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OZET

I¢ Anadolu bélgesinde, farkli esitlerle asma yetistiriciligi giderek onem kazanmaktadir. Konya iline bagl 24 ilcede ve 14
adet farkl asma ¢esidinde bakteriyel hastaliklarin belirlenmesi amaciyla 2007-2008 yillarinda ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir.
Bakteriyel ur hastaligi, Agrobacterium vitis’in tanilanmasinda, Roy ve Sasser, King B, PDA besi yerlerinde gelisim, 37 °C’
de gelisim, 3-ketolaktoz olusumu, % 2’ lik NaCl’ de gelisim, L- tartarik asitten ve malonik asitten alkali olusumu, sitrat kul-
lanimi, pH=4,5 da pektolitik aktivite, pH=7de hareketlilik, litmus milk testi, erytritol ve melezitoz dan asit olusumu, demir
amonyum sitrat, PDA+CaCOj;’da asit temizleme testleri esas alinmistir. Patojenisite testlerinde, Sultani Cekirdeksiz ¢esidi
asma fidanlari, domates ve aygicegi bitkilerine yapilan 10° hiicre/ml bakteriyel inokulasyon sonucu tipik ur olusumu gézlen-
mistir. Molekiiler tani, pehA ve vird genlerinin PCR amplifikasyonu ile yapilmistir. Toplam 309 asma érneginden 280’ inde
A. vitis belirlenirken, izolatlarin ¢ogunlugunun tiimérojenik karakterde oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen bulgulara gore,
il genelinde asmalardaki etmenle bulasikligin %90.61° lik oranla biiyiik onem tasidigi, patojenin mevcut gesitler icersinde en
fazla Sultani Cekirdeksiz, Cardinal, Hafizali ve en az Eksi Kara ¢esitlerinde goriildiigii tespit edilmigtir.

Anahtar Kelimeler; asma, bakteriyel ur, Agrobacterium vitis, teghis

Researches on Identification of Bacterial Crown Gall (Agrobacterium vitis) Disease on Grapevine
Cultivars Grown as Widespread in Konya Province

Abstract

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 onl4 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 and malonic acid, using of citrate, at pH=4,5 pectolytic activity, at pH=7 motility, litmus milk test, acid from
erythrytol and melesitose, 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 with 10° cfu/ml concentrations on seedl-
ings of grapevine cultivar Sultani Seedless, tomato and sunflower plants. It was made amplification of pehA 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 results, rate of incidence has been as 90.61% has big
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, identification

Giris diinyada altinc1 sirada yer almaktadir (Anonymous,

Diinyanim en elverigli iklim kusagi tizerinde bulunan 2006; Anonim, 2006).

iilkemiz, asmanin (Vitis vinifera L.) gen merkezi ol-
masinin yanisira, son derece eski ve koklii bir bagcilik
gelenegine sahiptir (Celik ve ark., 2000).

Ulkemizde 2007 yil1 toplam bagcilik alani, 26.951.000
ha ve bunun tarim alani igerisindeki payi1 ise %2 dir
(Anonim, 2008). Tirkiye, 2006 yili verilerine gore
iiretim alan1 bakimindan Ispanya, Fransa ve Italya’dan
sonra diinyada doérdiincii, 3.500.000 ton iiziim iiretim
ile Italya, Fransa, ispanya, ABD ve Cin’den sonra

Yirmi birinci yiizyillda giiniimiiz bagciligini tehdit
eden pek ¢ok unsur bulunmaktadir. Bu unsurlar tiretici
hatalarindan, hastaliklara kadar ¢ok ¢esitlilik gdster-
mektedir. Asma bakteriyel etmenleri, Agrobacterium
vitis, A. tumefaciens ve Xylophilus ampelinus’ un
birgok iilkede ekonomik kayiplara neden olmaktadir
(Cavara, 1897; Anderson ve ark., 1979; Burr ve Katz,
1984; Staphorst ve ark., 1985; Deqin ve ark., 1987;
Bishop ve ark., 1988; Stefani, 1989; Brisset ve ark.,
1991; Canfield ve Moore, 1991; Sawada ve Ieki,

! Bu Makale Sebahat ALTINPARMAK ' Yiiksek Lisans tezinden hazirlanmigtir.,
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1992; Eastwell ve ark., 1995; Benlioglu ve Ozakman,
1998; Burr ve ark., 1998; Bazzi ve ark., 1999;
Alexandrova ve ark., 2000; Cubero ve Lopez, 2001;
Khlaif, 2003; Kawaguchi ve ark., 2005; Grall ve ark.,
2005).

Tiirkiye nin farkli bolgelerindeki (ig Anadolu, Giiney-
dogu Anadolu, Ege ve Akdeniz Bdolgeleri) asma hasta-
liklarii belirlemek igin gesitli ¢alismalar yiiriitiilmiis
ve asma Dbitkisinde A. vitis, Agrobacterium
tumefaciens’in ~ patojen  olduklart  saptanmustir
(Benlioglu ve Ozakman, 1998; Argun, 2001; Demir
ark., 2002; Kiisek, 2007).

A. vitis, asmalarda tag uruna neden olan (Burr ve Katz,
1983), asmalarda belirti vermeksizin bulunabilen
bakteriyel bir etmendir. Bu nedenle ¢ogaltma materya-
li ile ¢ok rahatlikla taginabilmekte ve ancak ur olusu-
mu goriildiikten sonra fark edilebilmektedir. Bu sekil-
de ozellikle iilke i¢inde hizli ve yogun bir sekilde
dagilim gostermektedir. Tim diinyada asmalarda
ekonomik kayiplara neden olan hastaliklarin
baslicalarindan sayilan etmen, asmanin diginda aygi-
cegi, tiitin, domates, giil, krizantem, Datura sp.,
Bryophyllum sp.” de ur olusturabilmektedir (Ophel ve
Kerr, 1990). A. vitis, toprak kokenli bir patojen olma-
siin yanisra ur olusturan ve olusturmayan izolatlar
asmanin iletim demetlerinde uzun yillar kalabilmekte-
dir (Lehoczky, 1968).

