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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TOKAT iLi BAGLARINDA ASMA UR HASTALIGININ (Agrobacterium spp.)
BELIRLENMESI VE TANILANMASI

Hac1 DURAK

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahce Bitkileri Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Riistem CANGI

Bu caligsma ile, Tokat ili bag alanlarinda asma ur hastaliginin belirlenmesi ve hastalik
etmeni Agrobacterium spp.’nin tanilanmasi amaglanmigtir. 2015 yilinda Tokat ili
Merkez, Erbaa, Zile, Niksar, Pazar ve Turhal ilgelerinde bulunan bag alanlar
incelenmis ve hastalikli asmalardan ur 6rnekleri alinmistir. 6 ilgede, 49 kdydeki 238
bagda tarama yapilmis olup, iki donemde toplam 297 adet ur Ornegi alinmistir.
Hastaliklt omcalardaki urlu dokulardan yapilan izolasyonlar sonucu toplam 150 adet
bakteri elde edilmistir. Elde edilen izolatlara klasik tanilama testleri (Gram Reaksiyon,
Oksidaz, PDA+CaCO3 Besi Yerinde Asit Temizleme, %2 NaCl Iceren Besi Yerinde
Gelisme, Demir Amonyum Sitrat Kullanimi) ve taniyr destekleyici PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) analizi yapilmistir. Yapilan testler sonucu, 150 izolattan 149 tanesi
gram negatif, 141 tanesi oksidaz pozitif, 55 tanesi PDA+CaCO3 besi yerinde pozitif,
148 tanesi %2 NaCl igeren besi yerinde pozitif, 93 tanesi demir amonyum sitrat
kullanim1 testinde pozitif sonug¢ vermistir. 120 adet izolat ile yapilan PCR calismasinda
ise, 43 izolat 224 bp biiyiikliginde bant olusturarak Agrobacterium spp. olarak
tanilanmistir.
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Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera, Asma ur hastaligi, Agrobacterium spp., tani,
Narince liziim ¢esidi



ABSTRACT
Ms Thesis

IDENTIFICATION AND DETERMINATION GRAPE CROWN GALL
DISEASE (Agrobacterium spp.) IN VINEYARD OF
TOKAT PROVINCE

Hac1 DURAK

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Riistem CANGI

Determination of grape crown gall disease in vineyard of Tokat province and
identification of disease agent Agrobacterium spp. were aimed by this study. In 2015,
vineyards in Central, Erbaa, Zile, Niksar, Pazar and Turhal districts of Tokat were
surveyed and infected plant samples with crown gall were collected. Total of 238
vineyards in 49 villages in the 6 districts were surveyed and in two survey periods 297
gall samples were collected. 150 bacterial isolates were isolated from the galls samples.
Classic bacteriological techniques (Gram reaction, oxidase, acid purification in
PDA+CaCO3 medium, growth in medium including %2 NaCl, use of ferric ammonium
citrate) and PCR (Polymerase Chain Reaction) were applied to isolates. Based on the
results, 149 of 150 isolates were Gram negative, 141 isolates were oxidase positive, 55
isolates were positive in PDA+CaCO3 medium, 148 isolates were positive in medium
including %2 NaCl, 93 isolates were positive in use of ferric ammonium citrate. 43 of
120 isolates were identification as Agrobacterium spp. by 224 bp in PCR.
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Keywords: Vitis vinifera, grape crown gall disease, Agrobacterium spp., identification,
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1. GIRIS

Uziim Diinya’da, 7 155 211 ha alanda, 77 181 122 ton iiretim miktar1 ile en fazla
tiretilen meyvelerin basinda gelmektedir (FAO, 2015). Kiiltiir asmasinin (Vitis vinifera
L.) anavatanlari igerisinde yer alan Anadolu’da, bagciligin gecmisi M.O. 3500 yillarina
kadar dayanmakta olup, Tiirkiye bagcilik tarimi agisindan Diinya’da énemli iilkelerden
birisidir. Tirkiye 2015 yili verilerine gore, Diinya’da 467 092 ha bag alani ile besinci,

liziim tiretim miktar1 bakimindan ise 3 650 000 ton ile altinci sirada yer almaktadir

(Anonim, 2016a).

Uziim, iilkemizde iiretilen 17.5 milyon tonluk meyve iiretiminde, %22’lik payla ilk
sirada yer almaktadir. Bu durum, halkimizin toplumsal yasami ve beslenmesinde
bagciligin 6nemini ortaya koymaktadir. Bagcilik konusunda ¢ok kokli bir gegmis ve
tecriibeye ragmen, giiniimiizde sektdrde bag tesisinden iiziimiin pazarlanmasina kadar
¢ozlim bekleyen birgok sorun bulunmaktadir. Birim alandan elde edilen verim ve kalite
distikligi bageilik sektoriiniin temel sorunlardan birisidir. Filoksera ile bulasik eski
bag alanlan ve Ciftci Kayit Sistemi’nde kayitli bazi baglarin bakimsizlik nedeniyle
tiretim dig1 kalmasi, yeni tesis edilen baglara dikilen fidanlarin kalitesi ile kiiltiirel
islemlerin yeterince yapilmamasi {izim verim ve Kalitesine etki eden en Onemli

unsurlardir.

Bagcilik sektoriinde iiretim, verim ve kaliteyi siirdiiriilebilir kilabilmek i¢in, ticari
degeri yiiksek cesitlerle, ismine dogru ve saglikli asma fidanlar1 ile bag tesisinin
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Ulkemiz bagciliginin en énemli sorunlarmdan biri
asma fidan liretiminde yasanan problemlerdir. 2015 yilinda tlilkemizde 4 981 436 adet
sertifikali asma fidani tretilmistir (Anonim, 2016a). Bu miktar talep edilen fidan
miktarin1 karsilamaktan uzak olmasi yaninda, {ilkemizde {iziim iiretiminin temel
materyali olan fidan {iretimi sirasinda genellikle kalite 6zellikleri belli olmayan, hastalik
ve zararlilarla ilgili durumu dikkate alinmayan materyalin kullanilmasidir. Mevcut
standart ¢esitlerimizde fidan tiretiminde genellikle klonal materyaller kullanilmamakta,
fidan iretiminde kullanilan bitkisel materyallerim iilkemiz sertifikasyon sisteminde

saptanmis olan virlislerden ve Agrobacterium vitis yoniinden genellikle ari olmamasi,



farkl1 zamanlarda olgunlagan ve farkli amaglara yonelik yetistiriciligi yapilan yeni {iziim

cesitlerinin gelistirilmesi ¢6ziim bekleyen sorunlar olarak karsimizda durmaktadir.

Tiibitak tarafindan desteklenen 107G116 Kod’lu "Ulkemizde Yetistiriciligi Yapilan
Ekonomik Oneme Sahip Baz1 Uziim Cesit ve Amerikan Asma Anaglar1 ile Klonlarinin
Viriisler ve Agrobacterium vitis Yoniinden Armndirilmasi, Tanimlanmasi ve Yeni Uziim
Cesitlerinin Gelistirilmesi” isimli proje 2012 yilinda tamamlanmis olmasi, bu sorunlarin
¢oziimiine yonelik onemli adimlardan birisidir. 2016 yili itbari ile hala asma fidani

sektorii saglikl fidan iiretimi agisindan olmasi gereken noktadan ¢ok uzaktadir.

Giliniimiizde bagciligin  gelismesini  tehdit eden hastaliklar arasinda en
onemlilerinden birisi de bag uru hastaligidir. Asmada ur olusumu ¢ok eskiden beri
bilinmekle birlikte ilk kez 1897’de bir bakterinin (Bacillus ampelopsarae) ura
neden oldugu bildirilmistir (Cavara, 1897). Kerr ve Panagopoulos (1977) asmadan
izole edilen timoriigenik bakterileri  A. tumefaciens biovar 3 olarak
siniflandirmislardir. Sonraki yillarda Diinya’nin birgok yerinde arastiricilar asmada
biovar 3 izolatlarin1 belirlemislerdir. Ophel ve Kerr (1990) yaptiklar1 taksonomik
calismalar (biyokimyasal, monoklonal antibody ve DNA baglanma seviyeleri)
sonucunda biovar 3’ii Agrobacterium vitis olarak isimlendirmislerdir. Giiniimiizde
A. vitis asmada ur olusturan en baskin tiir olarak bilinmekle birlikte A. tumefaciens
de nadiren asmalardan izole edilmektedir (Knauf ve ark., 1983; Salomone ve ark.,
1996; Ride ve ark., 2000; Argun ve ark., 2002).

Bakteri asmalara yara yerlerinden girmektedir. Bu yaralar don veya dolu nedeniyle
olusabilecegi gibi; budama, asilama ve toprak isleme gibi kiiltlirel islemler
sirasinda olusan yaralar ile hastalik ve boceklerin neden oldugu yaralar da bakteri
icin uygun giris yerleridir. I¢ Anadolu gibi kislar1 soguk gecen, omcalarin yere
yakin taclandirildigi ve kisin toprakla ortiildiigii bolgelerimizde goévde ve kok
bogazinda don zarar1 sonucu meydana gelen catlaklardan kolayca bitki biinyesine
giren bakterinin yol ag¢tig1 hastalik, boyle iklimsel 6zelliklere sahip bolgelerimizde

oldukc¢a yaygindir (Argun, 2001).



Hastalik etmenlerine kars1 etkili bir miicadele yonteminin olmamasindan dolayi,
iklim kosullarinin hastalik gelisimi i¢in uygun oldugu bolgelerde, 6nemli verim ve
gelisme kayiplarina neden olmaktadirlar. Ayrica yapilan bilingsiz ve gereksiz
ilaglama ¢evreyi oldugu kadar insan sagligina olumsuz yonde etkilemektedir (Celik
ve ark., 2000). Ayrica, hastaligin yayilmasinda bilingsiz bir sekilde iiretilen asma
fidanlari, budama doneminde iireticilerin sanitasyon kurallarina uymamasi 6rnek
verilebilir. Tarim Bakanligi c¢ikardigi yonetmelik ve tebliglerle A. vitis in

yayilmamasi i¢in yogun caba sarf etmektedir.

Argun ve ark. (2002), Tiirkiye’de i¢ Anadolu bélgesinde bircok bagda asma urunu
tespit etmislerdir. Urlardan izole edilen baskin tiiriin standart biyokimyasal ve
fizyolojik testlerle, Ti plazmid ve krozomal gen dizilislerine spesifik PCR
amplifikasyonuyla ve tiire spesifik bir monoklonal antibody ile A. vitis oldugu

belirlemiglerdir.

Mersin, Gaziantep, Kahramanmaras ve Hatay illerinde belirlenen ve asma uru
hastaligina neden olan Agrobacterium vitis Opel and Kerr’in etkisi nedeniyle verim ve

kalitede onemli diistisler s6z konusudur (Kiisek, 2007).

Konya Hadim, Bozkir ve Gilineysinir ilgelerinde birgok kdy ve beldenin asil gegim
kaynagini bag irlinlerinin olusturdugu, tim bag alanlarin filoksera (Dnaktulosphaira
vitifoliae) ve asma kanseri (Agrobacterium vitis) ile bulasik oldugu bildirilmektedir
(Esitken ve ark., 2012).

