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Bu c¢alismada Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay, Gaziantep, Adiyaman ve
Kahramanmaras illerinde bulunan bag alanlar1 incelenmis ve hastalikli bitkilerden
ornek alinmigtir. Mersin, Gaziantep, Hatay, Adiyaman ve Kahramanmarag illerinde
hastalikli asma bitkilerindeki urlu dokulardan toplam 47 adet ur olusturan patojen
bakteri izole edilmistir. Klasik bakteriyolojik tanilama teknikleri, PCR, yag asit
analizi ve patojenite testlerine gore izole edilen tiim izolatlar Agrobacterium vitis
olarak tanilanmistir. Patojenite testlerinde, tiim izolatlar bagda ur olustururken, 7
izolat domateste (Lycopersicum esculentum Mill. cv. Heinz 2274) ve 8 izolat kalonse
(Bryophyllum daigremontianum (Raym.-Hamet & E.P. Perrier) Berger) bitkilerinde
ur olusturmamustir.

Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay, Gaziantep ve Kahramanmaras illerinde
bulunan bag alanlarindan asma bitkisi biiylimesini tesvik eden rizobakterileri (PGPR)
izole etmek i¢in 39 toprak 6rnegi alinmistir. Toprak Orneklerinden 464 adet bakteri
izole edilmistir. Kat1 NBRIP besi yeri kullanilarak bu bakteri izolatlarindan 63’iiniin
fosforu ¢ozdiigii belirlenmistir. Nicel olarak izolatlarin fosforu ¢ézme miktar
belirlenmis ve en yiiksek fosfor cozen 10 izolat secilerek saksi caligmalarinda
kullanilmistir. Saks1 ¢alismast ile Ga7/3-6 (%45), Gal0/2-5 (%97), Os1/3-1 (%80),
OsD1/3-1 (%98) ve HaD6/3-1 (%75) izolatlarinin asmada ur agirhigini 6nemli
diizeyde azalttigi belirlenmistir. A. vitis izolatindan elde edilmis lipopolisakkarid
(LPS)’lerin asma ¢ubuklarina 10 g/l konsantrasyonda infiltre edildiginde ur
biiytikliigiinii %91,5 oraninda azalttig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bag, LPS, ur, Agrobacterium vitis, PGPR
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In this study vineyards in Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay, Gaziantep,
Adryaman and Kahramanmaras provinces were surveyed and infected plant samples
by crown gall agent were collected. Infected plants were recorded in vineyards of
Mersin, Gaziantep, Hatay, Adiyaman and Kahramanmaras provinces. Forty-seven
tumorigenic bacterial isolates were isolated from galls of infected plants. All isolates
were identified as Agrobacterium vitis by classical bacteriological techniques, PCR,
fatty acid analysis and pathogenicity tests on grape, tomato and kalanchoe plants. All
isolates caused crown gall on grape shoots. No gall formation observed on tomato
(Lycopersicum esculentum Mill. cv. Heinz 2274) and kalanchoe (Bryophyllum
daigremontianum (Raym.-Hamet & E.P. Perrier) Berger) plants by seven and eight
isolates, respectively.

Totally 464 Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) were isolated
from 39 soil samples collected from vineyards of Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay,
Gaziantep and Kahramanmaras. Sixty-three candidates PGPR isolates solubilized
phosphorus on solid NBRIP medium. Ten candidate PGPR isolates which have
solubilized phosphorus with the highest ratio were used in pot experiments. PGPR
isolates, Ga7/3-6 (%45), Gal0/2-5 (%97), Os1/3-1 (%80), OsD1/3-1 (%98) ve
HaD6/3-1 (%75), significantly reduced galls weight on grape plants in pot
experiments. When lipopolysaccharide (LPS) extracted from A. vitis applied to
cutting grapevine, gal size was reduced by 91.5% rate.

Key words: Grape, LPS, crown gall, Agrobacterium vitis, PGPR
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TESEKKUR

Calismamin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen ve bana “Baglarda Ura
Neden Olan Agrobacterium vitis’in Tanillanmas1 ve Miicadele Olanaklarinin
Arastirilmas1” konulu Doktora Tezini veren danisman hocam Sayin Prof. Dr. Ozden
CINAR a tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamin tiim asamasinda bana yol gosterici ve olumlu katkilarindan
dolayr Doktora Tez Izleme Komitesi iiyeleri Saym Prof. Dr. Hikmet SAYGILI ve
Sayin Dog. Dr. Yesim AYSAN’a tesekkiir ederim.

Doktora calismam igerisinde bulunan yag asit metil ester analizleri igin
Atatiirk  Universitesi  Biyoteknoloji  Arastirma ve Uygulama Laboratuari
olanaklarindan yararlanmami saglayan ve engin deneyimlerinden yararlandigim
Saym Prof. Dr. Fikrettin SAHIN’e ve Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boliim Baskanligina giikranlarimi sunarim.

Doktora c¢alismam igin tiim boliim olanaklarindan yararlandiran CU Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma B&liim Baskanhigi’na, maddi destek veren CU Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi’ne (Proje no: ZF2005D1 ve ZF2005KAP10) ve Tiirkiye
Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu (TUBITAK)’na (Proje no: TOVAG 105 O
007) en igten tesekkiirlerimi sunarim.

PCR c¢alismalarimi yapmamda yardimc1 olan ve Viroloji laboratuar
olanaklarindan yararlanmami saglayan Saymn Prof. Dr. Saadettin BALOGLU’na,
Yrd. Dog. Dr. Muharrem KANBEROGLU’na, Dr. Behget Kemal CAGLAR’a ve
Ars. Gor. Gokmen KOC’a tesekkiir ederim.

Kahramanmaras ili bag alanlarini incelenmesinde yardimlarii gordiigim
Kahramanmaras Tarmm Il Miidiirliigii Bitki Koruma Sube Miidiirii Saymn Hiiseyin
GOK’e, Gaziantep ilinde bag alanlarini incelenmesinde yardimlarmi gérdiigiim
Antepfistig1 Arastirma Enstitiisii miidiirii, Zir. Yiik. Miih. Fatma VAKKASOGLU’na
ve Zir. Yiikk. Miith. Kamil SARPKAYA’ya, Golbas1 (Adiyaman) bag alanlarinin
incelenmesinde yardimlarini gordiigiim Goélbasi Tarm Ilge Miidiirliigiine ve Sayin
Zir. Miih. Ali ARSLAN’a ve Hatay ili bag alanlarin1 incelenmesinde yardimei olan
Sayin Zir. Miih. Yusuf CiL’e, tesekkiir ederim.
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Calismalarim sirasinda emegi gecen degerli arkadaslarim Dr. Mustafa
MIRIK’e, Ars. Gor. Raziye CETINKAYA-YILDIZ’a, Zir. Yiik. Miih. Hacer
TEKMAN’a, Zir. Yiik. Miih. Hatice ORNEK e ve Zir. Miih. Sencen UNLU’ye ve
tarla denemelerim sirasinda emekleriyle katkida bulunan Bitki Koruma Boliimii
Aragtirma ve Uygulama Parseli c¢alisanlarindan Talip OKUTUCU, Bekir DAL,
Cemal YILDIZ’a ¢ok tesekkiir ederim.

Calismamin aday PGPR izolatlarinin sivi ortamda ¢6zdiigli fosfor miktarini
belirlemek icin bana CU Ziraat Fakiiltesi Toprak Boéliimii’'nde laboratuarini
kullanima acan Saym Yrd. Dog¢. Dr. Ayfer TORUN’a, laboratuar g¢alismasinda
yardimc1 olan Halil ERDEM’e ve saksi calismasinda kullandigim topraklarin
analizini yapan Sayin Ars. Gor. Ebru KARNEZ e tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora ¢alismam esnasinda tiim zorluklara ragmen bana manevi destegini ve
sevgisini hi¢ esirgemeyen sevgili esim Serpil KUSEK ve kizzim Sude Melek
KUSEK ’e sonsuz tesekkiirler dilerim.
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1. GIRIS

Ulkemiz, cografi durumu, iklim ve toprak yapisindan dolay1 bagcilik igin
diinyada en uygun yerlerden biridir. Ayrica bagin ana vatani olmasi nedeniyle énemli
bir gen merkezidir.

Bagin ana iirlinli olan {iziim tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de sadece
sofralik olarak kullanilmamakta, bununla birlikte sarap, kuru iiztim, pekmez, sirke,
pestil, sucuk ve sira olarak da kullanilmaktadir. Bunun yan1 sira budama sonucu elde
edilen ¢ubuklarin yakacak olarak kullanilmasi ve yapraklar1 sarmalik ve salamura
olarak degerlendirilmesi de diger yararlari arasinda belirtilebilinir (Agaoglu, 1986).

Ulkemiz FAO’nun 2004 yili verilerine gore 530.000 ha iiretim alani ile
Ispanya, Fransa ve Italya’dan sonra diinyada dérdiincii, 3.500.000 ton iiziim {iretim
ile Italya, Fransa, ispanya, ABD ve Cin’den sonra diinyada altinc1 ve 6,6 ton/ha

verim ile kirk dordiincii sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1) (Anonymous, 2006a).

Cizelge 1.1. FAO verilerine gore 2004 yili diinyanin 6nemli bag ekim alanlari,
iretim ve verim degerleri

Ulkeler | Ekim Alam (ha) | Uretim (ton) | Verim (ton/ha)
Ispanya 1.176.130 7.286.300 6,20
Fransa 851.970 7.563.360 8,88
Italya 839.720 8.691.970 10,35
Tiirkiye 530.000 3.500.000 6,60
Cin 438.130 5.532.880 12,63
ABD 377.570 5.660.860 14,99
Digerleri 3.196.110 28.161.030 8,81
Toplam 7.409.630 66.396.400 8,96

TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) 2004 verilerine gére 520.000 ha toplam
tretim alaninin; 265.000 ha’1 sofralik ¢ekirdekli, 35.000 ha’1 sofralik ¢ekirdeksiz,
75.000 ha’rt kurutmalik cekirdekli, 75.000 ha’1 kurutmalik ¢ekirdeksiz ve 70.000
hektarim1 da saraplik bag alani olusturmaktadir. 3.500.000 ton iiziim {iretiminin ise

1.500.000 tonunu sofralik ¢ekirdekli, 400.000 tonunu sofralik ¢ekirdeksiz, 350.000
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tonunu kurutmalik ¢ekirdekli, 880.000 tonunu kurutmalik c¢ekirdeksiz ve 370.000
tonunu ise saraplik iiziim {iretimi olusturmaktadir (Cizelge 1.2) (Anonymous,

2006b).

Cizelge 1.2. TUIK verilerine gore 2004 yili iilkemiz bag ekim alanlari, iiretim ve
verim degerleri

Cesit Ekim Alam (ha) | Uretim (Ton)
Sofralik ¢ekirdekli 265.000 1.500.000
Sofralik ¢ekirdeksiz 35.000 400.000
Kurutmalik ¢ekirdekli 75.000 350.000
Kurutmalik ¢ekirdeksiz 75.000 880.000
Saraplik 70.000 370 000
TOPLAM 520.000 3.500.000

Glinlimiizde bagciligin gelismesini tehdit eden pek ¢ok hastalik ve zararl
vardir. Bunlar arasinda en 6nemlilerinden biri de bag uru hastaligidir. Baglarda genel
olarak ura neden olan bakteriyel hastalik etmeni Agrobacterium vitis Ophel and Kerr
olsa da, bu hastalik nadiren de Agrobacterium tumefaciens bakterisi tarafindan
olusturulur. Bu hastalik etmenlerine karsi1 etkili bir miicadele yonteminin
olmamasindan dolayi, iklim kosullarinin hastalik gelisimi i¢in uygun oldugu
bolgelerde, onlar 6nemli verim ve gelisme kayiplarina neden olmaktadir (Celik ve
ark., 2000).

Asmada ur olusumu uzun yillardir bilinmekle birlikte ilk defa 1897°de bir
bakterinin (Bacillus ampelopsarae) ura neden oldugu bildirilmistir (Cavara, 1897).
Kerr ve Panagopoulos (1977) asmadan izole edilen tiimoriigenik bakterileri A.
tumefaciens biovar 3 olarak simiflandirmislardir. Sonraki yillarda diinyanin birgok
yerinde arastiricilar asmada biovar 3 izolatlarin1 belirlemiglerdir. Ophel ve Kerr
(1990) yaptiklar1 taksonomik caligsmalar (biyokimyasal, monoklonal antibody ve
DNA baglanma seviyeleri) sonucunda biovar 3’ Agrobacterium vitis olarak
isimlendirmislerdir. Giinlimiizde A. vitis asmada ur olusturan en baskin tiir olarak

bilinmekle birlikte A. tumefaciens de nadir olarak asmalarda izole edilmektedir
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(Knauf ve ark., 1983; Salomone ve ark., 1996; Ride ve ark., 2000; Argun ve ark.,
2002).

A. vitis baglarda sistemik olarak yayilmakta ve simptom olusturmadan
yillarca canli kalabilmektedir. Bu nedenle kolaylikla vejetatif iiretim materyali ile
yayllmakta, hastalik etmeninin varligt ancak ur olusumu gozlenince fark
edilmektedir. Bulasik dallarda A. vitis dondan veya baska bir nedenden dolay1
meydana gelen yaralanmadan sonra bitkide ur olusturabilmektedir.

Agrobacterium cinsi bakteriler genelde toprak kokenlidir. Ancak topraktan
izole edilen Agrobacterium’larin biiyiik ¢ogunlugu ur olusturma 6zelliginde degildir
(Bouzar ve Moore, 1987). Bununla birlikte A. vitis bag kalintilarinda en az iki y1l ur
olusturma yetenegini kaybetmeden yasayabilmektedir (Burr ve ark., 1995a).

Bu bakteri asma govdesinin %50’si urla ¢evrelendiginde bitki gelisiminde ve
veriminde onemli azalmalara neden olmaktadir (Schroth ve ark., 1988). Bu hastalik
etmenine kars1 etkili bir kimyasal miicadele bulunmamakla birlikte, ciftciler
tarafindan bilingsizce ila¢ 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 karsi 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 arastiricilar hastalik etmenine karsi ilagh
miicadeleye alternatif miicadele yontemlerinin aragtirilmasina yoneltmistir.

Bu hastalikla miicadelede biyolojik miicadele yontemleri hakkinda oldukca
cok arastirma yapilmis olmasina ragmen, PGPR (Bitki Biiylimesini Tesvik Edici
Rhizobakteriler) kullanarak bitkilerde sistemik tesvik edilmis dayaniklilik caligsmalari
oldukca smirlidir. PGPR bakteriler bir¢ok bitkide bir¢ok bitki hastalifina karsi
bitkilerde dayaniklilig1 tesvik etmekte ve bunun yaninda verimde de dnemli artiglar
saglamaktadir (Weller, 1988).

Gram negatif bakterilerin hiicre dis zarmm1 kaplayan hiicre yliizeyi
bilesiklerinden olan lipopolisakkaritler (LPS) bitkilerde bazi savunma ile ilgili
tepkileri tetikleyebilirler (Dow ve ark., 2000). LPS uygulanmasindan sonra bakteri
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inokulumuna kars1 bitkide {retilen bazi1 patogenez ile ilgili (PR) proteinler
hydroxycinnamol-tyramine antimikrobiyal bilesikleri sentezi tesviki ve avirulent
bakteriler tarafindan neden olunan asir1 duyarlilik reaksiyonunu engellenmesi gibi
bazi degisikliklere de neden olabilir.

Sicaklikla oldiiriilmiis Ralstonia solanacearum’un tiitin (N. tabacum)
yapraklar1 icine infilitre edildikten sonra, uygun bir patojen bakterinin inokule
edilmesi sonucunda hastalik simptomlarinin ortaya ¢ikmamasi veya gecikmesinde
LPS’lerin (6zellikle lipid A-merkez yap1) rolii oldugu bilinmektedir (Graham ve ark.,
1977).

Benzer sekilde R. solanacearum’dan elde edilen LPS’ler tiitiinde 31,8 kD
biiyiikliigiinde bir polipeptid ve peroksidaz aktivitesinin artmasina neden oldugu
bildirilmistir (Leach ve ark., 1983; Nadolny ve Sequeira, 1980).

LPS’ler bitkilerde hiicre zar1 ve hiicreler aras1 boslukta spesifik degisikliklere
neden olurlar. Elektron mikroskobu gozlemleri sonucunda LPS uygulanan tiitiinlerde
bitki hiicre duvarinin hiicre zarindan ayrildigi tespit edilmistir (Graham ve ark., 1977).
Bu tip yapisal degisiklikler, sicaklikla oOldiiriilmiis bakteriler tarafindan tesvik
edilmistir .

Bu c¢alismada Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay, Gaziantep, Adiyaman ve
Kahramanmaras illerinde yetistiriciligi yapilan asmalarda goriilen urlardan bakteriyel
patojen Agrobacterium izolatlarinin elde edilmesi, izolatlarin fizyolojik, morfolojik,
biyokimyasal testler ve molekiiler yontemlerle tanilanmasi amag¢lanmistir. Ayrica,
saglikli asmalarin kok bolgesindeki topraklardan izole edilen bitki gelisimini tesvik
eden rizobakteri (PGPR) izolatlarinin Agrobacterium vitis’e karst miicadelede
kullanim olanaklar1 arastirilmistir. Bununla birlikte A. vitis izolatindan elde edilen

LPS’in asma bitkilerinde ur gelisimini engellemedeki etkisi aragtirilmigtir.
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Agrobacterium’un Simflandirilmasi, izolasyonu ve Karakterizasyonu
2.1.1. Agrobacterium’un Simiflandirilmasi

Bag uru diinyanin her tarafina yayilmis 6nemli bir bakteriyel hastaliktir. Burr
ve ark., (1998) bildirdigine gore, ilk defa Italya’da Cavara (1897), bag uruna neden
olan bakterinin (Bacillus ampelopsorae) olusturdugu dogal infeksiyonu gozlemistir.
Daha sonra Smith ve Townsend (1907), papatya (Argyranthemum frutescens (L.)
Sch. Bip.) bitkilerindeki urlardan zayif gelisen bir bakteri izole etmis ve bu bakteri
kiiltiirdi ile yaptiklar1 yapay inokulasyonlardan tekrar benzer karakterde yavas gelisen
bakteriyi elde ederek onu Bacterium tumefaciens olarak isimlendirmislerdir.

Conn (1942), bitkilerde kok bogazi uruna ve asir1 sagak kok hastaligina neden
olan bakterilerin yeni bir cins icerisinde yer almasi gerektigini bildirmis ve bu etmeni
Agrobacterium olarak belirlemistir.

Panagopoulos ve Psallidas (1973), baglardan izole ettikleri Agrobacterium
izolatlarinin biotip 1 ve konukg¢uya spesifik 3. bir grup oldugunu bildirmislerdir.

Ophel ve Kerr (1990), énceden biovar 3 olarak karakterize edilen bagdaki
Agrobacterium izolatlarimi Agrobacterium cinsinin Agrobacterium tumefaciens,
Agrobacterium radiobacter, Agrobacterium rhizogenes ve Agrobacterium rubi
olarak daha 6nceden tanilanan 4 tiiriin tip izolatlar1 ile karsilagtirmiglardir. Biovar 3
olarak belirlenen on bag izolatini, diger Agrobacterium tiirlerinden bazi
biyokimyasal testlerin yani sira biovar 3’den gelistirilmis bir monoklonal antibody
ile ayirt etmislerdir. Daha Once tanilanan tiirlerin tip izolatlar1 ile 3 bag izolati
arasinda DNA baglanma seviyelerini yeniden ilk DNA olusma oranlarinin optik
Olctimii ile belirlemislerdir. Bag izolatlar1 arasinda DNA baglanma seviyeleri %78-
92 olurken, diger tip izolatlarinda bu degeri %7-47 oraninda olmustur.
Calismalarinda bag izolatlarinin daha 6nceden belirlenen Agrobacterium tiirlerinin
tip izolatlarindan farkli oldugunu ve bu nedenle onlar1 yeni bir tiirii Agrobacterium
vitis olarak isimlendirmislerdir. Karakterize edilen hastalik etmeni referans izolat
olarak da NCPPB 3554 koduyla Ingiltere’deki kiiltiir koleksiyonunda (National

Collection of Plant Pathogenic Bacteria) saklanmustir.
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Rhizobium, Agrobacterium, Allorhizobium ve Sinorhizobium cinsleri
Rhizobiaceae familyast icerisindedir. Allorhizobium undicola, Agrobacterium
tumefaciens (syn. Agrobacterium radiobacter), Agrobacterium rhizogenes,
Agrobacterium rubi ve Agrobacterium vitin’in 16S rDNA analiz karsilastiriimasina
gore tiim Rhizobium tlrleri ile aym soydan gelen bir grubu olustururlar.
Agrobacterium bitki patojen tiirleri kapsayan yapay bir cinstir. Young ve ark. (2001)
tarafindan dogal olarak aymi soydan gelen Agrobacterium, Allorhizobium ve
Rhizobium’un tek bir Rhizobium cinsi igerisinde toplanmasi gerektigini, yeniden
giincellenen siniflandirmada onceden bildirilen tiirlerin Rhizobium radiobacter,
Rhizobium rhizogenes, Rhizobium rubi ve Rhizobium vitis olarak adlandirilmasi

gerektigini 6nermislerdir.

2.1.2. Agrobacterium’un Izolasyonu ve Karakterizasyonu

Schroth ve ark. (1965)’nin, topraktan Agrobacterium tumefaciens-A.
radiobacter grubunun izolasyonu ig¢in gelistirdikleri secici besi yerinde, segici
olmayan besi yerine gore gelisen bakterilerin %99’dan fazlasini elemine etmistir.
Agrobacterium tiirleri i¢in oldukca yiiksek spesifik Ozellige sahip olan bu besi
yerinde gelisen Agrobacterium kolonilerini, diger bakterilerden kolaylikla ayirt
etmislerdir.

Lehoczky (1968), bag uru etmeni ile infektelenmis asmalardan, urun 15 ve 80
cm altindan kesilen asma g¢ubuklarindan akan 6z sudan etmeni (Agrobacterium
tumefaciens) izole etmistir. Budamayla ve diger yaralanmalarla asma ¢ubuklarinda
yeni urlarin olustugu bildirilmistir. Bu calisma ile ilk defa bag urunun iletim
demetleri yoluyla tagindig1 ve bitkinin iist kisminda ikincil urlara neden oldugu tespit
edilmistir.

Kado ve Hesket (1970), Agrobacterium, Corynebacterium, Erwinia,
Pseudomonas ve Xanthomonas cinsleri i¢indeki bitki patojeni bakteriler i¢in bes
secici besi yeri gelistirmislerdir. Bakteri membraninin gecirgenligini etkiledigi
bilinen lithium klorit, sodyum dodesil siilfat, polimiksin ve glisin gibi aktif
bilesenleri iceren ve bir cinsin biiyiimesine izin veren, digerlerinin gelismesini

engelleyen bu secici besi yerlerindeki bu bilesikleri tek veya kombineli olarak dizayn
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etmislerdir. Bu besi yerinin etkinliklerini belirlemek amaciyla farkli bakterilerin bir
karisimini igeren inokulum kullanmislar ve asagidaki sonuglar1 elde etmislerdir:
Kaplama Etkinligini [(secici besi yerindeki koloni sayisi/secici olmayan besi
yerindeki koloni say1s1)X100] D1 besi yerinde A. tumefaciens i¢in %90,3; D2 besi
yerinde C. michiganense i¢in %27,1; D3 besi yerinde E. amylovora i¢in %77,7; D4
besi yerinde P. syringae i¢in %6,5; D5 besi yerinde X. campestris i¢in %78,4 olarak
bulmuslardir. Bir bakteri karigimi ile inokule ettikleri topraktan bakterilerin yeniden
kazanilma degerini [(segici besi yerinde topraktan elde edilen koloni sayisi/ayni
secici besi yerinde direkt gelisen koloni say1s1)X100] D1°de %48,1, D2’de %79,8,
D3’de %57, D4’de %26,9 ve D5’de %79,9 olarak eclde etmislerdir. Hastalikli
dokulardan patojenik bakterinin tekrar izolasyonlar1 bu ortamlar araciligi ile
kolaylagtirmiglardir.

Konukcu 6zellesmesini belirlemek amaciyla ABD’de yapilan bir ¢alismada,
11 bitki familyasina dahil 26 bitki tiiriinden izole edilen 176 izolat ile kok bogazi uru
hastaligr konukgusu olan 11 farkli bitki tiirline inokule edilmistir. Anderson ve
Moore (1979), patojenik izolatlarin %66’ nin testlenen 11 konukgu tiirlinden 6-8’inde
ur veya sagak kok olusturdugu, 27 izolatin (bastaki 11 konukgu tiiriinde patojen
olmayan) ilave 3 konukcu tiirlinde patojen olmadigi belirlenmistir. Patojenlerin
%3 niin yalnizca izole edildikleri konukc¢ular: infekte ettikleri ve bir izolatin konukg¢u
dizisinde minimum bir etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Baz1 durumlarda farkl
konukgu tiirlerinde dogal olarak ortaya ¢ikan urlardan ayni izolatlar elde edilmis,
ancak izolatlarin bazilar1 izole edildikleri konuk¢usunda ur olusturmamustir.
Agrobacterium rubi izolatlarinin patojenite testleriyle ile A. tumefaciens’den ayirt
edilemedigi, A. rhizogenes izolatlarinin sekizde besinin bazi bitkilerde ur ve
havuglarda ise sagak kok olusturdugu, domates ve Datura stramonium test
bitkilerinde patojenik Agrobacterium’larin biiylik ¢ogunlugu (her biri %81) ile
infektelendigi fakat domatesi infekte eden tiim izolatlarin daturada (Datura sp.)
enfeksiyona neden olmadigi bildirilmistir.

