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Ic Anadolu bolgesinde, farkli gesitlerle asma yetistiricilii giderek onem
kazanmaktadir. 2007-2008 yillarinda, Konya iline bagli 24 ilge ve 14 adet farkli
asma c¢esidinde bakteriyel hastaliklarin belirlenmesi amaciyla ¢alismalar
yuratilmustar. Bakteriyel ur hastali§i, Agrobacterium vitis’in tanilanmasinda,
Roy ve Sasser, King B, PDA besi yerlerinde gelisim, 37 °C’ de gelisim, 3-
ketolaktoz olusumu, % 2’ lik NaCl’ de geligim, L- tartarik asitten alkali olusumu,
sitrat kullanimi, pektolitik aktivite, oktopine ve napolin kullanimi, endoglukonaz
aktivitesi, litmus milk testi, eritritol” den ve melezitoz’dan asit olusumu, malonik
asitten alkali olusumu, demir amonyum sitrat, PDA+CaCOs’da asit temizleme
testleri esas alinmistir. Patojenisite testlerinde, Sultani Cekirdeksiz ¢esidi asma
fidanlari, Datura sp. ve aygigegi bitkilerine yapilan 10® hiicre/ml bakteriyel
inokulasyon sonucu tipik ur olusumu gozlenmistir. Molekiiler tani, peh A ve vird
genlerinin PCR amplifikasyonu ile yapilmigtir. Toplam 309 asma érneginden 280’

inde A. vitis belirlenirken, izolatlarin ¢ogunlugunun timorojenik karakterde



I

oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen bulgulara gore, il genelinde bag alanlarindaki
yayginlik %90.61° lik oranla buylik onem tasidigi, patojenin mevcut gesitler
icersinde en fazla Sultani Cekirdeksiz, Cardinal, Hafizali ve en az Eksi Kara

cesitlerinde goruldigi tespit edilmigtir.

Anahtar Kelimeler; asma, bakteriyel ur, Agrobacterium vitis, gesit
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ABSTRACT
MsC Thesis

Identification of Grapes Crown and Branch Gall Disease Caused by
Agrobacterium vitis Using Biochemical and Molecular Tecniques in Konya

Province

Sebahat ALTINPARMAK

Sel¢uk University

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

Supervisor: Assistant Prof. Dr. Kubilay Kurtulus BASTAS
2009, 116 Sayfa

Jury : Prof. Dr. Ahmet Giincan
Associate Dog. Dr. Nuh Boyraz
Assistant Prof. Dr. Kubilay Kurtulus BASTAS

Grapevine has an importance gradually increasing with various cultivars of
grapevine in Central Anatolia Region. With the aim of determining of bacterial
diseases, the researches were carried on14 various cultivars of grapevine and in 24
district of Konya Province in 2007-2008. In the identification of bacterial gall
disease, Agrobacterium vitis, growth on Roy and Sasser, King’s B, PDA
mediums, growth at 37°C, 3-ketolactose production, growth on 2% NaCl,
production of alkaline from L-tartaric acid, using of citrate, pectolytic activity,
using of octopine and napolin, endogluconase activity, litmus milk test, acid from
erytritol and melesitose, alkaline production from malonic acid, ferric ammonium
citrate, acid cleaning on PDA+CaCQOj tests were based. In the pathogenicity tests,

it was observed formation of gall typically in the result of bacterial inoculation
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with 10® cfu/ml concentrations on seedlings of grapevine cultivar, Sultani
Seedless, Datura sp. and sunflower plants. It was made amplification of pes A and
virA genes by PCR for molecular identification. While A. vitis was determined on
280 plants from totally 309 plant samples, the most of isolates had been observed
tumorogenic character. Obtaining the data, rate of incidence has been as 90.61%
has importance and within all of the cultivars; pathogen was shown the most on
cv. Sultani Seedless, cv. Cardinal, cv. Hafizali and at the least on cv. Sour Black
in the province.

Key Words; grapevine, bacterial crown gall, Agrobacterium vitis, cultivar



TESEKKUR

Calismamin her asamasinda yardimlarim esirgemeyen ve bana KONYA ILINDE
ASMA UR HASTALIGI (dgrobacterium vitisy NIN BIYOKIMYASAL VE
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1.GIRIS

Tarih oncesi ¢aglarda kiiltiire alinan asma ve bagcilik kiltiri, dogu ve bati
medeniyetlerinin sosyal ve ekonomik yapist i¢inde her donemde onemli bir yer

tutmustur. Kimi toplumlarda asma ve ozellikle sarap, mistik bir anlam kazanmigtir.

Yurdumuzda ihrag edilen tiriinlerimiz arasinda olan tiziimiin besin degeri yuksek
olup, yapilan arastirmalara gore A, B, B2 ve C vitaminleri vardir ayrica biinyesinde
potasyum, magnezyum i¢eren izimun insan sagligi acisindan tek basina bir eczane
gibidir. Uziim bagisiklik sistemini kuvvetlendirmektedir. Bobrek ve karacigerin
islevini artirir, karaciger hastaliklart ve kansizli§in tedavisinde etkilidir. Kanin
temizlenmesine, viicutta yaglarin erimesine yardimect olur, beyinin enerji kaynagidir.
Kuru uziim agiz kokularini gidermekte, akciger hastaligina, asap bozukluguna,
unutkanliga, kansizliga, karaciger zafiyetine, ses kisikligina iyi gelmektedir. Uziim
yapragl suyu dizanteriye ve g6z nezlesine karsi sifali gelmektedir. Taze Giziim anne
sutiinii cogaltmaktadir. Bobrek hastaliklarina taze Gziim iyi gelmektedir. Viicutta
biriken zararli maddelerin disar1 atilmasim saglamaktadir (Karadeniz, 2004). Uziim
sofralik tiketim disinda kurutmalik, saraplik, siralik ve konservelik olarak da
tiketilebildiginden yilin her ayr beslenmede kullanilmaktadir. Son yillarda Gzim

yapragl ihrag edilerek de gelir elde edilmektedir (Celik ve ark., 1998).

Asma, sicak-1liman iklim kusag: bitkisidir. Dinya tzerinde asmanin en basarili
olarak yetistirildigi kusak, 34°-49° kuzey ve giiney enlemleri arasidir (Oroman,1965).
Diinyanin en elverigli iklim kusagi tzerinde bulunan tlkemiz bir yandan, halen
Uzim Uretimini saglayan Vifis vinifera L. asma tiriiniin gen merkezi diger yandan
bagcilik kultiriniin merkezi olmast nedeniyle, son derece eski ve koklu bir bageilik
gelenegine sahiptir. Bagciligin bu durumu, iilkemiz topraklart tizerinde binlerce yillik
dogal melezlerin eseri olarak ¢ok genis bir ¢esit ve tip zenginliginin, ayrica gigli bir

asma gen potansiyelinin olugmasini saglamistir (Celik ve ark., 2000).

Bagcilik, 2003 yili itibariyle diinyada, 7.518.111 ha alanda bagcilik yapilmakta
olup, toplam iiziim tiretimi 60.883.454 tondur. Ulkemizde 2007 yil1 toplam bagcilik



alan1 26.951.000 ha ve bunun tarim alani igerisindeki payr ise %2 dir (Anonim,
2007a). Turkiye, Dunya Tarim Organizasyonu (Food and Agriculture Organization=
FAO)’ nun 2006 yil1 verilerine gére 530.000 ha iiretim alam ile Ispanya, Fransa ve
Italya’dan sonra diinyada dérdiincii, 3.500.000 ton iiziim iiretim ile Italya, Fransa,
Ispanya, ABD ve Cin’den sonra diinyada altinct ve 6,6 ton/ha verim ile kirk

dordinci sirada yer almaktadir (Anonim, 2006a; Anonim, 2006b).

Uziim tim dinyada oldugu gibi tlkemizde de sadece sofralik olarak
kullanilmamakta, ayrica saraplik olarak da tlkemiz ekonomisine onemli katkilar
saglamaktadir. Nitekim yaklagik 2.5 milyon kisinin ge¢imini bagciliktan sagliyor
olmast bunun iyi bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Yapisinda bulunan geker,
azotlu maddeler, mineraller ve vitaminler yoniinden besin degeri olduk¢a fazla olan
liziim, taze olarak tuketilebildigi gibi pekmez, sarap, sirke, pestil, sucuk, kuru tiziim
olarak da tiiketilmektedir. Bunlarin yani sira budama sonucu elde edilen ¢ubuklarin
yakacak olarak kullanilmasi ve yapraklarimin sarmalik olarak degerlendirilmesi de
diger yararlan arasinda belirtilebilir (Agaoglu, 1986). 2007 verilerine gore iilkemiz,
toplam 4. 846. 097 da bag alani ile dinyada dordinc, 3 612 781 ton tizim Uretimi

ile de beginci sirada yer almaktadir (Anonim, 2007a).

Yirmi birinci yuzyilda ginimiz bagciligii tehdit eden pek ¢ok unsur
bulunmaktadir. Bu unsurlar dretici hatalarindan, hastaliklara kadar ¢ok ¢esitlilik
gostermektedir. Dunyada olduk¢a genis bir alanda kiltiri yapilan asma, basta
virisler olmak tzere pek ¢ok patojene karsi hassastir (Alleweldi ve Possingham,
1988). Kisa bogum, yaprak kivircikligr, mildiy6 ve kiilleme, bakteriyel ta¢ uru tim
dinyada ve tulkemizde bagciligi tehdit etmektedir. Bahsedilen hastaliklarin
savagiminda erken uyari, entegre ve biyolojik miicadele sistemleri yaygin ve etkin
hale getirilemedigi i¢in veya yetersiz miicadeleden dolay1 6zellikle iklim kosullarinin
hastalik geligmesi i¢in uygun, ancak kontrolii i¢in elverissiz oldugu yil ve yorelerde

onemli Grtin ve gelisme kayiplart meydana gelmektedir (Celik ve ark., 1998).

Agrobacterium vitis, oOnceleri Agrobcterium tumefaciens biovar 3 olarak

isimlendirilen (Ophel ve Kerr 1990), asmalarda tag¢ uruna neden olan (Burr ve Katz,



1983), asmalarda 6z su ile tasinan ve belirti vermeksizin bitkide bulunabilen
bakteriyel bir etmendir. Bu nedenle c¢ogaltma materyali ile ¢ok rahatlikla
taginabilmekte ve ancak ur olusumu goruldiikkten sonra fark edilebilmektedir. Bu

sekilde ozellikle tilke i¢inde hizli ve yogun bir sekilde dagilim gostermektedir.

Etmenin 6z suda bulunmasi ve taginmasi, budama ve diger kulturel islemler
sirasinda bulagmalart artmaktadir. Bu durum bagciligin énemli bir kolu olan
fidancilik i¢in 6nemli bir tehlike arz etmektedir. Ciinkti erken donemde fidanliklarda
olusabilecek urlar fidan 6lumlerine dahi sebep olmaktadir. Geligmis bitkilerde ise
daha ¢ok verim azalmasi (Burr ve ark, 1998; Alleweldt ve ark., 1988) veya
potansiyel inokulum kaynagi olusturmasi seklinde zarar meydana getirmektedir.
Bulagik ¢ogaltma materyali ile tesis edilecek bir bag ileri donemlerde ¢ogunlukla yok
olma tehlikesi ile karst kargiya kalmaktadir. Fidan 6limlerinden ya da tesis edilmisg
bir bagin bu nedenle elden ¢ikmasindan dolay1 olusacak kayip disiunildiginde temiz

fidan kullanimin ne kadar buiyiik bir 6nem tagidig1 ortaya ¢ikmaktadir.

Bu ozellikten yaralanilarak, ¢alismamizda tlkemiz i¢in Onemli tarimsal
uriinlerden biri olan asma bitkisinde buyiik zararlara sebep olan énemli bir bakteriyel
patojen olan Agrobacterium vitis’ in biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle hizli ve
kesin tamisinin Konya ve yoresinde yetistirilen asma bitkilerinin sagligimin
belirflenmesi amaglanmaktadir. Etmenin varligi, hastalikla mucadele igin 6nemli
sonuglar doguracak ve ayrica konuk¢u patojen interaksiyonlart agisindan da daha
ileriki caligmalarda dayanikli gesitlerin yetistirilmesine olanak saglayacak bilgiler

elde edilebilecektir.



2. LITERATUR OZETI

Bagcilikta basarinin temel sarti bag kurulacak yorenin iklim ve toprak faktorleri
ile asmanin ¢ok iyi bir uyusma i¢inde olmasini temin etmektir. Bu nedenle bir yere
bag tesis ederken iklim, toprak, mevki, yon, anag ve ¢esit se¢imi gibi unsurlar iyice
etiit etmek gereklidir. Asma gelisme devresi oldukg¢a uzun olan bir bitkidir (Agaoglu
ve ark., 1986).

Gunluk 1s1 ortalamast 10°C’yi bulunca gelismeye baslar ve sonbaharda 1s1
ortalamasi bu derecenin altina diisiinceye kadar gelismesini siirdiriir. Her Giziim
cesidi meyveleri 1yi bir sekilde olgunlagtirmak igin belirli bir 1s1 toplamina ihtiyag
gosterir. Bag kurulacak bolgenin yillik aktif sicaklik toplaminin en az 1600°C derece
olmasi gerekir. Verimli bagcilik yapabilmek i¢in, yillik ortalama sicaklik 9-21°C ve
sicak aylar ortalamasi 17-20°C olmalidir (Agaoglu ve ark., 1997; Schroth, 1965).

Asmanin geligsmesi i¢in bir vejetasyon devresinde 2900°C sicaklik toplamina
ihtiyag oldugunu ¢esitli arastirmalar sonucu belirlenmigtir. Erken olgunlagsan
cesitlerde tam c¢iceklenmeden olgunluga kadar gegen siirede 1600-2000°C, geg
olgunlasanlarda ise 3000°C ya da daha fazla sicaklik toplamina ihtiya¢ bulunur.
Asmanin kokleri derinlere gittii i¢in diger bitkilere oranla daha az yagis alan

yerlerde de yetisebilir (Celik ve ark.,1998).

Yillik yagis miktart yaninda, yagisin dagilimi bageilik bakimindan ¢ok énemlidir.
Kis aylarinda ve ilkbahar baglangicinda diisen yagmurlar asma igin ¢ok yararlidir.
Ilkbaharin son déneminde ve yaz baslangicinda devam eden yagislar ozellikle fungal
hastaliklarin artmasina sebep oldugundan bagcilik yoniinden sorunlar yaratmaktadir.
Bagcilikta iklim faktorleri ¢ok ¢énemlidir. Sayet bir yerde ilkbahar donlari omcalarin
sirgiin sirme zamanina kadar devam ederse, yesil aksam, -2 °C nin altindaki 1sidan

zarar goreceginden bag hasara ugrar (Celik ve ark.,1998; Schroth 1988).

Sonbaharda erken gelen donlar da odun kisminin iyi odunlagsmasina engel olarak

gen¢ omcalarin kurumasina sebep olur. Ruzgarlarin baglara ¢ok etkisi vardir. Diger



iklim faktorleri misait olmak sartiyla riizgarlardan korunmus yerler bagciliga daha
elveriglidir. Asma kokleri derine giden bir bitkidir. Bu yizden yumusak dokulu
topraklardan hoslanir. Baglar yazlan kurak veya az yagishh yerlerde en iyi
gelistiginden bag topraginin derin ve su tutma kapasitesinin yiiksek olmast istenir.
Toprak yapisi koklerin gelismesine miusait olduktan sonra fakir topraklarda bile

yetisir (Celik ve ark.,1998).

Yerli asmalar kendi kokleri tizerinde yetistirildiginde topraktaki kirece oldukga
fazla tolerans gosterirler. Kalkerli topraklar saraplik kirmizi izim ¢esitlerinin sevdigi
topraklardir. Ancak bazi Amerikan asma anaglart yetismez. Humuslu topraklarin
bagcilik acisindan 6nemi olmamasina ragmen iyi bir bag topraginda % 5-10

humusun bulunmasi arzu edilir (Celik ve ark.,1998).

Ulkemiz yillik 350-400 bin tonluk iretimi ile diinyanin en biiyiik kuru iiziim
ureticisidir. Bu deger, dinya turetiminin %40-50’sine denktir. Cekirdeksiz kuru
lizim Uretimi yoninden ise yaklagik 250 000 ton iretimle, ABD’den sonra ikinci

siradadir. Uretimin yaklasik %75-80’1 ihrag edilmektedir (Anonim, 2007).

Ulkemizde iiretilen yas tziimiin yaklastk %30’unun sirast degisik tipte pekmez,
sucuk (orcik), pestil (bastik), kofter, muska, tarhana vb. Girinlere iglenerek, sinirl bir

bolumi ise sirke, sira, iziim suyu ve hardaliye yapilarak degerlendirilmektedir.

Yas {iziim iretimimizin %2.5-3’(i saraba islenmektedir. Ozellikle son yillarda
saraba karsi ilginin arttig1, bu ilginin tilketime ve dolayisiyla sarap tretiminde artiga
yansidigr gozlenmektedir. Ulkemizin ekolojik kosullari, kaliteli saraplik tiziim

yetistiriciligi i¢in mitkemmel segenekler sunmaktadir.

Anadolu yarimadasinin kuzeydogu bolumini de igine alan Karadeniz ve Hazar
denizi arasindaki bolge, asmanin en 6nemli tir( olan Vifis vinifera L.’ nin gen
merkezi ve kultire alindigi yore olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, iilkemiz
yaklagik 6000 yillik bir bagcilik kultiirine ve hem yabani asma (Vitis vinifera sp.

sylvestris) ve hem de kiltir asmasina (Vitis vinifera sp. sativa) ait olmak tizere ¢ok



zengin bir asma gen potansiyeline sahiptir (Agaoglu ve ark., 1997; Celik ve ark,

1998).

Bilindigi tzere, tulkemiz dokuz tarim bolgesine ayrilmistir. Tarim bolgeleri
diizeyinde bag alani ve tizim uretimi incelendiginde, uzun yillardan bu yana oldugu
gibi, 2007 yilinda da bolge siralamalarinin degismedigi goriilmektedir. Ulkemiz bag
alanlarinin %33.0’tne sahip olan Ege bolgesi, tretimin % 43.3’Gnu kargilayarak
birinci siradaki yerini sirdirmektedir. Bu bolgemizi, alan ve uretimin %19.5’ine
sahip olan Akdeniz Bolgesi izlemektedir. Bag alanlarinin %18.2°sine sahip olan ve
tretimin %13.8’ini karsilayan Ortagliney tarim bolgesi ise tglnct siradaki yerini

korumaktadir (Anonim, 2007).

Cografi konumu itibariyle tlkemiz; sofralik, kurutmalik, saraplik ve giralik Gizim
cesitlerinin yetistiriciligi i¢in ideal sayilabilecek ekolojik kosullara sahiptir. Bagcilik
ve sarapgilik kiltirinin yaklagik 6 bin y1l 6nce Anadolu’nun kuzeydogu kesimini de
icine alan bolgede basladigi kabul edilmektedir. Bu stregte, ¢ok giigcli uygarliklara
ev sahipligi yapan Anadolu, bagcilik ve sarapc¢ilik kiltiiriinin Avrupa, Asya ve
Kuzey Afrika’ya; oralardan da Amerika, Guney Afrika, Okyanusya ve Uzak
Dogu’ya kadar yayilmasinda oncii ve kopri gorevini ustlenmistir. Bu nedenle, ¢ok
kokli bir bagcilik kiiltiriine ve zengin bir asma gen potansiyeline sahip olan
tlkemizin butiin bolgelerinde bagcilik yapilmakta ve elde edilen triinler hem yas
halde sofralik olarak, hem kurutularak, hem de sirast degisik tiriinlere doniistiirilerek

degerlendirilmektedir (Celik ve ark., 1998).

Baglarda goriilen hastalik ve zararlilar igerisinde, fungal hastaliklar; kursuni kif
(Botrytis cinerea), bag mildiyosu (Plasmopara viticola), killeme (Uncinula necator)
ve Oli Kol (Phomopsis viticola), bakteriyel hastaliklar; bakteriyel gal
(Agrobacterium tumefaciens), bag kanseri veya ta¢ uru (Agrobacterium vitis),
surgiinlerde bakteriyel benek (Xanthomonas campestris pv. viticola), bakteriyel
yaniklik (isilik marazi) (Xylophilus ampelinus), phony (Pierce's) hastaligi Asma
vebasi (Xylella fastidiosa), viral hastaliklar; asmada kisa bogum (Fanleaf Viris),

asmalarda yaprak kivircikligt (Grapevine Leafroll Virts) ve zararlilar, bag



maymuncugu (Otiorynchus spp.), bag filokserast (Viteus vitifoli), salkim giivesi
(Lobesia  botrana), bag goz kurdu (Theresimima ampelophaga) olarak

bildirilmektedir (Celik ve ark.,1998).

Agrobacterium tumefaciens, toprak kokenli olup 90 farkli familyada 648 bitki
turinde hastalik olusturmaktadir (Bradbury 1986; De Cleene ve Deley, 1976).
Degisik meyve agaglari, kabuklu meyveler, tiziim, gul, krizantem ve diger sis

bitkileri ile diger baz1 bitkiler konukgulari arasindadir (Kersters ve De Ley, 1975).

Asmalarda maddi olarak 6nemli kayiplara neden olan bakteriyel hastaliklarin
basinda gelen asma dal kanseri (Agrobacterium vitis) tim dinyada yaygin olarak
gorilmektedir (Burr ve ark., 1999). Bakteriyel dal kanseri, bagta asma olmak tizere
aygigegi, titin, domates, gul, krizantem, Datura ve Bryophyllum bitkilerinde dogal
acikliklardan ve ozellikle soguk, dolu vb. yoluyla agilan yaralardan kolaylikla girerek
bitkilerin dal ve govde kistmlarinda ur seklindeki odunsu yapilar olusturmaktadir. Bu
yapilar bitkinin besin maddesi ve su alimim engellemekte ve dolayisiyla bitki
canliligini giderek kaybetmekte ve en sonunda da bitki tamamen kurumaktadir.

Etmen yara benzeri simptomlar da olusturabilmektedir (Ophel ve Kerr 1990).

Burr ve Katz (1984) tarafindan, Panagapoulas ve ark., (1978)" na atfen
bildirildigine gore, A. fumefaciens biovar 3 diger biovarlara gore daha az konukguya
sahiptir. Buna paralel olarak Burr ve Katz (1983), asmalardan biyiik ¢ogunlukla A.
tumefaciens biovar 3 izole edilmesinin sebebini asmalarda bu bakteri yoniinden
gerceklesen seleksiyona baglamiglardir. Burr ve ark. (1995a), Cavara ve ark,
(1897)’ ye atfen baglarda urlara neden olan bakterinin (Bacillus ampelopsorae) ik
defa Italya’ da gozlemlendigini bildirmektedir. Daha sonra Smith ve Townsend
(1907), papatya (Argyranthemum frutescens) bitkilerindeki urlardan zayif gelisen bir
bakteri izole etmis ve bu bakteri kultiirii ile yaptiklan yapay inokulasyonlardan tekrar
benzer karakterde yavag gelisen bakteriyi elde ederek onu Bacterium tumefaciens

olarak isimlendirmislerdir.



Daha onceleri A. tumefaciens (Smith ve Townsend) Conn biovar 3 veya biotip 3
olarak isimlendirilen 4. vitis (Panagopoulos ve Psallidas, 1973; Ophel ve Kerr 1990;
Conn, 1942; Jarvis, 1996; Kloepper, 1980; Xianying, 1986) asmalarda ta¢ uruna
neden olan baglica tir ve asmanin en 6énemli hastaliklarindan biridir (Burr ve ark.,

1985b).

Young ve ark. (2001) tarafindan Agrobacterium genusunda yer alan
Agrobacterium vitis’in  Agrobacterium vitis olarak adlandinlmasi gerektigini

onermiglerdir (Cizelge 2. 1).

