KOK URUETMENI (Agrobacterium tumefaciens

(Smith and Towsend) Conn. )’NIN TOPRAKTAN IZOLASYONU

VE INDIKATOR BITKILER YARDIMIYLA TEsHiSI UZERINDE.
CALISMALAR

Y. Emin OKTEM !
Gt R1TGS§

Kok uru etmeni {Agrobacterium tumefaciens Smith
and Townsend) Conn. ) memleketimizde yaygin durtmdadir. Baglarda, mey-
veliklerde ve fidanliklarda zararlar yapmaktadir. Yurdumuzun hemen her bil-
gesinde tesblt -edilmigtir, Iyriboz (1938) hastalifm Ege Bolgesinde, Istanbul ve
Ankara'da zararlar -yaptifini bildirmektedir. Kuntay (1842) patojenin baglar-
da ktkbogaz ve ag1 yerlerinde, meyve agaclarnmn kbklerinde urlar meydana
getirdigine igaret etmektedir. Bremer (1948) hastalifin haglarda zararlar yap-
tigin1, Elhot (1951) patojenin konulgu toplulugunmun genis oldugunu, GOksel
(1953) hastalifin yurdumuzda yaygin bulundugunuy, Bremer (1954) meyve afag-
larmmin bilylik bir kisminda zararlar yaptipini, Karaca (1956) hastahfin lg
Anadolu'da bir cok il ve ilgede teshit edildigini bildirmektedir,

Yurdumuzda hastalik etmeni patojenin bulagik toprak ve urlardan izolas-
yonu ile teghis metodlar1 konusunda herhangi bir yayma rastlanmamgtir. Bu
caligmanin amacl patojenin izolasyonu ve indikatdr bitkiler yardimiyla teghis
metodlarim: ortaya koymaktir.

Adi gecen patojen toprakta uzun seneler yagamaktadir. Riker (1922)
A.tumefacien 3'in steril toprakta bir seneden fazla yagadifim tes-
hit etmistir.

Bakterinin urlardan ve topraktan izolasyonu oldukca giic oldugundan tzel
selektif ortamlar kmllaniimaktadir, _

“Patel (1926) Glikoz - Kristal Viyole - Tauracholate agar ile patojenin izole
edildigini bildirmektedir. Schroth et al. (1965) toprak izolasyonlarinda, bir ¢ok
antibiyotik ihtiva eden sclektif ortamlar kullanarak etmeni topraktan izole et-
miglerdir. Patojenite testleri icin aygigegi (Helianthus annuus L.)
domates (L. y c o persicumescul entum Mill)
fideleri kullanarak mr tegkilini incelemiglerdir.

Lehoczky (1968) de patojenite testleri igin aycicegi fidelerinin ullamldi~
g1 bildirmektedir.

Clark (1969), Moustofa et al. (1970), New ve Kerr (1971) toprak ve urlar-
dan, degigik maddeler ihtiva eden selektif ortamlar lkullanarak etmeni izole et-
tiklerini bildirmektedirler. Riker (1923) ve Bown (1927) test bitkisi olarak:

1 Bolge Zirai Miicadele Aragtirma Enstitiisi, Meyve ve Bag Hastaliklarn La-
boratuvar: Bagagistan:i — ANKARA
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+gis-hezelyesi (Lathyrus odoratus)’ n kullanmglardir. Hilde-
‘brand (1942) ise Bonny Best domates varyetesinin indikatiér bitki olarak kul-
lanilmast sonucunda urlarn gévde iizerinde kolaylhkla geligtifine, Mckeén
(195¢) debakla (Vicia fabae) ilagekterpancamn (Beta vula-
g aris wvar. rapa)’ mn ur tegkili igin uygun bitkiler oldufuna igsaret etmek-
“tedirler.

Ark. ve Schroth (1958) ise havug¢ (Dacus carota L) lle turp
(Raphanus sativus Pers ) dilimlerine ada geigen bakteri suspansi-
yoonunun inokule edilmesiyle urlarin meydana geldifini bildirmektedirler.