Asmalardan izole edilmis 34 A. tumefaciens izolat1 ile yapilan konukcu dizisi
calismasinda 6 farkli konukc¢u saptanmistir. Viriilent tiimor olusturan (Ti) plazmid

aktarilmis Agrobacterium izolatinin dogal A. tumefaciens izolat1 ile aym1 konukg¢u
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dizisi sergiledigi ve bdylece konukgu dizisinin genisligi veya darligimi tayin eden
faktorlerin Ti plazmid oldugu belirlenmistir. Iki konukeu bitkide viriilent olan iki
dogal tip izolattan alinan Ti plazmidi tasiyan izolatlarin aviriilent oldugu ve buna
gore bakteri kromozomunun da konukcu dizisini etkiledigi gosterilmistir. Ayrica
asmadaki tepkinin, testlenen asma ¢esidine bagl oldugu, A. tumefaciens izolatinin
bazi asma ¢esitlerinde ur olusturmadig bildirilmistir (Knauf ve ark., 1982).

Brisbane ve Kerr (1983), Agrobacterium’un 3 biovarlarinin izolasyonu igin 3
secici besi yeri gelistirmiglerdir. Besi yerindeki seciciligin karbon ve azot
kaynaklarina bagl oldugu ve biovar 1 i¢in L(-)-arabitol, biovar 2 i¢in erythritol ve
biovar 3 i¢in tartarat ve D-glutamate’in bir kombinasyonunu kullanmiglardir. Yeni
besi yerlerinin mevcut secici besi yeri ile karsilastirildiginda, topraktan
Agrobacterium’larin  izole edilmesinde c¢ok etkili oldugunu ve ii¢ biovarin
ayiriminda, bazi biovar 1 izolatlar1 harig, besi yerinin segiciliginin yeterli oldugunu
bildirmislerdir.

A. tumefaciens biovar 3 (AT3) secici bir besi yeri kullanilarak asma
urlarindan, asmanin 6z suyundan ve bag topragindan izole edilmistir. Urlardan izole
edilen en yaygin biovarlarin AT3 oldugu, 24 infekteli asmanin yedisi ve saglikli
gbriinen 17 asmanin birinin 6z suyundan elde edilmek suretiyle belirlenmistir. 10 6z
su izolati AT3 olarak belirlenmis ve hepsinin asma ve ayc¢iceginde patojen oldugu
tespit edilmistir. 30 bag topragindan yapilan izolasyonlarda Agrobacterium’un 244
tipik kolonisi se¢ilmis, bu izolatlarin 5’inin patojen ve 5 izolattan 3’{inlin AT3 ve
2’sinin de A. tumefaciens biovar 1 oldugu saptanmistir. Urlardan, 6z sudan ve
topraktan izole edilen AT3 izolatlarin hemen hemen hepsi domates, aygigegi ve
asmada ur olusturmustur (Burr ve Katz, 1983).

Burr ve Katz (1984), A. tumefaciens (AT) biovar 3 ve biovar 1’i bag uru ile
bulasik asmanin simptom gdstermeyen 1 yasindaki asma dallarinda tespit etmislerdir.
Secici besi yeri yardimiyla her iki biovari steril bir saksida koklenen gubuklarin
yilizeysel sterilizasyonu ile kiiciik koklerden ve kalluslardan elde etmislerdir.
Patojenik izolatlart inokule ettikleri Gewurtztraminer, Pinot Chardonnay, Pinot Noir

ve White Reisling gibi asma ¢esitlerinden tekrar izole etmiglerdir. AT biovar 3, bag
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ur simptomlu asmanin g¢evresinden toplanan 10 toprak Orneginin birinden elde
edilmistir.

Bes asma c¢esidi ve 10 anacin sert govde parcalarindan toplanan 6z sularindan
secici bir besi yeri kullanarak bir cok A. fumefaciens biovar 3 izolat1 izole edilmistir.
Elde edilen 36 A. tumefaciens izolatinin %86°s1 fizyolojik ve viriilenslik 6zelliklerine
gbre biovar 3 olarak belirlenmistir. Bu yontemle asma dal 6rneklerinin biiyiime
bolgelerinin %90’ 1in A. tumefaciens ile bulasik olmadigi tespit edilmistir (Tarbah ve
Goodman, 1986).

Burr ve ark. (1987), A. tumefaciens ve A. radiobacter biovar 3’{in en yiiksek
populasyonunu hastalanmis asmalarin kdklerinden veya bulasik ve bulasik olmayan
asmalarin koksliz toprak Orneklerinden ve daha ¢ok asma uru ile hastalanmisg
asmalarin koklerinden izole etmislerdir. Biovar 3’t secici besi yeri kullanarak
infektelenmemis bag topragindan elde edememislerdir. Goriiniiste saglikli anaglarin
ve asis1z asma ¢esitlerinin koklerini tiimorogenik ve tiimorogenik olmayan izolatlarla
inokule etmisler ve koklerin belirli kisimlarini biovar 3 i¢in taradiklarinda etmeni
cogunlukla kokiin kiiciik, koyu, ¢okiik lezyonlarindan izole etmislerdir.

Deqin ve ark. (1987)’nin yaptiklar1 bir c¢alismada, Kuzey Cin’de asma
urlarindan 13 Agrobacterium tumefaciens izolat1 elde etmisler ve konukgu dizisinde
farkliliklar olmasina ragmen izole edilen izolatlarin hepsinin asmada ur
olusturdugunu gozlemislerdir. Bu izolatlarin 12’sinin biyotip 3 oldugunu ve 11
izolatin tiimdr dokusunda oktopin sentezledigini saptamislardir. Ilging olan 1 izolatin
neden oldugu ur dokusunda baslangicta herhangi bir opin belirlenememesine karsin,
arginin birikimi oldugunu tespit etmislerdir. Bu izolatlarin ¢ogundaki DNA’larin
onceden belirlenen transfer DNA ve vir bolgesi ile homolog olmasina ragmen bazi
viriilent izolatlarin bu bolgelerinin daha az homolog veya hi¢ homolog olmadigi ve
bundan dolay1 bu izolatlarin bazilarimin Agrobacterium sp. Orneklerinden farkli
oldugunu agiklamislardir. Cogu izolatin DNA’sinin genis bir konukgu dizisine sahip
virA bolgesi ile ¢cok az veya hi¢ homolog bir goriintii sergilemedigi, fakat dar bir
konuk¢u dizisine sahip virA bolgesi ile kuvvetli bir benzerlik gosterdigini
belirlemislerdir. Baglarla ilgili Agrobacterium izolatlarinin spesifik bir virA

bolgesine sahip olacagi fikrini 6ne siirmiislerdir.
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Serada konuk¢u olan Vitis vinifera ve konukg¢u olmayan Avena sterilis
‘Astro’ bitki artiklartyla karistirillmis toprakta AT3 canliligl {izerine yapilan bir
calismada, konukcu bitkilerin oldugu toprakta konuk¢u olmayan bitkilerin bulundugu
topraga oranla daha yiiksek populasyona ulasmistir. Populasyonun hem nadasa
birakilan toprakta ve hem de yulafli toprakta zamanla azaldigi, fakat bag
rhizosferinde degismedigi goriilmiistiir. Rifampicine dayaniklt AT3 populasyonunun
Vitis labrusca L.’nmn Concord g¢esidinde 10 haftada degismedigi, 10° cfu/g
yogunlugunda topraga karistirildiginda Concord fidanlariin %60’da sistemik bir
infeksiyonun oldugu, fakat daha diisiik yogunlukta topraga karistirildiginda herhangi
bir infeksiyonun meydana gelmedigi bildirilmistir (Bishop ve ark., 1988).

Bouzar ve ark. (1988)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada, A. tumefaciens izolat
B6’dan hazirlanan bir Lipopolisakkaritden (LPS) tavsan antibadileri ve hiicrelerin su-
fenol ekstraksiyonu ile jel imminodifizyonundan spesifik c¢okelti bandi elde
etmiglerdir. B6 LPS’in bu antiserumunun, diger 38 Agrobacterium izolat1 veya 8
baska cinsten 12 bakteri tiiriiniin su-fenol ekstrakti ile reaksiyona girmedigi, ¢ok ince
ilave bir ¢okelti bandini, B6 ve testlenen 38 Agrobacterium izolatindan 9’unda
gozlemiglerdir. Bu c¢alismada daha oOnceki c¢alismalarda agiklanan ribozomal
preperatlar ile ilgili izolat spesifik antijenlerin karigsmis olan LPS belirlemislerdir.
LPS’yi %20 amonyum siilfat ile birinci ¢dkelme ve 0,6 M amonyum siilfatta
ribozomlarin ¢okeltmesiyle ribozomal kalintilardan uzaklastirmiglardir.

Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya’dan tiimorogenik olup olmadigina
bakilmadan bir monoklonal antibodi (AbF21-1D3G7CS8) ile asma uruna neden olan
A. tumefaciens biovar 3 izolatlar1 ile ELISA’da reaksiyon elde edilmistir. AbF21-
ID3G7C8’in A. tumefaciens biovar 1 veya 2 ile veya diger bitki patojenleri,
simbiyotik veya saprofitikler ile reaksiyona girmedigi bildirilmistir. AbF21-
1D3G7C8’in A. tumefaciens biovar 3’iin laboratuar tanilamasi i¢in uygun oldugu ve
boylelikle karantinada ve iiretim materyallerinin bag uruna karsi taranmasinda ve
belirlenmesinde kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir (Bishop ve ark., 1989).

Hem asma uruna hem de asma koklerinin c¢iiriimesine neden olan A.
tumefaciens biovar 3 izolatlarin hepsi timorogenik olmasina bagli olmadan kiiltiirde

tek bir polygalacturonase iiretirler. A. tumefaciens biovar 3 CG49 izolat1 vektor
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olarak pSUP2021 kullanarak Tn5 1ile mutasyona ugratilmis ve CGS50
polygalacturonase aktivitesini kaybetmis mutant izolat elde edilmistir.
Polygalacturonase kodlayan pehA geni vektdr olarak pBluescript plazmidi
kullanilarak Escherichia coli’ye kopyalanmistir. Gel analizi ile kiiltirde CG49
tarafindan iiretilen enzim gibi benzer polygalacturonase iireten pCPP2067 plazmidi
tastyan E. coli hiicresi kanitlanmitir. pehA geninin 2,5 kb HindIII-Sall parcasi i¢ine
lokalize oldugu ve bu parcanin Southern Hibridizasyon analizinde bir prop olarak
kullanildigi, ancak A. tumefaciens biovar 1 veya 2, Rhizobium leguminosarum veya
Bradyrhizobium japonicum ile yakin ilgili bir gen olmadig1 goézlenmistir.
Polygalacturonase mutantinin bagda (Vitis vinifera cv. Chardonnay) kok ¢iirtikliigiine
neden olmadig1 ve diisiik inokulum kullanildiginda dogal izolatlardan daha az ur
olusturmasina ragmen her iki izolatin da patates disk denemesiyle esit oranda
tiimorogenik oldugu kanitlanmistir (Rodriguez-Palenzuela ve ark., 1991).

Canfield ve Moore (1991), elma (Malus sp)’nin koklerinden ve urlardan
Agrobacterium ve floresan Pseudomonas spp. izole etmek icin opin iceren besi
yerlerini kullanmiglardir. Washinton eyaletinde iki fidanlikta yaptiklari tarla
denemesinde, A. tumefaciens’in B49C izolat1 ile elma anaclari Mark, EMLA 7 ve
Red Delicious fidanlarini inokule etmisler ve kok bogazi uru her iki lokasyonda
inokule edilmemis kontrolden daha fazla ur olusturmustur. Izole edilen 12
Agrobacterium izolatinin {i¢iiniin mannopini, dérdiiniin nopalini ve dérdiiniin de hem
mannopini hem de nopalini kullandigini, 12 izolatin hig¢ biri oktopini ve 12 izolattan
birinin testlenen 3 opinden hi¢ birini kullanamadigini, Pseudomonas spp.’nin 41
izolat1 oktopini, 48’1 nopalini, birinin hem oktopin hem de nopalini kullandigin1 ve
hi¢ birinin mannopini kullanmadigini, Pseudomonas spp. izolatlarinin 77’sinin in
vitro kosullarinda A. tumefaciens’in gelismesini engelledigini bildirmislerdir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile Vitis spp.’den izole edilen 34
Agrobacterium izolatinda T-DNA’nin varligi belirlenmistir. A. tumefaciens’in genis
ve dar konukcu araligmma sahip izolatlarin T-DNA bolgesinin homologlarinin
oligoniikleatid primerlerini T-DNA kisminin amplifikasyonu ile yapilan ¢alismada

patojenite caligmalarini destekleyen sonuglar alinmistir (Dong ve ark., 1992).
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Agrobacterium cinsine bagli 16 izolatin yag asit metil esterinin (FAME)
profilini gaz-liquid kromotografi ile belirleme ¢alismasinda izolatlar1 3 farkli gruba
ayirmak miimkiin olmustur. FAME profilleri, her bir biovarin benzer oldugu ve
digerlerinden ayrildigi belirlenmistir. Biovar 1, biovar 3’den 16:1 ve 18:1 yag
asitlerinin nicel olarak farkli olmasit ve 17:0 CYCLO yag asidinin bulunmasi ile
ayrildigi, 19:0 CYCLO’nun nicel farkliligi, 15:0 ISI 30H’1n olmas: ve 18:1 30H’1n
olmamasi ile biovar 1 ve 3’den biovar 2’yi ayirdig: bildirilmistir. NCPPB 1650 ve 2
A. rubi (IFO 13261 ve 13260) izolatinin FAME’leri 17:0 CYCLO hari¢ biovar 3’e
benzer bulunmustur. Sadece kividen (K-Ag-3, 4) ve kirazdan (Ch-Ag-4, 5, 7 ve 8)
izole edilen 6 A. tumefaciens izolatinin FAME profilleri biovar 2’ye benzemistir.
Boylelikle FAME profillerinin kullaniminin biovarlari belirlemede hizli ve uygun bir
metod oldugu bildirilmistir (Sawada ve ark., 1992).

Willems ve Collins (1993), Rhizobium, Agrobacterium, Bradyrhizobium ve
Azorhizobium  cinsleri  lyelerinin  fillogenetik iligkisini  16S rRNA gen
amplifikasyonunun gen dizilisi ile ¢alismiglardir. Gen dizilisi verilerinin
karsilastirma analizleri, Bradyrhizobium ve Azorhizobium cinslerinin fillogenetik
olarak ayni soydan geldigini desteklemistir. Rhizobium ve Agrobacterium cinslerinin
fillogenetik olarak heterogen oldugunu, Rhizobium ve Agrobacterium cinslerinin
tiirler aras1 karisik ve birkag alt grup olusturdugunu belirlemislerdir. Sonugta bu
organizmalar1 iceren cins ve tilirlerin taksonomilerinin yeniden revize edilmesi
gerektigini oldugunu gostermistir.

A. tumefaciens (biovar 1), A. rhizogenes (biovar 2), A. vitis (biovar 3) ve A.
rubi’nin patojenik ve patojenik olmayan izolatlarmin BIOLOG (Gram Negatif)
sisteminde var olan 95 farkli karbon kaynagini kullanabilme yetenegi ve MIDI gaz-
stvi kromotografi sistemi kullanilarak yag asit metil ester analizleri yapilmistir.
Bir¢ok karbon kaynaginin tan1 degerinin oldugu belirlenmis ve A. rubi’nin istisnalari
ile hydroxy-L-prolin ve i-erythritol sirasiyla A. tumefaciens ve A. rhizogenes
tarafindan 0zel olarak metabolize edildigi bulunmustur. Yag asit bilesiklerinin
analizleri cis-vaccenic asitin (18:1wcis) tim Agrobacterium izolatlarinda hakim yag
asidi oldugunu desteklemistir. 3-hydroxypalmitic asit (16: 3-OH) miktarinin A.

rhizogenes, A. tumefaciens ve A. vitis’te degisik oranda oldugu, ancak ayirimin
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Olclilmesini saglayan bu yag asidi, A. rubi ICPB TR2’de saptanamamistir. A.
rhizogenesis hiicrelerinde bulunan 15:0 iso 3-OH yag asidinin ayirimi saglayan bir
kriter oldugu bildirilmistir. 4 Agrobacterium tiriiniin iiyeleri arasinda fenotipik
farkliliklar1 destekleyen metabolik belirleyiciler ve yag asit kompozisyonuna
dayanan kiime analizi arastirmalarinda her iki sistem kendi tiirlerine gore izolatlar
gruplamistir (Bouzar ve ark., 1993).

Ponsonnet ve Nesme (1994), Agrobacterium biovar 1, 2, 3 ve Agrobacterium
rubi tirlerini iceren 41 Agrobacterium izolatinin kromozomal ve Ti plazmidleri PCR
ile amplifiye edilen DNA’larmm1 RFLP ile karakterize etmisler ve 16S rDNA
amplifikasyonunun analizi ile elde edilen profiller o tiirlere ait izolatlarin ayn1 grup
icerisinde oldugunu destekledigini bildirmislerdir. Izolatlarin etkili ayirimimi
saglayan 16S rDNA ve 23S rDNA arasinda intergenik bosluklarda daha yiiksek
polimorfizm belirlemisler ve hizli tanilama i¢in PCR-RFLP metodu ile genomik
cesitliligin  izolatlarin ve konjigativ Ti plazmidlerin kullanish  oldugunu
gostermislerdir.

Burr ve ark. (1995b), asmalar1 A. vitis’in 6 izolatinin bir karigimi ile inokule
ettikten 23 ay sonra canli ve ¢iirliyen asmanin koklerinden ve dallarindan bakteriyi
tekrar elde etmisler ve her izolatin tek bir benzersiz plazmid igerdigini
saptamiglardir. Inokulasyonu takiben baz bitkilerin 6lmesi ve ciiriiyiip dagilmasi igin
Roundap (%41,0 glyphosate, Monsanto, St. Louis, Mo.) herbisiti uygulamislardir.
Koklerin ve dalarin incelenmesinde ve elde ettikleri izolatlarin plazmid profillerini
karsilastirarak inokulum karisiminda kullanilan A. vitis izolatlarinin digerlerine gore
daha ¢ok siklikta elde edildigini belirlemislerdir. 133 plazmid profilini gézlemisler
ve yalnizca 18’nin inokulum karisiminda kullanilan izolatlarin herhangi birine
benzemedigini, kok ve dallardan yeniden elde edilen 333 izolatin 321’1 tlimorogenik
bulmuslardir. izolat CG49 belirleyen plazmid profiline sahip 6 izolatin bir grubunu
16 aylik periyodun sonunda yeniden elde edilmistir.

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

ile testlenen tiim A. vitis izolatlarini1 kolayca tanilamistir. Asma ¢ubuklarindan A. vitis
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DNA’si elde etmek i¢in dort farkl ekstraksiyon/saflastirma yontemi kullanmustir.
En etkili hiicreleri parcalamak i¢in mikro dalgaya maruz biraktiktan sonra polimeraz
zincir reaksiyonu inhibitorlerinin asma orneklerinden uzaklagtirilmasi olayini iyon
degistirme kromotografisi yonteminin izledigi bildirilmistir. Bu yontemin hem
duyarli hem de hizli oldugu vurgulanmistir (Eastwell ve ark., 1995).

Ti ve Ri plazmidlerde virC operon bolgesinin gen dizilisine dayanan PCR
analizi ic¢in bir tlniversal primer seti (VCF/VCR) fitopatojenik Agrobacterium
izolatlarindan bu plazmidleri belirlemek amaciyla tasarlanmistir. VCF (5'-ATC ATT
TGT AGC GAC T-3') ve VCR (5'-AGC TCA AAC CTG CTT C-3') primer seti ile
10 rhizogenik ve 65 tiimorogenik Agrobacterium’larda 730 bp uzunlugunda parca
amplifiye edilmistir. DNA gen dizilimi ve Southern hibridizasyon analizi,
amplifikasyon bolgelerinin hedef bolgeye uydugunu desteklemistir (Sawada ve ark.,
1995).

Haas ve ark. (1995), patojenik Agrobacterium izolatlarint virD2 ve ipt
genlerine dayali iki PCR primer c¢ifti ile belirlemislerdir. Transfer DNA (T-DNA)
sinir bolgesinin kirildig1 yer olan VirD2 proteininin endoniikleaz bdlgesinin oldukca
korunmus oldugu, virD2 endoniikleaz kismi i¢in spesifik oligoniikleotit primerinin
testlenen Agrobacterium’larin tiim patojenik izolatlarini belirledigini bildirmislerdir.
T-DNA’nin tasidigi sitokinin geni ipr’de korunan bdlgeye karsilik gelen PCR
primerleri yalnizca A. tumefaciens’i belirlemis ve A. rhizogenes’den ayirt etmistir.
Ayn1 PCR amplifikasyonuna eklendiginde virD2 ve ipt primer c¢iftleri birbirini
engellemedigi ve tek bir reaksiyonda her iki geni aymi zamanda tanilamaya izin
verdigini tespit etmislerdir.

Agrobacterium, Rhizobium ve Sinorhizobium cinslerinde fillogenetik olarak
belirlenen tiirlerin sayisinin artmasi nedeniyle bu tiirleri birbirinden ayirt etmek igin
hizli bir tanilamasi sistemine ihtiya¢c oldugu ileri siirlilmiis ve Agrobacterium
tumefaciens (34 izolat), A. rhizogenes (16 izolat), A. vitis (10 izolat), A. rubi (2
izolat) ve bazi smiflandirilmayan izolatlarindan olusan toplam 65 Agrobacterium
izolat1 ve Rhizobium etli (21 izolat), R. galegae (20 izolat), R. huakuii (17 izolat), R.
leguminosarum (20 izolat), R. loti (16 izolat), R. topici (18 izolat), Sinorhizobium

fredii (19 izolat) ve S. meliloti (20 izolat) izolatlarindan olusan toplam 150
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Rhizobium ve Sinorhizobium izolat1 tanilama calismasinda kullanilmistir. Yag asit
profilleri kaydedilmis, karakteristik yag asitleri not edilmis ve her bir tiiriin yag asit
profilleri arasindaki benzerlikler hesaplanmistir. Tiirler arasindaki akrabalik yag asit
verilerinden saglanmistir. R. leguminosarum, R. etli, R. topici, A. rhizogenes, S. fredii
ve S. meliloti bir siiper kiime icerisinde gosterilmistir. A. tumefaciens, A. rubi, A. vitis
ve R. galegae’nin ikinci bir siiper kiime olusturdugu ve R. loti ve R. huakuii diger
izolatlarin hepsinden iyi ayrilan {igiincii bir kiime olusturdugu bildirilmistir. Yag asit
profilleri R. etli hari¢ koleksiyondaki her tiirlin izolatlarin1 en az %94 oranda
belirlemede kullanilmistir. R. etli izolatlar1 (%23,8) R. leguminosarum olarak hatali
tanilanmistir (Jarvis ve ark., 1996).

Benlioglu ve Ozakman (1998), A. tumefaciens biovar 3’e karsi iiretilen
poliklonal antiserum ile yapilan immunofluoresan test ile Orta Anadolu bolgesindeki
bag uru etmeni ile pozitif reaksiyonlar elde etmislerdir. Kullandiklar1 anti serumun
biovar 1 ve 2’nin yanisira diger bitki patojeni veya simbiyotik bakterilerle reaksiyona
girmedigini bildirmislerdir. Dormant donemde 1 yasindaki asma ¢ubuklarinin iletim
demetlerinde bulunan A. fumefaciens belirlemek amaciyla vakum ekstraksiyon islemi
ile IFAS ve secici besi yeri kullanmiglardir. Saglikli goriilen 150 asmadan 7’sinden
ve bulasik olan 8 asmanin 6 tanesinden A. tumefaciens biovar 3’1 izole etmislerdir.
Elde ettikleri 28 A. tumefaciens izolatindan fizyolojik karakteristiklerine goére 25
tanesini biovar 3, 3 tanesini de biovar 1 olarak tanilamislardir.