Canik ve ark. (2011), Trakya, Ege, Ic Anadolu ve Dogu Anadolu bélgelerini kapsayan
toplam 12 ilde, 2009-2010 yillarinda yaptiklari arazi ¢aligmalarinda 108 adet urlu 6rnek
toplanmislardir. Patojen Rhizobium vitis igin segici ortam kullanilarak izole etmislerdir.
Patojenisite testleri Datura, tiitlin ve aycicegi bitkileri {lizerinde ii¢ tekerriirlii olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen tiim izolatlar 3-ketolaktoz, L-tartarattan alkali, Dulcitol,
Melezitoz, Arabitol ve Sukrozdan asit olusumu, 37°C’de gelisme ve %2 NaCl’de

geligsme testlerini igeren biyokimyasal karakterler bakimindan incelemiglerdir. Ayrica
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tim izolatlarin teshisi Rhizobium radiobacter’e spesifik VirD2A/2C ve Rhizobium
vitis’e spesifik PGF/PGR primerleri kullanilarak dogrulamiglardir. Test edilen tiim
orneklerin R. vitis ile enfekteli oldugu bulunmus olup, R. radiobacter’e
rastlamamiglardir. Ayrica R. vitis izolatlar1 farkli opin tipleri yoniinden spesifik
primerleri ile incelemisler ve izolatlar arasinda en yaygin opin tipi oktopin; en diisiik

olarak vitopin tipi opin oldugunu bildirmislerdir.

Ulkemizde baglarda A. vitis’in yayllma durumu, degisik yontemlerle tanilanmasi,
miicadele yontemlerinin gelistirilmesi ve klonlarin hastalik yoniinden arindirilmasi

konusunda aragtirmalar yapmiglardir.

Kiisek (2007) tarafindan Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay, Gaziantep, Adiyaman
ve Kahramanmaras illerinde bulunan bag alanlarinda yapilan ¢alismada, hastalikli
asma bitkilerindeki urlu dokulardan toplam 47 adet ur olusturan patojen bakteri
izole etmistir. Klasik bakteriyolojik tanilama teknikleri, PCR, yag asit analizi ve

patojenite testlerine gore izole edilen tiim izolatlar A. vitis olarak tanilanmistir.

Manisa Bagcilik Arastirma Enstitiisii  Onciiliigiinde yiiriitiilen “Ulkemizde
Yetistiriciligi Yapilan Ekonomik Oneme Sahip Bazi Uziim Cesit ve Amerikan
Asma Anaglar1 ile Klonlarinin Viriisler ve Agrobacterium vitis Yoniinden
Arindirilmasi, Tanimlanmasi ve Yeni Uziim Cesitlerinin Gelistirilmesi” isimli
Tiibitak projesinde, 46 iliziim ¢esidi, 8 Amerikan asma anaci ile bunlara ait 109 klon
tizerinde ¢alisilmistir Proje ile ¢alisma kapsaminda sec¢ilen klonlar Avrupa Birligi
iilkelerinde ve tlkemiz sertifikasyon sisteminde belirlenmis olan ve A.vitis
yoniinden armndirmis ve temiz materyaller elde edilmistir (Unal, 2012). Fidan
tiretcileri  Alt Birliginin Adana ve Karacabey de Manisa Bagcilik Aras.
Enstiiitiistinden temin ettigi baz materyallerle 2016 yilinda kurmus oldugu damizlik

tesisler bu konuda timit verici gelismelerdir.

Ulkemizin 6nemli bagcilik bolgelerinden biriside Tokat’tir. Tokat ilinde 6 218
hektarlik alandan yaklasik 35 902 ton {iziim iiretilmekte olup, bolgede yaklasik

8 000-10 000 ton civarinda salamuralik yaprak toplanmaktadir (Anonim, 2015).
4



Bolgede yas iiziim; sofralik, siralik (pekmez, kome, tarhana, sirke vb.) olarak ve
alkollii icki tUretiminde degerlendirilmektedir. Bdlgede yapilan calismalarda 44
liziim ¢esidinin yetistigi saptanmis olsa da, yogun olarak yetistirilen liziim ¢esidi
Narince’dir. Bu iiziim ¢esidinin yapraginin salamuralik kalitesinin yiiksek olmas1 ve
yapraga olan talebin artmasi ile ticari agidan bagciligin 6nemi bdlgede her gecen
glin artmaktadir (Cangi ve ark., 2005; Kili¢ ve ark., 2007; Celik ve ark., 2010).
Salamuralik asma yapraginin son yillarda bdlgeye yaptigi ekonomik katkinin
yaklagik 50-60 milyon TL ( 8-10 000 ton x 6-7 TL) civarinda oldugu tahmin
edilmektedir.

Bolgede baglar 230 m ile 1100 m rakimlar1 arasinda yer almakta olup, bu durum
iklimden kaynaklanabilecek zararlanmalarin yasanmasina ve hastaliklarin
yayillmasina neden olabilmektedir. Yine degisik kaynaklardan gelen asili asma
fidanlar ile baglarin tesisinin devam etmesi, ireticilerin hastalik/zararl
konusundaki yeteri diizeyde bilingli olmamas: yore baglarinda pek ¢ok hastalik ve

zararlinin etkili olmasina ve yayilmasina yol agmaktadir.

Ulkemizde iiretilen asili asma fidanlar1 igerisinde cesit olarak Sultani Cekirdeksiz
acik ara ile ilk sirada yer almakta olup, bunun bir kismi K-7 klonundan
uretilmektedir. 2010 yili verilerine gore fidan iiretiminde yalmizca %11°’lik paya
sahip olan saraplik c¢esitler arasinda agik ara ilk sirada yer alan Narince (185 000),
ayni zamanda tiim ¢esitler icerinde Aphonse Lavallee ¢esidi ile doniistimlii olarak
ikinci sirada yer almaktadir (Celik, 2012). Tokat ilinde 2014 yilindan itibaren
bolgede fidancilik sektoriinde yasanan gelismeler ve degisik kaynaklardan saglanan
destekler bolgede bagciligin hizli bir sekilde gelismesine imkan vermektedir.
Ayrica, salamuralik asma yapraginin getirisinin yliksek olmasi nedeniyle,  eski
baglarda bos yerler doldurulurken, yeni bag tesisi de hizli bir sekilde artmaktadir.
2015 yilinda bolgede yaklasik 300 000 adet asma fidani dikilirken, 2016 yilinda bu
rakamin 600 000 adete ulasmas1 beklenmektedir.

Bolgede yaygin olan ¢esit Narince olup, Gaziosmanpasa Universitesi ve Orta

Karadeniz Gegit Kusagl Arastirma Enstitiisii tarafindan bu ¢esitte yiiriitiilen klon
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seleksiyon ¢aligmasinin yaklasik 5 yil sonra sonug¢landirilabilecegi bildirilmektedir.
Yogun bir sekilde fidanmi iiretilen Narince ¢esidinden kalemler, genellikle Tokat
ilindeki tretici baglarindan temin edilmekte, bu kalemlerin 6zellikle Agrobacterium
spp. acisindan ne derece ari oldugu bilinmemektedir. Ayrica, fidan {iretim
isletmelerinin termoterapi uygulayip uygulamadiklar1 veya ne kadar etkili
uygulandigi  mechiildiir. Ayrica ABD ve Italya’da yapilan termoterapi
calismalarinda, 0 C° ve 30-60 dakikalik sicak su uygulamalarinin A, vitis’i biiyiik
Olciide azalttigi, ancak tamamen elimine etmedigini bildirmislerdir (Burr ve ark.,
1996). Tokat bolgesi iklim verileri incelendiginde diisiik sicakliklarin sikga
yasandigi, bu nedenle de baglarin yaklasik 10 yilda bir ciddi zarar gordiigii
goriilmektedir (Topgu ve ark., 2015). Bolgenin iklim kosullar1 baglarda kanser

hastaliginin yayilmasina oldukga miisait oldugunu gostermektedir,

Son 20 yildir Tokat bolgesi baglarinda Agrobacterium spp. hastaligi sikca
goriilmekte olup, yayginligi ve bag bolgelerine gore durumun ne oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Bolge tariminda lokomotif dallarindan birisi olan bagciligin
verim ve kalite diizeyinin diismemesi, hastaligin yayilimina yonelik onlem ve

miicadelesi agisindan bir survey ¢aligsmasi ile durum tespiti 6nem arz etmektedir.

Bu ¢alismada, 2015 yilinda Tokat ilinde Merkez, Pazar, Turhal, Zile, Niksar ve Erbaa
ilgelerindeki bag alanlarinda survey yapilarak asma ur hastaliginin belirlenmesi ve hasta
bitki Orneklerinden elde edilen izolatlarin morfolojik, biyokimyasal testleri ve

molekiiler (PCR) analizler ile tanisinin yapilmasi amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Anadolu yarimadasinin kuzeydogu boliimiinii de icine alan Karadeniz ve Hazar
denizi arasindaki bolge, asmanin en Onemli tiirli olan Vitis vinifera L.’nin gen
merkezi ve kiiltiire alindig1 yore olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, iilkemiz
yaklasik 6000 yillik bir bagcilik kiiltiiriine ve hem yabani asma (Vitis vinifera sp.
sylvestris) ve hem de kiiltiir asmasina (V. vinifera sp. sativa) ait olmak {izere ¢ok
zengin bir asma gen potansiyeline sahiptir. Ulkemizin biitiin bolgelerinde bagcilik
yapilmakta ve elde edilen iriinler sofralik, kurutularak ve  siralik olarak
degerlendirilmektedir (Agaoglu ve ark., 1997; Celik ve ark., 1998).

Ulkemizin en énemli tarim kollarindan birisi olan bagcilik, hastalik ve zararlilardan
kaynaklanan verim ve kalite kayiplarini eskiden beri yasamaktadir. Ticari anlamda
lizlim iretiminde verim ve kalite ilgili yasanan biyotik faktorlerin baginda hastalik
ve zararlilar ilk sirada gelmektedir. Baglarda goriilen baslica hastalik ve zararlilar
igerisinde, fungal hastaliklar; kursuni kiif (Botrytis cinerea), bag mildiyosi
(Plasmopara viticola), kiilleme (Uncinula necator) ve Olii Kol (Phomopsis viticola),
bakteriyel hastaliklar; bakteriyel gal (Agrobacterium tumefaciens), bag kanseri veya
tag uru (Agrobacterium vitis), siirgiinlerde bakteriyel benek (Xanthomonas campestris
pv. viticola), bakteriyel yamiklik (isilik marazi) (Xylophilus ampelinus), phony
(Pierce's) hastaligi Asma vebasi (Xylella fastidiosa), viral hastaliklar; asmada kisa
bogum (Fanleaf Viriis), asmalarda yaprak kivircikligi (Grapevine Leafroll Viriis)
ve zararlilar; bag maymuncugu (Otiorynchus spp.), bag filokseras1 (Viteus vitifoli),
salkim gilivesi (Lobesia botrana), bag gbéz kurdu (Theresimima ampelophaga)
sayilabilir (Alleweldt ve Possingham, 1988; Celik ve ark., 1998).