Bu ¢alismada Konya ilinde, farkli asma gesitlerinde,
ekonomik zararlara neden olan bakteriyel patojen A.
vitis” in, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve mo-
lekiiler yontemlerle tanisinin yapilarak, il genelinde
hastalikla bulagikliligin belirlenmesi amaglanmuistir.

Materyal ve Metot
Materyal
Bitki Materyali

Calismanin ana bitkisel materyalini Konya ilinde,
yogun asma yetistiriciligi yapilan 24 ilge (Cihanbeyli,
Giineysinir, Meram, Hiiyiik, Seydisehir, Hadim, Bey-
sehir, Akoren, Ahirli, Yalihiiylik, Derebucak, Bozkir,
Selguklu, Ilgin, Derbent, Doganhisar, Yunak,
Cayirbagi, Karadigin, Aksehir, Tuzlukgu, Cumra,
Kadmbhani ve Tagkent) ve mevkilerindeki bag alanla-
rindan toplanan simptomlu ve simptomsuz asma Or-
nekleri olusturulmustur. Patojenisite ¢aligmalarinda
asma (Vitis vinifera cv. Sultani Cekirdeksiz), domates
(Lycopersicon esculentum cv. Heinz 2274) ve aycicegi
(Helianthus annuus cv. Ekizl) bitkileri kullanilmustir.

Referans bakteri kiiltiirleri

Etmenin tanisi igin yapilan tiim testlerde, pozitif kont-
roller Agrobacterium vitis Av8 (Ank. Zir. Miic. Aras.
Enst, Ankara), NCPPB2611 ve negatif kontrol olarak
Agrobacterium tumefaciens (Atk18) (Selguk Univ.
Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii) isimli refe-
rans kiiltiirler kullanilmustir.

Metot
Orneklerin toplanmasi

Asma Orneklerini toplamak amaciyla, bag alanlarma
ilkbahar yaz ve sonbahar aylarinda gidilerek taze ur
olusturmus bitkilerin ve simptomsuz bitkilerin dal ve
omcalarindan drnekler alinmis ve polietilen torbalarda
ve buzluk igersinde laboratuara getirilmistir. Ornek-
leme yapilan ilge ve mevkilerinden toplam 309 adet
ornek toplanmistir. Ornekler toplanirken &zel bir &r-
nekleme metodu kullanilmamis, 6rnekleme sayisi bag
alan1 biyiikliigiine gore degil bagdaki hasta asma
sayisina gore degismistir (Burr ve Katz, 1984; Tarbah
ve Goodman, 1986; Argun, 2001).

Agrobacterium vitis izolasyonu

Laboratuara getirilen taze urlu dokular %1°lik sodyum
hipoklorit ile 3 dakika yiizeysel dezenfekte edildikten
sonra 3 kez steril saf su ile yikanmistir. Daha sonra bir
bistiiri yardimiyla urun st tarafi hafifce soyularak
alttaki taze canli dokudan kiiglik pargalar alinmstir.
Bu parcalar daha sonra bir havanda steril fizyolojik
tuzlu su (%8,5 NaCl) igerisinde homojenize edilmistir.
Bir saat bekledikten sonra bu siispansiyondan bir 6ze
almarak King B (KB) ve Patates Dekstroz
Agar+CaCO3 (PDA+CaCO3), NA, YDC, Kado 523
besiyerleri {izerine ¢izilerek ekim yapilmis ve petriler
25+1°C’de 2 giin inkiibatérde inkiibe edilmistir
(Schaad, 2001; Kiisek, 2007). Alternatif bir yontem
olarak iletim demetlerinden izolasyon yontemi de
kullanilmistir. Buna goére ozellikle ilkbaharda eger
bitkide A. vitis mevcut ise iletim demetlerindeki sizin-
tidan direkt segici besiyeri (Roy ve Sasser; Mg,SO,
7TH,0O: 0,2gr, KH,PO,4: 0,7gr, Adonitol: 0,4gr, Yeast
ekstrakt: 0,14gr, K;HPO,4: 0,9gr, NaCl: 0,2 gr, H;BOs.
1 gr, Agar: 15 gr, Chlorothalonil %4 sivi: 0,5 ml saf
su: 1000ml, pH:7,2. Otoklavdan sonra Trimethoprim:
20 mg, Tripheniltetrazolium klorid: 80 mg, D-
cycloserine: 20 mg) iizerine ¢izim yapilarak bakterinin
gelisimi izlenmistir (Schaad, 2001).

Tiim izolasyonlardan sonra ¢izgi ekimle saflastirilan
ve Roy ve Sasser besiyerinde A. vitis olarak tanilanan
kiltiirler %25’ lik gliserol stok ¢ozeltisiyle -30 °C’ lik
derin dondurucuda saklanmislardir (Schaad, 2001;
Lelliott ve Stead, 1987).

Etmenin tanisi
Biyokimyasal testler

Etmenin tanis1 i¢in, PDA+CaCO3 besi yerinde asit
temizleme, laktozdan 3-ketolaktoz Uretimi, demir
amonyum sitrat kullanimi, %2 NaCl iceren besi yerin-
de gelisme, erythritol, melesitoz 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 gelisme
testleri Moore ve ark. (2001)’na gore yapilmustir.
Etmenin teshisinde kullanilan biyokimyasal testler,
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her bir izolat i¢in en az 3’er tekerriirlii olarak yapil-
mistir.