Agrobacterium,  Bradyrhizobium,  Mesorhizobium,  Rhizobium  ve
Sinorhizobium cinslerine ait 600’den fazla izolatin yag asit profilleri gaz
kromotografisine dayali Sherlock Microbial Identification System (MIS) kullanarak
degerlendirilmistir. MIS ile toplanan veriler Mesorhizobium cinsine ait tiirlerin
kolaylikla ayrilan ii¢ farkli alt kiime olustururken Agrobacterium cinsinin daha dnce
tanilanan ¢ fillogenetik biovarlar1 farkli kiimeler olusturdugunu gostermistir.
Mesorhizobium cinsine ait bu alt kiimeler, M. ciceri ve M. mediterraneum birinci alt
kiimeyi, M. tianshanense ve M. plurifarium ikinci alt kiimeyi ve M. huakuii ve M.
loti liglincii alt kiimeyi olusturmaktadir. Sinorhizobium cinsi tek bir S. meliloti ve S.
fredii, S. saheli, S. terangae, S. kostiense ve S. arboris kapsayan genis bir kiimeden

olusmustur. Sinorhizobium meliloti yiiksek miktarda 19:0 cyclo omega 8cis yag asiti
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icerdigi ve Rhizobium sp. (Hedysarum coronarium) ile kiime olusturdugu
belirtilmistir. Bununla birlikte Sinorhizobium ve Rhizobium cinslerini ayirmada 16:0
3-OH’1n konsantrasyonu belirledigini tespit etmislerdir. Rhizobium cinsi Rhizobium
sp. (Hedysarum coronarium), R. gallicum, R. leguminosarum, R. etli, R. giardinii, R.
tropici, R. galegae ve R. hainanense’yi igine alan tek bir kiime olusturdugunu
belirlemislerdir. R. galegae, Agrobacterium biovar 1 ile benzerken R. tropici ve R.
hainanense ile Agrobacterium biovar 2 ile benzerlik sergiledigini belirtmislerdir. R.
giardinii diger tiirler ile ¢ok az benzerlik gostermesi ile tek oldugu gosterilmistir.
Bradyrhizobium cinsinin analizi c¢alisilan diger cinslerden oldukga farkli oldugunu
gostermislerdir (Tighe ve ark., 2000).

Cok sayida Agrobacterium izolatlarinin biovar karakterizasyonu basitce
analiz etmek i¢in bir microtiter sistem tanilanmistir. Bu yontem farkli Agrobacterium
biovarlar1 tarafindan spesifik olarak kullanilan besi yeri ile onceden yerlestirilen
mikroplate c¢ukurlarinda bakteriyel izolatlarin inkubasyonuna dayanir. Birgok
konukgu bitkiden izole edilen 150’den fazla saf Agrobacterium izolati microtiter
sistemi ile analiz edilmis ve geleneksel metotlarla karsilastirildiginda inkubasyon igin
daha az zaman ve yer gerektiren miikemmel bir yontem oldugu ispatlanmistir
(Cubero ve Lopez, 2001).

Argun ve ark. (2002), Tiirkiye’de I¢ Anadolu bélgesinde bircok bagda asma
urunu tespit etmisglerdir. Urlardan izole edilen baskin tiiriin standart biyokimyasal ve
fizyolojik testlerle, Ti plazmid ve kromozomal gen dizilislerine spesifik polimeraz
zincir reaksiyonu amplifikasyonuyla ve tiire spesifik bir monoklonal antibody ile A.
vitis oldugunu belirlemislerdir. Tiim izolatlar oktopini kullandig1 i¢in aym tip Ti
plazmid tasidigini 6ne siirmiislerdir. Izolatlardan bazilarinin farkli konukgu dizisi
sergiledigi ve asmalarda olusturdugu ur sayisina gore daha az virlilent oldugunu
bildirmislerdir. A. vitis izolatlar1 ile inokule edilmeden 6nce tiimorégenik olmayan A.
vitis F2/5 izolatlar1 asmaya uygulandiginda asma urunu 6nemli dl¢iide kontrol altina
aldigin1 gozlemislerdir. 16S ve 23S rRNA genleri arasinda intergenik bolgenin
restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ile gelistirilen DNA fingerprint karsilastirmasi ile
izolatlarin genetik farkliligim degerlendirmislerdir. Iki ana gruba ayirmuslar; biri

daha once tanilanan oktopin tip Ti plazmid tasiyan A. vitis izolatlar1 ile benzer
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oldugu, digerinin ise nopalin ve vitopin tipi Ti plazmid tasiyan izolatlarla ¢ok benzer
oldugunu belirlemislerdir.

Dogal olarak infektelenmis yedi asma varyetesinin urlar1 toplanarak opinler
analiz edilmis ve 90 Ornegin 85’inde bilinen Agrobacterium vitis’in tesvik ettigi
opinleri igerdigi bulunmustur. En genel olan octopin 50 6rnekte belirlenmistir. 28
asma urunda nopalin belirlenirken 8’inde vitopin tespit edilmistir. Yalniz bir urda 2
oktopin nopalin ve vitopinin bulundugu, 5 Ornekte ise herhangi bir opine
rastlanmamistir. PCR ile yapilan c¢alismalarda bu urlarin ¢ogunda A. vitis’in
bulundugu dogrulanmistir (Szegedi, 2003).

Llop ve ark. (2003), polimeraz zincir reaksiyonu-rast gele cogaltilmisg
polimorfik DNA (PCR-RAPD) yontemine dayanan bir metodla Agrobacterium
izolatlarinin tanilanmasi i¢in bir molekiiler tip sistemini gelistirmislerdir. Denedikleri
39 Agrobacterium izolatlarinin her biri i¢in 4 primer ile olusan bantlar, izolatlari
birbirinden ayirmak i¢in yeterli olmustur. C58 ve A281 izolatlar1 gibi farkli plazmid
iceren fakat benzer kromozomlu izolatlar tiim primerlerde benzer bantlar vermistir.
On konukgu bitkiyi 8 Agrobacterium izolati ile inokule etmigler ve tiimor olusturan
izolatlar1 gelistirdikleri RAPD sistemi ile degerlendirmislerdir. RAPD analizinde
kullanilan saf bakteri hiicre siispansiyonu, izole edilmis DNA ile ayni sonucu
vermistir.

Asma uru etmeni dominant olarak A. vitis olmasina ragmen nadiren de olsa A.
tumefaciens bu hastaliga neden olmaktadir. Szegedi ve ark. (2005)’nin yaptiklari
calismada, farkli asma c¢esitlerinden ve farkli bolgelerden 18 Agrobacterium
tumefaciens izolat1 elde etmislerdir. Bu izolatlarin 7’si tartarate kullandigi, A. vitis
tipi octopin/cucumopin Ti plazmid tasidigi, bezelyede aviriilent oldugu ve virC
spesifik PCR primeri ile tepki olusturmadigi belirlenmistir. Ayrica on sekiz izolatin
11’1 A. tumefaciens tip Ti-plazmid tasidigi, tartrate’da biliylimedigi, bezelyede
viriillent oldugu, virC spesifik PCR primeri ile 730 bp bant olusturarak pozitif
reaksiyon verdigini belirlemislerdir. Asma ve/veya Kalanchoe tubiflora bitkisinde
olusan urlarda bu izolatlarin ikisi oktopin/agropin ve iki izolatin da agropini tesvik
ettigi, geriye kalan 7 izolatinda A. tumefaciens nopalin izolatlarinin karakteristik

ozelligini gosterdigini ve agrosin 84’e duyarli oldugunu bildirmislerdir.
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A. rubi, A. vitis ve Agrobacterium biovar 1 ve 2’nin ayrilmasini ve
belirlenmesini amaglayan ¢ok yonlii PCR icin bir {iniversal forward ve 4 takson
(tir/biovar) spesifik reverse primerler dizayn edilmistir. Agrobacterium,
Allorhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium ve Phillobacterium’a ait
119 bakteri izolatinin DNA’s1 ile reaksiyonda A. vitis, A. rubi veya Agrobacterium
biovar 1’1 belirlemek ic¢in gelistiren primerlerde yalnizca bu taksalarin izolatlarin
DNA’s1 ile amplifiye oldugunu ve sirast ile 478, 1006 ve 184 bp biiyiikligiinde
parcalar olusturdugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte Agrobacterium biovar 2’yi
belirlemek icin gelistiren primerlerde karakteristik 1066 pb PCR iirlinii yalniz bu
biovarda olusmamis ayn1 zamanda 3 atipik biovar 1 izolatinda ve bazi rhizobial
izolatlarda da olustugu belirtilmistir. Agrobacterium biovar 2 ile diger izolatlari
ayirmada bu tiriiniin A/w261 endoniikleaz enzimi ile restriksiyon analizi kullanilarak

miimkiin oldugu belirtilmistir (Pulawska ve ark., 2006).

2.2. Bitki Biiyiimesini Tesvik Eden Rhizobakteriler (PGPR)

Rhizobium ve Bradyrhizobium izolatlarinin kaya fosfatin1 ¢ozme potansiyeli in
vitro’da denenmis ve test edilen tiim organizmalarin kaya fosfatini etkili olarak
¢Ozdligli ve besi yerinin pH’ 11 digiirdiigii belirlenmistir. Besi yerinde (NHy4),SO4
varlig1 ve yoklugu arasinda kaya fosfatini ¢ozmede ¢ok az farklilik bulunmustur.
Izolatlar arasinda Rhizobium leguminosarum biovar viceae BICC635 en etkili oldugu
ve maksimum fosfat ¢6ziimii ile asit iiretimi inokulasyonun 3. giiniinden sonra elde
edilmigtir. Besi yerinde 2-ketogluconic asit iireten izolatin kaya fosfatinin
¢Oziilmesininen 6nemli nedeni olmustur. Besi yerinde c¢oziilmeyen Purulia kaya
fosforunun miktari, ¢oziilen fosfor miktarinin artisina ¢ok az etkili olurken besi
yerine CaCl,, CaCO; ve Ca(OH), gibi kalsiyum bilesiklerinin eklenmesi ¢oziilen
fosfor miktarinda azalmaya neden olmustur. pH degerindeki degisikliklerin fosfor
¢Oziilmesinde ¢ok az 6nemli oldugu belirlenmistir (Halder, ve ark., 1990).

Taiwo ve Oso (1997), insektisit pyrethrin, atrazin ve metobromuron ve
metolacher karigimi uygulanmis kumlu ve tinli iki toprak tipi ile toprak mikrobiyal
populasyonuna ve onlarin mineralizasyon aktivitelerinde bu kimyasallarin etkilerini

belirlemek i¢in laboratuarda 8 hafta gézlem yapmuslardir. Ayrica yapilan ¢aligsma ile
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pestisit uygulamasinin topraktaki besin maddesi seviyesinde olusan degisikliklerin
belirlenmesini de amaglamiglardir. Her iki toprak tipinde hem mikrobiyal
populasyonda hem de karbon, azot, potasyum ve pH’da baslangicta bir artistan sonra
onemli bir azalma kaydetmislerdir. Sekiz bakteriyel izolat, iki actinomycetes ve bes
fungal tiirti tinli kumlu pestisitler uygulanmamis toprakta tespit etmislerdir. Tiirlerin
sayisinda uygulama yapilan toprakta kontrole goére azalma kaydetmislerdir.
Uygulama yapilan topraktan izole edilen Pseudomonas, Achromobacter, Bacillus
spp., Aspergillus niger ve Streptomyces sp. ile kontrol topraktan izole edilen benzer
organizmalarin tiirlerinin fosforu daha az ¢6zdiiklerini belirlemislerdir.

Kiiltlir besi yerine suda ¢dziilmeyen kalsiyum fosfat ilave edilerek mangrove
(siyah; Avicennia germinans L. ve beyaz; Laguncularia racemosa (L.) Gaertn.)
rizosferik mikroorganizmalarinda fosfor ¢6zme potansiyeli kanitlanmis ve
mikroorganizmalar siyah (Avicennia germinans L.) ve beyaz (Laguncularia
racemosa (L.) Gaertn.) mangrove kokleri ile inkiibe edilmistir. Yapilan reizolasyon
sonucunda on ii¢ fosfat ¢dzen bakteri izolati (Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
licheniformis, Bacillus atrophaeus, Paenibacillus macerans, Vibrio proteolyticus,
Xanthobacter agilis, Enterobacter aerogenes, Enterobacter taylorae, Enterobacter
asburiae, Kluyvera cryocrescens, Psudomonas stutzeri ve Chryseomonas luteola) her
iki mangrove rhizosferinden tekrar izole edilmistir. Izolatlarin fosfor ¢ozme aktivitesi
tek fosfor kaynagi olarak kalsiyum fosfat igeren kati besi yerinde biiyiiyen
kolonilerin etrafinda olusan zon oOlgiilerek nitel olarak degerlendirme yapilmistir.
Tim bakteriyel tiirlerin ve A. niger’in ¢oziilmeyen fosfat igeren sivi bir besi yerinde
cozdiikleri fosfor miktar1 spektrofotometrik olarak belirlendigi c¢alismada V.
proteolyticus’un en fazla fosforu ¢ozen bakteri oldugu saptanmistir. Farkli
bakterilerin sivi besi yerinde olusturdugu organik asitleri belirlemek amaciyla
kullanilan gaz kromatografisi cihazi ile ugucu ve ugucu olmayan organik asitlerden
11°1 tanmilanmistir. Farkli tiirler tarafindan genel olarak iiretilen laktik, siksinik,
isovalerik, isobutirik ve asetik asittir. Bakteri tiirlerinin ¢ogu bir organik asitten daha
fazla tiretirlerirken A. niger yalnizca suksinik asit tirettigi bildirilmistir (Vazquez ve

ark., 2000).
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Alkali toprakta gelisen Prosopis juliflora bitkisinin kok nodiillerinden izole
edilen Rhizobium sp. NBRI330 izolatinin 6zelliklerinin belirlendigi bir ¢calismada bu
izolatin P. juliflora’da nodiil olusturabildigi, fidanliklardaki inokule edilmis bitkiler
inokule edilmeyenlerle karsilastirildiginda bitki kuru agirliginda %60,6 oraninda artis
gbzlenmistir. NBRI330 izolatinin %32 tuz igeren besi yerinde 8 saat ve 55°C’de 3
saat canliligin1 korudugu, tuz stresi altindaki NBRI330 izolatinin hiicrelerinin (3,04
um) stres altinda olmayanlarindan (1,75 um) onemli 6l¢iide daha uzun oldugu,
bunun aksine pH stresi altinda (1,40 um) kisaldigi, sicaklik stresi altindaki hiicrelerin
kiiresel ve 0,42 pum boyutunda, stres altinda olmayanlarin ¢ubuk seklini aldigi
belirlenmistir (Kulkarni ve Nautiyal, 2000).

Nautiyal ve ark. (2000), alkali topraktan ve nohut rhizosferinden fosforu ¢dzen
bakteri NBRI0603, NBRI2601, NBRI3246 ve NBRI4003’1 izole etmisler ve tiim
izolatlarin farkli karbon ve azot kaynagi1 varliginda in vitro kosullarda fosforu ¢6zme
aktivitelerinin degisik seviyelerde oldugunu gostermislerdir. Asit iiretimi fosforu
cozmeye katki saglamasina karsin besi yerinde fosforun serbest kalmasinin tek
nedeninin olmadigin1 belirtmislerdir. Dort izolat arasinda NBRI2601’in %10 tuz
varhiginda, pH 12 veya 45°C’de fosfor ¢ozme kapasitesi en etkili izolat oldugu,
degisik azot kaynaklarinda izolatlarin fosfor c¢ozme seviyelerinde farkliliklar
gosterdigi ve diisiik oranda Ca®" ve EDTA igeren besi yerinde fosfor ¢oziilmesinde
artisa neden oldugunu bildirmiglerdir.

Bitki biiytimesini tesvik eden iki rhizobakter (PGPR) Bacillus pumilus SE34 ve
Pseudomonas fluorescens 89B61 domateste ge¢ yanikligina karsi sistemik korumay1
sagladigi ve sera calismalarinda Phytophthora infestans ile tesvik edilmis
dayaniklilik veya kimyasal tesvik edici f-amino butirik asit (BABA) tarafindan lokal
tesvik edilmis dayaniklilik ile hastalik siddetini azalttig: belirlenmistir. Iki PGPR
izolati, patojen ve kimyasal BABA uygulanan domates bitkilerinin yaprak ylizeyinde
P. infestans’1n sporangium ve zoospor ¢imlenmesini kontrol ile karsilagtirildiginda
onemli diizeyde azalttig1 tespit edilmistir. PGPR, patojen ve BABA tarafindan
saglanan tesvik edilmis dayanikliligin sinyal aktarim yolunu belirlemek ig¢in {i¢
domates hattim1 [salisilik asit (SA) hidroksilaz transgenik domates (nahG), etilene

duyarsiz mutant (N#/Nr) ve jasmonik asit duyarsiz mutant (def1)] kullanilmistir. Hem
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Basillus hem de Pseudomonas PGPR izolatlar1 tarafindan saglanan tesvik edilmis
dayanikliligin SA, etilen ve jasmonik asitle ilgili oldugu oysa patojen tarafindan
saglanan sistemik dayanikliligin ve BABA’nin neden oldugu lokal tesvik edilmis
dayanikliligin sadece SA’ya baglh oldugu goriilmistiir. 89B61 izolati uygulanmis
domates yapraklarinda patojenin kolonize olmamasi sistemik dayaniklilik olarak
degerlendirilmistir (Yan ve ark., 2002).

Siddiqui ve Shaukat (2002), koklerin daldirilmast veya topragin islatilmasi
seklinde uygulanan iki rhizobakter izolatimin Pseudomonas aeruginosa IE-6S" ve P.
fluorescens CHAO sera kosullarinda domates koklerinde Meloidogyne javenile
penatrasyonunu biiylik Olgiide azalttigim1 saptamislardir. Antogonizmin nedenini
daha iyi anlayabilmek i¢in bakteriyel antogonistlerin davranislarini incelemislerdir.
Nematodlara kars1 tesvik edilmis sistemik dayanikliligi bakteriyel inokulantlarin
kabiliyetlerine ayrilmis kok deneyleri ile (bir domatesin kok sistemi iki kisma
ayrilmis) kamitlamislardir. Ayrilmis kok sisteminin bir kismia uygulanan IE-6S”,
ayrilan diger kok sisteminde nematod penatrasyonunu dnemli dl¢lide azalttigr (%42
oraninda), ayni sekilde CHAO uygulamasinin da benzer sekilde nematod
infeksiyonunda bir azalmaya neden oldugunu (%29 oraninda) saptamislardir.
Rhizosferde CHAO izolatlariin populasyonu domatesin erken biiylime doneminde
daha yiiksek olmasina ragmen ge¢ biiyiime doéneminde IE-6S™nin daha fazla
kolonize oldugunu belirlemislerdir. Ancak izolat IE-6S™i kokiin icinden izole
etmislerdir. Bakteri uygulanmamis domates koklerinin diger yarisinin rhizosferinden
ve doku igerisinden bakterilerin hi¢ birini izole edememislerdir.

Kangwon-do’da Paro goliinde corak bir alandaki topraktan izole edilen bazi
mikroorganizmalarin bitki biiylimesini onemli Olclide arttirdigr bildirilmistir.
Elektron transport sistemi ve floresan diasetat yontemi ile Olgiilen canli toprak
bakterileri sayis1 ve toprak mikrobiyal aktivitesinin bu bakterilerle inokule edilmis
toprakta daha yliksek oldugu goriilmiistiir. Bu inokulasyonun bitki bilyiimesini tesvik
edici etkisi fitohormon iiretimi ile ve inokule edilen bakteriler tarafindan ¢oziilmeyen
fosforu ¢ozmesinden kaynaklanabilecegi One  siriilmiistiir.  Pseudomonas
fluorescens’in 1inokule edilen {i¢ izolatin bitki biiylimesini tesvik edici bazi

fitohormonlar1 (ince tabaka kromotografi ve GC/MS ile dogrulanan indol-3-asetik
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asit) drettigl bildirilmistir. P. fluorescens’in B16 ve M45 izolatlar1 Ca3(PO4),’dan
sirastyla 502,4 ve 206,1 mg/l ¢oziilebilir fosfor iirettigi belirlenmistir (Jeon ve ark.,
2003).

Silva ve ark. (2004), tarla kosullarinda verimi arttirmanin yaninda dogal olarak
olusan hastaliklara kars1 domates bitkilerini korumak amaciyla domates tohumlarina
Rhizobakteriler ile inokule etmistir. Doksan gilinden fazla bir gelisme periyodunda
mikroorganizma uygulanmig veya uygulanmamis tohumlardan gelisen domates
bitkilerine degisik araliklarla fungisit (chlorothalonil) uygulamislardir. Tarlada
yetisen domates bitkilerinde dogal olarak gelisen erken yaniklik (Alternaria solani),
gec yaniklik (Phytophthora infestans) ve septoria yaprak lekesi (Septoria lycopersici)
olmak tizere 1ii¢ hastalik saptamiglardir. Kontrol ile karsilastirildiginda tiim
uygulamalarin  hastalik siddetini azalttigini, en yiiksek meyve veriminin
mikroorganizma uygulanmamis tohumlardan gelisen bitkilere 90 gilinde 20 kez
fungisit uygulandiginda ve mikroorganizma uygulanmis tohumdan gelisen bitkilere
10 kez fungisit uygulandiginda elde edilmistir. Ancak, tiim uygulamalarin kontrolden
daha fazla iirlin artist sagladigini bildirmislerdir. Rhizobakterilerle kimyasallarin
kombine edilmesi sonucu ilaglama sikliginda bir azalma ve verimde bir artis
gbzlemislerdir.

Bitki biiylimesini tesvik edici bakteri Burkholderia sp. PsJN izolati tarafindan
Vitis vinifera L. cv. Chardonnay bitkilerinin kolonizasyonu kontrollii kosullar altinda
aragtirtlmistir. Yabani tip izolat PsIN ve genetik miihendislikle gelistirilmis gfp
(PsIN::gfp2x) veya gusA (PsIN::gusAl1) geni ile isaretlenmis bu izolat saymada ve
doku kolonizasyonunun goriilmesinde kullanilmigtir. Gelismis 5 yaprakli 4-5 haftalik
bitkilerin rhizosferi bakteri siispansiyonu ile inokule edilmistir. Organlarin bakteriler
ile epifitik ve endofitik kolonizasyonu mikroskobik gozlemlerle ve sulandirma
sistemi ile kronolojik olarak dnce kok yiizeyinde, daha sonra kok dokusu iginde ve
en sonunda 15 internod ve 15 yaprak dokusunda belirlenmistir. PsIN kolonizasyon
deneyleri bu izolatin asma kok yiizeyine kolonize oldugunu gostermistir. Hiicrelerin
yan koklerin ¢iktigi bolgelerde ve kok ucunda da ¢ogaldigr tespit edilmistir. Konukgu
savunma reaksiyonunun eksodermiste ve birka¢ kabuktaki hiicre tabakasinda

goriildiigii, bakterilerin gévde ve yaprak yiizeyinde bulunmadig: fakat bitkilerin 15
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internod ve 15 yapragin ksilem iletim demetinde gorildiigi bildirilmistir.
Bakterilerin 15 internod dokusundan ¢ok, 15 yaprakta daha fazla oldugu ve stomanin
altindaki boslukta bulundugu belirlenmistir. Bununda Burkholderia sp. PsIN
izolatinin lokal konuk¢u savunma reaksiyonunu tesvik ettigi ve transprasyon akintisi
ile havayi kisimlara sistemik olarak dagildig: ileri siiriilmiistiir (Compant ve ark.,

2005).

2.3. Lipopolisakkaritler (LPS)

Galanos ve ark. (1969), R form bakterilerden Lipopolisakkaritlerin (LPS)
ekstraksiyonu i¢in spesifik bir metot gelistirmislerdir. Tek fazli ekstraksiyon
karisimint sivi fenol, kloroform ve petrolium eterinden olustugunu ve R form
LPS’lerin (glikolipid) dogal lipofilik olmasindan dolayr tamamen karigimda
¢ozildiigiint, proteinler, niikleik asitler ve polisakkaritler kadar iyi S ve T form
LPS’lerin ¢oziilmedigini ve onlarin ekstraktan ayrildigini bildirmislerdir. Verim
genellikle fenol-su ekstraksiyonundan elde edilenden daha fazla olmus ve kazanilan
tiriinler genellikle suda erimistir. LPS’ler o zamana kadar denedikleri R form
bakterilerin hepsinden basari ile ekstrakde etmislerdir.

Agrobacterium tumefaciens’den izole edilen LPS’in viriilent bakterilerin tesvik
ettigi urlar1 engelledigi, aviriilent izolatlarindan elde edilen LPS’nin bunu
basaramadig1, bununla birlikte LPS ve Agrobacterium viriilens plazmidini kaybetmis
NT1 ve IIBNV6 aviriilens izolatlarin tiim hiicresinin de engelleyici etkide bulundugu
belirtilmistir (Whatley ve ark., 1976).

Hitchcock ve Brown (1983) tarafindan yapilan bir calismada, Salmonella
mutantlart arasinda farkli kimyasal tipli LPS’lerin morfolojik farkliliklar
poliakrilamid jel glimiis boyama ile analiz edilmistir. LPS kimyasal tiplerinde
biyokimyasal farkliliklar1 saflagtirilan LPS’lerin essiz profillerinde yansitmislardir.
Lizize olan tiim hiicrelerde saflastirilan LPS’lerin profillerinin de her bir kimyasal tip
i¢in essiz oldugunu bulmuslardir.