Cizelge 2.1. Agrobacterium Genusunda Yeni ve Eski Siniflandirma
Yeni siniflandirma Eski siniflandirma
Agrobacterium tumefaciens Agrobacterium tumefaciens biovar 1
Agrobacterium radiobacter biovar 1
Agrobacterium rhizogenes biovar 1
Agrobacterium rhizogenes Agrobacterium tumefaciens biovar 2
Agrobacterium radiobacter biovar 2
Agrobacterium rhizogenes biovar 2
Agrobacterium vitis Agrobacterium
Vitis

Agrobacterium tumefaciens biovar 3
Agrobacterium radiobacter biovar 3
Agrobacterium rubi Agrobacterium rubi

Hastaligin tipik belirtisi, asmanmin kok bogazinda, govde tlzerinde ve yeni
surgiinlerde urlarin olugsmasidir. Urlar ilk olustuklarinda yiizeyleri diz, soluk renkli
ve dizensiz sekilli hucreler yiginindan ibarettir. Buylylp genislediklerinde renkleri
koyulagir ve yuzeyleri purizli bir hal alir. Yumrular yaglandik¢a renkleri iyice

koyulagarak ¢atlar (Burr ve Katz 1987).

Bakteri asmalara yara yerlerinden girer. Bu yaralar don veya dolu nedeniyle
olugabilecegi gibi; budama, agilama ve toprak isleme gibi kultiirel islemler sirasinda
olusan yaralar ile hastalik ve boceklerin neden oldugu yaralarda bakteri i¢in uygun
giris yerleridir. I¢ Anadolu gibi kislani soguk gecen, omcalarin yere yakin
taclandinldigr ve kigin toprakla ortuldugu bolgelerimizde govde ve kok bogazinda

don zarari sonucu meydana gelen catlaklardan kolayca bitki buinyesine giren




bakterinin yol agtig1 hastalik, boyle iklimsel 6zelliklere sahip bolgelerimizde oldukca
yaygindir (Argun, 2001).

Agrobacterium vitis’in tumor olugturan ve olusturmayan irklari, asmanin iletim
demetlerinde uzun yillar canli kalabilirler. Toprakta ise her zaman mevcutturlar.
Bakteri, asmanin koklerinde ve c¢evresindeki toprakta yasayabilirse de kokler
oldiikten ya da topraktan uzaklastirldiktan sonra, popiilasyonu zamanla azalir.
Agrobacterium vitis, asmaya 0zgu olmasiyla diger Rhizobium tiri bakterilerden
ayrilir. Agrobacterium tumefaciens ve A. rhizogenes’ in tersine, toprakta uzun yillar
canlt kalabilir ve enfeksiyon i¢in kaynak olusturabilir. Urlar genellikle omcanin
enfekte olmus dokularinda yaralanmayla birlikte gelisir(Sekil 2.1.). Nemli kosullar
hastaligin gelismesini hizlandinir (Lehoczky ,1968; Liang 1990).

A. vitis asmalarda 6z su ile taginan ve belirti vermeksizin bitkide bulunabilen bir
bakteridir. Bu nedenle ¢ogaltma materyali ile ¢ok rahatlikla taginabilmekte ve ancak
ur olusumu gorilditkten sonra fark edilmektedir. Bu sekilde ozellikle tlke iginde
hizli ve yogun bir sekilde dagilim gostermektedir. Bakterilerin 6z suda bulunmasi ve
taginmasi, budama ve diger kulturel iglemler sirasinda bulagmalarida artirmaktadir.
Bu durum bagciligin 6nemli bir kolu olan fidancilik i¢in 6nemli bir tehlike arz
etmektedir. Ciinkt erken dénemde fidanliklarda olusabilecek urlar fidan 6lumlerine

dahi sebep olmaktadir (Lehoczky ,1968).

Bakteri hastalikli asma artiklarinda ve hatta diger bitki artiklarinda uzun yillar
canliligini korudugu bu zamana kadar ki kayitlar igerisinde yer almaktadir. Buna
kargin bugine kadar ozellikle asma artigi olmayan topraktan bakteriyi izole etmek

pek mumkiin olmamistir (Burr ve ark., 1987, Burr ve ark., 1995a).

Damla ya da yeralti sulama sistemi ile sulanan kumlu topraklarda, sturekli ve
yiiksek oranda nemlilik nedeniyle, urlar ¢ok hizli bir sekilde ¢ogalir. Ayrica agilt ve
agisiz asma fidanlarinin bag dikilmeleri sirasinda, dikim budamasi yapilarak koklerin
yaralanmasi, kanser etmeni i¢in 6énemli bir giris kapist olugturmaktadir (Burr ve ark.,

1995b).
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S/ Bakteri btikide meydana
g gelen yanklar

/ yarlardan, aciklilardan

/ v'/ bulasgir.

Bahar aylarinda bitki
Ozsuyunda bakteri
bulunabilir

Hastalikli asma
kisimlan
zamanla kurur ve
olur

Urlar yarali
dokularda
geligir. Bitkinin
biyimesini
geller

Don zararda
bakterilerin girig
yerleridir.

Bakteri koklerde nekrozlara sonra
urlara neden olabimektedir boyle
asmalar sokulmelidir.

Sekil 2.1. Asma ta¢ urunun (Agrobacterium vitis) yasam ¢emberi

Burr ve Katz (1983), patojenik Agrobacterium tirlerinin gallerden, 6zsudan ve
topraktan izole edilebildigini, ancak mevsimsel farkliliklarin bulundugunu
belirtmislerdir. Bu amagla, 6zsudan izolasyon i¢in Nisan-Mayis aylarini tercih
ederken, gal ve topraktan izolasyonda Hazirandan Eylille kadar olan bir dénemi

secmislerdir.

Galli dokulardan elde edilen izolatlarin ¢gogunun patojen oldugunu, ancak 6zsu ve
topraktan izolasyonlarda bu yogunlugun olmadigint gozlemlemislerdir. Topraktan

izole ettikleri patojen strainlerin, taze galli dallarin bulundugu omcalarin
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cevresinden oldugunu, bununda gallerden yikanma sonucu topraga gegen akintidan

kaynaklanabilecegini savunmusglardir (Burr ve ark., 1983).

Agrobacterium tirleri asma dallart galli dokular gibi ¢esitli bitki aksamlarinin
yam sira topraklardan da izole edilebilmektedir. Izolatlanin patojenisiteleri asil
konuk¢usu olan asmanin yani sira domates ay¢icegi gibi indikator bitkilerle havug
disklerinde belirlenebilmektedir. Ancak havug diskleri ¢ok pratik olmalarina karsin,
bazen digiikk patojenisite gosterdiklerinden siipheli sonuglar verilebilmektedir (Burr

ve Katz 1983).

Knauf ve ark., (1982) Agrobacterium spp. konukgularin1 belirlemek amaciyla
220 asma Ornegi toplamislar ve 34 patojen Agrobacterium vitis izolat1, 30 patojen

Agrobacterium tumefaciens izolat1 elde etmislerdir.

Burr ve Katz, (1983) A. vitis bakterisini izola edebilmek i¢in segici bir besi
yeri kullanilarak asma urlarindan, asmanin 6z suyundan ve bag topragindan izole
edilmistir. Urlardan izole edilen en yaygin Agrobacterium turleri arasinda A. vitis
oldugu, 24 infekteli asmanin yedisi ve saglikli goriinen 17 asmanin birinin 6z
suyundan elde edilmek suretiyle belirlenmigstir. 10 6z su izolatinin A. vifis olarak

belirlenmis ve hepsinin asma ve ayci¢eginde patojen oldugu tespit edilmistir.

Tarbah ve Goodman, (1986) 5 farkli asma ¢esidinden olusan 200 asma Ornegi

toplamiglar ve urlardan ve 6z sularindan 150 adet A. vitis izole etmiglerdir.

Argun (2001), Orta Anadolu bolgesinde 1000 da tizerinde bag alant olan 55 koyu
Agrobacterium vitis yoninden incelemisler 27 koyiin baglarinin adi gegen bakteri ile
bulasik oldugunu tesbit etmislerdir. Incelemeler sonucunda 57 Agrobacterium vitis

izolat1 elde etmislerdir.

Demir ve ark. (2002), asma kok uru hastaligiin goruldigu fidan tretim
merkezleri ve farkli bolgelerdeki baglardan alinan toplam 56 o6rnekten yapilan

izolasyonlar sonunda, Agrobacterium benzeri 118 izolat elde edilmis ve bu
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izolatlardan 82 tanesinin patojen oldugu belirlemislerdir. Tanilanmis Agrobacterium
vitis izolatlarinin karsilagtirmali olarak denemelere alindigini tir tanilama testleri
sonunda asma izolatlarinin Agrobacterium vitis dzelligi gosterdikleri ve asma diginda

bazi1 bitki turlerinde de ur olusturduklarini belirlemiglerdir.

Kisek (2007), Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay, Gaziantep, Adiyaman ve
Kahramanmarag illerinde bulunan bag alanlarini incelemis ve hastalikli bitkilerden
ornek almiglardir. Mersin, Gaziantep, Hatay, Adiyaman ve Kahramanmarag illerinde
hastalikli asma bitkilerindeki urlu dokulardan toplam 47 adet ur olusturan patojen

bakteri izole etmiglerdir.

Benlioglu ve ark. (1998) Orta Anadolu bolgesinde saglikli gortinen 150 asma
ornegi toplanmig ve 7 oOrnekte Agrobacterium vitis tesbit etmiglerdir. Ayrica 8
bulagik asmasinin da 6 tanesinin sirgiinlerinden A. vifis elde etmislerdir. Toplanan
orneklerin 6 tanesinin patojen, 7 tanesinin de non patojen A. vitis oldugunu

belirlemiglerdir.

Agrobacterium vitis’ in  ait oldugu Agrobacterium grubu bakteriler morfolojik
ozellik bakimindan genel olarak hemen hepsi birbirine benzer koloni olusturur. Spor
uretmezler ve gram negatif bakterilerdir. Fizyolojik olarak kendilerine ait solunumla,
ilgili bir enerji metabolizmalart vardir. Toprak ustii ve toprak alt1 belirtilerden, iletim
demetlerinden akan sivi kisimlardan ve belirti gorilmeyen kisimlardan izolasyon
yapilabilir. Izolasyon icin beyaz — krem renkte ve aktif olan urlar daha uygundur.
Koyu renkli nekrotik bolgelerden daha kolay izolasyon yapilabilir. Urlardan patojen
olan ve olmayan izolatlar elde edilebilir. Ayni urdan degisik bakteriler izole edilebilir

(Burr ve ark., 1987; Burr ve ark., 1995).

Burr ve Katz (1984), asmalarda yaptiklart izolasyonlarda RS (Roy ve Sasser),
SCH (Schrort et al), NKS (Modified New ve Kerr) ve NK (New ve Kerr ) besi
yerlerini kullanmiglardir. Arastiricilar, patojen tirlerin daha ¢ok RS ve NKS besi
yerlerde az oranda da NK’ da iyi oranda gelistigini gézlemlemisler, ancak NKS besi

yerinde de bulagmalara sik rastlandigini ifade ederek en uygun besi yerinin RS
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oldugunu rapor etmislerdir. Buna karsin RS’ de, her ne kadar biovar 3’ e gore daha
yavag gelisse dahi A. tumefaciens biovar 1’in de gelisebildigini, bu nedenle

patojenisite ve diger testlerin yapilmasinin gerekli oldugunu bildirmislerdir.

Lehoczky (1968), bag uru etmeni ile enfekte edilmis asmalardan, urun 15 ve 80
cm altindan kesilen asma ¢ubuklarindan akan 6z sudan etmeni (Agrobacterium vitis)
izole etmistir. Budamayla ve diger yaralanmalarla asma ¢ubuklarinda yeni urlarin
olustugu bildirilmistir. Bu ¢alisma ile ilk defa bag urunun iletim demetleri yoluyla

tagindig1 ve bitkinin tist kisminda ikincil urlara neden oldugu tespit edilmistir

Tarbah ve Goodman (1986), ekim ve kasim aylarinda 100 cm’lik asma dali
ornekleri almiglar ve bunlan 12-15 cm’lik pargalara ayirmiglardir.  Yuzey
dezenfeksiyonu yapilan bu pargalardaki 6z suyun, vakumla apikal kisimda
toplanmasi saglandiktan sonra ¢ok ince borularla alip steril tiiplerde biriktirmiglerdir.

Her ornekten alinan 6z sulart A.fumefaciens biovar 3 igin yar secici olan RS
ortamina eklemigler ve bunun sonucunda gelisen bakterilerin buyik bir
cogunlugunun A. fumefaciens biovar 3 ve patojen oldugunu, birka¢ tanesinin A.
tumefaciens biovar 1, sadece bir izolatin da A.radiobacter oldugunu tespit
etmislerdir. Oz su ¢ikarma islemini 6rneklerin dip, orta ve u¢ kismina uygulamislar

ve orneklerin bu ug kismindan da bakteri izole etmeyi basarmiglardir.

Benlioglu ve Ozakman (1998), bag cubuklarinda iletim demetlerinde bulunan
A.tumefaciens’ in tesbiti amaciyla Kirgehir ve Nevsehir yoresindeki baglardan
dormant donemde 1 yagli bag siirgiinleri (yaklasik 40-50 cm uzunlukta tGzerinde 3-4
g6z bulunan) toplamiglardir. Bag siirgiinlerinden 6zsu ekstraksiyonu i¢in ¢ubuklarin
her iki ucuna 5-6 cm uzunlukta plastik hortum takilarak siirginiin biiyiime ucu
vakum erlenine baglanacak sekilde Sekil 2.2.°de belirtilen bir diizenekle vakum
pompasina baglamiglardir. Strgiiniin kéke yakin olan ucundaki plastik hortuma 3 ml
steril damitik su kondu ve 500 mm Hg lik bir vakum uygulanarak bu suyun strgiiniin
iletim demetlerinden gegcirilip erlen igindeki tiipte toplanmast saglanmig, tipteki bu
stvt 5000 g de 10 dakika santrifijjlenip pellet 0.3 ml steril su i¢inde siispanse
edilmigtir (Sekil 2.2).
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Plastik hortun

Vakum poOmpas |—a

)

Sekil 2.2. Bir yasli dallardan bakteri ekstraksiyonu i¢in diizenlenen vakum sistemi

(Benlioglu ve Ozakman, 1998)

Ayni arastiricilar, survey zamani olarak urlu dokulardan daha iyi izolasyon igin
ilkbahar ve yaz aylarinda fidanliklardan alinan dal 6rnekleri i¢inde kis aylarinin en
uygun oldugunu belirlemislerdir. Gerek urlu dokulardan gerekse koklerden yapilan
izolasyonlarda RS’ nin uygun bir besi yeri olmasina karsin, koloni morfolojileri ve
patojenisitelerinin belirlenmesi agisindan yeterli olmadigini kaydetmislerdir. RS besi
yerinin  diger bazi besi yerleri daha oOzel testler ve patojenisite testleri ile
desteklenmesi gerektigini vurgulamiglardir. Bu ¢aligmalarda arastiricilar, koklerinde
lezyonlar bulunan asmalardan yaptiklar1 izolasyonlarda A. tumefaciens biovar 3’tin
ur olusturma yeteneginde olan ve olamayan streynlerini elde etmiglerdir. Daha sonra
Burr ve ark., (1987), 6-10 adet kok parcasint %5’ lik sodyum hipoklorit iginde
dezenfekte ettikten sonra steril suda durulamiglardir. Durulanan pargalari lezyonlarin
bulundugu yerlerden caprazlama keserek RS besi erine ¢izmek suretiyle koklerden
izolasyon yapmiglardir. Bunun sonucunda, asmalara o6zel kok curtuklugine A.

tumefaciens ve A. radiobacter biovar 3’lin sebep oldugunu rapor etmisglerdir.
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Goodman ve ark. (1993), denemelerinde kullandiklari asma anaglarinda A. vifis
tespiti i¢in Tarbah ve Goodman (1986) min kullandigi vakum yoéntemini tercih
etmisler ve vakumla ksilem dokularindan elde ettikleri ksilem sivisint Roy ve Sasser

besi yerinde bakteri izolasyonu i¢in kullanilmiglardir.

Pu ve Goodman (1993), enfekteli toprakta yetistirilen temiz fidanlara topraktan
bakteri bulagmast oldugunu ve etmenin koklerden ug¢ kisimlara kadar tirmanmanin
mevsimsel farkliliklar gosterdigini bildirmiglerdir. Bu durumu mevsimlere gore
koklerden yukart dogru 6z su transferinin farkliligina baglamiglardir. Dolasiyla
surgiinlerden haziran ayinda az sayida bakteri elde edilirken, ayn1 yilin kasim ayinda
hi¢ bakteri elde edilememis, buna kargin ertesi yilin nisan ayinda ise yiikksek oranda
koloni elde edilmistir. Hatta mart ve nisan aylart kiyaslandiginda dahi mart ayinda
nisana gore ¢ok az sayida bakteri izole edilebilmistir. Ciinku ilkbaharla birlikte

koklerden basing artmakta ve 6zsu ile birlikte bakteri de yukar taginmaktadir.

Burr ve ark., (1995) ne gore, A. vitis toprakta en az 23 ay ¢irimis ve ¢glrimekte
olan bitki artiklarinda canli olarak kalabilmekte ve ur olusturma yetenegini
koruyabilmektedir. Ayrica en az 16 ay sture ile genetik olarak higbir degisiklige
ugramamaktadirlar. Bakterinin toprakta uzun stre canli kalabilmesinde, bakteriyel
geligme orani, topragin besin maddesi durumu ve gevresel etmenlere tolerans gibi
faktorler 6nemli rol oynamakta,fakat streynin asma cesidindeki virulensi ya da

agrocin Uretimini etkisi bulunmamaktadir.

Bir ¢ok arastirici, topraktan izolasyonun etkinligini artirmak amaciyla,
Agrobacterium turleri i¢in siklikla kullanilan RS besi yerinde, gerek igerdigi
kimyasallarda ve gerekse ortamin pH’ sinda bazi modifikasyonlar yapmanin
miimkin olacag ileri sirmislerdir. Bu sekilde RS besi yerinde bulunan cycloserine’i
elimine etmigler ve bu kimyasallar olmadan hazirlanan besi yerinde (MRS)
kolonilerin sar1 renkli ve RS’ e gore % 20 daha 1yi gelistigini kaydetmislerdir. pH
derecesinde ise en yogun gelismenin, gerek biyolojik kontrol ajani gerekse biyolojik

patojen acisindan 5-6.5 oldugunu saptamuslardir. Ozellikle pH s1 8 olan besi
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yerlerinde hemen hemen hicbir gelisme gozlemlenmemisglerdir (Pu ve Goodman,

1993; Benlioglu ve Ozakman, 1998).

Goodman ve ark., (1987), kugiik bir basing kabini i¢inde siirgiin ve dallara
basing uygulayarak, steril suyla birlikte iletim demetlerindeki bakterinin yikanmasini
ve steril tlp i¢inde birikmesini saglamiglardir. Tup igerisinde biriken bakterili siviy1
RS besi yerine ekerek, 28 °C’ 5 gunlik inkubasyondan sonra gelisen kolonileri
YTSA (Yeast Tryptone Sakkoroz Agar) besi yerine transfer etmiglerdir. Bu sekilde,
yesil surgiinlerde ve odunsu aksamda indeksleme sisteminin basarili oldugunu ve bu

sekilde patojenden ari anag ve geliklerin tesbit edilebilecegini belirtmislerdir.

A. vitis teshisi i¢in kullanilan pek ¢ok yontem bulunmaktadir. Bir ¢ok arastirict
bu amagla genel olarak, Burr ve Katz (1983); Burr ve Katz (1984); Tarbah ve
Goodman (1986); Schaad (1988) ve Schaad (2001)’ de yer alan teshis kriterlerini
kullanmaktadirlar.  Bunun yam  sira  serolojik  testlerde bu  amagla
kullanilabilmektedir. Nitekim Bishop ve ark. (1989), ELISA ve Immunoblot
testlerinin hizli ve pratik olarak uygulanabilecegini, kisa stirede ¢ok sayida izolatin

giivenilir olarak teshis edilebilecegini kaydetmislerdir.

Benlioglu ve Ozakman (1998), saglikli goriinen 150 asma ¢ubugunun 7’ sinden 8
bulasik asma gubugunun da 6’ sinda A. fumefaciens biovar 3 izole etmiglerdir. Burr
ve ark. (1987)’ na gore koklerdeki lezyonlarda ur olusturma yeteneginde olan ve
olmayan A. tumefaciens biovar 3’ Un ikisi birlikte veya ayrt ayn

bulunabilmektedirler.

Kiisek (2007), Mersin, Gaziantep, Hatay, Adiyaman ve Kahramanmarag illerinde
hastalikli asma bitkilerindeki urlu dokulardan toplam 47 adet ur olusturan patojen
bakteri izole etmiglerdir. Klasik bakteriyolojik tamilama teknikleri, PCR, yag asit
analizi ve patojenisite testlerine gore izole edilen tim izolatlar Agrobacterium vitis
olarak tanilamiglardir. Yaptiklari patojenisite testlerinde, tim izolatlar bagda ur
olustururken, 7 izolat domateste (Lycopersicum esculentum) ve 8 izolat kalonge

(Bryophyllum daigremontianum) bitkilerinde ur olugturmamistir.
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Argun (2001), Ankara, Kirikkale, Nevsehir, Konya, Karaman illerinde 1000 da
tizerinde bag alani olan 55 koy Agrobacterium vitis yoninden incelenmis, toplam 27
koyiin baglarinin adi gegen bakteri ile bulasik oldugu tesbit etmislerdir. Izolasyonlar
sonucunda; 2 si 6z sudan olmak tzere toplam 57 Agrobacterium vitis izolat1 elde
etmigler ve hepsinin asma dallarinda ur, siirgiin ve kokte nekroz ve ayrica titiinde

asir1 duyarlilik reaksiyonu (HR) olusturdugunu belirlemiglerdir.

Baz1 Rhizobium turleri besi yerinde ¢ok yavas gelismekte ve koloni renkleri,
sekilleri degisik olabilmektedir. Elde edilen koloniler, steril suda siispansiyon haline
getirilip ondan sonra ¢izgi ekim yapilmalidir. Rhizobium, genelde PDA+CaCO;
agarda c¢ok iyl gelismekte ve ayrnimlart kolay olmaktadir. Urlardan izole edilen
izolatlarin bazilart patojenik, bazilart ise patojenik karakterde olmamaktadir.
Koloniler genelde konveks (kabarik), parlak, ve diiz kenarli iken renkleri ise
beyazimsi krem renkte olabilmektedir. Etmen en iy1 25-27 ° C gelismektedir (Burr ve

ark.,1987; Tighe 2000; Wang, 2003).

Agrobacterium vitis’ in tanilanmasinda birka¢ segici besiyeri tanimlanmistir.
Rhizobium tirlerinin izolasyonu, diger fitopatojen bakterilere gore daha zordur. Bu
nedenle bu etmenler icin secici ve yart segici besi yerleri gelistirilmistir.
Agrobacterium vitis igin gelistirilen segici ve yari segici besi yerleri 1A, 2E ve 3 DG
besi yerleri (Brisbane ve Kerr, 1983), Roy ve Sasser (1983) besi yeri, PDA, NGA,
kalsiyum karbonat i¢geren PDA besiyeridir (Burr ve Katz 1983).