Tiitiinde hipersensitif reaksiyon testi (HR)

Elde edilen A. vitis izolatlarinin hipersensitif reaksi-
yon olusturma durumlari incelenmistir (Nadolny ve
Sequeira, 1980; Burr ve Katz, 1983). Denemelerde
Nicotiana tobaccum var. White Burley tiitiin ¢esidi
kullanilmig ve bitkiler iklim odas1 kosullarinda (%70-
80 nispi nem, 23-25 °C sicaklik 16 saat 151kl1 ve 8 saat
karanlikta) yetistirilmistir.

Bakteriyel inokulum hazirlamak amaciyla A. vitis
izolatlari, PDA besi yerinde gelistirilmislerdir. PDA
besi yerinde 28 °C’ de 24 saat gelistirilen kiiltiirlerden
steril saf su ile, spektrofotometrede 660 nm dalga
boyunda 0.15 OD’de 10® hiicre/ml lik siispansiyonlar
hazirlanmastir.

Cigeklenme doneminden onceki tiitiin bitkilerinin
inokulasyona uygun yapraklarin (¢ok fazla ince damar
icermeyen diizgiin hatl yapraklar) damar aralarmdaki
alanlara 0.46 ¢apindaki hipodermik enjektor yardimiy-
la bakteriyel siispansiyon enjekte edilmistir. Bitki ya
da yaprak yapisindan kaynaklanan farkliliklar1 engel-
leyebilmek amaciyla, izolatlar farkli bitkilerin farkli
yapraklarina ayr1 ayri inokule edilmistir. Her bir yap-
raga ortalama 3 farkli izolat inokule edilirken, bir
izolat en az 3 farkli yapraga inokule edilmistir.
Inokulasyondan sonraki 48 saat igersinde doku nekro-
zuna sebep olan izolatlar pozitif olarak kabul edilmis-
tir.

Patojenisite testleri

Elde edilen izolatlarin patojenisite testleri i¢in, asma-
nin (Vitis vinifera cv. Sultani Cekirdeksiz) yani sira
domates (Lycopersicon esculentum cv. Heinz 2274) ve
aycicegi (Helianthus annuus cv. Ekizl) bitkileri kul-
lanilmustir. izole edilen bakteriler PDA besi yerinde
25+1°C’de 2 giin gelistirildikten sonra 3 haftalik do-
mates ve aycigegi bitkilerine 10® hiicre/ml yogunlukta
A. vitis sispansiyonu steril bir kiirdan yardimi ile
inokule edilmistir. Inokule edilmis bitkiler iklim oda-
sinda (16 saat 151k, 8 saat karanlik, %70-80 nispi nem
ve 23-25°C sicaklik) 3 hafta siireyle bekletilmisler ve
ur olusturup olusturmamasina gore degerlendirilmistir
(Siddigui ve Shaukat, 2002; Yan ve ark., 2002).

Molekiiler tant
DNA izolasyonu

Urlu dokulardan elde edilen A. vitis izolatlar1, Nutrient
Broth s1v1 besi yerinde ve galkalayicida (200 dev./dk.)
gece boyu 27+1°C’de gelistirilmistir. Bakteri DNA’s1,
De Boer ve Ward (1995)’a gore izole edilmistir. Buna
gore; nutrient broth sivi besi yerinde gelisen bakteri-
lerden 1 ml steril ependorf tiiplere alinmis ve 14.000
rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Pellet alinarak hiic-
releri pargalamak i¢in tizerine %]1°lik SDS+TAE
bufferdan 100 pl eklenmis ve tiip karistiricida iyice

karistirilmistir. Ependorf tiipler 50°C’de su banyosun-
da 3 saat bekletildikten sonra iizerine 50 ul 7,5 M
amonyum asetat ilave edilmis ve 14.000 rpm’de 10 dk
santriflij edilerek amonyum asetat artiklarmin altta
toplanmasi saglanmistir. Ependorf tiipiin iist kisminda
toplanan DNA kesik bir pipet ucu ile alinmistir (yak-
lagik 130 pl). Esit miktarda (yaklasik 130 pl) sogutul-
mus isopropanol ilave edilmis ve -20°C’de 45 dk
bekletilmistir. Daha sonra ependorf tiipler 10.000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmig ve pellet alinarak iize-
rine soguk %70’lik alkolden 100 pl ilave edilmistir.
Ependorf tiipler 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij yapil-
diktan sonra ependorf tiipler ters gevrilerek alkol uzak-
lastirtlmis ve 1 sa steril kabin igerisinde kurutulmaya
birakilmistir. Daha sonra ependorf tiipler igerisine 50
ul didistile su (ddH20) ilave edilerek DNA iyice eri-
tilmistir. izole edilen DNA’lar -20°C’de daha sonra
PCR ¢aligmalarinda kullanmak i¢in muhafaza edilmis-
tir.

A. vitis’in virA ve pehA genlerinin amplifikasyonu
PCR ¢aligsmalarinda 4. vitis’ in,
vir4 geninin amplifikasyonu i¢in;

FS'TTCAGTCGCGCAAGCAGTT3'
RS5'CGGCAATTCGTATCACGGAS3'primerleri,

pehA gen bolgesi igin;
F-5’CGATGGCGGCGAGGATTT-3’

R-5’ATCGGGCGTGAAACAAGT?’ spesifik
primerleri kullanilmigtir (Eastwell ve ark., 1995).