Newman ve ark. (2000), bitki patojeni ve bagirsak bakterilerinin LPS’leri
uygulanmis biber (Capsicum annuum) cv. ECWI10R yapraklarina sonradan inokule

edilen fitopatojenik Xanthomonas’lara karsi1 bitkinin tepkisinin birgok yonden farkl
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oldugu, LPS 6n uygulamasmin yapildig1 avrBsl aviriilens geni tasiyan biber bitki
yapraginda Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (gen i¢in gen intereaksiyonu) ve
Xanthomonas campestris pv. campestris (konuk¢u olmayan intereaksiyon) tarafindan
neden olunan hipersensitif reaksiyonunun engellendigi bildirilmistir. Ortaya ¢ikan
bitki dayanikliliginin muhtemelen sebebinin potansiyal antimikrobiyal feruloyl- ve
coumaroyl-tyramine fenoliklerin dnceden sentezlenmis olmas1 ve alternatif olarak da
baz1 patogenez ile ilgili (PR) protein genlerinin ekspresyonundaki degismelerden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Benzer etkiler fenolik sentezinin zamanlamasinda
X. campestris pv. campestris ile uygun intereaksiyonda da goriilmesine ragmen
tepkinin seviyesi daha az olmustur. Bitkiler tarafindan LPS’in taninmasi1 asir1 doku
zararlanmasinin olmamasina, dayaniklilifin saglanmasina ve bununla birlikte
fitopatojenik bakterilerin bitki hiicrelerinde LPS’in (ve diger nonspesifik bakteriyel
elisitorlerin) etkisini bastirmak i¢in mekanizmalar gelistirmis olabilecegi diistincesini
ileri stirmiislerdir.

Reitz ve ark. (2000), canli ve sicaklikla oldiiriilmiis Rhizobium etli izolat G12
rhizobakterisinin hiicreleri patetes kist nematodu Globodera pellida infeksiyonuna
kars1 patates koklerinin sistemik dayanikliligini tesvik ettigini bildirmislerdir. Tesvik
edilmis dayanikliligin daha iyi anlagilmasi i¢in arastiricilar ¢alismalarinm tegvik edici
etkenin belirlenmesi tizerine yogunlagtirmislardir. Ekstraseliilerpolisakkaritler (EPS)
ve LPS gibi bakteriyel yiizey karbonhidratlarinin Rhizobium ve baklagiller arasinda
olusan simbiyotik iiligkide oynadiklari rolii agiklamaya c¢aligmiglardir. Bakteriyel
kiltiirden ekstrakte ettikleri EPS ve LPS’yi patates koklerine uygulayarak bitki
parazitik nematoduna karsi dayamiklilik tesvik edilmistic. EPS G. pallida
infeksiyonuna etki etmedigi halde LPS 1 ve 0,1 mg ml' kadar disik
konsantrasyonda dahi nematod infeksiyonunu oOnemli diizeyde azalttigini
belirlemislerdir. Arastiricilar boliinmiis kok deneyleriyle kok sisteminin yarisina LPS
uygulamasinin diger yarisindaki G. palilda infeksiyonunu azalttigini bildirmislerdir.

Alexandrova ve ark. (2000), Agrobacterium vitis’in bir nopalin izolatindan LPS
fenol-kloroform-petrolium ether ekstraksiyon metodu (PCP) ile ekstrakte etmisler,
DNase/RNase, proteinase K ve dializ ile saflastirmiglar, poliakrilamid gel

elektroforez (SDS-PAGE) ile karakterize etmisler ve asma siirglin nodul
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segmentlerinde denemislerdir. 25-1000 pg/ml konsantrasyonda LPS karigiminin
infilitrasyonunun bir ay igerisinde asmada doku nekrozuna ve kallus olusumuna
neden olmadigi, LPS uyguladiktan 24 saat sonra viriilent bir A. vitis kiiltiirii diisiik
konsantrasyonda (5x10* hiicre/ml yogunluktan 5 pl damlatarak) inokule edildiginde
doku nekrozu ve timér olusumunu onledigi fakat yiiksek konsantrasyonda (5x10°
hiicre/ml yogunluktan 5 pl damlatarak) patojen inokule edildiginde LPS
uygulamasinin ur olusumunu 6nleyemedigini s6ylemislerdir.

Lipopolisakkaritler eukaryotik hiicrelerde bir takim cesitli biyolojik etkilere
sahip Gram negatif bakterinin genel bir bilesigi oldugu ve memeli ve bocek hiicreleri
lizerine yapilan kapsamli ¢aligmalarla karsilastirildiginda bitki hiicrelerinde LPS’in
etkilerinin ¢ok az arastirildigt ve LPS bitkilerde savunma mekanizmasini tesvik
edebilecegi fakat bir¢ok durumda bu dogrudan etkilerin zayif oldugu goriilmiistiir.
Biber (Capsicum annuum) yapraklarinda fitopatojenik Xanthomonas’lar tarafindan
bitki savunmasi ile ilgili tepkilerin tesvikinde LPS’in dnceden inokulasyonunun
etkisi arastirilmis ve X. campestris pv. campestris veya uygun olmayan Xanthomonas
axonopodis  pv. vesicatoria izolatlarina  karst  biberin  dayanikliliginin
hydroxcinnamoyl-tyramine conjugati, feruloyl-tyramine (FT) ve coumaroyl-tyramine
(CT)’nin artan sentezi ile ilgili oldugu saptanmistir. X. axonopodis pv. vesicatoria
uyumlu izolatina kars1 tepkide yalnizca eser miktarda FT ve CT iiretildigi ve bazi
bakterilerin LPS’inin yapraklara uygulanmasi FT ve CT’nin sentezlenmesini tesvik
etmedigi fakat sonradan bakteri inokulasyonunun tesvik kinetigini degistirdigi,
uygun olmayan intereaksiyonda CT ve FT sentezinin hizlandig1 ve uygun iliskide de
sentezin oldukga arttig1 bildirilmistir. Dokularda en hizli tepkinin LPS uygulamasinin
4. saati icinde alindig1r ve potansiyel durumun en az 38 saat devam ettigi tespit
edilmistir. LPS uygulanmasinin erken donemlerinde asidik B-1,3-glukonaz kodlayan
genlerin transkripsiyonu gibi diger savunma tepkilerinin de olugsmasinin miimkiin

oldugu vurgulanmistir (Newman ve ark., 2002).

2.4. Biyolojik Miicadele

Bir agrocin iireten Agrobacterium vitis’in tiimorogenik olmayan (F2/5) izolati

in vitro’da 25 A. vitis izolatindan 21’inin ve 10 A. tfumefaciens biovar 1 izolatinin
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2’sinin biiyltimesini engelledigi ve 9 biovar 2 izolatinin higbirine etki etmedigi
bildirilmistir. Serada asma (Vitis vinifera L. cvs. Chardonnay ve Riesling)
govdelerine yaralayarak uygulandiginda ur biiyiikliigiinii 10 A. vitis izolatindan
7’sinin ve 2 A. tumefaciens biovar 1 izolatinin 1’inin ve 1 biovar 2 izolatinin birinde
onemli derecede azalttig1 tespit edilmistir. Inokulasyon bdlgesindeki ur sayisinda bir
A. vitis izolat1 hari¢ hepsinde azalma goriilmiistiir. Patojen ile F2/5’in birlikte
uygulanmasinin patojen verilmeden once yapilan F2/5 uygulamasindan daha etkili
oldugu, patojen F2/5 uygulanmadan oOnce inokule edildiginde kontrol seviyesinin
onemli diizeyde azaldigi saptanmistir. F2/5 ve patojenin esit miktarda inokule
edilmesinde en fazla etkinin elde edildigi ve 1:10 ve 1:100 (F2/5: patojen)
oranlarinda bir azalmanin meydana geldigi goriilmiistiir (Burr ve Reid, 1994).

Timorogenik olmayan Agrobacterium  vitis  izolati F2/5’in  agrocin
olusturmayan mutant1 dogal tip izolat1 kadar iyi asma urunu kontrol ettigi ve bundan
dolay1 da biyolojik kontrol mekanizmasinda agrocinin 6nemli bir faktor olmadigi
ileri siiriilmiistiir. Ayrica timdrdgenik ve biokontrol izolatlarinin asma hiicrelerine
tutunma seviyelerinin iliskisi de Olgmistiir. Timordgenik (CG49 ve K306) ve
biyolojik kontrol izolatlarin (F2/5 ve agrosin olusturmayan mutant 1077)
tutunmasinin, izolatlarin karisik uygulanmasinda genellikle azaldigi bildirilmistir.
Bununla birlikte tiim izolatlarin yiiksek populasyonlart (10>-10° hiicre/ml) karisik
inokulasyonu takiben tutunduklari, tutunma bdlgesi i¢in yarigmanin biyolojik
kontroliin bir mekanizmasi olmadig ileri siiriilmiistiir. CG49 tarafindan asmalara T-
DNA’nin aktarilmast GUS geninin ekspresyonunun ol¢iilmesi ile F2/5 veya 1077
varliginda 6nemli derecede azaldig1 veya engelledigi belirlenmistir. F2/5 ile inokule
edilen siirgiin eksudatlar1 tarafindan Ti plazmidin virlilens genleri tesvik edildigi ve
F2/5 ve 1077°nin otoklavla ve sonik dalgalarla hazirlanmas1 T-DNA’nin aktarimini
inhibe etmemis ve ur olusumunu kontrol edememistir. F2/5 tarafindan domates,
aycicegi ve Kalanchoe daigremontiana’da ur olusumunun engellenmemesi bunun
asmalara spesifik oldugunu gdstermistir (Burr ve ark., 1997).

Bazzi ve ark. (1999), italya’da asma urunun biyolojik kontroliinde tiimorogenik
olmayan Agrobacterium’larin kullanim potansiyelini belirlemek amaciyla 420A

anacina duyarli Malvasia Istriana bag c¢esidini asili bitkilerde Agrobacterium
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radiobacter ve Agrobacterium vitis’in 4 izolatinin koruyucu etkisi arastirilmistir.
Ayrica her bir uygulamanin asmanin canlilifi ve biiyiimesi {lizerine etkisini de
degerlendirilmistir. Antogonist uygulamas: ile patojen tarafindan dokularin
kolonizasyonunun olduk¢a azaldigini fark etmislerdir. Diger onemli etkinin de
kullanilan CG49 nopalin izolatinin yiiksek konsantrasyonu ile tesvik edilen nekroz
olusumunun azalmasidir.

Molekiiler agirlig1 761 olan bir antimikrobiyal bilesik Ar26, patojenik olmayan
Agrobacterium vitis E26 izolatinin kiiltliriinden izole edilmistir. Ar26 aktif karkolla
absorbsiyon, %70 etanol ile ekstraksiyon ve sirasiyla DEAE-Separose, SP-
Sepharose ve Mono S iyon degistirme kromotografi ile saflagtirilmistir. Ar26, kiiltiir
kaplarinda A. vitis M13-2 ve A. tumefaciens CY4’ nin biliylimesini olduk¢a fazla
engelledigi saptanmistir (Wang ve ark., 2003).

Japonya’da fidanliklardan toplanan asmalarin as1 bolgesinde patojenik ve
patojenik olmayan Agrobacterium izolatlar elde edilmis ve klasik tani testleri, gen
dizilim analizi ve multipleks polimeraz zicir reaksiyonu ile patojenik izolatlar
Agrobacterium tumefaciens biovar 3 ve patojenik olmayan Agrobacterium
radiobacter biovar 3 olarak tanilanmistir. Domates (Lycopersicon esculentum Mill.)
fidelerinin gévdeleri hem patojen olarak Agrobacterium tumefaciens biovar 3 izolat
G-Ag-27, hem de kontrol olarak asmadan izole edilen kontrol izolatlardan biri veya
A. radiobacter biovar 2 K84 izolati ile inokule edilmistir. 1:1 patojen/patojen
olmayan hiicre oraniyla yapilan bir testte tim A. radiobacter biovar 3 izolatlari
yalnizca patojenle inokule edilen pozitif kontrolle karsilastirildiklarinda ur
olusumunda ve biiyiikliigiinde azalmanin meydana geldigi goriilmiistiir. izolat
VARO3-1’in asmada ur olusumunun ve ur bilylikliiglinlin azalmasina 6zellikle etkili
oldugu saptanmistir. Test edilen bircok patojen olmayan biovar 3 izolatlarinin,
bakteriosinogenik oldugu ve YMA besi yerinde A. tumefaciens biovar 3 izolatlarina
kars1 bir inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir (Kawaguchi ve ark., 2005).

Vitis vinifera cesitleri don zararina olduk¢a duyarlidir. Don kosullar1 asma
bitkilerinde A. vitis’in infeksiyonu icin gerekli olan yaralara neden olurlar.
Siirglinlerin en iistteki gozlerde yaralar ur olusumunda Onemli yer tutmaktadir.

Goziin asagisindaki yaralarin inokulasyonunda ur olustugu, oysa goziin ters
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tarafindaki yaralarda ur olusumuna katkida bulunan indole-3-asetik asidin akmasi
sonucu urlarin meydana gelmedigi, ancak A. vitis ile inokulasyondan Once yara
yerlerine indol asetik asit uygulanmasinin ur olusumuna neden oldugu goézlenmistir.
Patojen uygulanmasindan 6nce bir biyolojik kontrol ajani olan A. vitis F2/5 izolat1 ile
inokule edilen yara bolgesinde ur meydana gelmeme nedenini yaralarin iyilesmesi
sliresince patojen tarafindan gen aktarimina duyarli olan kambiyumda olusan kallus
hiicreleri oldugu belirlenmistir. F2/5’in gen aktariminin mekanizmasi bilinmemesine
ragmen gozlemlere gore kambiumda normal yara iyilesmesini engelleyen nekroz

olusumuna kars1 F2/5 uygulamasi 6nerilmistir (Creasap ve ark., 2005).

2.5. Agrobacterium spp.’nin Epidemiyolojisi

Agrobacterium tumefaciens’in neden oldugu kok bogazi uru Zinfendal asma
(Vitis vinifera) ¢esidinde iiriin ve asmanin gelisimini etkiledigi bildirilmistir. 4 yillik
bir periyotta yapilan gozlemlerde baslangicta hastalik orani ile salkim verimi,
budanan dallarin agirligt ve gévde oOlgiileri karsilastirilmis ve kdk bogazi bolgesinin
%350°den fazlas1 urla kaplanan asmalarda ur olusturmayanlardan daha az salkim
verimi ve gelisme belirlenmistir. 4 yillik bir periyotta kontrolle karsilastirdiklarinda
salkim veriminin ve budama dallarinin sirastyla %20- 40 ve %10- %40 azaldig1 ve
gbvde Olgiilerinin ortalama %9 daha az oldugu tespit edilmistir. Hafif hastalikl
bitkilerde verimde ve asmanin giiclinde 6nemli bir azalmanin olmadig1 gézlenmistir.
Test periyodu boyunca bag uru hastaligimin meydana gelme orani ve siddetinde
degisiklikler oldugu, baslangicta baz1 saglikli bitkilerde yeni urlarin meydana geldigi
ve bazen hastalikli bitkilerdeki urlarin ¢iiriidiigi ve yerine yeni urlarin ortaya
cikmadigi belirlenmistir (Schroth ve ark., 1988).

Iki asma anaci iizerine asma uruna (Agrobacterium vitis ve Agrobacterium
tumefaciens) duyarlt as1 kalemin etkisi sera ve arazi ¢alismalarinda incelenmistir. 2
aylilk sera denemesi sonucunda duyarli as1 kaleminin (Vitis vinifera cv.
Kiralyleanyka) dayanikli (Vitis riparia cv. Gloire) veya duyarli bir anag¢ (V.
berlandieri X V. riparia cv. Teleki5C) tlizerine asilanmis olmasinin bag urunun
olusumu tizerine bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Sekiz Agrobacterium izolatinin

altisinin neden oldugu urlarin agirliklarinda 6nemli bir farkliligin ortaya ¢ikmadigi
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ancak A. tumefaciens izolat 16/6 ve A. vitis izolat 2/3 asisiz veya 5C’ye asili
Kiralyleanyka asmasinda Glorie lizerine asili olanlardan 6nemli 6l¢iide daha biiytik
urlar olustugu bildirilmistir. Ayn1 asma ¢esidi dikilmis bagda ve 4 yillik bir periyotta
yapilan gozlemlerde Gloire’ye asili asmalarda 5C {izerine asilanan asmalardan daha
az ur meydana geldigi gozlenmistir. Diger bir arazi ¢alismasinda dogal infekteli V.
vinifera cv. Blau Frankisch (duyarli) as1 kalemi her iki anag¢ {izerine asilanmis
asmalarda 2 yi1l sonra urlara neden oldugu, 5 yilda 5C’de %79 ur olusurken Gloire’de
%9 oraninda ur meydana geldigi bildirilmistir. Tipik dogal simptomlar ortaya
ciktiktan sonra tiim omcanin ve govdenin kuvvetinin azaldigi, 5C iizerindeki bir¢ok
omcanin ve Gloire lizerindeki ¢ok az omcanin tamamen 06ldiigii gézlenmistir. Alt1
yilin sonunda 5C iizerine asilanan omcalarin %13’{ Gloire {lizerindekilerin %82’inin
canli kaldig1 ve bununla birlikte Agrobacterium’un birgok patojenik izolatinin 5C’nin
koklerinden izole edildigi, Gloire’den bu islemin basarilmadigi bildirilmistir (Siile ve
Burr, 1998).

Agrobacterium spp. populasyonu lizerine solarizasyonun etkisini belirlemek
amactyla Urdiin’iin farkli iki bolgesinde yapilan calismalarda kullamlan 3 A.
tumefaciens Urdiin izolatinin populasyonunun onemli olgiide azaldig: tespit
edilmistir. Bakteriyel populasyonda azalmanin toprak tipi ve sicaklikla iliskili oldugu
ve Agrobacterium spp. populasyonunun inokulasyondan sonra ilk 3 hafta iginde %99
azaldig1 belirlenmistir. Urdiin vadisinde (killi kumlu ve 39-51°C sicaklik aralig1) ve
yaylalarda yapilan karsilastirma denemelerinde (killi ve 29-46°C sicaklik araligi)
daha diisiik oranda bakteriler yeniden elde edilmistir. Solarizasyonun topraktan
tamamen Agrobacterium spp.’yi elemine edemedigi fakat GF677 ve ac1 badem anag
fidanlarindaki kok bogazi uru, Urdiin vadisi ve yaylalarinda solarizasyon yapilan
alanlarda 6nemli diizeyde azaldig1 belirlenmistir (Khlaif, 2003).

Bolgemizde baglarda Agrobacterium ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamasina
ragmen diger bitkilerde bu konu ile ilgili ¢aligmalar bulunmaktadir. Aysan ve Sahin
(2003), Akdeniz bolgesinde giillerde A. tumefaciens’in patlama yaptiginm
bildirmiglerdir. Adana ve Mersin illerindeki 6 farkli giil serasini inceleyerek yaklagik
%40’inda ur olusturdugunu gozlemislerdir. King B besi yeri kullanarak floresan

olmayan, gram negatif bakterileri izole etmisler ve 25 izolatin aerobik, spor
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olusturmadig, hareketli, cubuk seklinde, oksidaz negativ ve katalaz pozitif oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica yag asit analizi ile bu izolatlarin %72 ile %91 arasinda A.
tumefaciens’e benzedigini belirlemiglerdir.

Aysan ve ark. (2003), Tiirkiye’de kaysida A. tumefaciens’i izole etiklerini ilk
defa rapor etmislerdir. 2002 yilinda Adana ve Mersin illerinde iki farkli bahgede 2
yasindaki kaysilarin yaklasik %30’unun ur olusturdugunu tespit etmislerdir. Urlu
dokulardan elde ettikleri izolatlarin fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerini ve yag
asit profillerini belirlemiglerdir. Bu izolatlarin yag asit profiline gore %94,6 ile
%98,2 oranlar1 arasinda A. tumefaciens’e benzer oldugunu saptamislardir. Elde
ettikleri izolatlar1 havug dilimlerine ve domates bitkilerine inokule etmisler ve havug
dilimlerinde 8 giinde domates bitkisinde ise 15-20 giinde ur olustugunu
gozlemislerdir.

Tiirk poleni ve kara mum ekstraklarinin in vitro’da antibakteriyel aktiviteleri A.
tumefaciens, A. vitis, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Erwinia
amylovora, E. carotovora pv. caratovora, Pseudomonas corugata, P. savastonoi pv.
savastonoi, P. savastanoi pv. phaseolicola (P. syringae pv. phaseolicola), P.
syringae pv. syringae, P. syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas campestris pv. campestris ve X. axonopodis pv. vesicatoria’y1 igeren
13 farkli bitkil bakteriyel patojen tiirlere kars1 arastirilmistir. Test edilen bakteriler
arasinda 1/5 polen ekstraktina A. tumefaciens en fazla duyarli oldugu ve duyarliligin
azalan sirasiyla A. tumefaciens> P. syringae pv. tomato, X. axonopodis pv.
vesicatoria> Erwinia amylovora, P. corugata, R. solanacearum, Xanthomonas
campestris pv. campestris> A. vitis, C. michiganensis subsp. michiganensis> E.
carotovora pv. caratovora, P. savastonoi pv. savastonoi, P. syringae pv.
phaseolicola> P. syringae pv. syringae seklinde oldugu belirlenmistir. Kara mum
ekstraktinin 1/10 konsantrasyonuna en duyarli P. syringae pv. syringae oldugu ve
duyarliligin azalma sirastyla P. syringae pv. phaseolicola> P. savastonoi pv.
savastonoi, P. corugata, R. solanacearum> E. carotovora pv. caratovora, P.
syringae pv. syringae, Erwinia amylovora, A. tumefaciens, A. vitis, C. michiganensis
subsp. michiganensis, P. syringae pv. tomato, Xanthomonas campestris pv.

campestris, X. axonopodis pv. vesicatoria gibi oldugu belirlenmistir. En az aktivite
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1/100 polen aktivitesinde ve 1/1000 kara mum konsantrasyonunda elde edilmistir

(Basim ve ark., 2006).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini Mersin, Hatay, Gaziantep, Adiyaman (Golbasi)
ve Kahramanmaras illerindeki bag alanlarindan toplanan urlu asma o6rneklerinden
izole edilen Agrobacterium’un bolge izolatlari, toprak Orneklerinden izole edilen
PGPR izolatlari, Dr. S. Sule’den (Budapest, Macaristan) (S4 ve AT-1), Dr. K.
Rudolph’dan (Géttingen, Almanya) (GSPB 7) ve Dr. M. F. DONMEZ’den (Atatiirk
Universitesi) (MFD-75) temin edilen referans izolatlar olusturmustur. Patojenite
calismalarinda asma (Vitis vinifera cv. Honiisli), domates (Lycopersicon esculentum
cv. Heinz 2274) ve kalonse (Bryophyllum daigremontianum) bitkileri kullanilmistir.
Ayrica besi yerleri, ¢esitli kimyasallar ve PCR malzemeleri bu ¢alismada materyal

olarak kullanilmistir.

3.2. Metod
3.2.1. Agrobacterium vitis’in izolasyonu

Urlu asma Orneklerini toplamak amaciyla Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay,
Gaziantep, Adiyaman (Gdlbasi) ve Kahramanmaras illerindeki bag alanlarina bahar
ve yaz aylarinda gidilerek taze ur olusturmus bitkilerden 6rnekler alinmis ve bir
gazete kagidina sarilarak naylon torbalara konmustur. Koyu yesil grimsi veya agik
kahverengi ve heniiz kuruma belirtisi gostermeyen urlar taze ur olarak kabul
edilmistir. Taze urlar naylon torbalarda etiketlenerek buz kutusu igerisinde
laboratuara getirilmistir. Ornekler toplanirken 6zel bir 6rnekleme metodu
kullanilmamis, ornekleme sayist bag alani biiytikliigiine gore degil bagdaki hasta
asma sayisina gore degismistir (Argun, 2001). 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 iist tarafi hafifce
soyularak alttaki taze canli dokudan kiigiik parcalar alinmistir. Bu pargalar daha
sonra bir havanda steril fizyolojik tuzlu su (%8,5 NaCl) igerisinde homojenize
edilmistir. Bir saat bekledikten sonra bu siispansiyondan bir 6ze alinarak i¢inde King

B (KB) (Ek 1) ve Patates Dekstroz Agar+CaCOs; (PDA+CaCOs) (Ek 1) besi yeri
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bulunan petrilere ¢izilerek ekim yapilmis ve petriler 25+1°C’de 2 giin inkiibatorde
inkiibe edilmistir. Tipik A. vitis kolonileri (krem renkli kismen seffaf, etrafi diiz,
yuvarlak ve konveks) bu petrilerden segilerek saf kiiltiir elde edene kadar
PDA+CaCOs besi yerine ¢izilerek ekim yapilmistir. Saf kiiltiirler daha sonraki
caligmalarda kullanilmak iizere cam tiiplerde egik olarak hazirlanmis Yeast Dekstroz
Kalsiyum Karbonat (YDC) agar (Ek 1) iceren besi yerinde +4°C’de buzdolabinda
muhafaza edilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

3.2.2. Agrobacterium vitis’in Tanisi
3.2.2.1. Klasik Yontemler

Agrobacterium izolatlarmin tiirlerini belirlemek i¢cin PDA+CaCOs besi
yerinde asit temizleme, laktozdan 3-ketolaktoz iiretimi, demir amonyum sitrat
kullanimi, %2 NaCl i¢eren besi yerinde gelisme, erythritol, melezitos 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 gibi testlemeler

Moore ve ark. (2001)’na gore yapilmistir.