Bag kanseri diinyada bagciligin yapildig1 her yerde goriilmektedir. Ozellikle diisiik
kis sicakliklarinin yasandigi bolgedeki baglar bu hastaliga karsi daha hassastir
(Stewart ve ark., 2014). Tokat bolgesi iklim verileri incelendiginde diisiik
sicakliklarin sik¢a yasandigi, uzun yillara dayali kayitlara gére min. sicakligin 4

farkli ay igerisinde -20 C nin altina diistiigi goriilmektedir (Anonim, 2016b ).



Bag uru diinyanin her tarafina yayilmis énemli bir bakteriyel hastaliktir. Burr ve ark.
(1998) bildirdigine gore, ilk kez italya’da Cavara (1897), bag uruna neden olan
bakterinin (Bacillus ampelopsorae) olusturdugu dogal enfeksiyonu goézlemlenmistir.
Daha sonra Smith ve Townsend (1907), papatya (Argyranthemum frutescens (L.) Sch.
Bip.) bitkilerindeki urlardan zayif gelisen bir bakteri izole etmis ve bu bakteri kiiltiirii
ile yaptiklar1 yapay inokulasyonlardan tekrar benzer karakterde yavas gelisen bakteriyi
elde ederek onu Bacterium tumefaciens olarak isimlendirmislerdir. Hedgecock (1910)
asmalardaki urlardan izole ettigi strainleri seftali ve kayisilar tizerinde denemistir. Conn
(1942), bitkilerde kok bogazi uruna ve asir1 sagak kok hastalifina neden olan
bakterilerin yeni bir cins igerisinde yer almasi gerektigini ileri siirmiis ve bu etmeni

Agrobacterium olarak tanimlamustir.

Bugiin i¢in, Agrobacterium vitis asmalarda ta¢ uruna neden olan baskin tiir olarak
kabul edilmektedir. Cin, Japonya, Gliney Afrika, Avrupa’daki degisik iilkeler,
Ortadogu, Kuzey ve Giiney Amerika iilkelerinde baglarda asma ta¢ uruna 1970’li
yillardan beri rastlandig1 rapor edilmektedir. O1V (Office International de la Vigne et du
Vin, France) tarafindan 1996°da yapilan ¢aligmalarda asma ta¢ uruna en fazla rastlanan
iilkelerin sirastyla Fransa, Ispanya, Almanya, Italya, Sili ve Israil oldugu

bildirilmektedir (Burr ve ark., 1998).

Asma tag urunun hastalik dongiisiindeki en énemli nokta asmada A. vitiS’in sistematik
olarak hayatta kalmasidir (Sekil 2.1). Lehockzky (1968) asmalarda ¢cubuklarda yarilma
ve yaralanma sonrasinda tag¢ uru zararini tesvik ettigi ve asmalarda sistemetik olarak
hayatta kalmasma neden oldugunu kanitlamistir. Daha sonra degisik arastiricilar bag
kanserini asma 0z suyunda izole etmislerdir (Lehockzky, 1968, 1971, 1978; Malenin,
1970).
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Sekil 2.1. Asma ta¢ uru (A. vitis)’nun hastalik dongiisii

Agrobacterium vitis hastaliginin tipik simptomu, asmanin kok bogazinda, gévde
tizerinde ve yeni siirgiinlerde olusan urlardir. Urlar ilk olustuklar1 zaman yiizeyleri
diiz, soluk renkli ve diizensiz sekilli hiicreler yiginindan ibarettir. Biiyiiyiip
genislediklerinde renkleri koyulasmakta ve ylizeyleri piiriizlii bir hal almaktadir.
Yumrular yaslandik¢a renkleri iyice koyulasarak c¢atlamaktadir (Burr ve ark.,

1987).

Agrobacterium vitis’i timor olusturan ve olusturmayan irklari, asmanin iletim
demetlerinde uzun yillar canli kalabilirler. Toprakta her zaman mevcutturlar. Tag
urunun bitkilerde zararlanma nedenleri ile ilgili degisik sebepler ileri
stirilmektedir. Soguk bdlgelerde tag¢ uru baslangct i¢in baslica neden olarak don
zararinin etkili oldugu ileri siiriiliirken, Giiney Afrika ve Israil’de yiiksek derecede
sicaklik ve nemin esit sekilde dnemli etkenler oldugu ileri siiriilmektedir. Tag¢ uru
yaygin olarak asmalarin gévdelerinde, bagda asmalarin yillik dallarinda, bunlardan

iiretilen asili asmalarin as1 bolgesinde fidanliklarda goriilebilmektedir (Sekil 2.2.).
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Bakteri, asmanin koklerinde ve cevresindeki toprakta yasayabilirse de kokler
oldiikten ya da topraktan uzaklastirildiktan sonra, popililasyonu zamanla azalir. A.
vitis, asmaya 0zgli olmasiyla diger Rhizobium tiirii bakterilerden ayrilir. A.
tumefaciens ve A. rhizogenes’in tersine, toprakta uzun yillar canli kalabilir ve

enfeksiyon i¢in kaynak olusturabilir. Urlar genellikle omcanin enfekte olmus

dokularinda yaralanmayla birlikte gelisir. Nemli kosullar hastaligin gelismesini

hizlandirir (Lehoczky, 1968; Liang, 1990).

Sekil 2.2. Verim yasindaki asmalarin govdelerinde (A), yenice asmalarda yatirma
telinde geng¢ siirgiinde (B) ve fidanlarin as1 bolgesinde ta¢ uru hastaliginin

gorinisii (C) ( Burr ve ark., 1998).

Damla ya da yeralti sulama sistemi ile sulanan kumlu topraklarda, siirekli ve
yiliksek oranda nemlilik nedeniyle, urlar ¢cok hizli bir sekilde ¢ogalir. Ayrica asili ve
asisiz asma fidanlarin baga dikilmeleri sirasinda, dikim budamasi yapilarak
koklerin yaralanmasi, kanser etmeni i¢in 6nemli bir giris kapist olusturmaktadir

(Burr ve ark., 1995b).
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Agrobacterium vitis baglarda sistemik olarak yayilmakta ve simptom olusturmadan
yillarca canli kalabilmektedir. Bulasik dallarda A. vitis dondan veya baska bir nedenden
dolay1 meydana gelen yaralanmadan sonra bitkide wur olusturabilmektedir.
Agrobacterium cinsi bakteriler genelde toprak kokenlidir. Ancak topraktan izole edilen
Agrobacterium’larin biiyiikk ¢ogunlugu ur olusturma o6zelliginde degildir (Bouzar ve
Moore, 1987). Bununla birlikte A. vitis bag kalintilarinda en az iki yil ur olusturma

yetenegini kaybetmeden yasayabilmektedir (Burr ve ark., 1995a).

Agrobacterium vitis asmalarda 6z su ile taginan ve belirti vermeksizin bitkide
bulunabilen bir bakteridir. Bu yilizden ¢ogaltma materyali ile ¢ok rahatlikla
tasimnabilmekte ve ancak ur olusumu goriildiikten sonra fark edilmektedir. Bu
sekilde o6zellikle iilke i¢inde hizli ve yogun bir sekilde dagilim gdstermektedir.
Bakterilerin 6z su i¢inde bulunmasi ve tasinmasi, budama ve diger kiiltiirel islemler
sirasinda bulasmalar1 da artirmaktadir. Bu durum bagciligin 6nemli bir dali olan
fidancilik sektorii i¢in onemli bir tehlike arz etmektedir. Cilinkii erken donemde

fidanliklarda olusabilecek urlar fidan 6liimlerine dahi sebep olmaktadir (Lehoczky,

1968).

Hastaligin baglarda yayilmasinin en 6nemli nedenlerinden birisi asma fidanlarinin
bulasik olmasidir. Tarim Bakanliginin “Fidanlik, Fidelik, Siis Bitkileri ve Cicek
Sogan1 Uretilen Yerlerin Ruhsatlandirilmasina Iligskin “ yonetmeligine gore, asma
fidan1 tretilecek yerde A. vitis riskine karst (en az 5 yil bagcilik yapilmamasi ve
fidan iireten isletmelerden her kombinasyon igin 10’ar adet fidan numunesi A. vitis
yoniinden analiz edilmek iizere alinarak enstitiiye gonderilmektedir. Yine
28.06.2006 tarih ve 26212 sayili Resmi Gazete'de yayinlanan “I¢ Karantinaya Tabi
Bitki Hastalik Ve Zararlilar1 Hakkinda Teblig”’de, A. vitis asma iiretim materyali

i¢in dikkate alinan hastalik listesinde yer almaktadir.

Bakteri hastalikli asma artiklarinda ve hatta diger bitki artiklarinda uzun yillar
canliligint korudugu bildirilmektedir. Buna karsin bugiine kadar o6zellikle asma
artig1 olmayan topraktan bakteriyi izole etmek pek miimkiin olmamistir (Burr ve

ark., 1987;1995a).
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Bu bakteri asma gdvdesinin %50’si urla ¢evrelendiginde bitki gelisiminde ve veriminde
onemli azalmalara neden olmaktadir (Schroth ve ark., 1988). A. tumefaciens’in neden
oldugu kok bogazi uru Zinfendal asma (V. vinifera) gesidinde iriin ve asmanin
gelisimini etkiledigi bildirilmistir. 4 yillik bir periyotta yapilan gézlemlerde baslangicta
hastalik orani ile salkim verimi, budanan dallarin agirhgr ve govde Olgiileri
karsilastirilmis ve kok bogazi bolgesinin %50°den fazlasi urla kaplanan asmalarda ur

olusturmayanlardan daha az salkim verimi ve gelisme belirlenmistir (Schroth ve ark.,

1988).

Agrobacterium vitis ‘e kars1 aliacak en 6nemli 6nlem saglikli fidanlarla bag kurmaktir.
Yine riskli bolgeler igin A.vitis‘e dayanikli 3309C, 101-14 Mgt ve Riparia Glorie
anaglar tercih edilmelidir (Burr ve ark., 1998; Sule ve Burr, 1998). Bag yeri segerken
don riski olan, nemli ve agir toprak igeren alanlardan uzak durulmalidir. Toprak kokenli
nematod igeren alanlarda yetisen asmalarin bag uru hastaligina daha sik rastlandigi g6z
Oniine alinmalidir. Dikim sonrasi asmalarin fazladan mekanik yaralanmamasina 6zen
gosterilmelidir. Soguk bolgelerde cesit secimine dikkat edilmelidir. Yeni kurulan
baglarda geng¢ asmalari kisa girmeden kiimbetlenmesi 6nerilmektedir. Kis budamasinda
asir1 kesimden kaginmali, 6zellikle soguk bolgelerde azotlu gilibre yerine potasyumlu
giibrelemeye Onem verilmelidir. Soguk bolgelerde kuvvetli gelisen cesitler tercih
edilmemelidir. Kanserle bulagik ancak govdesi c¢atlamayan asmalar yeniden terbiye
edilerek verime kazandirilabilir. Govde yenilemesi yapan asmalarda sorun devam
ederse, asma kokii ile birlikte bagdan uzaklastirilmalidir. Ur ve yara yerlerine bakirli

bilesikler siirerek enfeksiyon azaltilabilir (Steward, 2014).