Toplam 25 pl hacimde hazirlanan PCR solusyonunun
igerigi; bakteri DNA’ s1 2 pl, PCR Master Mix (0.05
iinite/ ul Tag DNA, 4 mM MgCl,, 0.4 mM dATP, 0.4
mM dCTP, 04 mM dGTP ve 04 mM dTTP
(Fermantas KO0171)) 12.5 pl, Forward primer 2 pl,
Revers primer 2 pl, di distile saf su 6.5 pl seklinde
olmustur.

A. vitis’in tanisinda kullanilan vird ve peh A genleri-
nin PCR protokolii; 96°C’de 2 dk inkiibasyon adimiy-
la baglatilmis ve 94°C’de 1 dk denaturasyon, 50°C’de
30 sn primer baglama ve 72°C’de 30 sn amplikon
sentezi olacak sekilde toplam 40 dongiiye tamamlan-
mig ve 72°C’de 5 dk inkubasyon ile tamamlanmistir.
Termal cycler (Eppendorph mastercycler personal)’ da
programlanarak uygulanmistir. Amplifiye edilen vird
gen bolgesi icin 480 bp’ de ve pehd gen bolgesi icin
200 bp’de bant olusturmasi beklenilmistir (Eastwell ve
ark., 1995).

Elde edilen PCR iriinleri, %2’lik agaroz jelde
elektroporasyona tabi tutulmus, agaroz jelde olusan
DNA bantlarinin (Sambrook ve Russell, 2001),
transillimunatorde (Vilber Lourmat) ve Biolab,
Quantity One Imaging and Analysis PDQest 2-D Gel
Analysis Software, User Guide for Version 4.1
Windows ile analiz edilmistir.
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Patojenin il oraninin

belirlenmesi

fldeki etmenle yiizde bulasiklilik orami (IB), ildeki
etmenle bulagik 6rnek sayisinin (3 ibt), ilden toplanan
toplam 6rnek sayisina (3 its) yiizde oranlanmasi,

IB (%) =Y ibt/Y its x 100

olarak hesaplanmistir.

genelinde  bulasiklilik

Arastirma Bulgulan

Konya ilinde asmalarda A. vitis’ in varhigim belirle-
mek amaciyla Cihanbeyli, Giineysinir, Meram, Hii-
yiik, Seydisehir, Hadim, Beysehir, Akoren, Ahirly,
Yalihiiyiik, Derebucak, Bozkir, Selguklu, Ilgin, Der-
bent, Karadigin, Cayirbagi, Doganhisar, Yunak, Ak-
sehir, Tuzluk¢u, Cumra, Kadinhani1 ve Taskent ilgeleri
ve mevkilerindeki bag alanlar1 ilkbahar, yaz ve sonba-
har aylarinda gezilmis simptomlu ve simptomsuz
bitkilerden 6rnekler alinarak incelenmistir.

Yapilan morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, molekii-
ler ve patojenisite testleri sonucunda toplam 309 bitki
orneginden toplam 280 A. vitis izolat1 elde edilmistir.
Elde edilen bulgulara gore, il genelindeki asmalarda
etmenle bulagikligin %90,61° lik oranla biiylik 6nem
tagidigl patojenin, toplanan 14 farkli ¢esit (Sultani
Cekirdeksiz, Pembe Cekirdeksiz, Kalecik Karasi,
Kardinal, Kadin Parmagi, Hafizali, Emir, Karagevrek,
Alphonse Lavalle, Hasan Dede, Razaki, Italia,
Giiliiziimii, Eksikara) igerisinde en fazla Sultani ¢ekir-
deksiz, Cardinal, Hafizali ve en az Eksikara gesitlerin-
de bulundugu tesbit edilmistir (Tablo 2). Ayrica hasta-
likla bulasiklilik durumu ilgeler diizeyinde incelendi-
ginde en yiiksek % 100 ile Hadim, Beysehir, Ahirli,

Yalihiiyiik, Derebucak, Yunak, Karadigin de ve en
disik %33.33 ile Aksehir ve Kadinhani ilgelerinde
tesbit edilmistir.

A. vitis’in tanist

Toplanan asma Orneklerinden bazilarinda ur olusumu
gozlenirken bazi simptomsuz orneklerden de A. vitis
izole edilebilmistir. Ayrica 6rnek alinan 14 farkli asma
¢esidinin timiinde ur olusumu belirlenmistir. Etmenin
tanisinda biyokimyasal, molekiiler ve patojenisite
testleri esas alinmistir (Anderson ve Moore, 1979;
Roy ve Sasser, 1983; Ophel ve Kerr, 1990; Schaad ve
ark., 2001; Moore ve ark., 2001)

Morfolojik tan

Bitki dokusundan farkli besi yerleri {izerine yapilan
izolasyonlarda, NA, Roy ve Sasser (RS) ve
PDA+CaCOs; besi ortamlar1 kullanilmig, 48 saat ve
26-27 “C’deki inkiibasyondan sonra A. vitis izolatlari,
NA besiyerinde; konveks (kabarik), parlak, diiz kenar-
I, renk ise beyaz krem renkte, Roy ve Sasser
besiyerinde; merkezleri koyu kirmizi kenarlari ise
beyaz renkte, Kado 523 besiyerinde; konveks (kaba-
rik), parlak, diiz kenarli, renk ise beyaz krem renkte,
PDA+CaCOj; besiyerinde; genelde kubbemsi, parlak,
diiz kenarli, krem renkte koloniler olusturmuslardir.

Biyokimyasal ve fizyolojik tani

izole edilen 280 bakteriyel izolatin biyokimyasal ola-
rak tanilanmasida Moore ve ark. (2001)’ m Onerdigi
yontemler kullanilmigtir. Elde edilen izolatlarin biiyiik
cogunlugunun, A. tumefaciens ve 2 adet A. vitis refe-
rans kiltiirtiyle karsilagtirmali olarak yapilan testlere
verdikleri reaksiyonlar Tablo 1’ de gdsterilmistir.