Kok uru etmeninin topraktan izolasyonu ve indikatér bitkiler yardumiyla
‘teghisi ile ilgili ¢caligmalar Ankara Bolge Zirai Miicadele Aragtirma Enstitiisii
Meyva ve Bag Hastaliklart Laboratuvarinda yapilmugtir,

MATERYAL VE METOD
A -— MATERYAIL

Bu caligmada kullanilan (1651) (NCPPB)! ve 396 (NCPPB) numarah
A tumefaciens kiiltirleri National Collection Plant Pathogenic Bac-
teria, Harpenden - England’dan temin edllmigtir. Diger 542 numarah diktiir
ise Géttingen - Almanya orijinlidir, Indikatér bitki olarak Kullamlrg olan ay-
-oigefi tohumu (VNIIMK. 1646), Ankara Universitesi Ziraat Fakititesi Endistr
‘ve Yem Bitkileri Klirsiisliinden, domates tohnmu Ankara Bdlge Ziraf Milcadele
-Aragtirma. Enstitiisiinden, havug ve turplar ise pazardan temin edilmigtir,

‘Bakterinin yetigtirilmesi lgin kullanilan besin-ortam: : -

Nsa (Nutrient Sucrose Agar)

% w/v: Nutrient broth (Difco) 0.8, sukroz 5.0, agar (Difco) 2.0 dr. Or-
“tamin pH. s1 6.8 - 7.00 arasindadir.

Rakterinin topraktan izolasyonu igcin kullamlan besin ortamlam :
Moustofa (1966) selektif ortamy,

% w/v : Laktoz % 0.5, K, HPO, % 0.008, KH, PO, % 0.002, Mg SO, % 0.02,
"NHH, PO, % 0.5, agar (Difco) % 1.5 dir. Ortama ayrica MnSQ, ilive edilmigtir
{30 m. g.e/L Mn+-+). Ortamn pH. st 8.00 dir.

- Kado ve Heskett (1970) selektif ortam :

Mannitol 15 gr., NaNO, 5 gr, LiCl 6 gr., Ca (NO,), 4H,0 20 mg., KHPO,
2 gr.,, MgSO,. TH,O 0.2 gr., Bromthymol blue 0.1 gr., agar 15 gr. dir. Ortamn
pH.s1 7.2 dir.

Bakterinin urlardan izolasyonu igin kullamilan besin ortama:

Clark (1869) Selektif ortama:

Laktoz 0.5 gr., KNO, 0.1 gr, MgS0O, TH,O 0.01 gr., Na HPO, (anhyd.)
0018 gr., agar (Difco) 1.2 gr. Destile su 100 ml., Fe EDTA (Fe Etilen Diamin
“Tetra Asetik Asit) (0.26 % w/v) 1.0 ml, MnSO, H.O (% w/v 23.5) 1.0 ml. dir.
‘pH. s1 6.8’ ayarlanmmsgtir.

3 — XKeto Lalktoz tegkili: Benaerts ve De Ley (1963)’e gore, Laktoz -
‘Maya - Agar besin ortam :

1 National Collection Plant Pathogenic Bacteria, Harpenden England’in kisal-
tilmig geklidir.
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Laktoz 10 gr., Yesst ext. 1 gr., agar (Difco). 15 gr., Destile su 1000 ml. dir,

Benedicts’ qualitative ayraci : Cowan ve Steel (1970)'e gire : Sodyum sit-
rat 17.3 gr., Na,C0, (anhyd.) 10 gr, CuSO, 5 HO 1.73 gr., Destile su 100 ml.
geklinde hazirlanmagtir.

BE—METOD
1 — Izolasyon Metodlan

NSA ortaminda 27 °C de T2 saat miiddetle yetigtirilmis olan Xiitlirler ate-
il suyla sUspansiyvon haline getirilerek 9x 11 em. ebadindaki saksilar icerisinde
bulunan topraga inokule edilmig ve toprak karmghrilmigtir, Kontrol olarak hi-
ralnlmry olan saksilardaki topraga da steril su inokule edilmig ve difer saks-
larla birlikte 10 giin miiddetle oda sicaklifinda muhafaza edilmigtir,

Moustafa (1966)’ya gére bulagmk ve kontrol olarak hazirltantmg topraklar-
dan 1 gr fartilarak 9 ml steril su igerisine konmusg ve 1 saat milddetle calkala-
yvicida tutulmugtur. Elde edilen siigpansiyondan 1/100, 1/11000, 1/10.000 ve
100.000 lik seriler hazirlannustir. 1/10.000 llk ve 1/100.000 ik serilerden 0.5 m}
kadar almarak Petri kaplarmdaki yizeylerl kurutulmug olan Moustofa (1968)
fle Kado ve Heskett (1970) selektif ortamlarma ilfve edilmigtir. ‘L seklindeki
steril cam bagetle ortam yilizeyine yawilarak 27 °C de T glin miiddetle inkuba-
torde tutulmusgtur.