Besi yerlerini hazirlarken damitik veya de-iyonize sudan yararlanimalidir.
Calismada kullanilan bakteri kultiirleri egik PDA veya NGA besi yerlerinde ve +4°C’
de buzdolabinda saklanir. Tekrar ¢alisilacaksa bu egik agardan alinarak PDA veya
YDC besiyerine agilanir. Kiltirler 40-48 saat gelisince %0.85°lik NaCl erigi ig¢inde
bir siispansiyon hazirflanir. Kullanilacak siispansiyon yaklagik 10°° hiicre/ml
olmalidir. S1v1 besi yerinde gelistirmek istenirse bu stispansiyondan 0.1 ml alinip sivi

besi yerine asilanir (Burr ve Katz 1983).
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Tirkiye’ de yerli ¢esit ve anaglarla yaptiklar ¢alismada, Demir ve ark., (1998),
farkli opine sentezine sahip izotlarin denendigi ¢esit reaksiyonu denemelerinde cesit
duyarliliklarinin  opine sentez tiplerine gore degisebilecegi savunmuglardir.
Denemelerinde Siile ve ark., (1994) tarafindan kullanilan inokulasyon yonteminden
faydalanmiglardir. Aragtiricilar Sultanina ¢esidinin (Sultani Cekirdeksiz) sadece
octopine sentezini uyaran A. vifis izolatlarina duyarli oldugunu belirtmislerdir ki bu
sonug¢ Szegedi ve ark., (2005)’ nin bulgulartyla da paralellik gostermektedir. Ayrica
aynt ¢esidin farkli izolatlara karsi reaksiyonunda farklilik olabilecegini de
belirtmislerdir. Diger yandan Pembe Cekirdeksiz en duyarli, Cardinal ise hastaliktan
en az etkilenen cesit olarak saptanmistir (Argun, 2001).

Stover ve ark., (1997) ne gore de arastiricilarin bulgular arasinda farkliliklar
bulunmakta ve bu da daha ¢ok ekolojik ve cografik kosullardan ileri gelmektedir.
Omegin adi gegen arastiricilar Teleki 5C anacinin en az hassas olarak bulurken
Ferreira ve Van Zyl (1986) Giiney Afrika’ da orta derecede hassas (Stover ve ark.,,
1997), Goodman ve ark., (1993) ise, Isvigre’ de aym anaci ¢ok hassas olarak
saptamiglardir. Bunlarin yant sira Stover ve ark., (1997) tarafindan bildirildigine

gore, A. vitis’ in olusturdugu ta¢ uruna kargt bagisik bir asma tiiri bulunmamaktadir.

Aragtiricilarin vurguladiklan bu diger nokta ise izolatlarin tek tek ya da birlikte
enfeksiyonlarit durumunda kimi zaman ur olusma gozlenmesi kimi zaman da
hastalikta bir azalma ve engellenme goriilmesidir. Kombine inokulasyonlar sonunda
baz1 gesitlerde esit miktarda opine tesbit edilirken digerlerinde opine miktarinda

azalma gozlenmistir (Szegedi ve ark., 2003; Mcguire, 1991).

Birisset ve ark. (1991), Agrobacterium spp.’ nin tumorijenitesinde ve kok
curiklugi olusturmasinda bitki hiicresine baglanma durumlarinin 6énemine dikkat
cekmisler ve bunu etkileyen ¢ok cesitli faktorlerin olabilecegini bildirmiglerdir. A.
tumefaciens biovar 3’Un, A. tumefaciens biovar 1’e oranla daha spesifik baglanma
kapasitesinin bulunmasinin, R vitis’ in baglanmasinmin da, koklerde yara yerlerinin
bulunmast ve Polygalacturonase (PG) enzimi uretimi ile iligkili olabilecegini ileri

sirmuslerdir.
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Agrobacterium vitis’in tanilanmasinda, Roy ve Sasser, King B, PDA besi
yerlerinde gelisim, 35 °C’ de gelisim, 3-ketolaktoz olusumu, % 2’ lik NaCl’ de
gelisim, L- tartarik asitten alkali olusumu, sitrat kullanimi, pektolitik aktivite,
oktopine ve napolin kullanimi, endoglukonaz aktivitesi, litmus milk testi, eritritol’
den ve melezitoz’dan asit olusumu, malonik asitten alkali olusumu, demir amonyum
sitrat, PDA+CaCOj5’da asit temizleme testleri Moore ve ark. (2001) tarafindan

yapilmistir.

Bir diger caligmalarinda, Burr ve Katz (1984), izolasyon yapilan bitki aksamina
gore elde edilecek bakterinin tirinde ve patojenisitesinde degisikler bulundugunu
saptamiglardir. Nitekim c¢alismalarinda; dallardan yapilan izolasyonlarda, 541
izolattan sadece 34’Uniin A. tumefaciens biovar 3 ve bunlarin1 hepsinin aygicegi,
domates ve asmanin en az birinde patojen oldugu, kalan izolatlarnin buyik

cogunlugunun ise A. tumefaciens biovar 1 oldugunu belirlemiglerdir.

Anderson ve Moore (1979), konuk¢u 6zellesmesini belirlemek amaciyla ABD’de
yapilan bir ¢alismada, 11 bitki familyasina dahil 26 bitki tiirinden izole edilen 176
izolat ile kok bogazi uru hastaligi konukgusu olan 11 farkli bitki tirtine inokule
etmislerdir. Patojenik izolatlarin %66 nin testlenen 11 konukgu tiriinden 6-8’inde ur
veya sacak kok olusturdugu, 27 izolatin (bastaki 11 konukgu tiriinde patojen

olmayan) ilave 3 konukgu turtinde patojen olmadig: belirlenmistir.

Patojenlerin %3 niin yalmzca izole edildikleri konukgular enfekte ettikleri ve bir
izolatin konukg¢u dizisinde minimum bir etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Bazi
durumlarda farkli konukgu turlerinde dogal olarak ortaya ¢ikan urlardan ayni
izolatlar elde edilmis, ancak izolatlarin bazilar izole edildikleri konukgusunda ur
olusturmamistir. Agrobacterium rubi izolatlarimin patojenisite testleriyle ile A.
tumefaciens’ den ayirt edilemedigi, 4. rhizogenes izolatlarinin sekizde besinin bazi
bitkilerde ur ve havuglarda ise sagak kok olusturdugu, domates ve Datura
stramonium test bitkilerinde patojenik Agrobacteriun’larin biyik ¢ogunlugu (her
birt %81) ile enfektelendigi fakat domatesi enfekte eden tim izolatlarin datura da

(Datura sp.) enfeksiyona neden olmadigr bildirilmistir.
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Tarbah ve Goodman (1986), patojenisite testleri i¢in domates (Lycopersicon
esculentum Mill ev. Rehovat B ) hint yag: bitkisi (Ricinus communis L.) ve asmanin
Charlcellor ¢esidini kullanmiglardir. A. fumefaciens biovar 3 izolatlarinin hepsinin bu
ti¢ konuk¢uda da patojen oldugunu gozlemiglerdir. Bu amagla, bakteri YTSA (Yeast
Exract Trypton Sucrose Agar) besi yerinde 48 saat sireyle gelistirilmis ve
kiltirlerden, steril igne ucu ile alinarak yizey dezenfeksiyonu yapilmis govdelere

yaralama suretiyle inokulasyon yapilmistir.

Burr ve Katz (1984), diger bir g¢alismalarinda aynt sekilde galli dokulardan
izolasyonda elde edilen izolatlarin %97’ sinin aygigeginde patojen oldugunu,
topraktan elde edilen izolatlarin ise ancak %5’ nin ay¢ig¢eginde patojen oldugunu
bildirmislerdir. Bunun yami sira, belirti gosteremeyen dormant doénemdeki
cubuklarda gerek A. rumefaciens biovar 1 ve gerekse A. tumefaciens biovar 3’ iin

bulundugu ve kugiik bir kisminin patojen oldugunu kaydetmislerdir.

Agrobacterium vitis streynlerinin bazilari, ur olusumunun yani sira kok
curiklugine de sebep olmaktadir. Bu 6zellik, cesitli sekillerde incelenmekte ve
streynlerin ayrilmasinda bir kriter olarak kullanilmaktadir. Burr ve ark. (1987) bu
amagla, ¢aligmalart sirasinda elde ettikleri streynlerin kok curtklikligi olusturma
yeteneklerini farkli gesitler iizerinde iki ayr yontemle testlemislerdir. Ilkinde,
sirgiinlerin koklerini 10® ¢fu / mI’lik siispansiyondan igne yardimiyla inokulasyon
yapilmistir. Sonugta sadece asma koklerinde kok ¢urakligi olustugunu ve asma
cesitleri arasinda kok curikligi bakimindan farkliliklar bulundugunu, buna kargin

aycicegi ve fasulye bitkilerinde kok c¢urtikligi olugsmadigini gézlemisglerdir.

Gunumiizde, insan, hayvan ve bitkilerde gortlen hastaliklarin tanisinda genellikle
hastalik belirtileri, patolojik bulgular ve etmenlerin izolasyonu yaninda daha ¢ok
immunolojik yontemler ile teshise yardimer olan diger testlerden faydalanilmaktadir.
Bu klasik tekniklerle bazi hastaliklarin teshisi yiksek oranda dogrulukla
yapilabilmesine karsin bir¢ok hastalik etmenlerinin tanisi ya ¢ok zaman almakta yada

kesin sonuglar vermemektedir. Bu nedenle son 5-10 yil i¢inde uygulamaya konulan
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nitkleik asit temelli tekniklere dayali teshis ve tani yontemleri erken, kesin ve
giivenilir sonuglariyla olduk¢a yararli olmaya ve klasik tekniklerin bogluklarini
doldurmaya baslamistir. Ozellikle PCR gibi bazi teknikler patojenin tek bir
hiicresinin bile tespitine ve tanilanmasina olanak vermektedir ( Burr ve ark., 1987,

Burr ve ark., 1995).

Szegedi ve ark. (1988), A. tumefaciens biotip 1 ve 2’ nin ur olusturma
bakimindan biotip 3’ ten farkliliklar gosterdigini belirtmiglerdir. Caligmalarinda, A.
tumefaciens biotip 3, digerlerinin aksine Kalanchoe daigremontiana’nin govdesinde
cok zay1f patojenisite gosterirken, siirglin uglarinda ¢ok biuiytik urlara neden olmus ve
bu urlar morfolojik olarak farkliliklar gostermislerdir. Bunun da biotiplerin farkli ur
olusturma yapilarindan kaynaklanabilecegini bildirmiglerdir. Bunun yaninda, A.
tumefaciens biotip 3 tarafindan olusturulan urlarin biotip 1’e gore ¢cok daha fazla
octopine igerdigini tesbit etmislerdir. Ancak nopaline igeriginde bu farklilik

gozlemlenmemistir.

Hassas ¢esitlerde tesbit edilebilir urlar 4-6 hafta sonra olusurken, V. riparia’ da 6
hafta sonra kugiik sigkinlikler, 2-5 ay sonra ise az ¢ok olgulebilir urlar meydana
gelmigtir. Arastiricilarin  bulgularina gore, bitki iginde bakteri gelismesi ve
cogalmasi, hem hassas hemde dayanikli ¢esitlerde ayni1 oranda olmus, butiin 4. vifis
streynleri tim asmalarda kok ¢uraklagu olusturmus, vir (virulens) geni aktivitesi tiim
asmalarda gorilmis ve hassas V. vinifera’ ya oranla daha az olmakla birlikte,
dayaniklilarda T-DNA transferinin gergeklestigi gozlenmistir. Ancak arastiricilar,
cesitlerde dayaniklilik bakimindan, arastiricilarin bulgulan arasinda bazen farkliliklar
gorildigini, bunun da buyik ihtimale streynin ya da inokulasyon metodunun

farkliligindan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir (Szegedi ve ark.,1988).

Asma genotipleri arasinda 4. vifis’ e kargt farkli reaksiyonlar gézlenmekte ve
degisik diizeylerde dayanikli anaglarda bulunmaktadir. Bir  diger nokta ise,
reaksiyonlar bakimindan denemeler arasinda farkliliklar bulunmasidir ki bunun en

buyiik sebebi konukg¢u patojen iligkisidir (Stover ve ark., 1997).
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Szegedi ve ark. (1989), asmalarda A. fumefaciens biovar 3’e karst agirt duyarlilik
reaksiyonu (HR) olustugunu,bu sirada inokulasyon bolgesindeki bitki hormonlarinin
yogun uretimi sonucu toksisitenin meydana geldigini ve bununda virulens ve T-DNA
ile belirlendigini bildirmislerdir. Daha ¢ok vitopine tipli izolatlarin hipersensitif
reaksiyona benzer bir nekroz olusturdugunu, fakat nekrozun inokulasyondan yaklagik
20-25 giin gibi kismen uzun sayilabilecek bir stire sonra olustugunu belirtmislerdir.
Aralarinda bir iligki olup olmadiginin anlagilmasi i¢in ise genetik bir incelemenin

gerekliligini vurgulamiglardir.

Son yillarda o6zellikle 1980°li yillarin  bagindan itibaren nikleik asit
karakterizasyonu, molekiiler klonlama, sekans analizi, rekombinant teknolojisi ve
genetik materyaller tizerindeki ¢alismalar, niikleik asit tabanli problardan yararlanma
olanaklart giderek artmistir. Ayrica prokaryotik ve okaryotiklerin genomlarindaki
modifikasyonlar, restriksiyon analizleri ve sistemleri tizerinde de son zamanlarda
yogun caligmalar yapilamaktadir. Saiki ve ark. 1985, yilinda DNA veya RNA baz
siralarinin ~ sayisal olarak artirnlmast (amplifikasyon) teknolojisine dayanan
dolayisiyla mevcut yontemlerle analiz edilebilmelerini saglayan Polimeraz Zincir

Reaksiyonu’nu gelistirmislerdir (Saiki ve ark., 1985).

PCR’1n gelistirilmesi, molekiler teknolojinin ve aynt zamanda kullanim alaninin
da geniglemesine yol agmigtir. PCR son yillarda enfeksiyoz etmenlerin teshisinde,
epidemiyolojide, genetik defektlerin saptanmasinda ve diger alanlarda genis bir
uygulama ortami bulmustur. PCR, izole edilen veya patolojik materyallerde bulunan
hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA) spesifik kisa zincirli Oligontikleotit
primerler yardimi ile enzimatik olarak sayisal ¢ogaltilmasi (amplifikasyon)’dir. bu
hedef genetik materyal ¢ok az sayida ve hatta bir ¢cok veya sayisiz diger veya ilgisiz
DNA’lar arasinda olsa bile c¢ogaltilabilir ve homojen bir DNA materyali haline
getirebilir ve kolayca identifiye edilebilir (Saiki ve ark., 1985; Sachadyn, 1997).

PCR solisyonu, aranan hedef DNA sekanslari, iki tur spesifik oligoniikleotit
primerleri (15-30 bazlik tek iplik¢ikli), DNA polimeraz enzimi (engok kullanilan
Taq polimeraz) ve dort tir dANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) seklinde
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hazirlandiktan sonra hedef DNA nin denatiirasyonu, primerlerin baglanmast,
polimerizasyon, amplifiye edilmis uriinlerin saptanmasi agamalar1 ile taniya

gidilmektedir (Arda, 1994).

Agrobacterium turlerinin vird, pehA ve 6a genlerinin amplifikasyonu i¢in
tasarlanan oligonukleotid primerlerin Agrobacterium vitis’ in tanmilanmasinda
kullanim1 degerlendirilmistir. pehA spesifik primer ¢ifti polimeraz zincir reaksiyonu

ile testlenen tiim A. vitis izolatlarin1 kolayca tanilamistir (Saiki ve ark., 1985).

Haas ve ark. (1995), patojenik Agrobacterium izolatlarini virD2 ve ipt genlerine
dayali iki PCR primer ¢ifti ile belirlemislerdir. Transter DNA (T-DNA) sinir
bolgesinin kirilldigi yer olan VirD2 proteininin endoniikleaz bolgesinin oldukca
korunmus oldugu, virD2 endoniikleaz kismi i¢in spesifik oligoniikleotit primerinin
testlenen Agrobacterium’larin tim patojenik izolatlarini belirledigini bildirmislerdir.
T-DNA’nin tasidigr sitokinin geni ipr’'de korunan bolgeye karsilik gelen PCR
primerleri yalmzca A. tumefaciens’t belirlemis ve A. rhizogenes’den ayirt
etmistir Aynt PCR amplifikasyonuna eklendiginde virD2 ve ipt primer giftleri
birbirini engellemedigi ve tek bir reaksiyonda her iki geni ayni zamanda tanilamaya

izin verdigini tespit etmislerdir.

Argun ve ark. (2002), Tirkiye’de I¢ Anadolu bélgesinde birgok bagda asma
urunu tespit etmiglerdir. Urlardan izole edilen baskin tiiriin standart biyokimyasal ve
fizyolojik testlerle, Ti plazmid ve kromozomal gen diziliglerine spesifik polimeraz
zincir reaksiyonu amplifikasyonuyla ve tiire spesifik bir monoklonal antibody ile A.

vitis oldugunu belirlemiglerdir.

Tium izolatlar oktopini kullandigr i¢in ayni tip Ti plazmid tasidigini 6ne
stirmiislerdir. Izolatlardan bazilarimin farkli konukgu dizisi sergiledigi ve asmalarda
olusturdugu ur sayisina gore daha az virtlent oldugunu bildirmiglerdir. A. vifis
izolatlar1 ile inokule edilmeden Once timorogenik olmayan A. vitis F2/5 izolatlar
asmaya uygulandiginda asma urunu oOnemli olgide kontrol altina aldigini

gozlemislerdir. 16S ve 23S rRNA genleri arasinda intergenik bolgenin restriiksiyon
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enzimleri ile kesilmesi ile gelistirilen DNA fingerprint karsilastirmasi ile izolatlarin
genetik farkliligim degerlendirmislerdir. Iki ana gruba ayirmuslar; biri daha oénce
tanilanan oktopin tip Ti plazmid tasiyan A. vifis izolatlar ile benzer oldugu, digerinin
ise nopalin ve vitopin tipi Ti plazmid tasiyan izolatlarla ¢ok benzer oldugunu

belirlemislerdir (Argun ve ark., 2002; Ponsonnet, 1994).
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3. MATERYAL METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Materyali

Caligmanin ana bitkisel materyalini Konya ilinde 2007-2008 yil1 rakamlarina gore
en yogun asma yetistiriciligi yapilan Cihanbeyli, Gineysinir, Meram, Hiytk,
Seydigsehir, Hadim, Beysehir, Akoren, Ahirli, Yalihiiyik, Derebucak, Bozkir,
Selguklu, Ilgin, Derbent, Doganhisar, Yunak, Cayirbag, Karadigin, Aksehir,
Tuzlukgu, Cumra, Kadinhant ve Tagkent ilge ve mevkilerindeki bag alanlarindan
simptomlu ve simptomsuz asma ornekleri olusturulmustur (Cizelge 3.1.). Ornekler
toplanirken c¢esitler bag alanlarinin sahiplerine sorularak belirlenmistir. Patojenisite
calismalarinda asma (Vifis vinifera cv. Sultani ), domates (Lycopersicon esculentunt)
ve aygicegi (Helianthus annuus L.) bitkileri kullamlmistir. Konya Ilinde asma
orneklerinin toplandigi ilgeler Sekil 3.1.1.” de ve Cizelge 3.1.1." de verilmistir.

Cizelge 3.1.1. Orneklerin toplandid1 ilgeler ve mevkileri

ILCELER MEVKI
HADIM Merkez, Gaziler —Cavusalan, Asagr Akpinar, Aladag, Yagcilar, Yer koprii,

Kaplanh, Asag Esenler, Sarialtun, Tagbasi, Holagzi Kopriisii, Yelmez

HATIP Merkez, Stirmene, Hatip Mahallesi

GUNEYSINIR Merkez, Konya Yolu Uzeri, Goyniik, Agca oba, Oba Koyagi, Giiney bag, Alan6zii,
Kazil 6zi1, Kara giiney

DEREBUCAK | Merkez, I¢ Mevkii

BOZKIR Merkez, Armutlu, Yenikoy

SEYDISEHIR Merkez, Incesu, Kesecik, Gok Hiiyiik, Gokge Hiiyiik, Kara bulak

TUZLUKCU Merkez

CAYIRBAGI Merkez

KARADIGIN Merkez

MERAM Merkez, Dikmeli

CIHANBEYLI | Merkez

YALITHUYUK | Merkez

TASKENT Merkez, Avsar

DOGANHISAR | Merkez, Kemer

AKOREN Merkez

AKSEHIR Merkez

AHIRLI Merkez

BEYSEHIR Merkez

DERBENT Merkez

CUMRA Merkez

HUYUK Merkez, Hiiyiik Girisi

YUNAK Merkez

SELCUKLU Merkez

ILGIN Merkez

KADINHANI Merkez
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Sekil-3.1.1. Konya Ilinde asma orneklerinin toplandigi ilgeler

3.1.2. Denemede kullanilan laboratuar alet, ekipman ve besiyerleri

Cesitli laboratuvar aletleri yaninda ayrica PDA+CaCO;, PDA, NA, RS, YDC,
NGA, King B, Kado 523 besiyerleri kullanilmigtir.
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3.2. Metod

3.2.1. Agrobacterium vitis’ in izolasyonu

Urlu ve ursuz omcalardan ornekleri toplamak amaciyla bag alanlarina ilkbahar,
yaz ve sonbahar aylarinda gidilerek taze ur olusturmus ve simptomsuz bitkilerden dal
ve omcalarindan ornekler alinmig ve bir gazete kagidina sarilarak polietilen torbalara

konmustur.

Ormek odasina getirildiginde naylon torbadan ve gazeteden ¢ikarilarak oérneklerin
kurumas! saglanmis ve bu sekilde fungus olusmasi engellenmistir. Ornekleme yapilan
ilge ve mevkilerinden toplam 309 adet 6rnek toplanmistir (Cizelge 3.2.) Koyu yesil
grimsi veya agik kahverengi ve heniiz kuruma belirtisi gostermeyen urlar taze ur
olarak kabul edilmistir. Taze urlu asma 6rnekleri naylon torbalarda etiketlenerek buz

kutusu igerisinde laboratuara getirilmistir.

Omnekler toplanirken 6zel bir 6rnekleme metodu kullanilmamis, 6rnekleme sayist
bag alan1 buyikligine gore degil bagdaki hasta asma sayisina gore degismistir
(Argun, 2001). Ayrica bu ilgeler ve koylerinden bir ¢ok farkli hastalikli ve hastaliksiz
asma cegsitleri toplanmistir asma ¢esitleri ve hangi ilgeler ve koylerinden toplandigi

Cizelge-3.2.” de goriilmektedir.