3.2.2.1.(1). PDA+CaCQO3; Besi Yerinde Asit Temizleme

Urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlar1 PDA+CaCOs besi yerine ii¢
tekrarli olarak ¢izgi ekim yapilarak 25+1°C’de kiiltiire alinmistir. 2 giin sonra koloni
etrafinda  besi yerinde saydamlagsma goriilen izolatlar pozitif olarak

degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001).

3.2.2.1.(Q2). Laktozdan 3-Ketolaktoz Uretimi

Urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlar1 ile %1 a-laktoz, %0,1 yeast
ekstrakt ve %?2 agar iceren petri kaplarna 1,0 cm uzunlugunda c¢izgi ekim
yapilmistir. Her petriye 6 izolat olacak sekilde ekim yapilmis ve her izolat 3 kez
tekrarlanmustir. Petriler 27+£1°C’de 2 giin kiiltiire alindiktan sonra agarli besi yerinin

tizerini kapatacak sekilde Benedict ayiract (Ek 1) ilave edilmistir. Oda sicakliginda
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bir saat bekledikten sonra kolonilerin etrafinda olusan sar1 bir hale pozitif olarak

degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001).

3.2.2.1.(3). Demir Amonyum Sitrat Kullanim

Urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlar1 demir amonyum sitrat besi yeri
(Ek 1) igeren tiiplere li¢ tekerriirlii olarak ekim yapilmistir. Tiipler inkibatérde
25+1°C’de 2 giin inkiibe edilmis ve tiiplerin iizerinde olusan kiremit renginde bir

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

3.2.2.1.(4). %2 NaCl iceren Besi Yerinde Gelisme

Urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlar1 %2 NaCl ilave edilmis Nutrient
Glikoz Agar (NGA) (Ek 1) besi yeri igeren petri kaplarinda 25+1°C’de 2 giin inkiibe
edilmistir. Her petri 4 boliime ayrilmis ve her bir petriye 4 farkli bakteri izolat1 ve her
bir izolat 3 farkli petriye ekilmistir. Besi yerinde koloni gelisimi gosteren izolatlar

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

3.2.2.1.(5). Sakkaroz ve Eritritolden Asit Uretimi

Asit tliretimi i¢in temel besi yerinden (Ek 1) 9 birim iizerine %10’luk filtre ile
steril edilmis eritritol, melezitoz veya sakkaroz ilave edilerek tiip igerisinde
hazirlanan besi yerine urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlar1 ile 3 tekerriirlii
olarak ekim yapilmis ve 2 giin 25+1°C’de kiiltiire alinmistir. Besi yerinin rengini

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

3.2.2.1.(6). Oksidaz Testi

Taze hazirlanmis %1°lik N; N; N; N’ - Tetramethyl- 1.4 phenylene
diammonium diclorid eriyigi steril filtre kagidina bir damla damlatilmistir. NGA besi
yerinde gelistirilen urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlarinin 48 saatlik
kiiltiirii steril kiirdan ile yukaridaki eriyik damlatilmis kurutma kagidina ¢izilmis ve

10 saniye i¢inde olusan koyu mor renk pozitif, 10 ile 60 saniye arasinda koyu mor
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olanlar zayif pozitif ve mor olusturmayanlar negatif olarak degerlendirilmistir

(Kovacs, 1956).

3.2.2.1.(7). Sitrat Kullanim

Urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlar1 egik olarak tiiplerde hazirlanan
sitrat besi yeri (Ek 1) lizerine her bir izolat 3 tekerriirlii olacak sekilde ekim
yapilmustir. Tiipler inkibatorde 25+1°C’de 2 giin gelistirilmis ve tiiplerdeki besi
yerinin rengi koyu maviye donenler pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark.,

2001).

3.2.2.1.(8). Litmus Milkde Reaksiyon

Urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlar1 litmus milk besi yeri (Ek 1)
icine bir 6zeyle her bir izolat 3 tekrarli olacak sekilde ekim yapilmistir. Tipler
inkibatorde 27+1°C’de 2 giin gelistirilmis ve tiiplerdeki besi yerinin rengini maviye
dontistiirenler alkali, kirmiziya donistiirenler ise asit olusturan olarak

degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001).

3.2.2.1.(9). Malonik Asitten Alkali Olusturma

Urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlar ile test tiiplerinde hazirlanan
malonik asit besi yeri (Ek 1) i¢ine bir 6zeyle her bir izolat 3 tekerriirlii olacak sekilde
ekim yapilmistir. Tipler inkibatérde 27+1°C’de 2 hafta gelistirilmis ve tliplerdeki
besi yerinin rengini maviye doniistiirenler pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore

ve ark., 2001).

3.2.2.1.(10). Mucic ve L-tartarik Asitten Alkali Olusturma

Urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlar ile test tiiplerinde hazirlanan
mucic ve L-tartarik asit besi yeri (Ek 1) i¢ine bir 6zeyle 3 tekerriirlii olarak ekim
yapilmustir. Tipler inkibatorde 27+1°C’de 2 hafta gelistirilmis ve tliplerdeki besi
yerinin rengini maviye doniistiirenler pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore ve

ark., 2001).
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3.2.2.1.(11). 35°C’de Gelisme

Urlu dokulardan izole edilen bakteri izolatlar1 Nutrient Glikoz Agar (NGA)
(Ek 1) besi yeri igeren petri kaplarinda 3 tekerriirlii olarak 35+1°C’de 2 giin
gelistirilmistir. Besi yerinde koloni gelisimi gosteren izolatlar pozitif olarak

degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001).

3.2.2.2. Yag Asit Analizleri ile Bakterilerin Tanillanmasi

Calismanin bu kismu Atatiirk Universitesi, Biyoteknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde (Erzurum) Prof. Dr. Fikrettin SAHIN danmismanliginda
yapilmistir. Calismada kullanilan baz1 Agrobacterium izolatlar1 De Boer ve Sasser
(1986)’in yontemine gore yag asitleri hazirlanmis ve yag asit metil esterler gaz
kromotogrofisi (HP6890, Hewlettpackard, Palo Alto, CA) aracilifiyla birbirinden
ayrilarak tanilanmistir. Tirlerin tanisinda Mikrobiyal Identifikasyon Sistemin
(Shelock MIS version 4.5, Microbial ID, Inc., Newark, Delaware) bilgisayar
programi kullanilmistir. Calismada asagidaki yontem izlenmistir.

Asmadaki urlardan izole edilen Agrobacterium izolatlar1 6nce Tryticase Soy
Agar (TSBA) besi yerine (Ek 2) 4 fazli ¢gizilerek ekim yapilmig ve 25+1°C’de 24 saat
gelistirilmistir. Gelisen bakteri kolonilerinin 3. ve 4. fazlar1 bir 6ze yardimiyla
toplanarak agzi teflon kapakli steril cam tiiplere konulmustur. Hiicreleri pargalamak
icin her bir test tiipline 1 ml Cozelti 1°den (Ek 2) eklenmistir. Tiipler 10 saniye tiip
karistirict ile ¢alkalandiktan sonra 100°C’deki su banyosunda 5 dakika bekletilmistir.
Dabha sonra tiipler tekrar 10 saniye tiip karistirici ile ¢alkalandiktan sonra 100°C’deki
su banyosunda 25 dakika durdurulmustur. Test tiiplerine Cozelti 2°den (Ek 2) 2 ml
ilave edilmis ve tiip karigtirict ile 10 saniye ¢alkalandiktan sonra tiipler 80°C’deki su
banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra tiipler -20°C’de 10 dakika
birakilmistir. Sogutulmus tliplerin her birine Cozelti 3’den (Ek 2) 2,5 ml ilave
edilmis ve 10 dakika ¢alkalayicida ¢alkalanmistir. Tiiplerin {istiinde olusan faz bagka
bir tiipe pastdr pipeti araciligr ile alinmis ve Cozelti 4’den 3 ml ilave edilmistir.

Tekrar ¢alkalayicida 5 dakika galkalandiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika
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bekletilerek tiipilin {istiinde olusan faz alinarak 2 ml’lik gaz kromotografisi tiiplerine
aktarilmis ve agizlar1 sikica kapatilmistir. Bu tiipler Mikrobiyal Tanilama Sistemi
(Microbial Identification Sistem) (MIS) cihazi (HP6890, Hewlettpackard, Palo Alto,
CA) tlzerindeki ornek depolama birimine yerlestirilmis ve daha sonra MIS’in
bilgisayar paket programi (Shelock MIS version 4.5, Microbial ID, Inc., Newark,

Delaware) kullanilarak her izolat tanilanmistir.

3.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Agrobacterium’un Tanillanmasi

Urlu dokulardan izole edilen Agrobacterium izolatlar1 nutrient broth sivi besi
yerinde 200 dev./dak. donen c¢alkalayicida gece boyu 27+1°C’de gelistirilmistir.
Bakterilerin DNA’lar1 De Boer ve Ward (1995)’a gore izole edilmistir. Nutrient
broth s1vi besi yerinde gelisen bakterilerden 1 ml steril ependorf tiiplere alinmis ve
14.000 dev/dak.’da 20 dakika santrifiij edilmistir. Pellet alinarak hiicreleri
parcalamak i¢in tizerine %1’lik SDS+TAE bufferdan (Ek 3) 100 pl eklenmis ve tiip
karistiricida iyice karigtirilmistir. Ependorf tlipler 50°C’de su banyosunda 3 saat
bekletildikten sonra iizerine 50 pl 7,5 M amonyum asetat (Ek 3) ilave edilmis ve
14.000 dev/dak.’da 10 dakika santrifiij edilerek amonyum asetat artiklariin altta
toplanmasi saglanmistir. Ependorf tiipiin iist kisminda toplanan DNA kesik bir pipet
ucu ile alinmig (yaklasik 130 pl) ve yeni bir ependorf tiipe konmustur. Esit miktarda
(yaklasik 130 pl) sogutulmus isopropanol ilave edilmis ve -20°C’de 45 dakika
bekletilmistir. Daha sonra ependorf tiipler 10.000 dev/dak.’da 10 dakika santrifiij
edilmis ve pellet alinarak tlizerine soguk %70’lik alkolden 100 pl ilave edilmistir.
Ependorf tiipler 10.000 dev/dak.’da 10 dakika santriflij yapildiktan sonra ependorf
tipler ters cevrilerek alkol uzaklastirilmis ve 1 saat steril kabin igerisinde
kurutulmaya birakilmistir. Daha sonra ependorf tiipler igerisine 50 pl bidestile su
(ddH,0) ilave edilerek DNA iyice eritilmistir. izole edilen DNA’lar -20°C’de daha
sonra PCR ¢alismalarinda kullanmak i¢in muhafaza edilmistir.

PCR caligmalart icin iki farkli primer seti (A. vitis’e spesifik virA 5'
TTCAGTCGCGCAAGCAGTT 3' ile 5' CGGCAATTCGTATCACGGA 3' ve A.
tumefaciens’e spesifik tms2a 5'-CGC CAC ACA GGG CTG GGG GTA GGC-3' ve
tms2b 5'-GGA GCA GTG CCG GGT GCC TCG GGA-3') kullanilmistir (Eastwell
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ve ark., 1995; Sachadyn ve Kur, 1997; Tan ve ark., 2003). PCR karisim1 2 pl DNA
ornegi, 12,5 ul PCR Master Mix (Promega, M7502) 20 pmol primer seti ve steril saf
su ile 25 pl’ye tamamlanmistir. Agrobacterium vitis’e spesifik primerler i¢in PCR
islemlerinde amplifikasyon 96°C’de 2 dakika birinci deneturasyon adimiyla
baslatilmis ve 94°C’de 1 dakika, 50°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye 1 dongii
olacak sekilde toplam 40 dongiiye tamamlanmistir. En son olarak 72°C’de 5 dakika
bekletilerek tamamlanmistir. Agrobacterium tumefaciens’e spesifik primerler icin ise
PCR islemlerinde amplifikasyon 94°C’de 1 dakika birinci deneturasyon adimiyla
baslatilmis ve 92°C’de 1 dakika, 54°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1,5 dakika 1 dongi
olacak sekilde toplam 30 dongiiye tamamlanmistir. En son olarak 72°C’de 3 dakika
bekletilerek PCR iglemi tamamlanmustir.

Elde edilen PCR driinleri agaroz jel elektroforezde Sambrook ve ark.,
(1989)’a gore yapilmistir. Bunun i¢in %1,5 agaroz, TAE buffer tamponu (Ek 3)
icerisinde 1sitilarak eritilmistir. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra taraklar
yerlestirilmis jel tepsisine dokiilmiistiir. Agaroz jel donduktan sonra i¢inde TAE
buffer bulunan elektroforez tanki igerisine yerlestirilmistir. Daha sonra tarak jelden
dikkatlice ¢ikarilmis ve olusan ¢ukurlara 2 pl loading buffer (Ek 3) ve 8 ul PCR
iriinli  karigimi  bir mikropipet yardimiyla yerlestirilmistir. Olusan bantlarin
agirliklarini 6lgmek i¢in 100 bp’lik molekiiler agirlik isaretleyici (marker, Fermantes
SM 0632) kullanilmistir. PCR iiriinleri 80 volt elektrik verilerek yaklasik 3 saat
yuriitiilmiistir. Bantlarin UV 1s1k altinda goriilebilmesi i¢in etidyum bromit ile (10
mg/ml) 10 dakika bekletilerek boyanmis ve daha sonra 10 dakika steril saf su ile
calkalanmistir. Etidyum bromit ile boyanan jeller iizerindeki bantlar

transiliminatérde (302 nm) bantlar incelenmis ve fotograflanmistir.

3.2.3. Patojenin Hiicre Siispansiyonundaki Yogunlugunun Belirlenmesi

PDA+CO; besi yerinde 48 saat gelistirilen bolge izolatlarindan fizyolojik
tuzlu su icerisinde hiicre silispansiyonu hazirlanmis ve spektrofotometrede 600 nm
dalga boyunda 0,2 absorbans degerine ayarlanmistir. Ayarlanan siispansiyondan 1,0
ml alinarak igerisinde 9,0 ml fizyolojik tuzlu su olan steril tiipe ilave edilmis ve bu

islem 7 kere tekrarlanmistir. -5, -6 ve -7 sulandirma serilerinin her birinden 100 pl
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alinarak icerisinde NGA besi yeri olan her petriye ayr1 ayr1 ilave edilmis ve bir baget
ile ortam yiizeyine iyice yayilmistir. Her bir seyreltme serisinden 3 tekrarli olarak
ekim yapilmistir. 25°C’de iki giin kiiltiire alindiktan sonra gelisen koloniler sayilmis
ve seyreltme serilerinin katsayisi ile carpilarak ml’deki hiicre sayist belirlenmistir

(Klement ve ark., 1990).

3.2.4.Patojenite Testi

Hastalikli bitki drneklerinden izole edilen bakterilerin patojenite testleri i¢in
asmanin (Vitis vinifera) yani sira domates (Lycopersicon esculentum Mill.) (Heinz
2274) ve kalonse (Bryophyllum daigremontianum) bitkileri kullanilmustir. izole
edilen bakteriler PDA+CaCOs besi yerinde 25+1°C’de 2 giin gelistirildikten sonra 2-
3 haftalik domates bitkilerine ve kalonse bitkilerine steril bir kiirdan yardim ile
inokule edilmistir. Inokule edilmis bitkiler 24 saat klima odasinda (16 saat 151k, 8 saat
karanlik) plastik torbalar icerisine konularak yiiksek nem saglanmistir. Daha sonra
klima odasinda (16 saat 151k, 8 saat karanlik) gelismeye birakilmis ve 3 hafta sonra ur
olusturup olusturmamasina gore degerlendirilmistir.

Asmada ise patojenite ¢aligmalart klima odasinda koklendirilen bitkilerin
taze, yesil siirgliniin altindaki iki bogum arasindaki kisma bir bisturi yardimiyla
acilan yaraya bir kiirdan yardimiyla PDA+CaCOj; besi yerinde gelistirilmis bakteri
izolatindan bir miktar alinarak inokulasyon yapilmis ve iizeri bir 1slak pamuk ve
parafilm ile sarilmistir. Daha sonra 16 saat 151k 8 saat karanlik saglanan klima
odalarinda gelismeye birakilmis ve {i¢ ay sonra ur olusturup olusturmamasina gore

degerlendirilmistir.

3.2.5. Agrobacterium vitis’in Miicadelesi ile Tlgili Cahsmalar
3.2.5.1. Dayamklihg Tesvik Edici PGPR’larin Izolasyonu ve Tanisi

Bitkilerde dayaniklilig1 tesvik edici PGPR bakterilerinin izolasyonu amaciyla
Adana, Mersin, Hatay, Osmaniye, Gaziantep ve Kahramanmaras illerindeki bag
alanlarindan digerlerine gore daha iyi gelismis ve saglikli asmalarin kok bolgesinden

toprak ornekleri toplanmistir. Laboratuara getirilen topraklar serilerek iki giin
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kurumasi i¢in bekletilmistir. Kuruyan topraklar 1 mm ¢aph eleklerden elendikten
sonra 10 g toprak alinarak 90 ml fosfat buffer-tuz tamponu (PBS) (1 It: 8 g NaCl, 0,2
g KH,PO4, 1,1 g Na,HPO4 ve 0,2 g KCl, pH: 7,4) igerisinde iki saat 100
dev./dak.’da calisan ¢alkalayicilarda calkalanmistir. Siispansiyondan 1 ml alinip
icinde 9 ml fizyolojik tuzlu su (%0,85 NaCl) bulunan tiipe ilave edilmis ve tiip
karistiricida iyice karistirildiktan sonra ig¢inden 1 ml alinarak tekrar i¢inde 9 ml
fizyolojik tuzlu su (%0,85 NaCl) olan tiipe ilave edilmistir. Bu sekilde 10 kat
sulandirma serileri hazirlanmigtir. Bu 10 katlik seriler halinde hazirlanan
siispansiyonlardan ikinci, Ug¢ilincli ve dordiincii sulandirma serilerinden 100 pl
almarak King B (KB) (Ek 1) besi yerine ekim yapilmis ve 25+1°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra besi yerinde gelisen koloniler incelenmis ve farkli
morfolojik gelisim gosteren koloniler segilerek saf kiiltiir elde edinceye kadar KB
besi yerine ekim yapilmustir.

Topraktan izole edilen bakterilerin fosforu (P) ¢6zme yeteneklerini
belirlemek icin sivi NBRIP-BPB ve kati NBRIP (Ek 4) (Nautiyal, 1999) olmak iizere
iki farkli besi yerleri kullanilmigtir. Bunun i¢in rasgele topraktan izole edilmis 14
farkli 1zolat secilmistir. Kat1 NB besi yerinde gelistirilen bu izolatlar fizyolojik tuzlu
su icerisinde yogunlugu 600 nm dalga boyunda absorbans degeri 0,1’e ayarlanmustir.
NBRIP-BPB sivi besi igeren her bir tiipe yukaridaki sekilde hazirlanmis bakteri
siispansiyonundan 100 pl ilave edilmis ve 80 dev./dak.’da calkalayici iizerinde bir
hafta 25+1°C’de kiiltiire alinmistir. Bu tiipler 10.000 dev./dak.’da santrifiij edilerek
supernatant1 alinmistir. Bu supernatantin pH’lar1 6l¢iilmiis, 400, 600, 680 ve 800 nm
dalga boyunda absorbans degerleri karsilastirilarak ve 1 ml’de ¢oziilmiis fosfor
miktarlar1 Barton (1948)’a gore belirlenmistir.

Diger yontemde ise topraktan saf olarak izole edilen bakterilerin fosforu
¢Ozebilme yeteneklerini belirlemek i¢in steril kiirdan ile katt NBRIP besi yeri igeren
her bir petriye 9 izolat olacak sekilde ekim yapilmistir. Deneme 3 tekrarli olarak
kurulmustur. Bir hafta sonra besi yerinde bakteri kolonisinin etrafindaki seffaf zonun
cap1 ve bakteri kolonisinin ¢api 6l¢iilerek Sekil 3.1°deki formiile gore fosfor ¢ozme
indeksi belirlenmistir. Fosfor ¢6zme indeksi yiiksek olan bakteriler se¢ilmistir (Johri

ve ark., 1999).
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Coziilebilir fosfor indeksi= A/B

A: Seffaf zon ¢ap1

A
B
v B: Bakteri kolonisinin ¢ap1

Sekil 3.1. Coziilebilir fosfor indeksinin hesaplanmasi

Bu izolatlardan fosfor ¢dzme indeksi en yiiksek olan 29 izolat segilerek
NBRIP s1v1 besi yerinde ¢ozebildigi fosfor miktarlarini belirlemek i¢in kullanilmistir.
Secilen 29 izolat stvi NBRIP besi yerinde galkalayici iizerinde bir hafta kiiltiire
alimmustir (Nautiyal ve ark., 2000). Daha sonra bakterileri ve suda ¢oziilmeyen kati
maddeleri [Ca3(POy),] ¢Oktiirmek i¢in 10.000 dev./dak.’da 10 dakika santrifiij
yapilmistir. Supernatant alinarak icinde ¢oziilen fosfor miktar1 Barton (1948)
yontemine gore belirlenmistir. Sivi besi yerinde en fazla fosfor ¢ézen 9 izolat ve
fosfor ¢ozme indeksi en yiilksek olan 1 izolat segilerek saksi caligmalarinda
kullanilmigtir. Segilen bu PGPR izolatlarin karakterizasyonu i¢in KB besi yerinde

gelisme Ozelligi, gram reaksiyonu ve oksidaz testi yapilmustir.

3.2.5.2. Secilen PGPR izolatlarin Antogonistik ve Siderefor Etkilerinin
Belirlenmesi

Saks1 g¢alismasinda kullanilmak iizere segilen 10 PGPR izolat KB besi
yerinde A. vitis’e karsi antibiyosis etkileri Krishnamurthy ve Gnanamarickam (1998)
ve siderefor etkisi ise Kloepper ve ark. (1980) ile Bora ve Ozaktan (1998)’a gore
belirlenmistir.

KB besi yeri igeren 9,0 cm’lik petri kaplarina PGPR izolatlar1 petrinin iist
kismina dogru diiz ¢izgi seklinde ekim yapilmis ve 25°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. 24 saat sonra gelisen PGPR izolatina dik olacak sekilde dort farkh
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noktadan (gelisen izolata temas ettirmeden) 4 diiz ¢izgi seklinde A. vitis ekimi
yapilmis ve tekrar 25°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan 96 saat sonra A. vitis’te
engelleme zonlari 6l¢iilerek degerlendirilmitir.

PGPR izolatlarinin siderefor etkisi yukarida anlatilan antibiyosis etkisini
belirleme yontemine gore yapilmistir. Fakat burada aymi besi yeri igerisine 80 uM

Fe™ ilave edilmistir.

3.2.5.3. Bakteriyel Lipopolisakkaritlerin (LPS) Ekstraksiyonu

LPS izolasyonu i¢in A. vitis’in G5 (bolgesel izolat) ve S4 (referans izolat)
izolatlar1 kullanilmistir. LPS’ler Bouzar ve ark. (1988)’nin yonteminde bazi
degisiklikler yapilarak izole edilmistir. A. vitis izolatlar1 YM (Ek 5) s1v1 besi yerinde
28+1°C’de 200 dev./dak. donen calkalayicida gelistirilmistir (Miller ve ark, 1990).
Sivi besi yerinde gelistirilen bakteriler 12000 dev./dak.’da 20 dakika santrifiij
edilerek bakteri hiicreleri tiiplin dip kisminda toplanmigtir. Daha sonra 15 ml saf su
ilave edilmis ve 67°C’ye kadar isitilmustir. Isitilmig bakteri slispansiyonu iizerine
67°C’ye kadar 1sitilmis 15 ml %90°lik siv1 fenol ilave edilmistir. Tyice karistirildiktan
sonra ayni sicaklikta 15 dakika bekletilmistir. Sicak sivi fenol bakteri karigimi
4°C’ye kadar sogutulduktan sonra 9000 dev./dak.’da 20 dakika santrifiij yapilmustir.
Santrifiijden sonra iki faz olusmustur. Ustte olusan s1v1 faz yeni bir tiipe aktarilmis ve
alttaki fenol faz1 67°C’ye kadar isitilmistir. Daha sonra iizerine 67°C’ye kadar
isitilmis saf su ilave edilmistir. Yukaridaki yontem 3 kez tekrarlanmistir. Tiipiin st
kisminda toplanan sivi faz liyofilize edilmistir (-50°C’de; CD 52 Hetosicc).
Liyofilize edilmis LPS’ler tartilarak tizerine saf su ilave edilmis ve 50°C’ye kadar

1sitilarak iyice erimesi saglanmustir.