Bu hastalik etmenine kars1 etkili bir kimyasal miicadele bulunmamakla birlikte, ¢iftciler
tarafindan bilingsizce ilag kullanilmaktadir. Son yillarda hastalik etmenine karsi
biyolojik bir preperat olan Nogall kullanilmaya baslamasina ragmen A. vitis tarafindan
olusturulan hastalik olusumu yeterince engelleyemedigi bildirilmistir (Burr ve ark.,
1998). Hastalik etmenine kars1 etkili bir miicadele yonteminin bulunmamasi, bilingsizce
tarimsal ilaglarin kullanilmasi, bu ilaglarin ¢evreye ve insan sagligina olan olumsuz

etkilemesi ve son yillarda bilinglenen tiiketicilerin organik tarima olan ilgileri nedeniyle
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aragtiricilar hastalik etmenine karsi ilagli miicadeleye alternatif miicadele yontemlerinin

arastirilmasina yoneltmistir.

Benlioglu ve Ozakman (1998), iilkemizde iiretim materyali olarak kullanilan bag
celiklerinde bag kanseri etmeni Agrobacterium tumefaciens’in varligini belirlemek,
asma fidan1 iiretiminde, indeksleme calismalar1 ve sertifikasyon islemlerinde pratik ve
giivenilir bir yontemi uygulamaya koyabilmek amaciyla arastirma yapmustir. Orta
Anadolu Boélgesinde Karaman, Cankir1 ve Ankara illerinde bag tesisi amaciyla getirilen
asili asma fidanlarini, yurt disinda gesitli kaynaklardan temin edilen ve Tiirkiye’de izole
edilmis A. tumefaciens izolatlar1 ve diger bakteri kiiltiirlerini kullanmistir. Nevsehir ve
Kirsehir’de bag alanlarindan hastalik belirtisi gosteren ve gostermeyen omcalardan
toplam 158 siirgiin incelenmistir. Hastalik belirtisi gosteren omcalardan alinan 8
slirglinlin 6 tanesinde, belirti géstermeyen omcalardan alinan 150 siirgiinden 7 tanesinde
de patojenik A.tumefaciens’in varligi saptanmistir. Orta Anadolu’da Karaman ilinde bag
tesisi amactyla kullanilacak olan bag fidanlarindan; Hafizali, Amasya, Razaki, Hamburg
Misketi, Amerikan asma anaci 41 B ve 5 BB c¢esitlerini igceren 7 Ornek; Cankiri’da
Cardinal, Mandaggozii, Erenkdy, Amasya, Hamburg Misketi (3 parti), Kozak, Muscat,
Cavus, Royal, Amerikan olmak {izere toplam 12; Ankara ilinde ise Hafizali, Miiskiile,
Cavus (2 parti), Hamburg Misketi, Beyaz Kozak, Muscat, Amasya c¢esitlerini kapsayan
8 olmak tizere 3 ilden toplam 27 6rnek A.tumefaciens’in varligi yoniinden testlenmistir.
Toplam 27 c¢esit bag fidanina ait Orneklerin incelenmesinden 13 tanesinden A.

tumefaciens izole edilmis digerlerinde ise rastlanmamustir.

Mohammadi ve Fatehi-Peykani (1999) Iran’m Karaj ve Takesta bolgesindeki baglarda
toprak, bitki 6z suyu ve taze yumrularda Agrobacterium spp. izole etmislerdir. Yapilan
patojenisite ve molekiiler tanilamalar sonrasinda, A. Vvitis’in Iran izolatlarmin

tamaminin fenotipik olarak heterojen ve fark edilebilir oldugu sonucuna varilmistir.

Argun (2001), yaptig1 ¢alismada Ankara, Kirikkale, Konya, Karaman ve Nevsehir
illerinde 1000 da iizerinde bag alaninda 55 koyii agrobacterium vitis yoniinden
incelemistir. Bu baglardan 6’ s1 Ankara 7’ si Nevsehir, 9’ u Konya, 2’ si Kirikkale ve 3’
i Karaman’ a ait olama {izere 27 kdyiin baglarinin A. vitis ile bulasik oldugunu tespit

etmistir. Taze olmasit kosulu ile yilin her doneminde alinan urlardan yapilan
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izolasyonlarda daha fazla izolat elde edildigidilmistir. Ancak taze urlarin, en yogun
sekilde bahar aylarinda olustugu gdzlenmi bildirmistir. ikisi 6zsudan olmak iizere
toplam 57 Agrobacterium vitis izolat1 elde edilmis ve hepsinin asma dallarinda ur,
stirgiin ve kokte nekroz ve ayrica tiitinde asirt duyarliklik reaksiyonu (HR)

olusturdugunu belirlemistir.

Altinparmak (2011) 2007-2008 yillarinda Konya baglarinda yetistirilen 14 adet farkl
asma ¢esidinde bakteriyel hastaliklar1 belirlemek amaciyla ¢alisma yapmistir. Toplam
309 asma Orneginden 280’inde A. vitis belirlenirken, izolatlarin g¢ogunlugunun
tiimorojenik karakterde oldugunu saptamistir. Konya ili genelinde asmalardaki etmenle
bulagikligin  %90.61° lik oranla biiyiik 6nem tasidigi, patojenin mevcut cesitler
icerisinde en fazla Sultani Cekirdeksiz, Cardinal, Hafizali ve en az Eksi Kara

cesitlerinde goriildiiglinii belirlemistir.

Abdellatif ve arkadaglari (2013) Tunus baglarinda bag kanserine yonelik yaptiklari
arastirmada kuzey ve merkez bolgesinde bag kanserinin diisiik yogunluklu oldugunu
(%9.72) saptamiglardir. Morfolojik olarak Agrobacterium simptomu gosteren asma ve

toprak orneklerinden 380 adet izolat elde etmislerdir.

Ergoniil ve Oztiirk (2015), 14 iiziim cesidi (Vitis vinifera L.) ile 6 Amerikan asma
anacinin toplam 60 klonunda termoterapi ve meristem kiiltirii ile viriislerden
arindirilmasina yonelik ¢alisma yapmiglardir. Dort y1l boyunca asma patojeni viriis ve
A. vitis bakterisinin arindirilmast amaciyla siirdiiriilen bu aragtirmada 60 asma
klonundan viriis ve A. vitis testlemeleri yapilmis, 30 klon temiz, geri kalani ise en az bir

viriis veya A. vitis yoniinden bulagik bulunmustur

Genov ve ark. (2015) Bulgaristan da 9 farkli bag bdlgesinden ve Bulgaristan’in Giiney
Dogusundaki ormanlardaki yabani asmalarda yaptiklart ¢alismada, 20 farkh
Agrobacterium spp.” yi saptamiglardir. Simptom gosteren V. Vinifera asmalarinda ur ve
sirglin Ornekleri alinirken, yabani asmalarda ise simptom gostermeyen bitkilerden
stirgiin Ornekleri toplanmistir. Toplanan orneklerde fizyolojik, kimyasal testler ve
izolatlarda virlis analizleri yapilmistir. Elde edilen 20 izolattan 2 tanesi patojen

icermeyen A.tumefaciens olarak saptanirken, digerleri A. vitis olarak saptanmustir.
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Ignatov ve ark. (2015) Rusya’nin Karadeniz kiyisinda saraplik iiziim yetistirilen 15
bagin dokuzunda ta¢ urunu gozlemlemeye yonelik bir survey ¢alismasi yapmislardir.
Asmalardan alinan ur 6rnekleri RS ortaminda ekildikten sonra Roy ve Sasser (1983)’e
gore tanimlamiglardir. Elde edilen sonuglar1 PCR analizleri ile virD2 genindeki
virD2A/2C ile teyit etmislerdir. PGF/PGR primerleri ile A. vitis ve A. tumafeciens
izolatlarin1 ayirt etmekte kullanilmistir. PCR da test sonrasi1 69 adet izolatin 18 tanesi A.

vitis ‘e ait olarak saptamislardir. Bu durumu biokimyasal testlerde teyit etmistir.

Agrobacteriim tiirlerinin VirA, pehA ve 6a genlerinin amplifikasyonu igin tasarlanan
oligonukleotid primerlerin  Agrobacterium  vitis’in  tanilanmasinda  kullanimi
degerlendirilmistir. pehA spesifik primer ¢ifti polimeraz zincir reaksiyonu ile testlenen
tim A. Vvitis izolatlarin1 kolayca tanilamistir. Asma c¢ubuklarindan A. vitis DNA’sin1

elde etmek i¢in dort farkli ekstraksiyon/saflastirma yontemi kullanmistir (Eastwell ve
ark., 1995).

Kiisek (2007) tarafindan yapilan ¢alismasinda elde ettigi bazi izolatlarinin asmada ur
agirhigini 6nemli diizeyde azalttigini belirlemistir. A. vitis izolatindan elde edilmis
lipopolisakkarid (LPS)’lerin asma c¢ubuklarina 10 g/l konsantrasyonda infiltre

edildiginde ur biiylikliigiinii %91.5 oraninda azaltmistir.

Degisik yillarda farkli arastiricilar, bazi asma anaglarinin ve iiziim gesitlerine ait
kalemlerin hassas veya dayanikli olduguna dair arastirmalar yapmuislardir.
Cardinal, Italia, Iskenderiye Misketi gibi ¢esitlerin ta¢ uruna hassas, Semillion,
Riesling, Regina gibi ¢esitlerin dayanikli oldugu; Teleki 5BB, 110R, 99R, Ramsey,
140 Ru anaglarinin hassas, 1103 P3309 C, 101-14 Mgt gibi anaglarin dayanikli
oldugu rapor edilmistir. Bazi iiziim cesitleri (Chardonnay) ve asma anaglarinin
(Kober 5BB) farkli ekolojik kosullara sahip iilkelerde tolerans agisindan farklilik

arz ettigi de ayrica ileri siiriilmiistiir (Burr ve ark., 1998).

Arastiricilar, uzun zamandan beri Agrobacterium spp.’leri kontrol altinda tutmak igin
degisik yontemler denemislerdir. Bunlara hastaliktan ari baz materyallerle fidan tiretimi,

kiiltiirel uygulamalar, kimyasal ve biyolojik kontrol yontemleri 6rnek verilebilir. Khalif
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(2006) tag uru ile biyolojik miicadele kapsaminda Bacillus subtilis, Penicillium sp. K84

ve Trichoderma harzianum izolatlarinin basarili sonug verdigini belirlemislerdir.

Usanmaz (2012) Kahramanmaras ilindeki bag alanlarindaki asmalardan saglikli
olanlar1 secerek, kok bolgelerinden koklerle birlikte 15 toprak 6rnegi alarak elde ettigi
468 bakteri izolatini Agrobacterium vitis’e karst engelleme zonu olusturup
olusturulmadigini arastirmistir. Topraktan izole edilen 8 adet izolatin engelleme zonu
olusturdugunu, engelleme zonu olusturan 8 izolatin tanilama testleri olan gram boyama,
oksidaz, katalaz, KOH ile gram reaksiyonu, biolog ve floresan o&zelliklerini

belirlemistir.