Cizelge 3.2. Konya ilinde bakteriyel tag uru (Agrobacterium vitis) hastaliginin

belirlenmesi amaci ile 6rnek toplanan ilgeler asma gesitleri ve verilen isimler

No Ilge Mevki Uziim gesidi A. vitis
izolatimn ad1
1. Hadim Merkez Cardinal HdMeCa
2. Hadim Merkez Sultani Cekirdeksiz HdMeSC
3. Hadim Merkez Pembe Cekirdeksiz HdMePC
4. Hadim Merkez Hafizali HdMecHa
5. Hadim Merkez Kalecik Karasi HdMeKK
6. Hadim Merkez Karagevrek HdMeKa
7. Hadim Merkez AlphonscLavallée HdMeAlp
8. Hadim Merkez Hasan dede HdMeHd
9. Hadim Merkez Razaki HdMeRa
10. Hadim Gaziler — Cavusalan Cardinal HdGaCa
11. Hadim Gaziler — Cavusalan Sultani Cekirdeksiz HdGaSC
12. Hadim Gaziler — Cavusalan Pembe Cekirdeksiz HdGaP(C
13. Hadim Gaziler — Cavusalan Hafizali HdGaHa
14, Hadim Gaziler — Cavusalan Kalecik Karasi HdGaKK
15. Hadim Gaziler — Cavusalan Karagevrek HdGaKa
16. Hadim Gaziler — Cavusalan Italia HdGalt
17. Hadim Gaziler — Cavusalan AlphonscLavallée HdGaAlp
18. Hadim Gaziler — Cavusalan Hasan dede HdGaHd
19. Hadim Gaziler — Cavusalan Razaki HdGaRa
20. Hadim Asagi Akpinar Cardinal HdAkCa
21. Hadim Asagi Akpinar Sultani Cekirdeksiz HdAKSC
22. Hadim Asagi Akpinar Hafizali HdAkHa
23. Hadim Asagi Akpinar Karagevrek HdAkKa
24. Hadim Asagi Akpinar AlphonseLavallée HdAKkAlp
25. Hadim Aladag Cardinal HdAICa
26. Hadim Aladag Sultani Cekirdeksiz HdAISC
27. Hadim Aladag Pembe Cekirdeksiz HAAIPC
28. Hadim Aladag Hafizali HdAIHa
29. Hadim Aladag Kalecik Karasi HdAIKK
30. Hadim Aladag Karagevrek HdAIKa
31. | Hadim Aladag Giil Uziimii HdAIGii
32. Hadim Aladag AlphonscLavallée HdAIAlp
33, Hadim Aladag Hasan dede HdAIHd
34. Hadim Aladag Razaki HdAIRa
35. Hadim Yagcilar Cardinal HdYaCa
36. Hadim Yagcilar Sultani Cekirdeksiz HdYaSC
37. Hadim Yagcilar Pembe Cekirdeksiz HdYaPC
38. Hadim Yagcilar Hafizali HdYaHa
39. Hadim Yagcilar Kalecik Karasi HdYaKK
40. Hadim Yagcilar Karagevrek HdYaKa
41. Hadim Yagcilar Italia HdYalt
42, Hadim Yagcilar AlphonscLavallée HdYaAlp
43. Hadim Yagcilar Hasan dede HdYaHd
44. Hadim Yagcilar Razaki HdYaRa
45. Hadim Yerkoprii Cardinal HdYrCa
46. Hadim Yerkopri Sultani Cekirdeksiz HdYrSC
47. Hadim Yerkopri Pembe Cekirdeksiz HAYrPC
48. Hadim Yerkopri Hafizali HdYrHa
49 Hadim Yerkoprii Hasan dede HdYrHd
50. Hadim Yerkopri Razaki HdYrRa
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Cizelge 3.2. Devam
No Ilge Mevki Uziim gesidi A. vitis
izolattmn adi

51. Hadim Kaplanli Cardinal HdKaCa
52. Hadim Kaplanh Sultani Cekirdeksiz HdKaSC
53. Hadim Kaplanh Pembe Cekirdeksiz HdKaPC
54. Hadim Kaplanli Hafizali HdKaHa
55. Hadim Kaplanli Hasan dede HdKaHd
56. Hadim Kaplanh Kadmparmag HdKaKp
57. Hadim Kaplanli Alphonse lavallee HdKaAl
58. Hadim Yelmez Cardinal HdYeCa
59. Hadim Yelmez Sultani Cekirdeksiz HdYeSC
60. Hadim Yelmez Hafizali HdYecHa
61. Hadim Yelmez Hasan dede HdYeHd
62. Hadim Asag1 Egenler Cardinal HdEsCa
63. Hadim Asag1 Egenler Sultani Cekirdeksiz HdAEsSC
64. Hadim Asag1 Egenler Pembe Cekirdeksiz HAESPC
65. Hadim Asag1 Egenler Hafizali HdEsHa
60. Hadim Asag1 Egenler Hasan dede HdEsHd
67. Hadim Asag1 Egenler Hasan dede HdEsHd
68. Hadim Sarialtun Cardinal HdSaCa
69. Hadim Sanaltun Pembe ¢ekirdeksiz HdSaPC
70. Hadim Sanaltun Sultani Cekirdeksiz HdSaSC
71. Hadim Sarialtun Hafizali HdSaHa
72. Hadim Sarialtun Hasan dede HdSaHd
73. Hadim Tagbas1 Cardinal HdTaCa
74. Hadim Tagbas1 Sultani Cekirdeksiz HdTaSC
75. Hadim Tagbas1 Pembe ¢ekirdeksiz HdTaPC
76. Hadim Tagbas1 Hafizali HdTaHa
77. Hadim Tagbas1 Hasan dede HdTaHd
78. Hadim Holagz1 Kopriisii Cardinal HdHoCa
79. Hadim Holagz1 Kopriisii Sultani Cekirdeksiz HdHoSC
80. Hadim Holagz1 Kopriisii Pembe Cekirdeksiz HdHoPC
81. Hadim Holagz1 Kopriisii Karagevrek HdHoKa
82. Hadim Holagz1 Kopriisii Hafizali HdHoHa
83. Hadim Holagz1 Kopriisii Kadin parmagi HdHoKp
84, Hadim Holagz1 Kopriisii Hasan dede HdHoHd
85. Hatip Merkez Cardinal HtMeCa
86. Hatip Merkez Sultani Cekirdeksiz HtMeSC
87. Hatip Merkez Karagevrek HtMeKa
88. Hatip Merkez Hasan dede HtMeHd
89. Hatip Siirmene Cardinal HtSiiCa
90. Hatip Stirmene Sultani Cekirdeksiz HtSiSC
91. Hatip Siirmene Karagevrek HtSiiKa
92. Hatip Siirmene Razaki HtSiiRa
93. Hatip Siirmene Hasan dede HtSiiHd
94. Hatip Hatip Mahallesi Cardinal HtHmCa
95. Hatip Hatip Mahallesi Karagevrek HtHmKa
96. Hatip Hatip Mahallesi Hasan dede HtHmHd
97. Giineysinir Merkez Cardinal GiiMeCa
98. Giiney sir Merkez Sultani Cekirdeksiz GiiMeSC
99. Giiney sir Merkez Pembe Cekirdeksiz GiiMePC
100. | Glineysimr Merkez Hafizali GiiMeHa
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Cizelge 3.2. Devam

No Ilge Mevki Uziim gesidi A. vitis

izolatimn ad1

101 | Glineysimr Merkez Karagevrek GiiMeKa
102 | Giineysimir Konya Yolu Uzeri Cardinal GiiKoCa
103 | Glineysimr Konya Yolu Uzeri Sultani Cekirdeksiz GiiKoSC
104. | Giineysimr Konya Yolu Uzeri Pembe Cekirdeksiz GiiKoPC
105. | Giineysimr Konya Yolu Uzeri Hafizali GiiKoHa
106. | Giineysiir Konya Yolu Uzeri Karagevrek GiiKoKa
107. | Giineysmr Konya Yolu Uzeri Razaki GiiKoRa
108. | Giineysimr Konya Yolu Uzeri Kalecik Karasi GiiKoKK
109. | Gilineysimr Goyniik Sultani Cekirdeksiz GiiGoSC
110. | Glineysimr Goyniik Pembe Cekirdeksiz GiiGoPC
111. | Glineysimr Goyniik Hafizali GiiGoHa
112. | Glineysimr Goyniik Razaki GiiGoRa
113. | Gilineysimr Goyniik AlphonseLavallée GiiGo Alp
114. | Glineysimr Agcaoba Cardinal GiiAgCa
115. | Glineysimr Agcaoba Pembe Cekirdeksiz GiiAgPC
116. | Glineysimr Agcaoba Eksikara GiiAgEk
117. | Glineysimr Agcaoba Hafizali GiiAgHa
118. | Gilineysimr Oba Koyagi Sultani Cekirdeksiz GiiObSC
119. | Gilineysimr Oba Koyagi Eksikara GiiObEk
120. | Glineysimr Oba Koyagi AlphonseLavallée GiiObAlp
121. | Gilineysimr Karagiiney Cardinal GiiKaCa
122. | Gilineysimr Karagiiney Sultani Cekirdeksiz GiiKaSC
123. | Gilineysimr Karagiiney Pembe Cekirdeksiz GiiKaPC
124. | Glineysimr Karagiiney Eksikara GiiKaEk
125. | Glineysimr Karagiiney Karagevrek GiiKaKa
126. | Gilineysimr Karagiiney Kalecik Karasi GiiKaKK
127. | Glineysimr Karagiiney AlphonseLavallée GiiKaAlp
128. | Gilineysimr Giineybag Cardinal GiiGbCa
129. | Gilineysimr Giineybag Sultani Cekirdeksiz GiiGbSC
130. | Gilineysimr Giineybag Eksikara GiiGbEk
131. | Gilineysimr Giineybag Hafizali GiiGbHa
132. | Gilineysimr Giineybag Karagevrek GiiGbKa
133. | Gilineysimr Giineybag AlphonseLavallée GiiGbAlp
134. | Glineysinir Kiz1l6zii Sultani Cekirdeksiz GuKi1SC
135. | Gilineysimr Kizlézii Eksikara GiiKiEk
136. | Gilineysimr Kizlézii Hafizali GiiKiHa
137. | Glineysinir Kizilézi AlphonscLavallée GiiK1Alp
138. | Gilineysimr Alandzii Eksikara GiiAIEk
139. | Gilineysimr Alandzii Hafizali GiiAlHa
140. | Glineysinir Alandzii Kadin parmagi GilAIKp
141. | Glineysinir Alandzii AlphonscLavallée GiiAlAlp
142. | Derebucak Merkez Cardinal DbcMeCa
143. | Derebucak Merkez Sultani Cekirdeksiz DbcMeSC
144. | Derebucak Merkez Hafizali DbcMeHa
145. | Derebucak Merkez Karagevrek DbcMeKa
146. | Derebucak Merkez Eksikara DbcMeEk
147. | Derebucak Merkez AlphonscLavallée DbcMeAlp
148. | Derebucak I¢c Mevkii Cardinal Dbci¢Ca
149. | Derebucak I¢c Mevkii Sultani Cekirdeksiz DbcicSC
150. | Derebucak I¢c Mevkii Hafizali DbcigHa
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Cizelge 3.2. Devam
No Ilge Mevki Uziim gesidi A. vitis
izolattmn adi

151. | Derebucak I¢c Mevkii Eksikara DbcicEk
152. | Derebucak I¢c Mevkii Karagevrek DbcicKa
153. | Derebucak I¢c Mevkii AlphonseLavallée DbcicAlp
154. | Bozkir Merkez Cardinal BoMeCa
155. | Bozkir Merkez Sultani Cekirdeksiz BoMeSC
156. | Bozkir Merkez Hafizali BoMeHa
157. | Bozkir Merkez Eksikara BoMeEk
158. | Bozkir Merkez Karagevrek BoMeKa
159. | Bozkir Armutlu Cardinal BoArCa
160. | Bozkir Armutlu Sultani Cekirdeksiz BoArSC
161. | Bozkir Armutlu Hafizali BoArHa
162. | Bozkir Armutlu Eksikara BoArEk
163. | Bozkir Armutlu Karagevrek BoArKa
164. | Bozkir Yenikdy Cardinal BoYeCa
165. | Bozkir Yenikoy Sultani Cekirdeksiz BoYeSC
166. | Bozkir Yenikoy Kadin parmagi BoYeKp
167. | Bozkir Yenikdy Eksikara BoYeEk
168. | Bozkir Yenikdy Karagevrek BoYeKa
169. | Bozkir Yenikoy Italia BoYelt
170. | Bozkir Yenikdy Hafizali BoYeHa
171. | Seydischir Merkez Cardinal SeyMeCa
172. | Seydischir Merkez Sultani Cekirdeksiz SeyMeSC
173. | Seydischir Merkez Hafizali SeyMe¢Ha
174. | Seydischir Merkez Eksikara SeyMeEk
175. | Seydischir Merkez Karagevrek SeyMeKa
176. | Seydischir Merkez Emir SeyMeEm
177. | Seydischir Merkez Razaki SeyMeRa
178. | Seydisehir Incesu Cardinal SeyInCa
179. | Seydisehir Incesu Pembe Cekirdeksiz SeyInPC
180. | Seydisehir Incesu Emir SeyInEm
181. | Seydisehir Incesu Eksikara SeyInEk
182. | Seydisehir Incesu Karagevrek SeyInKa
183. | Seydisehir Incesu Razaki SeyInRa
184. | Seydischir Kesecik Cardinal SeyKeCa
185. | Seydischir Kesecik Sultani Cekirdeksiz SeyKeSC
186. | Seydischir Kesecik Pembe Cekirdeksiz SeyKeP(C
187. | Seydischir Kesecik Karagevrek SeyKeKa
188. | Seydischir Kesecik Eksikara SeyKeEk
189. | Seydischir Kesecik Emir SeyKeEm
190. | Seydischir Kesecik Razaki SeyKeRa
191. | Seydisehir Gokhiiytik Cardinal SeyGkCa
192. | Seydisehir Gokhiiytik Sultani Cekirdeksiz SeyGkSC
193. | Seydisehir Gokhiiytik Emir SeyGkEm
194. | Seydisehir Gokhiiytik Hafizali SeyGkHa
195. | Seydischir Gokhiiyiik Karagevrek SeyGkKa
196. | Seydisehir Gokhiiytik Razaki SeyGkRa
197. | Seydischir Gokeehiiyiik Cardinal SeyGk¢Ca
198. | Seydischir Gokeehiiyiik Sultani Cekirdeksiz SeyGkeSC
199. | Seydischir Gokeehiiyiik Karagevrek SeyGk¢Ka
200. | Seydischir Gokeehiiyiik Hafizali SeyGk¢Ha
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Cizelge 3.2. Devam

No Ilge Mevki Uziim gesidi A. vitis

izolatimin ad1

201. | Seydischir Gokgehiiyiik Razaki SeyGk¢Ra
202. | Seydischir Karabulak Cardinal SeyKaCa
203. | Seydischir Karabulak Sultani Cekirdeksiz SeyKaSC
204. | Seydischir Karabulak Emir SeyKaEm
205. | Seydischir Karabulak Hafizali SeyKaHa
206. | Seydischir Karabulak Kadin parmagi SeyKaKp
207. | Seydischir Karabulak Razaki SeyKaRa
208. | Tuzluk¢u Merkez Cardinal TuMeCa
209. | Tuzluk¢u Merkez Sultani Cekirdeksiz TuMeSC
210. | Tuzlukgu Merkez Pembe Cekirdeksiz TuMePC
211. | Tuzluk¢u Merkez Karagevrek TuMeKa
212. | Tuzlukgu Merkez Emir TuMeEm
213. | Tuzluk¢u Merkez AlphonscLavallée TuMeAlp
214. | Tuzluk¢u Merkez Hafizali TuMeHa
215. | Cayubag: Merkez Cardinal CaMeCa
216. | Cayurbag Merkez Sultani Cekirdeksiz CaMeSC
217. | Cayurbag Merkez Pembe Cekirdeksiz CaMePC
218. | Caymbag Merkez Italia CaMelt
219. | Cayubag: Merkez Emir CaMeEm
220. | Cayirbag Merkez AlphonscLavallée CaMcAlp
221. | Cayubag: Merkez Hafizali (CaMeHa
222. | Cayubag: Merkez Karagevrek CaMeKa
223, | Cayurbag Merkez Kadm Parmag CaMeKp
224. | Karadigin Merkez Cardinal KrMeCa
225, | Karadigin Merkez Sultani Cekirdeksiz KrMeSC
226. | Karadigin Merkez Hafizali KrMeHa
227. | Karadigin Merkez Italia KrMelt
228. | Karadigin Merkez Emir KrMeEm
229. | Karadigin Merkez Kadin parmagi KrMeKp
230. | Meram Merkez Cardinal MrMeCa
231. | Meram Merkez Emir MrMeEm
232. | Meram Merkez Hafizali MrMeHa
233. | Meram Merkez Italia MrMelt
234. | Meram Dikmeli Sultani Cekirdeksiz MrDiSC
235. | Meram Dikmeli Cardinal MrDiCa
236. | Meram Dikmeli Emir MrDiEm
237. | Meram Dikmeli Kadin parmagi MrDiKp
238. | Cihanbeyli Merkez Eksikara CiMeEk
239. | Cihanbeyli Merkez Sultani Cekirdeksiz CiMeSC
240. | Cihanbeyli Merkez Cardinal CiMeCa
241. | Cihanbeyli Merkez Hafizali CiMeHa
242. | Cihanbeyli Merkez Emir CiMeEm
243. | Yalhiyik Merkez Cardinal YaMeCa
244, | Yalihiiyiik Merkez Sultani Cekirdeksiz YaMeSC
245. | Yalhiyik Merkez Italia YaMelt
246. | Taskent Merkez Cardinal TaMeCa
247. | Taskent Merkez Sultani Cekirdeksiz TaMeSC
248. | Taskent Merkez Hafizali TaMeHa
249. | Taskent Merkez Italia TaMelt
250. | Taskent Merkez Kadin parmagi TaMeKp




33

Cizelge 3.2. Devam

No Ilge Mevki Uziim gesidi A. vitis

izolatimin ad1

251. | Taskent Merkez Razaki TaMeRal
252. | Taskent Merkez Razaki TaMeRa2
253, | Taskent Merkez Hasan dede TaMeHd
254, | Taskent Avsar Cardinal TaAvCa
255. | Taskent Avsar Razaki TaAvRal
256. | Taskent Avsar Razaki TaAvRa2
257. | Taskent Avsar Razaki TaAvRa3
258. | Taskent Avsar Italia TaAvIt
259. | Taskent Avsar Hafizali TaAvHa
260. | Taskent Avsar Kadin parmagi TaAvKp
261. | Taskent Avsar Kalecik karas1 TaAvKK
262. | Taskent Avsar Hasan dede TaAvHd
263. | Doganhisar Merkez Cardinal DoMeCa
264. | Doganhisar Merkez Hafizali DoMeHa
265. | Doganhisar Merkez Emir DoMeEm
266. | Doganhisar Merkez Italia DoMelt
267. | Doganhisar Kemer Cardinal DoKeCa
268. | Doganhisar Kemer Sultani Cekirdeksiz DoKeSC
269. | Doganhisar Kemer Hafizali DoKeHa
270. | Doganhisar Kemer Emir DoKeEm
271. | Akédren Merkez Karagevrek AkoMeKa
272. | Akdren Merkez Hafizali AkéMeHa
273. | Akédren Merkez Italia AkoMelt
274. | Aksehir Merkez Cardinal AksMeCa
275. | Aksehir Merkez Karagevrek AksMeKa
276. | Aksehir Merkez Emir AksMeEm
277. | Ahirh Merkez Cardinal AhMeCa
278. | Ahirh Merkez Karagevrek AhMeKa
279. | Beysehir Merkez Cardinal BeMeCa
280. | Beyschir Merkez Karagevrek BeMeKa
281. | Beysehir Merkez Hafizali BeMeHa
282. | Beyschir Merkez Sultani Cekirdeksiz BeMeSC
283. | Derbent Merkez Cardinal DbtMeCa
284. | Derbent Merkez Emir DbtMeEm
285. | Derbent Merkez Hafizali DbtMeHa
286. | Derbent Merkez Sultani Cekirdeksiz DbtMeSC
287. | Cumra Merkez Cardinal CuMeCa
288. | Cumra Merkez Emir CuMcEm
289. | Cumra Merkez Hafizali CuMcHa
290. | Cumra Merkez Sultani Cekirdeksiz CuMeSC
291. | Hiiyik Merkez Cardinal HiiMeCa
292. | Hiiyik Merkez Razaki HiiMeRa
293. | Hiiyik Merkez Hafizali HiiMeHa
294. | Hiiyik Hiiyiik girisi Sultani Cekirdeksiz HiiHgSC
295. | Hiiyik Hiiyiik girisi Emir HiiHgEm
296. | Yunak Merkez Cardinal YuMeCa
297. | Yunak Merkez Sultani Cekirdeksiz YuMeSC
298. | Yunak Merkez Hafizali YuMeHa
299. | Selguklu Merkez Cardinal SelMeCa
300. | Sel¢uklu Merkez Hafizali SelMeHa
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Cizelge 3.2. Devam

No Ilge Mevki Uziim gesidi A. vitis

izolattmn adi

301. | Selguklu Kampus Sultani ¢ekirdeksiz SelKaSC
302. | llgmn Merkez Cardinal [IMeCa
303. | llgm Merkez Sultani Cekirdeksiz IIMeSC
304. | llgmn Merkez Hafizali [IMeHa
305. | llgmn Merkez Emir [IMeEm
306. | llgm Merkez Kadin parmagi IIMeKp
307. | Kadinham Merkez Hafizali KdMe¢Ha
308. | Kadinham Merkez Karagevrek KdMeKa
309. | Kadinham Merkez Kadin parmagi KdMeKp

Laboratuara getirilen taze urlu dokular %1°lik sodyum hipoklorit ile 3 dakika
yuzeysel dezenfekte edildikten sonra 3 kez steril saf su ile yikanmigtir. Daha sonra bir
bistiiri yardimiyla urun st tarafi hafifce soyularak alttaki taze canli dokudan kigiik
pargalar alinmigtir. Bu pargalar daha sonra bir havanda steril fizyolojik tuzlu su (%38,5
NaCl) igerisinde homojenize edilmistir. Bir saat bekledikten sonra bu stispansiyondan
bir 6ze alinarak ig¢inde King B (KB) ve Patates Dekstroz Agar+CaCO3
(PDA+CaCO3), NA, YDC, Kado 523 besi yeri bulunan petrilere ¢izilerek ekim
yapilmig ve petriler 25+1°C’de 2 giin inkiibatérde inktbe edilmistir (Schaad, 2001,
Kado, 1970; King, 1954).

Alternatif bir izolasyon olarak iletim demetlerinden izolasyon yontemi
kullanilmistir. Buna gore o6zellikle ilkbaharda eger bitkide A. vitis mevcut ise iletim
demetlerindeki sizintidan direkt secici besiyeri lizerine ¢izim yapilarak bakterinin

gelisimi izlenmigtir (Schaad, 2001).

Cizgi ekimle saflagtirilan ve roy ve Sasser besiyerinde A. vitis olarak tanilanan
kialtirler %25° lik gliserol stok ¢ozeltisiyle -30 °C’ lik derin dondurucuda
saklanmislardir. Ug ayda bir kiiltiirler NA {izerine ekim yapilarak yenilenmislerdir

(Schaad, 2001; Lelliott ve ark., 1987).
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3.2.2.1. Biyokimyasal testler
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Etmenin tanist igin, PDA+CaCO3 besi yerinde asit temizleme, laktozdan 3-

ketolaktoz tretimi, demir amonyum sitrat kullanimi, %2 NaCl igeren besi yerinde

gelisme, eritritol, melezitoz ve sakkarozdan asit olusturma, oksidaz testi,

sitrat

kullanimi, litmus milk’de reaksiyon, malonik asit, L-tartarik asit ve mucic asitten

alkali olusturma ve 35°C’de geligsme testleri Moore ve ark. (2001)’na gore yapilmigtir

(Cizelge 3.2.2.1.). Etmenin teshisinde kullanilan biyokimyasal testler, her bir izolat

icin en az 3’er tekerriirlii olarak yapilmisgtir.

Cizelge 3.2.2.1. Agrobacterium vitis’ in Agrobacterium genusu ile karsilagtirmali
tanisinda kullanilan biyokimyasal testler

Biyokimyasal testler A. tumefaciens A. rhizogenes A. vitis
3-Ketolactose olusumu + - D
%2’lik NaCl’ de gelisme + - +
35°C’ de gelisme + D D
Litmus milk’de gelisme ALK AC ALK
Asit olugum Erytritol” den - + -
Melezitose’dan + -
Alkali olugumu; - + +
Malonic asitten +
L- tartarik asitten - + +
Mucic asitten - + -
Demir ammonium citrate + -
Oksidaz reaksiyon + D D
Citrate kullanimm D + +
PDA+CaCO5’da asit temizleme - + -
pH:7.0’de hareketlilik + + -
pH 4.5 de pektolitik aktivite - +

+: %80 ve daha fazla pozitif, D:%21-79 posz

3.2.2.1.1. 35°C’de gelisme

: %80 ve daha fazla negatif, ALK: alkaline, AC:asit

Urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlar1 Nutrient Glikoz Agar (NGA) besi

yeri igeren petri kaplarinda 35°C’de 2 giin gelistirilmistir. Besi yerinde koloni geligimi

gosteren izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001). Besiyerinin

icerigi ve hazirlanigt agagida verilmigtir.
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Nutrient Agar 13,0g
Glikoz 10g
Saf su 1000 ml

Hazirlanan igerik 121°C’de 15 dakika 1,5 atm’ de otoklavda sterilize edilmistir.

3.2.2.1.2. Laktozdan 3-ketolaktoz iiretimi

Urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlann ile %1 o-laktoz, %0,1 Yeast
ekstrakt ve %2 agar iceren petri kaplarina 1,0 cm uzunlugunda ¢izgi ekim yapilmistir.
Her petriye 6 izolat olacak sekilde ekim yapilmig. Petriler 27+1°C’de 2 giin kiiltiire
alindiktan sonra agarli besi yerinin tzerini kapatacak sekilde Benedict ayiract ilave
edilmistir. Oda sicakliginda bir saat bekledikten sonra kolonilerin etrafinda olusan sar1
bir hale pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001; Johri, 1999).