Tablo 1. Agrobacterium vitis’ in tanisinda kullanilan biyokimyasal ve fizyolojik testler

Agrobacterium vitis Referans

Elde edilen A. tumefaciens

TESTLER izolatlatlar (pozitif kiiltiirler) A vitis izolatlart® (negatif kiiltiir)
NCPPB2611 AV8 Vs teolarian ATKI18
3-Ketolactose olusumu - D - +
%2’lik NaCl’ de gelisme + + + +
37°C’ de gelisme - D - +
Litmus milk’de gelisim alkali alkali alkali alkali
Asit olusumu
Erythritol - - - -
Melezitose - - - +
Alkali olusumu
Malonic asit + + + -
L- tartarik asit + + + -
Demir amonyum sitrat - - - +
Oksidaz - D D +
Sitrat kullanimi1 + + + D
PDA+CaCOs5’da asit temizleme - - - -
pH:7.0’de hareketlilik - - - +
pH:4.5 de pektolitik aktivite + + + -

* Elde edilen A. vitis izolatlarinin %90’ dan fazlasimin gosterdigi reaksiyonlar
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Patojenisite testi

Patojenisite testleri, aygicegi ve domates bitkilerinde
cogunlukla kok ¢iirtikliigii ve daha sonrada urlara
neden olmustur. Aygicegi bitkilerinde ilk urlar,
inokulasyondan 9-10 giin sonra, domateste 13-15 giin
sonra goriillmeye baglanmigtir. Domateste urlar grimsi
renkte, aygiceginde ise yesilimtrak goriiniim almistir.

Asma oOrnekleri alman 24 ilgeden elde edilen
izolatlardan, tesadiifi olarak segilen ve her ilge icin
3’er adet olmak iizere toplam 72 adet A. vitis izolat1 ile
patojenisite testleri yiiriitiilmiistir. Bu izolatlar ve
referans kiiltiir ile yapilan testler sonucunda olusan
siptomlar arasinda farklilik gézlenmemis ve tipik A.
vitis urlar1 olusmustur. Ancak izolatlarin viriilenslik
derecelerine gore siptom gelisim hiz1 ve sekillerinde
bazi farkliliklar belirlenmistir.

Tiitiinde hipersensitif reaksiyon testi (HR)

Elde edilen A. vitis izolatlarinin tiitiin (Nicotina
tobaccum cv. White Burley) bitkisinde hipersensitif
reaksiyon  olusturma  durumlari  incelenmistir.
Inokulasyondan sonraki 2 giin igersinde doku nekro-
zuna sebep olan izolatlar pozitif olarak kabul edilmis-
tir. 280 A.vitis izolatinin tamami tiitlin bitkilerinde
doku nekrozuna sebep olmustur.

A. vitis izolatlarinin PCR ile tanilanmasi

A. vitis’in molekiiler tanisinda spesifik vird ve pehA
primer setleri kullanilmistir. Farkli gesitlerdeki asma-
lardan elde edilen tiim izolatlarin, vird gen bolgesi
amplifikasyonunda 480 bp biiyiikliigiinde, pehd gen
bolgesi amplifikasyonda ise 200 bp biiyiikliigiinde
bantlar olusturduklart belirlenmistir (Sekil 1). Elde
edilen sonuglara gore, 280 izolatin tamami1 PCR yon-
temiyle A. vitis olarak tanilanmis ve bazi izolatlar
Sekil 1° de d6rneklendirilmistir.

Tartisma

Konya iline bagh 24 ilgcede (Cihanbeyli, Giineysinir,
Meram, Hilyiik, Seydisehir, Hadim, Beysehir, Akoren,
Ahirly, Yalihiiyiik, Derebucak, Bozkir, Selguklu, Ilgin,
Derbent, Doganhisar, Yunak, Cayirbagi, Karadigin,
Aksehir, Tuzluk¢u, Cumra, Kadmhani ve Tagkent)
20062007 yillarinda yapilan surveylerde, 14 farkli
cesitten (Sultani Cekirdeksiz, Pembe Cekirdeksiz,
Kalecik Karasi, Kardinal, Kadin Parmagi, Hafizali,
Emir, Karagevrek, Alphonse Lavalle, Hasan Dede,
Razaki, Italia, Giil Uziimii, Eksikara) 309 adet asma
ornegi toplanilmigtir. Referans A. vitis izolatlar1 ile
karsilastirmali olarak yapilan biyokimyasal, fizyolojik,
morfolojik, molekiiler ve patojenisite testleri sonucun-
da il genelinde asmalarin 4. vitis’ le %90.61 oraninda
bulasik oldugu belirlenmistir.

Calismamizda geg¢ ilkbahar ve yaz aylarinda yapilan
izolasyonlardan en iyi sonuglar alinmistir. Burr ve ark.
(1987) da urlu dokulardan izolasyon i¢in ilkbahar ve
yaz aylarmin ¢ok uygun oldugunu bildirmislerdir.

Geng urlara, gec ilkbahar ve yaz aylarinda rastlanmis
ve urlar ne kadar taze olursa izolasyon da o kadar
kolay olmustur. Yashh kurumus urlardan izolasyon
gergeklestirilememistir.