2 — Enfeksiyon Caligmalarm :

a) Aycigegi ve Domates fideleri iizerinde

Moustofs (1966) selektif ortaminda geligen kirli beyaz, yuvarlak konveks
koloniler ile Kado ve Heskett (1970) selektif ortaminda geligen Zeytin yegili
renginde, kiiclik, yuvarlak ve konveks bakteri kolonileri secilip NSA ortamina
ekilerck saf kliltlivleri elde edilmigtir,

Serada 9x 9 ebadindaki saksilarda yetigtirilmiy olan aygicegi indikatdr bit-
ki olarak kullamlmugtir. Efik NSA ortaminda 27 °C de 72 saat miiddetie ye-
tiglirilmiy olan kiiltiirler fizerine 2 -8 ml kadar steril su ildve edilip inokulum
hazirlanmagtir, Lehoczky (1968)'e gore aycgicefi fidelerinin hipolrotil nsminda
yara acilip, inokulum FPastdr - pipetivle acilmig olan yara icerlslne inokule edil-
migtir, Hipokotilde agilmis olan yarali kisumlarin {izeri steril pamukla sarmlip
sterll suyla nemlendirilmigtir. Inolule edilmig olan aycicegi fideleri 20 °C
de 9 80 -90 rutubette inkubatdrde 7 giin miiddetle bekletilmigtir. Kontrol ola-
rak steril su inckule edilmig olan aycgiceZi fidelerl de ayn1 sartlarda inkube edil-
mighir. 7 nci giin sonunda ur tegekldlilleri incelenmig ve deferlendirme 2 nei
hafta sonunda yapilmisgtir.

Hildebrand (1942)°ye gére 10 - 16 em kadar boylanmig olan domateg fidele-
rinin kol bofazinin 4 -5 cm kadar {izerindeki kisimlar bakteri siispansivonunsa
batirilmig steril toplu ignelerle yara aciumigtir. Kontrol domates fidelerine ise
steril su inokule edilmigtir. Domates fideleri, aygicegi fideleriyle birikte aym
gartlarda inkube edilmistir. Domates fidelerindeki geligmelerin 10. giin sonun-
dz deferlendirmesi yapilmigtir,

Kontrol olarak hirakilmig ve steril su inokule edilmigs olan topraklardan
da aym metodlarla izolasyonlar yvapilmig ve elde edilen bakterilerle inokulum
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hamrlanmyg ve aynl metodlarla ayeicegi ve domates fidelerine inokulasyonlar
yapiymig, digerleriyle birlikte inkube edilmigtir.

b) Havug ve Turp dilimleri {izerinde :

Domates ve aycicefi fidelerinin gdvdelerinde ur meydana getirmis olan
bakteriler NSA ortammnda geligtinilmigtir. Havug ve turplar yiizeysel olarak
% T0 lik ethanolle yakanip 1-1.5 em kalinhfinda dilimler halinde kegilerek
tekrar ethanole batinlmugtir. Ark ve Schroth (1958)°e gire havu¢ ve turp di-
limleri -yiizeylerine hakteri slispansiyonu siiriilerek toplu ifneyle yaralanmagtir.
Bu dilimler, icerisinde steril kurutma kigitlarn konmarak steril su {live.edilmig
olan biiyiik Petri kaplar .icgerisine yerlegtirilmigtir, Kontrollere ise sadece ste-
ril su inokule edilmig .olup diger petri kaplamyla birlikte oda smcakllg’lnd.a mt,mhaf-
faza edilmistir. Klymetlendlrme 3. hafta sonunda ywpﬂ:rmgtlr

3 —3 Ke.to Laktoz TB§k111

Bernaert’s ve De Ley (1963)’e gﬁré‘ham:rlanmng olan laktoz - maya - agar
ortamina, aygiceFl ve domates fidelerinde, havug ve turp dilimlerinde ur mey-
dana’ getirmig olan kiiltiirlerin ekimi yapilmus olup, 28 °C de 48 saat -miiddetle
inkubatbrde bekletﬂzm.lgtlr Bu slire sonunda, Cowan ve Steel - (1970)’e gore ha-
zirlanmig olan Benedict's qualitative ayracmdan 10 ml kadar alimp ortamda
yetigmis olan. bakteri kolonileri lizerine ilave edilmigtir. Ayrag, ortamin ylize-
yine iyice yayilmig, 1 saat icerisinde, bakteri kolonilerl etrafindaki sar rengin
tegekkiilii pozitif olarak kiymetlendirilmigtir.