3.2.5.4. Saks1 Calismasi

Secilen 10 PGPR izolatlarinin A. vitis’e karst etkinligini belirlemek igin 6
tekerriirlii olarak saksi denemesi kurulmustur. KB besi yerinde 25+1°C’de 24-48 saat
gelistirilmis olan PGPR bakteri izolatlarmin yogunlugu steril su ile 600 nm dalga

boyunda 0,3 absorbans degerine ayarlanmigtir. Daha sonra soguk odada bekletilen
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asma cubuklar Ui¢ goz icerecek sekilde kesilerek dip kisimlar1 PGPR bakteri
izolatlar1 siispansiyonu i¢in daldirilarak 15-20 dakika bekletilmistir. Bu ¢ubuklar
daha once tespit edilmis olan fosforca fakir olan toprak (Cizelge 3.1) ile her saksiya 2
cubuk olacak sekilde dikilmistir. Bir hafta sonra bu ¢ubuklarin gévdesine 3 mm ¢apli
matkap ucu ile 3 ¢ukur agilmistir. Daha 6nce KB besi yerinde 25+1°C’de 24-48 saat
gelistirilmis olan A. vitis izolatt 600 nm dalga boyunda 0,1 absorbans degerine
ayarlanmig ve c¢ubuktaki her bir cukura 100 pl ilave edilmistir. Bakteri
siispansiyonunun doku i¢ine difuze olmasi i¢in 20-30 dakika bekledikten sonra nem
saglamak amaciyla bu ¢ukurlarin {izeri 1slak pamuk ve parafilm ile kapatilmistir. 3
giin sonra parafilm ve pamuklar ¢ikartilmistir. Yaklasik 3,5 ay sonra saksilardan
asmalar sokiilerek kok uzunlugu, kok kuru ve yas agirhigi, slirgiin uzunlugu, siirgiin
yas ve kuru agirligi, cubugun ve yeni siirmiis siirgiiniin birinci bogumunun ¢api,
olusan wur sayist, ur capit (en, boy, yikseklik) ve ur agirhigi Olgiilerek

degerlendirilmistir.

Cizelge 3.1. Saksi ¢aligmalarinda kullanilan topragin kireg, fosfor ve pH degerleri

Fosfor

Kireg¢(%) pH ppm kg/da (P,Os)
2,7 7,54 11,91 3,75

Ayrica elde edilen LPS siispansiyonu 0,1, 1,0, 10,0 g/l yogunlugunda
hazirlanarak asma ¢ubuklarina vakum ile 10 dakika infiltre edilmistir. Kontrol olarak
saf su kullanilmistir. 24 saat sonra LPS uygulanmis asma ¢ubuklarina bir bistiiri ile 1
cm uzunlugunda yaralar acilmis ve daha dnceden yogunlugu 600 nm dalga boyunda
0,1°e ayarlanmig G6 bakteri siispansiyonundan 5 pl ilave edilmistir. 3 ay sonra ur

sayis1 ve biiytkliigii olciilerek degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Agrobacterium vitis’in izolasyonu

Hastalikli asma Orneklerini toplamak amaciyla Mersin, Adana, Osmaniye,
Hatay, Gaziantep, Adiyaman (Golbas1) ve Kahramanmaras illerindeki bag alanlari
bahar ve yaz aylarinda gezilmis ve urlu bitkilerden 6rnekler alinarak laboratuara
getirilmigtir (Sekil 4.1). Adana ve Osmaniye illerinde herhangi bir urlu asma
bitkisine raslanmamistir. 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 edilerek, domates, kalonse ve asmada
patojenitesi yapilmistir. Patojenite sonucunda Kahramanmarag’tan 14, Gaziantep’ten
6, Mersin’den 4, Hatay’dan 9 ve Adiyaman’dan 14 olmak iizere toplam 47
Agrobacterium izolat1 elde edilmistir. Asmadan izole edilen ur olusturma yetenegine

sahip 47 izolatin tamami A. vitis olarak belirlenmistir.

Geg ilkbahar ve yaz aylarinda yapilan izolasyonlardan en iyi sonuglar
alinmistir. Burr ve ark. (1987) da urlu dokulardan izolasyon i¢in ilkbahar ve yaz
aylarimin ¢ok uygun oldugunu bildirmiglerdir. Geng¢ urlara ge¢ ilkbahar ve yaz
aylarinda rastlanmis ve urlar ne kadar taze olursa izolasyon da o kadar kolay
olmustur. Yaslt kurumus urlardan izolasyon gergeklestirilememistir. Argun (2001),
asmalardan ¢ogunlukla A. vitis’i izole etmesine ragmen ¢ok azda A. tumefaciens izole

etmistir. Bizim ¢alismamizda ise yalniz A. vitis izole edilmistir.

Calismamizda elde edilen sonuglari destekler sekilde birgok arastirici
asmalarda ura neden olan etmenin dominant olarak A. vitis (Burr ve ark., 1998; Burr
ve Otten, 1999; Ride ve ark., 2000) oldugu, nadir olarak da A. tumefaciens’in asmada
urlara neden oldugunu belirtmislerdir (Knauf ve ark., 1983; Salomone ve ark.,1996;

Ride ve ark., 2000; Argun ve ark., 2002).
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. @ Sy
Sekil 4.1. Asmada Agrobacterium’un olusturdugu urlar: izolasyon amaciyla

kullanilan yeni olusmus taze urlar (A, B, E, F, G, H); bir yi1l 6nce olusmus yash urlar
(C,D)
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4.2. A. vitis’in Tanisi

4.2.1. Klasik Yontemler

Urlu dokulardan izole edilen izolatlarin biyokimyasal ve fizyolojik testler ile
teshisi Moore ve ark. (2001)’na gore yapilmistir. Moore ve ark. (2001)’na gore
Agrobacterium’un tiirlerinin ayriminda kullanilan biyokimyasal ve fizyolojik test
sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Testlerde referans izolat olarak AT-1, S4 (A.
vitis), AT-3 ve MFD-75 (A. tumefaciems) izolatlar1 kullanilmistir. Biyokimyasal ve
fizyolojik testler sonucu urlu dokulardan bu ¢aligmada elde edilen 47 izolatin tamam

A. vitis olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Agrobacterium cinsinin biyokimyasal ve fizyolojik testler ile tiirlere
ayrilmasi

Testler A. tumefaciens A. rhizogenes A. vitis
3- ketolaktoz liretimi + - \Y
%2’lik NaCl’de biiylime + - +
35°C’de gelisme + \Y \Y
Litmus milk’de reaksiyon ALK AC ALK
Asit olusturma

Eritritol - + -

Melezitose + - -
Alkali olusturma

Malonik asit - + +

L-tartarik asit - + +

Mucic asit - + -
Demir amonyum sitrat + - -
kullanimi
Oksidaz testi + \% \'%
Sitrat kullanimi1 \Y + +
PDA+CaCOs; besi yerinde - + -
asit temizleme

+, %80 ve iizeri pozitif; V, %21-79 arasinda pozitif; -, %80 ve lizeri negatif;
ALK, alkali; AC, asidik
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4.2.1.1. PDA+CaCOs; Besi Yerinde Asit Temizleme

Agrobacterium 1izolatlar1 gelisirken salgiladiklar1 asitlerden dolay1 besi
yerinde bulunan CaCOj;’1 eritmekte ve bundan dolayr da besi yerinde bir
saydamlasma olmaktadir. Bolgesel izolatlardan 6’s1t PDA+CaCOs; besi yerinde
saydamlagsma olusturdugundan asit temizleme 6zelligine sahip oldugu ve 41 izolat
ise besi yerinde saydamlasma olusturamadigi i¢in asit temizleme Ozelligine sahip

olmadigina karar verilmistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.2).

Cizelge 4.2. Asmadan izole edilen Agrobacterium izolatlarinin biyokimyasal ve
fizyolojik test sonuglari

5 =l |, s (. | -lz.|. .
> ° = = o |E=le=sE8|2E| E Z 2
o— 2z = | = N g E 7 ElE E| = :‘E Iz = =| S s E
20 2l 2|Q s |@= = SsZzs|s|s&| S| SE|S |E2
= s | S| 2|S |2 |R@g Es|£E-8Z|s=| 932|258
5 < 0 ~N | & < < =] SIEEx=2E 2|88l ol 2= =|82
S Sl E|=gleElY e eSSBS 2|fE3|52|2E(23
| E|B|EE|ISE|LERIZEg|exE=g|ER| |8 |E 5|8z

= = < 7 o2 Y S|« == E& S cl= = S E = @] Tel= 2 Q0=
5 S| S| 2 |RE|¥EeSE=ES|RESE2E|SE|w|5F|EEE
- CEECER-ERS RIS SRR - A - AR A R A =l i

K1 -+ - - - Ak | + | + |+ | - + + - -

K2 -+ |+ - - Ak | + | + [+ ]| - | + + - -

K3 - |+ + - - Alk | + + | + - + + - -

K4 -+ - - - Ak | + | + |+ | - + + - -

w| K5 -]+ - - Alk | + | + | +]| - | + | + - -

zéc K6 -+ + - - Alk | + | + | - | + | + + - -

2| K |- [+] + | - N S o R I " IS R

é K8 - |+ + - + Alk | + | + |+ | - + + - -

% K9 S L A - - Ak | + | + | +]| - | + | + - -

§ Ko | - | + | + - - Ak | + | + |- - |+ | + - -
K11 -+ + - - Ak | + | + |+ ]| - | + + - -

K12 -+ + - - Alk | + + | + - + + - -

K13 - |+ + - - Alk | + + | + - + + - -

K14 - |+ - - - Alk | + + | + - + + - -

HI -+ |+ - - Ak | + | + [+ ]| - | + + - -

H2 |- |+ | + - + Ak |+ |+ |+ - |+ ]| + - -

H3 -+ + - - Alk | + | + |+ ]| - + + - -

S H4 -+ + - - Ak | + | + |+ ]| - | + + - -
E H5 -+ ]+ - - Alk | + | + | +]| - | + | + - -
| H6 -+ |+ - + Ak | + | + |+ - | + | + - -
H7 -+ + - - Ak | + | + |+ ]| - | + + - -

H8 |- |+ | + - - Ak | + | + |+ | - |+ ]| + - -

H9 -+ |+ - - Ak | + | + [ +]| - | + + - -
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Cizelge 4.2 nin devami
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Sekil 4.2. PDA+CaCO; besi yerinde asit temizleme 6zelligi gosteren izolatlar
(pozitif) (a, b, ¢) ve asit temizleme 6zellik géstermeyen izolat (negatif) (d)

4.2.1.2. Laktozdan 3-ketolaktoz Uretimi

Laktoz igeren besi yerinde 2 giin gelistirilen bolge ve referans izolatlart
tizerine Benedict ayiract dokiilerek bir saat bekletildiginde yalniz 1 bolgesel (G3) ve
2 referans izolatin (GSPB 7 ve MFD-75) etrafinda sar1 hale olusmustur (Cizelge 4.2;
Sekil 4.3).

4.2.1.3. Demir Amonyum Sitrat Kullanim

Sivi demir amonyum sitrat iceren besi yerinde bolge ve referans izolatlart 2
giin gelistirildikten sonra sadece 2 bolgesel (K6 ve M4) ve 2 referans izolat (GSPB 7
ve MFD-75) besi yerinin {lizerinde kiremit renginde bir kaymak tabakasi

olusturmustur (Cizelge 4.2; Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Laktozdan 3-ketolaktoz iiretimi; laktozu 3-ketolaktoza doniistiiren izolat
(pozitif) (a, e); laktozu 3-ketolaktoza doniistiiremeyen izolat (negatif) (b, c, d, )

Sekil 4.4. Demir amonyum sitrat kullanimi; a) orijinal besi yeri, b) demir amonyum
sitrat kullanan izolat (pozitif), c) demir amonyum sitrat kullanamayan izolat (negatif)
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4.2.1.4. %2 NaCl iceren Besi Yerinde Gelisme

Kat1 %2 NaCl iceren besi yerinde 2 giin inkiibe edilen izolatlardan 3 bolgesel
izolat (K1, K4 ve K14) disinda diger tiim izolatlar gelismistir (Cizelge 4.2; Sekil
4.5).

Sekil 4.5. %2 NaCl besi yerinde gelisen izolatlar (pozitif) (a, b, ¢) ve gelisemeyen
izolat (negatif) (d)

4.2.1.5. Sakkaroz ve Eritritolden Asit Uretimi

Sakkaroz veya eritritol iceren besi yerinde bolge ve referans izolatlar1 2 giin
inkiibe edilmis ve tiim izolatlar sakkarozdan asit olustururken (Sekil 4.6), eritritolden

asit olusturamamustir (Cizelge 4.2).

4.2.1.6. Oksidaz Testi

Bolge ve referans izolatlar N; N; N; N’ - Tetramethyl- 1.4 phenylene

diammonium diclorid eriyigi emdirilmis filtre kagidina bir kiirdan yardimiyla
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stiriilmiis ve 10 saniye igerisinde tiim izolatlar koyu mor renk olusturduklarindan

pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.7).

Sekil 4.6. Sakkarozdan asit olusumu sonucu olusan renk degisimi (pozitif) (a) ve
orijinal besi yeri (negatif) (b)

Sekil 4.7. Oksidaz testi a) negatif, b) pozitif

4.2.1.7. Sitrat Kullanim

Sitrat igeren besi yerinde bolge ve referans izolatlar1 2 giin inkiibe edilmis ve
3 bolgesel (K6, K10 ve G3) ve 2 referans izolati (GSPB 7 ve MFD-75) disinda diger
tiim izolatlar sitrat1 kullanmistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Sitrat kullanimi; a) orijinal besi yeri, b) sitrat kullanan izolat (pozitif), c)
sitrat kullanamayan izolat (negatif)

4.2.1.8. Litmus Milkte Reaksiyon

Siv1 litmus milk igeren besi yerinde 2 giin inkiibe edilen bolge ve referans

izolatlarin tamamu litmus milk besi yerini alkali yapmistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Litmus milkte reaksiyon sonucu olusan renk degisimi; a) orijinal besi yeri,
b) alkali olusumu (ALK), c) asit olusumu (AC)
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4.2.1.9. Malonik Asitten Alkali Olusumu

Malonik asit igeren besi yerinde bolge ve referans izolatlar1 2 gilin inkiibe
edilmis ve 1 bolgesel (G3) ve 3 referans izolat (AT-1, GSPB 7 ve MFD-75) disinda
diger tliim izolatlar besi yerini alkaliye dontistiirmiiglerdir (Cizelge 4.2; Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Malonik asitten alkali olusumu; a) orijinal besi yeri, b) alkali olusturan
izolat (pozitif), c) alkali olusturmayan izolat (negatif)

4.2.1.10. Mucic ve L-tartarik Asitten Alkali Olusumu

Mucic veya L-tartarik asit iceren besi yerinde bolge ve referans izolatlar1 2
giin inkiibe edilmis ve L-tartarik asitten sadece 1 bolgesel (M4) ve 2 referans izolat
(GSPB 7 ve MFD-75) (Sekil 4.11) mucic asitten ise higbir izolat alkali
olusturmamistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.12).

4.2.1.11. 35°C’de Gelisme

Besi yerine ekilen ve 35°C’de inkiibe edilen izolatlarin tamami 2 giin i¢inde

gelismistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.11. L-tartarik asitten alkali olusumu; a) orijinal besi yeri (negatif), b) alkali

olusumu (pozitif)

4.2.1.12. Potasyum Hidroksit Testi

Bolgesel izolatlar1 bir damla potasyum hidroksit ile karistirildiktan sonra
hafifce yukar kaldirildiginda bir iplik gibi uzamistir. Bundan dolay1 urlu dokulardan

izole edilen izolatlarin tamami gram negatif olarak belirlenmistir (Sekil 4.13).

Arastirilan fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikler i¢in elde edilen sonuglarda
bolge izolatlar1 ile orijinal A. vitis kiiltiir arasinda 6nemli farkliliklar olmazken
orijinal A. tumefaciens izolatlar1 arasinda 6nemli farkliliklarin oldugu belirlenmistir.
Bundan dolay1 da urlu dokulardan izole ettigimiz 47 izolatin tamaminin A. vitis
olduguna karar verilmistir. Bu bulgular Argun (2001) tarafindan i¢ Anadolu
bolgesinde yapilan ¢alismada da hakim tiirin A. vitis oldugunu belirledigi sonuglari

desteklemektedir.
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Sekil 4.12. Mucic asitten alkali olusumu sonucu olusan renk degisimi; a) orijinal besi
yeri (negatif), b) asit olusumu (pozitif)

Sekil 4.13. Potasyum hidroksit testinde gram negatif izolatlarin olusturdugu iplik gibi
uzama

4.2.2. Yag Asit Analizleri ile Bakterilerin Tanilanmasi

Calismanin bu kismu Atatiirk Universitesi, Biyoteknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde yapilmistir. 6 bolge ve 2 referans olmak lizere toplam 8

izolatin yag asit profilleri olarak 11 farkli yag asidi (11:0 ISO 30H, 16:0, 16:0 30H,

56



4. BULGULAR VE TARTISMA Mustafa KUSEK

17:0 CYCLO, 18:0, 18:1 o7c, 18:0 30H, 19:0 CYCLO ®8c, 19:0 10 methyl, Sum in
Feature 2 (14:0 30H veya 16:1 ISO 1), Sum in Feature 3 (16:1 ®7c veya 15 iso
20H)) elde edilmistir (Cizelge 4.3). izole edilen yag asitlerinin, doymus (16:0 ve
18:0), doymamis (18:1 ®7c), asit kollu (19:0 10 methyl), propan halkali (17:0
CYCLO, 19:0 CYCLO 8c) ve hidroksi asit iceren (11:0 ISO 30H, 16:0 30H ve
18:0 30H) olmak iizere 5 grup oldugu saptanmustir. Ayrica 2 adet tanimlanamayan
yag asidi (Sum in Feature 2 (14:0 30H veya 16:1 ISO 1) ve Sum in Feature 3 (16:1
®7c veya 15 iso 20H)) icermektedir.

Cizelge 4.3. Agrobacterium izolatlarindan elde edilen yag asitleri, bunlarin bulunma
oranlari (%) ve bu yag asitlere sahip olan izolat sayisi

Yag Asitleri Izolat Sayis1 | Orami (%) | Ortalama (%)
Sum in Feature 2 8 4,80-18,96 7,89
Sum in Feature 3 8 1,92-10,59 4,98
11:0 ISO 30H 1 1,37 1,37
16:0 8 6,69-10,30 7,96
16:0 30H 4 2,25-8,32 4,49
17:0 CYCLO 1 1,49 1,49
18:0 4 3,61-5,83 3,34
18:1 m7c¢ 8 57,14-79,02 71,76
18:0 30H 1 1,63 1,63
19:0 CYCLO w8¢ 3 2,42-9,05 4,71
19:0 10 methyl 3 1,54-2,05 1,82

Sum in Feature 2: 14:0 30H/16:1 ISO 1; Sum in Feature 3: 16:1 o7¢/15 iso 20H

Yag asit metil ester analizi ile %19,1 ile %89,8 oranlar1 arasinda izolatlarin
Agrobacterium oldugu ve referans A. fumefaciens izolatlar1 ayr1 bir kiime ve A. vitis
izolatlar1 ise iki farkli kiime olusturmustur (Cizelge 4.4). Sum in Feature 2 (14:0
30H veya 16:1 ISO 1), Sum in Feature 3 (16:1 o7c veya 15 iso 20H), 16:0 ve 18:1
o7c olmak iizere dort farkli yag asiti tiim izolatlarda bulunurken 11:0 ISO 30H, 17:0
CYCLO ve 18:0 30H yag asitleri ise sadece birer izolatta saptanmistir. A. vitis’in
yag asitlerine gore tanilanmasinda kullanilan izolatlar arasinda Sum in Feature 2
(14:0 30H/16:1 ISO 1), Sum in Feature 3 (16:1 ®7c veya 15 iso 20H), 16:0 ve 18:1

o7c yag asitlerinin ¢ok onemli oldugu belirlenmistir. Izolatlar arasinda en fazla
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miktarda bulunan yag asidi 18:1 o7c¢ (%71,76) oldugu saptanmistir. Bouzar ve ark.
(1993) ve Tighe ve ark. (2000) tarafindan yapilan calismada da Agrobacterium
izolatlar1 i¢in 18:1 o7c yag asidinin dominant oldugunu belirtmis olup, elde ettikleri
sonuclar bizim sonuglarla uyum igerisindedir. 11:0 ISO 30H ve 17:0 CYCLO yag
asitleri sadece A.

tumefaciens izolatlarinda bulunurken A. vitis izolatlarinda

bulunmamustir.

Cizelge 4.4. Agrobacterium izolatlarinin olusturdugu kiimeye gore igerdikleri yag
asitlerinin oranlari (%) ve izolat sayis1

] l. Kiime _ Il. Kiime __A. tumefaciens

Izolat Dagilim Izolat Dagilim Izolat Dagilim
Yag Asitler sayisl aralig: sayisl aralig: sayisl aralig:
Sum in Feature 2 4 5,23-7,24 2 5,94-10,59 2 6,12-18,96
Sum in Feature 3 4 2,43-5,17 2 5,94-10,59 2 1,92-3,77
11:0 ISO 30H 0 0 0 0 1 1,37
16:00 4 6,95-10,3 2 6,69-8,96 2 7,37-8,95
16:0 30H 2 2,25-3,98 0 0 2 3,4-8,32
17:0 CYCLO 0 0 0 0 1 1,49
18:00 2 3,61-4,00 2 3,91-5,83 0 0
18:1 w7c 4 73,29-79,02 2 72,09-73,97 2 57,14-65,55
18:0 30H 0 0 1 1,63 0 0
19:0 CYCLO w8c 1 2,42 0 0 2 2,67-9,05
19:0 10 methyl 1 1,54 0 0 2 1,88-2,05

Sum in Feature 2: 14:0 30H/16:1 ISO 1; Sum in Feature 3: 16:1 o7¢/15 iso 20H

A. vitis izolatlar1 arasinda kiimeleri belirleyici rol oynayan yag asitleri 16:0
30H olmustur. 18:0 30H yag asidi A. vitis izolatlarindan sadece birinde belirlenirken
19:0 CYCLO ®8c ve 19:0 10 methyl yag asitlerine iki A. tumefaciens referans
izolatinda ve bir A. vitis i1zolatinda rastlanmistir. Bouzar ve ark. (1993) A.
tumefaciens, A. vitis ve A. rhizogenes izolatlarinin yag asit bilesiklerini belirledikleri
calismada Agrobacterium cinsleri arasinda 16:0 3-OH yag asidinin miktarinda
farkliliklar oldugunu belirlemislerdir. Bizim ¢alismada da 16:0 3-OH yag asidinin
miktart A. vitis bolge izolatlarinda A. tumefaciens referans izolatina gore oransal

olarak daha az oldugu belirlenmistir.

58



4. BULGULAR VE TARTISMA Mustafa KUSEK

Izolatlarm sahip oldugu yag asidine gore kiime analizi yapildiginda A.
tumefaciens referans izolatlar ile asmadan izole ettigimiz bolgesel izolatlar arasinda
yaklagik %13 farklilik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14). Asmadan izole edilen
bolgesel izolatlar arasinda %91 oraninda bir birine benzer oldugu saptanmistir. Kiime
analizinde %6 fark dikkate alindiginda bolgesel asma izolatlar1 arasinda 2 farkh
kiime belirlenmistir.

Tree Diagram for 8 Cases

Single Linkage
Euclidean distances

G1

G2

G3

G4

M8

G5

MFD-75

AT-3

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Linkage Distance

Sekil 4.14. izolatlarin yag asit profillerine gore olusturdugu kiime

Bouzar ve ark., (1993) tarafindan yapilan bir calismada da A. vitis
izolatlarindan 18:1 w7c yag asidinin baskin oldugu belirlenmistir. Ayrica 16:0 30H
yag asidinin miktarinin Agrobacterium tiirleri arasinda farkliliklar oldugunu ve en
yiiksek oranda A. rhizogenesis izolatlarinda ve en diisiik oranda da A. vitis
izolatlarinda bulundugunu bildirmislerdir. Bizim yaptigimiz analizler sonucunda da
16:0 3-OH yag asidinin A. vitis izolatlarinda A. tumefaciens izolatlarindan daha az

yogunlukta bulundugu saptanmistir.
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4.2.3. Agrobacterium lzolatlarinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
Tamlanmasi

PCR calismasinda A. tumefaciens’e ve A. vitis’e spesifik olmak tizere iki
farkli primer seti kullanilmistir. Asmadan izole ettigimiz tiim izolatlar A.
tumefaciens’e spesifik primer seti kullanildiginda hi¢ spesifik bant olusturmazken A.
vitis’e spesifik primer seti kullanildiginda 480 bp biiyiikliigiinde spesifik bant
olusturdugu gozlenmistir (Sekil 4.15). Bag alanlarindan izole ettigimiz tiim (47 adet)
izolatlarin PCR yoOntemiyle Agrobacterium vitis oldugu saptanmustir. Burada elde
edilen sonuglar da, daha once yaptigimiz biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik

testlerin birbirini destekledigi goriilmektedir.