Benedict’s Ayiract (Moore ve ark., 2001)

*Sodyum sitrat 173 g
*Sodyum karbonat 10,0 g
Bakir stlfat 1,73 g

*Sodyum sitrat ve sodyum karbonat 60 ml saf su icerisinde 1sitilarak eritilir. Eger gerekiyorsa filtre
kagidi ile stiziiliir. Ay bir beherde 15 ml saf su igerisinde bakir siilfat iyice eritilir. Genis bir beherde
sodyum sitrat ve sodyum karbonat igeren soliisyonun {izerine yavasca bakir siilfat karnistirarak eklenir.
Daha sonra saf su ile 1000 ml’ ye tamamlanur.

Asagida verilen besi yeri otoklavda 121°C’de 15 dakika 1,5 atm’ de sterilize
edildikten sonra, petrilere dokiilmiis ve daha sonra bakteri agilanarak 48 saat, 20 °C’

de inkiibe edilmistir.

Laktoz 10g
Yeast ekstrakt lg
Agar I5¢g

Saf su 1000 ml
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3.2.2.1.3. Demir amonyum sitrat kullanimi

Urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlari, agagida verilen demir amonyum
sitrat besi yeri bulunan tiiplere ekimleri yapilmistir. Tupler inkibatorde 25+1°C’de 2
giin inkiibe edilmig ve tiplerin Gizerinde olusan kiremit renginde bir tabaka pozitif

olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001).

Demir amonyum sitrat 10,0 g
MgSO4-7H,0 05¢g
K,;HPO,4 05¢g
CaCl, 02¢g
Saf su 1000 ml

Besiyerinin pH’t 7,0’e ayarlandiktan sonra 121°C’de 15 dakika, 1,5 atm.’de,

otoklavda sterilize edilmigtir.

3.2.2.1.4. %2 NaCl iceren besi yerinde gelisme

Bakteri izolatlar, %2 NaCl ilave edilmis Nutrient Glikoz Agar (NGA) besi yeri
iceren petri kaplarinda 25+1°C’de 2 gin inktbe edilmistir. Her petri 4 bolime
ayrilmis ve her bir petriye 4 farkli bakteri izolati ve her bir izolat 3 farkli petriye
ekilmigtir. Besi yerinde koloni gelisimi gosteren izolatlar pozitif olarak

degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001; Jones, 1994).

%2’lik NaCl igeren NGA besiyert;

NaCl 2 gr
Glikoz 0,1 gr
Nutrient agar 2gr
Saf su 100ml

Yukaridaki besi yeri hazirlanarak ve 121°C’de 15 dakika 1,5 atm.’de otoklavda

sterilize edilmistir.
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3.2.2.1.5. Sakkaroz ve eritritolden asit liretimi

Asit Uretimi i¢in temel besi yerinden 9 birim tizerine %10’luk filtre ile steril
edilmig eritritol ve sakkaroz ayri ayrt ilave edilerek tiip igerisinde hazirlanan besi
yerine urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlarinin ekimi yapilmis ve 2 gin
25+1°C’de kultire alinmigtir. Besi yerinin rengini sartya ¢evirerekortamin
asitlesmesini saglayan izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark.,

2001).

NH4H,PO, lgr

KCl 0,2 gr

Yeast ekstrakt 1gr

MgSO4. TH,0 0,2 gr

Agar 1,5 gr

Bromthymol blue, 3 ml (% 50’ lik etanol i¢inde %1’ lik)

Hazirlanan besiyerinde pH=7.1’e ayarlanmis ve agar ilave edilmistir. otoklavdan
sonra 1 kisim steril filtreden gecirilmis % 10 luk eritritol ve sakkoroz, 9 kisim
sogutulmus basal besiyerine eklenilmistir. Daha sonra kapakl: steril tiplere 5’er ml
konulmustur. Inkiibasyondan sonra sart renk asit olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir(Moore ve ark.,2001).

3.2.2.1.6. Oksidaz testi

Taze hazirlanmig %1°lik N;N;N;N* - Tetrametil- 1.4 fenilen diamonyum diklorid
eriyigi steril filtre kagidina bir damla damlatilmistir. GNA (glukoz %1, beef ekstrakt
%0,1, Yeast ekstrakt %0,2, bakteriyolojik pepton %0,5, NaCl %0,5, agar %1.5 pH:
7,2-7,4) besi yerinde gelistirilen bakteri izolatlarinin 48 saatlik kultiiri steril kiirdan ile
yukaridaki eriyik damlatilmis kurutma kagidina ¢izilmis ve 10 saniye ig¢inde olusan
koyu mor renk pozitif, 10 ile 60 saniye arasinda koyu mor olanlar zayif pozitif ve mor
renk olusturmayanlar negatif olarak degerlendirilmistir (Kovacs, 1956; Klement,

1990).
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3.2.2.1.7. Sitrat kullanimi

Bakteri izolatlarinin egik olarak tiplerde hazirlanan ve agagida verilen sitrat besi
yeri Uzerine her bir izolat 3 tekerriirli olacak sekilde ekimi yapilmistir. Tupler
inkibatorde 25+1°C’de 2 giin gelistirilmis ve tiplerdeki besi yerinin rengi koyu

maviye donenler pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark.,2001).

Sitrat besiyeri;

Sodyum sitrat 20¢g

Mg,S04-7H,0 02¢g

NH4H,PO, 10g

K,HPO, 10g

NaCl 50g

Bromthymol blue 15,0 ml (%50 etanol igerisinde %1 (w/v))
Agar 15¢g

Saf su 1000 ml

Agar ilave edilmeden once pH’1 6,8’e ayarlanmigtir. Daha sonra 121°C’de 15

dakika 1,5 atm.’de otoklavda sterilize edilmistir.

3.2.2.1.8. Litmus siit testi

Urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlarinin, litmus siit besi yeri igine ozeyle
ekimi yapilmistir. Ttpler inkibatorde 27+1°C’de 2 gln gelistirilmis ve tiplerdeki besi
yerinin rengini maviye donustirenler alkali, kirmiziya dontstirenler ise asit olusturan
olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001).

Litmus sit besiyert;

Toz skin milk 100,0 g
Bromcresol purple 4,0 mg
Saf su 1000 ml

pH’1 7,0’e ayarlanan besiyeri birbirini takip eden 3 gin 100°C’de 30 dk

otoklavda sterilize edilmisgtir.
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3.2.2.1.9. Malonik asitten alkali olusturma

Bakteriyel izolatlar, malonik asit besiyeri iceren tiplere ekilmis inkibatorde
27+1°C’de 2 hafta gelistirilmig ve tiplerdeki besi yerinin rengini maviye donustiren

izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001).

(NH4)2S02 20¢g

KH,PO, 0,4g

K,HPO, 0,6 ¢g

NaCl 20¢g

Yeast ekstrakt 0,1g

Malonik asit, sodyum tuzu 3,0 g

Bromthymol blue 2,5 ml (%50 etanol igerisinde %1 (w/v))
Saf su 1000 ml

Besiyerinin pH’1 7,0’e¢ ayarlanarak. Daha sonra 121°C’de 15 dakika 1,5 atm.’de

otoklav edilmistir.

3.2.2.1.10. Mucic ve L-tartarik asitten alkali olusturma

Test tiplerinde hazirlanan ve asagida verilen mucic ve L-tartarik asit igeren besi
yerine izolatlarin ekimi yapilmigtir. Bakteriler inkibatorde 27+1°C’de 2 hafta
gelistirilmig ve tiplerdeki besi yerinin rengini maviye donistiren izolatlar pozitif

olarak degerlendirilmigtir (Moore ve ark., 2001; Kulkarn1, 2000).

NaNH4PO,4 05g

NaH,PO, 0,17 ¢

KCl 02¢g

Bromthymol blue 2,5 ml (%50 etanol igerisinde %1 (w/v))
Saf su 1000 ml

Besiyerinin pH’1 7,0’e ayarlandiktan sonra her bir tipe 5’er ml dokulmus ve 121°C’de
15 dakika 1,5 atm.’de otoklavda sterilize edilmistir. Her tiipe daha sonra her izolat i¢in

0,5 ml filtre ile steril edilmis %1’lik mucic asit veya L- tartarik asit ilave edilmistir.
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3.2.2.1.11. PDA+CaCOs; besi yerinde asit temizleme

Bakteriyel izolatlarin PDA+CaCO3 besi yerine ¢izgi ekim yapilarak 25+1°C’de
kiltire alinmigtir. 2 giin sonra koloni etrafinda besi yerinde saydamlagma gorilen
izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001). Test i¢in asagida

verilen besiyeri hazirlanmisgtir.

Patates dekstroz agar 390g
CaCO3 50¢g
Saf su 1000 ml

Besiyeri 121°C’de 15 dakika 1,5 atmosfer basingta, otoklavda sterilize edilmis ve

50°C’ ye sogutularak petrilere dokiilmiistiir.

3.2.2.1.12. Asit iiretimi icin temel besi yeri

Bu test i¢in asagida verilen besiyeri hazirlanmig ve izolatlar i¢in denemeye

alinmigtir(Moore ve ark., 2001).

NH4H,PO, 1.0g

KCl 02¢g

Yeast ekstrakt 10g

Bromthymol blue 3,0 ml (%50 etanol igerisinde %1 (w/v))
MgzS04-7H,0 02¢g

Agar 15¢g

Saf su 1000 ml

Besiyerinin pH’1 7,1’e ayarlanarak 121°C’de 15 dakika 1,5 atm.’de otoklavda sterilize
edilmistir. Agrobacterium vitis izolatlan asit iretmedikleri i¢in yesil renk olan orijinal
besiyerinin rengini degistirmeyenler negatif, besiyerini sar1 renk yapan izolatlar ise

pozitif olarak degerlendirilmistir.
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3.2.2.1.13. Roy ve Sasser besi yeri

Agrobacterium vitis i¢in segici besiyeri olarak agagida igerigi verilen besiyeri

kullanilmistir (Roy ve Sasser, 1983).

Roy ve Sasser besiyerinin igerigi,

Mg>S04-7H,0 0,2 gr
KH,PO4 0,7 gr
Adonitol 0,4 gr
Yeast ekstrakt 0,14 gr
K>HPO,4 0,9 gr
NaCl 0,2 gr
H;BO; 1 gr
Agar 15 gr
Chlorothalonil %4 sivi 0,5 ml

Besiyerinin pH degeri 7,2 ye ayarlanir ve otoklavda sterilize edilir. 50 °C’ ye
soguduktan sonra asagidaki kimyasallar aseptik olarak birka¢ ml damitik suda eritilir

ve filtreden gecirilip besiyerine eklenir.

Trimethoprim 20 mg
Tripheniltetrazolium klorid 80 mg
D- cycloserine 20 mg

A. vitis kolonileri 27 °C” de 4 ginliik inkiibasyondan sonra, merkezleri genelde
kirmizi, kenarlari ise beyaz renkte koloniler olugmaktadir. Mukayese i¢in orijinal bir

kiltir kullanilarak ekimler yapilmistir.
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3.2.2.1.14. YGCA besiyerinde gelisim

Yeast ekstrakt 100g
Glucose 200¢g
*CaCO; 200¢g

*CaCO; ayr bir kapta eritilir, sonra pH’ s1 7.2 ye ayarlanir ve eritilerek tiiplere 7.0 ml konulur. Sonra

tiipler kapatilir ve otoklavdan sonra egik agar olarak dondurulur.

Bu besiyeri ayni zamanda bakteri kulturlerinin saklamilmasi amaciyla da
kullanilmig, izolatlar tiplere asilanip ve gelistikten sonra kisa siireli saklamalar i¢in
+4 °C’ de, uzun sureli depolama amaciyla tiplerin tstiine eklenen mineral yagda -30

C’ de saklanilmistir.

3.2.2.2. Tiitiinde hipersensitif reaksiyon (asir1 duyarhlik) testi (HR)

Elde edilen A. vitis izolatlarinin hipersensitif reaksiyon olusturma durumlari
incelenmistir. Asirt duyarlilik ve strgin nekrozu caligmalari, izolatlarin bazi
ozelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi amaci ile yapilmistir (Burr ve ark.,1983; Nadolny,
1980).

Buna gore;

Bitkilerin hazirlanmasi: Denemelerde Nicofiana tobaccum cv. White Burley tiitin
cesidi kullanilmigtir. Tuttnler iklim odasi kosullarinda (%60-70 nispi nem ve 23-25
C sicaklikta 16 saat 151kl ve 8 saat karanlikta) yetistirilmistir. Ancak inokulasyon
yapilacak bitkilerin ¢igeklenme donemine heniiz ulagmamig geng bitkiler olmasina

Ozen gosterilmigtir.

Inokulumun hazirlanmas:: Inokulum hazirlamak amaciyla A. vitis izolatlar, PDA
(Patates Dekstroz Agar) besi yerinde gelistirilmislerdir. PDA besi yerinde 28 °C’ de
24 saat gelistirilen kultiurlerden steril saf su ile, spektrofotometrede 660 nm dalga

boyunda 0.15 OD’de 10® hiicre/ml lik siispansiyonlar hazirlanmistir.

Inokulasyon: Cigeklenme doneminden onceki tiitiin bitkilerinin inokulasyona uygun

yapraklarin (¢ok fazla ince damar icermeyen diizgin hatli yapraklar) damar
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aralarindaki alanlara 0.46 capindaki enjektor yardimiyla bakteriyel stspansiyon
enjekte edilmigtir. Bu islem her bir damar arast i¢in goz karan yaklagik lem capa
erigene kadar devam etmistir. Bitki yada yaprak yapisindan kaynaklanan farkliliklar
engelleyebilmek amaciyla, izolatlar farkli bitkilerin farkli yapraklarina ayr ayr
inokule edilmistir. Her bir yapraga ortalama 3 farkli izolat inokule edilirken, bir
izolat en az 3 farkli yapraga inokule edilmistir.

Inokulasyondan sonraki 2 giin igersinde doku nekrozuna sebep olan izolatlar

pozitif olarak kabul edilmistir.

3.2.2.3. Patojenisite testleri

Elde edilen izolatlarin patojenisite testleri i¢in, asmanin (Vitis vinifera) yan sira
domates (Lycopersicon esculentum) ve aygicedi (Helianthus annuus) bitkileri
kullanilmistir. Izole edilen bakteriler PDA besi yerinde 25£1°C’de 2 giin
gelistirildikten sonra 2- 3 haftalik domates bitkilerine ve ayg¢igegi bitkilerine steril bir
kiirdan yardim ile inokule edilmistir. Inokule edilmis bitkiler 24 saat klima odasinda
(16 saat 151k, 8 saat karanlik) plastik torbalar igerisine konularak yiiksek nem
saglanmigtir.  Bitkiler 3 hafta sonra ur olusturup olusturmamasina gore

degerlendirilmistir (Siddigui, 2002; Yan, 2002).

Asmada patojenisite ¢aligmalari klima odasinda koklendirilen bitkilerin taze, yesil
sirgiintin altindaki iki bogum arasindaki kisma bir bisturi yardimiyla agilan yaraya bir
kirdan yardimiyla PDA besi yerinde gelistirilmig bakteri izolatindan bir miktar
alinarak inokulasyon yapilmig ve Uzeri bir 1slak pamuk ve parafilm ile sarilmigtir.
Daha sonra 16 saat 151tk 8 saat karanlik saglanan klima odalarinda gelismeye

birakilmisg ve ii¢ ay sonra ur olusturup olusturmamasina gore degerlendirilmistir.
3.2.2.3.1. Yaprak nekrozu
Cigeklenme doneminden onceki aygicegi bitkilerinin inokulasyona uygun

yapraklari igaretlenerek toplu igne yardimiyla damar aralarina birer delik agilmigtir.

Hazirlanan siispansiyonlardan, Iml’ lik insilin igneleri kullamilarak damar
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aralarindaki deliklerden iki epidermis arasina enjekte edilmistir. 2 hafta sonra

yaprakta olugan nekrotik simptomlar poszitif sonug olarak degerlendirilmistir.

3.2.2.3.2. KoKk ve siirgiin nekrozu

Sultani ¢ekirdeksiz asma c¢ubuklari ve aygicegi fide haline geldikten sonra
asmanin kok bolgesine hipodermik enjektor yardimiyla bakteri verilmistir ve ayrica
asmanin kok bolgesine ve topragina bir miktar bakteri solisyonu dokilmistir. 2-3

hafta sonra belirtiler gozlenmistir.

Domates, aygigegi, asma bitkilerinin yeni gelismekte olan siirgiilerine yaprak sapi
ile strgiin arasina hipodermik enjektér yardimiyla ve siirgiinlerde yaralar agilarak
bakteri verilmigtir. Bitkinin bakteriye olan tepkisi 3 hafta sonra goriilmeye
baglanmistir. Ayg¢icegi ve domateste 4-5 hafta sonra asmada ise 1,5-2 ay sonra ur

gelisimi degerlendirilmistir.

3.2.2.4. Molekiiler tanilama
3.2.2.4.1. DNA izolasyonu

Urlu dokulardan izole edilen Agrobacterium vitis izolatlari, Nutrient Broth sivi
besi yerinde 200 dev./dk. dénen calkalayicida gece boyu 27+1°C’de gelistirilmistir.
Bakteri DNA’s1, De Boer ve Ward (1995)’a gore izole edilmigtir. Buna gore;

1. Nutrient broth sivi besi yerinde gelisen bakterilerden 1 ml steril ependorf

tiplere alinmis ve 14.000 dev/dak.’da 20 dakika santrifiij edilmigtir.

2. Pellet alinarak huicreleri pargalamak igin tizerine %1°lik SDS+TAE bufferdan
100 ul eklenmig ve tiip karigtiricida iyice karistinlmigtir. Ependorf tiipler 50°C’de su
banyosunda 3 saat bekletildikten sonra tizerine 50 ul 7,5 M amonyum asetat ilave
edilmis ve 14.000 dev/dak’da 10 dakika santrifiij edilerek amonyum asetat

artiklarinin altta toplanmasi saglanmigtir.
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3. Ependorf tiipiin st kisminda toplanan DNA kesik bir pipet ucu ile alinmistir
(vaklasik 130 pl). Esit miktarda (yaklagitk 130 ul) sogutulmus isopropanol ilave
edilmig ve -20°C’de 45 dakika bekletilmistir. Daha sonra ependorf tipler 10.000
dev/dak.’da 10 dakika santrifiy edilmis ve pellet alinarak tzerine soguk %70’lik
alkolden 100 pl ilave edilmistir.

4. Ependorf tipler 10.000 dev/dak.’da 10 dakika santrifij yapildiktan sonra
ependorf tipler ters ¢evrilerek alkol uzaklagtirilmig ve 1 saat steril kabin igerisinde
kurutulmaya birakilmigtir. Daha sonra ependorf tipler igerisine 50 ul didistile su

(ddH20) ilave edilerek DNA 1iyice eritilmigtir.

5. Izole edilen DNA’lar -20°C’de daha sonra PCR ¢alismalarinda kullanmak igin

muhafaza edilmistir.

3.2.2.4.1.1. Agrobacterium vitis’in DNA amplifikasyonu icin spesifik primerlerin

kullanimi

3.2.2.4.1.1.1. vir A geni icin spesifik primer

PCR caligsmalarinda A. vifis’e spesifik vir4 geninin amplifikasyonu igin;
F5' TTCAGTCGCGCAAGCAGTT 3' ve RS' CGGCAATTCGTATCACGGA 3'

olarak sentezlettirilen primerler kullanilmistir (Eastwell ve ark., 1995).

VirA Gen Bolgesi

1 atcatgaagctcggcgcgaacgagaaaatcgtggaggttgaaaccgtatcgacaggetcet

61 ctcagcctcgatatcgcgetecggcattggtggteccaaaggeccgtatcattgaaatt
121 tatggaccggaaagctccggtaaaacgacgcttgegttgcaaaccattgeccgaggeccag
181 aaaaaaggcggcgtttgcgecttttgtecgatgeccgagecatgegetggatcececggtttatgece
241 cgcaaactgggtgttgatctccagaatttgctgatctcacageccagataccggcgagecag

301 gcactggaaatcaccgatacgctggtgegibcagicagagaaageagtctggtgategat

361 tcggtcgcggcecttgacaccgaaagctgaaatagaaggcgaaatgggcegatagectgecg
421 ggcatgcaggcacggttgatgagccaggagggcactatgcttaacggctcgatctcgcgt
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3.2.2.4.1.1.2. 16S-23S rRNA gen bdlgesi icin spesifik primer
Agrobacterium vitis’ in 165-235 gen bolgesi igin sentezlettirilen spesifik
primerler F5’-GGTCGGTAGTTCAAGTC-3’ ve RS’-CTGTCACCCACTATGGC-3’

dir. (Momol, ve ark., 1998; Dong, 1992; Tan, 2003; Willems, 1993).

16S-23S rRNA Gen Bolgesi

1 aacacatgcaagtcgagcgccccgcaaggggageggcagacgggtgagtaaacgegtggga

61 atctaccgtaccctaccggtagttcaagtcaaactggaattaataccgtattacgeccttce
121 gggggaaagatttatcggggtatgatgagcccgegttggattagectagttggttggggtaa
181 aggcctaccaaggcgacggtatcacccactgtcectgagaggatgatcagccacattgggact

241 gagacacggcccaaactcctacgggaggcagcagtggggaatattggaca atgggcgcaa
301 gcctgatccagccatgecgegtgagtgatgaaggtcttagagattgtaaagetcettteace
361 gatgaagataatgacggtagtcggagaagaagccccggctaacttcecgtge cagcageccge

3.2.2.4.1.1.3. peh A geni i¢in spesifik primer

Agrobacterium vitis’ in peh A gen bolgesi i¢in sentezlettirilen spesifik primerler;
F-5’CGATGGCGGCGAGGATTT-3" ve R-5S’ATCGGGCGTGAAACAAGT3’ dir
(Eastwell ve ark., 1995).
pehA Gen Bolgesi
421 cgcggtcgecctttgegeecctgacgecggttgecagectgggeggeggagecggetgttge
481 cacccaatggggggcagtcaccgtgecggaggctcectecagectetgegegacattgac

541 ggctggcctgacggctaaggacggttceccctegatcecctgecgatgecgatggecaaatceccee
601 ccatccagaccagatgcgcttgcaggetgeccatcecgatggeggcgaggattitgecegtcaa

661 gctcgtceccececggggetgaggggcaggatgegtttttgageggaccecectgagettgaagag
721 cggcgtcgtgttgtggatcgacaagggcgtcacgectgtttgectecccgegateccaagga
781 ttacgacagcggtgctggcgattgecggtacggccaatagctcecttccaccaagacctgceaa
841 gccgctgattatggccaaggacaccaaaggcagceggcatcegttggegagggaaagatcega

901 tggacgcggcggctegetgetggligaacasagigogggotatraagecggtectggtggga
961 tgtggcctggcaatccaagcagggattgatccagcatgtgttcecggetggtggaaatcega
1021 tggcggcgaggatttcaccctgcaccggatcacgctattgaacageccgaattttcecatgt
1081 ggtgagcaatggtgtgacgggcctgaccgecttgggggatcaagatcecttagecccagtge
1141 cgtctatacccgcceccggattatgectgececgecggagaccacgecagacaagetgacgece
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3.2.2.4.1.1.4. Ab3-F3 ve Ab3-R4 gen bolgesi icin spesifik primer

Agrobacterium vitis’ in  Ab3-F3 ve Ab3-R4 gen bolgesi icin sentezlettirilen
spesifik primerler;

Ab3-F3 F5-ATGACGGTAGTCGGAGAAGAAGCC-3> ve Ab3-R4 R5’-
CTGTCTCTGTGTCCCCGAAAGG-3’(Kawaguchi ve ark., 2004).