Elena (2016) bagda ve serada Agrobacterium tumafeciens iceren asmalarda
patojenin yayginlasmasini dnlemek i¢in, sarimSaktan elde edilmis iki farkli recete
uygulamisgtir. Her iki regete de urlarin bityiikligii, sayisi ve ¢ogalma potansiyelini
sinirlandirmast agisindan kontrolle kiyaslandiginda olumlu yonde etki ettigi

bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini Tokat ili Merkez, Niksar, Erbaa, Turhal, Zile ve Pazar
ilgelerinde 238 adet bag alanindan toplanan, hastalik siiphesi olan 200 adet ur 6rnegi

olusturmustur.

Izolasyon calismalarinda King B, Nutrient Glikoz Agar (NGA), Potato Dextrose
Agar+CaCO3, demir amonyum sitrat, Nutrient Broth besi yerleri (EK-A), cesitli
kimyasallar ve tanilama testlerinde PCR (lontek, Fermantes, Thermo marka)

malzemeleri kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Survey Cahsmalari

Asma ur hastaliginin bolgedeki bulunma oranmin belirlenmesi igin 2015 yilinda Tokat
ili Merkez, Niksar, Erbaa, Turhal, Zile ve Pazar ilgelerinde bag alanlarinda surveyler
yaptlmistir. Survey calismalar1 yaz (Haziran—Agustos) doneminde asmalarda yillik
stirglinler 10-15 cm’e ulastiginda yapilmistir. Tokat ilinde 6 ilgeden 48 kdyde 238 adet
bag alani gezilerek incelemeler yapilmistir. Giidimli 6rnekleme ile (Argun, 2001) 42
adet bagdan toplam 297 adet ur 6rnegi almmustir (Cizelge 3.1.). Ornekler toplanirken
6zel bir 6rnekleme metodu kullanilmamig, drnekleme sayis1 bag alani biiyiikliigiine gore
degil bagdaki hasta asma sayisina gore degismistir (Argun, 2001). Ayni zamanda
incelenen alanlarda omca yasi, terbiye sekli, liziim/anag c¢esidi gibi veriler de
kaydedilmistir. Bolgelerdeki hastaliklarin dagilimina yoénelik degerlendirmeler bag

alanina diisen hastalikli asma sayisina morfolojik gozlemlere gore yapilmistir.



Cizelge 3.1. Tokat yoresi mevcut bag alanlari, gezilen kOy ve ornek alinan koy sayisi
sayist ve baglardan alinan numune sayisi

Tigce ad Bag Gezilen | Gezilen | Ornek | Ornek Baglardan
alam Koy Bag Alman Alman | Almnan Toplam
(ha) sayisl Sayisi Koy Bag Ornek Sayisi
Sayisi sayisl (adet)
MERKEZ | 2020 9 37 4 5 69
ZiILE 1770 14 63 4 12 54
ERBAA | 1335 13 69 9 14 81
NIKSAR | 693 7 37 3 6 71
PAZAR 300 3 20 2 3 10
TURHAL | 94 3 12 1 2 12
TOPLAM | 6218 49 238 23 42 297

Baglarda ornekler alinirken kullanilan alet ve ekipmanlar, her seferinde ¢camasir suyu
iceren su ile dezenfekte edilmistir. Survey calismalarinda asma ur hastaligindan
stiphelenilen bitkiler gazete kagidi arasina sarilarak etiketlenmis ve polietilen torba
icerisinde laboratuara getirilmistir.

3.2.2. Asma ur hastalik etmeninin (Agrobacterium vitis) izolasyonu

Survey calismalarindan sonra laboratuara getirilen bitki 6rneklerinden hastalik etmenini
elde edebilmek icin izolasyon ¢alismalari yapilmistir. {lk olarak getirilen drnekler cesme
suyunda yikanmistir. Daha sonra %70’lik alkolle yiizeyden dezenfekte edilen 6rnekler 3
kez steril saf su ile yikanmistir. Bir bistiiri veya maket bigag ile urun st tarafi hafifce
soyulmus ve alttaki taze canli dokudan kiigiik parcalar alinmistir. Daha sonra alinan
pargalar steril porselen havan igerisinde ezilmis, Steril fizyolojik tuzlu su (%8,5 NacCl)
icerisinde homojenize edilmistir. Bir saat bekletildikten sonra bu siispansiyondan bir
0ze alinarak King B besi yerine ekim yapilmistir. Petriler 26°C’de inkiibatdrde inkiibe
edilmistir (Kiisek, 2007). Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerde gelisen koloniler
incelenmis ve krem renkli kismen seffaf, etrafi diiz, yuvarlak ve konveks koloni
morfolojisine sahip olan koloniler saflastirilmistir. Saflastirilan izolatlar Gliserol ve

Nutrient Broth igerisinde -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.3. Asma ur hastalik etmeninin (Agrobacterium vitis) tamilanmasi

Potasyum hidroksit testi (KOH) ile gram reaksiyon

KOH testinde %3’liik Potasyum Hidroksit soliisyonu kullanilmistir. Lam tiizerine bir
damla soliisyondan damlatilmis, 48 saatlik Agrobacterium vitis izolatlar1 bir plastik 6ze
ile almarak soliisyonla karistirilmistir. Oze yukar1 dogru kaldirildiginda lam iizerinde
viskoz, yapiskanimsi bir uzamanin olusmasi ile sonu¢ Gram negatif, uzamanin

olugmamasi ile Gram pozitif olarak degerlendirilmistir.
Oksidaz Testi

Calismanin bu kisminda, %1°lik N;N;N;N’-Tetramethyl-1.4 phenylene diammonium
diclorid eriyigi kullanilmigtir. Taze hazirlanmig eriyik steril filtre kagidina bir damla
damlatilmistir. King B besi yerinde 48 saat gelistirilen bakteri izolatlar1 steril bir kiirdan
ile veya steril bir plastik 6ze ile alinarak eriyik damlatilmis kurutma kagidina ¢izilmis
ve mor renk olusumuna gore pozitif olarak degerlendirilmistir. 10 saniye i¢inde olusan
koyu mor renk pozitif, 10 ile 60 saniye arasinda koyu mor olanlar zayif pozitif ve mor

olusturmayanlar negatif olarak degerlendirilmistir (Kovacs, 1956).

PDA+CaCQOs Besi Yerinde Asit Temizleme

Calismanin bu kisminda, Potato Dekstrose Agar (PDA) igerisine CaCOs eklenerek
PDA+CaCO3 besi yeri (EK-A) hazirlanmistir. izolasyonlar sonucu elde edilen bakteri
izolatlart PDA+CaCO3 besi yerine ekilmis ve 26°C’de inkiibatorde inkiibe edilmistir. 2
glinliik inkiibasyon siiresi sonucunda koloniler etrafinda besi yerinde saydamlasma

goriilen izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001; Kiisek, 2007).

%2 NaCl iceren Besi Yerinde Gelisme

Calismanin bu kisminda, %2 NaCl ilave edilmis Nutrient Glikoz Agar (NGA) (EK-A)
besi yeri kullanilmistir. Elde edilen bakteri izolatlar1 NGA besi yerine ekilmis ve
26°C’de inkiibatorde inkiibe edilmistir. 2 giinliik inkiibasyon siiresi sonucunda besi
yerinde koloni gelisimi gosteren izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore ve
ark., 2001; Kiisek, 2007).
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Demir Amonyum Sitrat Kullanimi

King B besi yerinde 48 saat gelistirilen bakteri izolatlarinin demir amonyum sitrat besi
yeri (EK-A) igeren tiiplere ekimi yapilmistir. Inokule yapilan tiipler 26°C’de
inkiibatorde inkiibe edilmistir. 2 giinliik inkiibasyon siiresi sonucunda, tiiplerde olusan

kiremit renginde bir tabaka pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Agrobacterium spp. izolatlarimin

Tanilanmasi

Hastalikli dokulardan izole edilen ve klasik tani ile tanilanan 120 adet Agrobacterium
spp. izolatinin Genomik DNA izolasyonu Nejat ve ark. (2009)’a goére yapilmistir. Bu

yontemde izlenen prosediir asagida verildigi gibidir:

1. Bakteri izolatlar1 9 ml Nutrient broth (EK-A) siv1 besi yerine asilanarak 200
devir/dakika (dk) ¢alkalayicida gece boyu 27+1 °C’de gelistirilmistir.

2. Bakteri siispansiyonundan 1ml steril ependorf tiipiine alinmis ve tiiplerin
agirliklar1 dengelenerek 15 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

3. Pellet alinarak siipernatant atilmistir. Pelletin {izerine 600 pl CTAB (pH:8,00)
(EK-B) eklenerek vortekslenmistir.

4. Tiipler 65 °C’deki su banyosunda 30 dk bekletilmistir.

5. Bu siirenin sonunda her bir tiipe 600 pl cloroform isoamyl alkol eklenerek 1’er
dk vortekslenmistir.

6. 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij yapilarak siipernatant iginde DNA yeni bir
ependorf tliipe aktarilmistir.

7. Tiiplere 600 pl derin dondurucuda sogutulmus isopropanol eklenmistir. Tiipler
derin dondurucuda (-20 °C’de) 45 dk bekletilmistir.

8. 12 000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.

9. Ust stv1 kistm dokiilmiis ve sogutulmus %70’°lik alkolden 1000 pl ependorf
tiiplerine eklenmistir. 12 000 rpm’de 15 dk santrifiij yapilarak alkolle yikama
yapilmustir.

10. Ependorf tiipler ters cevrilerek alkol dokiilmiis ve steril kabinde bir saat

kurumaya birakilmistir.
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11. Ependorf tiipler icerisine 30 ul TE Buffer (EK-B) konulmustur. izole edilen
DNA’lar PCR c¢alismalarinda kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
12. Daha sonra bu DNA’lar %]1°lik hazirlanan agarose jele (EK-B) verilerek izole
edildikleri tespit edilmistir.
Calismada ayrica bakteri kiiltlirleri ile dogrudan PCR c¢alismasi da yapilmistir. 48
saatlik bakteri izolatlarindan bir 6ze dolusu alinarak steril ependorf tiip igerisine
konulmustur. Bakteri kiiltiirleri tizerine 1000ul Lysis buffer (EK B) eklenerek 95° C’de
10 dk su banyosunda bekletilmistir (Abolmaaty ve ark., 2000).
PCR c¢alismasinda Agrobacterium spp.’e spesifik olan Prim A ve Prim C primer
dizilimleri kullanilmigtir. PCR ¢alismas1 Hass ve ark. (1995)‘nin bildirdigine goére
yapilmistir.
PCR calismasi i¢in reaksiyon karigiminin igerigi asagida verilen degerlere gore

ayarlanmustir:

Reaksiyon Karisiminin Icerigi Miktar (nl)

ddH,0 17
Buffer 2,5
dNTP 0,2
Primer A 0,5
Primer C 0,5
Taq polimeraz 0,3
g-DNA veya bakteri kiiltiirii 2,0
Toplam 25

Kullanilan primerlerin dizilisleri agsagida verildigi gibidir:
Prim A: 5°’-ATG CCC GAT CGA GCT CAA GT-3’
Prim C: 5°>-TCG TCT GGC TGA CTT TCG TCA TAA-3’

Thermalcycler cihazinda (BIOER) kullanilan program asagida verildigi gibidir:

Program adimlan

Sicakhk Siire Dongii
(°C) (dk) Sayisi
[k denatiirasyon 94 1 1
Denatiirasyon 94 1
Primer Baglanmas1 50 1 40
Uzama 72 1
Son Uzama 72 5 1
Bekleme 4 Siiresiz
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Patojene spesifik olan Prim A: 5’-ATG CCC GAT CGA GCT CAA GT-3’ ve Prim C:
5’-TCG TCT GGC TGA CTT TCG TCA TAA-3’ primer dizilimleri kullanilarak
yapilan PCR c¢alismasinda %1°’lik agaroz jel lizerinde Hass ve ark. (1995)‘nin bildirdigi
gibi 224 bp biiyiikliigiinde bant olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Tokat ilinin Genel Ozellikleri

Tokat, Karadeniz Bolgesi'nin Orta Karadeniz Boliimii'niin i¢ kesiminde yer almaktadir.
Yiizol¢iimii 9.982 km? olup, Tiirkiye topraklarinin % 1.3"linii kaplamaktadir. 35° 27' -
37° 39" dogu boylamlari ile 39° 52' - 40° 55' kuzey enlemleri arasinda yer almaktadir.
Tokat Merkez ilgenin rakimi 623 m'dir. Tokat Ili; I¢ Anadolu Iklimi, Ig-Dogu Anadolu
Iklimi, Karadeniz Ardi Iklimi ve Orta Karadeniz iklimi arasinda bir gecit 6zelligi
gosterir. Uzun yillar_ortalamasina gore yillik ortalama sicaklik; en diisik 1,9 °C en
yiiksek 22.4 °C’dir. Bag kanseri i¢in en dnemli etkenlerden birisi diisiik kis sicakliklari
olup, ekstrem en diisiik sicaklik degerleri -23,4 °C, ile 20 Ocak 1972 de yasanmis olup,
bagcilik igin kritik diisiik sicaklik degeri olan -20 °C nin 4 farkli ay igerisinde
yasandig1 meteorolojik kayitlarda yer almaktadir (Cizelge 4.1.; Anonim, 2016b).
Cizelge 4.1. Tokat ili uzun yillara (1950-2015) iklim verileri

AYLAR SICAKLIK (°C)

En Ort.
diisiik Yagish

Ort. Min. Max. sicaklik Giin
OCAK 1.9 -1.7 6.2 -23.4 11.0
SUBAT 3.4 -0.7 8.2 -22.1 10.6
MART 7.5 2.4 13.1 -21.2 12.3
NiSAN 12.5 6.6 18.9 -6.3 12.7
MAYIS 16.5 10.0 23.4 0 13.6
HAZIiRAN 19.9 13.0 26.7 2.7 8.7
TEMMUZ 22.3 155 29.0 6.1 3.0
AGUSTOS 22.4 15.6 29.6 6.7 2.3
EYLUL 18.8 12.1 26.5 2.4 4.7
EKIiM 13.7 8.1 20.6 -3.2 8.1
KASIM 7.9 3.4 13.6 -11.8 9.4
ARALIK 3.8 0.3 7.8 -21.0 11.6

Tokat bolgesi iklim verileri incelendiginde diisiik sicakliklarin sik¢a yasandigi, bu
nedenle de baglarin yaklasik 10 yilda bir ciddi zarar gordiigi goriilmektedir
(Topgu ve ark., 2015). Haliyle bolgenin iklim kosullarinin baglarda kanser

hastaliginin yayilmasi i¢in oldukca uygun oldugu goriilmektedir.



4.2. Tokat ilinde Survey Yapilan Baglara Ait Genel Ozellikler

2015 yili Haziran ve Eylil aylan icerisinde Tokat bolgesindeki baglarda asma ur
hastaligina yonelik survey calismasi yapilmistir. Arastirma doneminde 6 ilgede 49
koyde 238 bagda tarama yapilmis olup, 23 kdyden toplam 42 adet bagdan toplam 200
adet ur drnegi alinmistir (Cizelge 3.1; Cizelge 4.2). Alinan ur 6rneklerinin taze olmasina

0zen gosterilmistir ( yaklasik %75) (Sekil 4.1).

Arastirmada survey doneminde bazi baglarda yapilan morfolojik gozlemlerde hastalikli
asmalara rastlanirken bazi baglarda rastlanmamistir. Bu nedenle, survey asamasinda ur
ornegi alinan hastalikli olan asmalara ait baglar kodlanarak toplanan urlardan izolalatlar
elde edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Tokat ilinde survey yapilan baglara ait genel bilgiler

Iice, Koy- Mevki Adi Bagin | Bagin | Alan | Anac Uziim Cesidi Terbiye
Kodu Yas1 (da) Sistemi
TOKAT MERKEZ
Biiyiikyildiz-Kizilyer Narince Telli
M1 6 11 | Lot Goble
Giiryildiz-Dalgindibi M2 33 3.8 110R 5 Cesit CK.K
Kiigiikbaglar-K5yonii M3 8 4 1103P | Red Globe C.KK
Kiiiikbaglar-Kdyonii M4 8 10 | 1103p | Red Globe C.KK
Emirseyit-Kavakyolu M5 10 55 99R Narince C.KK
Giizeldere*
Giilpinar*
Biiyiikbaglar®
Bagbagsi*
Camalti
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Cizelge 4.2. (devamm). Tokat ilinde survey yapilan baglara ait genel bilgiler

ERBAA
Ballibag-Kanalalti El 8 5 5BB Narince C.K.K.
Uziimlii-Emeralti E2 5 5 1103P Narince Guyot
Uziimlii-Emeralt1 E3 3 4 1103P Narince Guyot
Uziimlii-Belpinari E4 4 2 1103P Narince C.K.K.
Bagpmar-Uzunpara E5 6 2 1103P Narince C.K.K.
Bagpinar E6 5 4 1103P Narince C.K.K.
Bagpmar-Uluyolaltt E7 8 8 LOT Narince C.K.K.
Doganyurt ES8 6 5 110R Narince C.K.K.
Doganyurt-Kdsere E9 6 4 110R Narince C.KK.
1 110R Narince +
Merkez-Karabulak E10 4 8 Alphonse L. C.K K.
Salkiméren-Kabakulak E11 9 2 110R Narince C.KK.
Doganyurt-Tasliyatak E12 12 1 110R Narince C.KK.
Agcakegi-Halburcu E13 3 5 1103P Narince C.KK.
Agcaalan-Ardiglik El14 8 2 99R Narince CKK.
Yoldere *
Tepekisla*
Camdibi*
Pinarbeyli*
Karayaka*
ZILE
Kirecli-Sakall1 Z1 15 2 YERLI Narince Goble
Kiregli-Kumocagiyolu Z2 25 3 99R Narince+Cavus CKK.
Kiregli-Kumocagiyolu Z3 25 4 99R Narince C.KK.
Olukman z4 50 3.2 YERLI Narince Goble
Giizelbeyli-Baglarmevki Z5 6 1,5 1103P 4 Cesit C.K.K.
Giizelbeyli-Baglarmevki Z6 7 2 1103P Narince C.KK.
Merkez-Istasyon Karsisi zZ7 7 2 1103P Narince Goble
Merkez-Arapbaglari Z8 23 2 1103P Narince C.K.K.
Merkez-Arapbaglar Z9 8 3 1103P Narince C.KK.
Merkez-Arapbaglari 710 10 2 1103P Narince C.KK.
Merkez- Karadini Z11 10 2 1103P Narince C.KK.
Merkez-Olukmanyolu Z12 25 2.5 1103P Narince C.KK.

Korucuk*

Yenikoy™*

Seyhnurettin®

Emiréren*

Hacilar*

Kursunlu*

Selamet™*

Ozyurt*

SHBULEZ*l
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Cizelge 4.2. (devam). Tokat ilinde survey yapilan baglara ait genel bilgiler

NIKSAR

GOzpinar-Agilonil N1 8 4 99R Narince C.K.K.
Gozpinar-Yaniktepe N2 8 14 99R Narince C.KK.
Gokeeli-Sarigiilliik N3 10 3 YERLI Narince Goble
Gokgeli-Mezarlikalti N4 5 4 99R Narince C.K.K.
Gozpinar-Bogamamezarligi N5 60 2,5 1103P Narince C.K.K.
Yakinca-Kdyiistii N6 8 3 99R Narince+italya C.K.K.
Direkli*

Yolkonak*

Olukluv

Hiiseyingaziv

PAZAR

Uziiméren-Canak Mevki P1 2.5 LOT Narince-Cavus C.K.K.
Derekdy —Bozbaglar P2 5 99R Narince+italya C.K.K.
Derekdy —Bozbaglar P3 2.2 1103p | Narince C.KK.
Baglarbag* Narince

TURHAL

Cariksiz-Oduncuoglu T1 23 8 99R Narince CK.K.
Cariksi1z-Kiziltepe T2 8 5 YERLI Narince C.K.K.
Necip*

Kalaycik*

*:Survey yapilan baglarda hastalik gériilmeyen kdyler, bu tabloda yer verilmemistir.

Bolgede bag alanlarinda parsel biiyiikligii; Tokat Merkez 3.61 da, Turhal 6.07 da,
Erbaa 5 da, Zile 3.16 da, Niksar 3.61 da, Pazar i,se 3.16 da olarak bildirilmektedir
(Anonim, 2012). Calisma yapilan baglarda da benzer durum goriilmiis olup, bolgede
yaygin olarak yetistirilen Narince ¢esidinin survey yapilan baglarda da yogun bir
sekilde yetistirildigi saptanmustir. Survey yapilan baglarin yast 3-60 arasinda
degismektedir. 1970°1li yillarda floksera zararli nedeniyle baglarda yogun tahribat
yasanmisg, 1980 li yillarin ortasindan itibaren bolgede asili asma fidanlari ile bag tesisi
baslamistir. 2015 yilinda bolgede yaklasik 300 000 adet asili asma fidan1 baglarla

bulusmustur.

Tarama yapilan baglarda Narince ¢esidi disinda, Boduroglu, Red Globe, Cavus, Topbas,

Sultani Cekirdeksiz, italya ve Alphonse Lavallee iiziim ¢esitleri de az da olsa

yetistirilmektedir. Bolgede yerli bag sayisi olduk¢a az olup, cesitler genellikle 110R,

1103P, Lot, SBB ve 99R anaglan iizerine asili fidanlardan olustugu goriilmiistiir.

Bolgede Goble geleneksel terbiye sekline sahip bag sayisi oldukga az olup, yiiksek telli
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destek sitemi ile uyumlu c¢ift kollu kordon (C.K.K.) sistemi daha ¢ok tercih
edilmektedir (Cizelge 4.2). C.K.K. terbiye sisteminin yogun olarak tercih nedeni
Narince ¢esidinden asma yapragi tiretimi igin kisa budamanin uygulanamasin ile alakali
oldugu diisiiniilmektedir. Bolge baglar1 genel olarak 2. Smif arazi iizerinde ve kirag

durumda olup, ¢ok az sayida ek sulama yapilabilmektedir.
4.3. Survey Yapilan Bag Alanlarinda Hastah@in Belirlenmesi

Bolge baglarinda genellikle asili asma fidanlar: ile baglar tesis edilmekte olup, nadiren
yerli fidanlarla da bag tesis edilmektedir. Bolgede 1x1 m dikim sikligindan 3x1x75
dikim sikligina kadar degisik olgililerde dikimler yapilmaktadir. Ancak bolgede yogun
olarak 3 x 1.5 m dikim siklig1 kullanilmakta olup, ortalama olarak bolgede baglarda 200

adet asma bulunmaktadir.