Arastirmamizda elde edilen A. vitis izolatlarindan
bazilar1 yapilan biyokimyasal testlere beklenilenin
tersine farkli sonu¢ goéstermislerdir. Bunlar igersinde;
273, 284, 259, 267, 229, 218 ve 135 nolu izolatlar
laktozdan 3-ketolaktoz Uretiminde, 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 iceren besi yerinde
gelisme testinde, 273, 284, 259, 267, 244, 229 ve 237
nolu izolatlar sakkaroz ve eritritolden asit tretimi
testinde, 273, 284, 259, 267, 251, 224, 237, 218, 192,
180, 163, 172, 135 ve 117 nolu izolatlar oksidaz tes-
tinde, 309 ve 273 nolu izolatlar sitrat kullanimu testin-
de, 273, 309 ve 284 nolu izolatlar litmus milkte reak-
siyon 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 sonuclar vermislerdir. Ozellikle 273 no’lu
izolat Italia asma cesidinden, 284 no’lu izolat Emir
asma ¢esidinden izole edilmislerdir. Benzer sonuglara
referans kiiltiirlerden elde edilen bulgular da dahil
olmak {izere Argun (2001) ve Kiisek (2007)’ in ¢alis-
malarinda da rastlanilmigtir. Bu durum, biyokimyasal
ve fizyolojik testlere karsi farkli izolatlarin dogal
reaksiyonunu ve ¢esit patojen interaksiyonuna bagli
olabilecek farkliliklart diisiindiirmektedir. Bu tiir
farklililagmalardan dogabilecek tani hatalarini en aza
indirebilmek i¢in test sayisi ve ¢esidi fazla yapilmis ve
ad1 gecen izolatlarin da A. vitis olduguna karar veril-
mistir.

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

Calismamizda, oncelikle arazi kosullarinda belirlenen
simptomatolojik ve daha sonrada laboratuar bulgular
ile patojenin mevcut gesitler icersinde en fazla Sultani
Cekirdeksiz, Kardinal, Hafizali ve en az Eksi Kara
cesitlerinde goriildiigi tespit edilmistir. Demir ve ark.
(2002), Alphonse Lavellee, Kadin Parmagi, Italia,
Sultani Cekirdeksiz ¢esitlerini 4. vitis’e karsi en has-
sas cesitler, Kardinal ¢esidini ise en dayanikli ¢esit
olarak belirlemislerdir. Argun (2001), caligmasinda
Hafizali ve Kardinal {iziim g¢esitleri dayanikli,
Kadinparmagi’n1 en duyarh gesit olarak belirlemistir.
Szegedi ve ark. (1989) ise Pembe Cekirdeksiz ve
Sultani Cekirdeksiz’ i en hassas ¢esitler olarak belir-
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lerken, Kardinal’in ise hastaliktan en az etkilenen gesit
oldugunu belirtmistir. Arastiricilarin bulgulart ¢esit
reaksiyon denemeleri olmakla beraber bizim bu konu-
daki bulgularimiz arazi gozlemlerine dayanmaktadir.
Ancak yinede ve Ozellikle Kardinal asma c¢esidinin
farkli durum gostermesi incelenmesi gereken bir du-
rum olarak belirlenmistir.

Deqin ve ark. (1987)’nin yaptiklar1 bir c¢aligmada,
Kuzey Cin’de asma urlarindan 13 adet A. tumefaciens,
19 adet A. vitis izolat1 elde etmisler ve asma tiirleri
arasinda farkliliklar olmasina ragmen izole edilen
izolatlarin hepsinin aygiceginde ur olusturdugunu
gozlemislerdir. Demir ve ark., (2002), fidan {iretim
merkezlerinden toplam 118 Agrobacterium spp. izolati
elde etmigler ve bu izolatlardan 82 tanesinin patojen
oldugu belirlemislerdir. ~ Tanilanmis 4.  vitis
izolatlarinin asma ve bazi bitki tiirlerinde de ur olus-
turduklarin1 belirlemislerdir. Benlioglu ve Ozakman
(1998), Orta Anadolu bdlgesinde saglikli goriinen 150
asma Ornegi toplanmus ve 7 Ornekte A. vitis tesbit
etmiglerdir. Calismamizda asma oOrnekleri alinan 24
ilgeden elde edilen izolatlardan, tesadiifi olarak segilen
ve her il¢e i¢in 3’er adet olmak iizere toplam 72 adet
A. vitis izolat1 ile patojenisite testleri yiiriitilmiistir.
Bu izolatlar ve referans izolatlar ile yapilan testler
sonucunda olusan simptomlar arasinda farklilik g6z-
lenmemis ve tipik A. vitis urlart olugsmustur. Ancak
izolatlarin viriilenslik derecelerine gore simptom geli-
sim hiz1 ve sekillerinde bazi farkliliklar belirlenmistir.
Bu farkliliklar olusan urun biiyiikliigii ve olugma siire-
si olarak tespit edilmistir.

Lehoczky (1968), A. vitis ile enfekteli asmalarda, urun
15 ve 80 cm altindan kesilen ¢ubuklardan akan 6z
sudan A. vitis’ 1 izole etmistir. Budamayla ve diger
yaralanmalarla asma ¢ubuklarinda yeni urlarin olustu-
gu bildirilmistir. Bu caligma ile ilk defa bag urunun
iletim demetleri yoluyla tasindigini ve bitkinin iist
kisminda ikincil urlara neden oldugu tespit etmisler-
dir. Yaptigimiz patojenisite testlerinde kesilen asma
¢ubuklarindan izolasyon yapilmig ve basarili bir sekil-
de bakteri elde edilebilmistir.

