril 0.01 M PBS'te (Na,HPO,. 12 H,0: 2.7 g,
NaH,PQO,: 0.4 g, Destile su: 11, pH: 7.2) ¢ozulmustir. Slspansiyon ikiye bélunerek
yarisi -20°C’de referans olarak saklanmig, kalanyansi ise Gram boyama, IF testi patii-
can testinde kullarulmistyr.

4. Gram Boyama

Hazirtanan stspansiyondan ya da yumrutardan Hatkalr Cirtklik belirtisine:
benzer belirtiler gériitidigitnde  ornekler Hucker'in modifive-editmig yontemiile Gram
boyama yapiirugtr. Fozitif kontrol olarak Hollanda'dan temin egiten PD-460 veya
NCPPB-2140 (Nationat Coflection of Plant Pathogenic Bacteria; Harpenden-ingilte-
re} no'lu C.m. sepedonicus izolatlan kultanimigh.

5. IFAS (immunofluorescent antibody staining} Testi

Bunun igin indirekt immunoftucresan antikor boyama testingen yararlantnus-
- tir. Antiserum atarakc 1980 yih cahgmalarinda Dr. Sfack {University of Visconsin, Madi-
son-A.B.0.), 199% yili calismalannda ise Dr.Janse'den{Wageningen, Hollanda) sag-
fanan poliklonat antiserumiar kullanmimighyr.

Hazirlanan siispansiyondan steril PBS ile 1710, 1/100 ve 1/1000Q sulandirma
serileri hazirfanmis, direkt 6rnek ve seyreitme serilerinden ¢ok pencereti lamn her
penceresine iki tekerrrid olarak 25 pl konmustur. Ayrica bir lamada bilinen C. 1. 5e-
pedonicus (PD-460 veya NCPPB-2140) siispansiyonundan (10° hiic/mi} 25 i ko-
narak pozitif kontrol hazirtanmistir. Hazirtanan lamiar havada kurutulmus ve alevde
fikse editmistir.

IF Boyama

1. Cok pencereli lamin Ust sirasindaki pencerelere 1/400, alt sirasindaki pen-
cerelere ise 1/800 oraminda seyreltilmig antiserum 25 pl konmustur.

2. Lamlar oda sicakhginda 30 dak. nemii hilerede inkube edilmigtir.
3. Lamlar, PBS ile 3 kez 5'er dak. ytkanmis ve dikkatlice kurulanmigtr,

4. FITC (Fluorescein iso thiocyanate) bagh anti-tavsan serumu (Dakopatts,
F-205) 1/40 seyreltilerek yine her pencereve 25 ph konmusiur, ~
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5. 2 ve 3 tekrarlanmustyr.

6. Her pencereye 0.1 M Glycerol tamponundan (Na,HPQ,. 12 H,0: 3.2 g,
NaH,PO,.2H,0:0.15¢g, Glycerol: 50 mt, destile su: 100 ml, pH: 7.6) 5 utkonarak tize-
rine lamel kapatiimistir. Hazirlanan preparatlar 487309 filire seti ve HB 05015tk kayna-
grile donatilmig Zeiss epifiuoresan mikroskopta yaklasik 400-1000 bayitmede neo-
fluar objektif altinda incelenmistir.

Mikroskopta yapilan incelemelerde pozitif-kontrollerde benzerlik gésteren ve
yesil fluoresans veren ornekler pozitif olarak kabul edilmis ve bu drneklere patiican
testi uygulanmigtir.

6.. Patlican Testi

Bu testigin saksilarda yetistirilen Black Beauty ¢esidi patlican bitkileri kultanil-
mistir. IF testinde pozitif sonug veren ornekiere.ait suspansiyontar bitkilerin 2-3.yap-
rakl oldugu-devrede ilk gergek yaprak saprile-gbvdenin birlestigi kisma steril sirmga:
ile inokule ediimistir. Bu amagla her Grnegintestienmesinde 25 patlican bitkisi kulla-:
nimigtie. Ayrica 25 bitki bilinen. C.m: sepedonicus bakteri suspansiyonu, 25 bitki de:
sterit PBS ile inokule edilmistir. inokulasyondan sonra pathican bitkileri 14 saat/giin
ISk peryodunda ginduz sicakligi yaklagik 21-24°C, gece 15°C oldudu kosullarda 40
giinboyuncainkube edilmislerdir. inkubasyon suresince yapilan incelemelerde patli-
canr yapraklarinda tipik solma, sararma:ve nekratik lezyanlar olusan trnekler pozitif
- kabul edilmistir.