Ab3-F3 ve Ab3-R4 Gen Bolgesi

351 ccatgccgegtgagtgatgaaggtcttaggattgtaaagctcectttcaccg
401 atgaagataatgacggtagtcggagaagaagccccggctaacttegtgece

451 agcagccgcggtaatacgaagggggctagcgttgtfbggaattactgggc
501 gtaaagcgcacgtaggcggataattaagtcaggggtgaaatcccgcaget
551 caactgcggaactgcctttgatactggttatcttgagtatggaagaggta
601 agtggaattgcgagtgtagaggtgaaattcgtagatattcgcaggaacac
651 cagtggcgaaggcggcttactggtccattactgacgctgaggtgcgaaag
701 cgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtcccacgccgtaaaca
751 tgaatgttagccgtcggcaagttgacttgtcecggtggecgcacgtaacgeat
801 taaacattccgcctggggagtacggtcgcaagattaaaactcaaaggaat
851 tgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagecaac
901 gcgcagaaccttaccagctcttgacatccectgtgaccgcacggagacgtgg
951 tttttectttegtggaaacgocootgbgitatotgtoatggectgtecteget

1001 cgtgtcgtgagatgttggttaagtcccgcaacgagcgcaaccctegece

3.2.2.4.2. Molekiiler tanida kullanilan kimyasallar

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (%1)

TAE bufter 1000 ml
Sodyum dodesil silfat (SDS) 10 g
Sicak su bulunan biiyiik bir beher igerisine i¢inde TAE buffer bulunan beher konur

ve igine SDS ilave edilerek iyice eriyene kadar karistirilir.



7,5 M Amonyum Asetat

57,75 g amonyum asetat 100 ml saf su igerisinde ¢ozulmustiir.

TAE Buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH: 8,3)

Tris-HCL
EDTA
Saf su

6,5X Loading Dye
Bromofenol mavisi
5XTBE

Gliserin

TBE Buffer
Tris
Borik asit
EDTA
Saf su
pH:

0,24 g
0,074 g
200 ml

30,0 mg
4,25 ml
5,75 ml

107,89 g
550 ¢g
744 ¢g
1000 ml
8,0
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3.2.2.4.3. Agrobacterium vitis’in DNA amplifikasyonu i¢cin Polymerase Chain

Reaction (PCR) karisiminin hazirlanmasi

PCR karigimi 0.2 ml ependorf tiiplerde hazirlanmistir. Karigimin igerigi asagida

verilmistir;

Bakteri DNA

2 ul

*PCR Master Mix  12.5 ul

Forward primer
Revers primer
Steril saf su

Toplam hacim

2 ul
2 ul
6.5 ul
25 ul

*PCR Master Mix 0.05 tnite/ ul 7ag DNA, 4 mM MgCl,, 0.4 mM dATP, 0.4 mM dCTP, 0.4 mM
dGTP ve 0.4 mM dTTP ayarlanip hazirlanmustir.
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3.2.2.4.4. Agrobacterium vitis’in DNA amplifikasyonu icin spesifik primerlerle
uygulanan PCR protokolleri

3.2.2.4.4.1. vir A geni PCR protokolii

Agrobacterium vitis’in tanisinda kullanilan vir4 geninin PCR protokolii agagida
verildigi sekilde Termal cycler (Eppendorph mastercycler personal)’ da
programlanarak uygulanmisgtir:

96°C’de 2 dakika birinci deneturasyon adimiyla baglatilmig ve 94°C’de 1 dakika,
50°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye 1 dongl olacak sekilde toplam 40 dongiiye
tamamlanmigtir. En son olarak 72°C’de 5 dakika bekletilerek tamamlanmisgtir.
Amplifiye edilen bolge i¢in 480 bp bant olugturmasi beklenilmistir (Eastwell ve ark,
1995).

3.2.2.4.4.2. 168 — 23S geni PCR protokolii

Agrobacterium vitis’in tamisinda kullanilan /65 — 23§ geninin PCR protokolu
asagida verildigi sekilde Termal cycler (Eppendorph mastercycler personal)’ da
programlanarak uygulanmisgtir:

94°C’ de 2 dakika birinci deneturasyon adimiyla baslatilmig ve 94°C’de 1 dakika,
52°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1 dakika 1 dongl olacak sekilde toplam 35 donglye
tamamlanmigtir. En son olarak 72°C’de 5 dakika bekletilerek tamamlanmisgtir.
Amplifiye edilen bolge i¢in 100 bp bant olugturmasi beklenilmistir (Eastwell ve ark,,
1995).

3.2.2.4.4.3. pehA geni PCR protokolii

Agrobacterium vitis’in tamsinda kullanilan peh4 geninin PCR protokoli agagida
verildigi sekilde Termal cycler (Eppendorph mastercycler personal)’ da
programlanarak uygulanmisgtir:

96°C’ de 2 dakika birinci deneturasyon adimiyla baslatilmig ve 94°C’de 1 dakika,
50°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye 1 dongii olacak sekilde toplam 40 donglye
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tamamlanmigtir. En son olarak 72°C’de 5 dakika bekletilerek tamamlanmigtir.
Amplifiye edilen bolge i¢in 200 bp bant olugturmasi beklenilmistir (Eastwell ve ark.,
1995).

3.2.2.4.4.4. Ab3-F3 ve Ab3-R4 geni PCR protokolii

Agrobacterium vitis’in tanisinda kullanilan  A4b3-F3 ve Ab3-R4 geninin PCR
protokolt asagida verildigi sekilde Termal cycler (Eppendorph mastercycler
personal)’ da programlanarak uygulanmigtir:

95°C’ de 8 dakika birinci deneturasyon adimiyla baglatilmis ve 95°C’de 30
saniye, 62°C’de 60 saniye ve 72°C’de 90 saniye 1 dongi olacak sekilde toplam 30
dongiiye tamamlanmigtir. En son olarak 72°C’de 7 dakika bekletilerek
tamamlanmigtir. Amplifiye edilen bolge igin 570 bp bant olusturmasi beklenilmigtir

(Kawaguchi ve ark., 2004).

3.2.2.4.5. PCR iiriinlerinin elektroforez sisteminde belirlenmesi

3.2.2.4.5.1. Agaroz jelin ve elektroforez tampon soliisyonunun hazirlanmasi

% 2’ lik Agaroz jel hazirlanmasi; 200 ml TAE buffer solisyonu, 4 gr agaroz
(SeaKem) tartilir ve soliisyonda agaroz 1sitilarak eritilir.

Elektroforez tampon solisyonunun hazirlanmast (1X TBE buffer); Tris 107,89¢r,
borik asit 55,0 gr, EDTA 7,44 gr, Saf su 1000 ml ol¢iilur ve pH: 8,0° e ayarlandiktan
sonra elde edilen soliisyon 5X oldugu i¢in tizerine 4000ml steril saf su ilave edilir ve

elde edilen karisimin 1X olmasi saglanir.

3.2.2.4.5.2. Amplifiye edilen bakteriyel DNA orneklerinin elektroforez

sisteminde yiiriitiilmesi

Elde edilen PCR irinleri agaroz jel elektroforezde Sambrook ve ark., (1989)’a
gore yapilmistir.

Bunun i¢in hazirlanan %2’ lik agaroz jel yaklagik 50°C’ye kadar sogutulduktan
sonra taraklar yerlestirilmis jel tepsisine dokilmiistiir. Agaroz jel donduktan sonra

icinde 1X TBE buffer bulunan elektroforez tanki igerisine yerlestirilmistir. Daha



52

sonra tarak jelden dikkatlice ¢ikarilmis ve olusan ¢ukurlara 2 pl loading dye ve 8 pl
PCR urtnt karigimi bir mikropipet yardimiyla karistirilarak ¢ukurlara yiiklenilmistir.
PCR urtnleri 75 volt elektrik verilerek yaklasik 3 saat yuritilmistir. Olusan
bantlarin molekiler agirliklarini  belirlemek amaciyla 100 bp’lik  molekiler

isaretleyici (marker, Fermantas SM 0243) kullanilmistir.

3.2.2.4.5.3. Agaroz jelin goriintiilenmesi ve sonuclarin incelenmesi

1. jelin boyanmasi: Bantlanin UV 1gik altinda gorilebilmesi ic¢in etidyum
bromit ile (10 mg/ml) 10 dakika bekletilerek boyanmis ve daha sonra 10
dakika steril saf su ile ¢alkalanmistir.

2. jelin goriintiilenmesi: Etidyum bromit ile boyanan jeller tizerindeki bantlar

transiliminatérde olusan bantlar incelenmis ve fotograflanmigtir.

4. ARASTIRMA BULGULARI

Konya Ilinde Asmalarda Agrobacterium vitis’ in varh@m belirlemek amaciyla
Cihanbeyli, Guneysinir, Meram, Huyuk, Seydisehir, Hadim, Beysehir, Akoren, Ahirls,
Yalihiiyiikk, Derebucak, Bozkir, Selguklu, Ilgin, Derbent, Karadigin, Cayirbagi,
Doganhisar, Yunak, Aksehir, Tuzluk¢u, Cumra, Kadinhan1 ve Tagkent ilgeleri ve
mevkilerindeki bag alanlar ilkbahar, yaz ve sonbahar aylarinda gezilmis simptomlu

ve simptomsuz bitkilerden 6rnekler alinarak incelenmistir.

Yapilan biyokimyasal ve molekiiler testleri sonucunda toplam 309 bitki
orneginden 280 bakteriyel izolat elde edilmistir. Elde edilen bulgulara gore, il
genelindeki asmalardaki etmenle bulagikliligin %90,61° lik oranla biyik o6nem
tagidig1 patojenin mevcut ¢esitler iginde en fazla Sultani ¢ekirdeksiz, Kardinal,

Hafizali ve en az Eksikara ¢esitlerinde bulundugu tesbit edilmistir (Cizelge 4.1)



Cizelge 4.1 Konya ilinde bakteriyel tag uru ( Agrobacterium vitis) hastaliginin

belirlendigi 6rnekler, toplanilan ilgeler, asma ¢esitleri ve sayilar
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Asma Cesitleri

ilgeler
z | 3

s |ET|€Z|s |3 |2 |25 § |% | |2|2|=|5&
Hadim 12 12 8 12 4 5 5 10 5 2 1 8 - 84
Giineysmir 8 9 5 8 2 3 5 - 1 - - 1 42
Derebucak 1 1 - 1 - 1 1 - 2 - 5 - 12
Bozkir 3 3 - 3 - 3 - - - 1 - 1 - 14
Seydigehir 5 5 2 3 - 3 3 - 5 - - 4 5 35
Tuzluke¢u 1 1 1 1 - 1 1 - - - - - - 6
Cayirbagi 1 1 1 1 - 1 - - - - - 1 - 6
Karadigin 1 1 - - - - - - 1 - 1 1 6
Meram +Hatip 5 3 3 1 - 2 - 3 - - - 1 - 18
Cihanbeyli 1 1 - 1 - - - - - - - 3 - 6
Yalihtytik 1 1 - - - - - - - 1 - - - 3
Tagkent 2 1 - 2 1 - - 2 3 1 - 2 - 14
Doganhisar 2 1 - 1 - - - - - 1 - - - 3
Akoren - - - - - 1 - - - 1 _ _ _ 2
Akgehir 1 - - - - - - - - - - - 1
Ahirli 1 - - - - 1 - - - - - - - 2
Beysehir 1 1 - 1 - 1 - - - - - - - 4
Derbent 1 1 - 1 - - - - - - - - - 3
Cumra 1 1 - 1 - - - - - - - - - 3
Huytik 1 1 - 1 - - - - 1 - - - - 4
Yunak 1 1 - 1 - - - - - - - - - 3
Selguklu 1 1 - - - - - - - - - - - 2
Iigin 1 1 - 1 - - - - - - - 1 - 4
Kadmhani - - - 1 - - - - - - - - - 1
Toplam 52 |47 [20 |41 |7 [22 |15 15 (17 |8 1 28 6 |280
Genel toplam 280




54

4.1. Simptomatolojik Bulgular

Toplanan asma orneklerinden bazilarinda ur olusumu gozlenirken bazi
simptomsuz orneklerden de A. vitis 1zole edilmistir (Sekil 4.1.1.). Ayrica farkli asma

cesitlerinde de ur olusumlart gozlenmistir (Sekil 4.1.2., Sekil 4.1.3.)

urlar

Sekil 4.1.1. A: Sultani ¢ekirdeksiz (36), B: Cardinal (91), C: Kalecik karasi (29)

cesitlerinde Agrobacterium vitis’ in olusturdugu urlar
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Sekil 4.1.2. Izolasyonlarda Agrobacterium vitis elde edilen érnekler A: Alphonse
Lavallee (42), B: Karagevrek (168), Hafizali (221), Emir (211)
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Sekil 4.1.3. Izolasyonlarda Agrobacterium vitis elde edilen ornekler A: Sultani
cekirdeksiz (165) ¢esidinde simptomsuz ornek, B: Sultani ¢ekirdeksiz (185) gesidinde

ur olusturmus 6rnek
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4.1. A. vitis’in Tanis1

4.1.1. Patojenin izolasyonu

Toplanan 6rneklerden genel yari segici ve segici besiyerlerine yapilan

izolasyonlar sonucu elde edilen bulgulara gore 280 adet bakteriyel izolat elde edilmisg

ve tanilama biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle yapilmistir.

4.1.2. Biyokimyasal yontemler

Izole edilen 280 bakteriyel izolatin biyokimyasal olarak tanilanmasinda Moore

ve ark. (2001)” 1n 6nerdigt yontemler kullanilmistir (Cizelge 4.1.2.1)

Cizelge 4.1.2.1 Agrobacterium cinsinin biyokimyasal ve fizyolojik testler ile tiirlere

Ayrilmast
Biyokimyasal testler A.tumefaciens | A. rhizogenes A. vitis
3-Ketolactose olusumu + - D
%2’lik NaCl” de gelisme + - +
35°C’ de gelisme + D D
Litmus milk’de gelisme ALK AC ALK
Asit olugsum Erytritol” den - + -
Melezitose’dan + -
Alkali olusumu: - + +
Malonic asitten - -
L- tartarik asitten - + +
Mucic asitten - + -
Demir ammonium citrate + -
Oksidaz reaksiyon + D D
Citrate kullanimi D + +
PDA+CaCO5’da asit - + -
temizleme
pH:7.0°de hareketlilik + + -
pH:4.5 de pektolitik aktivite - - +

+: %80 ve daha fazla pozitif, D:%21-79 pozitif, -: %80 ve daha fazla negatif, ALK: alkaline, AC:asit
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4.1.2.1. 35°C’de gelisim
Besi yerine ekilen ve 35°C’de inkiibe edilen izolatlarin tamami 2 gin i¢inde

gelismistir (Cizelge 4.1.1.) (Sekil 4.1.2.1.).

Sekil 4.1.2.1. 35°C’de Gelisme gosteren Agrobacterium vitis izolati

4.1.2.2. Laktozdan 3-ketolaktoz iiretimi

Laktoz igeren besi yerinde 2 giin gelistirilen izolatlarimiz ve referans izolatlar
tizerine Benedict ayiract dokiilerek bir saat bekletildiginde yalmz 7 ilgeden elde
edilen izolatlarin(273, 284, 259, 267, 229, 218, 135) kolonileri etrafinda sar1 hale
olusmustur. Diger tim izolatlar bu teste negatif reaksiyon gostermistir.(Cizelge

4.1.1) (Sekil 4.1.2.2.).
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Sekil 4.1.2.2. Laktozdan 3-Ketolaktoz Uretimi, A-C: Hale olusturmayan bakteri(1,
6, 50, 200) B-D: Sar1 hale olusturan izolatlar (273, 284, 259, 267, 229, 218, 135)

4.1.2.3. Demir amonyum sitrat kullanimi

Sivi demir amonyum sitrat igeren besi yerinde ilge ve referans izolatlart 2 giin
gelistirildikten sonra sadece 6 izolat (273, 284, 229, 218, 199, 135) besi yerinin
tizerinde kiremit renginde bir kaymak tabakasi olusturmustur. Diger izolatlarda
besiyerinde degisim gozlenmemis ve beklenildigi sekilde negatif sonug elde

edilmigstir (Cizelge 4.1.1.) (Sekil 4.1.2.3)).

B C

Sekil 4.1.2.3. Demir amonyum sitrat kullanimi, A: Hazirlanan besiyeri, B: Demir
amonyum sitrat kullanmayan izolat (21), C: Demir amonyum sitrat kullanan izolat

(273)
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4.1.2.4. %2 NaCl iceren besi yerinde gelisme

%2 NaCl iceren NA besi yerinde 2 gun inkiibe edilen izolatlardan 10 izolat
(273, 284, 259, 267, 229, 218, 135, 117, 104, 114) disinda diger tim izolatlar
geligmistir (Cizelge 4.1.1.) (Sekil 4.1.2.4.).

Sekil 4.1.2.4. %2 NaCl Iceren Besi Yerinde Gelisme , A-C:%2 NaCl Igeren Besi
Yerinde Gelisen izolatlar (273, 284, 259, 267, 229), B-D: geligsim gostermeyen
izolatlar (50, 21, 117)

4.1.2.5. Sakkaroz ve eritritolden asit iiretimi

Sakkaroz veya Erytritol igeren besi yerinde il¢e ve referans izolatlar1 2 giin
inkiibe edilmis ve 7 izolat (273, 284, 259, 267, 244, 229, 237) sakkarozdan ve
eritritolden  asit olusturmustur diger izolatlar olusturmamistir (Cizelge 4.1.1.)

(Sekil 4.1.2.5.).
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A B
Sekil 4.1.2.5. Sakkaroz ve Eritritolden Asit Uretimi, A: 273 numarali izolat

(pozitif) B: 20 numarali ( negatif )

4.1.2.6. Oksidaz testi

Elde edilen ve referans izolatlar N; N; N; N’ - Tetramethyl- 1.4 phenylene
diammonium diklorid eriyigi emdirilmis filtre kagidina bir kirdan yardimiyla
surilmiig ve 10 saniye igerisinde 14 ilgesel izolat (273, 284, 259, 267, 251, 224,
237, 218, 192, 180, 163, 172, 135, 117) haricinde diger izolatlar koyu mor renk
olusturmalar1 sebebiyle pozitif olarak degerlendirilmistir(Cizelge 4.1.1.) (Sekil
4126.)

Sekil 4.1.2.6. Oksidaz testi, A: 273 numarali izolat (negatif) B: 20 numarali izolat
(pozitif)
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4.1.2.7. Sitrat kullanimi

Sitrat igeren besi yerinde elde edilen ve referans izolatlar 2 giin inkibe edilmisg
ve yalniz 2 izolat (309, 273) disinda diger tiim izolatlar sitrati kullanmigtir(Cizelge
4.1.1.)(Sekil 4.1.2.7.).

A B C
Sekil 4.1.2.7. Sitrat kullanimi1, A:Sitrat kullanan izolat 309 (pozitif), B:Sitrat

kullanmayan izolat 11 (negatif), C: Orijinal besiyeri.
4.1.2.8. Litmus milkte reaksiyon

Sivi litmus milk i¢eren besi yerinde 2 giin inkiibe edilen elde edilen izolatlardan
3 adedi (273, 309, 284) haricinde referans izolat ve diger il¢e izolatlarinin tamami

litmus milk besi yerini alkali yapmistir (Cizelge 4.1.1.) (Sekil 4.1.2.8.).
i . ) - .‘? —

Sekil 4.1.2.8. Litmus Milkte Reaksiyon, A: Asit olusumu 20 numarali izolat (AC),
B: Alkali olusumu ( ALK) 309 numarali izolat, C: kontrol besiyeri (kontrol)
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4.1.2.9. Malonik asitten alkali olusumu

Malonik asit iceren besi yerinde elde edilen ve referans izolatla 2 giin inktbe
edilmis ve 3 ilgesel izolat (273, 259, 267) disinda diger tiim izolatlar besi yerini
alkaliye donusturmislerdir (Cizelge 4.1.1.) (Sekil 4.1.2.9.).

Sekil 4.1.2.9. Malonik Asitten Alkali Olusumu, A: Alkali olusumu ( pozitif ), B:

273 numaral1 izolat ( negatif )

4.1.2.10. Mucic ve L-tartarik asitten alkali olusumu

Mucic veya L-tartarik asit igeren besi yerinde elde edilen ve referans izolatlar 2
giin inkiibe edilmis ve L-tartarik asitten hepsi alkali olustururken, mucic asitten

hi¢bir izolat alkali olugturmamigtir (Cizelge 4.1.1.).

4.1.2.11. PDA+CaCOs; besi yerinde asit temizleme

Elde edilen izolatlardan 11 tanesi (273, 284, 309, 259, 267, 251, 224, 237, 218,
192, 180) PDA+CaCOs besi yerinde saydamlagsma olusturdugundan asit temizleme
ozelligine sahip oldugu ve diger izolatlarin hepsinin ise besi yerinde saydamlagma
olusturamadigl i¢in asit temizleme ozelligine sahip olmadigina belirlenmistir

(Cizelge 4.1.1.) (Sekil 4.1.2.11.).
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Sekil 4.1.2.11. PDA+CaCO; Besi Yerinde Asit Temizleme A: besiyerinde

saydamlagsma olusturan 273 numarali izolat. B-C: besiyerinde saydamlasma

olusturmayan 20 numarali izolat .

4.1.2.12. Potasyum hidroksit testi

Elde edilen izolatlar bir damla potasyum hidroksit ile karistirildiktan sonra
hafifce yukart kaldirildiginda ipligimsi sekilde uzadiklart gozlenmistir. Bundan
dolayr urlu dokulardan izole edilen izolatlarin tamami gram negatif olarak
belirlenmistir. Arastirtlan fizyolojik ve biyokimyasal o6zellikler i¢in elde edilen
sonuglarda il¢e izolatlar ile orijinal 4. vifis kiltir arasinda fark yoktur. (Cizelge

4.1.1) (Sekil 4.1.2.12.).