SONUCGCLAR .

Moustofa (1966) metoduyla yapilmig olan izolasyonlarda kirli beyaz, yu-
varlak, konveks ve kii¢liik koloniler Moustofa (1966) selektif ortaminda bariz
bir geligsme gbstermistir, Bu koloniler difer bakteri gruplarindan kolaylikla
ayirtedilmistir,

Kado ve Heskett (1970) selektif ortaminda 7. giin sonunda yapilan kontrol-.
lerde ze:ytm yesili renginde, yuvarlak, konveks ve kiigiik kolonilerin tegeklclil
ettifi goriilmiigtiir. Bu odzellikleri tagryan A. tumefa ciens koloniler:
difer kolonilerden farkl oldugundan se¢ilmeleri kolay olmugtur. 7

Aygi-gagi fideleri ilizerinde yapilan enfeksiyon caligmalarinda bir hafta ice-
risinde ur tegekkiili tesbit edilmigtir. Kontrol olarak steril su ilave edilmig
topraklardan yapilan izolasyonlarda elde edilmig olan bakteriler domates ve
aycicegi fidelerinde ur meydana getirmemisglerdir. Enfeksiyon galigmalarinda
steril su inokule edilmig olan aycigegi ve domates fidelerinde herhangi bir de-
Zisme gorilmemistir. Aycicegi fidelerinin hipokotil kismindaki ur teseklclilii-
nlin 35 - 40 giinliik gelisme sonunda kiiclik ceviz bilytikliigline yakin oldugu tes-
bit edilmigtir (Sekil 1, 2).

Domates fideleri lizerinde yapilan enfeksiyon galismalar1 sonucunda urlar
10, giinde ¢ok kiiglik olarak tegekkiil etmigtir, Sekil 3 de 30 glinllk geligme so-
mucunda meydana gelmig olan urlar giriilmektedir,
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Sexill A. tumefaciens’'in ayclcegi fidelerinde meydana
getirdigl urlar

(1) Kontrol bitkd (2-3) Enfekteli Dbitki

Domates flde.ennde tegekklll etmg olan’ 10. guniuk urlardan Cla.rk (1969)
Selekt.uf ortarm yardimlyla re - izolasyonlar yapllarak ad1 gegen patojen baltte-
ﬁ;.-elde edilmigtir: Bu or*tamda baktem geh.smem gok ya.va.g olmwgtur

_ Atik ve 'Schm'th (19‘58) 'metodu.na gire ha.vuxg ve turp dilimlerind" 3'nc'1'i haf-
ta sonunda ur tegekkulu tesbit edllnfngtlr Kontrol olarak blrakll.nus olan havuag

Ve turp dillmlemnde hu_; bir geli*grne kaydedihne.mlgtir Bu durum Se:lul 4, 5 ve 6
-da gorﬂlmektedlr .}' N o o o

Ayglgéé‘l ve. domates fldelen ile ha,vug ve turp dllimlermde ut- meydana
g‘-etirml@ olan’ bakterllerin hepsmde 3 keto la.ktoz tegl-nl* pazitlf olarak’ bulun-
mugtur Kontrol" olarak blralnlm,lg topna,klardan g ya.plla.n izolasyonlar sonucu
eldé ‘cdllen .baitterllér ise 3 keto. laktoz tegkil etmem1§lerd1r s
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Bekil 2. A tumefaciens’in aycgigegi fideler'nde meydana
getirdigi urlar

(1) Kontrol bitki . (2-3) Enfekteli bitki

Sekil3, A, tumefaciens'in domates fidelerinde meydana

getirdigi urlar
(1) Enfekte edidmisg bitki (2) Kontrol bitki
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Sekil 4. Havug dilimlerinde meydana gelmis olan
A . tumefaciens urlan
(1) Kontrol dillmler (2) Enfekte edilmig dilimler

Sekil5. A tumefaciens in havug dilimlerinde meydana getirdigi
-urlarin. yakindan- gdriinigii
(1) Kontrol dilim  (2) Enfekte edilmig dilim
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T Gekil 80 AL tutme flaic e s in' - turp;dilimlerindé meydana -
getirmis oldugu kiigiik urlar

"MUNAKASA VE KANAAT

Toprak 1zolasyonlarmda kullamlmg olax Moustof.a (1269) Selektif -orta:
mlyla yapllan 1zolasyon1arda A tum e f aci e ms’ ,kolonileri tiplk b1r ge-
hsme g‘usterrmglerdlr Ortama 1lé‘uve e«chlen 30 mge/L Mn++ ortamm se;glmll—