Asma orneklerinden bakteriyel patojenlerin izolas-
yonu i¢in, Tarbah ve Goodman (1986), Lehoczky
(1968), Burr ve Katz (1984), Kiisek (2007), Argun
(2001), Demir ve ark. (2002), bitki 6zsuyu vakumlama
ile ve urlu dokulari ise %]1°lik sodyum hipoklorit ile 3
dakika yiizeysel dezenfekte edildikten sonra 3 kez
steril saf su ile yikanmiglardir. Bir bistiiri yardimiyla
urun ist tarafi hafifce soyularak alttaki taze canli do-
kudan kiiglik pargalar alinmistir. Bu pargalar daha
sonra bir havanda steril fizyolojik tuzlu su (%S8,5
NaCl) igerisinde homojenize edilmistir. Bir saat bek-
ledikten sonra bu siispansiyondan bir 6ze almarak
icinde King B ve PDA+CaCO3, PDA, RS
besiyerlerine aktarmiglardir. Bizim g¢aligmamizda da
ayn1 metot uygulanmig ve basarili izolasyonlar yapil-
mistir.

Glinlimiizde mikroorganizmalarin tanisinda her ne
kadar molekiiler tekniklerin kullanilmas1 hizla yaygin-
lagsa da klasik tani teknikleri birgok arastirici i¢in hala
giincelligini korumaktadir. Bunun en 6nemli nedeni
ise tanilanmak istenen mikroorganizma gruplarinin
belirlenmesi ve takip eden molekiiler galigsmalara hiz
kazandirmasidir. Bu nedenle bizim c¢alismamizda da
izole edilen bakteriyel izolatlarin molekiiler tanilarmin
yanisira morfolojik ve biyokimyasal karakterleri belir-
lenmistir.

Birgok arastirici 4. vitis i¢in yapmis olduklart biyo-
kimyasal ve fizyolojik tanilama testlerinde, ¢alisma-
mizdaki bulgularimiza paralel sonuglar elde etmisler-
dir. (Lehoczky, 1968; Anderson ve Moore, 1979;
Knauf ve ark., 1982; Burr ve Katz, 1983; Burr ve
Katz, 1984; Tarbah ve Goodman 1986; Deqin ve ark.,
1987; Benlioglu ve Ozakman, 1998; Schaad, 2001;
Argun ve ark., 2002; Demir ve ark., 2002; Siddiqui ve
Shaukat, 2002; Kiisek 2007).

Argun ve ark. (2002), Kiisek (2007), Benlioglu ve
Ozakman (1998), Demir ve ark. (2002), Goodman
(1986), Burr ve Katz (1983), yaptiklari patojenite
testlerinde 2- 3 haftalik domates, ay¢icegi ve 1-2 yaslh
asma bitkilerine, 4. vitis izolatlarin1 inokule etmisler-
dir ve bitkilerin ur olusturup olusturmamasina goére
degerlendirmislerdir. Calismamizda da ayni materyal
ve metotlar uygulanmig ve daha onceki yapilan ¢alis-
malarimn sonuglartyla benzer bulgular elde edilmistir.

DNA amplifikasyonu (PCR) son yillarda asma bakte-
riyel patojenlerinin tanilarinin yapilmasinda tercih
edilen bir yontemdir. (Saiki ve ark., 1985; Tarbah ve
Goodman, 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).
Eastwell ve ark., (1995) yaptiklar1 ¢caligmalarda pehA
geninin amplifikasyonu ile 200 bp’ de ve vir 4 geninin
amplifikasyonu ile 480 bp’ de tek bant olusumunu
gozlemlemislerdir. Bizim ¢alismamizda da arastiricila-
rin 6nerdigi spesifik primerler kullanilarak ayni bulgu-
lar elde edilmistir.

Calismada kullanilan A. vitis izolatlarma spesifik
primer, bakterinin tasidig1 plazmidin vird gen bolge-
sinden gelistirilen bir primerdir. Dolayisi ile bakteri-
nin sahip oldugu kromozomda meydana gelen degisik-
liklerden etkilenmez ama plazmidler iizerinde vird
bolgesinde meydana gelen mutasyonlardan etkilenerek
PCR dirlinii olusmayabilir (Argun, 2001; Kiisek,
2007). Asmadan izole ettigimiz izolatlarin tamaminda,
PCR ile amplifiye edilen vird gen bolgesi i¢in 480
bp’lik bantlar olugsmus ve bu sebeple vird gen bolge-
sinde dnemli bir degisimin olmadig1 diisiiniilmiistiir.

Yapilan g¢aligsmalar molekiiler metotlarin her birinin
tan1 icin kendi bagma yeterli oldugunu gostermistir.
Ancak tan1 ve karakterizasyonda birden fazla metodun
bir arada kullanilmasinin sonuglarin giivenilirligini
artirdigr ve bir metotla tespit edilemeyen Ozelligin
digeriyle belirlenmesini sagladig1 gorilmistiir.
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Sonug¢ ve Oneriler Beysehir, Ahirli, Yalihiiyilk, Derebucak, Yunak,
Karadigin (%100) ve en diisiik Aksehir ve Kadmhani
(%33.33) ilgelerinde tespit edilmis, il genelinde bu
degerin %90.61 oldugu belirlenmistir.