65

Sekil 4.1.2.12. Potasyum Hidroksit Testi sonucu Agrobacterium vitis 1zolatlarinin

ipligimsi sekilde uzamasi

4.1.2.13. Roy Sasser besi yeri

A. vitis kolonileri 27 °C’ de 4 gunlik inkiibasyondan sonra elde edilen

izolatlarin kolonilerinin merkezleri genelde koyu kirmizi, kenarlari ise beyaz renkte

gelisim gostermektedir. (Cizelge 4.1.1.) (Sekil 4.1.2.13.).

e < =~

Sekil 4.1.2.13. Agrobacterium vitis’in Roy Sasser Besi Yerindeki gelisimi A-B: RS

Besiyerinde gelisim, C: gelisen tek tek koloniler
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4.1.1 I¢ Anadolu Bolgesinde asma orneklerinden elde edilen

Agrobacterium vitis izolatlarinin biyokimyasal testlere gosterdikleri reaksiyonlar

Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

RFR

10

11

12

13

14

15

16

17

3-Ketolaktoz
olusumu

%2°1ik NaCl’ de
gelisme

37°C’ de
gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den
Asit olusum

Melezitose’dan
Asit olusumu

Alkali olusumu

Malonic asitten
alkali olugumu

L - tartarik
asitten alkali
olusumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir
ammonium
citrate testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat kullanimu

PDA+CaCO;’da
asit temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Ayciceginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
¢ekirdeksizde
timorojenite
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izolatlar

Biyokimyasal
Testler

18

19

20

21

22

23

24

25

27

28

29

30

31

32

3-Ketolaktoz
olusumu

%?2’°1ik NaCl’ de
gelisme

37°C de
gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den
Asit olusum

Melezitose’dan
Asit olusumu

Alkali olusumu

Malonic asitten
alkali olusumu

L - tartarik
asitten alkali
olusumu

Mucic asit ten
alkali olusumu

Demir
amonyum sitrat
testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat kullanimi

PDA+CaCO;’da
asit temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Ayciceginde
tiimorojenite

Domateste
tiimorojenite

Sultani
¢ekirdeksizde
tiimorojenite
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Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

33

34

35

36

37

42

43

44

45

46

47

48

49

S0

3-Ketolaktoz
olusumu

%?2’°1ik NaCl’” de
gelisme

37°C de
gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den
Asit olusum

Melezitose’dan
Asit olusumu

Alkali olusumu

Malonic asitten
alkali olusumu

L - tartarik
asitten alkali
olusumu

Mucic asit ten
alkali olusumu

Demir
amonyum sitrat
testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat kullanimi

PDA+CaCO5’d
a asit temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Ayciceginde
tiimorojenite

Domateste
tiimorojenite

Sultani
¢ekirdeksizde
tiimorojenite
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Biyokimyasal
Testler

54

55

S6

57

58

60

61

62

63

65

67

68

70

3-Ketolactose
olusumu

%2’lik NaCl’ de
gelisme

37°C’ de gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den
Asit olugum

Melezitose’dan
Asit olugumu

Alkali olugumu

Malonic asitten
alkali olugumu

L - tartarik asitten
alkali olugumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir amonyum
sitrat testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat kullanimi

PDA+CaCOj’da
asit temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik aktivite

Aygiceginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
cekirdeksizde
timordjenite
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Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

84

85

3-Ketolactose
olusumu

%2’lik NaCl’ de
gelisme

37°C de
gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den
Asit olugum

Melezitose’dan
Asit olugumu

Alkali olugumu

Malonic asitten
alkali olugumu

L - tartarik
asitten alkali
olusumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir
ammonium
citrate testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat kullanimi

PDA+CaCOj’da
asit temizleme

-pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Aygiceginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
cekirdeksizde
timérojenite
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Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

3-Ketolactose
olusumu

%2’lik NaCl’
de gelisme

37°C de
gelisme

Litmus milk
de gelisme

Erytritol” den
Asit olugum

Melezitose’dan
Asit olugumu

Alkali
olusumu

Malonic
asitten alkali
olusumu

L - tartarik
asitten alkali
olusumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir
ammonium
citrate testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat
kullanim1

PDA+CaCOy’
da asit
temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Aygiceginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
cekirdeksizde
timérojenite
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Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

114

115

116

3-Ketolactose
olugumu

%2’lik NaCl’ de
gelisme

37°C de
gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den
Asit olugum

Melezitose’dan
Asit olugumu

Alkali olugumu

Malonic asitten
alkali olugumu

L - tartarik
asitten alkali
olugumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir
ammonium
citrate testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat kullanimi

PDA+CaCO5’da
asit temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Aygigeginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
cekirdeksizde
timordjenite
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Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

117

118

119

120

121

122

123 124 125

126

127

128

129

130

131

3-Ketolactose
olusumu

%2’lik NaCl’
de gelisme

37°C de
gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den
Asit olugum

Melezitose’dan
Asit olugumu

Alkali
olusumu

Malonic
asitten alkali
olusumu

L - tartarik
asitten alkali
olusumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir
ammonium
citrate testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat
kullanim1

PDA+CaCOy’
da asit
temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Aygiceginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
cekirdeksizde
timordjenite
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Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

132

133

134

135

136

137

138 139 140

141

142

143

144

145

147

3-Ketolactose
olusumu

%2’lik NaCl’
de gelisme

37°C de
gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den
Asit olugum

Melezitose’da
n Asit olugumu

Alkali
olusumu

Malonic
asitten alkali
olusumu

L - tartarik
asitten alkali
olusumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir
ammonium
citrate testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat
kullanim1

PDA+CaCOy’
da asit
temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Aygiceginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
cekirdeksizde
timordjenite
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Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

148

149

150

151

152

153

154 155 156

157

158

159

160

161

162

3-Ketolactose
olusumu

%2’lik NaCl’
de gelisme

37°C de
gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den
Asit olugum

Melezitose’da
n Asit olugumu

Alkali
olusumu

Malonic
asitten alkali
olusumu

L - tartarik
asitten alkali
olusumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir
ammonium
citrate testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat
kullanim1

PDA+CaCOy’
da asit
temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Aygiceginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
cekirdeksizde
timordjenite
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Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

163

164

165

166

167

168

169 170 171

172

173

174

175

176

177

3-Ketolactose
olusumu

%2’lik NaCl”
de gelisme

37°C de
gelisme

Litmus milk
de gelisme

Erytritol” den
Asit olugum

Melezitose’da
n Asit
olusumu

Alkali
olusumu

Malonic
asitten alkali
olusumu

L - tartarik
asitten alkali
olusumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir
ammonium
citrate testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat
kullanim1

PDA+CaCOy’
da asit
temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Aygiceginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
cekirdeksizde
timordjenite
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Cizelge 4.1.1 (devam)

Izolatlar

Biyokimyasal 178 | 179 180 181 182 183 184 185 186 188 189 190 191 192
Testler

3-Ketolactose - - - - - - - - - - _ B B _
olusumu

%2’lik NaCl” de + + + + + + + + + + + + + n
gelisme

37°C de - - - - - - - - - - - R N N
gelisme

Litmus milk de - - - - - - - - - - - - - B
gelisme

Erytritol” den - - - - - - - - - - - B B _
Asit olugum

Melezitose’dan - - - - - - - - - - _ B B _
Asit olugumu

Alkali olusumu + + + + + + + + + + + + + T

Malonic asitten + + + + + + + + + + + + + +
alkali olugumu

L - tartarik + + + + + + + + + + + + n +
asitten alkali
olusumu

Mucic asit ten - - - - - - - - - - - B B _
alkali olugumu

Demir - - - - - - - - - - - - - -
ammonium
citrate testi

Oksidaz + + - + + + + + + + + + + N
reaksiyon

Sitrat kullanimi + + + + + + + + + + + + + +

PDA+CaCOj’da - - + - - - B _ _ N N N B T
asit temizleme

pH:7.0°de - - - - - - - - - - - B B _
hareketlilik

pH:4.5 de + + + + + + + + + + + + + +
pektolitik
aktivite

Aygiceginde + + + + + + + + + + + + + T
timordjenite

Domateste + + + + + + + + + + + + + +
timordjenite

Sultani + + + + + + + + + + + n n +
cekirdeksizde
timordjenite
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Cizelge 4.1.1 (devam)

Izolatlar

Biyokimyasal 193 | 194 195 196 197 198 199 200 201 202 205 206 207 208
Testler

3-Ketolactose - - - - - - - - - - _ B B _
olusumu

%2’lik NaCl” de + + + + + + + + + + + + + n
gelisme

37°C’ de geligme - - - - - - - - - - - R R R

Litmus milk de - - - - - - - - - - - - - B
gelisme

Erytritol” den - - - - - - - - - - - B B _
Asit olugum

Melezitose’dan - - - - - - - - - - _ B B _
Asit olugumu

Alkali olusumu + + + + + + + + + + + + + +

Malonic asitten + + + + + + + + + + + n + T
alkali olugumu

L - tartarik asitten | + + + + + + + + + + + + + +
alkali olugumu

Mucic asit ten - - - - - - - - - - - B B _
alkali olugumu

Demir - - - - - - + - - - - - - -
ammonium
citrate testi

Oksidaz + + + + + + + + + + + + n n
reaksiyon

Sitrat kullanimi + + + + + + + + + + + + + +

PDA+CaCOs’da - - - - - - - - - B B _ _ N
asit temizleme

pH:7.0°de - - - - - - - - - - - B B _
hareketlilik

pH:4.5 de + + + + + + + + + + + + + +
pektolitik aktivite

Aygiceginde + + + + + + + + + + + + + T
timordjenite

Domateste + + + + + + + + + + + + + +
timordjenite

Sultani + + + + + + + + + + + + + +
cekirdeksizde
timordjenite
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Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

209

210

212

213

214

215

216

217

218

220

221

222

223

3-Ketolactose
olusumu

%2’lik NaCl’ de
gelisme

37°C de
gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den
Asit olugum

Melezitose’dan
Asit olugumu

Alkali olugumu

Malonic asitten
alkali olugumu

L - tartarik
asitten alkali
olusumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir
ammonium
citrate testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat kullanimi

PDA+CaCOj’da
asit temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Aygiceginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
cekirdeksizde
timordjenite
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Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

224

225

226

227

228

229

230

232

233

234

236

237

238

3-Ketolactose
olusumu

+

%2’lik NaCl’ de
gelisme

37°C de
gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den
Asit olugum

Melezitose’dan
Asit olugumu

Alkali olugumu

Malonic asitten
alkali olugumu

L - tartarik
asitten alkali
olusumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir
ammonium
citrate testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat kullanimi

PDA+CaCOj’da
asit temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Aygiceginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
cekirdeksizde
timordjenite
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Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

239

240

241

242

243

245

246

248

249

250

252

253

3-Ketolactose
olusumu

%2’lik NaCl’ de
gelisme

37°C’ de gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den Asit
olusum

Melezitose’dan
Asit olugumu

Alkali olugumu

Malonic asitten
alkali olugumu

L - tartarik asitten
alkali olugumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir ammonium
citrate testi

Oksidaz reaksiyon

Sitrat kullanimi

PDA+CaCOj’da
asit temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik aktivite

Aygiceginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
cekirdeksizde
timordjenite
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Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

254

255

257

258

259

261

263

264

265

266

267

270

3-Ketolactose
olusumu

%2’lik NaCl’ de
gelisme

37°C de
gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den
Asit olugum

Melezitose’dan
Asit olugumu

Alkali olugumu

Malonic asitten
alkali olugumu

L - tartarik
asitten alkali
olusumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir
ammonium
citrate testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat kullanimi

PDA+CaCOj’da
asit temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Aygiceginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
cekirdeksizde
timordjenite
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Izolatlar

Biyokimyasal
Testler

271

272

275

276

278

280

282

283

284

285

287

288

290

3-Ketolactose
olugumu

%2’lik NaCl’ de
gelisme

37°C de
gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den
Asit olugum

Melezitose’dan
Asit olugumu

Alkali olugumu

Malonic asitten
alkali olugumu

L - tartarik
asitten alkali
olugumu

Mucic asit ten
alkali olugumu

Demir
ammonium
citrate testi

Oksidaz
reaksiyon

Sitrat kullanimi

PDA+CaCOj5’da
asit temizleme

pH:7.0°de
hareketlilik

pH:4.5 de
pektolitik
aktivite

Aygigeginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani
cekirdeksizde
timordjenite
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Izolatlar

Biyokimyasal Testler

292

293

295

296

298

300

301

303

304

306

308

309

3-Ketolactose olugumu

%2’lik NaCl’ de
gelisme

37°C’ de gelisme

Litmus milk de
gelisme

Erytritol” den Asit
olusum

Melezitose’dan Asit
olugumu

Alkali olugumu

Malonic asitten alkali
olugumu

L - tartarik asitten
alkali olugumu

Mucic asit ten alkali
olugumu

Demir ammonium
citrate testi

Oksidaz reaksiyon

Sitrat kullanimi

PDA+CaCO;’da asit
temizleme

pH:7.0’de hareketlilik

pH:4.5 de pektolitik
aktivite

Aygigeginde
timordjenite

Domateste
timordjenite

Sultani ¢ekirdeksizde
timordjenite
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4.2. Patojenisite Testi

Konya ili ve ilgelerinden izole edilen A. vifis izolatlari, PDA+CaCQOs besiyerinde
25¢1°C’de 2 gin gelistirildikten sonra 2-3 haftalik domates (Lycopersicon
esculentum) ve aygicegi (Helianthus annus) ve anag tzeri 1 yash asmalara (Vitis
vinifera) 10° hiicre/ml yogunlukta steril bir kiirdan yardimiyla inokule edilmistir.
Inokule edilmis bitkilere ilk 24 saat igin icleri nemlendirilmis polietilen torbalar
gecirilmis ve daha sonra torbalar ¢ikarilimistir. Bitkiler iklim odasinda % 75-80 nispi

nem ve 16 saat 151kl1 8 saat karanliktaki fotoperyotta tutulmuslardir.

Patojenisite testleri ¢cogunlukla aygicegi ve domates bitkilerinde kok ¢uriklugi ve
urlara neden olmustur. Aygigegi bitkilerinde ilk urlar, inokulasyondan 9-10 giin sonra,
domateste 13-15 giin sonra gorilmeye baglanmistir. Domateste urlar grimsi renkte,
ayciceginde ise yesilimtrak gorinim almistir.

Asma ornekleri alinan 24 ilgeden elde edilen izolatlardan, tesadufi olarak secilen
ve her ilge i¢in 3’er adet olmak tizere toplam 72 adet A. vifis izolatt ile patojenisite
testleri yuritilmiustir. Bu izolatlar ve referans kiltir ile yapilan testler sonucunda
olusan siptomlar arasinda farklilik gozlenmemis ve tipik A. vitis urlart olugmustur.

Ancak izolatlann viriillenslik derecelerine gore siptom gelisim hizi ve sekillerinde bazi

farkliliklar belirlenmistir.

§
Sekil 4.2.1. Ayc¢igegi bitkisinin Agrobacterium vitis inokule edildikten sonra pamuk

ve parafilmle kapatilmasi
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Sekil 4.2.2. A: Asma bitkisinin Agrobacterium vitis inokule edildikten sonra pamuk

ve parafilmle kapatilmasi

Asmada ise patojenisite ¢aligmalan klima odasinda koklendirilen bitkilerin taze,
yesil surgiinin altindaki iki bogum arasindaki kisma bir bisturi yardimiyla agilan
yaraya bir kirdan yardimiyla PDA+CaCO3 besi yerinde gelistirilmis bakteri
izolatindan bir miktar alinarak inokulasyon yapilmig ve tzeri bir 1slak pamuk ve
parafilm ile sarilmistir. Bitkiler yukarida belirtilen iklim odasi kosullarinda gelismeye
birakilmiglar ve li¢ ay sonra ur olusturup olusturmamasina gore degerlendirilmigtir

(Sekil 4.2.2.) (Sekil 4.2.3.).

Sekil 4.2.3. A:Yetistirilen asma ¢ubuklari, B: Agrobacterium vitis inokule edildikten

4ay sonra asmada goriilen urlar
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A B
Sekil 4.2.2. A: Agrobacterium vitis inokule edildikten 1 ay sonra asmada meydana

gelen urlar, B: Hastalik bulagtirilmamis asma ( Kontrol)

A B

Sekil 4.2.3. A: Agrobacterium vitis inokule edilmis ayg¢icegi bitkisi, B: Ay¢icegi

bitkisinde olusan ur
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A B
Sekil 4.2.3. A: Hastalik bulagtirllmis domates bitkisi ve olusan urlar, B: Saglikli
domates bitkisi ( kontrol)

4.2.2. Yaprak nekrozu
Ciceklenme doneminden onceki aygigegi bitkilerinin yapraklarinda aralarindaki

alanlara hipodermik enjeksiyonla 10® hiicre/ml yogunlukta A. vifis izolatlar1 inokule

edilmistir. 2 hafta sonra yaprakta nekrozlar goériilmeye baslanmistir (Sekil 4.2.4.).

-

Sekil 4.2.4 Ayc¢icegi bitkisinin yapragina Agrobacterium vitis enjekte edildikten sonra

meydana gelen nekrozlar.
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4.2.3. Kok ve siirgiin nekrozu

Sultani ¢ekirdeksiz asma c¢ubuklart ve aygigegi fide haline geldikten sonra

asmanin kok bolgesine 10° hiicre/ml yogunlukta ve 10 ml A. vifis siispansiyonu

bulastirilmigtir. 2-3 hafta sonra belirtiler gozlenmistir. (Sekil 4.2.5.)

Sekil 4.2.5. Agrobacterium vitis bulagtirllmis toprakta aygicegi fidelerinin belirtiler

gorildikten sonra bitkinin koklerden baslayarak olimu ve olusan urlar.

4.3. Tiitiinde hipersensitif reaksiyon (asir1 duyarhlik) testi (HR)

Elde edilen A. vitis izolatlarimin titiin (Nicotina fobacum cv. Burley) bitkisinde
hipersensitif reaksiyon olusturma durumlarn incelenmistir (Burr ve ark ,1983).
Inokulasyondan sonraki 2 giin igersinde doku nekrozuna sebep olan izolatlar pozitif
olarak kabul edilmistir. 280 izolatin tamami1 doku nekrozuna sebep olmustur (Sekil

43.1) (Sekil 4.3.2.).
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Sekil 4.3.1. Titinde hipersensitif reaksiyon, K: su A: 301, B: 15, C: 250

Agrobacterium vitis izolatlarinin meydana getirdigi nekrozlar

Sekil 4.3.2. A: Agrobacterium vitis enjekte edilmis tiitin yapragi, B: kontrol, C: Titiin

bitkisinde inokulasyondan sonraki 48 saat iginde meydana getirdigt hipersensitif

reaksiyon.
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4.4. Agrobacterium vitis Izolatlarmmn Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
Tanillanmasi

PCR c¢aligmasinda A. vitis’e spesifik dort farkli primer sett kullamlmistir.
Asmadan izole edilen tim izolatlar 4. vitis’e virdA primer seti kullanildiginda 480 bp,
buyikliginde spesifik bant olusturdugu gozlenmistir diger primer setlerinde ise Ab3-
I3 ve Ab3-R4 primerinde 570 bp, pehA geninde 200bp, /65 — 23S Geninde 100 bp
(Willems, 1993) buyukluginde bant olustugu gozlenmigtir (Sekil 4.4.1.)). Bag
alanlarindan izole ettigimiz 309 izolatin 280 adedi PCR yontemiyle Agrobacterium
vitis oldugu saptanmistir. Burada elde edilen sonuglar da, daha 6nce yaptigimiz

biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik testlerin birbirini destekledigi goriilmektedir.

500bp
100 bp

500 bp
200 b
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Sekil 4.4.1. PCR urtnlerinin agaroz jel tizerinde olusturdugu bantlar A: vir4 geni 51.
ornek A. tumefaciens, B: 165 — 235 geni, C: pehA geni 262. 6rmek A. tumefaciens,
D: Ab3-F3 ve Ab3-R4 primerinde olusan bantlarin gorintisti ve 113. 6rek X
ampelinus
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5. TARTISMA

2006-2007 yillarinda Konya iline bagli 24 ilgede (Cihanbeyli, Glineysinir,
Meram, Hiyiik, Seydisehir, Hadim, Beysehir, Akoren, Ahirli, Yalihiyik,
Derebucak, Bozkir, Selguklu, Ilgin, Derbent, Doganhisar, Yunak, Cayirbag,
Karadigin, Aksehir, Tuzlukgu, Cumra, Kadinhan1 ve Tagkent) yapilan surveylerde
309 adet asma Ornegi toplanilmistir. Bir adet referans Agrobacterium vitis kiltirt
(RFR) ile karsilagtirmali olarak yapilan biyokimyasal, molekiiler ve patojenisite
testleri sonucunda il genelinde asmalarin Agrobacterium vitis’ le %90.61 oraninda

bulasik oldugu belirlenmistir.

Calismamizda ge¢ ilkbahar ve yaz aylarinda yapilan izolasyonlardan en iyi
sonuglar alinmigtir. Burr ve ark. (1987) da urlu dokulardan izolasyon i¢in ilkbahar ve
yaz aylarinin ¢ok uygun oldugunu bildirmislerdir. Geng urlara, geg¢ ilkbahar ve yaz
aylarinda rastlanmig ve urlar ne kadar taze olursa izolasyon da o kadar kolay

olmustur. Yagl kurumus urlardan izolasyon gergeklestirilememistir.

Argun (2001), asmalardan ¢ogunlukla A. vifis’i izole etmesine ragmen ¢ok
azda A. tumefaciens izole etmistir. Kiisek (2007), ise sadece A. vitis elde etmistir.
Calismamizda elde edilen bulgular, birgok arastiricinin g¢aligmalarini destekler
sekilde olup, asmalarda ura neden olan etmenin ¢ogunlukla 4. vitis ve daha sonra ise
A. tumefaciens oldugu tespit edilmistir (Knauf ve ark., 1983; Sawada, 1995;
Salomone ve ark.,1996; Burr ve ark., 1998; Burr ve Otten, 1999; Ride ve ark., 2000;
Ride ve ark., 2000; Argun ve ark., 2002).

Yapilan literatiir aragtirmasi, asma bakteriyel etmenleri Agrobacterium vitis,
Agrobacterium tumefaciens ve Xylophilus ampelinus’ un bir¢ok tlkede ekonomik
kayiplara neden oldugunu gostermektedir (Cavara, 1897; Anderson ve ark., 1979;
Burr ve ark., 1984; Staphorst, 1985; Deqin, 1987;Bishop ve ark., 1988; Stefani,
1989; Brisset ve ark., 1991; Canfield ve ark., 1991; Sawada, 1992; Eastwell, 1995;
Benlioglu ve ark., 1998; Burr ve ark., 1998; Bazzi ve ark., 1999; Alexandrova ve
ark., 2000; Cubero, 2001; Khlaif, 2003; Kawaguchi ve ark., 2005; Grall, 2005;)
Tiirkiyenin farkli bolgelerindeki (I¢ Anadolu, Giineydogu Anadolu, Ege ve Akdeniz
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Bolgeleri) asma hastaliklarini belirlemek igin ¢esitli ¢aligmalar yuritilmis ve asma
bitkisinde Agrobacterium vitis, Agrobacterium tumefaciens’in patojen olduklar

saptanmigtir (Benlioglu ve ark., 1998; Argun, 2001; Demir ark., 2002; Kiisek, 2007).

Calismamizda, arazi kosullarinda belirlenen simptomatolojik bulgular,
patojenin mevcut gesitler icersinde en fazla Sultani Cekirdeksiz, Kardinal, Hafizali
ve en az Eksi Kara cesitlerinde goruldugu tespit edilmistir. Demir ve ark. (2002),
Alphonse Lavellee, Kadin parmag: ve Italia, Sultani ¢ekirdeksiz A. vifis’e karst en
hassas ¢esit olarak belirlenirken, Kardinal en dayanikli ¢esit olarak belirlenmistir.
Argun (2001), ise calismasinda Hafizali ve Kardinal tGziim ¢esitleri dayanikli,
Kadinparmagi en duyarli ¢esit olarak belirlenmistir. Szegedi, (1989) ise Pembe
Cekirdeksiz ve Sultani Cekirdeksiz izim ¢esitini en hassas g¢esitler olarak belirlerken
Kardinal hastaliktan en az etkilenen ¢esit olarak belirlenmigtir. Aragtiricilarin
bulgulart g¢esit reaksiyon denemeleri olmakla beraber bizim bu konudaki
bulgularimiz arazi gozlemlerine dayanmaktadir. Ancak yinede ve o6zellikle Kardinal
asma c¢esidinin farkli durum gostermesi incelenmesi gereken bir durum olarak

belirlenmigtir.

Anderson (1979), ABD’de 176 asma izolati toplamis ve bag kanseri
hastaligin1 11 farkli asma tiirine inokule etmistir. Anderson ve Moore (1979), 27
izolatin patojenik 70 izolatin ise patojenik olmadigini tesbit etmislerdir. Deqin ve
ark. (1987)’nin yaptiklart bir ¢alismada, Kuzey Cin’de asma urlarindan 13
Agrobacterium tumefaciens, 19 Agrobacterium vitis izolat1 elde etmigler ve asma
turleri arasinda farkliliklar olmasina ragmen izole edilen izolatlarin hepsinin
aycigeginde ur olusturdugunu gozlemislerdir. Demir ve ark. (2002), asma kok uru
hastaliginin goruldigi fidan uretim merkezleri ve farkli bolgelerdeki baglardan
alinan toplam 56 6rnekten yapilan izolasyonlar sonunda, Agrobacterium benzeri 118
izolat elde edilmis ve bu izolatlardan 82 tanesinin patojen oldugu belirlemislerdir.
Tanillanmis Agrobacterium vitis 1izolatlarinin kargilagtirmali olarak denemelere
alindigin1 tiir tanilama testleri sonunda asma izolatlarinin Agrobacterium vitis
ozelligi gosterdikleri ve asma disinda bazi bitki tirlerinde de ur olusturduklarini

belirlemiglerdir. Benlioglu ve ark. (1998) Orta Anadolu bolgesinde saglikli goriinen



95

150 asma Ornegi toplanmig ve 7 ornekte Agrobacterium vitis tesbit etmislerdir.
Ayrica 8 bulagik asmasinin da 6 tanesinin siirgtinlerinden A. vitis elde etmiglerdir.
Toplanan 6rneklerin 6 tanesinin patojen, 7 tanesinin de non patojen A4. vifis oldugunu

belirlemiglerdir.