11k mlkta.r ise- pa.toJemn ge]vsmesml engelem-ektedlr. : e
;j'_ Ka.do ve Heskett (1970) selektlf orta.mmyla ya.pllan touprla.k 1zolasyonla._n'

pa.to;jemn bu orbamda. zeytm yegili rengmde gehstlglm fakat gellgmemn. ya:va&,
kolonilerin kiiglik kaldg tesblt edllnmstw Ancak adlgegen patojemn tipik bir
renkte -geligmesi’ bu ortarmn topra.k nzolasyonlannda kullanllma. ganmm a.rtlr-
mig . olmaktadir. . S S .

Mcrustofa, Kado ve Heskett selekti.f ortamlarlyla 1zo’e ed‘len patOJen‘n ay-
gxgegl ve domates ﬁdeleﬂnde urlar meyda.na getmma olmaSI Hildebrand (1942},
Schroth et-al. (1965) ve Lehoczky (19618) yi, havug ve turp d111m1ennde urlann
teghili: ise Ark e Schroth (1958) I teylt e:tmektedir _ ‘ : o

Kullamlrrug olan 1nd katm' bltl-mlerde ur meyda.na getu'en kulturletrin hep-
sinin 3 keto - la.ktoz t&§k1116r1 pozi'tlf ola:nak bulunmwsmr Bu sonwglarda Ber-
naert’'s ve De Ley 1963Yy'¥i dog’rulaﬂnaktadar R : 4+

Toprak ve urlardan verilmig clan besin orta.mla.rlyla A tume -
faciens’in izole edilebilecegi ve adl gegen indikatdr bitkilerin de patoje-
ninin teghisinde kullamlabilecegi kanaatina varilmustir,
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K6k uru etmeni (Agrobacterlum tumefaciens (Smith
and Townsend) Conn)’nin topraktin izolasyonu ve mdxkartor bitkler yardmmyla
teghisi lizerinde yapilan ¢aligmalardan miisbet sonugclar ahmmgtir. Kullanilmig
olan 1651 (NCPPB) ve 396 (NCPPB) numaral kiiltlirler Ingultere den - temin
edilmistir. 542 numaral kiiltiir ise Gottmgen Almanya orijinlidir. Indikatdr
bitki olarak ay¢i¢egl (Helianthus annuus L.) domates (L y -
copersicum esculentum Mill) havug (Dacus carota
L.) veturp (Raphanis sativus Pers.) kulamimustir. Toprak
izolasyonlarinda Moustofa (1966), Kado ve Heskett (1970) selektif ortamlan
ile r izolasyonlarinda Clark (1969) besin ortam kullanﬂm@tlr Indlkatbr bit-
kiler iizerinde ur meydana getiren izolatlarm 3 - Keto laktoz tesklh pozitif (+)
olarak bulunmustur. °

TESEKRKKUR

Bu caligmamn yapilmasinda yardumlarini esirgemeyen Saym Dr. Kizm
Tirkoglu'na ve National Collection of Plant Pathogenic Bacteria’dan Dr. Sel-
lar'a tegekkurlerlml arzedenm Aymca, fotog'razflan ceken Kéni Unal ile 18bo-
rant Salih Senel’e teg;akikur ederim.

SUMM.A.RY

THE SOIL ISOLATION OF TlHE CROWN GALL CAUSE (Agrobac-
terium tumefaciens (Smith and Townsend) Conn.) AND
STUDIES ON ITS IDENTIFICATION .BY MEANS OF TEST PLANTS

Studles that were carrled for soil isolation of A grobacte r :1 u m
tumefaciens and identification appliances by means of test plants pro-
ved to be thoroughly successful, The cultures whose numbers are 1651 (NCPPB)
and 3% (NCPPB) are obtained from England, The culture whogse number is
542 iz of German origin. These cultures were artificially. inoculated in the soil.
Sunflower (Helianthus annuus L), tomato (Lycopergi-
cum esculentum M) carrot (Dacus carota L.) and
radish (Raphanus sativus Pers.) have been used as test Plants.
For soil isolations Moustofa (1866) and Kado and Heskett (1870) selective
media were uged and for the gell isolations it was changed to Clark (1969)
medium. The 3 - Ketolactose production isolates which form galls on test plants
were found to be positive.
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