Calismada baglarda iki farkli donemde morfolojik gbzlemlere gore, 6rnek alinan ve
alinmayan tiim baglarda, hastalik belirtisi gosteren veya ur tespit edilen hastalikli asma
sayilart Cizelge 4.3’de verilmistir. Cizelge 4.3’de goriilecegi lizere bolgelere gore
surveyde taranan bag alani ve hastalikli 6rnek saptanan asma sayisi degigmistir. En
fazla hastalikli asma oran1 Tokat Merkez ve Niksar il¢elerinde gozlemlenirken, en az

hastalikli asmaya Pazar yoresi baglarinda rastlanmastir.

Cizelge 4.3. Survey yapilan bolgelerde hastalikli bitki orani

Bolge Survey yapilan Hastahkh Hastahk
Toplam bag ornek sayisi Oram
alam (da) (%)
Erbaa 347.5 81 14,81
Niksar 154.0 71 15,49
Tokat 152.7 69 8,69
Zile 239.8 54 20,37
Pazar 66.4 12 0
Turhal 76,2 10 40,0

Bolgede yapilan morfolojik gozlemlerde, hastalikli asmalarin daha ¢ok orta yasa (7-
20) sahip oldugu gorilmistiir. Ancak, ozellikle yenice (3-5) asmalarda hastalikli
asmalara rastlanmigtir (Sekil 4.1). Son yillarda bolgede bag tesisinin yogun olarak

gerceklestigi Erbaa’da bu duruma daha fazla rastlanmasi, bolgede bag tesisinde
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Agrobacterium spp. ile bulasik sagliksiz fidanlarin kullanilmasi ile alakali oldugu
diisiiniilmektedir. Bu saptama, bu hastaligin en 6nemli yayilma nedenlerinden birisi
oldugunu da teyit etmektedir (Celik ve ark., 1998). Zira, Agrobacterium spp. ¢ogaltma
materyali ile ¢ok rahatlikla taginabilmekte, budama ve diger kiiltiirel islemler sirasinda
bulagsmalar1 da artirmaktadir. Bagciligin 6nemli bir dali olan fidancilik sektorii igin
Oonemli bir tehlike arz etmektedir. Ciinkii erken donemde fidanliklarda olusabilecek urlar
fidan Gliimlerine dahi sebep olmaktadir (Lehoczky, 1968). Bolgenin en 6nemli gesidi
Narince’de klon seleksiyonunun tamamlanmasi, bu ¢esitle fidan iiretiminde baglardan
sagliksiz ve kontrolsiiz kalemlerle fidan iiretimine neden olmasi, hastaligin yayilma

nedenlerinden birisidir.

Gudiimli 6rnekleme sonucu 297 ur 6rneginden ancak, 150 izolat elde edilmis olup,
diger orneklerden izolasyon gerceklestirilememesinin nedenleri;
1- Saprofitlerin bulagmas1 sonucu patojen bakterinin gelisiminin baskilanmasindan
2- Alman 6rneklerin bir kisminin gergek ur olmayip, ur benzeri yap1 olmasindan
3- Ortamda geslisen bekteri kolonilereinden gorsel olarak koloni morfolojisi, rengi
vb. oOzellikler dikkate alinarak bazi kolonilerin elemine edilmesinden

kaynaklanmis olabilecegig diisiiniilmektedir.
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Niksar ‘ Niksar

Erbaa ' Erbaa
Sekil 4.1. Survey yapilan baglarda asma ur hastaliginin belirtileri(Orijinal, Hact DURAK)
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Zile B ~ Zile

Zile Zile
Sekil 4.1. Survey yapilan baglarda asma ur hastaliginin belirtileri(Orijinal, Hact DURAK)
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Pazar Pazar

Turhal Turhal

Sekil 4.1. Survey yapilan baglarda asma ur hastaliginin belirtileri(Orijinal, Hact DURAK)
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44. Asma Ur Hastahk Etmeninin (Agrobacterium spp.) Tamilanmasina Yonelik

Bulgular

Tokat bolgesinde baglardan hastalikli asma Orneklerini toplamak amaciyla Merkez,
Zile, Erbaa, Pazar, Turhal ve Niksar ilgelerindeki bag alanlar1 yaz aylarinda gezilmis ve
urlu bitkilerden 6rnekler alinarak laboratuvara getirilmistir. Bolgede 49 kdyde yapilan
surveylerde 26 kdydeki baglarda herhangi bir urlu asma bitkisine rastlanmamaistir. Taze
urlu dokulardan King B besi yerinde yapilan izolasyonlarda krem renkli, floresan
olmayan, kismen seffaf, etrafi diiz ve konveks koloniler secilmis ve saf kiiltiirleri elde

edilmistir.

Burr ve ark. (1987)’da urlu dokulardan izolasyon i¢in ilkbahar ve yaz aylarinin ¢ok
uygun oldugunu kaydetmislerdir. Geng ve taze urlarda izolasyon kolay bir sekilde
gerceklestirilmistir. Kiisek (2007) yaptiklart ¢alismada, Mersin, Gaziantep, Hatay,
Adiyaman ve Kahramanmarag bolgesi baglarinda yapmis oldugu ¢alismada, ilkbahar ve

yaz aylarindaki taze urlarda izoslasyonu kolay bir sekilde yaptiklarini bildirimistir.

4.4.1. Gram Reaksiyon Testi Sonuclari

Survey ¢alismalari sonucu elde edilen izolatlarda yapilan biyokimyasal test sonuglarina
ait veriler Cizelge 4.5.de verilmistir. %3’liikk potasyum hisroksit ile yapilan Gram
testinde orneklerden elde edilen 148 izolatin 146 tanesi (%98.64) Gram negatif olarak
belirlenmistir ( Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Elde edilen izolatlarda Gram Testi uygulamasi
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4.4.2. Oksidaz Testi

Calismada bolge izolatlart N; N; N; N’ - Tetramethyl- 1.4 phenylene diammonium
diclorid eriyigi emdirilmis filtre kagidina bir kiirdan yardimiyla siiriilmiis ve 10 saniye
icerisinde 148 izolatin 139 tanesinin (%93.91) pozitif sonu¢ verdigi gézlemlenmistir
(Cizelge 4.5; Sekil 4.3).

Kiisek (2007) tarafindan yapilan ¢alismada da, elde ettikleri 47 adet izolatin tamaminin

koyu mor renk olusturarak pozitif sonug verdigi belirtilmistir.

Sekil 4.3. Elde edilen izolatlarda Oksidaz Testi uygulamasi

4.4.3. PDA+CaCOsBesi Yerinde Asit Temizleme

Calismada elde edilen 148 izolat ile yapilan PDA+CaCO3 Besi Yerinde Asit Temizleme
testinde 54 izolatta (% 36,48) besi yerinde saydamlagma gozlenmis olup, 54 izolat
pozitif olarak belirlenmistir. Bu durum izolatlarin gelisirken salgiladiklar1 asitlerden
kaynaklanmaktadir. Calismada 94 izolat ise Dbesi yerinde saydamlastirma

olusturmadigindan negatif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5; Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. PDA+CaCOg3 Besi Yerinde Asit Temizleme testinde belirlenen saydamlagsma
4.4.4. %2 NaCl iceren Besi Yerinde Gelisme

Orneklerden elde edilen 150 izolat %2 NaCl igeren besi yerinde 2 giin inkiibe edilmis
olup, iki izolat hari¢ (e-6-5-a; t-1-1-c) 148 izolat besi yerinde gelismistir (Cizelge 4.5;
Sekil 4.5). Benzer bir ¢alisma Kiisek (2007) tarafindan yapilmis olup, ¢alismada elde
edilen 47 izolatin 3’1 disinda tiimii kat1 %2 NaCl igeren besi yerinde gelismistir.

Sekil 4.5. Elde edilen izolatlar ile yapilan testte NGA besi yerinde gelisim goriilen
izolatlar
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4.4.5. Demir Amonyum Sitrat Kullanim

Yaplan testte, tiip icerinde koyu kiremit rengi ve {listii kaymak tabakasi olusturan
izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5; Sekil 4.6). Orneklerden elde
edilen 123 izolatlatta yapilan Demir Amonyum Sitrat test sonucunda 93 6rnegin pozitif
sonug verdigi (%76) gozlemlenmistir. Kontrol uygulamasinda tiip icerisinde besi yeri

daha agik renkte olup negatif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.6. Demir Amonyum Sitrat kullanimu testi

(-)=Kontrol; (- +): negatif sonug veren 6rnek; (+): orta seviyede pozitif sonug veren 6rnek;
(++): kuvvetli pozitif sonug veren 6rnek

4.4.6. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile Agrobacterium spp. izolatlarimin

tanilanmasi

Hastalikli dokulardan izole edilen ve klasik tan1 ile tanilanan 120 adet Agrobacterium
spp. izolati ile Prim A: 5°-ATG CCC GAT CGA GCT CAA GT-3’ ve Prim C: 5°-TCG
TCT GGC TGA CTT TCG TCA TAA-3’primerleri kullanilarak PCR ¢aligmasi
yapilmistir. Calisma sonucunda 120 izolattan 43 tanesinin %]1°lik agaroz jel iizerinde
224 bp biyiikligiinde bantlar olusturdugu saptanmistir (Sekil 4.7.). Agrobacterium spp.

izolatlar1 ile yapilan PCR ¢alismasinin sonuglari Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Asmalardan izole edilen Agrobacterium spp. izolatlarina uygulanan klasik
bakteriyolojik test sonuglar1 ve PCR testi sonuglari

> )
c = —_ Q KD
o N S £ %) < _SE
£S5 | €3 E§ S -tggg —_EE% zééﬁ o
28 |28 |88 |28 |§ESZ 482 |3xSE |O
-4 - X O4 o8 OCs X X Z & a0 x8 a
El e-1-2-c - + + -
El e-1-5-a - + Y + -
El e-1-5-b - + 0] + - +
El e-1-2-b - + K + +
El e-1-2-a - + 0] + -
E2 e-2-1-d - + Y + +
E2 e-2-1-c - + Y + +
E2 e-2-1-b
E2 e-2-1-b
E3 e-3-1-c - + 0] + +
E3 e-3-2-a - + + -
E3 e-3-1-a - + + -
E3 e-3-1-b - + + -
E4 e-4-2-a - + Y + +
E4 e-4-2-b - + Y + -
E4 e-4-1-b - + O + +
E4 e-4-8-a - + 0] + +
E4 e-4-8-b - T O + +
E4 e-4-8-c - + 0] + -
E5 e-5-2-a +
E5 e-5-1-a - + 0] + -
E6 e-6-1-a - + + -
E6 e-6-2-a - + Y + - +
E6 e-6-2-b - + + -
E6 e-6-5-a - + 0] - -
E6 e-6-5-b - + Y + -
E7 e-7-1-a - + Y + - +
E8 e-8-2-a - + 0] + + +
E8 e-8-2-b - + + +
E8 e-8-2-c - + Y + +
ES8 e-8-1-a - + 0] + + +
E8 e-8-1-b - + + +
E9 e-9-4-d
E9 e-9-6-a - + K + -
E9 e-9-6-b - + Y + -
E9 e-9-6-c - + K + -
E9 e-9-2-d - + K + +
E9 e-9-4-c - + K + +
E9 e-9-2-b - + K + +
E9 e-9-4-a - + K + +
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Cizelge 4.5. (devami) Asmalardan izole edilen Agrobacterium spp. izolatlarina
uygulanan klasik bakteriyolojik test sonuglar1 ve PCR testi sonuglari
g £ - O % @