Asma ornekleri alinan 24 il¢eden elde edilen izolatlardan, tesadiifi olarak segilen
ve her ilge i¢in 3’er adet olmak tlizere toplam 72 adet A. vifis izolatt ile patojenisite
testleri yuritilmustir. Bu izolatlar ve referans kiltir ile yapilan testler sonucunda
olusan siptomlar arasinda farklilik gozlenmemis ve tipik A. vitis urlart olugmustur.
Ancak izolatlarn viriillenslik derecelerine gore siptom gelisim hiz1 ve sekillerinde bazi
farkliliklar belirlenmigtir. Bu farkliliklar olusan urun buyikligi ve olugma stresi

olarak tespit edilmistir.

Lehoczky (1968), bag uru etmeni ile enfekte edilmis asmalardan, urun 15 ve 80
cm altindan kesilen asma ¢ubuklarindan akan 6z sudan etmeni (Agrobacterium vitis)
izole etmistir. Budamayla ve diger yaralanmalarla asma ¢ubuklarinda yeni urlarin
olustugu bildirilmistir. Bu ¢alisma ile ilk defa bag urunun iletim demetleri yoluyla
tagindig1 ve bitkinin ast kisminda ikincil urlara neden oldugu tespit etmislerdir.
Yaptigimiz patojenisite testlerinde kesilen asma ¢ubuklarindan izolasyon yapilmig ve

basaril1 bir sekilde bakteri elde edilebilmistir.

Asma ornelerinden bakteriyel patojenlerin izolasyonu igin, Tarbah ve
Goodman (1986), Lehoczky (1968), Burr ve Katz (1984), Kusek (2007), Argun
(2001), Demir ve ark. (2002), bitki 6zsuyu vakumlama ile ve urlu dokular1 ise %1°lik
sodyum hipoklorit ile 3 dakika yiizeysel dezenfekte edildikten sonra 3 kez steril saf
su ile yikanmiglardir. Bir bistiri yardimiyla urun st tarafi hafif¢e soyularak alttaki
taze canli dokudan kiigik parcalar alinmigtir. Bu pargalar daha sonra bir havanda
steril fizyolojik tuzlu su (%8,5 NaCl) igerisinde homojenize edilmistir. Bir saat
bekledikten sonra bu siispansiyondan bir 6ze alinarak i¢cinde King B ve Patates
Dekstroz Agar+CaCQs, Patates Dekstroz Agar, RS besiyerlerine aktarmiglardir.

Bizim c¢aligmamizda da ayni1 islemler uygulanmig ve basarili sonuglar alinmistir.



96

Elde edilen A. vifis izolatlarindan bazilari yapilan biyokimyasal testlere
beklenilenin tersine farkli sonu¢ gostermislerdir. Bunlar igersinde; 273, 284, 259,
267,229, 218 ve 135 nolu izolatlar laktozdan 3-ketolaktoz tiretiminde, 273, 284, 229,
218, 199 ve 135 nolu izolatlar demir amonyum sitrat kullaniminda, 273, 284, 259,
267, 229, 218, 135, 117, 104 ve 114 nolu izolatlar %2 NaCl igeren besi yerinde
gelisme testinde, 273, 284, 259, 267, 244, 229 ve 237 nolu izolatlar sakkaroz ve
eritritolden asit Uretimi testinde, 273, 284, 259, 267, 251, 224, 237, 218, 192, 180,
163, 172, 135 ve 117 nolu izolatlar oksidaz testinde, 309 ve 273 nolu izolatlar sitrat
kullanimi testinde, 273, 309 ve 284 nolu izolatlar litmus milkte reaksiyon testinde,
273, 259 ve 267 nolu izolatlar malonik asitten alkali olusumu testinde, 273, 284, 309,
259, 267, 251, 224, 237, 218, 192 ve 180 nolu izolatlar PDA+CaCO; besi yerinde
asit temizleme testinde degisken sonuglar vermislerdir. Benzer sonuglara ve hatta
referans kulturlerden elde edilen bulgular da dahil olmak tzere Argun (2001) ve
Kusek (2007) in c¢aligmalarinda da rastlanilmistir. Bu durum izolatlarin
biyokimyasal testlere kargi gosterebilecekleri streyne bagli dogal reaksiyon olarak
degerlendirilmektedir. Bu tir farklililagmalardan dogabilecek tani hatalarini en aza
indirebilmek i¢in test sayist ve ¢esidi fazla yapilmig ve adi gegen izolatlarin da A.

vitis olduguna karar verilmistir.

Gunuimuzde mikroorganizmalarin tamisinda her ne kadar molekiler
tekniklerin kullanilmasi hizla yayginlagsa da klasik tani teknikleri bir¢ok arastirici
icin hala guncelligini korumaktadir. Bunun en énemli nedeni ise tanilanmak istenen
mikroorganizma gruplarinin belirlenmesi ve takip eden molekiiler ¢aligmalara hiz
kazandirmasidir. Bu nedenle bizim ¢alismamizda da izole edilen bakteriyel
izolatlarin molekiiler tanilarinin yanisira morfolojik ve biyokimyasal karakterleri

belirlenmigtir.

Elde edilen Agrobacterium vitis izolatlarina, biyokimyasal karakterlerden gram
reaksiyon, 35°C* gelisim, 3-ketolactoz olusumu, %2’lik NaCl’ de geligim, litmus
milk de geligim, eritritol ve melezitoz dan asit olusumu, malonik asitten, L- tartarik
asitten ve musik asitten alkali olusumu, demir amonyum sitrat testi, oksidaz

reaksiyon, sitrat kullanimi, PDA+CaCO3’ da asit temizleme, pH= 7 de hareketlilik
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pH=4,5 de pektolitik aktivite testleri uygulanmistir. Bir¢ok aragtirict 4. vifis igin
yapmis olduklart biyokimyasal tanilama testlerinde ¢alismamizdaki bulgularimiza
paralel sonuglar elde etmslerdir. (Lehoczky 1968, Anderson 1979, Knauf ve ark,
1982, Burr ve ark.1983, Burr ve Katz 1984, Tarbah ve Goodman 1986, Deqin ve ark.
1987, Benlioglu ve ark. 1998, Momol ve ark., 1998, Schaad 2001, Argun ve ark,,
2002, Demir ve ark.2002, Siddiqui, 2002, Kisek 2007).

Argun ve ark. (2002), Kisek (2007), Benlioglu ve ark. (1998), Demir ve ark.
(2002), Goodman (1986), Burr ve ark.(1983), izole ettikleri bakterileri PDA+CaCO3
besi yerinde 25+1°C’de 2 giin gelistirildikten sonra bakterinin yogunlugu asagi yukari
10® hiicre/ml olacak sekilde ayarlanmustir. 2- 3 haftalik domates, aygicegi ve asma
bitkilerine steril bir kiirdan yardimu ile inokule etmislerdir. Inokule edilmis bitkiler 24
saat klima odasinda (16 saat 151k, 8 saat karanlik) polietilen torbalar igerisine
konularak yiuksek nem saglanmistir. Daha sonra klima odasinda (16 saat 151k, 8 saat
karanlik) gelismeye birakilmig ve 3 hafta sonra ur olusturup olusturmamasina gore
degerlendirilmistir. Bizim c¢aligmamizda ayn1 yontemler uygulanmig ve daha onceki

yapilan ¢aligmalarin sonuglarini destekler bulgular elde edilmistir.

Calismamizda elde edilen 280 izolatin morfolojik ve biyokimyasal test
sonuglart daha 6nce saptanan bulgular destekler bulunmustur. Saf olarak elde edilen
izolatlarin patojenisiteleri, Sultani Cekirdeksiz g¢esidi asmalarda ve White Burley
cesidi tutinler Uzerinde yapilan HR testleri ile belirlenmistir. Biyokimyasal ve
molekiiler yontemlerle tanilanan biitin Agrobacterium vitis izolatlarimizin tiitin
bitkisinde HR testine, ay¢icegi domates ve sultani ¢ekirdeksiz patojenisite testine

pozitif sonug¢ verdikleri belirlenmistir.

Molekiiler tekniklerden DNA amplifikasyonu (PCR) son yillarda bitki
patojenlerinin kesin tanilarinin yapilmasinda tercih edilen bir yontemdir.(Saiki ve
ark., 1985; Tarbah ve ark.,1986; Burr ve ark., 1987; Szegedi ve ark.,1988; Eastwell
ve ark., 1995; Stover ve ark., 1997; Schaad ve ark., 2001; Kawaguchi ve ark., 2004).
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Kawaguchi ve ark., (2004) Ab3-F3 ve Ab3-R4 primerlerini kullanarak 570 bp
da tek bant, Eastwell ve ark., (1995) pehA primerleri kullanilarak 200 bp da tek bant,
Momol, ve ark., (1998) 16S-23S rRNA primerleri kullanilarak 100 bp da tek bant,
Eastwell ve ark., (1995) vir 4 pirimerleri kullanilarak 480 bp da tek bant olustugunu
gozlemlemiglerdir. Bizim c¢alismamizda da arastiricilarin  6nerdigi  primerler

kullanilarak ayni bulgular elde edilmistir.

Eastwell ve ark. (1995) vir4 gen bolgesinden gelistirilen primer kullanarak A. vifis
izolatlarina spesifik 480 bp’lik bantlar olusturdugunu bildirmislerdir. Calismada
kullanilan A. vitis izolatlarina spesifik primer, bakterinin tagidigir plazmidin virdA gen
bolgesinden gelistirilen bir primerdir. Dolayist ile bakterinin sahip oldugu
kromozomda meydana gelen degisikliklerden etkilenmez ama plazmidler tzerinde
vir4 bolgesinde meydana gelen mutasyonlardan etkilenerek PCR tiriinii olusmayabilir
(Argun, 2001; Kusek, 2007). Asmadan izole ettigimiz izolatlarin tamaminda, PCR ile
amplifiye edilen vir4 gen bolgesi i¢in 480 bp’lik bantlar olugmug ve bu sebeple vird

gen bolgesinde onemli bir degisimin olmadig disunilmistiir.

Yapilan ¢aligmalar molekiler metotlarin her birinin tani i¢in kendi bagina
yeterli oldugunu gostermigtir. Ancak tani ve karakterizasyonda birden fazla metodun
bir arada kullanilmasinin sonuglarin giivenilirligini artirdigi ve bir metotla tespit

edilemeyen 6zelligin digeriyle belirlenmesini sagladig1 goralmustiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Konya ili Cihanbeyli, Guneysinir, Meram, Huytik, Seydisehir, Hadim, Beysehir,
Akoren, Ahirli, Yalihiytik, Derebucak, Bozkir, Selguklu, Ilgin, Derbent, Doganhisar,
Yunak, Cayirbagi, Karadigin, Aksehir, Tuzluk¢u, Cumra, Kadinhan1i ve Tagkent
ilgeleri tek baglarina ele alindiginda, Hadim %100 Guneysinir %93.3, Meram+Hatip
%90, Hiyik %80, Seydisehir %94.6, Cihanbeyli %85.7, Beysehir %100, Akoren
%66.6, Ahirlt %100, Yalihiiyikk %100, Derebucak %100, Bozkir %82.3, Sel¢uklu
%66.6, Ilgin %80, Derbent %75, Doganhisar %62.5, Yunak %100, Cayirbagi %66.6,
Karadigin %100, Aksehir %33.3, Tuzluk¢u % 85.7, Cumra%?75, Kadinhant %33.3,
Taskent %93.3 oraninda bulasik oldugu ve Konya il geneli ise %90,61 oraninda
yayginlik orani tesbit edilmigtir.

Konya ilinde bulunan bag alanlan genellikle Agrobacterium vitis ile bulasik
durumdadir. Bu nedenle ¢ok fazla zaman kaybi olmadan Agrobacterium vitis ile
miicadele yada korunma yollarinin gelistirilmesi ve daha fazla alanlara yayilmasinin

engellenmesi gerekmektedir.

Konya ilinde belirli anaglar tizerinde ticari anlamda yetistiriciligi yapilan ¢ok
sayida Uiziim ¢esidi bulunmaktadir. Bu ¢esit ve anaglardan bazilarinin, Agrobacterium
vitis’ e kargt farkli reaksiyonlar gosterdigi; kiminin hastaliktan ¢ok etkilendigi,
kiminin daha az etkilendigi bazilarinin ise hi¢ etkilenmedigi belirlenmistir.
Dolayisiyla bu hastaliktan etkilenmeyen veya en az etkilenen ¢egit/anag
kombinasyonlarinin treticiye oOnerilmesi hastaliktan korunmada etkili olacaktir.
Ayrica hassas olarak belirlenen g¢esit ve anaglarin yetistirildigi ilgeler ve koylerde

bulagmalara kars1 dikkatli olunmasi da faydali bir yaklagim olacaktir.

Calismada etmenin urlardan izolasyonun ¢ok kolay oldugu ve yar1 segici besi yeri
olan RS’ in yani sira PDA’ nin Agrobacterium vitis kolonilerinin ayriminda rahatlikla
kullanilabilecegi, ay¢igcegi ve domates bitkilerinin gerek bitki gelisimi ve gerekse ur
gelisimi  gostermesi  bakimindan patojenisite testlerinde ¢ok pratik oldugu

belirlenmigtir.
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Hastaliklar bitkisel urinlerin verim ve kaliteleri Gzerinde buyuk kayiplara
neden olmakta ve bu kayiplar depolama stresincede devam etmektedir. Zamanin
ongordugi tarimsal metodlarla daha fazla Grin elde etme cabasi gosterilirken,
bunlarin hastalik ve zararlilarindan olusan kayiplarinin da daha disik seviyede
tutulmasi amaglanmaktadir (Toros ve Maden 1991). Bitki hastaliklarinin olusturdugu
kayiplar bitki, Uriin, patojen, bolge, ¢evre ve kontrol yontemlerine bagli olarak
degisiklik gostermekte ve uygulanan kontrol yontemleri kiltirel, kimyasal ve
biyolojik miicadele ve dayamikli bitki kullanimi olamak tzere 4 kisimda

toplanmaktadir (Bora ve Ozaktan 1998; Doken ve ark., 2000).

Asmalarin tag¢ ve dallarinda urlara sebep olan A. vifis’ten korunmada temiz ¢elik
ya da ana¢ kullaniminin yeterli olmadig1 da bir gercektir. Ciinkt bakteri, hastalikli
asma artiklarinda ve hatta diger bitki artiklarinda uzun yillar canliligini korudugu bu
zamana kadar ki kayitlar igerisinde yer almaktadir. Buna karsin bugiine kadar
ozellikle asma artigi olmayan topraktan bakteriyi izole etmek pek miumkin
olmamigtir (Burr ve ark., 1987, Burr ve ark., 1995). Bu durum, temiz ¢ogaltma
materyali kullanilarak daha 6nceden bag tesis edilmemis bir alana yeni bag tesisinde

en azindan korunma tedbiri saglanmast bakimindan sevindirici bir durumdur.

Hastaliklarla muiicadele yontemleri 5 ana baglik halinde toplanabilmektedir ki
bunlar yasal (kanunsal), kultirel, fiziksel, biyolojik, kimyasal muicadele teknikleridir.
Erken tahmin ve uyart ¢aligmalari ise muicadeleye baslama agsamasinda biyiik 6nem
tagimaktadir.

Asma bakteriyel hastaliklariyla miicadele i¢in uygulanan ve Onerilen

yontemler agagida 6zetlenmistir.

Ulkemiz karantina listelerinde yer alan asma bakteriyel hastalik etmenlerinin
bitkisel Gretim materyali ile tlkeye girisleri yasaklanmistir. Ayrica fidanlarda kok
kanseri standardi sifir (0) oldugundan, boyle fidanliklardan fidan dagitimi
yapilmamasi, sipheli fidanliklardan kokla fidan ya da agt kalemi alinmamast igin
gerekli yasal Onlemler alinarak bu durum kanun ve yonetmeliklerle bildirilmigtir

(Burr ve ark., 1989; Toros ve ark.,1999).
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Kilturel faaliyetler birinci derecede esas hastalik kaynaklarini azaltmayi ve
de ortadan kaldirmay1 ayrica da bitki dayanikliligini arttirmayr amaglamaktadir. Bu
yontem, diger metotlar ile bir arada ele alindiginda daha etkili olabilmektedir.
Kiulturel yontemlerle elde edilenler, ozellikle kimyasal micadele yonteminde
gorildagt gibi ani ve dogrudan etki gostermezler. Ancak daha disiik harcama
gerektiren pratik iglemler olmasi nedeniyle uygulanmakta ve hastaliklarla

miicadelede diger yontemlere destek olmaktadir.

Asma bakteriyel hastaliklarn ile mtcadelede en etkili 6nlem, yeni baglarin bu
etmenden ari fidan Uretim materyali kullanmilarak uretilmig saglikli fidanlarla
kurulmasidir. Eger bu nitelikte materyal mevcut degilse, fidan tretim materyali en iyi
gelisen ve en saglikli goriniimli omcalar dan alinmalidir. Hastaliktan korunmak
amaciyla asmanin govde ve dallarinin yaralanmamasina dikkat edilmelidir ve

kuruyan enfekteli bitkiler uzaklastirilip yok edilmelidir.

Gereginden fazla azot gibrelemesi yerine soguga karst dayanikliligi da
saglayan potasyum uygulamalar1 yapilmalidir. Topraga fazla ¢iftlik giibresi vermek
yerine kompoze giibre verilmelidir. Don zarar riski olan yerlerde, ge¢ sonbaharda
bitkinin kokleri toprakla kapatilmali ve daha sonra yan koklerin olusmasini énlemek
icin ilkbaharda bu topraklarin geri kaldirilmasi gereklidir. Yeni kurulan bahgeler i¢in
nemden don olan alanlarda agir topraklardan ve kuzeye bakan taraflardan kaginilmali

ve soguga ve ur gelisimine karst dayanikli ¢esitler ekilmelidir.

Agrobacterium vitis ile miicadelede temiz topraklara temiz Uretim
materyalinin ekimi ile ilk adim olmalidir. Ayrica fidanlik veya meyve bahgesi
plantasyonu kurulurken agir ve nemli topraklardan kaginilmali, derine dikim
yaptlmamalidir ve eger tesis kurulmugsa drenaj kanallart agilmalidir. Fidanlik
kurulurken once fidanlik topraginin bu bakteri ile bulagik olup olmadiginin kontrol
edilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in ilkbaharda iyi islenmis topraga 1-2 yasinda
kokleri tras edilmis ve temiz asma ¢ubuklart dikilmeli, sonbaharda asma ¢ubuklar
sokulerek koklerde ur olup olmadigi kontrol edilerek ¢ubuklar bulagik ¢ikarsa bu

topraklarda fidancilik yapilmamalidir. Agrobacterium vitis’siz bag uretiminin tek
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yolu in vitro® da siirgin ucu agilama tekniginin kullanimi ile olabilmektedir (Burr ve

ark., 1988).

Mumkiin oldugunca Agrobacterium ve Xylophilus etmenlerine daha tolerant
anaglar secilmeli (Goodman ve ark, 1993) kokler siddetli bocek ve nematod
saldirisindan korunmali budama aletleri bir agagtan digerine gecerken mutlaka

dezenfekte edilmeli ve budama esnasinda mumkiin oldugunca az yara agilmalidir.

Sulamada kullanilan suyun mumkinse kuyu suyu olmasina dikkat
edilmelidir. Agida ana¢ kalem uyumuna dikkat edilmeli, yara yerinden bakteri

girigini engellemek i¢in as1 yerleri ast macunu ile kapatilmalidir.

Dormant donemdeki ast kalemlerinin 50°C sicak su banyosunda 30 dakika
bekletilmesi Agrobacterium vitis’ in biyik ol¢iide eleminasyonunu saglamaktadir
(Burr ve ark., 1989). Gozler 56°C sicaklik uygulamasina kadar dayanmiglardir
(Wapple, 1997). Ancak sicak su uygulamasiyla patojenin tamamen yok edilmesi
mimkiin degildir. Ayrica dormant durumdaki fidanlarin, kokte agilan yaralarin
iyilesmesi ve Agrobacterium vitis e karst duyarliliklarinin azalmasi igin 23-24 °C’de

10-14 giin bekletilmesiyle olumlu sonuglar elde edilmistir.

Agrobacterium vitis ile bulasik baglarda hasat sonrasinda, agustos-eyliil
aylarinda, 6nce timorler bag bicagr ile saglam dokuya kadar derinleserek ¢ikarilirip
ve temizlenir. Yara yerlerine %5'lik goztagi eriyigi surtlir ve sonra da bitkisel
katranla veya ast macunu ile yara yeri kapatilmaktadir. Eger urlar bitkinin buytk bir
kismint kaplamigsa hastalikli bitkiler sokiilerek tretim alanindan uzaklagtirilmalidir.

Bu sokiilen bitkiler bulagmay1 6nlemek amaciyla mutlaka imha edilmelidir.

Agrobacterium tumefaciens micadelesinde koruyucu olarak kullanilan
Agrobacterium rhizogenes K84 izolat1, Agrobacterium vitis’ e etkisizdir (Burr ve ark.,
1998; Cooksey, 1982; Moore, 1979; Shim, 1987, Weller, 1988). Guney Afrika’ dan
izole edilmis olan ve ur olusturmayan Agrobacterium vitis ¥2/5 kodlu izolatindan

basarili sonuglar alinmistir (Staphorst ve ark., 1985). F2/5, in vifro da birgok ur
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olusturan Agrobacterium vitis izolatinin biiyimesini inhibe eden bir antibiyotik
tretmektedir. Bunun yaninda antibiyotik tretmeyen mutant F2/5 izolati bag urunun
kontrolinde mutant olmayanlar kadar etkili oldugu bulunmustur (Burr ve ark., 1997,
Glick, 1997; Kerr, 1977). Biyolojik mucadelede Agrobacterium rhizogenes’in K84
izolat1 bir¢ok konukguda kok bogazi uruna karst etkilidir, fakat etkili olmadig bazi
izolatlar da bulunmaktadir. Zamanlamast ¢ok onemli olan asmada biyolojik
miicadele i¢in Htay ve Kerr (1974), tohum ve kok uygulamasinin en iyi sonug
verdigini belirtmiglerdir.  Agrobacterium rhizogenes’in K84 izolatindan genetik
mithendisligi ile K1026 izolati gelistirilmistir. K1026 izolatt K84 ile ayni basarili
etkilere sahiptir (Ryder ve Jones, 1991).

Asma bakteriyel etmenlerinin, agilama, budama vb. uygulamalar sirasinda
yayilmasini 6nlemek amaciyla, kullanilan aletler sodyum hipoklorit (500 mg\lt )
cozeltisine daldirnilmali ve bu sekilde dezenfekte edilen aletler, 5 mg\lt gibi ¢ok
seyreltik klor c¢ozeltisi ile durulanmalidir. Baglarda kok kanserine karsi ilagh
miicadele yazin agustos ve eylul aylarinda yapilir. Bakirli preparatlar erken dénemde

ve sezon sonunda uygulanabilmektedir.

Kis aylarinda %S5 bakar siilfat veya DNOC+bordo bulamact karigimiyla govde
ve dallara uygulama yapilabilir ( Faivre-A miot, 1984). Toprak kokenli bakteriyel
etmenlerle bulagik olan asmanin sokuldugu yerin tag izdisimunde 30-40 cm
derinlikte tecrit ¢ukuru agilmali ve igerisi sonmemis kirecle doldurulmalidir.
Bulagikligin gorilmedigi yerlerde ise koruyucu onlem olarak budama, don ve dolu
yaralarindan olabilecek bulagmalan énlemek i¢in bu gibi olaylardan hemen sonra

baglar %3'liikk bordo bulamaci ile ilaglanmalidir
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