Konya ilinde, il¢eler tek baglarina, etmenle bulagiklilik
bakimindan degerlendirildiginde en yiiksek Hadim,

Tablo 2. Konya ilinde Asma Bakteriyel Ta¢ Uru (Agrobacterium vitis) Hastahgmn Belirlenmesi Amaciyla Or-
nek Alinan Ilgeler ve Mevkileri, Toplanan Ornek Sayisi, Asma Cesitlerine Gore Elde Edilen izolat Sa-
yilari, il ve Ilgeler Genelinde Etmenle Bulagiklilik Oranlar1 (%)

% Asma Cegsitlerinden Elde Edilen Agrobacterium vitis izolat Sayist % é
7)) £ =
_ Ornek toplanz.m ) :5 - R g fé - & 3 é ) = 2
Ilgeler ve MevKileri ot g = £ § &8 % 8§ s A 2 = 3 g 5 < E£=
s T o3 g €205 9 g §F o & EF TE
5 3% F3cfE 3 €57 g2 8 £%
=, M3 2 L §E B ¢ s S = 8=
= 2 ) — =R
) 2 <
Hadim (Merkez, Gaziler,
Yagcilar, Cavusalan, Asagi
Akpmar, Aladag, Yerkdpri, g0 15 5 g 13 4 05 - 5 10 05 2 1 8 - 84 100.00
Kaplanli, AsagiEsenler,
Sarialtun, Tagbasi, Holagzi
Kopriisii, Yelmez)
Giineysmr (Merkez, Giiney
bag, Kiz116zii, KonyaYolu,
Goyniik, Agcaoba, 45 8 9 5 8 2 3 - 5 - 1 - - 1 - 42 93.33
ObaKoyagi, Alanozi,
Karagiiney)
Derebucak (Merkez, g 2 1 1 - 1 - 1 - 1 - 2 - - 5 - 12 10000
Mevkii)
Bozkir Merkez, Amutlu, 55 5 3 3 L . L1 . 1 - 14 8235
Yenikdy)
Seydisehir (Merkez, Incesu,
Kesecik, GokHilyiik, 37 5 5 2 3 - 3 - 3 -5 - - 4 5 35 9459
GokeeHiiyiik, Karabulak)
Tuzluk¢u (Merkez) 7 1 1 1 1 - 1 - 1 - - - - - - 6 85.71
Cayirbagi (Merkez) 9 1 1 1 1 - 1 - - - - - - 1 - 6 66.66
Karadigin (Merkez) 6 1 1 - - - - - - - 1 - 1 1 6 100.00
Meram tHatp (Merkez, 5, 5 3y 1 _ 2~ - 3 - . . 1 - 18 9000
Dikmeli)
Cihanbeyli (Merkez) 7 1 1 - r - - - - - - - - 3 - 6 85.71
Yahhiiyiik (Merkez) 3 1 1 - - - - - - - 1 - - -3 100.00
Taskent ( Merkez, Avsar) 15 2 1 - 2 1 - 1 - 2 3 1 - 2 - 14 93.33
Doganhisar (Merkez, Ke- ] 2 1 ) .. . ) -1 . . 5 62.50
mer)
Akoren (Merkez) 3 - - - - -1 - - - -1 - - -2 66.66
Aksehir (Merkez) 3 1 - - - - - - - - - - - -1 33.33
Ahirhi (Merkez) 2 1 - - - -1 - - - - - - - -2 100.00
Beysehir (Merkez) 4 1 1 - 1 - 1 - - - - - - - - 4 100.00
Derbent (Merkez) 4 1 1 - r - - - - - - - - - -3 75.00
Cumra (Merkez) 4 1 1 - r - - - - - - - - - -3 75.00
Hiiyiik (Merkez, Hiiyiik) 5 1 1 - r - - - - - 1 - - - - 4 80.00
Yunak (Merkez) 3 1 1 - r - - - - - - - - - -3 100.00
Sel¢uklu (Merkez) 3 1 1 - - - - - - - - - - - -2 66.66
Ilgin (Merkez) 5 1 1 - 1 - - - - - - - - 1 - 4 80.00
Kadinham (Merkez) 3 - - - 1 - 1 - - - - - 1 - 1 33.33
Toplam Ornek Sayis1 309 52 47 18 41 7 23 1 15 15 18 8 1 29 6
Toplam A. vitis izolat1 Sayis1 280

i1 Genelinde Asmalarin A. vitis fle Bulagikhhik Oram (%) 90.61
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500bp

200bp

B

Sekil 1. Farkli asma ¢esitlerinden elde edilen A. vitis izolatlarin PCR tanisinda agaroz jelde olusturduklar

spesifik bantlar;

A: vir4 gen bolgesinin PCR ile amplifikasyonu (1: HdKaCa= 4. tumefaciens (negatif kontrol), Aras-
tirmada elde edilen A. vitis izolatlar1 2: HdMeSC, 3: HdMePC, 4: HdMeHa, 5: HdMeKK, 6:

HdMeKa, 7: HdMeAlp)

B: pehA gen bolgesinin PCR ile amplifikasyonu (Arastirmada elde edilen A. vitis izolatlar1 1:

TaAvCa, 2: TaAvRal, 3:
TaAvHd=A. tumefaciens ( negatif kontrol)

Elde edilen bulgulara gére; Konya ilinde bulunan bag
alanlar1 genellikle A. vitis ile endise verici diizeyde
bulasik durumdadir. Bu nedenle ¢ok fazla zaman kay-
b1 olmadan hastalikla miicadele ya da korunma yolla-
rinin gelistirilmesi ve daha fazla alanlara yayilmasinin
engellenmesi gerekmektedir. Konya ilinde belirli
anaclar tizerinde ticari anlamda yetistiriciligi yapilan
cok sayida lizim ¢esidi bulunmaktadir. Bu cesit ve
anaglardan bazilarinin, 4 vitis’ ¢ kars1 farkli reaksi-
yonlar gosterdigi gozlemlenmigtir. Bolge icin gesit
hassasiyeti ve ¢esit-ana¢ kombinasyonu ¢aligmalarinin
yapilarak iireticiye Onerilmesi hastaliktan korunmada
etkili olacaktir. Ayrica hassas olarak belirlenen gesit
ve anaglarin yetistirildigi ilgeler ve koylerde yeni
bulagmalara karsit dikkatli olunmasi da faydali bir
yaklagim olacaktir.
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