I. Primer

1. Primer

500 bp 480 bp
250 bp

Sekil 4.15. PCR iirlinlerinin agaroz jel lizerinde olusturdugu bantlar (cukurlar: 1; 1
kb’lik marker, 2; Referans kiiltiir S4 (A. vitis), 3; Referans kiiltir GSPB-7 (A.
tumefaciens), 4; Referans kiiltir MFD-75 (A. tumefaciens), 5-12; Bolge izolatlar, 1.
Primer: A. vitis’e spesifik primer, II. Primer: A. tumefaciens’e spesifik primer)

Caligmada kullanilan A. vitis izolatlaria spesifik primer, bakterinin tagidigi
plazmidin virA gen bolgesinden gelistirilen bir primerdir. Dolayis1 ile bakterinin
sahip oldugu kromozomda meydana gelen degisikliklerden etkilenmez ama

plazmidler iizerinde virA bolgesinde meydana gelen mutasyonlardan etkilenerek
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PCR iirlinii olugsmayabilir. Asmadan izole ettigimiz izolatlarin tamami PCR ile 480
bp’lik bantlar olusturdugu i¢in virA gen bolgesinde onemli bir degisimin olmadig:
sanilmaktadir. Eastwell ve ark. (1995) virA gen bolgesinden gelistirilen primer
kullanarak A. vitis izolatlarina spesifik 480 bp’lik bantlar olusturdugunu bildirmisler

ve yaptigimiz ¢alismalar sonucunda ayni sonuglar alinmistir.

4.3. Patojenin Hiicre Siispansiyonundaki Yogunlugunun Belirlenmesi

NGA besi yerine -5, -6 ve -7 sulandirma serilerinden ekim yapilmis ve petri
kaplarindaki koloni sayilarak ml’deki hiicre sayisi hesaplanmistir (Sekil 4.16). NGA
besi yerinde dordiincii seyreltmede ortalama 1379, besinci seyreltmede 207, altinct
seyreltmede 24 ve yedinci seyreltmede ortalama 2 koloni gelismistir. Gelisen
koloniler hesaplandiginda baslangictaki 1 ml’deki bakteri sayis1 yaklasik olarak
2X10° olarak belirlenmistir. Bundan dolay: da A. vitis ile yapilan tim ¢alismalarda
spektrofotometrede OD degeri 0,1’e ayarlanmistir. OD degeri 0,1’e ayarlandiginda
bakteri yogunlugu yaklasik olarak 10® hiicre/ml olmaktadur.

4.4. Patojenite Testi

Izole edilen bakteriler PDA+CaCOs besi yerinde gelistirildikten sonra 2-3
haftalik domates bitkilerine ve kalonge bitkisine inokule edilmis ve sonuglar Cizelge
4.5°de verilmistir. Inokule edilmis kalonse bitkilerinde ilk urlar 9—10 giin sonra
domateste ise 13- 15 giin sonra ortaya c¢cikmistir. Domateste urlar grimsi renkte

kalonge de ise yesilimtirak renkte bir gériiniim almistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.16. Fizyolojik tuzlu su igerisinde hazirlanan Agrobacterium izolatlarinin
yogunlugunu belirlemek i¢in ekim yapilan besi yerindeki gelisimi

Cizelge 4.5. Asmalardan izole edilen Agrobacterium izolatlarinin domates, kalonse
ve asmada ur olusumu; (+) pozitif, (-) negatif

Izolatlar Domates Kalonse Asma

AT-1 (Referans) + +

S4 (Referans)

GSPB 7(Referans)

MFD-75 (Referans)

K1

K2

K3

K4

K5

K6

K7

K8

K9

K10

K11

K12

K13

K14

Gl

G2

G3

e e e R e e e o e e e e e e R e e e s
e e e e S e e e A S
e R e e e e e e e e R e  E R R

G4
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Cizelge 4.5 nin devami

Izolatlar Domates Kalonse Asma

G5 + +

G6 +

H1 +

H2 -

H3 +

H4 ;

H5 -

H6

H7 -

H8

H9

MI

M2

M3

M4

Al

R e e e e e e e e R

A2

A3

[

Ad

+ |1

AS

A6

A7

+

A8

A9

Al0Q

All

Al2

Al3

o o o o R e e I o I o e o I o I o I o I I I I R e e

Fl [+ ]|+
1

Al4

Hastalikli asma bitkilerinden alinan 6rneklerden izole edilen bakteri kiiltiirleri
ve referans kiiltiir ile yapilan patojenite testleri sonunda olusan simptonlar arasinda
bir fark gozlenmemistir. Ancak izolatlarin viriilenslik derecelerine gore simptom

gelisim hizi ve seklinde ¢ok az farkliliklar saptanmustir.
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Sekil 4.17. Agrobacterium vitis izolatlarinin patojenite testi sonucunda domates (A)
ve kalonge (B) bitkilerinde olusturdugu urlar

[zole ettigimiz 47 A. vitis izolatinin 7 tanesi domateste 8 tanesi de kalonsede
ur olusturamamistir. Diger tiim izolatlar hem kalonsede hem de domateste ur
olusturmustur. Domateste ur olusturamayan izolatlar kalonsede, kalonsede ur
olusturamayan izolatlar ise domateste ur olusturmustur.

Klima odasinda koklendirilen asma ¢ubuklar1 ile yapilan patojenite
calismalarinda ilk urlar 2 ay sonra gdzlenmistir. Urlu dokulardan izole edilen
Agrobacterium vitis izolatlarin tamami asmada genellikle grimsi ve yesilimsi renkte
urlar olusturmustur (Sekil 4.18).

Urlu dokulardan izole ettigimiz tiim izolatlarin tiimérogenik oldugu ancak
konukgular arasinda patojenite bakimindan farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Yine
ayni sekilde Argun (2001) ve Burr ve Katz (1983) tarafindan yapilan ¢aligmalarda
urlu dokulardan izole edilen bakterilerin ¢ogunun timorogenik oldugu ve hepsinin
aycicegi ve asmada bir kisminin da domateste ur olusturdugu kaydedilmistir. Bizim

yaptigimiz ¢aligmada da benzer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 4.18. Agrobacterium vitis izolatlarinin patojenite testi sonucunda asmada
olusturdugu urlar

4.5. A. vitis’in Miicadelesi ile Ilgili Calismalar
4.5.1. Dayamkhhg Tesvik Edici Aday PGPR’larin izolasyonu

Mersin, Kahramanmarag, Gaziantep, Hatay, Osmaniye ve Adana illerindeki
bag alanlar igerisinde digerlerine gore daha iyi gelismis bitkilerin kok bolgesinden
aliman 39 adet toprak Orneginden yapilan izolasyonda farkli morfolojik gelisim

gosteren 464 bakteri kolonisi segilerek saflagtirilmistir (Sekil 4.19).

4.5.2. Aday PGRP’lerin Secimi

Bitki gelisimini saglamak i¢in ilk akla gelen ydntem topraklarin uygun
giibrelerle glibrelenmesidir. Bitkilerin en fazla ihtiya¢ duydugu besin maddesi azot
ve fosfor oldugundan giibrelemede en fazla bu kimyasallar kullanilmaktadir.
Toprakta fazla miktarda fosfor bulunmasindan ¢ok alinabilir formdaki fosfor miktar

cok onemlidir. Topraktaki fosforun biiyiik bir miktar1 kalsiyum tarafindan tutulur ve
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topraga uyguladigimiz fosfor da kisa siirede kalsiyum tarafindan tutularak bitkilerin
alamayacagi forma doniisiir. Fosfor c¢ozen bakteriler topraga veya tohuma
uygulandiginda topraktaki alinamayan formdaki fosforu alinabilir forma
donistiirerek bitkilerin daha iyi gelismesi saglanabilir (Abd-Alla, 1994; Jones ve
Darrah, 1994). Bu bakteriler sekerleri kullanarak organik asitler iiretmekte ve bu
asitlerin etkisi ile suda c¢oziilemeyen fosforlar ¢oziilebilir forma doniismektedir

(Leyval ve Barthelin, 1989).

Sekil 4.19. Topraktan izole edilen aday PGPR’lerin King B besi yerinde
gelistirdikleri koloniler

Topraktan izole edilen bakterilerin fosfor (P) ¢6zme yeteneklerini
belirlemede kullanilacak yontemi se¢mek igin yapilan 6n calismada elde edilen
sonuglar Cizelge 4.6’de verilmistir. Sivi NBRIP-BPB besi yerinde bakteriler
gelistiginde besi yerinde bir renk agilmasi gézlenmistir (Sekil 4.20). Sivi NBRIP-
BPB besi yerinde ¢oziilen fosfor miktar1 ile pH, 400, 600, 680 ve 800 nm Ol¢iilen
absorban degerleri ve fosfor ¢ozme indeksi arasinda ¢ok az farkliliklara ragmen
genelde birbirine uyum icinde oldugu goriilmektedir. Fosforun ¢oziilme miktar

arttikca pH degerinin azaldigi, 400, 680 ve 800 nm dalga boyundaki absorbans
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degerinde ve fosfor c¢ozme indeksinde bir artisa neden oldugu goriilmiistiir.
Cizelgeden de anlasilacagi gibi testlenen izolatlar arasinda en yiiksek fosfor ¢ézen
bakteri izolat1 77,75 mg/l ile T2/2-2 olurken en az P ¢dzen bakteri izolat1 ise 38,29
mg/ml ile T2/2-1 olmustur.

Cizelge 4.6. Izole edilen PGPR aday bakterilerin sivi NBRIP-BPB besi yerinde
kiiltiire alinmasindan sonra besi yerinde degisen pH, 400, 600, 680 ve 800 nm dalga
boyunda absorbans degerleri ve 1 ml’de ¢6ziilmiis P miktarlar

Izolatlar | pH | 400nm | 680 nm | 800 nm | P ¢c6zme indeksi | P (mg/l)
Kontrol |0,566 | 0,232 0,037 0,026 0,00 41,64
T1/3-6 0,474 | 0,433 0,082 0,057 1,00 52,95
T1/4-3 0,556 | 0,236 0,039 0,023 1,00 42,23
T1/4-6 0,475 | 0,401 0,070 0,048 1,55 58,54
T1/4-10 10,470 | 0,417 0,081 0,078 1,06 55,79
T2/2-1 0,572 | 0,223 0,158 0,032 1,07 38,29
T2/2-2 0,450 | 0,872 0,313 0,196 4,67 77,75
T2/3-1 0,514 |yapilmadi | yapilmadi | yapilmadi 1,22 47,99
T2/4-4 0,565 | 0,434 0,128 0,110 yapilmadi 47,32
T3/2-1 0,570 | 0,330 0,089 0,069 1,00 41,22
T3/2-2 0,511 | 0,319 0,135 0,037 1,00 yapilmadi
T3/2-4 0,570 | 0,381 0,184 0,159 yapilmadi 40,83
T6/3-2 0,510 | 0,289 0,058 0,043 1,00 50,77
T6/3-3 0,581 | 0,263 0,059 0,048 1,18 yapilmadi
MB3/3-5 10,573 | 0,228 0,036 0,027 1,00 41,39

Kat1 NBRIB besi yeri kullanildiginda fosfor ¢ézen bakterilerin etrafinda bir
zon olugmaktadir. Bu uygulama ¢ok pratik ve ¢ok sayida bakteriler arasindan fosfor
¢Ozen bakterilerin se¢imi i¢in oldukca hizli ve kolay oldugundan ¢aligmanin bundan
sonraki agsamalarinda bu yontem kullanilmistir. Bu yontemde her bir petriye 9 bakteri
izolat1 ekilmekte ve kisa siirede P ¢ozebilen bakteri kolonilerinin etrafinda acgik bir
zon olusmaktadir (Sekil 4.21). Bakteri gelisimi sonunda olusan zon ¢apinin bakteri
kolonisine oranlayarak fosfor ¢6zme indeksi belirlenmektedir. Topraktan izole
ettigimiz 464 bakteri izolatindan 63’ilinlin zon olusturdugu belirlenmistir (Cizelge

4.7).
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Sekil 4.20. Topraktan izole edilen PGPR aday izolatlarin se¢iminde kullanilan sivi
NBRIP-BPB besi yerinde meydana gelen renk agilmasi; a, b ve c) topraktan izole
edilen farkli PGPR aday izolatlari, d) igine bakteri inokule edilmemis besi yeri
(kontrol)

Sekil 4.21. Topraktan izole edilen bakterilerin kati NBRIB besi yerinde fosforu
¢ozmesinden dolay1 olusturdugu agik zon ve bakteri kolonisi
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Cizelge 4.7. Izole edilen PGPR aday bakterilerin kati NBRIP besi yerinde

olusturdugu koloni ve zon ¢ap1 ve P ¢6zme indeksi

Izolatlar Zon Capi (mm) Koloni Cap1 (mm) | P Cézme Indeksi
Ga7/3-6 15,50 1,50 10,33
OsD1/2-2 13,33 2,33 5,89
0OsD3/3-1 12,33 2,50 4,99
T2/2-2 10,00 2,17 4,67
HaD3/3-1 9,00 2,00 4,50
OsD2/4-4 10,17 2,50 4,14
HaD6/3-1 9,33 2,33 4,00
T6/3-7 8,00 2,50 3,38
Ga3/3-1 8,00 2,83 2,85
Gal0/2-5 4,33 1,83 2,39
0s2/4-5 2,67 1,83 2,25
Gal/2-1 5,67 2,67 2,17
Ga20/4-1 4,00 2,00 2,00
Osl/4-5 3,00 1,50 2,00
Os1/4-4 3,33 1,83 1,81
Os1/4-7 3,17 1,77 1,81
HaD5/2-1 14,17 8,00 1,78
Ha3/4-3 2,00 1,17 1,78
0s2/4-9 3,00 2,00 1,71
Ga5/4-4 8,33 5,00 1,70
0s2/4-6 2,17 1,33 1,67
Ha4/3-2 5,00 3,00 1,66
T1/4-6 8,00 5,67 1,55
0s3/4-3 3,33 2,17 1,53
Ga4/3-1 9,50 6,25 1,53
Os1/4-8 2,00 1,50 1,33
Os1/3-1 3,00 2,25 1,33
OsD1/3-1 8,50 6,50 1,31
Gal6/2-1 11,67 9,33 1,26
Os1/4-2 1,25 1,00 1,25
T2/3-1 3,67 3,00 1,22
Ha3/4-4 3,17 2,67 1,19
T6/3-3 4,33 3,67 1,18
MB4/3-9 1,17 1,00 1,17
Gal5/2-6 4,00 3,50 1,14
HaD4/2-1 1.67 1,50 111
Ga4/2-6 3,33 3,00 1,11
Gal3/4-2 3,50 3,17 1,10
Gall/3-4 6,67 6,17 1,09
T2/2-1 3,00 2,83 1,07
Ga2/2-3 5,67 5,33 1,06
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Cizelge 4.7’ nin devami

Izolatlar Zon Cap1 (mm) Koloni Capi (mm) | P Cozme Indeksi
T1/4-10 6,67 6,33 1,06
0s3/4-2 4,17 4,00 1,04
Gal/3-6 7,33 7,33 1,00
Gal2/3-5 6,33 6,33 1,00
MB3/3-5 3,67 3,67 1,00
0s3/4-5 5,33 5,33 1,00
Ga20/2-3 3,33 3,33 1,00
Gal4/4-2 7,00 7,00 1,00
Gab6/4-1 433 433 1,00
Ga5s/3-7 3,67 3,67 1,00
Gal4/4-1 3,67 3,67 1,00
Ha6/4-5 3,33 3,33 1,00
T6/3-2 3,33 3,33 1,00
T1/3-6 6,67 6,67 1,00
OsD1/4-2 6,33 6,33 1,00
Ha6/3-6 2,67 2,67 1,00
0s3/4-4 4,67 4,67 1,00
Gag/3-2 3,00 3,00 1,00
T3/2-2 6,33 6,33 1,00
T1/4-3 5,33 5,33 1,00
T3/2-1 1,67 1,67 1,00
T2/3-4 3,00 3,00 1,00

Fosfor ¢ozen bakterilerin se¢iminde sadece fosfor ¢ozme indeksi goz Oniine
alindiginda yeterli olmadigi, bununla birlikte bakterinin koloni ¢apt da Onemli
olmaktadir. Bunun i¢in bu bakterilerin siv1 besi yerinde ¢6zdiigii fosfor miktarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Fosfor ¢6zdiigii belirlenen 63 izolattan fosfor ¢dzme
indeksi en yiiksek olan 29 izolat segilerek sivi besi yerindeki fosfor ¢ozme miktari

belirlenmistir (Cizelge 4.8).

S1v1 besi yerinde 401,27 ppm ile en fazla fosfor ¢cozen GA16/2-1 izolatinin
fosfor ¢ozme indeksi (1,26) ¢ok diisiik olmasina ragmen bakteri koloni ¢ap1 (9,33
mm) oldukca fazladir. Bununla birlikte fosfor ¢6zme indeksi (10,33) en fazla olan
Ga7/3-6 izolat1 siv1 besi yerinde 79,91 ppm fosfor ¢ozebilmistir. Ga7/3-6 izolatinin
fosfor ¢ozme indeksi ¢ok yiiksek olmasina ragmen koloni ¢ap1 ¢ok kiiclik kalmus,

buda bakterinin ¢ok yavas gelistigini gostermektedir. Bundan dolay1 ¢6zdiigii fosfor
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miktarinin da az oldugu distliniilmektedir. Oysa Gal6/2-1 izolatinin fosfor ¢dzme
indeksi c¢ok diisiik olmasina ragmen koloni ¢ap1 ¢ok genis olup, bu da bakterinin
gelisme hizinin ¢ok yiiksek oldugunu gostermektedir. Fosfor ¢ozme indeksi ¢ok
diisik olmasina ragmen ¢ok hizli ¢ogaldigi icin en fazla fosforu ¢ozdigi

diistiniilmektedir.

Cizelge 4.8. Segilen 29 izolatin kati NBRIP besi yerindeki fosfor ¢ozme indeksi,
bakterinin koloni ¢ap1 ve sivi NBRIP besi yerinde ¢oziilen fosfor miktar

Izolatlar P cozme indeksi Koloni Cap1 P miktar1 (ppm)
Kontrol 0 0 9,6
Gal6/2-1 1,26 9,33 401,27
Ga4/3-1 1,53 6,25 277,33
Ga3/3-1 2,85 2,83 269,60
Gal/2-1 2,17 2,67 194,61
Os1/3-1 1,33 2,25 191,73
OsD1/3-1 1,31 6,50 189,53
Gal0/2-5 2,39 1,83 183,36
HaD6/3-1 4,00 2,33 173,31
0OsD3/3-1 4,99 2,50 156,75
T6/3-7 3,38 2,50 138,07
T2/2-2 4,67 2,17 135,19
OsD1/2-2 5,89 2,33 125,46
Ga5/4-4 1,70 5,00 105,54
0OsD2/4-4 4,14 2,50 96,56
Ga7/3-6 10,33 1,50 79,91
0s2/4-5 2,25 1,83 66,20
T1/4-6 1,55 5,67 45,29
Os1/4-8 1,33 1,50 34,19
Ga20/4-1 2,00 2,00 32,06
0s2/4-9 1,71 2,00 25,79
Osl1/4-4 1,81 1,83 17,67
0s2/4-6 1,67 1,33 16,18
T2/3-1 1,22 3,00 14,30
HaD5/2-1 1,78 8,00 13,06
HaD3/3-1 4,50 2,00 12,89
Os1/4-7 1,81 1,77 12,31
Os1/4-2 1,25 1,00 10,62
Os1/4-5 2,00 1,50 10,23
Ha4/3-2 1,66 3,00 10,15
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Fosforu ¢ozdiigii belirlenen izolatlar s1v1 besi yerinde gelistirilmis ve ¢6zdugi
fosfor miktar1 yoniinden izolatlar arasinda ¢ok fark oldugu belirlenmistir. Kontrolde
9,6 ppm fosfor bulunurken en fazla fosfor ¢6zdiigii belirlenmis olan Gal6/2-1
izolatinda ortalama 401,27 ppm elde edilmistir. Siv1 besi yerinde en fazla fosfor
¢Ozen 9 izolat ve fosfor ¢cozme indeksi en yiiksek olan 1 izolat saksi ¢caligmalarinda
kullanilmistir. Segilen bu PGPR izolatlarin (Cizelge 4.9) 6’s1 Gaziantep, 3’i
Osmaniye ve 1’de Hatay’dan alinan topraklardan izole edilmistir. Bu bakteri
izolatlarinin 3 floresan, 3 sari, 3 krem ve 1 izolatta kirmizi renkte geligmistir.

[zolatlardan 2’si gram pozitif ve 4’ii ise oksidaz pozitif sonug vermistir.

Cizelge 4.9. Secilen PGPR izolatlarin King B besi yerinde olusturdugu koloni rengi,
gram ve oksidaz testi

Izolatlar |Toplandig1 yer Koloni rengi |Gram reaksiyon (Oksidaz Testi
Gal/2-1 | G.Antep Sar1 - -
Ga3/3-1 | G.Antep Floresan - +
Ga4/3-1 | G.Antep Floresan - +
Ga7/3-6 | G.Antep Krem - +
Gal0/2-5 | G.Antep Floresan - +
Gal6/2-1 | G.Antep Sar1 - -
OsD1/3-1 | Osmaniye Sar1 - -
Osl/3-1 Osmaniye Kirmiz1 - -
OsD3/3-1 | Osmaniye Krem + -
HaD6/3-1 | Hatay Krem + -

4.5.3. Secilen PGPR izolatlarinin Siderefor ve Antogonist Etkisi

Saks1 c¢aligmasinda kullanilmak amaciyla segilen 10 PGPR izolatinin
siderefor ve antogonistik etkilerini belirlemek icin yapilan ikili kiiltiirlerin hi¢ birinde

A. vitis izolatinin gelisimi engellenememistir.

4.5.4. Secilen PGPR izolatlarinin A. vitis’e Kars1 EtKisi

Secilen 10 PGPR izolatinin A. vitis’e kars1 etkinligini belirlemek amaciyla 6
tekrarli olarak kurulan saksi denemesinde (Sekil 4.22) A. vitis bitkiye inokule
edildikten yaklasik 3,5 ay sonra olusan ur sayisi, urlarin ¢api (eni, boyu ve
yiiksekligi) ve urlarin agirliklar dlgiilerek degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak

uygulamalar arasinda LSD analizine gore %5 Onem seviyesinde Onemli farklar
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oldugu belirlenmistir (Sekil 4.23; Cizelge 4.10). Ur sayis1 bakimindan ortalama 0,25

adet ile en az Ga7/3-6 izolat1 uygulanan asmalarda gozlenmistir. Bunu sirasiyla
Gal0/2-5 (0,67 adet) ve HaD6/3-1 (0,75 adet) izolatlar1 izlemistir. En fazla sayida ur
olusumu ise 2 adet ile OsD3/3-1 ve 1,5 adet ile Ga4/3-1 izolatlarinda elde edilmistir.

Sekil 4.22. PGPR izolatlarinin Agrobacterium vitis’e etkinliginin belirlenmesi i¢in
kurulan denemenin farkli zamanlardaki genel goriinimii
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Bakteri izolatlar

Sekil 4.23. Topraktan izole edilen farkli PGPR izolatlar1 uygulanmis asmalarda
olusan ur sayisi, ur agirlig1 ve ur biiyiikliikleri
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Cizelge 4.10. PGPR izolatlar1 uygulanmis asmalarda olusan urlarin sayisi, biiyiikligi
ve agirlig

Bakteri Ur Biiyukliugi

izolatlari Ur sayisi En (mm) | Boy (mm) |Yiikseklik (mm) | Ur capi (mm) | Ur agirhgi (g)
- kontrol 0,00 d 0,00 0,00 0,00 0,00 d 0,00 c
+ kontrol | 1,67 ab 5,45 5,76 3,97 5,06 abc 0,62 a
Ga1/2-1 1,17 abc 3,95 3,59 1,90 3,14  bcd 0,12 bc
Ga3/3-1 1,17 abc 5,27 6,65 2,38 4,77 abcd 0,62 ab
Ga4/3-1 1,50 ab 6,87 7,47 4,21 6,18 ab 0,63 a
Ga7/3-6 025 cd 1,20 1,35 1,47 1,34 cd 0,35 abc
Ga10/2-5 0,67 bcd 1,00 1,56 0,48 1,02 d 0,02 o
Ga16/2-1 1,00 abcd 2,56 3,42 2,25 2,74  bcd 0,32 abc
0s1/3-1 1,00 abcd 1,90 2,26 1,53 1,90 cd 0,01 c
OsD1/3-1 1,00 abcd 1,83 1,82 0,53 1,39 cd 0,12 bc
OsD3/3-1 2,00 a 7,32 10,28 4,70 743 a 0,40 abc
HaD6/3-1 0,75 bcd 2,18 2,54 1,97 2,23 cd 0,16 abc

PGPR  izolatlar1  uygulanmis asmalarda olusan ur  agirliklar
karsilastirildiginda en hafif ur Os1/3-1 (0,01 g) ve Gal0/2-5 (0,02 g) izolatlarinda
elde edilmistir. Agirlik yoniinden en fazla ur olusumu ise Ga4/3-1 (0,63 g) ve Ga3/3-
1 (0,62 g) izolatlarindan elde edilmistir. Ur biiyiikliigii yoniinden karsilastirildiginda
da Gal0/2-5 (¢ap1 1,02 mm) izolat1 en kii¢iik uru olusturmustur. Bunu sirayla Ga7/3-
6 (capt 1,34 mm), OsD1/3-1 (¢ap1 1,39 mm), Os1/3-1 (¢capt 1,9 mm) ve HaD6/3-1
(¢ap1 2.23 mm) izolatlar1 izlemistir. En biiyiik ur olusumu ise OsD3/3-1 (¢ap1 6,38
mm) ve Ga4/3-1 (¢ap1 6,18 mm) izolatlar1 uygulanmis asmalardan elde edilmistir. Ur
sayist, ur ¢apr ve ur sayist dikkate alinarak yapilan genel bir degerlendirmede
baglarda A. vitis ile miicadelede Ga7/3-6, Gal0/2-5, Os1/3-1, OsD1/3-1 ve HaD6/3-1
izolatlarinin iimit var oldugu goriilmektedir. Bu izolatlarin dayaniklilig1 tesvik etme

mekanizmasi Ozellikle tarla denemeleri ile daha detayl olarak caligilmalidir.