SONUGLAR

1990 yilinda Bolu ve Nevgehir illerinde, 1981 yilinda Afyon, Bolu, Nevsehir ve
Nigde illerinde patates ekim alanlarindan hasat sirasindave hasat sanrasi depolardan
alinan 176 6rnek (yaklasik 35.200 yumru) Gram boyama, IF ve pathcan testinden olu-
san yoénteme gore C.m. sepedonicus’un vari@ yonunden incelenmigtir.

Yumrularin kesilerek yapilan gérsel incelemeterinde tipik hatkah guruklik belir-
tisine rasttanmamistir. Aynca her érnege ait sispansiyontarda yapiian Gram boyama-
larda belirgin Gram (4} hiicreler gdriimemistir. indirekt antikor boyama (IFAS) testin-
de ise bazi drekierde Ozellikle dusUk titrede (1/40Q) fluaresans veren bakteri hucre-
lerine rastlanmugtir: Ancak bu drneklere ait suspansiyontarda pathcan testi uygulama-
lannda hig bir drnekte pozitif sonug alinmamigtir. Yapilan ¢aligmalaria ilgili sonuglar Gi-
zelge 2’de verilmistir.
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aomyei, 0, Meveehir ve Nigoe dlerinde ainan pa-
osk savisl, palates gesilien ve yapilan lesl sonuglau

Patates Ornek  Gérsel  Gram IF testi Pailican
Hi cesidi sayisy  inceleme boyama negatif supheli  testi
Alyon Agria 3 — — 3 0 -
Granola 4 - — 4 0] —
Bolu AUSOnNIa 7 — - 7 0 —
Concorde 1 — — 1 0 —
Grancla 2 — — 2 0 —
Marfena 13 -- — 12 1 —
Pianta 16 — — 14 2 -
Resy 17 — — 16 1 —
Nevsehir  Agria 8 — — 7 1 -
Ausonis € — - 6 G -
Granola 23 — — 22 1
llona 3 — — 2 1 —
Marfona 7 — —_ 7 O -
Resy 6 — — 6 0 —
R.Burbank 13 - — 11 e —
Shepody ! — - 1 0 —
Diger Ces. 13 — - 15 18] —
Nigde Agria 2 — 1 1 -—
Ausonia 1 — — 1 0 —
Gra noda 14 — —_ 13 1 —
llena 4 — — 3 -1 —
Maifone 8 — - 8 0 —
Resy z . 2 0
T AREA 176 — - 164 12 -
Comasep, PLLAGD - { - 4
Corn sEp0. NCPH?-“MD 5- -4 - -
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TARNSMA VE KANI
Ulkemizde ilk kez Bremer et al. (1947) halkah ¢UrikiGk hastah@irun Adapaza-
n’nda var oldugunu bildirmig, Karel ve Karahan (1962) ise hastaligin Ankara’daki de-
polarda Nevsehir, Urgup ve Ankara kaynakh patates yumrulaninda zarar yaptigint ra-
por etmislerdir. Buna karsin Hofianda’lt bir aragtinc olan Turkensteen tarafindan

1981-1983 yillan arasinda vapiian Turkiye patates hastaliklan strveyi sonucunda bu
hastaligin Ulkemizde mevcut olmadigs bildirilmigtir.

Yukanda stz edilen ¢alismalardan anlastabilecedi gibi Halkah Curikilk hasta-
hgimin tlikemizdeki variidiile ilgili simptomatotojik tanilara dayakh celiskili bulguiar mev-
cuttur. ki yil boyunca tilkemiz tohumiuk patates Uretiminin merkezi sayian Afyon, Bo-
lu, Nevsehir ve Nigde illerinde yapmis otdugumuz caligmalarda toplam 176 drnek
(yaklasik 35.200 yumru) Avrupa Toplulugunca 6nerilen bir ydonteme gore testienmis,
yapilan ¢alismalar sonucunda C.m.sepedenicus’'a rastlanmamistir. Etmenin saptan-
masina yénelik cahismalanmizda kullanitan yontem tipik hatkall glrukilk belirtisi gés-
teren yumrulann yanisira fatent infeksiyontarin da saptanmasina olanak sagtayan gok
duyarl bir ydntemdir. Ozellikie IF testi 1 g doku yaklasik 102 bakteriyi saptayabilecek
duyarhihktadir (De Boer & Copeman, 1980). Patticantestiise 10? - 10° hiicre/ml bakte-
r konsantrasycnlannda bile pozitif sonug verebilmektedir (Janse & Vaerenberg,
1987).