= = % -CE = g‘ E = 3 g {43 Iz 'g E

58 | 28 sty |E2EZ |RQZ |S5Ef |8
Ay |SY O O & 0< G = XzH |20l | a
E9 e-9-4-b - + K + +

E10 e-2-1-9-a - - K + +

E10 e-2-1-9-b - O] + +

E10 e-2-1-6-a - + K + +

E10 e-2-1-6-b - + K + +

E10 e-2-1-7-b + zY + -

E10 e-2-1-7-a - + o) + +

Ell e-2-2-9-a + + O] + +

E1l e-2-2-9-b - + + -

E1l e-2-7-2

E1l e-2-7-2

E12 e-2-3-9-a

E12 e-2-3-3 - + + - +
E12 e-2-3-2-b - + o) + -

E12 e-2-3-4-a - + zY + - +
E12 e-2-3-4-b - + zY + -

E12 e-2-3-4-c - + Y + - +
E12 e-2-3-4-d - + Y + -

El4 e-2-5-1-a - + zY + + +
El4 e-2-5-1-b - - o) + + +
E14 e-2-5-1-c - + K + + +
M1 m-1-6-b +
M2 m-2-4-a - + K + -

M3 m-2-1-2-b - + o) + -

M3 m-2-1-2-c - + o) + - +
M3 m-2-1-2-a - + @) + - +
M4 m-2-2-9-a - + 0] + -

M4 m-2-2-9-b - + K + -

M4 m-2-2-9-c - + @) + -

M4 m-2-2-10-a - + O] + - +
M4 m-2-2-10-b - + K + - +
M4 m-2-2-7-b - - K + +

M4 m-2-2-7-C - + + -

M5 m-2-3-6-b - + K + +

M5 m-2-3-9-a - - zY + +

M5 m-2-3-9-b - + o) + -

M5 m-2-3-9-c - + 0 + + +
M5 m-2-3-6-a - + + -

N1 n-1-9-a - + K + -

N1 n-1-9-b - + K + -
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Cizelge 4.5. (devami) Asmalardan izole edilen Agrobacterium spp. izolatlarina
uygulanan klasik bakteriyolojik test sonuglar1 ve PCR testi sonuglari

5 E z g &g
= = ; "E = g\ E = -% g (-l'? g % E
§% |28 | s3eg |£2E< 592 |33£f |5
AY | .SY O O & 0<% E Xz% |aole |a
N1 n-1-6-b - + o) + -
N1 n-1-6-a - + + -
N1 n-1-5 + + -
N1 n-1-1-a - + ) + -
N1 n-1-1-b - + o) + +
N1 n-1-1-c - + O + +
N1 n-1-6-a - + + - +
N1 n-1-6-b - + + - +
N2 n-2-1-a - + + +
N2 n-2-1-b - + K + +
N2 n-2-1-c = + + -
N2 n-2-3-a - + ) + -
N2 n-2-3-b - + ) + - +
N2 n-2-5-a - + 6) + - ¥
N2 n-2-5-b - + K + - n
N3 n-3-6-a - - O + +
N3 n-3-6-b - - O] + +
N3 n-3-4 - + O] + - +
N3 n-3-2-a - + O + +
N3 n-3-2-d - + zY + +
N3 n-3-2-b - + Y + - +
N3 n-3-2-c - + zY + +
N4 n-4-2-a - + O] + -
N4 n-4-2-b - + K + - +
N4 n-4-4-a - + Y + -
N4 n-4-4-b - + Y + +
N4 n-4-3-b - + ©) + + +
N4 n-4-3-a - + K + - +
N4 n-4-3-c - + 0 + -
N6 n-2-2-9 - + K + +
P1 p-1-5-a - + + -
P1 p-1-5-b - + K + -
P1 p-1-5-c - + O + -
T1 t-1-2-a - + + -
T1 t-1-2-b - + ©) + +
T1 t-1-1-a - + ) + - +
T1 t-1-1-b - + + -
T1 t-1-1-c - + O - -
T2 t-2-1-a - + K + - +
T2 t-2-1-b - + ) + - +
Z1 z-1-1-d - + + -
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Cizelge 4.5. (devami) Asmalardan izole edilen Agrobacterium spp. izolatlarina
uygulanan klasik bakteriyolojik test sonuglari ve PCR testi sonuglari

g E g o, |8 8¢

= =] ) _ D O
533z |5¥%. |Efsf |EG: |if:t: |
S | g8 g X5 s EETS RR&sF |05 E | O
-4 - X Oy O & OCs X X Z & a0 x8 a
Z1 z-1-1-a - + Y + -

Z1 z-1-1-b - + + -

Z1 z-1-1-c - + + - +
Z1 z-1-2-a - + Y + -

Z1 z-1-2-b - + + - +
Z2 z-2-5-a - + K +

Z2 z-2-2-b - + Y +

Z2 z-2-2-C - + Y + -

Z2 Z-2-2-a - + K + - +
Z2 z-2-2-d - + K + -

Z2 Z-2-5-b - + Y + - +
Z2 Z-2-3-a - + 0] + - +
Z2 z-2-3-b - + O + - +
Z2 z-2-4-a - + 0] + -

Z2 z-2-4-b - + 0] + - +
Z3 z-3-2-a - + K + -

Z3 z-3-2-b - + K + +

Z3 z-3-2-C - + K + b

Z3 z-3-1-a - + 0] + +

Z3 z-3-1-b - - 0] + +

Z3 z-3-1-c - + K + +

Z3 z-3-1-d - - K + +

Z3 z-3-3-a - + K + -

Z3 z-3-3-b - + 0] + + +
Z4 z-4-1-a - + + -

Z4 z-4-1-b - + + + +
Z4 z-4-1-c - + K + + +
Z5 z-5-5-a - + + -

Z5 z-5-5-b - + + -

Z5 Z-5-3-a 0] + +

Z6 z-2-2-1-b - + + -

Z6 z-2-2-2-b Y + -

Z9 z-2-5-2-a - + K + -

Z9 z-2-5-2-b - + K + +

Z12 z-2-8-5-a - + O + - +
Z12 z-2-8-5-b - + K + -

Z12 z-2-8-5-Cc - + 0] + -

*E: Erbaa, N: Niksar, Z: Zile, T: Turhal, P: Pazar, K:kuvvetli, O: Orta kuvvetli, ZY: Zayif
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Sekil 4.7. PCR testinde 224 bp lik bant olusturan izolatlar
(57: e-7-1-a; 60: n-1-6-a; 62: n-2-3-b; 65: z-2-8-5-3; 66: M-1-6-b; 67: n-4-4-b; 69: z-4-1-b; 70: z-2-4-b)
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde ve diinyada baglarda en 6nemli hastaliklardan bir tanesi Agrobacterium
vitis’tir. Tokat ili ekolojisi bag kanser i¢in uygun kosullara sahip olup, bag iireticileri de
bag kanseri konusunda yeterli bir bilgiye sahip degildir. Tokat ilinde 6zellikle salamura
asma yaprak kalitesi ve kaliteli beyaz saraplik bir tiziim ¢esidi olan Narince tiziimiinden
elde edilen gelir, bolge i¢in son derece 6nemlidir. Bolgede bagcilik son yillarda hizli bir
sekilde gelismeye devam etmekte, Narince iilkemizde fidan1 en fazla iiretilen ikinci
cesit konumuna gelmistir. Bolgede Onemli bir sektér olan bag alanlarinda
Agrobacterium spp.’nin tanilanmasi, bdlgedeki yogunlugunun ortaya konulmasi,
stirdiiriilebilir bir {iretim i¢in son derece 6nemliydi.

Bu ¢alisma ile;

*Tokat Merkez, Erbaa, Zile, Niksar, Pazar ve Turhal ilgesinde bulunan 238 bagda
Haziran ve Agustos olmak tizere iki donemde survey ¢alismasi yapilmistir.

*1ki donemde 23 kdydeki 42 bagdan toplam 297 adet ur 6rnegi alinmustir.

*Hastalikli omcalardaki urlu dokulardan toplam 150 adet patojen bakteri izolat1 elde
edilmistir.

* Klasik bakteriyolojik tanilama teknikleri ve PCR analizi testlerine gore 43 tane izolat
Agrobacterium spp. olarak tanilanmistir.

*Hastalikli asmaya en fazla Turhal ilgesinde rastlanilmistir.

Bolgede yeni tesis edilen baglara dikilecek fidanlarin Agrobacterium spp. agisindan siki
kontrolii yapilmali, bag iireticilerinin budama ve zirai miicadele konusunda daha bilingli
hareket etmeleri saglanmalidir. Bolgede potasyumlu giibreleme fazla yapilmamakta

olup, mutlaka potasyumlu giibrenin ihmal edilmemesi i¢in tireticiler bilgilendirilmelidir.
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EK-A
King B Besi Yeri (King ve ark., 1954)

Proteose Peptone

Gliserin

K,HPO,

MgSQO, 7H,0

Agar

Distile Su

121°C’de 20 dakika otoklav edilmistir

Nutrient Glikoz Agar Besi Yeri

Nutrient agar

Glikoz

Distile Su

121°C°de 15 dakika otoklav edilmistir

209

10 ml
15¢g
159
159
1000 ml

139

1g
1000 ml

Patates Dekstroz Agar+CaCO3 (PDA+ CaCO3)

Patates dekstrose agar

CaCO;

Distile Su

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir

Demir Amonyum Sitrat Besi Yeri

Demir Amonyum Sitrat

MgS0O,.7H,0

K,HPO,

CaCl,

Distile Su

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir

Nutrient Broth Sivi Besi Yeri

Nutrient Broth
Distile Su
121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

399

59
1000 ml

109
059
059
029
1000 ml

89
1000 ml
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EK-B
CTAB (Cetyl Trimethylammonium Bromide)

100 ml buffer i¢in;

1 M Trisbase pH:7,5 10 ml
5 M NaCl 14 mi
0,5 M Edta pH:8,0 10 ml
CTAB 1lg
14 M Beta Merkaptoethanol (BME) 1ml
dH,0 65 ml

10XTE Buffer
Tris-HCI pH:8,0 121gL"
Na,EDTA.,H,0 pH:8,0 3.7¢gL"t

%1’lik Agarose Jel (Kiiciik Boy-37 ml)

Agarose 0379
5XTBE 7.4 ml
dH,0 29.6 ml
Ethidium bromide 4 ml

Ethidium bromide disindaki tiim malzemeler karigtirilir, mikrodalgada eritilir, en son
Ethidium bromide eklenerek taraklari ayarlanmais jel tepsisine dokiiliir.

Lysis Buffer

100 ml buffer igin;

1 M Trisbase pH:7,5 10 ml
10x Triton 2 ml
Sodium azide 0.25¢
dH,0 88 ml
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