Ticari olarak kullanilan patojen olmayan Agrobacterium rhizogenes K84 ve
bundan gelistirilen K1026 izolatlar1 tiim diinyada kok bogazi uruna karsi miicadelede
basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Moore ve Warren, 1979; Shim ve ark., 1987;
Kawaguchi ve ark., 2005). Fakat K84 ve K1024 izolatlar1 A. vitis izolatlarina kars1
miicadelede etkisiz olmas1 arastiricilari  yeni izolatlarin elde edilmesine
yonlendirmistir. Bu giine kadar bir¢ok arastirici tarafindan bag uruna karsi degisik

seviyelerde kontrol edebilen bir¢ok izolat elde edilmis olmasina ragmen heniiz ticari
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biopreperat gelistirilmemistir (Burr ve ark., 1998; Liang ve ark., 1990; Staphorst ve
ark., 1985; Webster ve Thomson 1986; Xianying ve Wangnian, 1986).

Topraktan izole edilen farkli PGPR izolatlari, ya dogrudan bitki
hormonlarinin analoglarini {ireterek, organik maddeleri mineralize ederek, suda
erimeyen kaya fosforunu suda eriyebilir forma doniistiirerek, ya da dolayli olarak
tesvik edilmis dayanikliligi uyararak bitki gelismesini tesvik edebilirler (Elad ve
Chet, 1987; Tomashow ve Weller, 1988; Sumner, 1990; Glick ve Bashan, 1997).
Silva ve ark. (2004)’'nin yaptigr bir calismada domateste Alternaria solani,
Phytophthora infestans ve Septoria lycopersici’ye karst miicadelede kimyasal
preparatlarla PGPR izolatlar1 kombine edilerek kullanildiginda basarinin arttigini
belirtmislerdir. PGPR izolat kullanimmin kimyasal preparatlarin kullanimini yari

yartya azaltacagini vurgulamislardir.

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada PGPR izolatlarinin biberde Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria’ya karst kullanildiginda hastalik siddetini %65 oraninda
azaltigt vurgulanmaktadir (Mirik, 2005). Bizim yaptigimiz ¢alisma da PGPR
izolatlarinin ur biyikligini %80 ve ur agirligmi ise %98 oraninda azalttig
belirlenmistir (Sekil 4.24). Ur sayisinda ise %85 oraninda bir azalma tespit

edilmistir.

PGPR izolatlar1 uygulanmig asma g¢ubuklarinda siirglin sayis1 yoniinden
istatistiksel olarak LSD’ye gore %5 Onem seviyesinde Onemli farkliliklar oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.11). Ortalama 1,5 adet siirgiin ile en yiiksek Os1/3-1 izolat1
uygulanmis c¢ubuklarda goriilmiistiir. En az sayida siirgiin ise Gal/2-1 izolati
uygulanan ¢ubuklarda elde edilmistir. Siirglin uzunlugu yoniinden ise en uzun siirgiin
Gal/2-1 uygulanmis cubuklardan elde edilirken en kisa siirglinler ise sirasiyla Ga4/3-

1, Gal6/2-1 ve Ga3/3-1 uygulanan asma ¢ubuklarinda belirlenmistir.

Siirglin kuru ve yas agirliklarinda uygulamalar arasinda 6nemli farkliliklar
olmus ve en fazla siirgiin yas ve kuru agirligi OsD3/3-1 uygulanmis asma
cubuklarindan elde edilmistir. Kok uzunlugu, kok yas ve kuru agirligina gore de en
fazla OsD3/3-1 izolati uygulanmis asma cubuklarinda gozlenmistir. Bitki gelisimi

yoniinden genel olarak degerlendirildiginde en fazla etkili olan OsD3/3-1 izolat1 ayni
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zamanda ur gelisimini de 6nemli diizeyde azaltmistir. Bununla birlikte Ga7/3-6,
Gal0/2-5, Os1/3-1 ve HaD6/3-1 izolatlar1 da genel olarak az da olsa bitki gelisimini
tesvik etmistir. Ayrica bu izolatlar ur olusumunu da belirli oranda azaltmaktadir.
Bundan dolay1r asmalarda A. vitis ile miicadelede Ga7/3-6, Gal0/2-5, OsD1/3-1,

Os1/3-1 ve HaD6/3-1 izolatlarinin iimit var oldugu goriilmektedir.

O ur sayis1 B Ur agirhigi (g) @ Ur capr
~ x
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Sekil 4.24. Asmada ur olusumuna PGPR izolatlarinin etkisi

4.5.5. Bakteriyel Lipopolisakkaritlerin (LPS) A. vitis’e Kars1 Etkinliginin

Belirlenmesi

A. vitis ile miicadelede 10 g/l dozunda LPS uygulanan asma ¢ubuklarinda ur
olusumunda LSD analizine gore %5 Onem seviyesinde istatistiki olarak Onemli
farkliliklar oldugu ve LPS uygulamasinin ur biiyiikliigiinii 6énemli miktarda azalttig
belirlenmistir (Cizelge 4.12) (Sekil 4.25). LPS’in diger dozlar ile kontrol arasinda
onemli bir fark olmadig1 ve bundan dolay1r da LPS’in etkili olabilmesi i¢in en az 10

g/l dozunda uygulanmasi gerektigi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.11. PGPR izolatlar1 uygulanmis asmalarda 3,5 ay sonra olusan siirgiin
sayisl, siirglin ve kok uzunlugu, yas ve kuru agirligi

Sirglin Sirglin Sirglin yag|Sirgiin kuru|Kok uzunlugu | Kok yas | Kok kuru
Uygulamalar| sayisi | uzunlugu (cm) | agirh@i (g) | agirh@i (g) (cm) agirhigi (g)| agirhgr (g)
- Kontrol 1,17 bc | 28,67 b 5,49ab 1,22 b 18,17 ¢ [ 154 b | 0,76 b
+ Kontrol 1,00 bc | 46,50ab 8,45a 261a 27,83ab 2,88ab 1,64ab
Ga1/2-1 0,83 c | 54,33a 6,95ab 1,85 ab 1800 ¢ [ 242 b 1,25ab
Ga3/3-1 1,33ab 29,17 b 5,82ab 1,42 ab 1233 ¢ [ 1,78 b 1,08ab
Ga4/3-1 1,25abc | 24,25 b 209 b 0,90 b 12,75 ¢ | 3,10ab 1,85ab
Ga7/3-6 1,25abc | 32,63ab 7,71a 1,58 ab 17,25 ¢ | 2,81ab 0,86ab
Ga10/2-5 1,33ab 33,33ab 5,85ab 1,66 ab 13,17 bc [ 2,69 b 1,55ab
Ga16/2-1 1,33ab 28,08 b 8,45a 260a 19,33 ¢ [ 264 b 1,54 ab
0s1/3-1 1,50a 31,50ab 4,62ab 1,46 ab 1575 ¢ [ 1,36 b | 0,96ab
OsD1/3-1 1,00 bc | 33,50ab 9,33a 2,69a 33,67a 5,05a 2,04a
OsD3/3-1 1,00 bc | 45,20ab 6,76ab 1,55 ab 1580 c¢ | 2,73ab 1,38ab
HaD6/3-1 1,25abc | 47,88ab 8,68a 1,89%b 1450 c¢c | 201 b 1,14 ab

Cizelge 4.12. Farkli dozlarda uygulanan LPS’in asma g¢ubuklarinda ur olusumuna
etkisi

Uygulamalar Ur bllytkldg (mm) __ Ortalama ur
En (mm) | Boy (mm) | Yiikseklik (mm) biiylikligii (mm)
Kontrol 5,26 8,21 3,91 579 a
0,19/1G5 6,06 8,52 3,74 6,10 a
0,19/ S4 2,78 2,87 1,45 3,16 ab
1,0 9/l G5 1,66 4,68 2,21 3,80 ab
1,0 g/l S4 3,36 3,89 3,74 2,82 ab
10 g/l S4 0,41 0,40 0,31 049 b

Alexandrova ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada uygulanan tiim
LPS konsantrasyonlarnda A. vitis’in diisiik yogunlukta (5X10° hiicre/ml) ur
olusumunu engellerken yiiksek yogunlukta (5X10° hiicre/ml) ise ur olusumunu
engellemedigini  gozlemislerdir. Arastiricilarin - uyguladigt  en  yiiksek LPS
konsantrasyonu 1,0 g/l olmustur. Bizim yaptigmmz calismada 10° hiicre/ml
konsantrasyonda bakterilerin inokule edildigi asma g¢ubuklarinda LPS’in 1,0 g/l
konsantrasyonda kullanildiginda ur biytikliglini bir miktar azaltmis ancak
uygulamalar arasinda istatistiki olarak Onemli bir fark bulunmamistir. Asma
cubuklarina LPS konsantrasyonu 10 g/l olarak uygulandiginda asma ¢ubuklarinda ur

biiytlikliigii istatistiki olarak dnemli derecede azaldig1 goriilmiistiir.
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C

Sekil 4.25. Farkli dozlarda LPS uygulanmis asmalarda olusan urlar: Kontrol (A, C),
10 g/l dozunda LPS uygulanmis (B, D)

78



4. BULGULAR VE TARTISMA Mustafa KUSEK

Bu ¢alisma sonucunda LPS’nin patojen gelisimini durdurup ur olusumunu
engellemede tesvik edilmis dayaniklilifa mu1  yoksa diger dayaniklilik
mekanizmalarim1 harekete gecirdigini sdylemek oldukc¢a zordur. LPS’ler bitkilerde
dogrudan savunma ile ilgili dayaniklilik mekanizmalarini aktive edebilirler (Dow ve
ark., 2000). Coventry ve Dubery (2001) tiitine 50 pg/ml konsantrasyonda
Burkholderia cepacia LPS’ini inokule ettiginde 4 gilin sonra yapraklarda patogenez
ile ilgili (PR) proteinlerin biriktigini gozlemislerdir. Ayrica LPS bitkilerde tesvik
edilmis sistemik dayanikliligida harekete gecirebilir (Dow ve ark., 2000; Leeman ve
ark., 1995; Van Loon ve ark., 1998). Reitz ve ark., (2000) Rhizobium etli G12
izolatinin LPS’si patateste kist nematoduna karsi1 tesvik edilmis dayaniklilikta rol
oynadigini gostermislerdir.

LPS 6n uygulamalari bitkide herhangi bir aktif tepki olusturmuyorsa,
uygulanan bilesigin etrafindaki bitki hiicre duvarmin fiziko kimyasal degismeleri
akla getirebilir. Bitki dokularina infiltre edilen protein-LPS ve EPS gibi
makromolekiiler kompleksler hiicreler arasi bosluklarda birikir ve hiicre duvarina
eklenirler (Medeghini Bonatti ve ark., 1985; Stefani ve Rudolph, 1989). Alternatif
olarak LPS’lerin bir rolii de bitki hiicre reseptorleri i¢in Onciil sinyaller olarak rol
oynamis olabilir.

Van Peer ve Shippers (1992) ve Leeman ve ark. (1995) Fusarium
solgunluguna karsi turp ve karanfilde P. fluorescens LPS’inin O-spesifik zincirinin
tesvik edilmis sistemik dayanikliligin = 6nemli bir belirleyici oldugunu

kanitlamislardir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Asmanin en énemli bakteriyel hastaliklardan biri olan Agrobacterium vitis’in
tanilanmas1 ve bitki gelisimini tesvik edici rhizobakteriler ile biyolojik miicadelesi ve
A. vitis izolatindan elde edilen LPS’in tesvik edilmis dayaniklilik ile miicadele
olanaklarinin arastirilmasini hedefleyen bu ¢alismada elde edilen sonuglar asagidaki
gibi 6zetlenmistir.

1. Asmada ura neden olan A. vitis izolatlarin1 toplamak amaciyla Mersin,
Adana, Osmaniye, Hatay, Gaziantep, Adiyaman (Golbasi) ve Kahramanmarag bag
alanlar1 incelenmis ve Mersin, Hatay, Gaziantep, Adiyaman (Golbasi) ve
Kahramanmaras bag alanlarinda urlu bitkilerden 47 Agrobacterium vitis izolat1 elde
edilmistir. Izolatlarin tanis1 morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal dzelliklerine gére
yapilmistir. Ayrica PCR ve yag asit metil ester analizleri ile klasik tani
desteklenmistir.

2. Yag asit metil ester analizi ile izolatlarin fenotipik olarak %19,1 ile %89,8
oranlar1 arasinda Agrobacterium ile benzer oldugu ve referans A. tumefaciens
izolatlar1 ile ayr1 bir kiime olusturduklar belirlenmistir. Sum in Feature 2 (14:0 30H
veya 16:1 ISO 1), 16:0 ve 18:1 o7c yag asitleri tiim izolatlardan izole edilmis ve
Agrobacterium izolatlarinin tanilanmasinda 6nemli yag asitleri oldugu belirlenmistir.
Ayrica 18:1 w7c en fazla oranda bulunan yag asidi olmustur.

3. Asmadan izole ettigimiz 47 izolatin 40’1 domateste (Lycopersicon
esculentum cv Heinz 2274) ur olustururken, 39 izolat kalonsede (Bryophyllum
daigremontianum) ur olusturmustur. Domateste ur olusturmayan izolatlar kalonsede,
kalonsede ur olusturmayan izolatlar da domateste ur olusturmustur. Bundan dolay1
izole edilen Agrobacterium izolatlarinin patojenite ¢alismalarinda hem domates hem
de kalonge bitkilerinin kullanilmas1 gerekmektedir. Patojenite ¢alismasinda asma
kullanildiginda 2 ay gibi uzun bir zamana ihtiya¢ duyulurken domates veya kalonse
gibi otsu bitkiler kullanildiginda 9-15 giin gibi kisa bir siirede ur olusturabildiginden
kendi konukgusu yerine bu tip otsu bitkilerin kullanilmasi tercih edilmelidir.

4. Agrobacterium vitis ile miicadelede kullanilmak i¢in topraktan izole edilen
bakterilerden 63 izolatin kat1t NBRIB besi yerinde zon olusturdugu belirlenmis ve

bunlardan fosfor ¢6zme indeksi en yiiksek olan 29 izolat secilerek sivi NBRIP besi
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yerinde ¢Ozebildigi fosfor miktar1 Olgiilerek en yiliksek fosfor ¢ozen 10 izolat
belirlenerek saksi ¢alismasinda kullanilmistir.

5. Secilen 10 PGPR izolat1 kdk uygulamasi seklinde bitkiye verildiginde ur
sayist, buytkligi ve agirhigi yoniinden istatistiki olarak onemli diizeyde azaltici
etkinin oldugu belirlenmistir. Ga7/3-6, Gal0/2-5, OsD1/3-1, Os1/3-1 ve HaD6/3-1
izolatlar1 diger izolatlara gére daha fazla hastalik gelisimini engellemisler aymi
zamanda bitki gelisimini de olumlu yonde etkilemislerdir. Segilen bu bes PGPR
izolatindan faydalanilarak bu izolatlarin asma uru hastaligini engelleme 6zelligi, bitki
gelisimine, 6zellikle de verime olan etkileri goz ardi edilmemelidir.

6. Bu calismada A. vitis ile miicadele i¢in uygulanan bir diger yontem ise
LPS’ler kullanilarak bitkilerde dayanikliligin tesvik edilmis olmasidir. Bu amagla
yapilan c¢alismada Agrobacterium vitis’ten izole edilmis 10 g/l dozunda LPS
uygulamasinin asma c¢ubuklarinda ur biyiikligini O6nemli oOl¢lide azalttig
saptanmigstir. Burada ortaya ¢ikan dayanikliligin sistemik tesvik edilmis dayaniklilik
mi yoksa lokal tesvik edilmis dayaniklilik m1 oldugu, dayanikliligi LPS’in belli bir
bolgesinin mi yoksa biitlin olarak mu etkileyip etkilemedigi gelecekte yapilacak
caligmalar 1ile belirlenmelidir. Bunlarla birlikteLPS’nin  pratikte uygulama
olanaklarinin da gelistirilmesi gerekmektedir.

7. Farkli bolgelerden elde edilen izolatlarin hangi tip hormonlari sentezledigi

gelecekte yapilmasi gereken diger bir husustur.
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1967 yilinda Ayvalik (Yumurtalik/Adana)’ta dogdum. Orta ve lise egitimimi
Yumurtalik Lisesi’nde (Yumurtalik/Adana) tamamladim. 1986 yilinda Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimiinii kazandim ve 1991 yilinda
Ziraat Miihendisi olarak mezun oldum. 1991-1994 wyillar1 arasinda Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii'nde Fitopatoloji Anabilim
Dalinda Yiiksek Lisans’tmi tamamladim. 1996-2002 yillar1 arasinda Kahramanmaras
Siitcii Imam Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii, Fitopatoloji
Anabilim Dalinda Ogretim Gérevlisi olarak c¢alisttm. 2002 yilinda Kahramanmaras
Siitcii Imam Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii, Fitopatoloji
Anabilim Dalinda Arastirma Gorevlisi olarak calismaya basladim. 2003 yilinda
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Anabilim Dalinda Doktora yapmak iizere YOK tarafindan gorevlendirildim. Evliyim

ve bir kizim var.
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EKLER
EK 1
Agrobacterium vitis 1zolasyonu ve Karakterizasyonu Cahsmalarinda Kullanilan

Besi Yerleri

King B Besi Yeri (King ve ark., 1954)

Protease Peptone 20,0 g
Gliserin 10,0 ml
K>,HPO4 1,5¢
MgS0O4-7H,0 1,5¢g
Agar 150¢g
Saf su 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Patates Dekstroz Agar+CaCO; (PDA+ CaCQOj3) (Moore ve ark., 2001)
Patates dekstroz agar 390g

CaCO3 590 g
Saf su 1000 ml
121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Yeast Dekstroz Kalsiyum Karbonat (YDC) Agar (Lelliott ve Stead, 1987)
Yeast Ekstrakt 10,0 g

Dekstroz 20,0 g
Kalsiyum Karbonat 20,0 g
Agar 150¢g
Saf Su 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.
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Benedict’s Ayiraci (Moore ve ark., 2001)

Sodyum sitrat 173 ¢
Sodyum karbonat 10,0 g
Bakar siilfat 1,73 g

Sodyum sitrat ve sodyum karbonat 60 ml saf su icerisinde 1sitilarak eritilir. Eger
gerekiyorsa filtre kagidi ile siiziiliir. Ayri bir beherde 15 ml saf su igerisinde bakir
stilfat iyice eritilir. Genis bir beherde sodyum sitrat ve sodyum karbonat iceren
sollisyonun {izerine yavasga bakir siilfat karigtirarak eklenir. Daha sonra saf su ile
1000 ml’ye tamamlanur.

Nutrient Glikoz Agar (NGA) Besi Yeri

Nutrient Agar 13,0g
Glikoz 1.,0g
Saf su 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Demir Amonyum Sitrat Besi Yeri (Moore ve ark., 2001)

Demir amonyum sitrat 10,0 g
MgS04-7H,0 0,5¢
K>;HPO4 05¢g
CaCl, 02¢g
Saf su 1000 ml

pH’1 7,0’e ayarlandiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Asit Uretimi I¢in Temel Besi Yeri (Moore ve ark., 2001)

NH4H,PO4 1,0g
KCl 02¢g
Yeast ekstrakt 10g
Bromthymol blue [%50 etanol igerisinde %1 (w/v)] 3,0 ml
Mg»S04-7H,O 0,2¢g
Agar 1,5¢g
Saf su 1000 ml

Agar ilave edilmeden 6nce 1 N NaOH ile pH’1 7,1’e ayarlanmistir. Daha sonra
121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.
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Sitrat Besi Yeri (Moore ve ark., 2001)

Sodyum sidrat 20¢g
Mg»SO04-7H,O 02¢g
NH4H,PO,4 1,0g
K,;HPO4 1,0g
NaCl 5,08
Bromthymol blue [%50 etanol icerisinde %1 (w/v)] 15,0 ml
Agar I5¢
Saf su 1000 ml

Agar ilave edilmeden 6nce pH’1 6,8’e ayarlanmistir. Daha sonra 121°C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir.

Litmus Milk Besi Yeri (Moore ve ark., 2001)

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

1,0 N NaOH ile pH’1 7,0’e ayarlanmistir. Birbirini takip eden 3 giin 100°C’de 30
dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Malonik Asit Besi Yeri (Moore ve ark., 2001)

(NH4)2SO04 20¢g
KH,PO, 0,4 ¢
K;HPO4 0,6 g
NaCl 20¢g
Yeast ekstrakt 0,1¢g
Malonik asit, sodyum tuzu 30g
Bromthymol blue [%50 etanol igerisinde %1 (w/v)] 2,5 ml
Saf su 1000 ml

pH’17,0’e ayarlanmistir. Daha sonra 121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.
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Mucic ve L-tartarik Asit Besi Yeri (Moore ve ark., 2001)

NaNH4PO4 05¢g
NaH,PO4 0,17 ¢g
KCl 0,2¢g
Bromthymol blue [%50 etanol igerisinde %1 (w/v)] 2,5 ml
Saf su 1000 ml

pH’1 7,0’e ayarlandiktan sonra her bir tiipe 4,5 ml ilave edilmis ve 121°C’de 15
dakika otoklavda sterilize edilmistir. Her Tiipe daha sonra 0,5 ml filtre ile steril
edilmis %1°lik mucic asit veya L- tartarik asit ilave edilmistir.
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EK 2

Yag Asit Analizi Calismasinda Kullanilan Besi Yerleri ve Cozeltiler

Tryticase Soy Broth Agar (TSBA)

Tryticase Soy Broth (BBL # 11768) 30,0 g
Agar 150¢g
Saf Su 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Cozelti 1
Metil alkol (HPLC grade) 150 ml
Saf su 150 ml
Sodyum hidroksit 45 ¢

Sirasi ile saf su ve metil alkol 1 litrelik renkli ¢ozelti sisesine ilave edildikten sonra
sodyum hidroksit ilave edilmis ve iyice karistirilmistir.

Cozelti 2
Hidroklorik asit (6,0 N) 325 ml
Metil alkol (HPLC grade) 275 ml

Renkli ¢ozelti sisesi icerisinde hazirlanir.

Cozelti 3
Heksan (HPLC grade) 200 ml
Metil-tert-butil eter (MTBE, HPLC grade) 200 ml

Renkli ¢ozelti sisesi igerisinde Metil-tert-butil eter lizerine heksan ilave edilerek
hazirlanir.

Cozelti 4
Sodyum hidroksit (ACS grade) 10,8 g
Saf su 900 ml

Renkli ¢ozelti sisesi i¢erisinde hazirlanir.
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EK 3

PCR Cahismasinda Kullanilan Cozeltiler

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (%1)
TAE buffer 1000 ml

Sodyum dodesil siilfat (SDS) 10g

Sicak su bulunan biiyiik bir beher igerisine icinde TAE buffer bulunan beher konur
ve i¢ine SDS ilave edilerek iyice eriyene kadar karistirilir.

7,5 M Amonyum Asetat

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

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

Tris-HCL 0,24 g
EDTA 0,074 g
Saf su 200 ml
6,5X Loading Buffer
Bromofenol mavisi 30,0 mg
5XTBE 4,25 ml
Gliserin 5,75 ml
TBE Buffer
Tris 107,89 g
Borik asit 550¢g
Na,EDTA 744 g
Saf su 1000 ml
pH: 8,3

101



EK 4
PGPR’larin izolasyonunda Kullanilan Besi Yerleri

NBRIP-BPB Besi Yeri (Nautiyal, 1999)

Glikoz 10,0 g
Ca3(POy), 50g
(NH4)SO4 0,1g
MgS0O.4-7H,0 0,25¢g
KCl 02g
MgCl,-6H,0 50g
Bromphenolblue 0,025 ¢
Saf su 1000 ml

pH 7,0’ye ayarlanir ve 121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

NBRIP Besi Yeri (Nautiyal, 1999)

Glikoz 10,0 g
Ca3(POy), 50¢g
(NH4)SO,4 0,1g
MgS04-7H,0 0,25 ¢g
KCl 02g
MgCl,-6H,0 50g
Saf su 1000 ml

pH 7,0’ye ayarlanir ve 121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.
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EK 5
Lipopolisakkarit izolasyonu Calismasinda Kullanilan Besi Yeri

YM Besi Yeri (Miller ve ark., 1990)

Yeast ekstrakt 0,4¢g
Mannitol 10,0 g
NaCl 0,1g
MgS0,-7H,0 02g
K,HPO, 05g
Saf su 1000 ml
pH: 7
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