Cahismalanmizda bazi orneklere ait suspansiyonlarda IF testlerinde duguk tit-
rede zayif fluoresan veren bakteri hucrelerine rastianmigtir. Mikroskopta yapilan ince-
lemelerde pozitif sonug veren bu bakterilerin morfolojik olarak pozitif kontrol C.m.se-
pedonicus hucrelerinden farkh oldugu gozlenmistir. Slpheli olarak bulunan bu 6r-
neklere ait sUspansiyonlann higbirisi patlican bitkilerinde belirti olusturmamigtir. IF
testinde kuilandi@imiz antiserumlar polikional ¢zellikte olup, bu tir antiserumlarin
Gram+ veya Gram— bazi diger bakteri turleri ile ¢capraz reaksiycnlar verebitecedi di-
ger aragtinicilarca da ortaya konmustur (Crowley & De Boer, 1982; De Beer & Cope-
man, 1974).

Patates Halkal C GrukilUk hastalidi dunyada Uzerinde en ¢ok durulan ve patates
ticaretini engelleyen en Onemli patates hastaliklarindan biridir. Orta Anadotu Boige-
sinde Onemli patates Uretim alanlarinda yapilan bu ¢aligma ile hastaligin bolgemizde
mevcut olmadidt anlagitmaktadir. Ancak Ulkemizde patates tohumiuk talebi biiy(k 6l-
clde ithalat yoluyla kargilanmaktadir. Patates tohumluk ithalat: yaptigimiz Gikeler ara-
sinda Hollanda, Almanya, A.B.D. ve Kanada bulunmaktadir. Nitekim ¢cahsmalarimizda
testlenen Russet ve Burbank ve Shepody cesitleri Amerika ve kanada orijinli patates-
lerdir. Bakteriyel halka ¢urukiugi hastahdi bu uikelerde mevcut olup tohumiuk patates
uretiminde Uzerinde titizlikle durutdudu ve pek ¢ak tahumiuk tarlasinin bu nedente
A.B.D. ve Kanada'da sertifika alamadi§ bildiritmektedir (De Boor & Slack, 1984). An-
cak hastaligin latent karakterde yumrularda bulunma durumu bu Ulkelerden itha! edi-
jen tohumluklarla C. m.sepedonicus "un utkemize girme riskini arttirmaktagir.
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Sonug olarak Uitkemnizde ki an dnce doku kiltirlne dayal yontemlerle patates
tohumiuk Uretimine yonelik galigmalann baglatimass, hastalgin mevcut oldugu
{A.B.D., Kanada, Danimarka vb.) Utkelerden tchumiuk ithalati yapilimamast, diger tk-
kelerden ithal edilen patates tohumiuklarinin da uygutanan bu yontem gergevesinde
karantina teskilat tarafindan rutin otarak kontrollerinin yapilmasinin uygun olacag ka-
nisingayiz.

SUMMARY

EXAMINATION OF THE POTATO GROWING AREAS OF CENTRAL
ANATOLIA FOR THE PRESENCE OF RING ROT DISEASE

Clavibacter michinganensis $sp. sepedonicus, casual organism of bacterial
ring rot is one of the most important and destructive disease of potato and its toleran-
ce on the seed certification is zero. There were contradictory reports, based on
symptomatological findings whether or notring rot disease was present in potato gro-
wing areas of Turkiye. In this study, the presence of C.m. sepedonicuswas investiga-
ted with accepted and recommended detection method by EC in the potato growing
areas of Afyon, Bolu, Nevsehir and Nigde in 1990-1991. Totaly 176 samples-each
was containing 200 tubers-were collected from four different provinces mentioned
above. Tubers were examined visually at first and then Gram staining, IFAS and egg
plant test were applied. Consequently, about 35.200 tubers were examined and it
was determined that C.m. sepedonicus was not present in Central Anatolia.
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